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REVIATIONS

AA : Acides aminés.

Ac : Anticorps.

ACD : Anticoagulant Citrate
Dextrose.

ADN : Acide Désoxyribo-Nucléique.
AE: Elution buffer.

Ag : Antigéne.

AO/BE: Acridine orange/ Bromure
d’éthidium

ASHI: American Society for
Histocompatibility and Iminogenetics.
AW: Wash buffer

BET (TBE) : Tampon Tri borate
EDTA

CAC: Centre anti-cancéreux

CDC : Microlymphocytotoxicité
Complément Dépendante.

CHU : Centre Hospitalo-universitaire.
CMH : Complexe Majeur
d’Histocompatibilité.

CPA : Cellule Présentatrice

d’ Antigene.

CXM: Cross match.

CXM F: Cross match final.

CXM I: Cross match initial.

dNTP: Désoxynucléotides
triphosphates.

DSA : Donor Specific Antibodies

EDTA :Ethylenediaminetétraacétique.
ELISA: Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay.

Fr : Fréquence.

GVH : Greffon contre Hote.

HBB : Hassiba Ben Bouali.

HCA : Hopital Central d’ Armée
HLA : Human Leucocyte Antigen.
IFN : Interféron.

IL : Interleukine.

IRC : Insuffisance rénale chronique.
Kb: Kilobase.

KDa: KiloDalton.

LCT: Microlymphocytotoxicité.

LT : Lymphocyte T.

ml : Millilitre.

MO : Moelle osseuse.

PCR : Polymerase Chain Reaction.
RE : Réticulum Endoplasmique.
RR: Risque relatif.

SSO: Single Specific Oligonucleotid.
SSP: Single Specific Primer.

TAP: Transporter Associated Peptide.
TCR: T Cell Receptor.

TNF: Tumor Necrosis Factor.

p2m : B2-microglobuline.

ul : Microlitre.

°C : Degré Celsius.




GLOSSAIRE

ADN : le support physique de I’information génétique d’un organisme.
Alléle : est une version variable d'un méme gene ou d'un méme locus génétique.

Allo-anticorps : anticorps produit entre individus non identiques appartenant a une méme

espéce.

Allo-antigéne : molécule variable selon les individus d'une méme espece (exemple : systeme
ABO).

Antigéne : toute substance étrangére a l'organisme capable de déclencher une réponse

immunitaire visant a I'éliminer.

Chromosome : est un élément microscopique constitué de molécules d’ADN et de protéines,

contenus dans le noyau de chaque cellule du corps et qui portent I'information génétique.
Crossing-over : un phénomeéne génétique qui a lieu lors de la méiose.

Cytokine : molécule sécrétée par un grand nombre de cellules, en particulier les lymphocytes
(globules blancs intervenant dans I'immunité cellulaire) et les macrophages (cellules de
défense de I'organisme chargées d'absorber des particules étrangeres) et impliquée dans le

développement et la régulation des réponses immunitaires.

Espéece : est une population ou un ensemble de populations dont les individus peuvent
effectivement ou potentiellement se reproduire entre eux et engendrer une descendance viable

et féconde, dans des conditions naturelles.
Geéne : unité composée d'ADN localisée sur un chromosome et unité de base d'hérédite.

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

organisme.

Génotype : constitution génétique d’un individu.




Haplotype : est un groupe d‘alleles de différents loci situés sur un méme chromosome et

habituellement transmis ensemble.
Hétérodimere : protéine composée de deux sous-unités différentes.
Hétérozygote : pour un géne ou un locus donné, exprime deux alléles différents.

Histocompatibilité : compatibilité entre les tissus d'un greffon et ceux d'un héte, étroitement

liée a leur appartenance a des groupes tissulaires génétiquement définis.
Homozygote : pour un gene ou un locus donné, exprime un seul alléle en double.

Immunosuppresseurs : des medicaments utilisés dans le traitement immunosuppresseur pour

inhiber ou prévenir I'activité du systeme immunitaire.

Loci : pluriel de locus.

Locus : un emplacement physique précis et invariable sur un chromosome.
Multigénique : comportant plusieurs génes au sein d’'un méme génome.

Non-soi : correspond a I'ensemble des molécules dont la synthese ne résulte pas de

I'information génétique propre a I'organisme et qui sont reconnues comme étrangeres par le

systeme immunitaire.

Phénotype : manifestation apparente de la constitution du génome.

Soi : correspond a I'ensemble des molécules résultant de I'expression des génes d'un individu.
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Introduction

Introduction

Le systéeme HLA constitue un complexe multigénique hautement polymorphe, dont les
génes codent pour des molécules trés immunogenes responsables de phénomeénes de rejets de

greffe entre sujets histo-incompatibles. [1]

Le champ d’application de I’exploration du systeme HLA est extrémement étendu et
ceci s’explique par son role dans le contréle et le développement des réponses immunitaires
essentiellement de type spécifique. II faut, cependant, reconnaitre qu’en pratique courante, ¢’est
avant tout le domaine de la transplantation et & un moindre degré celui de la susceptibilité
génétique aux maladies auto-immunes qui constituent 1’activité principale des laboratoires

d’histocompatibilité. [2]

La transplantation rénale est I’intervention chirurgicale qui consiste a remplacer un rein
défectueux par un rein sain que 1’on préléve sur un donneur [3]. Il s’agit du traitement de choix

de I’insuffisance rénale chronique le plus efficace et le moins cotiteux.

Un bilan immunologique pre-transplantation est réalisé. Il a pour but d’éliminer toute
contre-indication a la greffe, définitive ou transitoire, et de prévenir tout événement qui pourrait

se produire en post-transplantation.

L’obstacle majeur d’une allogreffe qui est a I’origine des différences génétiques entre
le donneur et le receveur est le rejet qui est un phénomene de nature immunologique [4], faisant
intervenir aussi bien les mécanismes de I’immunité humorale que ceux de I’immunité cellulaire
entrainant des Iésions du parenchyme rénale pouvant évoluer jusqu’a la destruction totale du

greffon et la perte de sa fonction.

Le polymorphisme du systeme HLA est généré par les mutations et les conversions
géniques. L’¢tude de ce dernier s’intéresse aux origines et aux mouvements migratoires des
différentes populations, qui ont influence la diversité génétique, la distribution et la fréquence

des différents alleles et haplotypes de ces populations.

Du fait de la diversité tres importante de ce systeme, la caractérisation du
polymorphisme allélique de ses genes au niveau des échantillons de notre population étudiée

meéne a des incertitudes appelées « ambiguités de typage ».



Introduction

Au cours de ce travail nous sommes plus particuliérement intéressées a 1’exploration
des résultats de la prise en charge immunologique des patients candidats a une transplantation
rénale recrutés au niveau de 1’unité d’immunologie Hassiba Ben Bouali de CHU Blida, ainsi a
I’exploitation des résultats du typage HLA dans 1’étude du polymorphisme du systéme HLA au

sein de la population algérienne.
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Recherche bibliographique

I-Définition :

Le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), ou systeme HLA chez I'homme, est
localisé sur le bras court du chromosome 6 ou il occupe une région de 3 600 kilo bases. La
région HLA, porte plus de 200 génes codant pour des produits tres divers, ce qui en fait la région
du génome humain la plus riche en génes exprimés.

Les principaux produits codés dans le CMH sont les antigenes majeurs
d'histocompatibilité, glycoprotéines dites allo-géniques responsables du rejet de greffe entre
individus de la méme espéce [5]. Ces antigénes sont des glycoprotéines de la surface cellulaire
et sont porteurs de 1’identité biologique de I’individu [6]. Ils sont indispensables pour la
reconnaissance du « soi » et du « non-soi » [7] et jouent ainsi un role déterminant dans
I’initiation de la réponse immunitaire adaptative. Ces génes et molécules interviennent dans la

présentation d’antigenes.

I1-Histoire et découverte du systeme HLA :

L’existence du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) a d’abord été¢ évoquée
chez la souris, par Peter Gorer, en 1936. Des réactions d’agglutinations d’érythrocytes de
souris par des serums de lapin préalablement immunisés par des érythrocytes murins ont permis
de suggérer I’existence d’allo-antigénes en surface cellulaire. Snell observa par la suite que le
rejet du greffon chez la souris était associé a une incompatibilité au niveau des allo antigenes
préecédemment definis par Gorer. C’est ainsi qu’il décrit pour la premiere fois le Complexe
Majeur d’Histocompatibilité murin, nommé «H2 » en I'honneur de l'antigeéne II découvert par
Gorer [8]. C’est donc sa capacité d'induire une forte réponse immunitaire allo-génique,
responsable du rejet de greffe, qui le fait connaitre dans un premier temps et qui lui fait mériter
son nom. Son réle majeur dans la réponse immunitaire et dans 1’éducation des lymphocytes T

par la présentation des antigeénes, n’a été découvert que 30 ans apres.

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité¢ de I'nomme fut découvert en 1952 par Jean
Dausset, récompensé du prix Nobel de médecine en 1980. Son nom de systeme HLA (Human
Leukocyte Antigen) symbolise le groupe sanguin leucocytaire mis en évidence par
I’agglutination de leucocytes par des sérums de sujets immunisés a 1’occasion de transfusions
sanguines. En effet, aprés ses études de médecine a Paris, Jean Dausset porta un grand intérét
aux patients polytransfusés et leucopéniques, chez qui, il découvrit I’existence d’anticorps anti-

leucocytes, d’abord soupgonnés d’auto-anticorps. Il démontra rapidement qu’il s’agissait en fait
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d’une allo-immunisation générée par les nombreuses transfusions. Ce n’est pourtant que Six ans

plus tard, en 1958, que le premier antigene du CMH humain MAC (HLA-A2) est décrit.

A cette époque, des expériences ont été réalisées a partir du sérum d’un patient qui avait
regu des transfusions d’un unique donneur. Elles permirent de constater que les anticorps
développés par ce patient réagissaient avec les leucocytes de la moitié d’une population de
donneurs volontaires. Les noms des trois premiers donneurs avec qui le sérum n’a montré

aucune réaction sont a 1’origine de I’acronyme MAC. [9]

Dés 1964 et a ce jour: Organisation périodique d’ateliers d’histocompatibilité

(workshops) internationaux dédies a étudier des molécules HLA.

En 1964 lors du 1*" workshop ; introduction de la technique de microlymphocytotoxicité
complément dépendante (LTC) par P. TERASAKI et Mc CLELLAND. [10]

En 1968, Jean Dausset émet 1’hypothése de I’implication du systtme HLA en
pathologie. [11]. Dés les années 1980, I’avénement des techniques de biologie moléculaire avait

permis une meilleure approche de ce systeme. [11]

La premiére transplantation rénale en Algérie dans le cadre d’un donneur vivant

apparenté a été réalisée en juin 1986 au CHU Mustapha (Alger).

En 2002, La premiere transplantation rénale en Algérie dans le cadre d’un donneur
cadavérique a été réalisée a Constantine dont I’exploration immunologique a été faite par des

physiologistes sous la direction du professeur NEDJAR.

En janvier 2003, la premiére transplantation rénale a été faite a Blida avec un rein d’un

donneur vivant.

La premiere exploration du systtme HLA au niveau de I’unité d’immunologie Hassiba
Ben Bouali du CHU de Blida dans le cadre de transplantation rénale d’un donneur vivant a été

faite par le professeur BOUCHEDOUB et Mr KHERBECHE en 2006.

La premiére transplantation rénale en Algérie dans le cadre d’un donneur cadavérique
ou I’exploration du systéme HLA a été effectuée en 2010 par les immunologistes du CHU de
Blida, par le professeur BOUCHEDOUB et Mr KHERBECHE.
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I11-Immunogénétique du systeme HLA :

Le systeme HLA est composé d’un ensemble de génes codant pour des glycoprotéines
transmembranaires de classe | et de classe Il dont la fonction principale est de présenter les
peptides antigéniques aux lymphocytes T CD8" et CD4" respectivement [12]. Sa carte

géneétique est relativement bien détaillée aujourd’hui (Figure 1). [13]

Chromosome 6

- e e ———

[Homme S HLA] Liotiia dh
Locus du CMH de classe Il CMH de Locus du CMH de classe |
oP oQ DR  «classe lli» 8 c A
JHH— S-S HH— —JHH-
1
DM Geénes du Protéines du Cytokines: LTb, Génes et pseudogénes
protéasome : complément: C4, TNF, LT apparentés au classe |
TAPL1,2 Facteur B, C2

Figure 1 : Organisation génétique du systeme HLA. [5]

1-L es génes HLA de classe | :

Les genes de la classe | sont localisés en position télomérique avec les trois principaux
loci HLA de classe I dits classiques (HLA-A, HLA-B, HLA-C) en plus des genes HLA de classe
I non classiques (HLA-E, HLA-F, HLA-G) et les genes apparentés a la classe | (HLA 1 like)
[14]. Les génes HLA classiques sont parmi les genes les plus polymorphes décrits dans le
génome humain ; on dénombre en effet 3968 alleles pour le locus HLA-A, 4828 pour HLA-B
et 3579 pour HLA-C. Contrairement aux génes non classiques, qui leur polymorphisme reste
tres faible. [15, 32]
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2-Les genes HLA de classe 11 :

Les génes de la classe Il sont en position centromérique et comptent trois principaux
loci : HLA-DR, HLA-DQ et HLA-DP. Des analyses systématiques de cette région ont révélé
son extraordinaire richesse en séquences codantes [16], ils occupent 900 kilobases (0.9 Mb) et
comprennent plus de 32 genes dont au moins 10 génes HLA transcrits (DRA, DRB1, DRB3,
DRB4, DRB5, DPA, DPB1, DQA, DQB1, DMA, DMB, DOA, DOB) (Les génes DRB3, DRB4
et DRBS5 ne sont pas toujours transcrits, cela dépend des génes DRB1). [17] (Figure 2)

DRB1  DRB6 DRB3 DRA
DR1, 10 —- {_HE-
DRB1  DRB6 DRB5  DRBY DRA
DR15, 16 —a | L — H
DRB1 DRB2 DRB3 DRB9 DRA
DR3, 11,12, 13,14 — il { HE-
DRB1 DRB7 DRBS DRB4 DRBS DRA
DR4, 7,9 —im- H Heel— Hesd-

DRB1 DRB3 DRA

DRS —i

i

Figure 2 : Organisation des génes de locus DR. [18]

3-Les génes de classe 111 :

Les geénes de classe IllI, situés entre les deux classes précédentes « la région
intermédiaire » s’étendent sur une zone trés dense, cette région contient également un grand
nombre de genes, au moins 39, parmi lesquels les génes codant principalement pour des
molécules ayant un réle dans les réactions immunitaires, comme les protéines intervenant dans
la voie d’activation du complément (C2, C4, facteur B), et le Tumor Necrosis Factor (TNFa et
B). Toutefois, de nombreux genes n’ayant pas de fonction dans le systéme immunitaire se
trouveraient également dans cette région, comme par exemple la 21-hydroxylase. [15] (Figure
3)
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I Homme : HLA Locus du

Lxus du CMH de classe i C|MH d:;| Locus du CMH de classe |
DQ DR | «classelii» || g ="~ A

-LM-IHHMHW%H — -
/Y T\ N\ |/

DM Gtepes U protéines du Cytokines : Génes et pseudogénes
prDTi";S!DHQE ' complément : LTB, TNF, LT apparentés au classe |

C4, Facteur B, C2

Figure 3 : Genes du systeme HLA. [19]

IV-Structure des molécules HLA :

Les molécules HLA sont des glycoprotéines transmembranaires hétérodimériques [20],
les molécules de classe I 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 [21]. Malgré le polygénisme et le polymorphisme des molécules HLA, leur structure

tridimensionnelle fait preuve d’une grande homogénéité. [22]

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 p2-

microglobuline. (Figure 4)

A) La chaine lourde o :

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 a3 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 intracytoplasmique C-terminal de 30-40AA.
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Sa structure tridimensionnelle montre une cavité entre les domaines ol et 02, dans ce

sillon peut se glisser un peptide de 8 a 10AA. [23]

B) La chaine p2-microglobuline :

La chaine B2-microglobuline, commune & toutes les molécules HLA, est une protéine
non glycosylée de 99AA. Elle comprend un seul domaine, associé a la chaine lourde a 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). [23]

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 génes 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 (Figure 4). Ce sont les domaines al et B1 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 11 sont codées par les alléles du locus DP, DR et DQ, chaque locus abrite les génes A

et B codant respectivement les chaines o et § (ex. DPa et DPB). [24]
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Class | Class |l
Peptide-binding
groove

Plasma

membrane 5

Cytoplasmic CvtOpI?smlc
tail tail

Figure 4 : Structure des molécules HLA de classe | et de classe I1. [25]

V-Distribution tissulaire des molécules HLA :

La distribution tissulaire des molécules HLA de classe | (conventionnelles A, B,

C) est trés ubiquitaire. Dans le sang, a I’exception des globules rouges, toutes les cellules en
possedent a leur surface. La plupart des organes et tissus les expriment avec quelques
exceptions : cellules et vaisseaux du systeme nerveux central, hépatocytes, pancréas exocrine.

L’expression constitutive tissulaire des molécules de classe II est beaucoup plus
restreinte que celle de classe I. Dans le sang, seules les cellules dendritiques, les lymphocytes
B et les monocytes en possedent en surface.

Dans les tissus, outre les macrophages et les cellules dendritiques, les molécules de
classe II existent sur les endothéliums capillaires et certaines cellules de I’épithélium de
I’intestin gréle. Néanmoins, sous 1’effet de cytokines comme 1’interféron 6 ou le TNF (Tumor
Necrosis Factor), de nombreuses cellules parenchymateuses et les lymphocytes T peuvent

synthétiser et exprimer des molécules HLA de classe Il. [26] (Tableau 1)

10



Recherche bibliographique

Tissus HLA Classe | HLA Classe |
Lymphocytes T +4++ +/-
Lymphocytes T activés +++ ++
Lymphocytes B +4++ T4+
Macrophages +++ ++
Autres CPA +4++ +++
Epithélium thymigue + 4
Neutrophiles +++ -
Hépatocytes + -
Rein + -
SNC + -
Erythrocytes - -

Tableau 1 : Distribution tissulaire des molécules HLA. [26]

VI-Caractéristiques du systeme HLA :

1-Polymorphisme :

Les genes codant pour les molécules HLA de classe | et 11 sont les plus polymorphes du
génome humain, avec plus de 16 000 alléles décrits en mars 2019. 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 alléles 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. [27,28] (Figure 5)

11
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Figure 5 : Répartition du nombre d'alleles nommés depuis 1987 jusqu'au mars 2019. [29]

Chaque individu est hétérozygote pour la plupart de ses genes HLA de classe | et de
classe 11, et n'exprime qu'un ou deux des alléles de chaque gene présent dans I'espece humaine.
[30]

La diversité génétique extréme du systeme HLA est portée par un nombre important de
locus et pour de nombreux loci par un nombre considérable d’alleles. Si I’on ne considére que
les 6 séries alléliques principales HLA (A, B, C, DR, DQ, DP), celles-ci portent plus de 6000
alleles officiellement nomenclaturés dont la séquence a été internationalement validée
conduisant a une diversité theorique de plusieurs dizaines de milliards de combinaisons. [31]
(Tableau?2)

12
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Nombre des alleles HLA

Alleles HLA Classe I 12544
Alleles HLA Classe 11 4622
Alleles HLA 17166
Autres Alleles non HLA 178

Tableau 2 : Le nombre des alléles HLA (en juin 2017). [32]

La majorité du polymorphisme allélique est concentrée au niveau des exons 2 et 3 qui
codent pour les domaines externes al et 02 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.
[33,34] (Figure 6)

Chromosome 6 Chromosome 15%
Exon 1 ’ w— - Région 5’ NT

44+ Exon2 .

