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Résume

Le systeme immunogénétiqgue humain leucocyte antigene (HLA) fait partie
d’un ensemble génétique complexe situé sur le bras court du chromosome 6. Il
s’agit d’un systeme multigénique, multi allélique, utilisé souvent dans une
perspective anthropologique en tant que marqueur génétique pour l'analyse des
populations.

Notre travail est une série de cas rétro-prospective qui s’est intéressé a 1’étude
des alleles HLA chez 70 patients algériens recrutés principalement dans le
cadre de la transplantation rénale et dans le cadre de la recherche d’une
association HLA et maladies au niveau de ’unité d’immunologie Hassiba Ben
Bouali du CHU de BLIDA entre 2016 et 2018.

Nos résultats montrent que les alleles HLA les plus fréquemment retrouvés au
sein de la population algérienne sont : HLA-A*02 (19.15%), -B*08 (14.43%),
-C*07 (29.32%), -DRB1*03 (17.73%) et -DQB1*02 (27.14%).

La comparaison de nos résultats avec les autres populations montre que les
algériens sont ethniquement trés proches des Maghrébins et de certains
Europeens, et aide a utiliser la génétique pour décrire la diversité au sein des
différentes populations. De plus, ces données developpent les connaissances
actuelles sur la construction génétique des algériennes qui servira de référence
pour le maintien d’une base de données pour la recherche de donneurs
compatibles entre les algériens et les autres Maghrébins, et pour les études

d’association HLA- maladie.

Mots clés: Polymorphisme HLA, Fréquence allélique, Relation génétique.
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Abstract

The immunogenetics system, humain leukocyte antigen (HLA) is part of a
genetic complex localized in humans on the short arm of chromosome 6, It is a
multigenic multiallelic system often used in an Anthropological perspective as

genetic marker for populations analysis.

Our work is a retro-prospective case serie that investigated HLA alleles in 70
algerian subjects recruited mainly as part of kidny transplantation and as part
of the search for an HLA association and diseases from the UHU-Hassiba Ben
Bouali immunology unit at Blida CHU between 2016 and 2018

Our results show that the HLA alleles most frequently found in the Algerian
population are: HLA-A*02 (19.15%), -B*08 (14.43%), -C*07 (29.32%), -
DRB1*03 (17.73%) et -DQB1*02 (27.14%).

Comparisons with data of other worldwide populations shows that the
Algerians are ethnically very close to the North Africans and some Europeans
and assistance in using genetics to describe the diversity of different
populations , Moreover, thése data develop the current knowledge of the
genetic construct of Algerians which will maintaining a database for finding
compatible donors between Algerian and other North Africans, and will serve

this data as reference for HLA and disease association studies .

Key words: HLA polymorphism, Allele frequencies, Genetic relationships.
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Glossaire

Anthropologie : L'étude de la diversité humaine et de I'évolution biologique, dans le but
principal de reconstituer I'histoire de la colonisation mondiale depuis I'origine de I'Homo
sapiens. Il est spécialisé dans l'analyse biostatistique et bio-informatique des données
moléculaires de différentes régions du génome, telles que les régions HLA, I'ADN
mitochondrial et les chromosomes Y, mais aussi des systemes classiques et des SNPs et

STRs nucléaires .

Alléles : différentes versions d'un méme gene sont appelées alléles. Chaque alléle se
distingue par une ou plusieurs différences de séquence nucléotidique. Ces différences
résultent de mutations ou de recombinaisons génétiques dans I'histoire de I'espece. Tous les

alléles d'un géne occupent le méme locus (position) sur un seul chromosome.

Phénotype : Expression du génotype (forme « visible » de celui-ci)
Locus : Il s’agit de I’emplacement physique d’un géne sur le chromosome

Taq polymérase : ADN polymérase utilisé pour la duplication de I’ADN dans la réaction
de PCR, cette polymérase, extraite de thermophilus aquaticus (microorganisme vivant prés
des sources hydrothermales ou la température dépasse les 100°C) a la propriété de résister a
de trés hautes températures, comme celles utilisé lors de la PCR et donc de resteractive

pendant la réaction

Hétérozygote : pour un géne ou un locus donné, exprime deux alléles différents (le sujet
hétérozygote possede le méme phénotype que 1’homozygote dominant A/A, mais son
génotype est différent A/a)

Phénotype : Expression du génotype (forme « visible » de celui-ci)

Soi : correspond a I'ensemble des molécules résultant de I'expression des génes d'un individu.
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Haplotype : est un groupe d'alléles de différents loci situés sur un méme chromosome et

habituellement transmis ensemble.

Greffe : Transfert de cellules, de tissus, ou d’organes prélevés soit sur le malade lui- méme
(autogreffe) ou sur un donneur (allogreffe ou xénogreffe). La personne au bénéfice de la
greffe s’appelle receveur. La compatibilité entre donneur et receveur est capital. La greffe
de moelle osseuse est une procédure médicale tres delicate utilisée dans le traitement des

leucémies

Génome : c’est d’un point de vue fonctionnel, I’ensemble du contenu génétique (génes et
séquences régulatrices) nécessaire a 1’édification, au fonctionnement et a la reproduction de
chaque organisme. C’est d’un point de vue constitutif, ’ensemble des séquences d’ADN

d’un organisme.

Geéne : Unité fonctionnelle localisée sur un chromosome, et codant pour un ARN

CMH : Ensemble de loci, extrémement proches les uns des autres (ils présentent une liaison
génétique étroite) codant pour les molécules d’histocompatibilité qui ont pour fonction de
présenter les antigenes aux lymphocytes, lesquels doivent ensuite différencier les antigénes

de I’organisme (s0i) des antigénes étrangers (non-soi) et les
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Introduction

Le systeme HLA est le systeme génétique le plus polymorphe chez I’homme Son importance
a ¢t¢ d’abord démontré en histocompatibilité .ensuite il s’est trés vite révélé précieux pour
I’étude des population, le typage HLA de cette diversité structurale est largement utilisé en
médecine pour la sélection de donneurs et de receveurs de transplantation d’organes ou de
greffe de cellules souches hématopoiétiques et dans 1’évaluation de risque vis-a-vis de
certain maladies tel que la spondylarthrite ankylosante, la maladie de Bechet... D un point
de vue anthropologique, le polymorphisme du systéme HLA et I’existence de déséquilibre
de liaison ont permis d’améliorer nos connaissances sur les populations, en particulier sur
les mécanismes d’isolation génétique et de meétissage inter populationnel (Retima et
al.,2017)

Le complexe majeur d’histocompatibilité est un systeme multigénique hautement
polymorphe codant pour les molécules Human leucocyte Antigen (HLA) situé sur le bras
court du chromosome 6 chez I’homme sur une distance de 3,6 méga bases. Il est divisé en
trois régions : la région de classe | télomérique, la région de classe 11 centromérique et la
région de classe Il intermédiaire, initialement identifiées par J. Dausset et comporte 224
génes (Moalic, 2008 )et (Giannoli, 2011).

Les molécules HLA codées par ces génes sont des glycoprotéines transmembranaires
exprimées sur toutes les cellules nucléées de 1’organisme pour la classe | ou uniquement sur
les cellules participant a la réponse immunitaire (monocytes, macrophages, cellules
dendritiques, lymphocytes B et lymphocytes T activés) (pour la classe 11). Ces molécules
jouent un r6le essentiel dans le contrdle de la réponse immunitaire. Elles sont capables de
reconnaitre et de se lier a des antigénes étrangers a 1’organisme « non soi » et de les
transporter a la surface cellulaire pour les présenter aux lymphocytes T. Elles sont
responsables de la reconnaissance du soi et du non soi et, a ce titre, elles définissent 1’identité
biologique d’un individu (Brick, 2015).

Le systéeme HLA est caractérisé par un extréme polymorphisme, chaque gene ayant plusieurs
alléles codants pour des protéines différentes. Les genes HLA étant tres proches les uns des
autres, toute la région est transmise en bloc (en haplotype) a la descendance. En raison de

ces caractéristiques génétiques, I’exploration du systéme HLA revét un intérét capital dans

-
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de nombreux domaines dont la médecine (appariement donneur - receveur, aide au
diagnostic et a la prédiction de certaines maladies infectieuses), 1’anthropologie et la

génétique des populations (Brick, 2015).

L’objectif de notre travail consiste a explorer et a exploiter des résultats du typage HLA dans
I’étude du polymorphisme du systéme HLA au sein de la population algérienne. Ainsi que
les résultats obtenu de la prise en charge immunologique des patients candidats pour une
transplantation rénale, ces patients admis au niveau de I'unité¢ d’immunologie de Hassiba
Ben Bouali de (CHU de Blida), ce travail est divisée en deux partie la premiére dans laquelle
on a aborder des rappelle bibliographique et la deuxieme dans laquelle on a aborder le
matériel et méthode utilisé ainsi que les résultats et discussion obtenu et enfin une

conclusion ainsi en ce demande :

Quelle sont les spécifiés des alleles HLA les plus fréquentes qui caractérisent notre

population algérien
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Chapitre I : systeme HLA

.1 HISTORIQUE

L’histoire de nos connaissances du systeme HLA est jeune. Comparativement aux
découvertes scientifiques qui se sont déja succedé a un rythme rapide au X1Xéme siecle, le
XX -éme siécle vit une accélération de leur cadence. Dés le début des années 1950, Jean
Dausset établit qu’il existe des groupes de globules blancs (groupes leucocytaires), de méme
qu’il y en a pour les érythrocytes (A, B, AB et O). Il s’est intéressé aux malades qui ont un
nombre anormalement bas de globules blancs (leucopéniques). A partir de leur sérum, il
découvre I’existence d’anticorps capables d’agglutiner les globules blancs d’un autre
individu (Nydegger, 2009 ; Carosella, 2015).

Rapidement, il a été s’avéré que ces anticorps blancs sont dus aux nombreuses transfusions
que le malade a regues et qu’il ne s’agit pas d’auto-anticorps responsables de la leucopénie.
Il en déduit qu’il existe des groupes de globules blancs, comme il existe les groupes de
globules rouges. Mais, a la différence des groupes sanguins A, B et O, les anticorps contre
les globules blancs n’existent pas a I’état naturel ; I’immunisation par transfusion ou par
grossesse est ici nécessaire. C’est alors que Jean Dausset a été imaginé une stratégie
simplificatrice : utiliser le sang d’un seul et méme donneur pour transfuser le malade qui, de
ce fait, ne pourra s’immuniser que contre les globules blancs d’un seul donneur. Ce qui fut
fait. Au bout de quelques semaines, Jean Dausset constate 1’apparition d’anticorps qui
n’agglutinent que les leucocytes de la moitié du panel des donneurs volontaires. Cette
découverte fut publiée dans I’article princeps paru en 1958 dans Acta Haematologica ou Jean
Dausset soulignait déja I’importance possible de ces groupes en transplantation (Carosella,
2015).

Jean Dausset fut le premier a réaliser la complexité du systeme génétique, analogue au
systéeme H2 de la souris. Pour démontrer son hypothese, il testa 50 sérums sur 50 individus
a I’aide de deux techniques : leuco agglutination et test de lyse des leucocytes. L’analyse de
cet énorme tableau permettait d’affirmer I’existence d’au moins 8 groupes qui devaient
appartenir a un systeme unique que Jean Dausset dénomma Hu-1, selon la nomenclature
proposée par George Snell pour les systémes analogues au systeme H2 —Hul pour homme
et —1I pour le premier systéme. Il fallait prouver que, comme le systeme H2, le systéme

Hu-1 détermine le devenir des greffes. En 1964, avec I’immunologiste-chirurgien américain
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Félix Rapaport, il pratique une série de greffes de peau sur des volontaires et montre qu’il y
a bien une correélation entre la compatibilité du systéme Hu-1 et la survie des greffes de peau.
Les groupes leucocytaires sont en realité des groupes tissulaires ouvrant la voie a la
transplantation d’organes. Etudiant les malades greffés de reins, Jean Dausset a pu montrer
que la survie du greffon était corrélée au nombre d’incompatibilités dans le systeme Hu-1,
devenu entre-temps HLA (Human Leucocyte Antigen) (Ferrer et al., 2005 ;Carosella,
2015).

