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Résumeé

Le lymphome est le troisieme cancer le plusues chez I'enfant et comprend deux types, le
Lymphome Non Hodgkinien (NHL) et le Lymphome de Igkih (HL). Plusieurs facteurs
étiologiques sont impliqués dans la pathogenésdydgshomes; y compris les infections virales,
les déficits immunitaires, les agents environnementet les facteurs génétiques. De solides
arguments a l'appui de la liaison génétique eatsusceptibilité aux lymphomes et les molécules
HLA ont été rapportés. 30 enfants atteints de Iyonpés ont été inclus dans cette étude. 15 cas de
NHL et 15 d’HL. Les extrémes étaient de 4 a 18 argyroupe témoin était constitué de 70 sujets
sains. Un typage des alléles HLA-A,-B, -DR et -Détaréalisé par la technigue de PCR-SSP.

Les fréquences des alleles HLA-B*18, HLA-DRB3, HLA-DRB1*07 et HLA-QB1*02
étaient significativement plus élevées chez lesepts atteints de lymphome par rapport aux
témoins; alors que HLA-DRB1*13 et DQB1*03 étaiesignificativement diminuées par rapport
aux témoins. Ces résultats indiquent que HLA-B'D&B1*03, DRB1*07 et DQB1*02 sont des
marqueurs de susceptibilité aux lymphomes, tandss l§LA-DRB1*13 et DQB1*03 peuvent

conférer une protection chez la population Algéreen

Mots-clés HLA classe | et classe Il, Lymphomes Non Hodgkisieles Lymphomes de
Hodgkin.



Abstract

Lymphoma is the third most common childhoodlignancy and comprises two types,
non-Hodgkin lymphoma (NHL) and Hodgkin lymphoma (HMultiple etiological factors
are involved in lymphoma pathogenesis; includingalvinfection, immune deficiencies,
environmental agents, and genetic factors. Stromminaents supporting genetic linkage
between susceptibility to lymphomas and HLA molesulare reported. 30 cases were
included in this study. 15 cases of NHL and 15quati with HL. Their ages ranged from 4 to
18 years. The control group consisted of 70 uredlaealthy subjects. HLA-A, -B, -DR and -
DQ alleles were typed by means of PCR-SSP.

The frequencies of HLA-B*18, HLA-DRB1*03, H-DRB1*07 and HLA-QB1*02
alleles were significantly increased in patientthiymphomas when compared with control;
whereas HLA-DRB1*13 and DQB1*03 were significanthgcreased when compared with
control. These results indicate that HLA-B*18, DRB3, *07 and DQB1*02 may contribute
to lymphoma susceptibility, while HLA-DRB1*13 and@B1*03 may confer protection to

lymphoma in the Algerian population.

Keywords. HLA class | and class Il, Non Hodgkin’s Lymphomesdgkin’s Lymphomas.
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GLOSSAIRE

Age médian :Est I'age qui divise la population d’'un pays enxdgtoupes numeériguement égaux,
la moitié est plus jeune, 'autre moitié plus agée.

Age moyen :ou moyenne d'age, est la moyenne de I'age deshtsbitans une région.

Apoptose : Processus actif d’autodestruction naturellemengnammmé, par fragmentation de
certaines cellules aboutissant a leur phagocytose.

Cellules de Reed Sternberg Sont des cellules (environ 50 um) malignes carnatigiues des
lymphomes de Hodgkin et infiltrant les ganglionsiphatiques.

Commutation de classe Est un processus qui lors de la maturation d'umplyocyte B, permet
de changer l'isotype des immunoglobulines produites

Endémique : Se dit d’'une maladie qui est persistante dangégien.

Follicules lymphoides :Sont de grosses formations arrondies de consestdace, constituées
d’éléments et de cellules réticulaires entasséartgmmnt au tissu lymphatique, renfermant des
lymphocytes.

Hématopoiese :Est le processus physiologique permettant la ioréat le renouvellement des
cellules sanguines.

Hypermutationn somatique : Est un phénomeéne retrouvé dans la génération dwéesité des
immunoglobulines produites par les lymphocytes B guieu dans les organes lymphoides
secondaires.

Médiastin : Est la région de la cage thoracique située ear@léux poumons contenant le cceur,
I'cesophage, la trachée et les bronches souches.

Néoplasie : Est un développement anormal des cellules quiiferent sans bénéficier d’'une
fonction ni d’'une structure utile a 'organisme.

Phénotype : Correspond a l'expression du patrimoine génétadpmes un environnement donné.
C'est 'ensemble des caracteres observables chemiwdu, résultant de l'interaction entre son
génotype et les effets de son environnement.

Polymorphisme : Désigne la coexistence de plusieurs alleles paugane ou un locus donnés
dans une population.

Sporadique :Se dit d’'une maladie qui n’affecte que quelquesq@ames isolément.

Translocation chromosomique : Est une maturation génétique caractérisée pahdiigpe
réciprogue de matériel chromosomique entre les nebsomes non homologues, c'est-a-dire

n'appartenant pas a la méme paire.
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Introduction

Les lymphomes malins constituent un groupe de cardie tissu lymphoide, ganglionnaire
ou extra-ganglionnaire, lie¢ a la transformation piasique d'une cellule lymphocytaire. Cet
ensemble constitue le plus grand groupe des hémepahalignes. On y distingue classiquement la
Maladie de Hodgkin et les Lymphomes Non Hodgkini@aisselbretch., 2008).

Le lymphome est le troisieme cancer le plus fréguwhez les enfants, ce qui représente
environ 15% des cancers diagnostiqués chez lestern(f@14 ans) (Constance., 1999). Ce type de
cancer se développe aux dépens des cellules lymatmas B ou T, dont 90% des lymphomes sont
du type B. Ces tumeurs ont des caractéristiqudsdigues différentes basées sur une combinaison
de criteres morphologiques, immunophénotypiques)étiques et cliniques (Allioua., 2011).

Le Lymphome d’Hodgkin se produit plus frequemmemz les adolescents. Il existe deux
formes les plus fréquentes : I'HL classique, quicaeactérise par une infiltration lymphocytaire
pléomorphe de cellules géantes, les CR3aemnaladie de Hodgkin nodulaire a prédominance
lymphocytaire.

Cependant le Lymphome Non Hodgkinien est la fotenglus courante de lymphome
diagnostiqué chez les enfants entre 0-5 ans (Heawnla@011). Chez ces patients jeunes, la
distribution indique un glissement en faveur desLNidressifs, blastiques, souvent immatures, de
sorte que les NHL lymphoblastiques, Burkitt, anatipie et Lymphomes B diffus a grande
cellules sont les plus fréquents en pédiatrie (segper., 2011).

L’incidence des lymphomes n'a cessé de s’accroife, effet, durant les années 70 et 80,
'augmentation de I'incidence était de I'ordre det31% par an, elle se stabilise actuellement autou
de 10 a 20% tous les 5 ans. Ceci a permis aux lgmph d’accéder al’® rang des cancers les
plus répondus (Allioua. 2011).
Nous nous sommes fixés comme obijectifs :
» Rechercher une association entre les marqueurs dtigse | et classe Il et les lymphomes
malins chez enfants de la population Algérienne
> L'intérét du typage HLA dans le diagnostic diffétiehdes lymphomes malins
Pour cela, nous avons effectué:
= Des préléevements sanguins sur des enfants attnkgmphome du type B c’est a dire
Hodgkinien et Non Hodgkinien et des témoins sains,
= Extraction d’ADN par la technique SALTING OUT,
» Typage HLA par la technique de biologie moléculaingolymerase chain reaction-
Sequence Specific Primers (PCR-SSP).
= Comparaison des fréguences des différents margjuire malades et témoins via des
tests statistiques.
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Données Bibliographiques

[I-1-1 Définition
Les lymphomes malins correspondent a uruggment hétérogéne d’entités tumorales

d’'origine lymphoide. lls se développent suite a gesliférations cancéreuses monoclonales de
cellules des lignées lymphocytaires B et T. Cedifprations sont responsables du développement
de tumeurs localisées aux organes lymphoides saceadnotamment les nceuds lymphatiques,
mais aussi aux territoires non lymphoides.
Contrairement aux lymphomes malins des adultedyteghomes des enfants sont de haut grade de
malignité, cependant, avec des chimiothérapiessites le pronostic des malades est amélioré
(Mc Brideet al., 2008).

Les lymphomes peuvent étre classés en spas-gn fonction du stade précis du blocage de la
différenciation lymphoide B ou T auquel ils corresgent (Delsoét al., 2001).
La compréhension et la classification de ces lymp®) nécessite une bonne connaissance du

développement et de la différenciation normalelideges lymphocytaires :

lI-1-2 Différenciation des LB normales

Les cellules B proviennent de la moelle ossealisu elles dérivent de progéniteurs des cellules
B : les cellules pro-B (HLA-DR+). Sous I'action dacteur de transcription PAX5, elles évoluent
en cellules pré-B, définies par I'apparition deemiers marqueurs B: molécules CD19 et
CD79a/m b-1 ('un des marqueurs B les plus prégockss’y associe par la suite d’autres
marqueurs des cellules B, les antigenes CD22 etOC#térieurement, les cellules pré-B
expriment I'antigene CALLA, dit CD10. L'apparitiode chainest cytoplasmiques, sans chaine
légere associée, marque la derniere étape defé@eati€iation des cellules pré-B dans la moelle
hématopoiétique. Les cellules pro-B et pré-B pomsedune enzyme impliquée lors des
réarrangements des genes: la TdT, trés utile agndstic des tumeurs dérivées de cellules
(lymphomes lymphoblastiques).