+4 Exon 3 .

Exon 4 [J
8 exons séparés

par 7 introns
Exon 5 '

Exon 6 -

s | > Région intracytoplasmique
Exon 7
exon & [ ~» Région C-ter 3’ NT

Figure 6 : Polymorphisme des genes HLA- 1. [18]
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De ce fait, un individu hétérozygote exprime 2 molécules HLA de chaque série allélique
(A, B, C, DR, DQ, DP). Ces genes sont si proches les uns des autres que toute la région est

transmise en haplotype (en bloc) a la descendance. [35]

Outre le tres grand nombre d'alléles & chaque locus, le polymorphisme allélique est
encore accru par la possibilité de formation de molécules dites hybrides, résultant de
I'association d'une chaine alpha codée sur un haplotype et d'une chaine béta codée sur l'autre
haplotype (complémentation en trans, par opposition aux molécules classiques codées en cis

sur le méme chromosome) (figure 7). [33,34]

Haplotype paternel Haplotype maternel
(p) (m)

—{}—{}——L—_}—-—

8888 Y

apPBp apf amBp ambBm

Cis Trans Cis

Figure 7 : Génération de molécules HLA hybrides. [26]

Une recombinaison entre deux haplotypes peut survenir donnant un nouvel haplotype,
le taux de recombinaisons entre HLA-A et B est de 1 %, entre HLA-B et C pratiquement nul,
etentre B et D de 1 %. [37]

L’haplotype HLA de I’un des chromosomes 6 paternels et de I’'un des chromosomes 6
maternels est ainsi transmis a la descendance, ce qui fait que la probabilit¢ d’une identité
parfaite au sein d’une fratrie est d’une chance sur quatre [37] : 25% identiques, 25% différents
et 50% semi-identiques. [38]

Compte tenu du polymorphisme immense des génes HLA, le nombre de combinaisons
alléliques théoriques entre les différents loci (HLA-A, B, C, DR, DQ, DP) est extrémement
élevé. Cependant, toutes les combinaisons possibles ne sont pas représentées dans la population.
[33,34]. (Voir Annexe 1).

14
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La technique sérologique de référence est la lymphocytotoxicité dépendante du

complément. C’est la technique de choix pour le typage HLA de routine. [39]

2-Liaison étroite et transmission en bloc :

La liaison étroite signifie que tous les génes sont transmis en bloc des parents aux
enfants. Si1’on appelle a et b les haplotypes du pére, c et d ceux de la mére, chaque enfant hérite
un haplotype paternel et un haplotype maternel. Il 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% (figure 8).

Une recombinaison entre deux haplotypes (crossing-over) peut survenir dans les

cellules germinales maternelles ou paternelles, créant un nouvel haplotype. [40]

Pere Mere

1t

i1 1 1

Figure 8 : Transmission parentale des haplotypes HLA. [41]

3-Expression codominante :

La codominance signifie que chaque alléle sur chaque chromosome est exprimé et que
son produit peut étre détecté en utilisant une technique adéquate. Si la personne est hétérozygote
a ce locus, les produits des deux alléles de ce locus sont présents a la surface cellulaire. [42]

15



Recherche bibliographique

La transmission des genes 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.
[43]

HLA du pere HLA de la mére
A A A A
3 8 3 3
Cw Cw Cw Cw
DR*BI DR*B1 DR*81 DR*B1
DQ*B! DQ*B1 HAde |‘enfant DQBI DQ*8B!1
A A =
CW
Haplotype Cw Haplotype
paternel = maternel
DR*B1 OR*81
DQ*8! bQ™8l

Figure 9 : Distribution intrafamiliale des haplotypes HLA. [44]

4-Déséquilibre de liaison :

On sait que la diversit¢ HLA est moindre, car certaines combinaisons d’all¢les
surviennent plus fréeqguemment que ne le voudrait le hasard, ce phénomeéne est appelé

déséquilibre de liaison (linkage).

Le déséquilibre de liaison est la différence entre la fréquence observée pour une
combinaison particuliere d’all¢les 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 all¢les. Par exemple, si 1’alléele HLA-A1 apparait chez 16% des
individus d’une population (fréquence= 0.16) et 1’allele HLA-B8 dans 9% de ce groupe
(fréquence=0.09), on s’attend a ce qu’environ 1.4% du groupe ait les deux alléles (0.16 x 0.09
=0.014). Cependant, les données ont montré que HLA-AL et HLA-B8 sont rencontrés ensemble
dans 8.8% des individus étudiés. Cette différence est une mesure du déséquilibre de liaison

entre ces alléles de classe 1. [45]
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VII-Nomenclature :

La nomenclature des genes HLA classiques est trés précise et harmonisée au niveau
international. Les techniques initiales de typage HLA (typage sérologique) ont permis
d’identifier des familles d’allotypes désignées par le nom du géne et un numéro, Suivi des
numéros de la famille allélique et de ’allé¢le dans cette famille (séparés par * et :). (Figurel0).

[46]
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biologie moléculare

Suffixe signalant
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nom du géne du d"expression de la
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Giene

Champ 3
designe une mutation

Champ 4
designe une
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designant les

Champ 1
specifiate ou

Champ 2 :

ou
désignela
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groupe d’alleles

protene

synonyme d'acides

nucleiques dansla
sequence codante
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différence d'acides
lIl'II.'lCllll'lC‘-' ll.’“l.." !:I
.‘-'C(l"(ll\'t non
codante (mntron)

\ J
~ N ~ J

Typage générique Typage sérologique

Figure 10 : Nomenclature des alleles HLA. [47]

VIl1-Fonctions des molécules HLA :

La principale fonction des molécules HLA est de présenter les antigenes protéiques sous
forme de peptides aux lymphocytes T pour déclencher une réponse immunitaire spécifique de

I’antigéne dans ses phases effectrices et régulatrices.
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1-Présentation des antigenes :

La molécule HLA de classe | présente de maniere préférentielle des peptides venant de
protéines intracellulaires, ¢’est-a-dire dérivant des protéines produites de facon normale par la
cellule mais aussi de protéines virales ou tumorales. Ces complexes HLA-peptide sont analysés
par les lymphocytes T CD8+ qui mettront en jeu des processus de cytotoxicité et de sécrétion

cytokinique afin de détruire les cellules infectées ou transformées (Figure 11). [48]

TCR

cDs
&

HLA classe | @

Synthése de f= Ub
——— - ot quitine
la protéine % \"‘

Exocytose
Protéasome O o
Synthase > (&
de HLA »n_% o
Peptides =
el ©
Shalne Calnexine o
tourde ‘-
o

O;& )

Tapasine

Calréticuline

Reticulum
oendoplasmique

Figure 11 : Voie de présentation de I’antigéne par les molécules HLA 1. [25]

La molécule HLA de classe Il présente de maniére préférentielle des peptides venant de
protéines extracellulaires, c’est-a-dire dérivant des protéines internalisées par les cellules
présentatrices d’antigénes. Ces complexes HLA-peptide seront ensuite analysés par les
lymphocytes T CD4+ qui ont un rdle central dans le développement des réponses immunitaires
via la production de différentes cytokines qui orienteront le type de réponse mise en place
(Figure 12).
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Figure 12 : Voie de présentation de 1’antigéne par les molécules HLA II. [25]

2-Role des molécules HL A dans la sélection thymique :

Le role de présentation des molécules HLA est essentiel dans deux grandes étapes de la
vie des lymphocytes T, a savoir leur éducation a la tolérance du soi dans le thymus
(Sélection positive et négative) et leur recrutement et stimulation dans la réponse immunitaire
adaptative face a des peptides antigéniques [49], les lymphocytes subissent donc une double
sélection fondée sur I’interaction de leur TCR (T Cell Receptor) avec les complexes HLA-

peptide [50], qui leur permet de conserver les spécificités utiles.

3-HLA et les cellules Naturel Killers :

Les molécules HLA de classe I ont pour autre mission la surveillance de I’intégrité
cellulaire, en effet, ils sont reconnus par les récepteurs de surface des cellules Natural Killer.
Ce sont les récepteurs inhibiteurs qui jouent un role fondamental de régulation de 1’activité
cytolytique et productrice de cytokines des cellules NK, Par conséquent, lorsque les récepteurs
inhibiteurs des cellules NK rencontrent des molécules HLA du soi, les cellules NK sont
inhibées.
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De nombreux virus disposent de mécanismes qui bloquent 1I’expression des molécules
de classe I dans les cellules infectées, ce qui leur permet d’échapper a la destruction par des

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) spécifiques des virus. [51]

IX-Applications du systeme HLA :

Le champ d’application de 1’exploration du systéme HLA est extrémement étendu et
ceci s’explique avant tout par son rdéle dans le contrdle et le développement des réponses
immunitaires essentiellement de type spécifique. Aussi bien le domaine de I’infectiologie que
ceux de I’auto-immunité, de la cancérologie ou de la transplantation sont concernés. 1l faut,
cependant, reconnaitre qu’en pratique courante, ¢’est avant tout le domaine de la transplantation
[52] et a un moindre degré celui de la susceptibilité génétique aux maladies auto-immunes qui

constituent I’activité principale des laboratoires d’histocompatibilité.

1-Transplantation d'organes et greffes de cellules et tissus:

En maticre de transplantation d’organes, il faut distinguer la transplantation de rein des
autres transplantations couramment pratiquées comme la transplantation de foie ou la
transplantation de cceur. Si dans tous les cas, un typage HLA par deux déterminations
indépendantes est requis par 1’établissement frangais des transplantations avant 1’inscription

d’un futur receveur sur le registre national des patients en attente de transplantation. [53]

A-Transplantation rénale :

La transplantation rénale, est I’intervention chirurgicale qui consiste a remplacer un rein
défectueux par un rein sain que ’on préléve sur un donneur [54]. 1l s’agit d’une avancée
médicale permettant aux insuffisants rénaux chroniques de poursuivre une vie quasi normale
[55].

La transplantation rénale représente de nos jours, le traitement de suppléance de I’'IRC
le plus efficace et le moins colteux [56]. Plusieurs études définissent ’efficacité de ce
traitement par I’amélioration de la qualité de vie du patient greffé et de son espérance de vie
ainsi que sa réinsertion socioprofessionnelle [57,58]. Les stratégies immunosuppressives jouent
un réle important dans cette réussite [59]. Il faut noter également que plus la transplantation est
précoce, plus les chances de survie du greffon et du patient augmentent [60].

Le greffon peut provenir d’un donneur vivant, d’un donneur en état de mort

encéphalique (EME) [61]. Actuellement, la transplantation avec un greffon provenant d’un
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donneur vivant offre au receveur la meilleure garantie d’avoir un organe de trés bonne qualité
[62].

Un bilan médical complet est réalisé. Il a pour but d’éliminer toute contre-indication a
la greffe, définitive ou transitoire, et de prévenir tout événement qui pourrait se produire en post

transplantation du fait de I’immunosuppression.

B-Greffe de moelle osseuse :

La greffe de moelle osseuse ou de cellules souches hématopoiétiques allogéniques est
une thérapeutique largement utilisée dans le traitement des hémopathies malignes et des déficits
immunitaires séveres. Compte tenu du risque de rejet contre le greffon et surtout du risque de
rejet du greffon contre I’hote (GVH) propre a ce type de greffe, un appariement strict au niveau
allélique pour les loci A, B, C, DR, DQ et si possible DP reste la meilleure garantie de survie
du greffon. [63]

De telles contraintes d’appariement ont la meilleure chance d’étre respectées dans des
situations intrafamiliales. C’est ainsi que de fagon systématique pour un patient en attente de
greffe de moelle osseuse, une étude de la transmission familiale est réalisée, incluant parents,
fréres et sceurs. Dans tous les autres cas, il faut avoir recours a des donneurs non apparentés et
faire appel aux registres internationaux de donneurs volontaires.

A son inscription, le typage HLA du donneur est réalisé par le laboratoire
d’histocompatibilité a un niveau générique pour les loci HLA-A, B, DR et DQ. En cas d’identité
avec un receveur, les tests se poursuivent pour une caractérisation de haute résolution au niveau
allélique, a la recherche d’une compatibilité parfaite.

Bien entendu, les approches méthodologiques utilisées dans ce dernier cas font appel
aux techniques de biologie moléculaire PCR-SSP, PCR-SSO, voire séquencage direct en cas

d’ambiguités non résolues.

C-Transplantation et notion d’allo réactivité :

L’importance des molécules HLA en transplantation s'explique par leur impressionnant
polymorphisme. En conséquence, les molécules HLA occupent le premier role dans le
phénomeéne d’allo-réactivité. On peut définir 1’allo-réactivitt comme la capacité des
lymphocytes T a étre stimulés par des molécules provenant d’un organisme étranger au leur.
Cependant ce terme convient pour deux organismes qui sont de la méme espéce, sinon on parle

de xéno-réactivité. Les molécules mises en jeu, appelées allo-antigénes, sont dans 90% des cas
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des molécules du CMH, d’ou leur nom d’antigénes majeurs [64]. On verra qu’ils ne sont pas
les seuls acteurs de 1’allo-réactivité, il existe en effet d’autres antigénes impliqués dans ces
conflits immunitaires, appelés antigénes mineurs. Briévement, il s’agit de protéines qui
possedent un polymorphisme et qui ne sont pas issues de la transcription d’un géne appartenant
au CMH.

Lors d’une greffe, les lymphocytes T du receveur vont rencontrer les CPA du donneur,
et reconnaitre a leur surface les molécules HLA de classe I et II qu’elles expriment. Cette
rencontre active directement la fonction de défense des lymphocytes T, qui détruisent le greffon
par leur cytotoxicite.

Ce phénomene d’allo-réactivité directe entraine un rejet s’il n’est pas limité par un
conditionnement suffisamment myélo-ablatif (dans le cas de la greffe de moelle) et par les
immunosuppresseurs administrés en prévention. Suite a cette allo-réaction directe relativement
précoce, les débris engendrés par la destruction des cellules du donneur, sont endocytés par les
CPA du receveur, qui entrainent 1’apprétement par leurs molécules HLA, de peptides issus du
donneur. Ces motifs antigéniques étrangers présentés aux lymphocytes T du receveur stimulent
également la triade de la réponse classique immunitaire décrite précédemment. On parle ici
d’allo-réactivité indirecte. Ce qui permet aux antigénes mineurs d’étre responsables d’une

réaction immunitaire [64].

D- Le rejet:

En transplantation, le rejet du greffon reste 1’obstacle physiologique majeur car I’organe
greffé est considéré comme “non soi” par 1’0organisme receveur [65]. Le rejet, dans le cas de
I’allogreffe est une réponse immunitaire que I’organisme du receveur développe contre les Ag
membranaires exprimés a la surface du tissu greffé [66]. 1l peut étre humoral ou cellulaire.

Le rejet humoral est di a I’interaction entre les Ac du receveur dirigés contre les cellules
endothéliales tapissant la lumiére des vaisseaux du greffon [67]. Alors que le rejet cellulaire est

dd a la reconnaissance des Ag des donneurs par les lymphocytes T du receveur.
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En fonction du délai d’apparition, trois types de rejets sont décrits :

e Rejet hyper-aigu survenant dans les minutes ou heures suivant la transplantation. Les
Ac anti HLA existants chez le receveur se fixent sur les antigenes HLA du greffon
induisant une thrombose des artéres.

e Rejet aigu survenant au cours des trois ou quatre premiers mois apres la transplantation.
Dans ce cas, les lymphocytes T du transplanté reconnaissent les Ag du donneur,
déclenchant ainsi leur activation, puis ils proliferent et attaquent les cellules du greffon.
Il peut également étre di a la présence d’anticorps.

e Rejet chronique apparaissant quelques mois ou quelques années apres la transplantation.
Il se manifeste par une dégradation progressive de la fonction du greffon, la survenue

d’une fibrose et I’atteinte des vaisseaux artériels.
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Figure 13 : Mécanismes d’agression du greffon par les anticorps anti-HLA [67].

2-Associations HLA et maladies :

Plus d’une quarantaine d’entités nosologiques montrent une liaison génétique claire
avec le systeme HLA, méme si la force de cette liaison est variable d’une pathologie a 1’autre

[68, 69, 70]. Les premieres études faisaient appel aux techniques sérologiques qui seules
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étaient disponibles et comparaient les fréquences antigéniques HLA observées dans des
cohortes de patients avec celles obtenues dans une population controle.

La détermination du risque relatif (RR) a partir de ces données de fréquence permet
d’exprimer combien de fois le risque de développer une maladie donnée est augmenté chez les
sujets possédant un antigéne a risque par rapport a ceux qui ne 1’ont pas [71].

L'un des exemples le plus parlant est celui de la spondylarthrite ankylosante [72]. Dans
cette maladie, 90 % des patients possedent 1’antigéne HLA-B27 contre 9 % des sujets sains
donnant un RR > 87. D’autres associations avec des antigenes HLA de classe I ont été décrites
comme celle du psoriasis avec HLA-Cw6 (RR = 13), celle de la maladie de Behcet avec B51
(RR = 4) ou celle de A29 avec la rétinopathie de Birdshot (RR = 50). Mais, en général, les
principales associations HLA et maladies impliquent les loci HLA de classe 1l (DR, DQ) et
I’identification des alléles a risque a été largement précisée par 1’acces aux techniques de
biologie moléculaire.