1.2 DEFINITION

Le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) ou systeme HLA chez I'hnomme est situé
sur le bras court du chromosome 6 et occupe une région de 3 600 kb. La région HLA porte
plus de 200 genes codant pour des divers produits, ce qui en fait la région avec le plus grand

nombre de génes exprimés dans le génome humain.

Le principal produit codé dans le CMH est I'antigéne majeur d'histocompatibilité, la
glycoprotéine dite allogénique qui provoque le rejet de greffe entre individus de la méme
espece (Robert al.,2018). Ces antigénes sont des glycoprotéines de surface cellulaires
portent l'identité biologique de l'individu (Chatenoud et al.,2012). lls sont pour la
reconnaissance du "soi" et du "non-soi », jouant ainsi un role décisif dans l'initiation des
réponses immunitaires adaptatives par la présentation des peptides aux cellules impliquées.

Ces genes et molécules sont impliqués dans la présentation des antigénes. (Voir figure 1)
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Figure 1 : Carte simplifiée du CMH humain, HLA (Parham,2003)
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1.3 Structure des molécules HLA

Les molecules HLA sont des glycoprotéines transmembranaire hétérodimériques(Labalette
et al., s. d.), les molécules de classe | ou de classe Il du HLA ont été isolées et purifiées,
puis la structure tridimensionnelle de leurs domaines extracellulaires a été déterminée par
cristallographie aux rayons X Malgré le polygénisme et le polymorphisme des molécules

HLA, leur structure tridimensionnelle fait preuve d’une grande homogénéité.(Chillet et

Eric, 2010.) (Voir figure2)

Chromosome 6
Tel Long arm Cen Short arm Tel

(NN IR (I

HLA region
6p21.1-21.3

Class Il Class lll Class |

I I e I [

DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF BC E AGF

HHHHH—

Figure 2 :Cartographie des génes HLA sur le chromosome 6 (Moalic, 2018).

1.3.1 Structure des molécules HLA de classe | :

Les produits des génes HLA-A, B et C sont des glycoprotéines formées de 1’association non-

covalente d’une chaine lourde polymorphe a, a une chaine légere non polymorphe [2-

microglobuline. (Figure 3)

Class | Class I}
FPeptide-binding
groove

SIS IRIRIRIS I o

Plasrma

mermbhramne >
Cytoplasmic

Cytoplasmmic ..
tail

Tanil

Figure 3 : Structure des molécules HLA de classe | et de classe Il. (Chatenoud

Bach,2012)
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1.3.1.1 Lachaine lourde a

La chaine lourde a est une protéine glycosylée d’environ 350 AA, avec un poids moléculaire
de 45000 daltons, comporte :

* 3 domaines extracellulaires al, a2 et 03 d’environ 90 AA. Les domaines al et a2 les
plus externes portent le polymorphisme de la molécule, tandis que le domaine a3 est

conserve.
« Une région transmembranaire hydrophobe de 25AA.

« Un court segment hydrophile intra cytoplasmique C-terminal de 30-40AA. Recherche
bibliographique 9 Sa structure tridimensionnelle montre une cavité entre les domaines ol et,

a2, dans ce sillon peut se glisser un peptide de 8 a 10AA. (Bjorkman et al.,2005)

1.3.1.2 La chaine p2-microglobuline

La chaine p2-microglobuline, commune & toutes les molécules HLA, est une protéine
non glycosylée de 99AA. Elle comprend un seul domaine, associé a la chaine lourde o
au niveau du domaine a3 par des liaisons non covalentes. Ce domaine renferme un pont
S-S, son poids moléculaire est de 12000 daltons et codé par un géne localisé sur le
chromosome 15 (donc, en dehors du HLA). (Bjorkman et al. ,2005)
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1.3.2 Structure des molécules HLA de classe 1
Les molécules HLA de classe Il sont des protéines dimériques hétérogenes, elles sont
constituées de deux chaines polypeptidiques différentes a et B, codées par deux geénes
distincts au sein du HLA. La chaine a est une glycoprotéine de 33 kDa constituée de
deux domaines extracellulaires, al et a2. La chaine B est une glycoprotéine de 28 kDa
constituée de deux domaines extracellulaires, B1 et 2. Ce sont les domaines al et 1 qui
constituent la poche a peptide, le peptide est long et déborde les extrémités de la poche.
Comme pour les molécules de classe I, le peptide est indispensable a la stabilité de la
molécule. Les molécules de classe Il sont codées par les alleles du locus DP, DR et DQ,
chaque locus abrite les génes A et B codant respectivement les chaines o et § (ex. DPa

et DPp). (Espinosa et Chillet,2010)

.4 Immunogénétique du systéeme HLA

Les molécules HLA sont des glycoprotéines membranaires codées par une série de genes
regroupés sur un segment chromosomique de 4000 kb (kilobases), ce qui correspond a
1/1000 du génome humain, appelé région HLA et porté par le bras court du chromosome 6.
Certaines maladies auto-immunes sont liées a des alleles HLA spécifiques : (Delves,2021)

e Sclérose en plaques a HLA-DR2
e Narcolepsie a HLA-DR2 et HLA-DQB1*06 :02

e Psoriasis 8 HLA-C*06 :02

e Polyarthrite rhumatoide a HLA-DR4

e Diabeéte de type 1 a HLA-DQ2 et HLA-DQ8

e Spondylarthrite ankylosante et arthrite réactive a HLA-B27(Delves,2021)



https://www.msdmanuals.com/fr/professional/authors/delves-peter
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-neurologiques/maladies-d%C3%A9my%C3%A9linisantes/scl%C3%A9rose-en-plaques-sep
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-neurologiques/troubles-du-sommeil-et-de-la-vigilance/narcolepsie
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-dermatologiques/psoriasis-et-dermatoses-desquamantes/psoriasis
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-musculosquelettiques-et-du-tissu-conjonctif/troubles-articulaires/polyarthrite-rhumato%C3%AFde-pr
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-endocriniens-et-m%C3%A9taboliques/diab%C3%A8te-sucr%C3%A9-et-troubles-du-m%C3%A9tabolisme-glucidique/diab%C3%A8te-sucr%C3%A9#v988031_fr
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-musculosquelettiques-et-du-tissu-conjonctif/troubles-articulaires/spondylarthrite-ankylosante
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-musculosquelettiques-et-du-tissu-conjonctif/troubles-articulaires/arthrites-r%C3%A9actionnelles
https://www.msdmanuals.com/fr/professional/authors/delves-peter
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.41 Lesgéne HLA de classe |

En position télomérique, elle s’étend sur environ 2000 kb. Elle comprend plus de 20 génes
identifiés dont les principaux sont les génes HLA A, HLA B, HLA C de classe | classiques
; ils codent pour la chainea. des molécules HLA de classe len plus des genes HLA de classe
I non classiques (HLA-E, HLA-F, HLA-G) et les genes apparentés a la classe | (HLA |
like) (Forbes et Trowsdale, 1999)

1.4.2 Les géne HLA de classe Il

Sont en position centromérique, elle s’étend sur environ 1000 kb. Elle comprend environ 32

genes dont les principaux sont les génes DRA, DRB, DQA, DQB, DPA et DPB ; codant
pour les chaines a et f des molécules HLA classe II. au moins 10 génes HLA transcrits
(DRA, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DPA, DPB1, DQA, DQB1, DMA, DMB, DOA, DOB)
(Les génes DRB3, DRB4 et DRB5 ne sont pas toujours transcrits, cela dépend des génes
DRp1). (Pichon et al., 1996) voir (Figure 04)

DRBI  DRBG DRBY DRA * Un seul géne DRA monomorphe qui s'associe au géne DRB1 pour
DRL 10 - D E - former la 1% molécule DR ap1, présente chez tous les individus.
DRB1  DRBG DRBS ~ DRBY DRA  * deuxiéme Géne DRB3 ou DRB4 ouDRBS, selon I'haplotype,
DRIS, 16 codant pour la chaine 3, B4 et BS qui s'associent a la chaine a, pour
L - E - D - former une 2¢™ molécule DR  la surface cellulaire.
DRBL  DRB2  DRB3 DRB9 DRA
DR3, 11,12, 13,14 _-H DRB3, DRB4, DRBS sont associés a certaines molécules DRB1:
DRBL DRB7 DRES DRB DREY DRA DRRS poulr OB, DRS, D6
JR— = DRB4 pour DR4, DR7 et DR9
DR4, 7,9 —- H He— HE- DRBS pour DR2
DRBL DRBS DRA ;
Pas de 2°™ molécule DR si I'individu est DR1, DR8, DR10.
088 —— .-
Les génes DRB2, DRB6, DRB7, DRBS, DRBI sont des pseudogénes.
Géne exprimé - Pseudogéne |

Figure 04 : Organisation génomique du locus DR 18(Benhalima,2005)
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1.4.3 Les géne de classe 11 :

Localisée entre B et DR elle s’étend sur environ 1000kb, avec au moins 30 génes dont les
principaux codent pour les composants du complément C2, facteur B, C4 (C4A et C4B),

pour les tumornecrosis , et pour les protéines de choc thermique Hsp 70 (HeatShockProtin).

Cesp et TNF afactor: TNF geénes n’ont aucun role de présentation de peptides antigéniques
et seuls les génes de classe I et II codent pour les antigénes d’histocompatibilité.(Tumer et

al., 2022) (voir figure5 )

Classe Il @ Classe 1l e Classe |

oP DQ DR
B1A1! ppy [1a1)/B1B38BaBS A) B C A

coL P
op LMP/TAP

1ae a — aps (DR51)

— ap3 (DR52)
L ap1 (DR1 a 18)

Figure 5 : Geénes du systeme HLA. (Abul et al., 2013)

1.5 Caractéristiques du systeme HLA

Une des caractéristiques majeures du systeme HLA est son extraordinaire polymorphisme
génétique. Il est ainsi exceptionnel voire impossible de trouver deux sujets non apparentés
qui soient strictement identiques au niveau de tous leurs génes HLA. Le polymorphisme est
défini au sein d'une population par le nombre et la fréquence des alléles a un locus. Les génes

HLA possédent 3 caractéristique importantes : (Eliaou,2007)

-Polymorphisme : chaque genes est multi-allélique sauf HLA-DRA

-Codominance : chez un sujet hétérozygote , les deux alléles sont exprimes .

-Liaison étroite :tous les génes situés sur un méme chromosome se transmettent en bloc a

la descendance sous forme d’haplotype . (Eliaou,2007)
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1.5.1 Polymorphisme

Une caractéristigue majeure de systeme HLA est son extraordinaire polymorphisme
génétique Les genes codant pour les molécules HLA de classe | et Il sont les plus
polymorphes du génome humain. Le polymorphisme est le résultat de mutations ponctuelles,
mais également de conversions géniques et de recombinaisons homologues ayant eu lieu au
moment de la méiose. C’est pour cela que les différents alleles HLA sont trés proches entre
eux au sein d’un méme locus, mais également entre plusieurs loci de la méme classe, et que
I’on dit que les molécules HLA sont des mosaiques de déterminants antigéniques.
(Traherne,2008 ) et (Oosterhout , 2009)

Chague individu est hétérozygote pour la plupart de ses génes HLA de classe | et de classe

I1, et n'exprime qu'un ou deux des alleles de chaque géne présent dans I'espece humaine.

La diversité génétique extréme du systéme HLA est portée par un nombre important de locus
et pour de nombreux loci par un nombre considérable d’alleles. Si I’on ne considere que les
6 séries alléliques principales HLA (A, B, C, DR, DQ, DP). Cette caractéristique rend chaque

individu quasiment unique (lablette et al) .

En effet, c'est par la comparaison des individus d'une population que peut étre défini le
polymorphisme du systéeme HLA les base moléculaire du polymorphisme du systéme HLA
sont la présence de nombreux Génes multi-alléliques et une transmission codominante des

genes .