Les cellules vont assembler un pré-BcR puiBaR (récepteur pour I'antigene) pour devenir
matures. Aprées leur sortie de la moelle osseusdymephocytes B passent dans le sang pour aller
coloniser le tissu lymphoide périphérique. Dans dagsglions lymphatiques, les cellules B se
localisent essentiellement dans les folliculestsatpie les lymphocytes T siégent entre les folisul
et dans le cortex profond ou zone paracortical@sDes follicules lymphoides, les LB se disposent
soit & la périphérie (zone du manteau), soit adreeates follicules, dans une zone appelée centre
germinatif qui n’apparait qu’apres stimulation ggtiique. Les lymphocytes du manteau et du
centre germinatif ont un phénotype différent. Lesnmiers, petits « naifs », non stimulés, possedent
des IgS : IgM, ou IgD, divers antigénes B (CD19,20DCD22) et la molécule CD21 (récepteur
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pour la fraction C3d du complément et pour le vidiBSpstein-Barr, EBV). Chez 'homme, une
sous-population de lymphocytes B ganglionnairesimgdes antigenes normalement associés aux
LT : I'antigéne CD5. Aprés une stimulation antiggue, les lymphocytes folliculaires sont actives,
proliferent et subissent des modifications phéngtyes (figure 1). La différenciation vers la lignée
plasmocytaire est marquée par I'apparition d’lgCg;quisition de nouveaux antigénes (CD38) et
la perte de la plupart des antigenes B (CD19, CO2ZR2) (Jaffeet al., 2008).

lI-1-2-1 Modifications morphologiques des LB secongires a des stimulations antigéniques

Apres une stimulation antigénique, les pdyitsphocytes des follicules subissent une série de
transformations morphologiques, les faisant pgsaedes stades de cellules a noyaux non encochés
(centroblastes) et noyaux encochés (centrocytesite$ ces cellules aisément reconnaissables dans
un centre germinatif normal, peuvent donner nassamn des lymphomes malins, d’architecture
folliculaire ou diffuse. L'activation des celluld? folliculaires se ferait grace a l'interventionsde
cellules folliculaires dendritiques. Les cellulegives subissent une commutation de classe des
genes des Ig ainsi que des phénomenes d’hyperporutimatique liés a I'action de 'enzyme AID.
Les centroblastes se différencient a leur tour @lules a noyaux encochés : les grands et petits
centrocytes qui formeraient les LB mémoires. Pasude I'immunoblaste donne naissance aux
plasmocytes. Dans la zone marginale des folliclyesphoides, il existe une maturation T-
indépendante. En revanche, dans les centres geifsyida sélection des cellules B est sous la
dépendance de cellules T spécialisées, lymphodytmsxiliaires folliculaires (TFH) (McBride et
al., 2008).
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Figure 1: Différenciation lymphocytaire B et principaux désordres lymphoprolifératifs
(Russano de Paienal., 2009).

La transformation maligne peut survenir astées stades de maturation des cellules B. les
précurseurs B situés dans la moelle osseuse peswkintune apoptose ou donner des cellules B
naives. Elles se transforment en blastes au camgd@ntigene et peuvent donner les plasmocytes a
courte durée de vie ou entrer dans les centresigatifs. Dans le CG, les centroblastes aboutissent
a la formation de centrocytes ou subissent unetapep

Les cellules post-CG incluent les plasmocyiesongue durée de vie et les cellules B de la zone

marginale et de mémoire.

I1-2 Différenciation des LT normales

Les futurs LT, issus des cellules souchesadendelle osseuse, trouvent dans le thymus un
microenvironnement favorable a leur différenciatibans le thymus, se localisent trois populations
différentes de lymphocytes : le prothymocyte (sthdet les thymocytes intermédiaires (stade Il)
dans la zone corticale, les thymocytes maturesddstl) dans la zone médullaire. Il est
actuellement établi que ces trois populations msprtent trois stades de différenciation des LT. Les
prothymocytes et les thymocytes intermédiaires guest une activité TdT et recombinase (Rag-1,
Rag-2). Dans le cortex thymique, les prothymocytespriment que les antigenes CD2, CD7,
CD38 et I'antigene HLA-DR (stade ). Le stadesdérait marqué par la migration de la molécule
CD3 a la surface des cellules ou elle formeraitcdeerécepteur de la cellule T pour I'antigene
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(TcR) le complexe CD3/TakB, qui intervient dans la reconnaissance des argggef ce stade,
apparaitraient également les antigenes CD1a, CD8, & CD8. La maturation des thymocytes
dans la zone médullaire conduirait a la perte dad&cule CD1 et a l'individualisation (stade III)
des lymphocytes auxiliaires (CD4+) et cytotoxiq€$8+) (figure 2). Ces cellules passeraient

alors dans le sang pour aller coloniser le tissuyplyoide périphérique (Jaféeal., 2008).
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Figure 2: Différenciation lymphocytaire T et principaux désordres lymphoprolifératifs
(Russano de Paiva et al., 2009).

[I-3 Origine d’apparition des lymphomes malins
[I-3-1 Les Lymphomes Non Hodgkiniens

Les lymphomes B peuvent dériver soit de ceuB naives, n'ayant pas traversé le centre
germinatif, donnant, ainsi, le lymphome du mantede,lymphome folliculaire. La plupart des
lymphomes B diffus & grandes cellules et le lympéote Burkitt peuvent dériver des cellules
centro-folliculaires (centroblaste), ou encore dalutes post centre germinatif donnant le
lymphome des zones marginales, certains lymphomesfis a grandes cellules, le lymphome
lymphoplasmocytaire et le plasmocytome (Figure.1l).

Tandis que, les lymphomes T et NK (Figure@)vent dériver soit des cellules immatures et
donneront des lymphomes T lymphoblastigues ou awskiles T matures donneront des
lymphomes T et NK périphériques (Jadfeal., 2008).

[1-3-2 Les Lymphomes Hodgkiniens (Maladie de Hodgki)
La classification OMS 2008 distingue deux typesydgohomes de Hodgkin :
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v' Le lymphome de Hodgkin classique (environ 95 %aies ;
v' Le lymphome hodgkinien nodulaire a prédominanceplyatytaire ou paragranulome de
Poppema.

[I-3-2-1 Maladie de Hodgkin classique

C’est une hémopathie maligne, curable dansasngrand nombre de cas, est caractérisée par la
présence de cellules de Reed-Sternberg, évoluargt alae mixture hétérogene de cellules non
néoplasiques : lymphocytes, plasmocytes, polyniregaéosinophiles et histiocytes (figure 3).
Cette cellule est a la base du diagnostic du Hle-ce est d’origine lymphoide, elle présente un
aspect volumineux a noyau irrégulier bi ou multdph cytoplasme abondant avec un ou plusieurs
nucléoles (Liwet al., 2014).

Les CRS expriment des marqueurs lymphoidesCB19, CD20, CD21, CD22) plus
frequemment que des marqueurs T (CD2, CD3, CD4y Darqueurs d’activation, CD30 en
particulier, sont également exprimés. Parmi lesgoneuirs histiomonocytaires, le CD15 est souvent
exprimé. (Haluskat al., 1994). L'origine de la cellule tumorale dans la maladeeHbdgkin a été
longuement débattue, mais plusieurs travaux régediguent qu’un certain nombre de maladies de
Hodgkin se développent a partir de lymphocytesadiegghée B. Le virus EBV peut étre détecté dans
les CRS, dans une proportion tres variable de tdsné/ a aucune preuve de son rble dans la

survenue de la maladie (Laual., 2014).

lI-.3-2-2 Maladie de Hodgkin nodulaire a prédominarce lymphocytaire

La MHNPL, antérieurement appelée paragranaldemPoppema et Lennert, est une entité rare,
actuellement reconnue comme distincte du HLC etssmte 10-15% des cas. Elle correspond a un
lymphome B indolent dérivé d'une cellule B du centgerminatif et peut ressembler
morphologiquement et phénotypiquement a la MHC-RIlao lymphome a grandes cellules B riche
en lymphocytes T et/ou en histiocyteB8GCRT/H). La distinction entre ces trois pathologies rares
est difficile mais nécessaire car leur traitemeéme@r pronostic sont différents.

La MHNPL est caractérisée par une prolifératite cellules tumorales de type « pop-corn »
(CD20+ CD30- CD15- EMA+ Bcl6+) dispersées sur undf@ellulaire constitué principalement de
petits lymphocytes B agencés en nodules (&ffie, 2008).
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Figure 3: Coloration a I'hématoxyline-éosine du tissu lymphale d’'un cas de LH
montrant les cellules tumorales typiques et l'infilrat cellulaire correspondant. (H) :
cellules mononucléaires d’Hodgki(RS) cellules de Reed-Sternberg, (T) : lymphocytes T,
(E) : éosinophiles, (P) : cellules plasmatiquegHét : histiocytes (Liuet al., 2014).

[I-4 Epidémiologie des lymphomes malins
[I-4-1 Maladie de Hodgkin

Le taux d'incidence standard en Europe etEtaxs Unis d’Amérique est estimé a 2-5 cas chez
I'hnomme et 1-2 cas chez la femme pour 100 000 aatst La prédominance masculine est notée
dans toutes les études. La maladie semble pluchaz 'enfant dans ces pays. Dans les pays en
voie de développement le taux d’incidence est maaha. Il serait faible par comparaison aux pays
européens. En Algérie, le taux d’incidence natieredt estimé a 0,734 cas pour 100 000 habitants
avec une prédominance masculine pour ce qui eséxke, et une prédominance des adultes pour ce
qui de 'dge(Hamladjiet al., 2009).

[I-4-2 Les Lymphomes Non Hodgkiniens

Le taux d’incidence moyenne des NHL en Eurepewux USA est de 12-15 cas / 100.000
habitants. Le sex ratio homme/ femme est de B3 &’est ainsi que les lymphomes de I'enfant
sont a nette prédominance masculine.