C’est ainsi que 1’association des antigenes DR3 et DR4 avec le diabéte insulino-
dépendant s’est révélée, grace a une approche génomique, refléter un déséquilibre de liaison
avec des alléles a risque du locus DQ (DQB1 *0302, DQal *0201...). [73,74]

Dans toutes ces maladies, un role direct des molécules HLA dans la physiopathologie
de la maladie est suspecté que ce soit comme nous 1’avons vu par une aptitude particuliére a
présenter un peptide auto-antigénique candidat ou du fait de I’implication des molécules HLA

dans la sélection du répertoire de reconnaissance des lymphocytes T dans le thymus [75].

3-Application du systeme HLA en médecine légale :

Tous les individus qui composent I’espece humaine sont génétiquement trés proches les
uns des autres, mais la présence d’un grand polymorphisme dans I’information génétique crée
une biodiversité qui rend chaque étre humain unique. Ce polymorphisme est la base des moyens
d’identification par les empreintes génétiques, qui sont constituées par plusieurs marqueurs
génétiques. Un marqueur génétique est défini par plusieurs critéres :

> Sa transmission mendélienne,
» Son caractére stable au cours de la vie d’un individu,
» Son grand polymorphisme, c’est-a-dire la présence d’un grand nombre d’all¢les,
» Son fort taux d’hétérozygotie.
La découverte des premiers marqueurs génétiques est récente puisqu’elle date des

annees 1900 pour le groupe sanguin ABO par Landsteiner [76], et de 1958 pour le systéeme
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d’histocompatibilité tissulaire HLA par Dausset [77]. C’est en 1985 que Jeffreys et al décrivent
des régions génomiques treés polymorphes, formées par de courtes séquences d’ADN qui se
répétent en tandem, dont 1’utilisation est encore d’actualité. [78]

Les grands domaines d’application des empreintes génétiques sont la criminalistique, la

recherche de parenté et la recherche d’identité de victime de catastrophes.

4-Application du systeme HLA en anthropologie :

L’anthropologie, d’une part, décrit la diversité humaine et d’autre part, étudie I’homme
dans sa complexité, ses variations dans le temps, dans I’espace et dans le champ socio-
¢conomique. Plus particulierement, 1’anthropobiologie autrement appelée notamment en
France anthropologie physique, étudie la diversité physique et biologique humaine ancienne et
actuelle [79].

L’anthropologue étudie cette diversité des populations humaines actuelles et anciennes
en prenant en compte le polymorphisme génétique, les processus de croissance, les modes de
nutrition, la dynamique démographique, I’écologie. . .

La variation biologique humaine est pour partie liée a la culture et 1’adaptabilité
représente I’intégration des différents facteurs biologiques et socioculturels. Le médecin étudie
principalement I’homme malade et les maladies. L approche anthropologique essaie de mesurer
et définir la normalité dans une population, en ce sens elle apparait complémentaire de la
médecine, notamment préventive, et peut permettre d’affiner des décisions de santé publique.

La définition d’une population et d’un échantillon en anthropologie apparait nécessaire.
D’une part, la caractéristique essentielle des données biologiques chez I’homme est la
variabilité et d’autre part, aucune analyse mathématique ou statistique ne permettra de rendre
de la valeur et du sens a des données biaisées. La définition d’une population est difficile. Pour
les anthropologues, elle correspond principalement a celui de population génétique qualifiée de
fermée ou d’ouverte suivant que les individus de cette population choisissent préférentiellement
leur conjoint a I’intérieur de celle-ci (endogamie) ou a I’extérieur (exogamie) [80]. Un
¢chantillon est une petite partie de la population représentant un ensemble d’individus sur

lesquelles une caractéristique peut étre relevée et étudiée.
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Partie pratique :

Notre travail a été réalisé au niveau de 1’unité d’immunologic Hassiba Ben Bouali du
CHU de Blida.

I-Objectif :

Notre objectif est d’explorer les résultats de la prise en charge immunologique des
patients candidats & une transplantation rénale et d’étudier le polymorphisme des molécules
HLA par I’estimation des fréquences alléliques des génes HLA-A, B, C, DR et DQ au sein
d’un groupe d’individus issus de la population algérienne.

Le but principal de ce travail est de décrire la méthodologie utilisée, de la collecte des

données jusqu’a I’obtention des résultats en vue d’atteindre les objectifs que nous 1’avons fixé.

I1-Description de I’étude :

Il s’agit d’une étude rétro-prospective, et qui intéresse 1046 sujets algériens recrutés
dans le cadre d’un bilan d’histocompatibilité HLA prescrit pour la transplantation rénale a partir
d’un donneur vivant ou cadavérique et greffe de la moelle osseuse ou pour le dépistage d’une
maladie.

La moyenne d’age des sujets explorés est de 38 ans avec des extrémes d’age de 20

mois et de 87 ans, avec prédominance féminine.

I11-Matériel et méthodes :

I11-1-Matériel :

1-1-Matériel biologiques :

a) La population étudiée :

Notre étude a été réalisée sur 1046 sujets algériens répartis entre receveur et donneur
dans le cadre de transplantation rénale et greffe de la moelle osseuse et dans le cadre de la

recherche d’une association HLA et maladies, recrutés sur une période de 13 ans, allant du 31

juillet 2006 au 27 janvier 2019.

Les données relatives aux sujets étudiés ont été recueillies sur un questionnaire détaillé.
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b) Critéres d’inclusion :

Tout individu algérien ayant bénéfici¢ d’un typage HLA au niveau de 1’unité

d’immunologie Hassiba Ben Bouali du CHU de Blida.
1-2-Matériel non biologiques : (Voir Annexe 2)

1-2-1-Pour la séparation des lymphocytes totaux (T+B) :

a) Instruments :

- Tube a fond conique en plastique 15ml.

- Cellules Malassez : utilisées pour la numeération manuelle des cellules au microscope optique.

b) Tampons et réactifs :

- Lymphoprep ™ (SENTINEL DIAGNOSTIC) : Connu sous le nom de Ficoll qui est un
polymére glucidique ramifié artificiel d’une densité de 1.077. Il permet la séparation des

différents éléments figurés du sang par gradient de densités.
- Tampon PBS « phosphate buffered saline ».

- Solution saline équilibrée de Hanks « HANKS BALANCED SALT SOLUTION 100X ML
10X » : Solution saline riche en ions bicarbonate utilisés comme systeme tampon des milieux

de culture cellulaire par le maintien d’un pH physiologique idéal pour la croissance cellulaire

(7.00 — 7.04).

- Lasarus : Solution de lyse érythrocytaire et de dilution leucocytaire utilisée lors de leur

numération.

c) Appareillages :

- Centrifugeuse « Thermo électron corporation ».

- Microscope optique Gx40 « KROSS ».

1-2-2-Pour ’enrichissement en lymphocytes B :

a) Instruments :

- Tube ACD-A 1.5 ml : pour préserver les cellules plus longtemps.
- Portoir aimanté « UCAUTION® : Strong Magnetique fields ».

- Plaque de Terasaki : microplaques en polystyréne cristal de 72 puits de 10 pl chacun :
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b) Tampons et réactifs :

- FLUOROBEADS B™ : Billes immunomagnétiques couplés a des Ac monoclonaux Anti
CD19, permettent la séparation des lymphocytes B.

- Solution de lavage.
- Solution nutritive de Hanks « HANK’S BALENCED 100 ML 10 X ».

- Fluoroquench™AQO/EB 100 ml : Il est composé de :

e [’Acridine Orange : colore les cellules vivantes en vert.
e Le Bromure d’Ethidium : colore les cellules mortes en rouge.

c) Appareillages :

- Microscope a fluorescence inversée Gx40.

1-2-3-Pour P’extraction d’ADN a partir du sang périphérique

« Technigue QIAGEN » :

+» Technigue manuelle :

a) Instruments :

- Tube de 1.5ml de type Eppendorf.

b) Tampons et réactifs :
-KIT QI Aamp®DNA Blood Mini Kit QIAGEN :

e Buffer AL: prés a I’emploi.
e AWI :44 ml on lui rajoute 25 ml d’éthanol.
e AW2 :43 ml on lui rajoute 25 ml d’éthanol.
e Buffer AE : prés a ’emploi.

-Ethanol 90°.

c) Appareillages :
- Thermoblok « FALC ».

- Centrifugeuse des Eppendorfs « eppendorf centrifuge 5417C ».

- Centrifugeuse : Thermo ELECTRON CORPORATION.
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«» Par Technigue automatique :

a) Tampons et réactifs :
- Kit QIAGEN BIOROBOT.

b) Appareillages :
- Extracteur d’ADN « BIOROBOT EZ1 ».

1-2-4-Pour le typage HLA par techniqgue sérologique :

a) Instruments :

- Seringue de Hamilton et multi seringue de Hamilton :

e Seringue de Hamilton MICROLITER #705 (50ul).
e Multi-seringue de Hamilton Terasaki Dispenser #1725 (250 pl).
b) Tampons et réactifs :

- Kit pour le typage sérologique :

e Kit (LM144A) = Lambda Monoclonal Typing Tray 144A : Contient des anticorps
monoclonaux anti HLA-A.

e Kit(LM144B) = Lambda Monoclonal Typing Tray 144B : Contient des anticorps
monoclonaux anti HLA-B.

e Kit (AB72D) = Terasaki HLA classe | Dry Tissue Typing Tray (72), AB72D : contient
des anticorps polyclonaux anti HLA de classe | (A, B).

e Kit (DR72D) = Terasaki HLA classe Il Dry Tissue Typing Tray (72), DR72D : contient
des anticorps polyclonaux anti HLA-DR et -DQ

- Huile de paraffine.

- Complément de lapin lyophilisé 10X1 ml (marque BAG).
- Colorant : Fluoroquench™ AO/ EB.

c) Appareillages :

- Microscope a fluorescence inversée Gx40.

1-2-5-Pour le typage HLA par PCR-SSP :

a) Tampons et réactifs :

- Kit pour le typage par PCR-SSP :
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e MICRO SSP™ GENERIC HLA CLASS I DNA TYPING TRAY-ABC (SSP1L).

e MICRO SSP™ GENERIC HLA CLASS Il DNA TYPING TRAY-DR/DQ (SSP2L).

e AMPLI TAQ DNA POLYMERASE 5ul/ul « AmpliTaq™ Polymerase ».

e DNA SSP D-MIX : Un tampon salin adéquat contenant une concentration appropriée
de MgCI2 (varie entre 1 a 4 mM) qui sert a maintenir un PH optimal pour la Taq
polymérase (pH varie entre 8.5 et 9) et les 4 dNTP.

e DNA Size Marker™ SSP-SM : marqueur de taille utilisé pour assurer la migration des
amplicons sur gel d’agarose.

- Agarose en poudre « Sea Kem LE Agarose ».
- Tampon tri borate EDTA (TBE).

- Bromure d’éthidium « Ethidium bromide Solution ».

b) Appareillages spécifiques :

- Thermocycleur « GeneAmp* PCR system 9700 » : pour la réalisation des cycles

d’amplification génique.

- Micro Gel System box et Générateur de tension 300V: Pour le control des amplicons et leur

séparation sur gel d’agarose incorporé de BET.

- GelDoc™XR+ « BIO RAD » : Pour la visualisation via le BET des amplicons (bandes)

séparés sur le gel d’agarose.
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1-2-6-Autres matériel et verreries utilisés au laboratoire :

- Tubes sec.

- Pissette.

- Eau physiologique stérile a 0.9%
- Micropipettes et multimicropipettes.
- Embouts

- Portoir pour tubes.

- Un congélateur a -80°C.

- Un congélateur a -20°C.

- Un réfrigérateur +4°C.

- Chronometre.

- Vortex.

- Micro-onde.

- Balance de précision.

- Agitateurs.

- Des gants a usage unique.

1-2-7-Matériel informatiques :

- Un logiciel EXCEL.
- Un logiciel IMAGE LAB™ SOFTWARE.

- Un logiciel HLA FUSION ™ SOFTWARE-ONE LAMBDA.
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111-2-Méthodes :

2-1-Recueil des données :

Le recueil des données des patients a été réalisé apres étude de leurs dossiers médicaux
archivés au niveau de 1’unité d’immunologie Hassiba Ben Bouali CHU de Blida, ceci est
réalisé a I’aide d’une fiche dite de renseignements cliniques (Nom, prénom, origine, age, sexe,
groupage...etc.) établie a cet effet, fiche de résultat de typage HLA et fiche de résultat de Cross
Match. (Voir Annexe 3)

2-2-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,
I’autre tube sec (V=5 ml) pour la recherche des Ac anti HLA et le CXM.

« 1 seul tube pour le donneur sur ACD (V=8.5ml) pour le typage HLA et le CXM.

2-3-Technigues de séparation des lymphocytes :

Le typage HLA par technigque sérologique nécessite préalablement une séparation des

différentes populations lymphocytaires. Deux techniques ont été utilisées dans notre

laboratoire :
A-Séparation des lymphocytes totaux sur gradient de Ficoll :

a) Principe :

C’est une technique basée sur la différence des densités qui existent entre les différents

éléments figurés du sang (Voir Annexe 4). Le Ficoll par sa densité intermédiaire entre celle
des lymphocytes et celle des autres éléments figurés du sang, permet aprés centrifugation
I’obtention d’une couche de cellules mononuclées constituée de lymphocytes T (environ 80%),
de lymphocytes B (10%) et de monocytes (10%), utiles pour le typage HLA de classe | ( HLA-
A, HLA-B). [81]

b) Mode opératoire : (Voir Annexe 5)

- Diluer le sang total (un volume de 8.5 ml) au %2 en ajoutant de I’eau physiologique ou un
tampon PBS a pH=7.2.

- Déposer doucement a la surface du Ficoll (1/3 de Ficoll pour 2/3 du sang dilué) dans un tube
a fond conique, en plastique.

- Centrifuger le tube 20 minutes a 1800t/min a 25°C. (Figure 13)
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Plasma

Anneau lymphocytaire
Ficoll

Autres €éments du sang

Figure 14 : le résultat de séparation par technique de Ficoll.

- Récupérer la couche de I’anneau lymphocytaire a I’interface entre le plasma et le Ficoll.
- Aspirer jusqu’a ce que la limite entre les deux couches soit une interface nette.
- Laver deux fois la suspension lymphocytaire dans de I’eau physiologique, par centrifugation
a 2500t/mn pendant 10 minutes.
- Resuspendre le culot de lymphocytes en ajoutant environ 500 pl de solution nutritive de
Hanks.
- Enumérer au ¥ au Lasarus sur cellule de Malassez, le nombre de cellules en million/ml, est
obtenu en appliquant la formule suivante :

N x 2 x 1000 x 100
N=le nombre de cellules par champ
- Vérifier la viabilité des lymphocytes et ajuster la suspension a 2000-2500 cellules /ul soit par
une dilution (en ajoutant de solution de Hanks), soit par une concentration selon le nombre des

lymphocytes.

B- L’enrichissement en lvmphocytes B (Séparation des lymphocytes B) :

a) Principe :

L’enrichissement en lymphocytes B a partir du sang prélevé est réalisé par des billes

immunomagnétiques couplées a des anticorps monoclonaux anti CD19 (Fluorobeads B). Cette
séparation des lymphocytes B est nécessaire pour le typage HLA de classe Il (HLA-DR, HLA-

DQ).
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b) Mode opératoire :

- Diluer le sang prélevé a partir du sang total (V=8.5 ml) avec anti coagulant au /2 dans 1’eau
physiologique et mélanger délicatement.

- Resuspendre tres soigneusement les Fluorobeads B avant ’emploi, et agiter environ 10
secondes.

- Ajouter 100 pl de suspension de Fluorobeads B obtenue avec 2 ml de sang préalablement dilué
et boucher immédiatement le tube.

- Agiter doucement le tube 3 min a 20-25 °C pour permettre aux billes de fixer les cellules B,
par retournement a la main.

- Déboucher et placer le tube sur le portoir aimanté pendant 2 min.

- Eliminer le surnageant a I’aide d’une pipette, puis retirer le tube de portoir aimante.

- Laver les lymphocytes B dans 2ml de solution de lavage.

- Resuspendre doucement et replacer le tube sur le portoir aimanté pour 1 min.

- Eliminer le surnageant et répéter 1’étape de lavage 2 fois.

- Resuspendre le culot lymphocytaire dans 100 pl de solution nutritive de Hanks.

- Procéder a I’estimation en déposant par ordre 1 pl, 2 pl, et 3ul de la suspension obtenue dans
les puits de la plaque de Terasaki en rajoutant 5 pl de colorant (Fluoroquench™ AQO/BE) dans
chaque puit. Et faire une estimation du nombre des lymphocytes au microscope a fluorescence

inversée (Gx40) afin de choisir le volume adéquat de la solution mere a utiliser.

2-4-Extraction d’ADN a partir du sang périphérique :

L’extraction d’ADN a été réalisée par des kits QIAGEN.

% Principe de la technigue 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 composés du sang en quatre étapes : la lyse, la fixation, le lavage et enfin 1’¢lution.
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Cette technique a été réalisée par deux types de procédes :

A-Techniqgue manuelle : technique OIAGEN (KIT Ol Aamp®DNA Blood
Mini Kit) :

< Mode opératoire : (Voir annexe 6)

- 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 pl 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 I’ADN) pendant 10 min.
- Ajouter 200 ul de I’éthanol, et agiter on plagant 1I’eppendorf dans le vortex pendant quelques
secondes.
- Transférer le contenu de I’eppendorf dans une colonne de QIAGEN.
- Centrifuger a 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 & 13000 tours pendant 1
min.
- Jeter la poubelle de colonne et la remplacer par une autre.
- Ajouter 500 pl du tampon de lavage AW?2 et centrifuger a 14000 tours pendant 3 min.
- Transférer la colonne a filtre dans un eppendorf et ajouter 200 pl du tampon d’¢lution 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, apres mesure de la densité optique de I’ ADN extrait.
- Diviser la quantité d’ADN sur 2 eppendorfs comme suit :
e 50 ul pour le typage HLA II.
e Lereste pour le typage HLA 1.
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B-Technique automatique : Extraction d’ADN génomique Kit QIAGEN

BIOROBOT :
L’extraction de ’ADN au moyen du KIT QIAamp®DNA Blood Mini Kit QUIAGEN
peut étre entierement automatisée sur I’extracteur d’ADN « BIOROBOT EZ1 ».