La majorité du polymorphisme allélique est concentrée au niveau des exons 2 et 3 qui codent
pour les domaines externes al et a2 impliqués dans le site de fixation peptidique et dans la
région de contact avec le TCR. Le domaine a3 et la f2m, en revanche, sont trés conservés.

(Figure 6) (Revillard,2001)(Chatnoud et Francgois ,2008) (Voir figure 6)

Chromosome 6 Chromosome 15
Exon 1| > Région 5’ NT

+ 444 exonz -

8 exons séparés l

par 7 introns
Exon s .

Exon & ‘- > Région C-ter 3’ NT

Région intracytoplasmique

Figure 6 : Polymorphisme des génes HLA- I. (Benhalima,2005)
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1.5.2 Codominance

Pour chaque locus, le gene d’origine paternelle et le géne d’origine maternelle sont exprimés
dans la méme cellule. Les protéines codées par chaque haplotype sont donc coexprimées par
chaque cellule. Donc, chaque enfant aura une moitié du génome du pére et une autre de la
meére, appelé haplotype et un enfant sur 4 aura une forte chance d’étre HLA identique avec
ses fréres (Espinosa etChillet, 2006).

Si la personne est hétérozygote a ce locus, les produits des deux alleles de ce locus sont
présents a la surface cellulaire, la transmission des génes HLA se fait selon la loi de Mendel
en bloc des parents aux enfants (Figure 9) donc chaque enfant aura un haplotype paternel et
un haplotype maternel. (Klein et Akie,2000) (Voir figure 7)

HLA du pére HLA de la mére

AI | jea
2 2

Cw Cw Cw

DR™821 DR™B1

DQ*~81 DQ*21 HLA de | ‘enf

A I
paterns’

w»

Figure 7 : Distribution intrafamiliale des haplotypes HLA. (Bignon et al .,1992)

1.5.3 Liaison étroite et transmission en bloc :

La liaison étroite signifie que tous les génes sont transmis en bloc des parents aux enfants.
Si I’on appelle a et b les haplotypes du pere, c et d ceux de la mére, chaque enfant hérite un
haplotype paternel et un haplotype maternel. 1l y aura quatre types d’enfants ac, ad, bc et bd.
Ainsi la probabilité pour deux enfants d’une méme fratrie d’étre HLA identiques est de 25%,
d’étre HLA différents de 25% et d’étre HLA semi-identiques de 50% .40 (Chatenoudt et
Bach,2008).

Transmission familiale des haplotypes human leukocyte antigen(HLA). L’enfant ES est
appelé « recombinant HLA » avec un nouvel haplotype noté c/d d’origine maternelle

(événement rare, environ 1 %) Une recombinaison entre deux haplotypes (crossing-over)

-
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peut survenir dans les cellules germinales maternelles ou paternelles, créant un nouvel
haplotype. A. (Cesbron et al ., 2015) (Voir figure 8)

Pére Meére
A1-B8-DR3 a A29-B12-DR7 c
| A3-B7-DR2 b A10-B38-DR5 d
L I
T
v v v v
E1 E2 E3 E4

A1-B8-DR3 a | A1-B8-DR3 a | A3-B7-DR2 b | A3-B7-DR2 p
A29-B12-DR7c [A10-B38-DR5d A29-B12-DR7c [A10-B38-DR5d

A1-B8-DR3

ES =
i AZOIBEENE </

La Figure 8 : représente un exemple de famille avec transmission haplotypique (en
bloc)pour les quatre premiers enfants. Le cinquiéme enfant correspond a un sujet
recombinant, avec un haplotype nouveau (noté c¢/d) d’origine maternelle.
(Cesbronetal ., 2015) .

1.5.4 Déséquilibre de liaison :

En théorie tout allele d’un locus HLA peut étre associé¢ a n’importe quel allele d’un autre
locus : mais certains alléles d’un locus sont associés préeférentiellement avec des alléles d’un
autre locus. Cette association est plus fréquente que ne le voudrait le hasard.

Le déséquilibre de liaison est la différence entre la fréquence observée pour une combinaison
particuliére d’alleles et la fréquence attendue a partir des fréquences individuelles des alléles.
La fréquence attendue pour une combinaison donnée peut étre calculée en multipliant les
fréquences des alléles. par exemple, dans la population caucasienne HLA-A1 coexiste trés
souvent avec HLA-B8 et HLA-DR3. Ceci signifie que la probabilité de trouver associés deux

alléles particuliers est supérieure au simple hasard. (Eliaou , 2007) (Voir figure 9)

Exemple : combinaison alleligue (haplotype)
HLA-BS8/HLA-DR3
Fpop B8 = 0.10 F.w B8-DR3 = (0,10x0,12) 0.012
Fron DR3 = 0.12 F,, B8-DR3 =0.074
Déeséequilibre de liaison (4 ) = 0.062
E Tes de comb son aalleles
xeme':ledéséquoilibr‘en(i::le Iira‘ison © Ax(10-3)
A1, B8 53.2
B7,DR2 36.8
B8, DR3 61.3
DR2,DAQ1 93.6
DR4 DO3 87 .5

Figure 9 : Exemple de déséquilibre de liaison. (Eliaou , 2007)
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Chapitre Il : Nomenclature, dénombrement et Typage des
alleles HLA

I1.1 Nomenclature

Devant 1’accumulation des données et en raison de la diversité (polymorphisme) de ce
systéme, un comité de nomenclature internationale définit régulierement des régles strictes
d’écriture, celles-ci permettent de référencer clairement les régions geniques (loci), les
alleles (ou génes), les produits (ou antigenes) HLA propres a ce CMH. Des équivalences

avec d’anciennes désignations sont également précisées (March et al., 2010).

D’une fagon générale, chaque spécificité moléculaire HLA est désignée par une lettre
précisant le locus auquel elle appartient (HLA-A pour locus A) suivie par son huméro
spécifique (exemples : HLA-A2 ; HLA-B27). Pour le locus C, et afin d’éviter toute
ambiguité avec les protéines du complément, la lettre W(pour « Workshop ») est accolée a
C (exemple : HLA-Cw?2). Il est également encore d’usage de mentionner, pour certains
antigenes, la spécificité large (broad) a laquelle elle appartient sérologiquement. Ainsi les
deux spécificités antigéniques A25 etA26 furent officiellement reconnues en 1972 comme
une subdivision de la spécificité « broad» A10, identifiée depuis 1970.Cette information est
alors précisée de la facon suivante : A25(10) A26(10). Ceci est le cas de nombreuses autres

spécificités a chaque locus. (Cesbron et al.,2015)

On distingue la nomenclature des antigénes définis (par sérologie et/ou technique cellulaire)
qui répond aux regles ci-dessus, de celle des genes (alleles) codant ces produits antigéniques.
Dans cette derniere, un allele est référencé par le locus auquel il appartient suivi d’un
astérisque (*) puis de deux chiffres (incluant le 0 si nécessaire) pour désigner la spécificité
allélique (exemple HLA-A*03, HLA-B*35). Ces deux premiers chiffres sont identiques,
sauf rares exceptions, a la spécificité antigénique correspondante. Enfin, pour préciser
encore le variant allélique d’un alléle donné, deux chiffres supplémentaires sont utilisés

(exemple : HLA-B*27/05) (cesbron et al .,2015) (Voir figure 10)
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Figurel0: Nomenclature des molécules et des genes HLA (March et al., 2010)

11.2 Dénombrement des alléles HLA

Le graphique suivant montre le nombre d'alleles nommés par année de 1987 a la fin
de mars2022 décrit par le Professeur Steven GE Marsh, Président, Comité de la

nomenclature de I'OMS pour les facteurs du systeme HLA ( March , 2022) (Voir figure11)

26000
m HLA class | alleles
24000 m HLA class Il alleles

22000
20000
18000 ‘
16000
14000

12000 -

Number of alleles

10000

8000

® SGE Marsh 04/2022

Figure 11 :Graphique montrant le nombre d'alleles nommeés par année de 1987 a fin mars
2022(Marsh, 2022)

Les tableaux montrent le nombre actuel des alleles HLA classe I, HLA classe | pseudogenes
, HLA classe Il et HLA classe Il DR.
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Tableau I: nombre des alleles HLA ( Marsh, 2022)

Nombre des alleles HLA

Alleles HLA de classe |

Alleles HLA de classe 11

Alleles HLA

Autres alleles non HLA

Tableau Il : nombre des alléles HLA de classe | ( Marsh 2022)

Alleles

Proteines

Proteines

Nulls
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Tableau 1V: nombre des alléles HLA de classe Il ( SGE Marsh 2022)

A|EESS 32 | 4018 | 442 | 40 | 2230 | 406 | 5 | 1958 6 7 13 12 13

s 5 | 2736 | 205 | 11 | 1407 | 173 | O | 1223 0 4 7 3 5

Nulls 0| 171 9 0 97 11 0 101 0 0 0 1 0

Tableau V : nombre des alleles HLA de classe 1I-DRB ( SGE Marsh 2022)

Genes DRB1 DRB2 DRB3 DRB4 DRBS5 DRB6 DRB7 DRB8 DRB9

Alleles

Proteines

NS
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11.3 HLA et populations :

Au cours des derniéres décennies, plusieurs centaines de populations humaines ont été
testées par des methodes immunologiques pour des systémes hautement polymorphiques, et
ces données nous permettent aujourd’hui de décrire les différenciations genétiques des
populations humaines, de maniere trés détaillée, a I'échelle planétaire (Mazaz et Pellegrini.,
1990).

Le systeme HLA est considéré comme marqueur d’une expression génétique identitaire , il
s’est treés vite révelé extrémement précieux pour les genéticiens de populations, en raison de
son trés grand polymorphisme et de la transmission en bloc (haplotypique) de I’ensemble de
ces marqueurs présents sur le chromosome 6 . Les techniques d’étude du polymorphisme au
niveau génomique permettent I’identification réguliere de nouveaux alleles dans chaque
série (A, B, C, DR, DQ et DP) lors d’¢tudes anthropologiques élargies, de méme
I’identification de nouveaux génes dans la région du CMH, méme si leur polymorphisme est
plus limite, apporte encore plus d’intérét a cette région chromosomique. Les rares
recombinaisons chromosomiques entre marqueurs de la région HLA, le déséquilibre de
liaison caractéristique de certains haplotypes, les variations de fréquences d’all¢les selon les
origines ethniques, les résistances ou susceptibilités aux maladies représentent des éléments

d’étude et de compréhension de la dynamique des populations. (Cesbron et al .,2015).

Enfin, le polymorphisme HLA et la rareté de certains alleles ont donné a ce systeme
immunogénétique une trés grande valeur informative dans 1’expertise médicolégale,

appliquée par exemple a la recherche ou I’exclusion de paternité.(Moalic et Ferec ,2005)
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1.4 Typage des molécules HLA

Les typages HLA sont effectués dans certains cas relativement bien définis s’intégrant dans
une démarche diagnostique (maladie de Behget, rhumatisme inflammatoire du groupe des
spondylarthropathies, narcolepsie, rétinochoroidopathie de Birdshot...), de recherche de
criteres de sévérité (épitope partagé au cours de la polyarthrite rhumatoide) ou bien entendu
dans le cadre d’une greffe de moelle ou d’organe. Les protéines correspondant aux antigenes
tissulaires de classe I sont exprimées sur la presque totalité des cellules de 1’organisme (a
I’exception des globules rouges) alors que les antigenes tissulaires de classe 11 sont exprimes
sur les cellules du systeme immunitaire (macrophages, lymphocytes, cellules dendritiques,
certaines cellules épithéliales). Les genes codant pour ces protéines sont extrémement
polymorphes, conduisant & un panel tres large de protéines différentes. Ainsi deux individus
choisis au hasard n’ont qu’une probabilité infime d’étre « HLA identiques ». Il existe
plusieurs techniques de laboratoire permettant de déterminer le typage HLA d’un individu

(Moalic ,2008)

Ces techniques peuvent étre scindees en deux types d’approche :

« Les méthodes sérologiques recherchant a identifier les protéines exprimées a la surface des

cellules a I’aide d’anticorps spécifiques. On parle alors de phénotypage HLA.