Les NHL sont 5 fois plus fréquents que la mi@ade Hodgkin. La cause des NHL reste
inconnue. Cette maladie est en constante progressio Algérie, I'incidence moyenne nationale
est de 5 cas / 100.000 habitants (Hamletdi., 2009).
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lI-5 Etiopathogénie des lymphomes malins

L’étiopathogénie des lymphomes malins restmenmal connue, cependant, de récents travaux
rapportent que le développement des lymphomes pastsous la dépendance d’'un seul facteur,
mais résulte plutbét de Il'action globale de plussedacteurs : des facteurs de susceptibilité
génétique, des facteurs environnementaux, lesidéfiemunitaires et les infections virales comme
l'infection au VIH (Brusamolinaet al., 2009).

lI-6 Localisation anatomique des lymphomes malins

[I-6-1 Les lymphomes Non Hodgkiniens

La localisation anatomique du lymphome esh ldes premiers criteres a avoir été utilisé
historiguement pour la description et la clasatiin des lymphomes.

Les formes ganglionnaires ou nodales se tradudenguement par une adénopathie simple ou
multiple qui peut concerner aussi bien les nceutiphatiques superficiels que profonds.

Les formes extra-ganglionnaires ou extra-rneslalorrespondent a un envahissement tumoral
localisé primitivement hors des nceuds lymphatigimesjant la peau, le systeme digestif, le foie, la
rate, le systeme nerveux central, etc. Les symmd&soat généralement en rapport avec l'organe
atteint. Théoriquement, tous les organes peuveatieétieu d’'une prolifération tumorale lymphoide
primitive. Il est parfois difficile de distinguer llocalisation primitive. Par exemple, le foie est
rarement le siege d’'un lymphome primitif, il s’ad¢gt plus souvent d’'une localisation secondaire

découverte lors du bilan d’extension (Delarue. 2010
lI-6-2 Maladie de Hodgkin

Cette maladie représente 10% des lymphomemsndiagnostiqués. Plus de la moitié des
maladies de Hodgkin ont une localisation médiaktiaa moment de leur diagnostic. C’est le plus
fréquent des lymphomes médiastinaux. Seul 5% lsoittes au médiastin. La maladie évolue
lentement et diffuse par voie lymphatique (extemsibe proche en proche aux territoires
ganglionnaires adjacents) et/ou hématogene (agtmgtullaire, splénique et viscérale).

Les progrés thérapeutiques ont permis d’ametlie pronostic des malades. Le lymphome de
Hodgkin présente une grande sensibilité aux tratgmschimio-radiothérapiques permettant, le plus
souvent, une guérison ; il a été le premier caguéri par ces traitements.

Il s’agit de l'un des cancers les plus cueablnotamment, pour les formes localisées
(Brusamolinoet al., 2009).
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[I-7 Criteres de classification des lymphomes malis

[I-7-1 Les Lymphomes Non Hodgkiniens

La classification des NHL est basée sur les donmaesunophénotypiques, cytogénétiques et
moléculaires (classification OMS., 2008).
[I-7-1-1 Classification morphologique

La classification morphologique des lymphonreposent sur deux criteres fondamentaux,
I'histologie et les caracteres cytologiques detulsd néoplasiques. L’histologie permet de définir
I'architecture de la prolifération tumorale (Gidsettch.2009).
L’analyse cytologique repose sur un certain nondeecriteres comme la taille de la cellule, les
caractéristiques du noyau (forme et contours, trecde la chromatine, présence et aspects des
nucléoles) ainsi que du cytoplasme (abondancectésies tinctoriaux) (Brousstal.1997).
[I-7-1-2 Classification immunophénotypique

L'immunophénotypage permet de caractériserpopilation lymphoide d’apres ses marqueurs
cellulaires et de différencier les lymphomes desesguproliférations néoplasiques ganglionnaires.
Ces marqueurs de différenciation recherchés somictds grace a des anticorps monoclonaux
spécifigues mis en contact soit avec une coupeisde {I'immunhistochimie), un prélévement
cytologique (I'immunocytochimie) ou alors avec dedlules isolées dans un fluide (la cytométrie
de flux) (Brousset al.,1997; Harris, 2001 ; Craig et Foon, 2008).
[11-7-1-3 Classification cytogénétique

Cette discipline a été lancée aprés la mmsévedence d’un réarrangement génétique associé de
facon non aléatoire & une hémopathie maligne (NowelHungerford, 1960). Depuis, de
nombreuses anomalies ont pu étre reliées a dedtymgs, il s’agit pour la plupart de translocation
réciprogue, mais aussi parfois de gain ou de mErtehromosomes aboutissant a des trisomies ou
des monosomies touchant essentiellement des oremgépeuvent étre mises en évidence soit par
la réalisation d’'un caryotype ou a l'aide de mé#wdelevant de la biologie moléculaire comme
I'hybridationin situ ou PCR (Delabesse et Macintyre, 1997 ; Bachir 8djuaet al., 2009).

lI-7-2 Les Lymphomes Non Hodgkiniens de I'enfant

Les lymphomes malins non hodgkiniens repré&sgna troisieme cause du cancer de I'enfant,
apres les leucémies et les tumeurs cérébraledotmes les plus fréequentes sont le lymphome de
Burkitt (50-60%), le lymphome lymphoblastique (2598), le lymphome diffus a grandes cellules
B (10%) et le lymphome anaplasique a grandes esllul
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[1I-7-2-1 Le lymphome de Burkitt

Le lymphome de burkitt est issu de cellulesnBtures et se caractérise par une évolution
agressive. Il survient principalement entre 'age5det 9 ans et se présente sous trois variantes:
endémique, sporadique et immunodéficiente. Le lyonmd de Burkitt est principalement de type
extra-ganglionnaire, typiquement dans la régionoabdale, la moelle osseuse et le systeme
nerveux central. Au niveau morphologique, il se actérise par la présence de blastes
monomorphes et de fins nucléoles. L'immunophénopngsente le profil suivant (CD20+, CD10+,
Bcl-6+ avec Bcl-2 et TdT négatifs) (VogetsedealeR011).

Ce lymphome est caractérisé, sur le planggyiétique, par la présence du réarrangement
chromosomique impliquant lemyc. Il s’agit d’'une translocation t (8;14) (q24.1;q3Rixtaposant
le génec-myc (situé en 8g24) pres du géne des chaines lourdemuanoglobulines (situé en
14932) (Yancet al., 1992 ; Avet-Loiseast al., 2001 ; Michawset al., 2004).

lI-7-2-2 Le lymphome diffus a grandes cellules B

Les lymphomes primitifs diffus a grandes deuB sont des tumeurs agressives représentant
40% des lymphomes a cellules B. Bien qu’ils coneetmplus souvent les adultes, les lymphomes a
grandes cellules peuvent également survenir chezndénts avec une variance importante. Les
patients présentent souvent des masses tumorailgsesnou multiples de croissance rapide au
niveau des sites ganglionnaires ou extra-ganglioemaCes tumeurs sont généralement composées
d'un mélange de cellules de type centroblastiqumiunoblastique qui expriment les marqueurs
caractéristiques des cellules B : CD19, CD20 et ZBR2limmunoglobine de surface (Ferrés et
German, 2004). Les translocations chromosomiquesplles récurrentes sont t (3;14), t (8;14) et t
(14;18) touchant préférentiellement le g8&uks (Bastard etl.1994).

l1I-7-2-3 Le lymphome anaplasique a grandes celluke

Sur le plan morphologique, L'infiltration dganglions a un aspect particulier : infiltratioesd
sinus sous-capsulaires. Les cellules tumorales \sdomineuses avec un cytoplasme abondant et
clair. Le noyau est irrégulier et clair contenaatvlumineux nucléoles.

Il se caractérise par une expression constdetel’antigene CD30 et par des atteintes
ganglionnaires périphériques, intra-abdominalett ganglionnaires.
Il exprime la protéine ALK conduisant a une pré@ldtion accrue et a une apoptose amoindrie
(Vissal, 2002 ; Vogetsedest al., 2011). La translocation chromosomique la plusgdiente,
observée dans 75 a 84% des lymphomes anaplasiquasdes cellules est la t (2;5) (p23;935), qui
soumet le gene ALK au contrdle du gene de la nptiésmine IPM) (Vogetsedeet al., 2011).
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[I-7-2-4 Le lymphome lymphoblastique

Les lymphomes lymphoblastiques représenterit@n25% des cas, ils sont issus de précurseurs
immatures (lymphoblastes) des lignées cellulaires B. lIs se présentent sous forme médiastinale,
ganglionnaire ou extra-ganglionnaire. La prolifématest caractérisée par une architecture diffuse,
des cellules de taille moyenne, un cytoplasme peadant et pale, un noyau convoluté ou non, ala
chromatine finement dispersée et contenant unpsgiilnucléole, (Vogetsederal., 2011).

Sur le plan immunophénotypique, il se caractépesela présence de petits lymphocytes dans les
ganglions, les cellules B expriment des antigenesime CD10, CD19, CD22, et CD7@ssim et

al., 2005). La majorité des les lymphomes lymphoblastiquesliules B (97%) montrent un
réarrangement des génes des immunoglobulinespgueme les chaines lourdes (Igh) (>95%), les
chaines légéres kappa (30%) ou lambda (20%). (¥edetet al,. 2011).

[I-7-3 Les lymphomes de Hodgkin

La classification de la maladie de Hodgkinbsse sur la localisation anatomique et le stade
evolutif (Ferméet al., 1997).
[I-7-3-1 Classification anatomopathologique de luke-Rye (1966)

Cette classification se base sur I'aspecblugtque du tissu lymphoide. Il existe quatre fosme
de la maladie qui sont, du plus fréquent au plus ra
La forme classique sclérose nodulaire (60 a 80 #hec un épaississement de la capsule, un
parenchyme nodulaire, une fibrose ou en bandessgsilLes cellules tumorales ont un cytoplasme
abondant donnant un aspect lacunaire.
La forme a cellularité mixte (20 a 30 %) : la payidn cellulaire est abondante, formée de cellules
lymphoides, de plasmocytes, d’histiocytes, de padignires avec des amas de cellules épithéliales,
dont 'ensemble constitue un granulome. La formoke en lymphocytes<(5 %) : prolifération de
petits lymphocytes qui peut étre confondue avegratagranulome de Poppema, mais avec des CRS
typiques en immuno-histochimie (Anagnostopouia ., 2000).
La forme a déplétion lymphocytaire (< 1 %) : compes d’'une variante riche en CRS et d'une
forme avec fibrose collagéne diffuse et une démphéte lymphocytes non tumoraux (Stetral.,
2001). Actuellement les types 2 et 3 sont consgléognme des formes typiques les plus fréquentes

des maladies de Hodgkin.