Cet automate innovant utilise la technologie des particules magnétiques, associe la vitesse et
I’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 1’appareil.
- Allumer I’appareil.
- Charger dans le portoir :
e Les tubes d’échantillon.
e Les supports des cones jetables contenant des cones munis de filtre jetable.
e Les tubes d’échantillon.
e Les cartouches de réactifs.
- Charger le portoir dans la table de travail de 1’appareil.
- Exécution des ¢étapes de 1’extraction d’ADN par I’appareil :
e Lyse avec la protéinase k et tampon de lyse.
e Ajout des particules magnétiques et du tampon de liaison aux lysats.
e Fixation des acides nucléiques aux particules magnétiques.
e Séparation magnétique.
e Lavage avec tampon de lavage 1, tampon de lavage 2 puis 1’éthanol.
e Séparation magnétique.
e FElution avec tampon d’élution.

- Récupération de I’ADN purifié dans les tubes d’élution.
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2-5-Etude de polymorphisme HLA :

Elle est effectuée par deux types de techniques :
» Techniques sérologiques qui permettent de définir les Ag HLA.
» Techniques de biologie moléculaire qui permettent de définir les génes.

2-5-1-Technique sérologique (Microlymphocytotoxicité)

a) Principe :

Elle consiste a incuber les cellules du sujet a typer, préalablement isolées par une
technique de séparation, avec des sérums tests (batterie d’anticorps anti HLA) en présence de
complément du lapin. Lorsque les cellules expriment des molécules HLA spécifiques a certains
anticorps utilisés, il se produit une lésion cellulaire qui est visualisée par microscope a

fluorescence aprés coloration via le Fluoroquench™AO/EB. [82]

Anticorps utilisés :
Voir Kits de typage HLA (AB72D / LM144A / LM144B / DR72D).

Cibles utilisées :

-Les lymphocytes totaux T et B pour le typage HLA de classe | (A, B).
-Les lymphocytes B périphériques pour le typage HLA de classe 1l (DR et DQ).

b) Mode opératoire : (Voir annexe 7)
- Rajouter aux anticorps lyophilisés des kits de typage (AB72D / LM144A / LM144B / DR72D),

1 pl d’eau physiologique et une goutte d’huile de paraffine.

- Distribuer 1 pl de la suspension cellulaire dans les puits des plaques par une multiseringue de
Hamilton.

- Ajouter 3 pl de complément de lapin par une seringue Hamilton.

- Incuber pendant 1 heure a +22°C.

- Ajouter 3 pl de solution de Fluoroquench™AO/EB par une seringue Hamilton.

- Incuber pendant 15 min a +22°C.
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c) Lecture :

La lecture des puits de la plaque a lieu au microscope inversé.

> La réaction positive :

S’il y a eu reconnaissance dans un puits de la plaque, entre I’anticorps fixé au fond du
puits et I’antigéne HLA situé a la surface des lymphocytes du patient, le complexe antigéne-
anticorps formé active le complément de lapin, qui lyse ainsi les cellules. Les cellules mortes

sont marquées d’une fluorescence rouge par le bromure d’éthidium (Figure 14).

1- Mise en contact d’'un
anticorps anti-HLA avec
un antigéne HLA
" 2-Le complexe Ag-Ac
Antigéne HLA active le complément
de lapin

3- Mort cellulaire =
réaction positive

<

Complément de lapin

Figure 15 : Principe d’une réaction positive en microlymphocytotoxicité. [82]

> La réaction négative :

S’il n’existe pas de reconnaissance entre 1’antigéne de la cellule du patient et I’anticorps
fix¢é au fond de la plaque, le complément n’est pas activé, les lymphocytes ne sont pas lysés.

Les cellules vivantes sont marquées d’une fluorescence verte par I’acridine orange (Figure 15).
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1- Mise en contact d’un
anticorps anti-HLA avec

un antigéne HLA 2-Absence de formation

du complexe Ag -Ac,
donc pas d’activation du
complément

Antigéne HLA

3- Survie cellulaire =
réaction négative

. 4
)

Complément de lapin

Figure 16 : Principe d’une réaction négative en microlymphocytotoxicité. [82]

Le score des réactions exprime le pourcentage des cellules mortes. Si le témoin négatif
contient des cellules mortes, ce pourcentage devra étre ajusté en conséquence. L’échelle

standard est la suivante (Tableau 3) :

Score Cellules lysées (%) Résultats Observation au microscope a fluorescence
1 0-10 Négatif
O 10% W colllvs morray
Réaction "2”
2 11-20 Douteux négatif
11-TO% de swliles worten
Réaction 4"
-5
4 e Positif faible
21-80% de cefiies mortes
Réaction "6”
6 51-80 positif
D1 #OR de colllar mowritar
Réaction "8”
8 81-100 Treés positif
811008 de colNles mortes
0 Ininterprétable

Tableau 3 : Score selon 1’échelle standard ASHI. [82]
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d) Interprétation des résultats :

L’interprétation du typage est faite selon les plans des batteries d’anticorps utilisées
(Voir annexe 8) ou les scores les plus élevés (6 et 8) représentent le typage HLA et les scores

inferieur (4 et 2) sont expliqués par les réactions croisées.

v Avantages :
e Technique simple et rapide.
e Utilisée surtout pour le phénotype HLA de classe | et II.

e Résolution de niveau génerique.

v" Inconvénients :

e Discrimination limitée : reconnaissance de déterminants antigéniques communs
a plusieurs molécules HLA trés proches.

e Difficulté d’assignation surtout pour la classe II.

e Réactions croisées : deux molécules HLA codées par des alléles trés différents
peuvent étre reconnues par un méme Ac.

e Manque des anticorps monospécifiques.

e Lanon expression de certains antigénes HLA sur les lymphocytes.

2-5-2-Technigque de biologie moléculaire :

L’étude du polymorphisme HLA est réalisée par amplification génique

(PCR :polymérase chain reaction) de type PCR-SSP.

Principe de la PCR :

La réaction PCR consiste a une amplification génique in vitro d’une région spécifique

d'un acide nucléique donne afin d'obtenir une quantité suffisante pour le détecter et 1’étudier.

Elle est basée sur la capacité de I’ADN polymérase a synthétiser le brin complémentaire
d’un ADN servant de matrice. Ainsi, les produits obtenus a la fin de chaque cycle servent de

matrice pour le cycle suivant, I’amplification est donc exponentielle. [83]

Les éléments nécessaires pour réaliser la PCR sont :
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e [Lamatrice d’ADN.

e Des paires d’amorces oligonucléotidiques (primers) : de 20 a 30 nucléotides, qui sont
parfaitement complémentaire du fragment a amplifier.

e Les quatre désoxynucléotides triphosphates (ANTP).

e La DNA-polymérase thermorésistante « Taq polymérase » : enzyme thermostable résistant
aux températures élevées nécessaires a la separation des ADN double brin.

e Un tampon salin adéquat contenant une concentration appropriée de MgCI2 (varie entre 1
a 4 mM) qui sert a maintenir un PH optimal pour la Tag polymérase (PH varie entre 8.5 et
9).

Chaque réaction d’amplification comporte trois étapes se succédant précisément et

nécessitant chacune une température différente (Figure 16) :

» Premiére étape : Dénaturation thermique :

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 pendant

10 secondes. Ces brins serviront de matrice au cours des cycles d’amplification.

> Deuxiéme étape : Hybridation des amorces

Le milieu réactionnel contient deux amorces, chacune complémentaire d’un des brins.

L’étape d’hybridation se fait a une température qui sera définie selon la nature des

amorces (cette température varie de 50 a 60°C) pendant 50 secondes.

> Troisieme étape : Extension des amorces

Elle correspond a I’extension des amorces par incubation avec la DNA-polymérase, et
les quatre desoxyribonucléotides-triphosphates, a 70°C (température optimale de 1’activité de

I’enzyme) pendant 30 secondes.

Ces trois étapes actuellement, automatisées grace a un Thermocycleur, sont répétées 15

a 60 fois selon le protocole utilisé avec un optimum aux environs de 30 cycles.
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1- Dénaturation das 2 brins
d'ADN a S4°C

3 5 2- Hybridation des amaorces
5. — 3.

3 S — 5
5 3
3 5 3- Elongation par la
s 3 Taq Polymeérase

5 el synthése d'un
nouveau brin

au
W

Figure 17 : Les principales étapes de la réaction de PCR. [83]

a) Principe du typage HLA par PCR-SSP :

C’est une technique de PCR basée sur la spécificité d’amorces qui repose sur sa

complémentarité structurale avec I’ADN matrice lors de I’hybridation.

Le typage est déterminé par conséquent par la présence ou 1’absence du produit PCR
visualisé sur gel d’agarose. Chaque typage comporte plusieurs réactions PCR réalisées dans des
puits contenant des primers lyophilisés spécifiques d’un allele ou d’un groupe d’alléles, ainsi

qu’un contrdle interne qui valide la réaction PCR.

b) Mode opératoire (PROTOCOLE ONE LAMBDA) :
> Préparation de la plague de 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 I'utilisation.

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

- Déposer 10 ul de ce mélange (Taq +D-Mix) dans le puit de contréle 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 controle négatif.
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> Réalisation 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).

> Electrophorése sur gel d’agarose : (Figure 17)

«* 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 pl 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 1’émerger par le TBE qui permettre le passage de
courant ¢lectrique entre 1’anode et la cathode.

- La plaque est alors préte a I’emploi.

+» 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.

- 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.
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1-Ecoulement du gel d’agarose 2-Transfert de produits d’amplification
sur la plague de migration dans les puits de la plague de migration

3-la migration

Figure 18 : Etapes d’électrophorése sur gel d’agarose.
c) Lecture:

La visualisation des bandes d’¢électrophorese est réalisée par lecture sous UV Geldoc et
nécessite ’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 contr6le interne doit étre présent dans tous les puits sauf le témoin négatif.

c) Silegéne 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 contréle 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.

g) Un puit est reféré 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 trouveés.
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Figure 19 : Lecture du gel d’agarose.

d) 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’operateur.

v" Avantages de la technigue de biologie moléculaire (PCR) :

e Amélioration de la discrimination par rapport au LCT.

e Détermination du numéro de série allélique.

e Le typage de niveau générique des genes HLA-A, HLA-B et HLA-DRp1 est suffisant
pour les transplantations rénales mais en plus la biologie moléculaire permet le typage

de HLA-C, DQAL.....
v" Inconvénients :

e Délicate a réaliser et a interpréter.

e Risque d’intercontamination lors de prélévement ou de la manipulation.

e Possibilité de dégradation des acides nucléiques.
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2-6-Technigues de recherche des anticorps anti HLA de classe | et 11 :

La recherche d’anticorps anti-HLA de classe | et 11 se fait dans les situations suivantes :

e Systématiquement chez les patients durant la période de suivi pré- et post-
transplantation.

e Au cours des événements immunisants (transfusion, grossesse, transplantation).

La méthode utilisée dans le laboratoire pour leur recherche est la technique

immunoenzymatique ELISA sur un pool d’antigénes purifiés.

Technigue immunoenzymatiqgue ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent

Assay):

a) Principe :

Le test ELISA permet la réalisation d’un dosage qualitatif ou quantitatif in vitro pour la

détection d’auto anticorps humains anti HLA de classe I et II de type IgG.

La plague contient de 96 puits, coatés avec des antigénes HLA purifiés. Lors de la
premiere étape de la réaction, les échantillons patients dilués (sérum ou plasma) sont incubés
dans les puits. [82]

Dans le cas d‘échantillons positifs, les anticorps spécifiques de classe IgG (mais aussi

IgA et IgM) se fixeront sur les antigenes correspondants.

Pour détecter les anticorps fixés, une seconde incubation est réalisée en utilisant les
anticorps anti-lgG humains couplés a une enzyme (conjugué enzymatique). Ce conjugué est
capable de générer une réaction colorée. Une mesure quantitative de la couleur développée est
effectuée par spectrophotométrie a 630 nm.

b) Mode opératoire : (Voir annexe 9)

-Déposer 100 pl du sérum de chaque patient, dilué¢ au 1:101 dans un tampon, dans le micropuit
correspondant.

-Déposer 100 pl des calibrateurs ainsi que les contrdles négatifs et positifs dans les micropuits
correspondants.

- Incuber 1h a température ambiante 20-25°C.

- Laver 3 fois avec 300 pl du tampon de lavage (dilué au 1 :50).

- Déposer 100 ul du conjugué enzymatique dans chaque micropuits.

- Incuber 30mn a température ambiante 20-25°C.
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- Laver 3 fois avec 300 pl du tampon de lavage (dilué au 1 :50).

- Déposer 100 pl de solution chromogene /substrat dans chaque micropuits.
- Incuber 30 mn a 18-25°C, a 1‘abri de la lumiére.

- Déposer 100 ul de la solution d‘arrét dans chaque micropuits.

- Lire les résultats avec un lecteur ELISA a une longueur d’onde 630 nm.

¢) Interprétation des résultats :

Un résultat positif se traduit par un changement de la coloration, les puits positifs

adopteront une coloration bleue visible a I’ceil nue (Image 1).

La plaque de Terasaki est ensuite introduite dans un lecteur d’ELISA et qui sera analysé

grace a un logiciel HLA fusion (Image 2).

> Les puits des sérums positifs apparaissent en rouge, de méme que le controle positif doit
I’étre sinon les résultats ne seront pas interprétables (Image 3).
> Un résultat est négatif si les puits n’adoptent pas de couleur bleu, et dans le logiciel

n’apparaissent pas en rouge. (Figure 19)
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2-Introduction de la plaque dans le
lecteur ELISA

3-Interprétation des résultats

Figure 20 : Interprétation des résultats d’ELISA par le logiciel HLA fusion.

v Avantages :

v

Plus sensible que LCT.
Rapide et reproductible.

Ne détecte que les Ac anti-HLA.

Ne détecte que les IgG (sauf adaptation).

Automatisable et relativement standarisée.

Interprétation facile.

nconvénients :

Peu sensible.
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2-7-Technigue de Cross match par Lymphocytotoxicité :

a) Principe :

La réaction de cross match (CXM) consiste a mettre en présence le (les) sérum(s) du

receveur avec les lymphocytes du donneur afin de dépister des anticorps anti-HLA dirigés
contre les antigénes HLA du donneur pouvant conduire au rejet hyperaigu du greffon. Elle se

fait principalement par microlymphocytotoxicité complément dépendante (CDC).

Il peut étre appelé CXM initial ou final selon le moment auquel il est effectué au cours

du suivi du receveur :

- Le CXM | est effectue sur le premier sérum du receveur.
- Le CXM F est effectué juste avant la greffe sur le sérum du receveur.

Cibles utilisées :

Les lymphocytes totaux T et B du donneur préparés extemporanément.
e Lymphocytes totaux (T et B) —= CXM pour la classe | et Il.
e Lymphocytes B—> CXM pour la classe II.

b) Mode opératoire : (voir annexe 10)

- Prélévement du sang total du receveur et donneur sur ACD (anticoagulant).

- Dilution a %2 avec de I’eau physiologique.

- Séparation des lymphocytes totaux T et B a partir du sang du donneur par une méthode
de séparation sur gradient de Ficoll.
Sur la plaque de Terasaki :

- Mettre de I’huile de paraffine dans tous les puits pour en éviter 1’évaporation.

- Distribuer dans les puits A, B, C et dans les puits D, E, F respectivement1pl, 2ul, 3ul
du sérum.
On peut mettre plusieurs sérums sur la méme plaque et aussi 1’autocross match.

- Remplir les puits par les cellules séparées T et B et totaux avec un témoin positif et un
témoin négatif.

- Incubation pendant 30 min.

- Ajout du complément dans tous les puits.

- Incubation pendant 1h.
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- Ajout du colorant « Fluoroquench » (5ml) par une seringue Hamilton dans chaque
puits.

- Lecture a I’aide d’un microscope a fluorescence.

c) Interprétation des résultats :

La lecture se fait par un microscope a fluorescence inversée.

- Témoin positif doit étre positif représenté par une lyse cellulaire totale & 100%.

- Le témoin négatif doit étre négatif c’est-a-dire une lyse a 0% (si faible pourcentage de
lyse, dite de base, les sérums suivants doivent étre lus en comparaison avec le sérum
témoin négatif).

- Tous les sérums de ««+»> supérieur a la base, est rendu positif sur I’ensemble des sérums
testés du receveur. Le cross match est rendu positif.

- Un cross match positif signifie que la greffe ne peut étre réalisée.

Remarque : afin d’éviter toute fausse positivité, distribuer toujours le témoin positif en

dernier et avec une seringue différente.
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Résultats :
I-Caractéristigues démographiques de la population algérienne étudiée :

1-Répartition de notre population étudiée selon le service demandeur :
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Service demandeur

Graphe 1 : Répartition de notre population étudiée selon le service demandeur.

On remarque que la majorité des sujets recrutés dans notre échantillon, fait partie du
CHU de Blida avec un pourcentage de 26%o suivi par le CHU Nafissa Hamoud (ex-Parnet)
avec 9 % et le CHU Nedir Mohamed de T1ZlI OUZOU avec 7%.
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2-Répartition de 1046 sujets selon I’année de recrutement :

Tableau 4 : Répartition de 1046 sujets selon I’année de recrutement.

Année 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Effectifs 28 154 269 110 91 72 44
Fr (%) 2,67 14,72 25,72 10,52 8,7 6,88 4,2

Anneée 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Effectifs 12 52 55 37 21 31 2
Fr (%) 1,15 4,97 5,26 3,94 2 3 0,2

La majorité des sujets (51%) ont été recrutés durant la période 2007/2009 de I’activité
de I'unité. Par la suite, ce rythme de recrutement a reculé considérablement pour fluctuer entre
12 et 91 patients par année.

N.B : 1l y a 68 sujets dont la date de recrutement n’a pas été mentionnée.

3-Répartition des sujets selon la région d’origine :

Tableau 5 : Répartition de 1046 sujets selon la région d’origine.

Régions d'origine Effectifs Fr (%)
Centre algérien 348 33,27
Kabylie 149 14,24
Est algérien 201 19,22
Ouest algérien 138 13,19
Sahara algérienne 128 12,24
Origine non mentionnée 82 7,84
Total 1046 100
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Les sujets de notre échantillon sont originaires des différentes régions de 1’Algérie
principalement du centre (33,27%) et de I’est (19,22%), avec 82 patients (7,84%) dont

I’origine n’a pas été¢ mentionnée.

I1-Caractéristiques biologiques de la population algérienne étudiée :

1-Répartition de 1046 sujets selon ’indication du typage HLA :

Tableau 6 : Répartition de 1046 sujets selon I’indication du typage HLA.