* Les méthodes de biologie moléculaire utilisant des couples d’amorces ou des sondes
oligonucléotidiques spécifiques permettant 1’identification des polymorphismes génétiques
conduisant a la diversité protéique. On parle alors de génotypageHLA. (Elsermans et
al.,2018)
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1.5 Typage HLA en méthode sérologique :

La microlymphocytotoxicité complément dépendante (LCT) est considérée depuis 1964

comme la technique de référence Terasaki et Clelland :

I1.5.1 Principe :

La LCT consiste a incuber les lymphocytes a typer, en présence des ACS monoclonaux anti
HLA de classe | ou de classe Il de spécificité connue, dans des micro puits séparés, auxquels
est ajouté du complément hétérologue de lapin, afin de lyser les cellules portant I'Ag

correspondant au sérum utilisé (Chapel et al .,2004).

La lyse cellulaire est appréciée par différents méthodes distinguant les cellules mortes de

cellules vivantes par un colorant vitale ou fluorescent (Amroun ,2005).

Le typage est effectué sur des Ly totaux (T+B) pour les Ags de classe | et sur des
mononuclées débarrassées des Ly T, ou enrichies en Ly B pour le typage de HLA classe II.
Ces Ly sont séparés préalablement soit par centrifugation en gradient de densité ou par billes

immunomaglétiques (Moalic et Ferec, 2005 )

11.5.2 Avantage :

Détermination de PRA « panel reactive anti bodies » :c'est le pourcentage de positivité d'un

ou des sérum(s) testé(s) sur la totalité du panel de lymphocytes (Jollet ,2009).

11.5.3 Inconveénients

v" Ne détecte pas que des Ac anti HLA (elle permet de mettre en évidence des anticorps anti
HLA aussi bien 1gG qu'lgM ainsi que les Ac non anti HLA, les auto AC).

v’ Les résultats dépendent de la qualité du complément et de I'évaluation de la lyse qui est
subjectif (Houzet,2003).Peu standardisee (panel) ,Interprétation délicate, difficilement

automatisable, pas trés sensible (sérum multi spécifique) ((Jollet ,2009).
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1.6 Typage HLA en biologie moléculaire
11.6.1 PCR- SSO (sequence specific oligonucléotide)

Consiste a amplifier la région de I’ADN génomique qui représente un polymorphisme
d’intérét .les amorces choisis sont localisés dans des régions hautement conservées encadrant

la zone polymorphe . (Abbadi et al.,2006).

11.6.2 PCR-SSP (Sequence Specific Primers) :

Elle consiste en la réalisation de plusieurs PCR en parallele dans plusieurs puits d’une
plaque, chaque PCR différant des autres par la combinaison des amorces d’amplification
(primers) utilisées),chaque couple d’amorces est congu pour n’amplifier qu’'un nombre
restreint d’alleles HLA connus (Sequence Specific Primers [SSP]). La présence ou 1’absence
de produit amplifié est révélée par électrophorése (classique ou capillaire) avec un agent
intercalant de I’ADN émettant une fluorescence sous une lampe a ultraviolets. La
combinaison des puits positifs est spécifique d’un allele ou d’un groupe d’alléles constituant
le typage du patient. (Amouraa et al .,2012)

11.6.3 Typage HLA par séquencage ou PCR-SBT(sequenc agebased typing) :

Il consiste a séquencer directement la régions polymorphe de géne HLA obtenu par PCR en
déterminant la succession des nucléotides qui le compose. (katovich et al., 2008)
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1.7 Association HLA et quelques maladies

11.7.1 Polyarthrite rhumatoide (PR)

L'identification de I'association du PR au polymorphisme des molécules HLA a mené a
L’élaboration de I’hypothese de I'épitope partagé (sharedepitopehypothesis). Cette derniere
postule que I'association concerne moins certains alleles HLA que des épitopes partagés par
plusieurs molécules HLA-DR (particulierement DR4 et DR1). L'allele DR4 prédispose au
PR, surtout chez les individus homozygotes (effet de dose), et est associé a une évolution
plus sévere avec des destructions articulaires importantes (Burmester et Pezzutto, 2000).
Les molécules HLA de classe Il semblent présenter un peptide d'origine étrangere ou
autologue déclenchant la maladie. Les TCR des cellules répondeuses interagissent avec la
troisieme région hypervariable des molécules de classe Il qui possédent une structure
hélicoidale. Cette région comporte des positions fortement variables codées par I'exon
correspondant au premier domaine du gene. La substitution des résidus neutres ou basiques
dans les positions 70 et 71 ou 74 par les résidus acides Asp ou Glu élimine I'association a la
maladie. Les molécules HLA modifiées semblent incapables de fixer le peptide arthritogéne
avec une affinité suffisante ou ne peuvent étre connues par les TCR appropriés (Burmester
et Pezzutto, 2000).

11.7.2 Maladie de Behcet (MB)

La maladie de Behget est une maladie inflammatoire systémique multifactorielle. Cette
pathologie se caractérise par des signes cliniques majeurs et mineurs, d’expression et
d’intensité variables (Bennani, 2009). La MB est une maladie multifactorielle au cours de
laquelle sont intriqués des mécanismes intrinséques (prédisposition génétique) et
extrinséques (en particulier micro-organismes). L’association génétique de HLA-B51 avec
la MB a été initialement rapportée en 1982 par (Ohno et al.,1982). Elle a été par la suite

confirmée dans plusieurs ethnies (Kamoun,2012).
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11.8 Greffe d’organe

L’élément clé du systeme immunitaire est le complexe majeur d’histocompatibilité, chez
I’homme. Leur principale fonction est de protéger I’individu principalement contre les
infections. Cette fonction indispensable a la vie implique donc la nécessité de pouvoir
distinguer les antigenes du soi et du non-soi (dits allo-antigénes) afin de mettre en ceuvre une
réponse de défense vis-a-vis de cet « envahisseur ». Ce systeme de reconnaissance, trés
¢laboré, est particulierement spécifique et permet ainsi d’orienter les cellules effectrices de
la réponse immunitaire vers 1’é1ément agresseur (bactérie, virus) mais aussi d’empécher une
réponse immunitaire vis-a-vis de cellules appartenant a son propre organisme (Kleinclauss,
2016).

Ainsi, un greffon transplanté va étre reconnu comme n’appartenant pas « au soi » et va donc
étre considéré comme une agression. Une réaction immunitaire, appelé réponse allogénique,
va donc étre mise en ceuvre et dirigée contre le greffon aboutissant sans intervention
médicamenteuse au rejet du greffon. Les principaux loci impliqués dans la réponse allo-
immune en transplantation sont les loci HLA-A, HLA-B, HLA-DR et DQ
(Kleinclauss,2016).
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PARTIE PRATIQUE

Matériel et méthodes

| - Matériel

| -1 Echantillonnage

Notre travail a été réalisé au niveau de ’'unité d’immunologie de Hassiba Ben Bouali du

CHU de Blida. Pendant une durée de 3 mois de Mars jusqu'a la fin Mai.

Il s’agit d’'une étude rétrospective réalisée sur 70 patients donneurs volontaires issus de
familles résidant dans différentes wilayas d’Algérie pour pouvoir étudier la fréquence des
antigenes HLA classe | et 1l chez la population Algérienne. Le typage HLA a été réalisé par

la technique de biologie moléculaire PCR-SSP « sequence-specific primer amplification »

La moyenne d’age des sujets explorés est de 42 ans avec des extrémes d’age de 18 ans et de

70 ans, avec prédominance féminine.

| -2 Appareillage

Le matérielle nécessaire pour la réalisation de notre étude se compose de :

Appareillage pour typage HLA : thermoblock , vortex , centrifugeuse , extracteur d’ADN
automatisé BIOROBOT , cuve de maigration , thermocycleur , voltmetre, logiciel de lecture

de microplaque ,Micro-onde ,des gants a usage unique.

-Une ensemble de verreries (tubes ACD, tubes EDTA) de laboratoire et de réactifs.
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Il -Méthodes :

le protocole d’extraction la technique QIAGEN et le typage HLA a été fait par la technique
de biologie moléculaire « PCR-SSP »

Il -1 prélevement

On préleve du sang veineux sur :

« 2 tubes pour le receveur, I’un avec anticoagulant : ACD (V=8.5 ml) pour le typage HLA.

11 -2 Technique de biologie moléculaire

L’étude du polymorphisme HLA peut se faire apres amplification génique in vitro par
L’ ADN polymérase (PCR).

I1-2-1LaPCR

La «Polymerase Chain Reaction» ou PCR (ou encore ACP pour Amplification en Chaine
par Polymérase), est une technique d’amplification d’ADN in vitro. Se faisant sur un mode
exponentiel, d’une partie de la matrice d’ADN bornée par deux amorces complémentaires

des extrémités 3’ de la séquence nucléotidique (Principe de ’amplification par PCR, s. d.)
Les réactifs nécessaires pour realiser la PCR sont :

* La matrice d’ADN.

* Des paires d’amorces oligonucléotidiques (primers)

* Les quatre désoxynucléotides triphosphates (ANTP).

» La DNA-polymérase thermorésistante « Tag polymérase » : enzyme thermostable résistant

aux températures élevées nécessaires a la séparation des ADN double brin.

« Un tampon salin adéquat contenant une concentration appropriée de MgCI2 .
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Chaque réaction d’amplification comporte trois étapes se succédant précisément et
nécessitant chacune une température différente (Figure 12):

> Premiere étape: Dénaturation

Consiste a séparer par la chaleur les deux brins d’ADN en rompant les liaisons hydrogeéne.

L’ADN double brin est chauffé a une température élevée de 1’ordre de 95°C .
> Deuxieme etape: hybridation

Elle s’effectue a une température variant entre 50° C a 70 °C, des amorces constituées de

cours fragments d'’ADN viennent s'hybrider sur les brins d’ADN
> Troisieme étape: élongation

Elle correspond a I’extension des amorces par incubation avec la DNA-polymérase, et les
quatre désoxyribonucléotides-triphosphates, a +72°C (température optimale de ’activité de

I’enzyme) Si bien qu’un nouveau brin de DNA peut et resynthétisé.
Réaction cyclique d’amplification
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Figurel? : La technique d’amplification de 'ADN par PCR. © gnis-
pedagogie.org(Deluzarche, s. d.)

Ces trois étapes actuellement, automatisées a un thermocycleur, sont répétées 15 a 60 fois

selon le protocole utilisé avec un optimum aux environ de 30 cycles.
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Il -2 -3 Extraction de ’ADN a partir du sang périphérique
L’extraction d’ADN a été réalisée par des kits QIAGEN.

Il -2 -3-1 Principe de la technique QIAGEN
La technique de QIAGEN est une technique chromatographique, basée sur la propriété des
particules de silice a adsorber sélectivement les acides nucléiques. L’ADN est séparé des

autres composes du sang en quatre étapes : la lyse, la fixation, le lavage et enfin 1’¢élution.
1-1a lyse des cellules dans I’échantillon de sang

2- la fixation de ’ADN génomique du lysat cellulaire & la membrane d’une colonne de

centrifugation QlAamp Mini.
3-le lavage de la membrane.
4- I’¢lution de I’ADN génomique a partir de la membrane.

Cette technique a été réalisée par deux types de procédés :

Il -2 -3-2 Technique manuelle : technique QIAGEN (KIT QI Aamp®DNA Blood Mini
Kit)

% Mode opératoire :

- Centrifuger a 2000 T /min pendant 10 min a température ambiante un volume de 8.5ml de

sang total prélevé sur un tube ACD.

- Enlever, a I’aide d’une pipette pasteur, le Buffy-coat au maximum (V=200ul) jusqu’a

obtenir un culot bien blanc.

- Mettre le volume de 200 ul de Buffy-coat dans un eppendorf et lui rajouter 200 ul du
tampon de lyse AL et 20 ul de protéase sous forme liquide.

- Remettre la suspension, au vortex pendant quelques secondes.
- Placer I’eppendorf dans le thermoblok (pour dénaturation de 1’ADN) pendant 10 min.