[11-7-3-2 Classification d’ANN-ARBOR anatomo-clinique :
Cette classification est basée sur le stade éfdieiia maladie (figure.10.).
v/ Stade | : Atteinte d’une aire ganglionnaire susous diaphragmatique
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v' Stade Il: Atteinte de plusieurs aires gangliorgmircontigués d’'un méme coté du
diaphragme

v/ Stade lll : Atteinte de plusieurs aires ganglionemide part et d’autre du diaphragme

v' Stade IV : Atteinte d’'un ou de plusieurs organesaelymphatiques avec ou sans atteinte

ganglionnaire.

Stade | Stade 11 Stade |11 Stade IV
1 (/1 () C )
S b D G~

5 = SV - 4

N n N n

Figure 4 : Localisation anatomique des différentstades de la maladie de Hodgkin

lI- 8- Le complexe majeur d’histocompatibilité
[1-8-1 Définition

Le complexe majeur d’histocompatibilité coempu plusieurs systemes génétiques dont le
systeme HLA. La découverte de ce systeme par diegseur Jean Dausset en 1958, a permis de
comprendre les mécanismes de rejet d’'une greffegdiees survenant de fagon quasi inévitable
entre deux individus non apparentés.

Le systeme HLA est formé d'une série de getretement liés et polymorphes qui codent pour
des protéines membranaires (molécules HLA) quintixet présentent les peptides antigéniques.
Ainsi le systeme HLA a un réle capital, par le bigie hombreuses molécules, dans la réponse
immunitaire physiologique (Eliaou; 2007).

[I- 8-2 Organisation génétique du systéeme HLA

Les genes HLA classiques codent pour des migggui assurent la fonction de présentation de
I'antigéne (Ag) et I'histocompatibilité, ils sorddalisés sur le bras court du chromosome 6 (bande 6
p21.3) (Eliaou; 2007). La région HLA s’étend sueudistance d’environ 4000kb, ce qui correspond
a 1/1000 du génome humain, elle comporte troiorégi
La région de classe |: comprend 3 genes fonctisnmdits « classiques » HLA-A, HLA-B, et
HLA-C et d’autres genes non classiques HLA-E, FH@t |, elle s’étend sur quelques 2000kb de la

région télomérique.
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La région de classe Il : comprend 3 paires de géthds de classe Il dites « classiques » : HLA-
DP, HLA-DQ et HLA-DR sur une longueur d’environ IDRb de la région centromérique.

La région de classe Il : contient des genes gdenbles protéines du systeme du complément (C2,
C4 et facteur B) et pour certaines cytokines (TNft),s’étend sur une longueur d’environ 1000kb
(Figure.10.). Seuls les génes de la classe | etladelasse Il codent pour les antigénes
d’histocompatibilité (Abbes et Lichtman ; 2007).

Chromosome 6 humain
Extrémité ¢ q. p- ) Extrémité
centromeérique télomérique
lasse |l * Classe lll —#%—— Classe | —
{ op DQ DR| 21.0H/c4/Bf/C2 | BCEA [ {
1 000 2 000 3 800 kbp
Classe ll Classe |
—DP—DOADOBDQ DQ — DR — B C E A H
[N [{(TAP1.2 £\ NN N
B2 A2B1A1 [“MP2.731A1B1 B2 B3/4/5 A
+ — DMA%B ;| + -
0 500 1000 2 000 3800
1: Cytochyome P-21 hydroxylase Classe llI 7 : Heat Shock Protein (HSP)
2 : Complément C4B C“:II.]:I II 8 : Tumor Necrosis Factor o
3: Pseudqgene 9 : Tumor Necrosis Factor B
4 : Complément C4A 1234567 8 9 1011 10 : MICB génes HLA
5 : Facteur B du complément } - t t + t t t t i 11 : MICA apparentés classe |
6 : Complément C2 1 000 2 000
I Géne exprimé I] Pseudogéne (géne non exprime)

Figure 5 : Carte génétique du systeme HLA (Rhodes al., 1999).

lI- 8-3 Molécules et genes HLA classiques
II- 8-3-1 Molécules et génes HLA de classe |

Les molécules de classe | classiques songlgesprotéines transmembranaires exprimées a la
surface de la quasi-totalité des cellules nuclééEsmnmoins des variations quantitatives sont
notables. Les cellules lymphoides, les lymphocyleset B, les cellules dendritiques, les
macrophages sont parmi les plus riches en moléddedasse |, ainsi que les épithéliums et les
endothéliums vasculaires (Colombani., 1993).

Chacun des 3 genes HLA de classe | clasgigué-A, B et C) code pour une chaine lourde
alpha (de 44 a 47 KD), codée par le CMH et une soit¢ de 12 KD non codée par le CMH, qui
s'associe de maniére non covalente avec une chéjeéee dite « p2- microglobuline » pour
constituer les molécules HLA-A, B ou C respectivaime
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La chaine lourde alpha est formée d'une régioraeaiiulaire hydrophile N-terminale organisée en
3 domaines o1, o2 et a3) stabilisés par des ponts disulfures, d'une régransmembranaire
hydrophobe et d'un court segment hydrophile inytagdasmique C terminal (Figure 6).

Les génes de classe | classiques se compiséhexons séparés par 7 introns. lls se présentent
sous forme de nombreux variants alléliques quiisgénduent par leur séquence nucléotidique et
protéigue. On dénombre a I'neure actuelle 220eallal locus HLA-A, 450 alléles au locus HLA-B
et une centaine d'alléles HLA-C (Caillat-Zucman20

Ce polymorphisme de séquence est conceniné ttais zones, dites « hypervariables »,
localisées au niveau des exons 2 et 3 qui codemtlpe domaines externa$ eto2 impliqués dans
le site de fixation peptidique et dans la régiortdetact avec le TcR. En revanche le domaiet

la p2m sont tres conserves (Bigon ; 2000).

Class | MHC

Peptide-binding
’ cloft x . /‘-’nphdn
[ r
> ~

B>-
microglobulin
Transmembrane
region

(‘ Disulfide bond  ~~~-~-~-

& Ig domain : ’

Figure 6: Structure de la molécule HLA classe | clssique (Carpentier etal, 1992).

II- 8-3-2 Molécules et genesblLA classe Il classique

Ces molécules sont exprimées de maniére gsiseinte que celle de la classe I. elles sont
détectables principalement a la surface des lympbecB et des cellules monocytaires,
macrophagiques et dendritiques qui sont touteshtepae présenter des peptides antigéniques aux
lymphocytes T (CPA).

Les molécules HLA classe Il classiques appannt au trois séries notées HLA-DR, -DQ et —
DP. Ainsi, on distingue les molécules DR, DQ et &onstituées de deux chaines : une chaine
lourdeo de 23 a 34 KD et une chaine léegprde 29 a 32 KD ; codées par les genes correspandant
notés DRA et DRB, DQA et DQB, DPA et DPB, et quntg’associer pour former des diméres de
classe Il (Browret al., 1993).
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La structure tridimensionnelle d’'une molécHleA classe Il est similaire a celle d'une molécule
de classe | (figure 7). Au niveau génomique, lditeé@st un peu plus complexe car il existe, en
raison de duplication génique, de nombreux genesatant pas ou codant des chaiffles
supplémentaires dans le cas de certains haplotgpagulierement dans la sous région DR. Ainsi,
selon les individus, on distingue, au niveau d&piession membranaire, plusieurs molécules de
classe Il possibles :

Molécules DR (DRB1, DRB3 ou DRB4 ou DRB5) : ellemrespondent a I'expression des genes
DRA (codant une chainex quasiment invariable) qui s’associent avec DRBEn tres
polymorphe), ou bien les génes DRB3, DRB4 ou DRB6ilis polymorphes).

Molécules DQ : elles correspondent a I'expressiemgenes DQA1L et DQB1 des deux haplotypes.
Molécules DP : elles correspondent a I'expressies géenes DPAL1 et DPB1 de deux haplotypes
(Charronet al., 1994).

Ces molécules hybrides ajoutent encore pludidersité HLA et pourraient expliquer la
susceptibilité accrue de certains sujets a cedaimgadies comme les lymphomes malins (Khalill
etal., 1992).

Class Il MHC

Transmeoembrane
region

Disulfide bond ===~~~

Ig domain ’

Figure 7: Structure de la molécule HLA classe Il (@rpentier et Farge, 1992).

C C

[1-8-4 Fonctions des molécules HLA

Le systeme immunitaire a pour fonction de neaitre et d’éliminer les structures qui lui sont
étrangeres. Deux types moléculaires particuli@s,anticorps des lymphocytes B et le récepteur
des lymphocytes T (TcR) assurent la fonction demeaissance. Ainsi, les lymphocytes T CD4+,

une fois activés, coopérent avec les lymphocytessBonsables de la réponse humorale.
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Les molécules HLA de classe | et Il sont les itdims de la réponse T par leur capacité de
présentation des peptides antigéniques aux lympé®cy qui les reconnaitront par le TcR
spécifique (Davist al., 1988 ; Germaimt al., 1993).

lI- 8-4-1 Molécules HLA présentatrices de peptides

Les molécules HLA classe | présente desigeptendogénes aux lymphocytes T-CD8+ : les
protéines endogénes sont dégradé dans le protégsoimeselectivement transportées via des
transporteurs vers le réticulum endoplasmique aellale, ces peptides peuvent étre pris en charge
par les molécules HLA classe | pour les exprimelaasurface cellulaire. Les LT-CD8+
reconnaissent ce complexe via leur TcR ce qui abrdia destruction de la cellule (Androlwiek
al., 1994).