Indication NelmalE ok Fr (%)
typage
Transplantation rénale d’un donneur vivant 923 88,24
Greffe de la MO 4 0,38
Transplantation re,na_lle d’un donneur 44 421
cadavérigue
HLA et maladies 75 7,17
Total 1046 100

Nos résultats concernant 1’indication du typage HLA révéelent que la fréquence des
sujets typés dans le cadre d’une transplantation rénale d’un donneur vivant (88,24%0) est

nettement plus élevée, suivi par HLA et maladies avec un pourcentage de (7,17%b).

421 717
0,38

= Transplantation
rénale d'un donneur

N ‘ vivant
\ = Greffe de la MO

88,24 Transplantation
rénale d'un donneur
cadavérique

= HLA et maladies

Graphe 2 : Répartition de 1046 sujets selon I’indication du typage HLA.
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2-Répartition de 971 sujets recrutés dans le cadre de transplantation rénale

et greffe de la moelle osseuse selon leurs statut receveur /donneur :

Tableau 7 : Répartition de 971 sujets selon leur statut receveur /donneur.

Statut Effectifs Fr (%)
Receveur 492 50,67
Donneur 479 49,33

Total 971 100

Dans notre série, on note que le nombre des receveurs (492) est légérement plus élevé

que le nombre des donneurs (479).

3-Répartition des sujets recrutés dans le cadre de transplantation rénale et

greffe de la moelle osseuse selon le lien de parenté :

140
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100
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&‘bo &‘b
Lien de parenté

Graphe 3 : Répartition de 455 donneurs selon le lien de parenté avec le receveur.

Les résultats montrent que la majorité des donneurs sont : des méres (121) et freres
(101), se sont portés volontaires au don d’organe, de cellules et de tissus.

N.B : parmi 479 candidats au don d’organe, 24 candidats dont le lien de parenté n’a

pas été mentionné.
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4-Répartition des sujets typés dans le cadre de transplantation rénale et
greffe de la moelle osseuse par année :

Tableau 8 : Répartition de 971 sujets typés par année.

Anneée 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Effectifs 27 152 269 110 89 72 44

Fr (%) 2,8 15,65 21,7 11,33 9,17 7,42 4,53
Année 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Effectifs 12 52 55 37 21 30 2
Fr (%) 1,24 5,35 5,66 3,81 2,16 3,1 0,2

En se basant sur la fréquence de la population typée par année, on constate que la plus
grande fréguence était pendant la période 2007/2009 avec 54,68%.

5-Répartition de 1046 sujets selon la classe HL A typée :

Tableau 9 : Répartition de la population étudiée selon la classe HLA typée.

Classe HLA Effectifs Fr (%)
Classe | 477 45,6
Classe 11 6 0,57

Classe l et 11 557 53,25

Sur I’ensemble des sujets adressés au laboratoire, 45,6% d’entre eux disposent d’un

typage HLA de classe | seulement et 53,25% d’un typage HLA de classe | et 1.

N.B : absence de résultats de typage de 6 sujets (2 receveurs et 4 donneurs).

S7



Chapitre Il : Résultats

mClassel =Classell =Classeletll

I \\l 0’57

Graphe 4 : Répartition de la population étudiée selon la classe HLA typée.

6-Répartition de la population étudiée selon le locus HL A typé :

1200 1033 1033
1000
800
= 564
g 532
o 600
Z
400 245
200
HLA A HLAB HLA C HLA DR B1 HLA DQ
Alléle HLA

Graphe 5 : Répartition de la population étudiée selon le locus HLA typé.

Dans notre étude, le nombre des sujets qui disposent d’un typage du locus HLA-A et B

est nettement plus éleve que pour les autres loci.
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La discordance de nombre des patients typés pour chaque alléle dépend du type de

typage (complet ou ciblé) et de la technique utilisée.

7-Répartition des patients selon les résultats du Cross Match initial et final :

Les cross match initiaux et finaux ont été réalisés qu’avec les sérums des receveurs.

1) Cross Match initial :

Tableau 10 : Répartition de 478 cross match initiaux selon les résultats.

CXM | Effectifs Fr (%)
CXM I (+) 26 5,44
CXM I (-) 442 92,47

CXM | Douteux 3 0,64

Le nombre de test de cross match initial réalisé dépend du nombre des donneurs de
chaque candidat a la transplantation rénale pour un donneur vivant (478). Les résultats obtenus
concernant le cross match initial montre que ce dernier est négatif sur la majorité des sérums
prélevés avant la greffe (92,47%), alors qu’il est positif chez un nombre trés réduit (5,44%) ;

avec absence de résultats pour 7 tests.

2) Cross Match final:

Tableau 11 : Répartition de 168 cross match finaux selon les résultats.

CXMF Effectifs Fr (%)
CXM F (+) 7 4,17
CXM F () 159 94,64

CXM F Douteux 2 1,19

Le cross match final a été réalisé sur 168 receveurs parmi 442 receveurs qui avaient un
résultat négatif pour le CXM initial, dont 94,64% des cross match finaux étaient negatifs et
4,17% étaient positifs.
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Tableau 12 : Comparaison des résultats des cross match initiaux et finaux.

Chapitre Il : Résultats

Résultats Cross match initial Cross match final
Total 471 168
Résultat négatif 442 159
Résultat positif 26 7
Reésultat douteux 3 2

Ce tableau récapitulatif montre que le nombre des CXM finaux est significativement

bas par rapport a celui des CXM initiaux.

Remarque : Le test de cross match (initial ou final) dont le résultat est douteux, a été

considéré comme un test positif.

8-Répartition des patients selon les résultats de la recherche des allo-Ac

anti-HLA de classe | et 11 :

La recherche des allo Ac anti-HLA de classe I et |1 a été réalisée sur les sérums de 492

patients (receveurs).

8-1-Les allo-Ac anti-HL A de classe | :

Tableau 13 : Répartition de 492 patients selon les résultats de la recherche des allo Ac
anti-HLA de classe I.

Résultats des Allo Ac anti- Allo Ac anti- Allo Ac anti- Allo Ac anti-
allo-Ac anti- |HLA de classe | | HLA de classe I | HLA de classe | |HLA de classe |
HLA de classe | (-) (+) faiblement (+) douteux
Nombre des 420 57 3 3
patients
Fr (%) 85,36 11,59 0,61 0,61

Parmi 492 patients, seul 11,59% ont développé des allo Ac anti-HLA de classe | avant

la greffe, ils sont donc des patients immunisés ou hyperimmunisés.
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Le reste des patients, représenté par un pourcentage de 85,36% n’ont pas développé des

Chapitre Il : Résultats

allo Ac anti-HLA de classe |, ils sont donc considérés comme non immunisés.

N.B : absence de résultat pour 9 patients.

8-2-Les allo Ac anti-HL A de classe Il :

Tableau 14 : Répartition de 492 patients selon les résultats de la recherche des allo Ac

anti-HLA de classe II.

zﬁzuggt:nci?_s Allo Ac anti- Allo Ac anti- I—'Ib\lll,g\ 'g‘g ;22;6 Allo Ac anti-
HLA de classe HLA de classe | HLA de classe 1l faiblement HLA de classe
I 1) I (+) ) 11 douteux
Nombre
des patients 449 27 2 1
Fr (%) 91,26 5,48 0,4 0,2

Pour les allo Ac anti-HLA de classe 11, la positivité des résultats a été remarquée

chez 5,48% des patients, alors que le reste des patients 91,26% avait des résultats négatifs

concernant la présence des allo Ac anti-HLA de classe II.
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0-Répartition des patients selon les résultats du cross match final et ’année
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de greffe :
Tableau 15 : Répartition des patients selon les résultats du cross match final et ’année de
greffe.

Anneée CXM final (Erz(:%)) N(;Te[;:;gsde (FNr:fg)z))
2006 10 2,08 10 2,03
2007 35 7,31 35 7,11
2008 55 11,48 49 9,96
2009 13 2,71 11 2,24
2010 7 1,46 5 1,02
2011 12 2,51 12 2,44
2012 8 1,67 8 1,63
2013 4 0,84 4 0,81
2014 10 2,08 3 0,61
2015 2 0,42 1 0,20
2016 1 0,21 1 0,20
2017 1 0,21 1 0,20
2018 1 0,21 0 0
2019 0 0 0 0
Total 159 33,19 140 28,45

On remarque que la majorité des patients qui ont bénéfici€¢ d’un cross match final et le

résultat était négatif, sont transplanteés.

En se basant sur 1’activité de la réalisation des greffes au niveau du CHU de Blida, on
remarque une activité accrue au cours des années 2007, 2008, 2009 dont elles présentent dans

I’ensemble un pourcentage de 19,31%.



Chapitre Il : Résultats

111-Etude du polymorphisme HLA chez la population algérienne étudiée :

1-Etude des fréquences phénotypiques et génotypiques des alléles HLA chez

la population algérienne étudiée :

absent.

rouge et les moins fréquents en vert.

1) HLA-A :

Le X dans les tableaux ci-dessous, représente soit un allele homozygote, soit un alléle

NB : Dans les tableaux ci-dessous, les pourcentages les plus fréquents sont marqués en

L’étude des alleles HLA-A chez 1033 sujets (30 individus sont homozygotes).

Tableau 16 : Fréquences des alleles HLA-A chez 1033 sujets.

HLA-A | Effectifs g’ﬁ’) Effectifs g/:)
A2 | 336 |3252| 351 |16.99
AL | 217 | 21 | 222 |10.75
A3 | 193 |1868| 193 | 9234
A30 | 187 |181| 189 |915
A2 | 169 |1636] 169 | 8.8
A68 | 140 |1355| 143 | 6,92
A23 | 120 |11.62] 120 | 581
X | 110 |1065] 110 |532
A33 | 91 |8si| 95 | 46
A32 | 84 |s813| sa |a07
ALl | 80 |774| so |3s7

HLAA | Effectifs | 1) [ Effectifs| 00)
A29 | 79 |765| 80 |387
A% | 62 | 6 | 62 | 3
A3l | 38 |368| 38 |184
A4 | 35 |339] 35 | 169
ATa | 21 |203| 21 | 102
A2 | 18 |172| 18 |os7
280 | 17 | 165 17 |os2
A6 | 16 | 155 16 o077
A0 | 14 | 136 14 o068
A36 0.58 03
AGBO1 0.29 0.15

21 alleles HLA-A étaient retrouveés dont les plus fréquents sont : A2 (32,52%),

retrouvé chez 336 individus dont 15 sont homozygotes, suivi par Al (21%b) retrouvé chez

217 individus dont 5 sont homozygotes.
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Pour les alleles HLA-A les moins fréquents sont: A36 (0,58%) retrouve chez 6
individus, A69 (1,36%0) retrouvé chez 14 individus et A66 (1,55%0) retrouvé chez 16 individus.

Fréqueces phénotypiques (%)

N M 4O hO0 DO A N®MY O O 0T O d X
<< << g o QN A MO MgMMO O QK © O
VLN A g ICACCLCLCLCCCCCCCCE

<

Alléles HLA-A

Graphe 6 : Fréquences des alléles HLA-A chez 1033 sujets.
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2) HLA-B :
L’étude des all¢les HLA-B chez 1033 sujets (20 individus sont homozygotes).

Tableau 17 : Fréquences des alléles HLA-B chez 1033 sujets.

HLA B | Effectifs | %) |Effectifs (g‘g HLA B | Effectifs| (20) | Effectifs (gfé)
Ba2 | 169 |1636]| 172 | 833 B2 | 31 | 3 | 31 | 15
B51 | 162 |1568| 166 | 803 B61 | 30 | 20 | 30 |145
X | 140 |1355| 140 |678 B39 | 20 |281| 20 | 14
B7 | 139 |1346] 140 |6.78 BI3 | 28 |271| 28 | 136
B35 | 134 |1207]| 134 | 649 B64 | 24 |232| 24 |116
BIS | 129 |1249] 130 |6.29 837 | 20 |194| 20 |oo7
B8 | 117 |1133| 119 |5.76 872 | 14 |126| 12 |o6e
B65 | 111 |1075]| 111 | 537 860 | 9 |os7| 9 |oz
B45 | 110 |1065| 113 |547 8ss | 7 |oes| 7 [oz4
B50 | 110 |1065| 111 | 537 878 | 7 loes| 7 |o2a
B4 | 107 |1036]| 110 | 532 Bs1 | 4 |oz9| 2 o019
BI5 | 70 |678| 71 |344 867 | 3 Joz0| 3 |oi
B58 | 67 |649| 67 |324 856 | 2 |ow0| 2 |oo0o7
B52 | 61 |5901| 62 | 3 871 | 2 Jowo| 2 |ooo7
B53 | 53 |513| 53 | 257 B3 1 |ooo7| 1 o028
B3 | 44 |426| 44 |213 B4 1 looo7| 1 |oo028
Bal | 42 |407| 42 |203 B47 1 |ooo7| 1 |oo028
B57 | 35 |339| 35 | 169 8504 | 1 |oo97| 1 |oo48
B27 | 32 | 31| 32 |155

36 alleles HLA-B eétaient retrouvés, les plus fréquents sont : B44 (16,36%0) retrouvé
chez 169 individus dont 3 sont homozygotes, suivi par B51 (15,68%) retrouvé chez 162

individus dont 4 sont homozygotes.

Pour les alleles HLA-B les moins fréquents sont : B55 (0,68%0) retrouvé chez 7
individus, B60 (0,87%) retrouvé chez 9 individus et B72 (1,36%) retrouvé chez 14 individus.
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3) HLA-C:
L’étude des alleles HLA-C chez 245 sujets (41 individus sont homozygotes).

Tableau 18 : Fréquences des alleles HLA-C chez 245 sujets.

HLA-C | Effectifs | (%) Ph Effectifs (%) Gé
c7 104 42,45 132 26,94
C6 54 22,04 59 12,04
c4 44 17,96 46 9,39
C12 41 16,73 41 8,37
C8 38 15,51 39 7,96
C5 31 12,65 35 7,14
C2 26 10,61 26 5,3
C15 24 9,79 25 5,1
C16 22 8,08 22 4,49
Cc17 20 8,16 20 4,08
C3 17 6,94 17 3,47
c1 13 5,31 13 2,65
C14 9 3,67 9 1,83

X 6 2,45 6 1,22
C9 2 0,82 2 0,41
C10 1 0,41 1 0,2

15 alléles HLA-C étaient retrouvés, les plus fréquents sont : C7 (42,45%) retrouvé chez
104 individus dont 28 sont homozygotes, suivi par C6 (22,04%0) retrouvé chez 54 individus

dont 5 sont homozygotes.

Pour les alleles HLA-C les moins fréquents sont : C10 (0,41%) retrouvé chez 1 individu
et C9 (0,82%) retrouvé chez 2 individus.
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Graphe 7 : Fréquences des alleles HLA-C chez 245 sujets.

4) HLA-DR:

L’étude des alleles HLA-DR chez 564 sujets (44 individus sont homozygotes).

Tableau 19 : Fréquences des alléles HLA-DR chez 564 sujets.

HLA-DR | Effectifs | (%) Ph Effectifs | (%) Gé
DR 52 191 33,86 213 18,88
DR 4 181 32,09 194 17,2
DR 3 170 30,14 184 16,31
DR 53 146 25,88 165 14,63
DR 15 126 22,34 133 11,79
DR 11 123 21,81 130 11,55
DR 7 112 19,85 120 10,64
DR 13 108 19,15 110 9,75
DR 1 82 14,53 87 7,71
DR 51 65 11,52 66 5,85
DR 8 28 4,96 2 0,18
DR 10 25 443 25 2,21
DR 16 24 4,25 24 2,12
DR 14 23 4,08 23 2,04

X 23 4,07 23 2,04
DR 9 8 1,42 8 0,71
DR 12 8 1,42 8 0,71
DR 19 1 0,17 1 0,09
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14 alléles HLA-DR1 étaient retrouvés, les plus frequents sont : DRB1*04 (32,09%)
retrouve chez 181 individus dont 13 sont homozygotes, suivi par DRB1*03 (30,14%) retrouvé
chez 170 individus dont 14 sont homozygotes.

Pour les alleles HLA-DRB1 les moins fréquents sont : DRB1*19 (0,17%) retrouvé chez
1 individu, suivi par DRB1*9 et DRB1*12 avec une méme fréquence (1,42%) retrouvé chez 8
individus.

On a 3 autres alléles HLA-DR : DRB3 (33,86%) retrouvé chez 191 individus dont 22
sont homozygotes, DRp4 (25,88%), retrouvé chez 146 individus dont 19 sont homozygotes et
DRB5 (11,52%), retrouve chez 65 individus dont 1 est homozygote.
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Graphe 8 : Fréquences des alléles HLA-DRP1 chez 564 sujets.
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Graphe 9 : Fréquences des alleles HLA-DRB3(DR52), DRB4(DR53) et DRB5(DRS51) chez
564 sujets.

5) HLA-DQ :

L’¢étude des alleles HLA-DQ chez 532 sujets (90 individus sont homozygotes).

Tableau 20 : Fréquences des alleles HLA-DQ chez 532 sujets.

HLA-DQ Effectifs (%) Ph Effectifs (%) Gé
DQ3 284 53,38 316 29,7
DQ2 238 44,74 262 24,62
DQ6 214 40,22 232 21,8
DQ5 135 25,37 151 14,19

X 55 10,34 55 5,17
DQ4 47 8,83 47 4,42
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Graphe 10 : Fréquences des alleles HLA-DQ chez 532 sujets

5 alleles HLA-DQ étaient retrouvés, les plus fréquents sont : DQ3 (53,38%) retrouvé
chez 284 individus, dont 32 sont homozygotes et DQ2 (44,74%), retrouvé chez 238 individus,

dont 24 sont homozygotes.

Pour I’alléle HLA-DQ le moins fréquent, on a: DQ4 (8,83%) retrouvé chez 47

individus.
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2-Distribution des alleles HLA chez la population algérienne étudiée par

région :

La régions Kabylie fait partie du centre algérien, et comme le nombre des patients issus de la

région Kabylie est significativement élevé on a voulu identifier leurs alléles.

1) HLA-A :
Tableau 21 : Les fréquences génotypiques (%) des alleles HLA-A selon les régions
d’origine.