- Ajouter 200 ul de 1’éthanol, et agiter on placant 1’eppendorf dans le vortex pendant

quelques secondes.

- Transférer le contenu de 1’eppendorf dans une colonne de QIAGEN.
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- Centrifuger & 13000 tours pendant 1 min.
- Jeter la poubelle de la colonne avec son contenu et la remplacer par une autre.

- Ajouter 500 pl du tampon de lavage AW1 et centrifuger la colonne a 13000 tours pendant

1 min. - Jeter la poubelle de colonne et la remplacer par une autre.

- Ajouter 500 ul du tampon de lavage AW2 et centrifuger a 14000 tours pendant 3 min.

- Transférer la colonne a filtre dans un eppendorf et ajouter 200 pl du tampon d’élution AE.
- Laisser I’eppendorf pendant 5 min a une température ambiante.

- Centrifuger a 13000 tours pendant 1 min.

- L’ ADN est alors prét pour le typage HLA, aprés mesure de la densité optique de ’ADN

extrait.
- Diviser la quantité d’ADN sur 2 eppendorfs comme suit :
* 50 pl pour le typage HLA 1.

* Le reste pour le typage HLA |

Il -2 -3-3 Technique automatique : Extraction d’ADN génomique Kit QIAGEN
BIOROBOT

L’extracteur d’ADN « BIOROBOT EZ1 » ¢’est un automate innovant utilise la technologie

des particules magnétiques, associe la vitesse et 1’efficacité de la purification d’ADN sur

membrane de silice a la manipulation pratique des particules magnétiques.
% Mode opératoire:
- Insertion de carte EZ1 contenant le protocole préprogrammé, dans I’appareil.
- Allumer I’appareil.
- Charger dans le portoir :
* Les tubes d’échantillon.
« Les supports des cones jetables contenant des cones munis de filtre jetable.

* Les tubes d’échantillon.
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* Les cartouches de réactifs.
- Charger le portoir dans la table de travail de I’appareil.
- Exécution des étapes de 1’extraction d’ADN par 1’appareil :

« Lyse avec la protéinase k et tampon de lyse.

« Ajout des particules magnétiques et du tampon de liaison aux lysats.

« Fixation des acides nucléiques aux particules magnétiques.

« Séparation magnétique.

» Lavage avec tampon de lavage 1, tampon de lavage 2 puis I’éthanol.

« Séparation magnétique.
« Elution avec tampon d’élution.

- Récupération de I’ADN purifié dans les tubes d’élution. (Voir figure13)

Figurel3 : L'ADN apreés extraction

E



PARTIE PRATIQUE — MATERIEL ET METHODES

Il -3 PCR-SSP :Mode opératoire (PROTOCOLE ONE LAMBDA)

Il -3-1 Principe du typage HLA par PCR-SSP

Le principe de cette méthode est qu'une amorce parfaitement appariée est plus efficace dans
une réaction de PCR qu'une ou plusieurs amorces mésappariées. La speécificité est
déterminée par l'utilisation d'amorces spécifiques a la séquence, ou un mésappariement d'une
seule base en 3' inhibe l'initiation d'une réaction non spécifique. En raison du manque
d'activité d'exonucléase 3' a 5' de la polymérase Tag, méme les paires d'amorces ne
s'hybrident pas spécifiquement et ne sont pas efficacement amplifiées. Par conséquent, seul
I'allele requis sera amplifié, puis le produit amplifié pourra étre détecté par électrophorese
sur gel d'agarose.(Technologie d’amorce spécifique a la séquence (PCR-SSP) - Creative
Biolabs, s. d.)

Il -3-2 préparation de la plague Micro-SSP
- Sortir les plaques de typage et le D-Mix (tampon contenant du MgCL2 et les 4 dNTP)
et les laisser prendre la température ambiante. La Taq polymérase n’est retiré du froid

qu’au moment de ’utilisation.

- Prendre 5,6 ul de Taq polymérase et le verser dans le D-Mix. Pour la quantité voir

tableau n°06
- Déposer 10 ul de ce mélange (Taq +D-Mix) dans le puit de contrdle négatif.
- Ajouter 11ul du DNA dans le mélange D-Mix /Taq et agiter au vortex.

- Répartir le mélange DNA/D-Mix/Taq a raison de 10ul dans tous les puits des plaques

sauf dans les puits de contrdle négatif

Volume de D-Mix (ul) Volume d’ADN (ul) Volume de Tagq (ul)

1000

540

360

270

180

Tableau 6 : Les volumes pour préparer la plaque micro-ssp

o
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Il -3-3Réalisation de la PCR

- Bien fermer la plaque a I’aide de 1’adhésif et la placer dans le Thermocycleur.

- Poser dessus le tampon de pression et fermer le Thermocycleur et lancer le programme
de la PCR (environ 1 h 16 min pour ONE LAMBDA).

Il -4 Electrophorese sur gel d’agarose

Il -4 -1 Préparation de gel

- Prendre 1 g d’agarose en poudre et lui rajouter 40 ml de tampon tri borate EDTA.

- Placer le mélange dans la micro-onde pendant 4 min a une température supérieur a
100°C.

- Faire sortir le mélange de la micro-onde et lui rajouté 2,5 ul de bromure d’éthidium.
- Ecouler le mélange sur la plaque de migration et laisser refroidir quelques secondes.
- Placer les empreintes sur la plaque de migration pendant 15 minutes.

- Enlever les empreintes de la plaque et I’émerger par le TBE qui permettre le passage

de courant électrique entre I’anode et la cathode.
- La plaque est alors préte a I’emploi.

Il -4 -2 La migration sur gel

- Déposer le marqueur de taille dans les puits appartenant (la ligne horizontale en

extréme gauche), sur la plaque de migration.

- Le produit d’amplification, est refroidi a +4°C pendant 10 min, puis transféré dans les

96 puits de la plaque de migration par une pipette multicanaux.

- Couvrir la boite a électrophorese et brancher sur le générateur. La migration se fait a
140 V pendant 5 min.
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- La migration des amplicons est en fonction de leur charge et poids moléculaire ; vu

que I’ADN est chargé négativement, les amplicons vont migrer vers la cathode. (Voir

figureld )

1-Ecoulement du gel d’agarose
sur la plaque de migration

2-Transfert de produits d’amplification
dans les puits de la plaque de migration

l 3-la migration I

Figurel4 : étapes d’électrophorese sur gel d’agarose

Il -5 Lecture

La visualisation des bandes d’¢lectrophoréese est réalisée par lecture sous UV Geldoc et

nécessite I’utilisation du logiciel Image Lab, et des planches fournies dont (Figure 18) :

a) Validation du témoin négatif, pour assurer I’absence de toute contamination.

b) Le contréle interne doit étre présent dans tous les puits sauf le témoin négatif.

c) Si le géne HLA a été amplifié, une bande de migration supérieure au témoin est

visible.

d) Le contrdle interne peut étre faible ou inexistant dans les puits positifs.

e) Si le contrdle interne et/ou la bande positive sont vus dans le témoin négatif, la

manipulation doit étre refaite.

f) Les lignes horizontales sont référées par des chiffres de 1 a 12, et les lignes verticales

sont référées par des lettres de A a H.
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g) Un puit est référé par sa position en ligne horizontale et verticale, ex : puit 1C, puit
5H, puit 12F.

h) Enregistrer profils de réactivité ; les puits positifs et nuls si trouvés. (Voir figure15)

Figurel5 : lecture du gel d’agarose

Il -6 Interprétation

Elle est réalisée par le logiciel HLA Fusion, qui s’exécute en mode autonome (sur un

seul ordinateur) et dans des environnements de réseau.
L’opérateur saisis manuellement les profils de réactivité pour les produits Micro-SSP.

Le logiciel HLA Fusion analyse ce profil par un processus compliqué, en se basant sur
les recombinaisons alléliques et les déséquilibres de liaison B/C et C/B pour HLA-I et
DRB1/DQB1 pour HLA-II, et fournit ainsi le typage HLA.

Les résultats de cette analyse sont ensuite validés, enregistré et imprimés par 1’opérateur.

11 -7 Avantages de la technique de biologie moléculaire (PCR)

« Amélioration de la discrimination par rapport au LCT.
« Détermination du numéro de série allélique.

» Le typage de niveau générique des genes HLA-A, HLA-B et HLA-DRJ1 est suffisant
pour les transplantations rénales mais en plus la biologie moléculaire permet le typage
de HLA-C, DQAL....




PARTIE PRATIQUE — MATERIEL ET METHODES

I1 -8 Inconvénients

« Délicate a réaliser et a interpréter.
* Risque d’inter contamination lors de prélévement ou de la manipulation.
« Possibilité de dégradation des acides nucleiques.

I1 -9 Teste Statistique Utilisé

Dans notre étude on a utilisé le teste t pour deux échantillons indépendants avec un degré de

signification selon les résultats obtenu et cela pour étudie les fréquence alléliques haplotique

Ce test consiste a « comparer deux groupes indépendants pour déterminer s'ils sont différents.
Ce test suppose que les deux populations possedent des variances égales et qu'elles sont

distribuées normalement.
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Résultats et discussions
Les résultats lors de notre travail sont mentionnés ci-dessus.
I11-1 Caractéristique démographiques de la population étudiée

I11-1 -1 Répartition des sujets selon le sexe

Dans notre population on a remarqué que parmi les sujets étudies 55.71 % sont des femmes
et 44.29% sont des hommes, ainsi que Le sexe ratio est de 1.26

B Féminin

= Masculin

Graphe 1 : répartition des sujets selon le sexe

I11-1 -2 Répartition des sujets selon I’age

Le diagramme 2 ci-dessus répartition des sujets selon 1’a4ge on remarque que La moyenne

d’age des sujets explorés est de 42 ans avec un age qui varie de 18 ans a 70 ans, avec une
prédominance féminine. L ’age des sujets adulte est de 40 a 90 ans qui sont les plus
représentées dans notre population avec un pourcentage de 55.72 % des sujets et dont la
plupart sont des jeunes 10 a 40 avec une fréquence de 44.28% .
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25,00%

20,00%

15,00%
10,00%
5,00%
0,00% T T T T T T - T t

[10-20[ [20-30[ [30-40[ [40-50[ [50-60[ [60-70[ [70-80[ [80-90[
ans

Graphe 2 : diagramme représente la répartition des sujets selon 1’age

I11-1 -3 Répartition de 70 sujets selon I’année de recrutement :
La majorité des sujets (48.57%) ont été recrutés pendant 1’année 2016 au niveau de
Chu De Blida. Par la suite, ce rythme de recrutement a reculé considérablement pour

fluctuer entrel2 et 30 patients par année.

m 2016
w2017
12018

Graphe 3 : répartition des sujets selon la date de leur recrutement
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I11-1 -4 Répartition des sujets selon le service demandeur et leur région
d’origine

Les sujets de notre population sont originaires des déférentes régions de 1’ Algérie et sont

repartis comme suite :

La région du centre : 31 sujets (44.29%) ,la région d’ouest : 12 sujets (17.14%,la région
d’est : 18 sujets (25.71%) et la région du sud : 09 sujets (12.86%)

M Centre algérien

m Ouest algérien
m Est algérien

Sud algérien

Graphe 04 : répartition des sujets selon la région géographique.

On remarque que la majorité des sujets recrutés dans notre échantillon, fait partie du CHU
de Blida et EPH Médéa avec un pourcentage de 15.71% suivi par PEPH Ain Defla, EPH
Laghouat et I’EPH Hadjout avec un pourcentage de 2.86%.