Les molécules HLA classe Il présente desigeptexogenes aux lymphocytes T-CD4+ : les
cellules présentatrices d’antigénes captent urgamg étranger qui sera dégradé en peptides dans
les lysosomes, en suite, ces derniers seront preharge par les molécules HLA de classe II. Une
fois ce complexe formé, il sera transféré a laa@fde la CPA. Les peptides exogénes présentés
sont reconnus par les LT-CD4+ (CressweeHl., 1996).

lI- 8-4-2 Réles des molécules HLA de classe | daita lyse « NATURAL KILLER »

Les cellules NK se définissent par leur cagagiinduire la lyse spontanée de cellules tumsrale
ou infectées par des virus. C’est de I'interventinmultiples récepteurs inhibiteurs ou activateurs
de lyse que dépend leur action (Lareeal., 1997). Dans des conditions physiologiques normales
la fonction des récepteurs inhibiteurs prédomiremp ces récepteurs certains ont pour ligands des
molécules HLA classe | non classique. Les KKrler Ig-like receptors) ont pour ligands des
molécules HLA-Qv et HLA-B, les récepteurs de type lectine commeQB®94/NKG2 se lieraient
aux molécules HLA-E (Brauet al., 1999). Certains de ces récepteurs fonctionnera@mnine des
inhibiteurs et d’autres comme des activateurs cerftarmolécule CD94/NKG2D pourrait se lier
aux molécules MICA et induire la lyse par les NKa(@doet al., 1997).

lI- 8-5 Association HLA et maladies

L'existence d’'un systéme immunogénétique pél/morphe et aux fonctions immunitaires
primordiales dans l'initiation et le contrdle da rEponse immune a encouragé tres tét des travaux
de recherche de susceptibilité a certaines affestipour rechercher un antigene ou un haplotype en
méme temps que la maladie, et si sa présenceedait du hasard ou non.

Les maladies associées au systeme HLA corambyinphomes malins sont le plus souvent le
résultat d’interaction de plusieurs génes aveddftirention de facteurs environnementaux. Mais |l
semble bien que les genes du systeme HLA jouersi ansrole majeur dans ces prédispositions
géneétiques (Tiwart al., 1985).
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[11-1- MATERIEL D’ETUDE
[1I-1-1 Patients étudiés

Il s’agit d'une étude portant sur 30 enfaaiteints de lymphomes malins dont 15 présentant des
Lymphomes Non Hodgkiniens (12 de sexe masculin-83selxe féminin) et 15 présentant la
Maladie de Hodgkin (10 de sexe masculin-05 de #&xénin), diagnostiqués au sein du Service de
Pédiatrie B du CHU de Benni Messous, Alger. L'étudemunogénétique a été effectuée au niveau
du Service d'Immunologie, unité d’Immunogénétiqie’@dnmunopathogénie de I'Institut Pasteur
d’Algérie.
L'age moyen des patients était de 11 ans, tandisI'§ge médian était entre 4 et 18 ans. L'age
moyen d'apparition de la maladie était de 7ans’&fel médian allant de 1 a 12 ans. Les
prélevements ont été effectués sur une périodendeis (du 19 Mars au 19 Juillet 2014).
[1I-1-2 Critéres de sélection des patients
Les patients, enfants, présentant un lymphomenrsalit recrutés selon les critéres suivants :

v' Le diagnostic de la maladie est confirmé par cgi@®@t/ou histologie ;

v' Tous les stades des maladies sont inclus ;

v" Tous les types de NHL ainsi que de la Maladie ddgkim sont étudiés.

Tableau | : Caractéristiqgues générales des patients

Caractéristiques Ndore n (%)
de patients
Sexe Masculin 22 73,33
Féminin 8 26,67
Stades I 9 30
I 10 33,33
1 11 36,67
vV 00 00
Types histologiques | Thoraciqué 06 20
Abdominal » NHL 07 23,33
Maxillaire 02 6,67
Sclérose nodulaire 10 33,33
Riche en lymphocytes H 02 6,67
Cellularité mixte 03 10
Déplétion lymphocytair, 00 00
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l1I-1-3 La population témoin

Elle est composée de 70 sujets sains norreqmes, ne présentant aucune maladie chronique ou
auto-immune et sans antécédents personnels digfiaxni
llI-1-4 Prélevement sanguin:

Les prélevements sanguins sont effectués esurphtients et sur la population témoin par
ponction veineuse. Le sang est prélevé sur des tdeé-10 ml en présence d’anticoagulant type
EDTA pour une extraction d’ADN.

[1I-2 ETUDE IMMUNOGENETIQUE (Annexe 1)
[1I-2-1 Extraction d’ADN par la technique « SALTING OUT »
Principe

La technique d’extraction de I'ADN utilisamés solutions salines consiste a réaliser une
déprotéinisation a haute force ionique ou « salbng ». Des sels (par exemple du NaCl) sont
ajoutés a haute concentration. Ceci entraine l@ptation des protéines, alors que I’ADN lorsqu'il
est soumis a une haute force ionique reste so(iler et al, 1988).
Mode opératoire (Annexe 2)

- Dans des tubes Falcon, nous avons appliqué leqmietd’extraction d’ADN suivant :

Apres prélevement de 5 a 10 ml de sang dans uncwitenant I'anticoagulant EDTA, transférer
dans un tube falcon de 50 ml.

- Ajouter la solution de lyse des globules rougesRB(TE 10/10), en complétant le volume
jusqu’a 50 ml et mélanger délicatement. Mettre Wleet a -20°C tout en agitant toutes les 5
minutes.

- Apres Centrifugation a 4000 tours/min pendant 2(wutds, €liminer le surnageant et
ajouter encore une fois du SLR afin d’assurer wrenb lyse des globules rouges.

- Réaliser une autre centrifugation a 4000 tours/pendant 20 minutes, éliminer le
surnageant et ajouter 9 ml de solution de lysegttgsules blancs (SLB) (TE 10/5), 80de
protéinase K (20d/ml) et 600ul de SDS 10%.

- Homogénéiser le contenu des tubes aprés une immultBune nuit a 37°C sous agitation,
ajouter 5 ml de NaCl 6M, agiter (vortex) pour olitam aspect laiteux puis centrifuger a
8000 tours/min pendant 15 minutes.

- Récupérer le surnageant contenant la méduse d’A@dis un tube falcon de 50 ml et
ajouter le méme volume d’éthanol absolu glaciat esuretournant (ou vortex) le tube pour
faire apparaitre la méduse.
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- A l'aide d'une pipette pasteur, récupérer la médpgis transférer délicatement dans un
tube Eppendorf contenant 1 ml d’éthanol 70%. Hifectrois lavages a l'aide de I'éthanol
70% pour éliminer les sels de la méduse.
- Sécher les tubes de I'éthanol a I'air libre pussdudre 'ADN dans 20QI ou plus de TE
10/1
l11-2-2 Dosage et contrdle de la qualité de 'ADN
[11-2-2-1 Dosage de 'ADN
Principe
L’évaluation de la concentration et de la péide 'ADN est réalisée par Spectrophotométrie; en
effet, les bases puriques et pyrimidiques absoroerement dans I'UV a 260 nm. Une unité de DO
a 260 nm correspond a une concentration d’ADN doubiin de 50ug/ml. L’éventuelle
contamination protéique peut étre appréciée parsawende lecture de DO a 280 nm dans la
mesure ou les protéines absorbent a ces deux MOADN pur doit présenter un rapport DO
260/280 compris entre 1,8 et 2,0.

[11-2-2-2 Contréle de la qualité d’ADN par électrophorese
Principe

L’électrophorése sur gel d’agarose (pH = 8&®t une méthode simple et efficace pour la
séparation, I'identification et la purification ditagments d’ADN. Elle consiste a faire migrer slan
un gel soumis a un champ électrigue des moléculasgées négativement. Leur distance de
migration dépend principalement de leur poids mdbiice, de la concentration d’agarose et de
I'intensité du courant appliqué.

Mode opératoire

- Préparer la cuve d’électrophorése (12/8 cm) etrmkds peignes (pour préparer les puits).

- Préparer un gel d’'agarose a 0,8 %. Mettre le mélasaug four micro-onde pendant 1 minute

et 30 secondes puis ajouter une goutte de Bromeéti@aium (BET) (0,5 pg/ml).

- Couler le gel, mettre le support et les peignes laisser polymériser pendant 15 minutes.
Les échantillons sont préparés (5 ul d’ADN génoraigti 5 pl de bleu de dépét (0,05 % bleu de
bromophénol, 60% glycérol).

- Déposer 1Qul du mélange préparé des difféerents échantilloasmisdes différents puits du

gel et faire migrer le gel dans le tampon TBE p@en@0 minutes a 100 V.

- Reévéler 'TADN par exposition du gel aux rayons UV.
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[1I-2-3 Typage HLA classe | et classe Ipar la technique PCR-SSP
Principe

La technique du typage HLA par PCR-SSP esédaur la spécificité de I'extension des
amorces au cours de la PCR plutét que sur I'hnybadad’oligosondes. Dans des conditions trés
précises de PCR, le couple d’amorces spécifiquesigiel’amplification des séquences cibles
(résultat positif), tandis que les couples d’amsragon complémentaires ne donnent pas
d’amplification (résultat négatif). Cette spédifcrepose sur le fait que le dernier nucléotid&’en
de l'amorce doit obligatoirement s’hybrider sur lb#in d’ADN complémentaire pour que
I'amplification soit positive (figure 8).

Le typage est déterminé, par conséquent, aagrésence ou I'absence du produit de PCR
visualisé sur gel d’agarose avec du BET sous UVr Rerifier l'intégrité de la réaction PCR, un
couple d’amorces de contrdle interne est integns dhaque réaction (Olerup et Zetterquist, 1992).

Il existe deux niveaux de typage : typage HleAniveau générique (faible résolution) et typage
HLA de niveau allélique (haute résolution).