HLA-A Centre Kabylie Est Ouest Sahara | National
Al 11,73 13,95 7,79 8,92 8,87 10,75
A2 16,82 15,65 17,59 20,38 16,53 16,99
A3 9,88 11,56 7,79 9,87 7,26 9,34
All 4,32 5,44 3,77 2,87 2,42 3,87
A23 9,26 3,06 3,02 4,14 6,05 5,81
A24 8,95 5,44 10,3 5,73 8,47 8,18
A25 0,93 1,7 0,5 1,59 0 0,87
A26 2,78 7,82 2,26 1,91 1,21 3
A29 3,86 4,08 3,27 3,82 4,03 3,87
A30 8,18 9,86 12,56 7,96 4,84 9,15
A3l 2 0,68 0,75 2,87 3,22 1,84
A32 3,86 2,38 4,77 3,5 4,84 4,07
A33 4,48 4,08 4,77 6,69 3,22 4,6
A34 1,23 0,34 2,51 1,59 3,22 1,69
A36 0,77 0 0 0,32 0 0,3
A66 1,08 0,68 0 1,27 0 0,77
A68 6,64 6,46 6,53 7 12,5 6,92
A69 0 0,34 1 1,27 2,02 0,68
A74 0,31 0,68 2,76 0,96 0,81 1,02
A80 0,15 0,34 1,75 0,96 1,61 0,82

A6601 0 0 0 0 1,21 0,15

X 2,77 5,44 6,28 6,37 7,66 5,27
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L’évaluation des fréquences génotypiques des alleles HLA-A selon les régions

d’origine (Tableau 21) montre que :

Les alleles HLA-A2, HLA-Al, HLA-A3, HLA-A30 et HLA-A68 sont les plus

présents dans la plupart des régions de territoire national.

>

>

La région du Centre : les alleles HLA les plus fréquents sont : A2 (16,82%), Al
(11,73%).

La région de Kabylie: les alleles HLA les plus fréquents sont : A2 (15,65%), Al
(13,95%).

La région de I’Est: les alleles HLA les plus frequents sont : A2 (17,59%), A30
(12,56%0).

La région de I’Ouest : les alleles HLA les plus fréquents sont : A2 (20,38%), A3
(9,87%).

La région du Sahara : les alleles HLA les plus fréquents sont : A2 (16,53%0),

AB8 (12,5%).

Les alleles HLA-A80, HLA-A74, HLA-A34, HLA-A69, HLA-A25, HLA-A31 et

HLA-A36 sont les moins présents dans la plupart des régions de territoire national.

>

La région du Centre : les alléles HLA les moins fréquents sont : A80 (0,15%), A74
(0,31%).

La région de Kabylie : les alleles HLA les moins fréquents sont : A34, A69, A80 avec
une méme fréquence (0,34%).

La région de I’Est : les alléles HLA les moins fréquents sont : A25 (0,5%), A3l
(0,75%0).

La région de I’Ouest : les alléles HLA les moins fréquents sont : A36 (0,32%), A74
(0,96%).

La région du Sahara : les alléles HLA les moins fréquents sont : A74 (0,81%).

72



Chapitre Il : Résultats

2) HLA-B :
Tableau 22 : Les fréquences génotypiques (%) des alleles HLA-B selon les régions
d’origine.

HLA-B Centre Kabylie Est Ouest Sahara | National
B3 0,16 0 0 0 0 0,048
B4 0 0 0 0,32 0 0,048
B7 8,33 8,97 4,02 6,37 5,69 6,78
B8 6,13 4,83 5,03 5,73 8,54 5,76
B13 1,26 0,69 0,75 3,18 0,81 1,31
B15 2,36 2,41 2,76 4,78 5,28 3,44
B18 5,66 7,24 7,54 7 2,44 6,29
B27 1,42 1,72 2,26 1,6 0 1,5
B35 8,96 5,52 5,03 8,28 3,25 6,49
B37 1,26 1,03 0,25 1,27 0 0,97
B38 1,26 5,17 1,76 1,6 2,44 2,08
B39 1,42 1,72 2,01 1,27 0,41 1,4
B4l 2,36 3,8 0,75 2,23 0,81 1,98
B42 2,04 0,69 0,25 3,18 1,22 1,5
B44 6,76 10 11,06 7,32 6,91 8,33
B45 4,09 3,8 5,28 5,09 5,69 5,47
B47 0 0 0 0 0,41 0,048
B49 6,6 4,14 6,03 3,18 4,87 5,32
B50 4,25 3,8 6,28 4,46 9,35 5,37
B51 6,45 9,66 10,05 6,69 11,79 8,03
B52 3,3 2,41 4,02 1,6 4,07 3
B53 2,83 1,03 2,51 3,18 3,66 2,52
B55 0,16 0 1 0,64 0 0,34
B56 0,31 0 0 0 0 0,097
B57 2,04 1,03 1,26 2,55 0,81 1,65
B58 6,13 3,45 1,51 2,23 1,63 3,19
B60 0,16 0,69 0 0 0 0,44
B61 2,04 0,34 2,5 0,32 1,22 1,45
B64 1,1 2,41 0,75 2,23 0 1,16
B65 5,66 6,21 6,03 573 4,47 5,37
B67 0,16 0 0 0,32 0,41 0,15
B71 0 0 0 0 0,81 0,097
B72 0,31 0 1 0,64 2,44 0,68
B78 0,47 0 0 0,32 0,81 0,34
B81 0,16 0,34 0 0 0,41 0,19

B504 0 0 0,25 0 0 0,048
X 4,25 6,9 8,04 6,69 9,35 6,78
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L’évaluation des fréquences génotypiques des alleles HLA-B selon les régions

d’origine (Tableau 22) montre que :

Les alleles HLA-B44, HLA-B51, HLA-B7, HLA-B35 et HLA-B50 sont les plus

présents dans la plupart des régions de territoire national.

>

La région du Centre : les alleles HLA les plus fréquents sont : B35 (8,96%0), B7
(8,33%0).
La région de Kabylie : les alleles HLA les plus fréquents sont : B44 (10%), B51
(9,66%0).
La région de PEst: les alleles HLA les plus fréquents sont : B44 (11,06%), B51
(10,05%).
La région de I’Ouest : les alleles HLA les plus fréquents sont : B35 (8,28%), B44
(7,38%).
La région du Sahara : les alleles HLA les plus fréequents sont : B51 (11,79%), B50
(9,35%).
Les alleles HLA-B55, HLA-B60, HLA-B81, HLA-B61, HLA-B42, HLA-B37, HLA-

B78 et HLA-B39 sont les moins présents dans la plupart des régions de territoire national.

>

La région du Centre : les alleles HLA les moins fréquents sont : B55, B60, B81 avec
une méme fréquence (0,16%0).

La région de Kabylie : les alléles HLA les moins fréquents sont : B61 (0,34%), B42 et
B13 (0,69%).

La région de I’Est : les alleles HLA les moins fréquents sont : B37 et B42 avec une
méme fréquence (0,25%).

La région de I’Ouest : les alleles HLA les moins fréquents sont : B61 et B78 avec une
méme fréquence (0,32%0)

La région du Sahara : parmi les alleles HLA les moins fréquents on a : B39 (0,41%0).
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3) HLA-C:
Tableau 23 : Les fréquences génotypiques (%) des alleles HLA-C selon les régions
d’origine.

HLA-C Centre Kabylie Est Ouest Sahara | National
C1 1,81 2,94 4,55 5,17 0 2,65
C2 5,45 2,94 3,03 8,62 4,35 53
C3 5 2,94 0 1,72 4,35 3,47
C4 11,36 5,88 6,6 10,34 4,35 9,39
C5 4,54 20,58 9,1 10,34 0 7,14
C6 7,72 17,65 12,12 18,97 21,74 12,04
C7 31,81 23,53 13,63 12,06 17,4 26,94
C8 4,55 5,88 13,63 13,8 6,52 7,96
C9 0 0 0 0 4,35 0,41
C10 0 0 0 1,72 0 0,2
C12 9,55 2,94 15,15 6,9 6,52 8,37
Cl4 1,81 2,94 6,6 0 0 1,83
C15 4,09 2,94 4,55 0 15,22 5,1
C16 3,63 5,88 3,03 6,9 4,35 4,49
C17 5,45 0 0 8,62 0 4,08

X 0,45 0 0 1,72 2,17 1,22

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

(Tableau 23) montre que :

Les alleles HLA-C7, C6, C4, C8 et C5, sont les plus présents dans la plupart des régions

de territoire national.

>

La région du Centre : les alleles HLA les plus fréquents sont : C7 (31,81%), C4
(11,36%0).

La région de Kabylie: les alleles HLA les plus fréquents sont : C7 (23,53%), C5
(20,58%).

La région de I’Est : les alléles HLA les plus fréquents sont : C12 (15,15%), C7 et C8
avec une méme fréquence (13,64%0).

La région de I’Ouest : les alleles HLA les plus fréequents sont : C6 (18,97%), C8
(13,8%).

La région du Sahara : les alleles HLA les plus fréquents sont : C6 (21,74%), C7
(17,4%).
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L’allele HLA-C14 est moins fréquent au niveau de la région du Centre avec une

fréquence de 1,81%.

4) HLA-DR :
Tableau 24 : Les fréquences génotypiques (%) des alléles HLA-DR selon les régions
d’origine.

HLA-DR | Centre| Kabylie Est Ouest Sahara | National
DR1 7,76 10 9.05 5,3 6,72 7,71
DR 3 17,35 11,25 12,86 11,77 20,15 16,31
DR 4 17,58 25 19,52 15,30 8,96 17,2
DR 7 10,73 8,75 7,15 17,65 8,96 10,64
DR 8 2,74 2,5 1,43 3,53 3,73 0,18
DR 9 0,69 0 0,95 0 15 0,71
DR 10 0,69 0 4,76 2,36 2,24 2,21
DR 11 12,78 12,5 572 11,77 16,42 11,55
DR 12 0,23 0 1,43 1,18 0,75 0,71
DR 13 9,59 6,25 10 11,77 9,7 9,75
DR 14 2,06 1,25 3,35 1,76 0,75 2,04
DR 15 11,19 8,75 15,71 9,41 14,93 11,79
DR 16 3,43 2,5 191 1,18 0 2,12
DR 19 0 1,25 0 0 0 0,09
DR 51 3,88 5 10,48 3,53 7,47 5,85
DR 52 13,93 20 14,76 19,41 21,64 18,88
DR 53 11,95 18,75 12,86 17,65 13,44 14,63

X 0,46 3,75 2,38 2,36 2,98 2,04

L’¢évaluation des fréquences génotypiques des alleles HLA-DRP1 selon les régions

d’origine (Tableau 24) montre que :

Les alléles HLA-DRB1+04, DRB1+03, DRB1*15, DRB1*11 et DRB1*07 sont les plus

présents dans la plupart des régions de territoire national.

> La région du Centre : les alleles HLA les plus fréquents sont : DRB1*04 (17,58%),
DRP1*03 (17,35%).

> La région de Kabylie : les alléles HLA les plus fréquents sont : DRB1*03 (11,25%),
DRB1*11 (12,5%).
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> La région de I’Est : les alleles HLA les plus fréquents sont : DRB1*15 (15,71%),
DRP1*04 (19,52%).

> La région de I’Ouest : les alleles HLA les plus fréquents sont : DRB1*04 (15,3%),
DRB1*07 (17,65%).

> La région du Sahara: dont les alleles HLA les plus fréequents sont : DRB1*03
(20,15%), DRB1*11 (16,42%).
L’allele HLA-DRPS est plus fréquent au niveau de la région de I’Est avec une fréquence

de 10,48%.

L’allele HLA-DRB1*12 (0,23%) et HLA-DRB1*09 (0,69%) sont les moins fréquents

au niveau de la région du Centre.

5) HLA-DQ :

Tableau 25 : Les fréquences génotypiques (%) des alleles HLA-DQ selon les régions

d’origine.

HLA-DQ | Centre Kabylie Est Ouest Sahara | National
DQ2 24,27 20,27 16,1 35,71 26,78 24,62
DQ3 33 36,48 27,58 53 24,1 29,7
DQ4 4,37 2,7 6,9 6,12 7,14 4,42
DQ5 16,28 17,11 19,82 12,92 11,17 14,19
DQ6 17,48 8,55 27,29 5,1 37,93 21,8

X 3,88 10,81 5,17 11,22 5,35 5,17

L’évaluation des fréquences génotypiques des alleles HLA-DQ selon les régions

d’origine (Tableau 25) montre que :

Les alleles HLA-DQ3, DQ2, DQ6 sont les plus présents dans la plupart des régions de

territoire national.

> La région du Centre : les alleles HLA les plus fréquents sont : DQ2 (24,27%), DQ3

(33%).

> Larégion de Kabylie : les alléles HLA les plus fréquents sont : DQ2 (20,27%), DQ3
(36,48%).

> La region de I’Est : les alleles HLA les plus fréquents sont : DQ6 (16,1%), DQ3
(27,58%).
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> La région de I’Ouest : les alleles HLA les plus fréquents sont : DQ2 (35,71%), DQ3
(53%).
> Larégion du Sahara: les alléles HLA les plus fréquents sont : DQ6 (37,93%), DQ2
(26,78%).
3-Etude des fréguences haplotypiques chez la population algérienne étudiée :

L’étude haplotypique a intéressée 590 sujets apparentés semi identiques disposant de

typage HLA.

Les haplotypes HLA ont été établis selon les caractéristiques du systeme HLA
(transmission en bloc et codominance), en associant des alléles HLA, dont les associations les
plus fréquentes sont les suivantes : A/B, B/C, DR/DQ, A/B/DR, A/B/DR/DQ et B/C/DR.

Devant le grand nombre des haplotypes retrouves, nous avons représenté aux tableaux
ci-apres les haplotypes les plus fréquemment retrouvés pour chaque association allélique.
Fréquence = Nombre d’effectif / Nombre d’haplotypes possibles
Nombre d’haplotypes possibles = 590*2
Total d’effectif : nombre des haplotypes les plus fréquents pour chaque association

allélique.
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a) Haplotype A/B :
Total d’effectif =436.

Tableau 26 : Fréquences des haplotypes A/B retrouves au sein de la population algérienne

étudiée.
Ha%)éype Effectifs Fre(clzgnce Ha%)éype Effectifs Freg)l/:snce
A2 B51 18 1,53 A3 B51 7 0,6
A2 B7 15 1,27 A32 B40 7 0,6
A2 B45 14 1,19 A32 B44 7 0,6
A33 B65 14 1,19 A33 B44 7 0,6
Al B52 13 1.1 A68 B18 7 0,6
A24 B35 12 1,02 Al B58 6 0,51
A2 B50 11 0,93 A2 B18 6 0,51
A30 B18 11 0,93 A23 B49 6 0,51
A30 B42 11 0,93 A24 B18 6 0,51
Al B8 10 0,85 A30 B35 6 0,51
A2 B49 10 0,85 A30 B50 6 0,51
A23 B44 10 0,85 A69 B51 6 0,51
Al B51 9 0,77 Al Bl 5 0,43
A2 B44 9 0,77 All B49 5 0,43
A24 B8 9 0,77 A23 B50 5 0.43

A3 B7 9 0,77 A24 B44 5 0,43
A33 B14 9 0,77 A29 B45 5 0,43
A34 B8 9 0,77 A3 B18 5 0,43
A26 B38 8 0,68 A3 B27 5 0,43
A26 B7 8 0,68 A3 B49 5 0,43
A3 B45 8 0,68 A3 B65 5 0,43
A30 B13 8 0,68 A30 B44 5 0,43
A31 B51 8 0,68 A66 B41 5 0,43
A68 B49 8 0,68 A68 B14 5 0,43
A68 B7 8 0,68 A68 B51 5 0,43
A2 B4l 7 0,6 A68 B53 5 0,43
A23 B35 7 0,6 A8 B7 5 0,43
A3 B35 7 0,6 A68 B14 4 0,34

Dans cette série de 436 sujets, les haplotypes les plus fréquemment rencontrés sont : A2
B51, A2 B7, A2 B45, A33 B65, A1 B52, A24 B35, A2 B50, A30 B18, A30 B42, Al B8, A2
B49, A23 B44.



b) Haplotype B/C :

Total d’effectifs = 26.
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Tableau 27 : Fréquences des haplotypes B/C retrouvés au sein de la population algérienne

Dans cette série de 26 sujets, les haplotypes les plus fréquemment rencontrés sont : B14

C8, B8 C7.

étudiée.
Haplotype B/C Effectifs Fréquence (%)
B14 C8 9 0,77
B8 C7 5 0,43
B44 C5 4 0,34
B50 C6 4 0,34
B41 C17 4 0,34
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¢) Haplotype DR/DQ :

Total d’effectifs = 282

Tableau 28 : Fréquences des haplotypes DR/DQ retrouvés au sein de la population

algérienne étudiée.

Chapitre Il : Résultats

Haplotype DR/DQ Effectifs Fréquence (%)
DR3 DQ2 47 3,99
DR4 DQ3 41 3,48
DR15 DQ6 37 3,14
DR7 DQ2 35 2,97
DR11 DQ3 24 2,04
DR1 DQ5 21 1,78
DR13 DQ6 18 1,53
DR11 DQ7 17 1,44
DR16 DQ5 10 0,85
DR8 DQ7 8 0,68
DR13 DQ3 8 0,68
DR4 DQ2 6 0,51
DR1DQ1 5 0,43
DR13 DQ1 5 0,43

Dans cette série de 282 sujets, les haplotypes les plus fréquemment rencontrés sont :

DR13 DQ6, DR4 DQ3, DR7 DQ2, DR11 DQ3, DR11 DQ7, DR1 DQ5, DR3 DQ2, DR15

DQS6.
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d) Haplotype A/B/DR :
Total d’effectifs = 21.

Tableau 29 : Fréquences des haplotypes A/B/DR retrouvés au sein de la population

algérienne étudiée.

Haplotype A/B/DR Effectifs Fréquence (%)
A33 B65 DR52 7 0,6
A33 B14 DR1 6 0,51
Al B51 DR51 4 0,34
A23 B49 DR11 DR52 4 0,34

Dans cette série de 21 sujets, les haplotypes les plus fréquemment rencontrés sont : A33
B65 DR52, A33 B14 DR1, Al B51 DR51, A23 B49 DR11 DR52.

e) Haplotype A/B/DR/DQ:
Total d’effectifs = 9.

Tableau 30 : Fréquences des haplotypes A/B/DR/DQ retrouvés au sein de la
population algérienne étudiée.

Haplotype A/B/DR/DQ Effectifs Fréquence (%)
A2 B50 DR7 DQ2 5 0,43
A2 B41 DR4 DQ2 4 0,34

Dans cette série de 9 sujets, deux haplotypes sont les plus fréquents : A2 B41 DR4 DQ?2,
A2 B50 DR7 DQ?2.
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e) Haplotype B/C/DR :
Total d’effectifs = 5.

Chapitre Il : Résultats

Tableau 31 : Fréquences des haplotypes B/C/DR retrouvés au sein de la population

algérienne étudiée.