18,00%
16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00%

Graphe 05 : Répartition de notre population étudiée selon le service demandeur

50



RESULTATS ET DISCUSSIONS

I11-2 Résultat des typages obtenu par biologie moléculaire

Cette technique nous a permis un typage des molécules HLA-A, HLA-B et HLA-C ; HLA-

DRB1 et HLA-DQB1

111-2 -1 Fréquence allélique

Tableau 07 : Fréquences des alleles HLA-A , HLA-B et HLA-C

Locus A

n=141 %

Locus B Locus C

n=140 % 134 %
12.77% B7=09 6.43% C1=01 0.75%
19.15% B8=16 11.43% C2=03 2.24%
14.18% B14=17 12.14% C3=03 2.24%
3.55% B15=03 2.14% C4=12 8.96%
4.96% B18=06 4.29% C5=06 4.48%
11.35% B27=02 1.43% C6=17 12.69%
0.71% B35=04 2.86% C7=39 29.10%
4.26% B38=06 4.29% C8=17 12.69%
0.71% B39=02 1.43% C12=15 11.19%
7.09% B40=01 0.71% C14=02 1.49%
4.26% B41=02 1.43% C15=10 7.46%
4.26% B42=04 2.86% C16=04 2.98%
2.84% B44=08 5.71% C17=05 3.73%
3.55% B45=04 2.86%
0.71% B49=07 5.00%
6.38% B50=14 10.00%

B51=16 11.43%

B52=03 2.14%

B53=03 2.14%

B56=01 0.71%

B57=03 2.14%

B58=07 5.00%

B78=02 1.43%
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111-2 -1-1 Fréquences allélique HLA-A

L’étude des alleles HLA-A chez les 70 sujets typé par biologie moléculaire dont 02 sujets

sont considérerais homozygotes pour cet allele.

Locus A
19,15%
14,18%
0,
12,77% 11,35%
7,09% 6,38%
3.55% % 96%» 4,26% 4,26% 4,26% g :
I 2,84% 3,55%
0,71% . 0,71% . . - . 0,71%
Al A2 A24 A5 A66  A68

Graphe 06 : fréquences des alleles HLA-A chez 70 sujets algériens
Les alleles HLA-A les plus fréquents sont :

» A*02 (19.15%) , retrouvés chez 27 individus dont 1 sont homozygotes pour cet allele
> A*03 (14.18%) , retrouvés chez 20 individus dont 0 sont homozygotes pour cet alléle
> A*01 (12.77%) , retrouvés chez 18 individus dont 1 sont homozygotes pour cet alléle

» A*24 (11.35%), retrouvés chez 16 individus dont 0 sont homozygotes pour cet allele
Test t de Student pour un échantillon locus A
HO : La différence entre les proportions est égale a 0.

H1 : La différence entre les proportions est différente de 0.

Tableau 08: Test t pour un échantillon (HLA-A)

-11.832

1.960

<0.0001

0.05

Comme la valeur de p calculée (0.0001) est inférieure au niveau de signification alpha=0,05,
il faut rejeter I'nypothése nulle HO et accepter I'hypothese alternative H1.
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BBA ARDAIA BLIDA AIN DEFLA
A-A N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
A 04 2.84 01 0.71 00 00 04 2.84 01 0.71 00 00 00 00
A 03 213 02 1.42 00 00 02 1.42 07 4.96 03 2.13 00 00
A 02 1.42 02 1.42 00 00 00 00 04 2.84 01 0.71 01 0.71
A 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00
A 01 0.71 00 00 01 0.71 00 00 01 0.71 00 00 00 00
A24 01 0.71 00 00 01 0.71 00 00 03 213 01 0.71 01 0.71
A 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00 00 00 00 00
A26 02 1.42 00 00 02 1.42 00 00 01 0.71 00 00 00 00
AVAS 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
A30 02 1.42 03 2.13 01 0.71 00 00 01 0.71 00 00 01 0.71
A 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
A 00 00 02 1.42 00 00 00 00 01 0.71 01 0.71 00 00
A 00 00 00 00 02 1.42 00 00 00 00 00 00 00 00
A34 00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.42 00 00 00 00
A66 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71
AGS 00 00 00 00 00 00 02 1.42 02 1.42 00 00 00 00
OTA 16 11.34 10 7.09 07 4,96 08 5.67 24 17.02 06 4.25 04 2.83

Tableau 09 : distribution des fréquences allélique HLA-A selon les willaya d’origine

BOUMERDES DJELFA LAGHOUAT TIPAZA TIARET TIZI OUAZOU MEDEA

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Al 02 1.42 00 00 01 0.71 00 00 01 0.71 01 0.71 02 1.42 00 00

A2 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00 01 0.71 02 1.42 05 3.55
A3 01 0.71 02 1.42 01 0.71 01 0.71 00 00 02 1.42 00 00 03 2.13
Al1 00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.42 00 00 01 0.71 01 0.71
(AVE] 02 1.42 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.42
A24 00 00 00 00 01 0.71 02 1.42 01 0.71 00 00 00 00 02 1.42
A25 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

A26 02 1.42 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71 01 0.71

A30 00 00 01 0.71 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71
A31 01 0.71 02 1.42 00 00 01 0.71 00 00 00 00 02 1.42 01 0.71
A32 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00
A33 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.42
A34 00 00 00 00 01 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71 01 0.71
A66 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
A68 00 00 01 0.71 00 00 00 00 00 00 01 0.71 00 00 03 2.13
TOTAL (I:] 5.76 06 4.25 06 4.25 04 2.83 04 2.83 06 4.25 10 7.09 22 | 15.60

AVAS) ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71 00 00
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A P’échelle nationale

L’évaluation des fréquences alléliqgues HLA-A selon les willayas (tableau) montre que :

Les alleles HLA-A *01 HLA-A02et HLA-A03 sont les plus présent dans la plupart des

régions du territoire national.

Les alleles HLA - A 02 (9.22%) et A * 03 (6.39 %) sont plus fréquents dans la région du
centre ; elle est représentée principalement par les deux wilayas suivantes dont les alléles les
plus fréquents sont :

Blida : A*02 (4.96%), A*03 (2.84%) et A*24(2.13%).
Médéa : A*02 (3.55%) A*03 (2.13%) A68 (2.13%)

Les allele HLA-A*01 (5.68%), HLA-A*02(4.97%,) HLA-A*26(2.84%) et HLA-
A*31(2.84%) caractérises la région de I’Est représentée par la willaya de Bordj Bou Arridj

Dont les alléles les plus fréquents sont : HLA-A*01 (2.84%) et HLA-A*02(2.13%).

La région de I’ouest représentée par la willaya de Tissemsilt dont les alléles les plus
fréquents sont : HLA-A*02 (2.13%) et HLA-A*24 (2.13%).

La wilaya de Ghardaia représente la région de Sud Algérien avec une fréquence élevée
d'alléle HLA - A * 01 (2.84 %)

L’échelle internationale HLA-A

Les alléles HLA-A les plus fréqguemment rencontrés au sein de la population algérienne:

Sont HLA-A2 (19,15%), A3 (14.18%), Al (12.77%) et A24 (11.35%) ceci est comparable
a ceux de :la population marocaine HLA-A2 (19.39%), A3 (10.02%), Al (12.76%) et A24
(8.16%) (Brick et al.,2015) et tunisienne HLA-A2 (21.5%), A3 (6.1%), Al (15.0%) et A24
(8.9%) . (Kamoun et al.,2012)

Ainsi a la population mauritanienne pour les alléles A1(19.3914.04%), A2(18.42%) et
A30(13.16%)(Hamed et al.,2018). Suggerant des relations entre ces populations.

L’allele HLA-A24 (2.63%) est moins prévalent dans la population mauritanienne, alors qu’il
est fréquent dans la population algérienne (11.35%) et pour la population chinoise les
alléles les plus fréqguemment sont HLA-A2 (29.7%), A24 (15.7%) (Chun et al.,2010). Voir

annexe
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111-2 -1-2 Frequences allélique HLA-B

L'étude des alleles HLA - B chez les 70 sujets ( typée par biologie moléculaire ) dont 06

individus ayant un seul allele HLA - B sont considérés Homozygotes pour cet allele .

Locus B
12,14%
11,43% 11,43%
10,00%
6,43%
5,71%
4,29% 4,29% 5/00% 5/00%
) o o
2,86% 2,86% | 2,86%
2,14% ’ . 0 0 4% 2,14% 2,14%
1,43% 1,43% 1,43%
0, 71% 1,439 I I 0,71% I
[] ' — []

B7 B8 B14 B15 B18 B27 B35 B38 B39 B40 B41 B42 B44 B45 B49 B50 B51 B52 B53 B56 B57 B58 B78

Graphe 07 : fréquences des alleles HLA-B chez 70 sujets algériens
23 alleles HLA - B sont présents, les plus fréquents sont :

B*14 (12.14%0), retrouvés chez 17 individus dont 00 sont homozygotes pour cet alléle
B*08 (11.43%), retrouveés chez 16 individus dont 01 est homozygote pour cet allele
B*51 (11.43%0), retrouvés chez 16 individus dont 04 sont homozygotes pour cet alléle

YV V V V

B*50 (10.00%b), retrouvés chez 14 individus dont 01 est homozygote pour cet alléle

Test t de Student pour un échantillon locus B

-11.748

1.960

< 0.0001

0.05

Tableau 11: Test t pour un échantillon (HLA — B)

Comme la valeur de p calculée (0.0001) est inférieure au niveau de signification alpha=0,05,
il faut rejeter I'nypothése nulle HO et accepter I'hypothese alternative H1.
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A Péchelle nationale

L’évaluation des fréquences alléliqgues HLA-B selon les willayas (tableau) montre que :

> Laregion du Centre: les alleles HLA-B les plus fréquents sont: HLA-B8(9.29%), HLA-
B7, HLA-B14 et HLA-B58 avec un frequence de 4.28%

> La région de I’Est: les alléeles HLA-B les plus fréequents sont: HLA-B51(5.00%) HLA-
B14(5.00%) et HLA-B50 (2.86%).

> Laregion de I’Ouest: les alleles HLA-B les plus fréequents sont: HLA-B45 (2.14%)

> La région du Sahara: les alleles HLA-B les plus frequents sont: HLA-B51 (5.00%) et
HLA-B50 (2.86%).

L’échelle internationale HLA-B

Les alleles HLA-B les plus fréquents au sein de notre population sont HLA-B08(14.43%) ,
HLA- B14(12.14%),HLA- B50(10.00%), HLA-B51(11.43%), ces résultats contrastent
avec ceux obtenus dans la Tunisie HLA-B08(13.01%),HLA-B14(8.94%),HLA-
B50(13.82%),HLAB51(9.76%)(Kamoun A et al.,2012) et qui peuvent étre expliqués par
la proximité géographique entre ces pays, et ces alléles sont retrouvées avec des fréquences plus
faible dans la population marocaine HLA-B08(4.60%0) , HLA- B14(3,60%0),HLA- B50(5.00%0),
HLA-B51(4.10%) (Brick et al.,2015) , et aussi pour la chine HLA-B08(1.3%) , HLA-
B14(0.02%),HLA- B50(0.8%) HLA-B51(7.6 %) (Chun et al.,2010). Voire annexe 3
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HLA-B

B7
BS
B14
B15
B18
B27
B35
B38
B39
B40
B41
B42
B44
B45
B49
B50
B51
B52
B53
B56
B57
B58
B78
TOTAL

SETIF CHLEF GHARDAIA BLIDA TISSEMSILT  AIN DEFLA
N fr(%) | N | fr(%) | N | fr(%) | N | fr(%) N | fr(%) N | fr(%)| N | fr(%)
01 0.71 | 00 00 00 00 00 00 02 1.43 | 00 00 01 | 0.71
00 00 00 | 00 00 | 00 01 071 | 02 | 143 | 00 00 00 00
04 286 | 02 | 143 | 01 | 071 | 02 | 143 | 02 | 143 | 00 00 00 00
00 00 00 | 00 00 | 00 00 00 02 | 143 | 00 00 00 00
02 143 | 01 | 0.70 | OO 00 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 | 00 00 | 00 00 00 01 | 0.71 | 0O 00 00 00
00 00 01 | 0.71 | 00 00 00 00 01 | 071 | 01 | 0.712 | QO 00
02 143 | 00 | 00 02 | 143 | 00 00 00 00 00 00 00 00
01 0.71 | 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 | 00 00 | 00 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 0.71 | 00 00 01 | 0.71
00 00 00 | 00 00 | 00 00 00 01 | 0.71 | 00 00 01 | 0.71
01 071 | 02 | 1.43 | 01 | 0.71 | OO 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 | 00 00 | 00 00 00 01 | 0.71 | 00 00 00 00
01 0.71 | 00 00 00 00 00 00 03 214 | 01 0.71 | 00 00
03 214 | 00| 00 | OO | OO | OO | OO 00 00 02 00 | 01 | 0.71
00 00 04 | 2.86 | 00 00 03 | 2.14 | 00 00 00 00 00 00
00 00 | 00| 00O | OO | OO | OO | OO 01 | 0.71 | 00 00 | 00 00
00 00 00 00 00 00 01 | 0.71 | 02 143 | 00 00 01 | 0.71
00 00 | 00| 00O | OO | OO | OO | OO 01 | 0.71 | 00 00 | 00 00
00 00 00 00 02 | 1.43 | 00 00 01 | 0.71 | 00 00 00 00
00 00 00 | 00 00 | 00 00 00 03 | 2.14 | 00 00 00 00
00 00 00 00 02 | 143 | 00 00 00 00 00 00 00 00
15 1071 | 10 | 7.14 | 08 | 571 | 07 | 5.0 24 | 1714 | 04 | 285 | 05 | 3.57