Le typage de niveau générique ou de faible réswmlutionne I'équivalent du résultat obtenu par
sérologie. Les amorces utilisées reconnaissenségpsences d’ADN qui codent pour des épitopes
sérologiques et qui sont spécifiques d’'un antigdoené, et ceci en utilisant des paires de primer
spécifiqgues (Annexe 5).

Alors que le typage de niveau allélique ou de hagselution, donne I'allele exact présent sur le
chromosome de la personne a typer. Les amordeses reconnaissent des séquences d’ADN
spécifiques d'un allele donné.

Sur le plan de la nomenclature, un alléleiggaau génomique est défini comme suit :

Ou

Exemple : HIDRB1* 03 01

Motif alléliquesiBogie moléculaire)

Motif générique (Sérologie ou biologie milaire)

v
Gene étudié
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Gene A Gene A

A Al 1111 1] AAA 1l 11l] INEEaEEREAEnw INEEREAan
Primer TTTTTT T I TIrrrTIre Primer TTTYTITTTY TTTTTI T
(A) —— ) (B) ﬂT/ /

munsiSRRREN NN NARENEN (WERERAEN NN RERENEN
Amplificati No

pificafion Amplification

[ EE .-

- —

- —

e ———— IARENARRNRR NN ENARENE

Positive Reaction Neaative Reaction

Figure 8 : Principe du typage générique et alléliqe HLA par PCR-SSP
Oferup et Zetterquist, 1992).
Mode opératoire (Annexe 3 et 4)
- Pour réaliser le typage HLA classe |, la plaque RG#t utilisé que pour typer un seul
patient, elle contient 96 puits, chaque puits @mitdes amorces spécifiques des alléles de
HLA classe | (kit ONE LAMBDA).
- La plague PCR spécifique pour HLA classe Il eslisd# pour typer trois patients, elle
contient 96 puits, donc 32 puits pour chaque patien
- Agiter les ADN par vortex puis retirer les plaquiSR,
- Mélanger dans le tube 1 ml de D-mix et pl@le taq polymérase. Déposenlld’eau
distillée dans le puits controle négatif de la plagt ajouter &l du mélange au puits.
- Ajouter 111ul 'ADN (80-100 ng/ul) dans le mélange D-mix et t@gisur vortex.
- Distribuer 10ul du mélange dans chaque puits a I'exception dts pi& contréle négatif.
- Couvrir la plague PCR avec la feuille adhésivdlees doit étre parfaitement recouverte
pour éviter I'évaporation. Placer la plague danthermocycleur.
Une amorce spécifigue du géne d’hémoglobine humaindes genes des facteurs de croissances
est présente dans le puits du contréle interner jgotypage HLA-A, HLA-B HLA- DR et HLA-
DQ.
L’amplification est réalisée dans le thermocycldie. programme OL-9600 est sélectionné pour

cette amplification. Le programme de la PCR esuigant :
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Tableau Il : Programme de la PCR One Lambda.

Nombres de cycles | Etape Température (C°) Durée (sgc

1 1° Dénaturation 96 130
Hybridation 63 60

9 Dénaturation 96 10
Hybridation 63 60

20 Dénaturation 96 10
Hybridation 59 50
Elongation 72 30

Fin 4

IlI-2-4 Révélation des amplicons par migration surgel

Le contrdle de I'amplification est déterminé paeélectrophorése sur gel d'agarose.
Le protocole de la préparation du gel est le métiiséi pour controler la qualité de 'ADN, la
différence réside dans la concentration de l'agampsi est a 2%. Ce gel est préparé dans un
tampon TBE 0,5 M (Tris Acide Borique et EDTA 0,5 kN présence du BET (10mg/ml).
La distance de migration est liée a la taille ilagments amplifiés qui sont visualisés par le BET
sous lumiere UV.
[1I-2-5 Interprétation des résultats
Il s’agit de repérer les réactions positives quésentent des bandes de taille attendue.
L’amplification positive montre la présence de hdes. Une bande contréle correspondant a
I'alléle du gene de contrdle interne et une badwlgalléle HLA classe | ou classe Il amplifié.
v' L'amplification négative montre la présence uniqeeind’une seule bande du contrble
interne.
v Les réactions positives sont comparées avec ledahl'interprétation (Tableau llI).
Un résultat positif dans une réaction indique EBspnce d'au moins un des alléles répertoriés.
Tout allele donné peut étre amplifié dans plusi¢uires.
Si l'allele est présent, une réaction positive dig\avoir lieu dans toutes les réactions qui luitso

spécifiques.
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Tableau Ill : Interprétation des résultats de I'électrophorese.
Réaction positivg Réaction Négative Indéterminé
Puits ——— — ——
Controle Interne — I
Contréle Spécifique — —

Bande spécifique )

—

Bande controle |

= 4

Figure 9 : Profil électrophorétique du typage HLA dasse Il
[11-2-6 Analyse des résultats

L’analyse des résultats est déterminée par l'atili;m d’'un logiciel ONE LAMBDA et DYNAL
(FUSION).
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[11-3 Outils et tests statistiques
[1I-3-1Calcul de la fréquence phénotypique :

Le calcul de la fréquence phénotypique dideal est déterminé par rapport aux alleles
exprimés par l'ensemble des individus composamhdidillon. Cela revient a donner en
pourcentage le nombre de fois ou l'alléle est apdans I'échantillon selon la formule suivante :

F = Nombre d’alléle (1 / L’effectif (N)

[1I-3-2 Calcul de la fréquence allélique

La transmission des alléles HLA suit le madéosomique codominant. La fréquence allélique
est déterminée par comptage des sujets portanthémofype donné en tenant compte des
homozygotes qui sont comptabilisés deux fois. Glis@tpar exemple les indices W et S pour les
alleles correspondant, et WW, WS, SS pour les géest on a:

Fréquence de l'allele W wWE N/ 2N = 2R + Nws/ 2N
Fréquence de l'alléle S : Fss/r2N = 2ns+ nys /2N

[11-3-3 Calcul de la fréquence génotypique

C’est la comptabilisation des individus portangéotype en question divisé par I'effectif :

Fréquence du génotype SW est ys=ys/ N
Fréquence du génotype SS est :s& Rss/ N

11-3-4 L'Odds Ratio (OR)

L’Odds Ratio (OR) est utilisé dans les engsétde type cas/témoins marquées par
impossibilité de mesurer les risques de la maadiez les sujets exposes et les non-exposeés. Dans
ces situations, I'Odds Ratio va permettre d’estileersque relatif en utilisant le logiciel Comp&e

software, version 1.02 (Chicago, IL).

L’Odds Ratio (OR) est toujours supérieur aaghe Relatif (RR), sauf si la maladie étudiée est
rare et le Risque Relatif n’est pas trés élevé.cBaséquent, I'OR et le RR sont trés voisins. R'O
est une meilleure approximation du Risque Relati§que le Risque, dans I'un des groupes, est
faible (< 10%).
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[11-3-5 Le test du chi-carré

Le chi2 (également noté Khi2 ou X2) est un tesmfdiience statistique permettant d’évaluer s’il
existe une relation statistiquement significatim&re deux variables, ou si a I'inverse, cellesexits
indépendantes.

On le met en ceuvre pour savoir si une relation e au sein de I'échantillon étudié est valable
a I'échelle de la population totale dont est tie# échantillon. Autrement dit, le chi2 nous aide a
déterminer si une relation observée dans un édloantest généralisable a I'ensemble de la
population.

Dans notre étude, ce test a été utilisé pour aaldes différences de fréquence pour chaque facteur

de risque.
X*= N (0-C)
Avec : G
N : Effectif global
i : Laclasse i

O, : Effectif observé

C : Effectif calculé
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Résultats et Discussion

Notre travail a porté sur un effectif de [@tients atteints de lymphomes, recu au Service de
Pédiatrie B du CHU de Benni Messous, dont les éddltars de sang ont été analysés au sein du
Service d’Immunologie, unité d’Immunogénétique eanmunopathogénie, Institut Pasteur
d’Algérie, entre le 19 Mars et 19 juillet 2014, ddiage varie entre 4 et 18 ans. 70 témoins ont
egalement été inclus dans notre étude.

IV-1-1 Répartition des patients selon le sexe

Cette répartition montre une nette prédonmgramasculine 73% (22/30cas), versus 27% (8/30
cas) (Figure 10). Nos résultats sont en corrélaioec les données de la littérature. En effet les
mémes constatations ont été trouvées dans I'étiaendet .,al (2013) qui ont rapporté dans leurs
études chez 478 sujets atteints de lymphomes 6d#nétde sexe masculin et 49% étaient de sexe

féminin.

27%

® Masculin n= 22

O Féminin n =8

Figure 10 : Répartition des patients selon le sexe.

IV-1-2 Répartition des patients selon les types hogiques de la maladie
Les types histologiques les plus fréquents chepdésnts NHL sont :
v" Thoraciques (40%), Abdominal (47%) et Maxillajig%) (Figure 11).
Cependant les types histologiques les plus frégudTdz les patients HL sont :
v' Sclérose nodulaire (67%), Riche en lymphocytes (188 ellularité mixte (20%) (Figure
11).
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m Sclérose nodulaire (HL) n =10
E Riche en lymphocytes (HL) n=2

u Cellularité mixte (HL) n =3
m Thoracique (NHL) n=6

®m Abdominal (NHL) n=7

= Maxillaire (NHL) n=2

<

Figure 11 : Répartition des patients (HL et NHL) séon les types histologiques.

IV-2- Résultats alléliques des polymorphismes HLA
IV-2-1 Fréquence des différents alleles HLA clasdechez les malades et les témoins

L'analyse de la distribution des alléles HLAeAB réalisée par PCR-SSP chez les malades
présentant un lymphome malin révéele que les &Bges alléliques étaient similaires a celles du
groupe de contrdle avec des valeudo.
Toutefois, seule la fréequence de l'allele HLA-B*&&it significativement plus élevée chez les
patients atteints de lymphome avec comme vale(ir$,67% vs 2 ,86%0R= 4,49,p = 0,03, IC
(95%) = 1,08-21,611) (Figure 12).