Haplotype B/C/DR

Effectifs

Fréquence (%)

B14 C8 DR1

0,43

Dans cette série de 5 sujets, I’haplotype B14 C8 DRL1 est le plus fréqguemment retrouvé.
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Discussion :

La prise en charge immunologique de la transplantation est capitale car elle conditionne
la réussite de cette derniére. Elle consiste a établir le statut immunologique (recherche des allo
anticorps anti-HLA) de chaque patient, établir la compatibilité HLA entre donneur et receveur
d’organe et assurer un suivi régulier avant et apres la greffe.

Notre étude rétrospective et prospective a été réalisée sur 1046 patients algériens issus
de cing régions du territoire national ayant bénéficié d’un typage HLA (typage complet ou
typage ciblé).

A T’unité d’immunologie Hassiba Ben Bouali du CHU de Blida, la prise en charge des
examens immunologiques (Typage HLA, recherche et identification des allo anticorps anti
HLA et cross match lymphocytaire) dans le cadre de la transplantation et dans le cadre de la
recherche d’une association HLA et maladies, a débuté en 2006.

Nous nous sommes intéressés dans ce travail a I’exploration des résultats de la prise en
charge immunologique des patients candidats a une greffe rénale entrant dans le cadre d’un
donneur vivant apparenté ou cadavérique non apparenté et dans le cadre de la recherche d’une

association HLA et maladies.

I-Caractéristigues démographiques de la population algérienne étudiée :

1-Service demandeur :

L’analyse des résultats de cette étude montre que la majorité de nos patients ont été
adressés par le CHU de Blida (26%) parce que I’unité d’immunologie Hassiba Ben Bouali
fait partie du CHU de Blida, suivi par le CHU Nafissa Hamoud (ex-Parnet) (9%0) et du CHU
Mohamed Nedir de Tizi Ouzou (7%), les autres patients, ont été adressés par d’autres
structures hospitaliéres du pays a cause de 1I’absence du laboratoire pour le typage HLA a leurs

niveaux.

2-Répartition de la population étudiée selon I’année de recrutement :

L’existence d’infrastructure au CHU de Blida comme celle de I’unité de ’immunologie,
lieu de notre étude, nous a permis de recruter la plupart de nos sujets (51%o) ainsi que d’autres

rentrant dans le cadre de la collaboration inter CHU.
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3-Régions d’origine :

La majorité de nos patients sont originaires du centre algérien étant donné la proximité
du CHU de Blida, et de 1’est algérien dans le cadre de la collaboration inter CHU.

I1-Caractéristiques biologigues de la population algérienne étudiée :

1-Exploration du systeme HLA :

Suite au programme national de transplantation rénale dont le CHU de Blida fait partie,
la majorité des patients adressés a notre niveau pour un typage HLA a la demande des médecins
traitants sont des candidats pour la transplantation rénale d’un donneur vivant, lorsque cette

derniére est envisagée comme solution thérapeutique.

2-Statut du couple receveur/donneur dans le cadre de transplantation

rénale :

Au total, le laboratoire a réalisé des examens immunologiques sur 492 receveurs et 479
donneurs dans le cadre de transplantation, dont 43 receveurs en attente de greffe d’un donneur

cadavérique, ce qui explique le nombre élevé des receveurs par rapport a celui des donneurs.

3-Lien de parenté entre receveur et donneur dans le cadre de la

transplantation rénale et greffe de la moelle osseuse :

Les donneurs de notre échantillon sont essentiellement des méres, car elles sont de

maniére générale plus affectueuses et douces, ont tendance a se porter volontaires au don.

4-Années de typage des sujets recrutés dans le cadre de transplantation

rénale et greffe de la moelle osseuse :

Le nombre élevé des sujets explorés a notre niveau dans le cadre de transplantation
rénale et greffe de la moelle osseuse durant la période 2007/2009 est expliqué par la

collaboration inter hospitaliere durant cette période.

5-Classe et locus HLA typés :

Le typage HLA se fait soit par une méthode sérologique (LCT), qui permet d’identifier
les Ag exprimés a la surface des cellules, soit par une technique de biologie moléeculaire qui

permet I’identification des génes HLA du patient. Au début, le laboratoire a utilisé la technique
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sérologique pour le typage HLA de classe | en considérant la classe Il presque identique en cas
de compatibilité de la classe | (les loci A et B) entre le donneur et le receveur. Ceci explique la
discordance dans le nombre des alleles explorés entre les deux classes.

Ensuite, la technique de biologie moléculaire a été lancée au niveau du laboratoire ce
qui nous a permis d’identifier le locus HLA-C. Et par la suite, il y avait 1’utilisation des 2
techniques pour le typage des 2 classes HLA, a I’exception du locus HLA-DP en raison
d’absences des moyens.

La discordance dans le nombre des alleles explorés HLA-DR et DQ est expliquée par la

présence des malades adressés au laboratoire pour un typage HLA ciblé (HLA et maladies).

6-Cross match :

Le cross match pré transplantation est pratiqué systématiquement pour détecter les
différents allo-Ac anti donneur pouvant étre présents chez le receveur. C’est le reflet du statut

immunitaire serologique du receveur vis-a-vis de I’organe greffé.

a) Cross match initial :

Dans notre série d’étude, 5,44 % des patients qui ont bénéficié d’un test cross match
initial ont présenté un résultat positif, dd a la présence des DSA dans leurs sérums. La greffe

dans ce cas est contre indiquée.

Le test était négatif chez 92,47% des patients, ce qui a permis la continuité du suivi

immunologique chez eux.

b) Cross match final :

Parmi 92,47% des patients ayant un CXM initial négatif, seul 38 % ont fait un CXM
final.

La positivité du résultat est observée chez 4,17% des patients, laisse suggérer la pratique
des transfusions, alors que la négativité de ce dernier est observée chez 94,64% des patients ce

qui autorise la greffe.
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7-Les allo-Ac anti-HLA de classe | et |1 :

Les résultats de notre étude montrent que 11,59% des receveurs ont développé des allo-

Ac anti-HLA de classe | et 5,48% de classe II et sont donc immunisés. Ce résultat n’est pas
surprenant étant donné que ces patients suivis ont des antécédents d’immunisation (transfusion,

grossesse, avortement, transplantation, rejet de greffe).

8-Nombre de greffés par année :

En Algérie, la premiere greffe rénale a été réalisée en juin 1986 avec un rein de donneur
vivant apparenté, mais les programmes ont été assez rapidement interrompus et n’ont repris que
lentement dans les années 2000 sous I’impulsion de nouvelles directives ministérielles qui ont
permis d’ériger trois centres de transplantation rénale: le CHU d’Alger-centre (Service de
Réanimation Polyvalente), la clinique Daksi de Constantine (Etablissement Hospitalier

Spécialisé en Uro-Néphrologie) et le CHU de Blida (Service de Chirurgie Générale).

La création de ces centres et ’existence d’un cadre de collaboration inter hospitaliere
afin de répondre au nombre croissant des demandes de greffe rénale, a permis de greffer un
grand nombre de patients durant la période 2007/2009.

La premiére greffe rénale en Algérie avec un rein d’un donneur cadavérique a été

réalisée a Constantine en 2002.

En 2010, un typage HLA a été réalisé, pour la premiére fois, au niveau du CHU de
Blida, par une équipe de spécialistes en immunologie dans le cadre d’une greffe rénale avec un
rein d’un donneur cadavérique, avec la réalisation d’un cross match initial et d’une recherche
des allo-anticorps anti-HLA. Pour le cross match final, il a été realisé au niveau du CHU de

Mustapha Bacha.
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111-Etude du polymorphisme HLA chez la population algérienne étudiée :

1-Fréquences génotypiques des alleles HLA :

A-A I’échelle nationale :

Les examens immunologiques réalises sur un ensemble de 1046 patients localisés sur
les différentes régions du territoire algérien montrent une homogénéité des fréquences pour le
systeme HLA, avec 1’existence d’une certaine différence pour certains alléles.

Nos résultats concernant les alleles HLA-A représentés le tableau 21, montre que,
I’allele HLA-A30 est moins fréquent chez les individus issus du Sahara par rapport aux autres
régions du territoire national, par contre I’allele HLA-AG8 est caractéristique de la région du
Sahara.

Pour les alleles HLA-B représentés dans le tableau 22, ’alléle HLA-B55 est retrouve
seulement chez les individus du centre et de 1’est algérien, ce qui caractérise ces deux régions.

L’absence des alleles HLA-C1, C5 (Tableau 23), au Sahara et leurs présences dans les
autres regions avec des fréquences moyennement élevées, font de ces derniers un caractere
spécifique de cette région.

La Kabylie est caractérisée par I’absence des alléles HLA-DR9 et DR10 et par la

présence de I’allele HLA-DR19 contrairement aux autres régions.

B-A I’échelle internationale :

a) HLA-A:
Tableau 32 : Fréquences des alleles HLA-A.
Autre
Notre| étude [Tunisie|Maroc|Mauritanie |Mali|Sénégal | Venezuela
étude | algérienne| [85] [86] [87] [88] | [89] [90]
[84]
Al ]10,75 10 7,98 | 12,76 14,04 - - 7,72
A2 11699 17,95 16,76 | 19,39 18,42 781 12,2 23,25
A3 | 9,34 10,45 492 | 10,2 3,51 3,13 - 6,89
A24] 8,18 - 7,18 8,16 2,63 - - 15,95
A30] 9,15 11,13 - 6,12 13,16 9,38| 12,2 5,56
A36| 0,3 - - 0,51 0,88 3,13 - 0,62
A66| 0,77 - - 1,53 1,75 1,56 - 0,31
A69]| 0,68 - 1,99 - 0,88 - - 0,31
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Les alleles HLA-A les plus fréquemment rencontrés au sein de la population algérienne
sont HLA-A2 (16,99%), Al (10,75%), A3 (9,34%) et A24 (8,18%) ceci est comparable a ceux
de la population marocaine et tunisienne pour les alleles Al, A2, A3 et A24. Ainsi a la
population mauritanienne pour les alléles Al et A2 et A30. Suggérant des relations entre ces
populations.

L’allele HLA-A36 (0,3%) est moins prévalent dans la population algérienne, alors qu’il
est frequent au Mali (3,13%).

b) HLA-B :
Tableau 33 : Fréquences des alleles HLA-B.
Autre
Notre| étude |Tunisie|Maroc|Mauritanie | Mali | Sénégal | Venezuela
étude |algérienne | [85,91] | [86] [87] [88] | [89] [90]
[84]
B7 | 6,78 8,63 4,79 6,12 13,46 1,92] 5,3 3,18
B35] 6,49 - - 6,12 8,65 1,92] 14,6 7,50
B44| 8,33 10,22 11 6,63 6,73 - 3,1 3,56
B51| 8,03 10,22 7,84 | 8,16 6,73 3,851 98 3,45
B72] 0,68 - - 0,51 - - - -
B60] 0,44 - - - - - - -
B55] 0,34 - 1,46 - - - 0,6 0,54

Les alleles HLA-B les plus fréquents au sein de notre population sont HLA-B7, B35,
B44, B51, ces résultats contrastent avec ceux obtenus pour les pays maghrébins (Maroc,

Tunisie, Mauritanie) et qui peuvent étre expliqués par la proximité géographique entre ces pays.
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c) HLA-C:
Tableau 34 : Fréquences des alléles HLA-C.
Autre
Notre| étude |Tunisie|Mauritanie|Sénégal|Venezuela
étude | algérienne| [91] [87] [89] [90]
[84]
C4 ] 9,39 11,51 11,68 0,88 5,3 16
C6 |12,04| 2191 16,33 13,16 4,2 6
C7 12694 15,16 18,14 20,18 18,3 19
C12| 8,37 - - - - 7
C14| 1,83 - - 1,75 1 0,5
C9] 041 - - - 0,6 0,5
C10{ 0,2 - - - 1,7 -

Concernant les alleles HLA-C, les plus prévalents sont HLA-C7 (26,94%), C6
(12,04%), ces resultats sont en concordance avec la population tunisienne qui peut étre
expliqués par la distance géographique entre ces deux pays. Ainsi, pour I’allele HLA-C4
(9,39%) est plus rencontré chez la population algérienne par rapport a la population

mauritanienne (0,88%).

d) HLA-DR:
Tableau 35 : Fréquences des alléles HLA-DR.
Autre
Notre| étude |Tunisie|Maroc|Mauritanie | Sénégal | Venezuela
étude |algérienne| [85] [86] [87] [89] [90]
[92]
DR3 | 16,31 23 15,56 | 13,78 24,3 18,3 7,44
DR4 | 17,2 14,5 14,47 | 15,82 4,3 8,7 21,49
DR9 | 0,71 - 0,66 | 0,51 0,54 3,1 1,86
DR11] 11,55 - 11,43 | 6,12 13,98 35,4 10,12
DR12]| 0,71 - 0,4 0,51 0,54 - 1,03
DR15] 11,79 - 4,38 7,65 4 3,1 10,12
DR19]| 0,09 - - - - - -

Les alleles HLA-DR les plus fréquemment rencontrés au sein de la population
algérienne sont HLA-DR4, DR11 ceci est comparable a celles des populations marocaine et

tunisienne. Ainsi nos résultats de la région Est algérien est similaire a ceux de la Tunisie a
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I’exception de 1’allele HLA-DR15 qui est moins fréquent chez eux, ce qui caractérise la

population algérienne.

e) HLA-DO :
Tableau 36 : Fréquences des alléles HLA-DQ.
Autre
Notre| étude |Tunisie|Maroc|Mauritanie|Venezuela
étude [algérienne| [85] [86] [87] [90]
[92]
DQ2| 24,62 32,5 32,72 | 28,7 22,06 14,92
DQ3] 29,70 33,5 32,85 | 27,8 36,03 41,88
DQ4| 4,42 - 3,72 - 7,35 11,26
DQ6| 21,80 - 18,21 | 20,6 16,18 18,85

D’apreés nos résultats, les alleles HLA-DQ2, DQ3 et DQ6 sont fréquents chez toutes
les populations mentionnées dans le tableau ci-dessus.
L’allele HLA-DQ4 est moins fréquent en Algérie ainsi qu’en Tunisie et en Mauritanie

avec des fréquences voisines, ce qui caractérise les pays du nord-africain.
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2-Fréguences haplotypiques :

Dans cette partie, on n’a pas trouvé des études similaires en Algérie et en Maroc pour
les haplotypes : A/B, B/C.

a) Haplotypes A/B :

Tableau 37 : Fréquences des haplotypes A/B.

Notre | Tunisie | Mauritanie|Venezuela| Syrie
Haplotypes| etude [85] [87] [90] [93]
Al B8 0,85 - - 2,34 0,018
A2 B18 0,51 - - - 0,02
A2 B44 0,77 3,8 - 6,1 0,03
A2 B49 0,85 1,4 - - -
A2 B50 0,93 3,3 - - -
A2 B51 1,53 - - 10,79 0,03
A2 B7 1,27 - 4,44 - -
A23 B44 0,85 - - 2,81
A24 B35 1,02 - - 13,61 -
A3 B18 0,43 - - -
A3 B35 0,60 - - - 0,05
A3 B7 0,77 - - 3,75 _
A30 B13 0,68 0,4 - - -
A30 B18 0,93 - - 2,34 0,01
A30 B50 0,51 - 3,33 - -
A33 B14 0,77 - - 4,22 -
A34 B8 0,77 2 - - -
A68 B51 0,43 - - 2,81 0,012

dans le tableau ci-dessus.

résultat est en accord avec celui observé a Mauritanie, suggérant une relation entre ces deux

pays.

Les haplotypes A/B les plus fréqguemment rencontrés dans notre étude sont représentés

L’haplotype A2/B7 (1,27%) est le plus représentatif de notre population étudiée. Ce
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b) Haplotypes B/C :

Chapitre 111

Tableau 38 : Fréquences des haplotypes B/C.

: Discussion

Haplotypes Notre Tunisie | Mauritanie | Syrie
étude [85] [87] [93]
B14 C8 0,77 0,037 - -
B44 C5 0,34 0,041 - -
B50 C6 0,34 1,12 - -
B41 C17 0,34 0,02 - -
B8 C7 0,43 0,047 2,22 0,08

Nos résultats concernant les haplotypes B/C représentés dans le tableau ci-dessus

montrent une similarité avec ceux obtenus pour la population tunisienne.
¢) Haplotypes DR/DQ :

Tableau 39 : Fréquences des haplotypes DR/DQ.

Haplotypes Notre Tunisie | Mauritanie | Maroc
étude [85] [87] [86]
DR3 DQ2 3,98 16,6 11,19 8,5
DR4 DQ2 0,51 0,6 - 4,2
DR4 DQ3 3,48 4.4 1,49 1,7
DR7 DQ2 2,97 14,8 4,48 5,08
DR8 DQ7 0,68 - - -
DR11DQ3 2,04 - 5,22 4,1
DR13DQ3 0,68 - 8,21 -
DR13DQ6 1,53 - 11,94 -
DR15DQ6 3,14 7.8 - 6,9
DR16DQ5 0,85 - - -

Les résultats des haplotypes DR/DQ représentés dans le tableau ci-dessus montrent
une similarité concernant les deux haplotypes DR4/DQ2 et DR4/DQ3 pour la population

algérienne et tunisienne.
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d) Haplotypes A/B/DR :

Tableau 40 : Fréquences des haplotypes A/B/DR.

Haplotypes Notre Tunisie | Maroc | Yémen
étude [85] [86] [96]
Al B51 DR51 0,34 - - -
A23 B49 DR11 DR52| 0,34 - - -
A33 B14 DR1 0,51 0,48 0,43 0,04
A33 B65 DR52 0,59 - - -

L’haplotype A33 B14 DR1 est retrouvé chez les populations méditerranéennes avec

des fréquences voisines.

e) Haplotypes A/B/DR/DQ:

Tableau 41 : Fréquences des haplotypes A/B/DR/DQ.

Notre | Tunisie| Maroc | Italie |Turquie
étude [85] [86] [94] [94]
A2B41DR4DQ2 | 0,34 - - - -
A2B50DR7DQ2 | 0,43 2,2 2 0,5 13

Haplotypes

L’haplotype A2 B50 DR7 DQ?2 est rencontré chez la population algérienne et italienne
avec des fréquences proches. Laisse suggeérer une relation historique (migration) entre les deux

populations.
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Conclusion :

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.

L’analyse de nos résultats montre parfois des discordances des nombres des alleles HLA
obtenus, ces discordances peuvent étre la cause indirecte du manque des informations récoltées
par difficulté d’acces aux données.