Tableau 13 : distribution des frequences alléliqgue HLA-B selon les willayas d’origine
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BOUMERD DJELFA ALGER LAGHO - TIPAZA TIARET TIZI MEDEA
OUAZOU
B (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
B7 ‘ 02 | 143 | 00 00 01 0.71 00 00 00 00 00 00 01 | 071 | 01 | 0.71
B8 ‘ 02 | 1.43 | 00 00 02 1.43 00 00 02 | 1.43 | 00 00 02 | 143 | 05 | 3.57
B14 ‘ 01 | 0.71 | 0O 00 00 00 00 00 00 00 01 (071 | 01 | 0.71 | 03 | 2.14
B15 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 0.71 | 00 00 00 00
B18 ‘ 00 00 00 00 00 00 02 | 143 | 00 00 01 | 0.71 | 00 00 00 00
B27 ‘ 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
B35 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 0.71
B38 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 02 | 1.43
B39 ‘ 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
B40 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 0.71
B41 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
B42 ‘ 01 | 0.71 | 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 0.71
B44 ‘ 01 | 0.71 | 0O 00 01 0.71 00 00 00 00 00 00 00 00 02 | 1.43
B45 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 03 | 2.14 | 00 00 00 00
B49 ‘ 00 00 01 | 0.71 | 0O 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 0.71
B50 ‘ 00 00 04 | 2.86 | 00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 071 | 03 | 2.14
B51 ‘ 00 00 02 | 1.43 | 00 00 02 | 143 | 00 00 00 00 03 | 214 | 02 | 1.42
B52 ‘ 01 | 0.71 | 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 | 0.71 | OO 00
B53 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
B56 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
B57 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
B58 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 02 | 143 | 00 00 01 | 071 | 01 | 0.71
B78 ‘ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0 00 00 00 00 00 00
jeyy'y| 08 | 571 | 07 5.0 | 06 4.28 04 | 285 | 04 | 285 | 06 | 428 | 09 | 6.42 | 23 | 16.42
L

Tableau 13 : distribution des fréquences allélique HLA-B selon les willayas d’origine
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111-2 -1-3 Frequences allélique HLA-C

L'étude des alleles HLA - C chez les 70 sujets ( typée par biologie moléculaire ) dont 13

individus ayant un seul allele HLA - C sont considérés Homozygotes pour cet allele

Locus C

29,32%

0,
o 12,78% 11,28% 11,28%
y (]

8,27%
4,51% .
075y 226% 2,26% I I 1,50% 3,01% 3.76%
y 0 ,
2" e | o m
c4 C5 cé Cc7 c8 C12 Cl14 C15

C1 C2 C3 Cle C17

Graphe 08 : fréquences des alléles HLA-C chez 70 sujets algériens

L’évaluation des fréquences génotypiques des alléles HLA-C selon les régions d’origine

(Tableau 23) montre que :

A I’échelle national

Les alléles HLA-C les plus présents dans la plupart des régions de territoire national sont
HLA-C 7 (29.32%) 09 alléles homozygotes.

HLA-C 6 (12.78%) 02 alleles homozygotes.

HLA-C 8 (11.28%) et HLA-C 12 (11.28%)

> Larégion du Centre: les alleles HLA-C les plus fréquents sont: HLA-C7(20.89%), HLA-
C4(5.23%), HLA-C8(4.48%) et HLA-C12(3.74%).

> Larégion de I’Est: les alleles HLA-C les plus fréquents sont: HLA-C7, HLA-C8 avec un
fréquence de (5.23%).

> Larégion de I’Ouest: les alleles HLA-C les plus fréequents sont: HLA-C6(5.23%) et HLA-
C12 (2.99%).
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> Larégion du Sud: les alleles HLA-C les plus fréquents sont: HLA-C15(4.48%) et HLA-
C6(2.99%).

AT’échelle internationale :
Concernant les alleles HLA-C, les plus prévalents sont :

HLA-C7 (29.32%), C6 (12.78%), ces résultats sont en concordance avec la population
tunisienne HLA-C7 (18.14%), C6 (16.33%)(Kamoun et al.,2012), la population marocaine
HLA-C7 (24.4%), C6 (14.7%) (Brick et al.,2015) et la population mauritanienne HLA-C7
(20.18%), C6 (13.16%)(Hamed et al.,2018), qui peut étre expliqués par la distance

géographique entre ces quatre pays. Voire annexe 3
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BO RD AZO
D A ALGER AGHOUA PAZA AR A
N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%)
00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 00 01 0.75 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.75 01 0.75
4 01 0.75 00 00 01 0.75 00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.49
00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.75 02 1.49 00 00
6 00 00 04 2.99 00 00 00 00 00 00 03 2.24 01 0.75 02 1.49
04 2.99 01 0.75 03 2.24 00 00 04 2.99 01 0.75 03 2.24 06 4.47
8 01 0.75 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.75 01 0.75 03 2.24
01 0.75 00 00 01 0.75 02 1.49 00 00 00 00 01 0.75 02 1.49
4 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.75 00 00
00 00 01 0.75 00 00 02 1.49 00 00 00 00 00 00 01 0.75
6 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.49
01 0.75 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.75
0 08 5.97 06 4.47 06 4.47 04 2.99 04 2.99 06 4.47 10 7.46 20 14.93

Tableau 14 : distribution des fréquences alléliqgue HLA-C selon les willaya d’origine

HLA-C

c1
)
c3
c4
cs5
6
c7
cs
c12
cla
15
c16
c17
TOTAL

CHLEF GHARDAIA TISSEMSILT AIN DEFLA
N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%) N Fr (%)
00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.75 00 00 00 00
00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.49 00 00 00 00
00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.75 00 00 00 00
01 0.75 02 1.49 00 00 01 0.75 03 2.24 01 0.75 00 00
00 00 01 0.75 01 0.75 00 00 00 00 01 0.75 00 00
02 1.49 00 00 01 0.75 00 00 01 0.75 03 2.24 00 00
04 2.99 00 00 00 00 01 0.75 11 8.20 01 0.75 00 00
04 2.99 02 1.49 01 0.75 02 1.49 02 1.49 00 00 00 00
03 2.24 00 00 03 2.24 00 00 01 0.75 00 00 01 0.75
00 00 01 0.75 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
01 0.75 02 1.49 00 00 03 2.24 00 00 00 00 00 00
00 00 00 00 02 1.49 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 00 00 00 00 00 02 1.49 00 00 01 0.75
16 11.94 08 5.97 08 5.97 07 5.22 23 17.16 06 4.47 02 1.49
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111-2 -1-4 Frequences allélique HLA-DRB:1

L'étude des alleles HLA-DRB:1chez les 70 sujets (typée par biologie moléculaire ) dont 11

individus HLA-DRBsont considérés Homozygotes pour cet allele

Fro%

11.43%

17.86%

12.86%

1.43%

12.14%

2.14%

0.71%

7.86%

13.57%

2.86%

13.57%

3.57%

Tableau 15 : Fréquences des alléles HLA-DRB1
Les alleles HLA-DRBy les plus présents dans la plupart des régions de territoire national
sont :
HLA-DRB; 03(17.73%) 02 alleles homozygotes.
HLA-DRB; 15(14.18%) 02alléles homozygotes.

HLA-DRB1 13(13.48%).
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HLA-DRB:1 04(13.48%)02 alleles homozygotes
HLA-DRB; 07(12.06%)02 alléles homozygotes

HLA-DRB; 01(11.35%)02 alléles homozygotes

Locus DRB1

17,73%

11,35% 13,48% 12.06% 13,48% 14,18%
’ 0o N
7,80%
. 1,42% 2,13% (710, . 2,84% 3,55%
’ 3 A
— | ] —
[ [

DRB1001 DRB103 DRB104 DRB106 DRB107 DRB108 DRB110 DRB111 DRB113 DRB114 DRB115 DRB116

Graphe 09 : fréquences des alleles HLA-DRB1 chez 70 sujets algériens
A I’échelle notionnel

L’évaluation des fréquences génotypiques des alleles HLA-DRBzselon les régions d’origine
(Tableau 23) montre que :

> La région du Centre: les alleles HLA-DRB: les plus fréquents sont: HLA-DRB103
(11.42%) HLA-DRB;01(7.14%) HLA-DRB113(7.14%) HLA-DRB:04(5.00%) HLA-
DRB:111 (4.28%)

> La région de I’Est: les alléles HLA-C les plus fréquents sont: HLA-DRB115(5.00%)
HLA-DRB103(5.00%) HLA-DRB:01(4.28%) HLA-DRB104(3.57%)

> La region de I’Ouest: les alleles HLA-DRB: les plus fréquents sont: HLA-
DRB107(4.28%) HLA-DRB113(3.57%) HLA-DRB104(2.86%) HLA-DRB115(2.14%)

> La région du Sahara: les alleles HLA-DRB: les plus fréquents sont: HLA-
DRB115(4.29%) HLA-DRB111(2.86%) HLA-DRB107(2.14%)
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A Péchelle international

Les alléles HLA-DR les plus fréquemment rencontrés au sein de la population Algérienne
sont HLA-DR3(17.73%) ceci est comparable a celles des populations Marocaine HLA-
DR3(16.9%) , Tunisienne HLA-DR3(13.8%)(Kamoun et al.,2012), Mauritanienne HLA-
DR3(24.3%) et la population Francaises HLA-DR3(25.0%b).