25
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Z 10 M Patients (2N=60)
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Alléles HLA classe | (HLA-A-B*)

Figure 12 : Fréquences des alleles HLA classe | (-A-B*) chez les malades et témoins.
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IV-2-2 Comparaison des fréquences des alléles HLAasse | chez les témoins et malades

La comparaison des fréquences du marqueur -BlL& chez les enfants atteints de lymphomes
par rapport a celles des témoins montre une dift&resignificative avec comme valeurs
respectives : (11,67% vs. 2,86@R= 4,49,p= 0,03, IC (95%) = 1,08-21,611) (Tableau IV) (Figur
13 et 14).

Tableau IV : Comparaison des alleles HLA-A et B chez les patients et les témoins.

Alleles Patients (2N=60) Temoins
(2N=140)

HLA- A-B* n(%) Pe OR 1.C (95%) n(%)
A*01 11(18,33) 0,803 1,2 0,488-2,826 22(15,71)
A*02 9(15) 0,641 1,37 0,498-3,537 16(11,43)
A*03 13(9,29) 0,546 1,5 0,507-4,178 |  17(8,5)
A*23 3(5) 0,672 0,62 0,107-2,464 11(7,86)
A*30 7(11,67) 0,647 1,41 0,443-4,130 12(8,57)
A*32 4(6,67) 1 1,04 0,224-3,918 9(6,43)
A*68 6(10) 0,691 1,44 0,409-4,638 10(7,14)
B*07 5(8,33) 0,559 1,73 0,412-6,617 7(5,00)
B*08 4(6,67) 0,892 1,36 0,280-5,582 |  7(5)
B*18 7(11,67) 0,03 4,49 1,08-21,611 4(2,86)
B*44 6(10) 0,961 0,86 0,262-2,479 16(11,43)
B*49 12(20) 0,09 2,25 0,878-5,646 14(10)
B*50 4(6,67) 0,892 1,36 0,280-5,582 7(5)
B*51 3(5) 0,306 0,44 0,079-1,644 15(10,71)
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Figure 13 : Fréquences des alleles HLA classe | (H:-A*) chez les malades et témoins.
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Figure 14 : Fréquences des alleles HLA classe | (A:-B*) chez les malades et témoins.
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L'odds ratio (rapport des cotes) permet detmmeen évidence et de mesurer la force
d’association des alléles HLA aux lymphomes maliNes résultats montrent qu’il existe une
différence significative du marqueur HLA-B*18 chks malades par rapport aux témoins avec
comme valeurs OR=4,49 etPc=0,03 (Figure 15). Cependant, il n'existe aucun#édince
significative pour le reste des marqueurs HLA daksanalysés au cours de notre étude, entre
témoins et malades.

Ceci nous a permis de dire que le marqueur HLA-B&tESt probablement un marqueur de

susceptibilité aux lymphomes malins.

OR=4,49 Pc=0,03
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Figure 15 : Valeur des OR des alleles HLA classgHLA-B*) chez les malades.
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IV-3 Fréquence des différents alleles HLA classe khez les témoins et malades

L’'analyse de la distribution des alleles Htlasse Il chez les témoins révele que les frégeence
les plus élevées sont celles des marqueurs: DRB¥tl DQB1*03 avec les fréquences
respectives : 21,43%, 47,86%.

La distribution des alléles HLA classe Il cHegz malades révele que les fréquences les plus

élevées sont celles des marqueurs: DRB1*03, DRB1¢0 DQB1 *02 avec les fréquences
respectives : 26,67%, 20%, 31,67% (Figure 16).
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Figure 16 : Fréguences des alleles HLA classe Il EB1* et DQB1*) chez les malades
et témoins.

IV-3-1 Comparaison des fréquences des alleles HLAasse 1l entre témoins et malades

La comparaison des fréquences des alleles 1P6RB DRB1*07 et DQB1 *02 indique quelles
sont significativement plus élevées chez les ptipar rapport aux témoins avec respectivement :
DRB1*03 (26,67% vs. 2,8690)R= 12,36,p = 1,0 10°, IC (95%) = 3,674-52,708); DRB1*07 (20%
vs. 5%, OR=6,75, p =4,0 10% IC (95%) =2,058-25,479,), DQB1*02 (31,67% vs. 4?4, OR=
21,16,p=4,4 10°, IC (95%) =5,712-115,018).
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Cependant la fréquence des alleles DRB1*13 et DQBXst significativement plus élevée chez
les témoins par rapport aux patients DRB1*13

(3,33% vs. 21,43%0R=0,13,p =2,8 10°, IC (95%) =0,014-0,532), DQB1*03 (20% vs. 47,86%,
OR=0,27,p=4,1 10*, IC (95%)= 0,122-0,579) (Tableau V) (Figure 12.8}.

Tableau V : Comparaison des alléles HLA-DRB1*, DQB%.chez les malades et témoins.

Témoins
Alleles Patients (2N=60)

(2N=140)
DRB1*et DQB1* n(%) |pc OR 1.C (95%) n(%)
DRB1*01 6(10) 0,558 1,62 0,449-5,365 09(6,43)
DRB1*03 16(26,67) | 1,010 12,36 3,674-52,708 04(2,86)
DRB1*04 7(11,67) 0,153 0,48 0,196-1,225 30(21,43)
DRB1*07 12(20) 4,0 10 6,75 2,058-25,479 05(3,57)
DRB1* 10 1(1,67) 0,786 0,46 0,010-4,232 05(3,57)
DRB1*11 4(6,67) 0,06 0,33 0,080-1,022 25(17,86)
DRB1*13 02(3,33) 2,816 0,13 0,014-0,532 30(21,43)
DRB1*14 2(3,33) 1 1,57 0,128-14,090 3(2,14)
DRB1*15 9(15) 1 0,95 0,358-2,323 22(15,71)
DRB*16 1(1,67) 1 0,58 0,012-6,001 4(2,86)
DQB1*02 19(31,67) | 4,410 21,16 5,712-115,018 3(2,14)
DQB1*03 12(20) 4,110 0,27 0,122-0,579 67(47,86)
DQB1*04 3(05) 0,937 1,42 0,213-7,572 5(3,57)
DQB1*05 11(18,33) | 0,938 0,9 0,373-2,045 28(20)
DQB1*06 15(25) 0,972 0,93 0,428-1,942 37(26,43)
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M Patients (2N=60) H Témoins (2N=140)
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Figure 17 : Fréquences des alleles HLA classe |l EB1*) chez les malades et témoins.
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Figure 18 : Fréquences des alleles HLA classe || @B1*) chez les malades et témoins.
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Pour I'odds ratio, nos résultats montrent lgexiste une différence significative des marqueurs
DRB1*03, DRB1*07, DQB1*02 chez les malades par @mppux témoins (Figures 19 et 20) avec
les valeurs respectives :

v DRB1*03: (OR=12,36,Pc=1,0 10°

v DRB1*07: (OR=6,75,Pc=4,0 10%

v DQB1*02 : (OR=21,16,Pc= 4,4 10°).

D’apres ces valeurs, nous avons constaté epienhrqueurs DRB1*03, DRB1*07, DQB1*02
sont probablement des marqueurs qui augmentetaiestue aux lymphomes malins, alors que les
marqueurs DRB1*13 et DQB1*03 conféreraient unequotion.
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Figure 19 : Valeur des OR des alleles HLA classe (DRB1*) chez les malades.
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Figure 20 : Valeur des OR des alléles HLA classe (DQB1*) chez les malades.
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IV-4 Comparaison des fréquences des alléles HLA artpatients HL et NHL
IV-4-1 Fréquence des alleles HLA classe | chez Ipatients HL et NHL

La comparaison des fréquences des alleles-AlsA B* montre que l'allele HLA-B*18 est
significativement plus élevée chez les patientg aveHL par rapport aux patients avec NHL (20%
vs. 3,33%p = 0,04,0R =7,25,IC = 0,773-344,713) (Tableau VI) (Figure 21 et 22).
Toutefois, la comparaison du reste des marqueur&-Allet B* ne montre aucune différence

significative entre les deux groupes de patients.

Tableau VI : Comparaison des fréquences des allelel A classe | chez les patients HL

et NHL
Allgles HL (2N=30) |NHL (2N=30)

HLA-A-B* |n% n% Pc OR |.C%

A*01 06(20) 05(16,67) 0,739 1,25 0,275-5,904
A*02 05(16,67) | 04(13,33) 0,718 1,3 0,247-7,319
A*03 04(13,33) | 03(10) 0,688 1,38 0,210-10,328
A*68 04(13,33) | 02(6,67) 0,389 2,15 0,278-25,380
B*07 03(10) 02(6,67) 0,559 1,73 0,412-6,617
B*18 06(20) 01(3,33) 0,04 7,25 0,773-344,713
B*44 03(10) 03(10) 1 1 0,123-8,150
B*49 07(23,33) | 05(16,67) 0,519 1,52 0,355-6,952

34




Résultats et Discussion

25

20 pc> 0,05

15 A

10 A

 HL (2N=30)

Fréquence (%)

B NHL (2N=30)

Alleles HLA classe | (HLA-A*)

Figure 21 : Fréquences des alleles HLA classe | (HA:-A*) chez les patients HL et NHL.
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Figure 22 : Fréquences des alleles HLA classe | (-B*) chez les patients HL et NHL.
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Les résultats de I'odds ratio montrent quiilsée une différence significative entre patients H
et NHL pour l'allele HLA-B18* avec comme valeuGR = 7,25,p = 0,04,I1C = 0,773-344,713
(Figure 23).

Ces valeurs nous ont permis d’associer lalldLA-B18* a la susceptibilité aux HL.