Ainsi, notre travail montre que nos résultats sont comparables a ceux obtenus par
d’autres études menées précédemment, ce qui conforte la notion de I’homogénéité existante au
sein de la population maghrébine dont fait partie notre population algérienne.

Notre étude a montré que les alleles les plus fréquents sont : HLA-A2, HLA-B4, HLA-
C7, HLA-DRB1*04 et HLA-DQ3. Et concernant les haplotypes les plus fréquents, on a:
A2/B51, A33/B65/DR52, A2/B41/DR4/DQ2, B14/C8/DR1 et DR13/DQ6.

Il sera utile de :

e Compléter notre travail, par des typages HLA de haute résolution pour une
meilleure définition des alléles ainsi que des haplotypes les plus fréqguemment
rencontrés dans notre série.

e Créer de forts liens de collaboration entre les professionnels de santé
principalement de service de néphrologie et le laboratoire d’histocompatibilité.

e Etablir une bonne communication entre les différents centres nationaux de
transplantation.

Dans notre population étudiée, parmi 492 patients receveurs typés dans le cadre de
transplantation rénale et greffe de la moelle osseuse, seul 140 patients ont bénéficié de la greffe.
Ce nombre réduit des patients greffés peut étre expliqué par :

e L’incompatibilit¢ HLA du couple receveur/ donneur.
e Désistement des donneurs.

e Le non-retour de I’information et 1’absence de la collaboration inter CHU.
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Annexe 1 : Le nombre d'alleles nommés pour chaque gene (en juin 2017). [32]

HILA classe I

Génes A B C E F G
Alleles 3968 4828 3579 26 25 56
Protéines 2781 3501 2490 8 5 18
HLA Classe I1I

Gene DRA | DRB | DQA1 | DQB1 | DPA1 | DPA2 | DPB1 | DPB2 | DMA | DMB | DOA | DOB
Alléles 7 2376 94 1142 53 5 894 6 7 3 12 13
Proteines | 2 1739 35 774 24 0 641 0 4 7 3 5




Annexe 2 : Matériel non biologiques utilisé au laboratoire.

Tube ACD | - ok | I

Cellule Malassez

Tube a fond conique en
Plastique

LR

Tubes secs sur portoir de
Tubes




Eppendorf

Seringue de Hamilton

Multi seringue de Hamilton

Micropipette 50 pl

Micropipette 100 pl




Micropipette 200 pl

Micropipette 500 pl

Multicanaux

Embouts

Distributeur eppendorf




Centrifugeuse « Thermo
ELECTRON
CORPORATION »

Microscope optique
« KROSS »

Portoir aimanté «
UCAUTION »

Minuteur

18




Microscope a fluorescence

Vortex

La balance

ey

Thermoblock
« FALC »




Micro-centrifugeuse
Eppendorf « centrifugeuse
5417C »

BIOROBOT EZ

Gel Doc™ XR+ « BIO RAD »

Thermocycleur « Gene Amp*
PCR system 9700 »




Micro Gel System box et
Générateur de tension 300V

Micro-onde




Billes immunomagnétiques
« FluoroBeads B »

Fluoroquenche™

Huile de paraffine

Plaque de Terasaki




Complément du lapin

QIAGEN® Protease du KIT
QI Aamp®DNA Blood Mini
Kit

QIAGEN® Protease Solvent
du KIT QI Aamp®DNA
Blood Mini Kit

Tampon de QIAGEN du
KIT
QI Aamp®DNA Blood Mini
Kit




Colonne du KIT QI
Aamp®DNA Blood Mini Kit

Ethanol 90°

Cartouche des reactifs du
kit QIAGEN BIOROBOT
EZ1

Tube d’échantillon du kit
QIAGEN BIOROBOT EZ1

Support du cbne jetable
contenant le cbne muni a
filtre jetable du kit
QIAGEN BIOROBOT EZ1




Tube d’élution du kit
QIAGEN BIOROBOT EZ1

Taq polymérase

D-MIX
e
i i el
Micro SSPTMDNA typing e

Trays

| 4) oniE LAMEDA 1N




L’agarose: Sea Kem LE
Agarose

Tri Borate EDTA Buffer

Solution de Bromure
d’éthidium

Size Marker SSP-SM :
marqueur de taille




Gants de protection




Annexe 3 : Dossier du patient (fiche de renseignements, fiche de typage HLA, fiche de cross
match).




Fiche de renseignements

N° de dossier :

CHU DE BLIDA
UNITE HASSIBA BENBOUALI

Laboratoire de biologie - Unité d'immunologie -
N de tel 025 41.1895/96  Postes 221/220.

rormias  wwee

Pt A MEGHLAOUI (Cho! d urite)
Dr Y BOUCHDOUB.
Dr M.LBOUDJELLA

rsis: PRENOM 3 o spiviarmmipe
W T S I










Fiche de typage HLA classe |
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Fiche de résultats de Cross Match




Annexe 4 : Taille et densité des cellules sanguines.

Taille (um)
Globules rouges g 7(6.5-7.5)
Eosinophiles 12 (12-15)
Neutrophiles o 12 (12-15)
Basophiles 9.5 (9-10)
Monocytes o) 15 (15-20)
Lymphocytes 9 (8-10)

Plaquettes 2-3

Densité
(la masse volumique)
1.098 (1.089-1.105)
1.091 (1.087-1.096)
1.088 (1.082-1.097)
1.078 (1.074-1.082)
1.071 (1.065-1.075)

1.063 (1.057-1.067)

1.040

Vitesse de
sédimentation

+



Annexe 5 : Protocole de séparation des lymphocytes totaux par technique de Ficoll.

1-Dilution 2-Dép6t de sang

3-Centrifugation

4-Aspiration de la couche lymphocytaire




6-Addition de la solution
de Hanks

5-Centrifugation




Annexe 6 : Le protocole de typage par biologie moléculaire PCR-SSP
1- Extraction de ’ADN par technique de QIAGEN :

2-Centrifugation

-.

4-Aspiration de Buffy- 3-Le Buffy-Coat
Coat

5-Le Buffy-Coat dans 6-Agitation au vortex
un eppendorf




9-Agitation au vortex

12-Addition de la
solution AW1

|t

7- L’eppendorf dans le
thermoblock

r\p“ -

10-Transfert de contenu
dans une colonne de
QUIAGEN

11-Centrifugation




PN

e

14-Addition de la
solution AW?2

15-Centrifugation

13-Centrifugation

| B

16-Addition de la
solution AE

18-L’ADN aprés extraction
réparti en deux Eppendrofs et
prét pour le typage

17-Centrifugation




2- Le typage par PCR-SSP :

A) Preéparation de la plague micro-SSP :

1-Sortir la plaque et les réactifs

2-Mélange D-Mix / Taq
polymérase

3-Dépdt de controle négatif




4-Addition de ’ADN sur le
mélange D-Mix/Taq

6-Prendre 10pul de
mélange

5-Agitation au vortex

7-Répartition de mélange
DNA/D-mix/Taq dans les
puits de la plaque




B-Réalisation de la PCR :

8-Fermeture de la plague

9-Placement de la plaque
dans le thermocycleur




C-Electrophoreése sur gel d’agarose :

Préparation de gel :

1-Peser d’agarose

2-Addition de la solution
tamponte

3-Placement de mélange
dans la micro-onde (3a 4
min)




4-Addition de bromure 5-Ecoulement de
d’éthidium au gel d’agarose mélange sur la plaque
apreés dissolution de migration

7-Addition de tampon 6-Placer les empreintes

8-Sortir la plaque du
thermocycleur




e | amigration sur gel :

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

’ 10-La migration

11-Lecture sous UV Gel Doc




12-Interpreéattion des résultats par
un logiciel HLA Fusion




Annexe 7 : le protocole de typage HLA par la techniqu

1-Préparation de la plague de Térasaki :

e sérologique (LCT).

1-Addition de I’huile de
paraffine

2-Addition de I’eau
physiologique

2-Le typage par LCT proprement dit :

3-Rempissage des plaques de Térasaki

4-Les plaques de typage remplis




5-Incubation des plaques

6-Les plaques apres incubation

-

7-Addition de colorant




8-Incubation des plaques

3-Lalecture :

9-La lecture sur microscope a fluorescence

inversée

< T L o I

Les résultats possibles




Annexe 8: Les batteries d’anticorps pour typage sérologique.
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Annexe 9 : Protocole de la technique ELISA :

-

1-Distribution du

; . 2-Ajout du sérum
tampon + sérum controle

Incubation 1h puis
lavage

3-Ajout du conjugué
enzymatique

Incubation 30
min puis lavage



30 min

T ——

4-Préparation du
substrat et son ajout

. |

7-Résultats

5-Ajout de solution
d’arrét

6-Lecture avec un
lecteur ELISA




Annexe 10 : Protocole du Cross match par LCT.

ﬂ.

1-Séparation des Lym totaux, LT et Lb a
partir du sang dilué

2- Huiler la plaque

. .

3-Répartition du sérum




4-Ajout des cellules

5-Ajout du complément

6-Coloration

7-Lecture par microscope a
fluorescence inversée




Annexe 11 :

Carte géographique de répartition des wilayas de 1’ Algérie.

ocean

Atlantiquse

MAROC

MAURITANIE

& Capitale

Mar Meéditerranés
. TIAZA - TRwOuzoU

SETF Wilaya (division administrative)

ESPAGNE AGER | | BORTN BOU-ARRERTS | ANNABA
3 |3 }
i e Nger, ey SHKDA | ELTASF < Tunis
Y " P ! _GUELMA
PR i | e S
] REUZANE ME QUM EL 20LAGHS 2
AINTEMOUCHENT - e
MASCARA WA TEBESSA
TLEMCEN TIARET KHENCHELA
SionBepgEs —— A DIELFA e
T TUMISIE
NAAMA EL.0UED
EL-BATADN
GHARDAA
OUARGLA
RECHAR
ALGERIE
LIBYE
ua
A0
TAMANBASSET
MNMGER
MALI
250 kn

Source : Mtp/idecoupageadministratifalgerie blogspot.fr/

Algérie, découpage administratif, 2016

Réalkation : Scences Po - Atelier de cartographie © Dis, Pars, 2016

Source : Questions internationales (n* 81, septembre-octobre 2016)




Annexe 12 : Version informatisée des dossiers des malades.
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Annexe 13

- Répartition géographique des wilayas selon les régions d’origine.

Centre Kabylie Est Ouest Sahara

Ain defla Bedjaia Annaba Ain timouchent Adrar

Alger Bouira Batna Chlef Bechar
Blida Tizi ouzou Bordj bouariridj Mascara El beyedh

Boumerdess Constantine Mostaghanem Biskra
Medea Jijel N'aama Laghouat
Tiaret Khenchla Oran Ouargla

Tipaza Oum el bouaghi Relizane Tamanrasset

Sétif Saida Djelfa
Tebessa Sidi bel abbas Ghardaia

Telemcen M'sila

Tissemssilt




RESUME :

Le systeme HLA est un complexe immunogénétique de plus de 200 génes, qui régit les
lois de I’histocompatibilité et qui est impliqué dans la présentation des peptides antigéniques
aux lymphocytes T. Ce systéme est caractérisé par son extréme polymorphisme propre a un
individu issu d’une population donnée qui pourra elle aussi étre caractérisée par une série de

spécificités HLA.

Notre travail est une série de cas rétro-prospective qui s’est intéressé a 1’étude des all¢les
HLA chez 1046 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 2006 et 20109.

Nos résultats montrent que les alléles HLA les plus fréquemment retrouvés au sein de
la population algérienne sont : HLA-A*02 (32,52%), HLA-A*01(21 %), HLA-B*44(16,36%),
HLA-B*51(15,68%), HLA-C*07(42 ,45%), HLA-C*06(22,04%), HLA-DRP1*04(32,09%),
HLA-DRB1*03(30,14%), HLA-DQB1*03(53,38%) et HLA-DQP1*02 (44,74%). Et Pour les
alleles les moins fréquents sont : HLA-A*36 (0,58 %), HLA- A*69 (1,36%), HLA-B*55
(0,68%), HLA-B*60 (0,87%), HLA-C*10 (0,41%), HLA-C*09 (0,82%), HLA- DRB1*19
(0,17%) et HLA- DQB1*04 (8,83%).

Pour les haplotypes les plus fréquents dans notre population étudiée nous avons trouve :
A2 B51 (1,53%), A2 B7 (1,27%), A33 B65 DR52 (0,59%), A33 B14 DR1 (0,51%), A2 B4l
DR4 DQ2 (0, 34%), A2 B50 DR7 DQ2 (0, 43%), B14 C8 (0,77%), B8 C7 (0,43%), B14 C8
DR1 (0,43%), DR13 DQ6 (1,53%) et DR4 DQ3 (3,48%).

Notre travail a permis de définir les alleles HLA et les haplotypes les plus fréeqguemment

rencontrés en Algérie et de les comparer avec ceux retrouvés chez d’autres populations.

Mots clés : HLA, transplantation, polymorphisme, Algérie, alléles, haplotypes.
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, HLA-B*51(15,68%), HLA-B *44(16,36%), HLA-A *01(21%), HLA-A *02(32,52%)

HLADR B1* 03(30,14%), HLA-DRB1*04(32,09%), HLA-C*06(22,04%) C*07(42,45%),
DQBI1*02 (44,74%) s HLA-DQB1*03(53,38%)
rod e el JBYI DI dpally
HLA-A*36 (0,58 %), HLA-A*69 (1,36%), HLA-B*55 (0,68%), HLA-B*60 (0,87%),
HLA-C*10 (0,41%), HLA-C*09 (0,82%), HLA- DRB1*19 (0,17%) s HLA- DQB1*04
(8,83%).
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A33 B14 DR1 (0,51%), A33 B65 DR52 (0,59%), A2 B7 (1,27%), A2 B51 (1,53%)
B8 C7 (0,43%), B14 C8 (0,77%), A2 B50 DR7 DQ2 (0, 43%), A2 B41 DR4 DQ2 (0, 34%)
. DR4 DQ3 (3,48%) s DR13 DQ6 (1,53%), B14 C8 DR1 (0,43%)
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ABSTRACT:

The HLA system is an immunogenetic complex of more than 200 genes, which regulates
the laws of histocompatibility and is involved in the presentation of antigenic peptides to T
lymphocytes. This system is characterized by an extreme polymorphism specific to an
individual coming from a given population which can also be characterized by a serie of HLA
specificities.

Our work is a retro-prospective case serie that investigated HLA alleles in 1046 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 2006 and 20109.

Our results show that the HLA alleles most frequently found in the Algerian population
are: HLA-A*02  (32,52%), HLA-A*01(21 %), HLA-B*44(16,36%), HLA-
B*51(15,68%),HLA-C*07(42 ,45%) ,HLA-DRB1*04(32,09%),HLADRB1*03(30,14%),
HLA-DQpB1*03(53,38%) and HLA-DQP1*02 (44,74%) . And for the least frequent alleles are:
HLA-A*36 (0,58 %), HLA- A*69 (1,36%), HLA-B*55 (0,68%), HLA-B*60 (0,87%), HLA-
C*10 (0,41%), HLA-C*09 (0,82%), HLA- DRB1*19 (0,17%) and HLA- DQB1*04 (8,83%).

For the most frequent haplotypes in our studied population we found: A2 B51 (1,53%),
A2 B7 (1,27%), A33 B65 DR52 (0,59%), A33 B14 DR1 (0,51%), A2 B41 DR4 DQ2 (0, 34%),
A2 B50 DR7 DQ2 (0, 43%), B14 C8 (0,77%), B8 C7 (0,43%), B14 C8 DR1 (0,43%), DR13
DQ6 (1,53%) and DR4 DQ3 (3,48%).

Our work allowed us to define the most common HLA alleles in Algeria and to compare

them with those found in other populations.

Key words: HLA, transplantation, polymorphism, Algeria, alleles, haplotypes.
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, HLA-B*51(15,68%), HLA-B *44(16,36%), HLA-A *01(21%), HLA-A *02(32,52%)

HLADR B1* 03(30,14%), HLA-DRB1*04(32,09%), HLA-C*06(22,04%) C*07(42,45%),
DQB1*02 (44,74%) s HLA-DQB1*03(53,38%)

rod e el JBYI DI dally
HLA-A*36 (0.58 %), HLA- A*69 (1,36%), HLA-B*55 (0,68%), HLA-B*60 (0,87%),
HLA-C*10 (0,41%), HLA-C*09 (0.82%), HLA- DRP1*19 (0,17%) s HLA- DQP1*04
(8,83%).
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B8 C7 (0,43%), B14 C8 (0,77%), A2 B50 DR7 DQ2 (0, 43%), A2 B41 DR4 DQ2 (0, 34%)
. DR4 DQ3 (3,48%) s DR13 DQ6 (1,53%), B14 C8 DR1 (0,43%)
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ABSTRACT:

The HLA system is an immunogenetic complex of more than 200 genes, which regulates the
laws of histocompatibility and is involved in the presentation of antigenic peptides to T lymphocytes.
This system is characterized by an extreme polymorphism specific to an individual coming from a given
population which can also be characterized by a serie of HLA specificities.

Our work is a retro-prospective case serie that investigated HLA alleles in 1046 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 2006 and
2019.

Our results show that the HLA alleles most frequently found in the Algerian population are:
HLA-A*02  (32,52%), HLA-A*01(21%), HLA-B*44(16,36%), HLA-B*51(15,68%),HLA-
C*07(42 ,45%) ,HLA-DRB1*04(32,09%),HLADRB1*03(30,14%), HLA-DQP1*03(53,38%) and
HLA-DQP1*02 (44,74%) . And for the least frequent alleles are: HLA-A*36 (0,58 %), HLA- A*69
(1,36%), HLA-B*55 (0,68%), HLA-B*60 (0,87%), HLA-C*10 (0,41%), HLA-C*09 (0,82%), HLA-
DRB1*19 (0,17%) and HLA- DQB1*04 (8,83%).

For the most frequent haplotypes in our studied population we found: A2 B51 (1,53%), A2 B7
(1,27%), A33 B65 DR52 (0,59%), A33 B14 DR1 (0,51%), A2 B41 DR4 DQ2 (0, 34%), A2 B50 DR7
DQ?2 (0, 43%), B14 C8 (0,77%), B8 C7 (0,43%), B14 C8 DR1 (0,43%), DR13 DQ6 (1,53%) and DR4
DQ3 (3,48%).

Our work allowed us to define the most common HLA alleles in Algeria and to compare them
with those found in other populations.

Key words: HLA, transplantation, polymorphism, Algeria, alleles, haplotypes.