Pour la fréquence de 1’allele HLA- DR15 dans notre population est de 14.18% ceci est
comparable a celles de la population Chinoise HLA-DR15(15.5%0).(Chun et al.,2010)

L’exception de I’allele HLA-DRO4 qui est moins fréquent chez la population
mauritanienne HLA-DR4(4.3%) (Hamed et al.,2018) para port aux autres populations,
Marocaine HLA-DR4(18.4%), Tunisienne HLADRA4(16.3%) (Kamoun et al.,2012),la
population Frangaises HLA-DR4(12.5%) et la population Chinoise HLA-DR4(11.3%) ce

qui caractérise cette population. Voir annexe 3
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SETIF CHLEF GHARDAIA BLIDA TISSEMSILT AIN DEFLA

HLATDR (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

DRB;01 05 3.57 00 00 00 00 00 00 07 5.00 00 00 00 00

DRB103 02 1.43 01 0.71 | 01 | 0.71 | 0O 00 03 2.14 00 00 01 0.71

DRB,04 03 2.14 01 0.71 | 00 00 00 00 05 3.57 04 2.86 | 00 00

DRB.06 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71 00 00 01 0.71

DRB107 01 0.71 01 071 | 03 | 214 | 01 0.71 01 0.71 01 0.71 | 00 00

DRB108 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71 00 00 01 0.71

DRB;10 01 0.71 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

DRB;11 00 00 00 00 00 00 03 2.14 03 2.14 01 0.71 | 00 00

DRB;13 00 00 02 143 | 04 | 2.86 | 00 00 01 0.71 00 00 00 00

DRB;14 02 1.43 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

DRB115 02 1.43 03 2.14 | 00 00 04 2.86 02 1.43 00 00 01 0.71

DRB116 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
TOTAL 16 114 08 571 | 08 | 5.71 | 08 5.71 24 17.2 06 428 | 04 2.85

Tableau 17 : distribution des fréquences allélique HLA-DRBL1 selon les willayas d’origine

BOUMERDES DJELFA ALGER LAGHOUAT TIPAZA TIARET TIZI MEDEA

(0]V).v40]V]
HLA-DR

N Fr(%) | N Fr(%) | N Fr(%) | N Fr(%) | N Fr(%) | N | Fr(%) N |Fr(%)| N Fr (%)

DRB101 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0.71 03 2.14

DRB103 02 1.43 00 00 01 0.71 00 00 01 0.71 00 00 04 2.86 09 6.43

DRB104 00 00 01 0.71 01 0.71 00 00 00 00 01 0.71 01 0.71 01 0.71

DRB106 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

DRB107 00 00 02 1.43 03 2.14 00 00 00 00 02 143 01 0.71 01 0.71

DRB108 01 0.71 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

DRB110 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

DRB111 00 00 01 0.71 00 00 00 00 01 0.71 00 00 00 00 02 1.43

DRB113 03 2.14 02 143 01 0.71 00 00 00 00 01 0.71 00 00 05 3.57

DRB114 00 00 00 00 00 00 02 1.43 00 00 00 00 00 00 00 00

DRB115 00 00 00 00 00 00 02 1.43 00 00 02 143 02 143 01 0.71
DRB:116 [e[] 00 00 00 00 00 00 00 02 1.43 00 00 01 0.71 02 1.43

OIS 06 | 428 | 06 | 428 | 06 | 428 | 04 | 285 | 04 | 285 | 06 | 4.28 10 | 7.14 | 23 | 16.42

.
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111-2 -1-5Fréguences allélique HLA-DQB;:

L'étude des alleles HLA-DQBz1chez les 70 sujets ( typée par biologie moléculaire ) dont 17

individus considérés Homozygotes pour cet alléle

N=140 Fr %

DQB102=38 27.14%

DQB103=31 22.14%

DQB104=05 3.57%

DQB105=29 20.71%

DQB106=35 25.00%

DQB107=01 0.71%

DQB108=01 0.71%

Tableau 18 : Fréquences des alleles HLA-DQB1

L’évaluation des fréquences génotypiques des alleles HLA-DQB;selon les régions d’origine

(Tableau 23) montre que :

Les alleles HLA-DQBAy les plus présents dans la plupart des régions de territoire national

sont :

» HLA-DQB.1 02 (27.14%) 05 alleles homozygotes.
» HLA-DQB:1 06(25.00%) 04 alléles homozygotes.
» HLA-DQB103(22.14%) 03 alleles homozygotes

» HLA-DQB; 05(20.71%) 04 alléles homozygotes
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Locus DQB1

27,14%
° 22,14% 20,71% 25,00%

3,57% 0,71% 0,71%

DQB102=38 DQB103=31 DQB104=05 DQB105=29 DQB106=35 DQB107=01 DQB108=01
Graphe 10 : fréquences des alléles HLA-DQBL chez 70 sujets algériens
A I’échelle nationale
> Larégion du Centre: les alleles HLA-DQB: les plus fréquents sont:

HLA-
DQB102(16.42%)HLADQB105(12.01%),HLADQB103(9.28%)HLADQB106(7.14%).

> Larégion de I’Est: les alleles HLA-DQB: les plus fréquents sont:
HLA-DQB105(7.14%) HLA-DQB106(6.43%) HLA-DQB102(5.72%)
> Larégion de I’Ouest: les alleles HLA-DQB: les plus fréquents sont:
HLA-DQB:03etHLA-DQB:106 avec une fréquence de (6.43%)

> Larégion du Sahara: les alleles HLA-DQB: les plus fréquents sont:
HLA-DQB106(5.00%) HLA-DQB103(3.57%)

A P’échelle internationale

D’aprés nos résultats, les alleles HLA-DQ2, DQ3 sont fréquents chez toutes les populations
dans notre études la fréquence de HLA-DQ2(27.14%), DQ3(22.14%) ceci est comparable
a celles des populations tunisienne HLA-DQ2(32.72%), DQ3(32.85%)(Kamoun et
al.,2012) , Population marocaine HLA-DQ2(28.7%), DQ3(27.8%0)(Brick et al.,2015) et
Population mauritanienne HLA-DQ2(22.06%), DQ3(36.03%0)(Hamed et al.,2018) et pour
I’allele HLA-DQ4 est moins fréquent en Algérie HLA-DQ4(3.57%) ainsi qu’en Tunisie
HLA-DQA4(3.72%) et en Mauritanie HLA-DQ4(7.35%) avec des fréquences voisines, ce

qui caracterise les pays du nord-africain.
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BBA SETIF ‘ CHLEF GHARDAIA BLIDA TISSEMSILT AIN DEFLA
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
DIOISFOPAS 02 | 1.43 | 02 | 143 | 01 | 071 | 01 | 0.71 | 05 | 3.57 01 0.71 00 00

PIOISSERY 01 | 0.71 | 01 | 0.71 | 03 | 2.14 | 03 | 2.14 | 06 | 4.29 03 2.14 02 1.43

PIO:ENEY 02 | 1.43 | 00 | 00 | OO0 | 00 | OO 00 00 | 00 02 1.43 00 00
PIOIEF0ERY 08 | 5.71 | 00 | 00 | OO | OO | 0O 00 09 | 6.43 00 00 00 00
PIOIEFIOSAS 02 | 1.43 | 05 | 3.57 | 04 | 2.86 | 04 | 2.86 | 03 | 2.14 00 00 02 1.43
plolsilorA8 00 | 00 | 00 | 00 | OO | 00 | OO 00 01 | 0.71 00 00 00 00
pIOlSTEES 01 | 0.71 | 00 | 00 | OO | OO | OO 00 00 | 00 00 00 00 00

jeaf.\i 16 | 114 | 08 | 5.71 | 08 | 5.71 | 08 | 5.71 | 24 | 17.2 06 4.28 04 2.85

Tableau 19 : distribution des fréquences allélique HLA-DQB1 selon les willayas d’origine

BOUMERD DJELFA ALGER LAGHOUA TIPAZA TIARET TIZI MEDEA

ES T OUAZOU

N | (%) | N| (%) | N| (%) | N| (% | N| (% | N| (% | N | (% N (%)

DIGLEOPAY 03 | 2.14 | 02 | 1.43 | 04 | 2.86 | 00 00 [ 01 |0.71| 02 | 143 | 04 | 286 | 10 | 7.14

PISLIGER 03 | 2.14 | 02 | 143 | 01 | 071 00| OO | OO | OO |01 (071 | 02 | 143 | 03 | 214

PISLIEE 00 | OO | 01 | 071 | 00| OO | OO| OO (OO | OO | OO | OO | OO | OO 00 00

PISLFSER 00 | OO0 | OO | OO | OO | OO | 02 | 143 | 03 |214| 00| 00 | 02| 143 | 05 | 3.57

PIGLFOEME 02 | 143 | 01 | 071 | 01 | 071 02 | 143 | 00| 00 | 03 {214 | 02 | 143 | 04 | 2.86

PISLESFAY 00 | 00 | 00 | 00 | OO | OO | OO | OO | 00| OO | OO | OO | OO | OO 00 00

plelE0E 00 | 00O | OO | OO | OO| OO |OO| OO | OO | OO | OO | OO | OO | OO 00 00

earfit 08 | 5.71 | 05 | 5.71 | 06 | 4.28 | 04 | 285 | 04 | 2.85 | 06 | 4.28 | 08 | 5.71 | 22 | 15.7
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111-2 -2 Fréquences alléliques haplotypique

Test de student (Deux Echantillons indépendant)

HO : la différence entre les deux moyennes est égale a zéro
H1 : la différence entre les deux moyennes est égale a zéro
111-2 -2-1 Haplotype Locus A*Locus B

Tableau20 : Test t pour un deux échantillons indépendants( Locus A*Locus B)

Comme la valeur de p calculée (0.182) est supérieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'hypothése nulle HO.
111-2 -2-2 Haplotype Locus A*Locus C

Tableau 21 : Test t pour un deux échantillons indépendant( Locus A*Locus C)

Comme la valeur de p calculée (0.570) est supérieur au niveau de signification alpha=0,05,
il faut accepter I'nypothése nulle HO.

E
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111-2 -2-3 Haplotype Locus B*Locus C

Tableau 22 : Test t pour un deux échantillons indépendants( Locus B*Locus C)

Comme la valeur de p calculée (0.085) est supérieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'hypothése nulle HO.

E
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Conclusion

Notre travail a permis de définir les spécificité des HLA en Algérie. Un échantillon de 70
individus a pu montrer lafréquence des alléles HLA, leur distribution, ainsi que leur diversité

au sein de notre population en marquant la présence, 1’absence ou la haute représentation

des alléles HLA.

Nous avons mené cette étude dans le but d’explorer les résultats du typage HLA des
patients candidats a la transplantation rénale et en les comparant avec d’autres études
similaires ,les données obtenus lors de la comparaison montrent les relations génétiques
extrémement claire entre notre études, d’autre séries algérienne , les Maghrébins et certain
Européens et permet d’améliorer nos connaissances sur la composition génétique des
populations et les relations ethnique existant, et ceci en utilisant le systeme HLA dans une

perspective anthropologique en tant que marqueur d’expression génétique identitaire.

Notre étude a montré que les alleles les plus fréquents sont : HLA-A2, HLA-B8, HLA-C7,
HLA-DRP103 et HLA-DQO02.

Les résultats trouvés constituent une base de données qui peut étre utilisé comme référence
pour la recherche de donneurs compatible pour les transplantations rénales et greffe de la
moelle osseuse en constituant un fichier de donneurs, et I’utilisation de cette base de données

pour les futures études portant sur 1’association HLA-Maladie en Algeérie.

En perspective il serait souhaitable d’approfondir notre études en utilisant d’autre techniques
et d’autres méthodes de la biologie moléculaire .
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Tableau : Fréquences des alleles HLA-A. (Chun et al.,2010) (Brick et
al.,2015) (Hamed et al.,2018) (Amroun et al.,2010) (Kamoun et al.,2012)

Al 1277 |10 15.0 12,76 14,04 13.6 4.4
A2 1915 | 17,95 21.5 19,39 18,42 25.0 29.7
A3 | 1418 | 10,45 6.1 10,2 3,51 15.4 4.7
A24 1135 |- 8.9 8,16 2,63 10.9 15.7
A30 |7.09 |11,13 7.7 6,12 13,16 3.3 5.5

Tableau : Fréquences des alleles HLA-B. (Chun et al.,2010) (Brick et
al.,2015) (Hamed et al.,2018)(Amroun H et al.,2010) (Kamoun et al.,2012)

B08 |14.43 |- 13.01 4.60 - 6.70 1.3
B14 | 1214 |- 8.94 3.60 0.00 0.02
B50 |10.00 | 7.5 13.82 5.00 - 2.30 0.8
B51 |11.43 |10.22 9.76 4.10 6.73 6.90 7.6
B7 |6.43 |8.63 9.76 7.70 13.46 9.40 4.2

\
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Tableau

. Fréquences des alleles HLA-DR. (Chun et al.,2010) (Brick et

al.,2015) (Hamed et al.,2018)(Amroun H et al.,2010) (Kamoun A et
al.,2012)

DRO1 [11.35 |- 9.8 6.4 - 10.1 4.1
DRO3 |17.73 |16.31 13.8 16.9 24.3 25.0 0.3
DR0O4 |13.48 | 145 16.3 18.4 4.3 12.5 11.3
DRO7 [12.06 |- 154 13.0 - 12.0 10.7
DR13 |13.48 |- 10.2 11.3 - 13.6 5.6
DR15 [14.18 |- 8.5 114 7.65 12.9 155

E
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