OR=7,25 pc=0,04

Odds Ratiio (OR)
O B N W b U1 O N

B*07 B*18 B*44 B*49
Alléles HLA classe | (HLA-B¥)

Figure 23 : Valeur des OR des alléles HLA classgHLA-B*) chez les patients HL et NHL.
IV-4-2 Fréquence des alléles HLA classe Il chez lpsitients HL et NHL
L'analyse de la distribution des fréquences dlleles DRB1*03 et *07 montre quelles sont
significativement plus élevées chez les patienexdVHL par rapport aux patients HL : (40% vs.

13,33%,0R = 4,33,p = 0,02, IC= 0,048-0,942) (33,33% vs. 6,67@R =7,p = 0,02, IC= 1,249—
70,340) respectivement (Tableau V) (Figure 24 ¢t 25
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Tableau V : Comparaison des alléles HLA-DRB1*, DQB4.chez les patients HL et NHL

Alleles i N
(2N=30) (2N=30)

DRB1*et DOB1* n% n% Pc OR 1.C (95%)
DRB1*01 1(3,33) 05(16,67) 0,08 0,7 0,004-1,733
DRB1*03 4(13,33) 12(40) 0,02 4,33 0,048-0,942
DRB1*04 05(16,67) 02(6,67) 0,228 2,8 0,406-31,358
DRB1*07 2(6,67) 10(33,33) 0,02 7 1,249-70,340
DRB1*11 3(10) 01(3,33) 0,301 3,22 0,273-174,879
DRB1*13 01(3,33) 01(3,33) 1 1 0,012-81,170
DRB1*14 01(3,33) 01(3,33) 1 1 0,012-81,170
DRB1*15 03(10) 06(20) 0,278 0,44 0,066-2,389
DQB1*02 08(26,67) 11(36,67) 0,405 0,63 0,179-2,149
DQB1*03 07(23,33) 09(30) 0,559 0,71 0,189-2,602
DQB1*04 01(3,33) 2(6,67) 0,554 0,48 0,008-9,877
DQB1*05 04(13,33) 07(23,33) 0,317 0,51 0,097-2,322
DQB1*06 06(20) 09(30) 0,371 0,58 0,146-2,218
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Figure 24 : Fréquences des alleles HLA classe |l EB1*) chez les patients HL et NHL.
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Figure 25 : Fréquences des alleles HLA classe || @B1*) chez les patients HL et NHL.
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Les résultats de I'odds ratio montrent qukiste une différence significative entre patients H
et NHL pour alleles DRB1*03 et DRB1*07 avec comraeurs :OR = 4,33,p = 0,02, IC =
0,048-0,9420R=7,p=0,02, IC= 1,249-70,340 respectivement (Figure 26).

Aucune différence significative n’a été observéarple reste des marqueurs HLA DRB1* et
DQB1* analysés au cours de nos travaux.

De ce fait, nous avons constaté que les al2RB1*03 et DRB1*07 seraient des marqueurs qui

augmenteraient la susceptibilité aux NHL.
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Figure 26 : Valeur des OR des alleles HLA classe (HLA-DRB1*) chez les patients HL et
NHL.
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Les lymphomes correspondent a un groupemétdérdgene d’entités tumorales d’origine
lymphoide et entrainent une hétérogénéité conditbér@n ce qui concerne les caractéristiques
morphologiques et moléculaires ainsi que I'évohutadinique de la maladie. Plusieurs facteurs
étiologiques sont impliqgués dans la pathogenéseytgshomes (Lien et Donaldson, 1999). En
raison de l'extréme polymorphisme du systéme HUAreste lI'un des meilleurs marqueurs
génétiques. En effet, une association entre legémds HLA et le lymphome a été initialement
démontrée pour des antigenes de classe |. Pliis tes conclusiongle la liaison génétique entre
une susceptibilité a un lymphome et HLA classeulune protection contre la maladie ont été
rapportés (Fogdedt al., 1998).

La présente étude est la premiere a déterr@adréquences de l'antigéne leucocytaire humain
chez les enfants Algériens atteints de lymphomeisNavons examiné 30 patients pour des alleles
HLA classe | et classe Il en utilisant la PCR-SBBur les alléles de classe |, les fréquences de
HLA-B*18 chez les patients HEtaient élevées par rapport au groupe controleef@mt, aucune
association significative n'a été observée poualgees alleles et les lymphomes malins.

Pour les alleles de classe I, les associaties plus notables de HLA sont DRB1*03 et
DRB1*07, liés a la susceptibilité aux lymphomeding et la diminution du risque observé pour
l'allele DRB1*13. De méme la présence de l'allel@E1*02 a été associé a une augmentation de la
susceptibilité aux lymphomes et DQB1*03 a été @gs@ une diminution du risque aux
lymphomes.

Ces résultats suggerent que les alléles DBBIPRB1*07 et DQB1*02 peuvent contribuer a
la susceptibilité aux lymphomes chez les enfanti gpulation Algérienne, tandis que les alléles
DRB1*13 et DQB1*03 peuvent conférer une protection.

Ces résultats sont plausibles car les ma&ctlLA classe Il sont essentiels a la réponse
immunitaire pour externaliser les pathogénes et sapliquées dans le phénomene de l'auto-
immunité, qui sont des facteurs de risque bien gsmour les lymphomes malins (Wang et Hartge,
2010).

En effet, I'implication des alleles HLA a ééparavant lié aux maladies auto-immunes, et il a
éte établi ou supposé que plusieurs de ces aflelagent également des facteurs de risque pour les
lymphomes, y compris les maladies cceliaques (DRBAtD DQB1*02), le diabéte de type 1
(DRB1*03 et DRB1*04), le lupus érythémateux disséni(DRB1*0301, HLA-B*0801) et le
syndrome de Sjogren (DRB1*03, HLA-B*0801) (De Bakkeal., 2006).

Nos résultats corroborent avec plusieurs étsdegles patients atteints de lymphomes qui ont
révélé une augmentation des fréquences de I'dié&k-B*18, tels que chez les patients Suédois
(20% vs 5%,0R = 4,76,p <0,001) (Svejgaaret al., 1975 , Hornmark-Stenstast al., 1978) et
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DRB1*07 dans la population du Ghana (33% vs 18R = 3,17,p = 0,0078) (Jonest al., 1980).
Des études similaires ont noté que les fréequeneelkaliele DRB1*03 étaient élevées chez les
patients de race blanche atteints de lymphomegpguort aux témoins (21% vs 159R = 1,5,p =
0,01) (Abdouet al., 2010). De plus, l'allele DQB1*02 était le plus déent chez les patients
Egyptiens présentant un lymphome (36,8% vs 83%- 6,3,p = 0,006) (Al-Tonbaret al., 2005).

Nos résultats corroborent avec les conchssentérieures en ce qui concerne la diminution de
la fréequence et le réle de protection de l'antighf®l3 dans les lymphomes malins. En effet,
I'association entre la diminution du risque etléé HLA-DRB1*13 a été rapporté chez les patients
Francais atteints de lymphome (21% vs 32%, OR 8,(5 0,047) (Nowalt al., 2007), chez les
patients Egyptiens (0% vs 15%, OR = 0,14, p = O(@bYonbaryet al., 2004) et chez les patients
Ameéricains (17% vs 23% OR = 0,71, p = 0,03) (Wanhg., 2010). En outre, une diminution de la
frequence a été signalée dans plusieurs autrediesmlay compris les maladies auto-immunes
(polyarthrite rhumatoide (van der Woudeal., 2010), la sclérose en plagues (Laaksoeeal .,
2002) et des maladies infectieuses (I'hépatite BnfBzaniet al., 2008, Kummeeet al., 2007,
Hohler et al., 1997) I'hnépatite C (Kuzushitet al., 1998) et le papillomavirus humain (Wang et
Hildesheim., 2003).

D’autres résultats ne corroborent pas aveoaddres, en effet, l'allele DQB1*03 était élevézh
les populations Caucasiennes, suggérant qu'il pgumio une susceptibilité, tandis que DRB1*04
était diminué, suscitant qu'il conférait une petiten. La distribution des alleles HLA-DRB1 et
DQB1 chez les patients Thailandais atteints d'omplyome a montré que les fréequences de HLA-
DRB1*15 et DRB1*09 étaient élevées, tandis queeselle DRB1*04, DRB1*08 et DRB*11
étaient réduites. D'autre part, l'incidence desledl HLA-DQB1 était similaire a celle de la
population normale (Nathalamgal., 1999).

Les différences observées dans I'associdiolantigene HLA de classe Il dans les différentes
études peuvent étre liées aux différents groupesicetes, aux types de lymphomes de chaque
étude ou aux méthodes d'analyse. Enfin, nos résutmfirment le rdle des molécules HLA dans
I'étiologie des lymphomes malins, et sont cohéremec une néecessité d’'une évaluation compléte
des variations génétiques dans la région chromapemmép21l dans I'étiologie des lymphomes
(Skibolaet al., 2009). Cette association peut étre expliquéegfail que ces génes soient situés a
proximité du locus du CMH, et sont ainsi transmistdoc en méme temps que n'importe quel
haplotype HLA chez une famille. En outre, par le dae la régulation négative de I'expression de
HLA classe | par cellule néoplasique survienneaduile développement de nombreuses autres

tumeurs humaines, y compris le lymphome (Hafest., 1985).
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Conclusion et Perspectives

Nos résultats rapportent une associagiotne les genes HLA classe | et classe Il et les
lymphomes malins chez les enfants Algériens. Emtelifs alleles HLA-B*18, DRB1*03,
DRB1*07 et DQB1*02 conferent une forte sensibitiéx lymphomes malins (HL et NHL). Le
génotype associé aux lymphomes malins chez lesaSmuns et les populations africaines, est
également significativement élevé chez les patidigeriens. La différence des fréquences peut
étre due a plusieurs facteurs : différences etl@sigonode de vie ou l'environnement.

En méme temps, il a été démontré que lekeal@PRB1*13 et DQB1*03 ont une association

négative dans les lymphomes chez la populationrfdgge avec un effet protecteur.

En perspectives, d'autres études sont némEssair un grand nombre de patients atteints de
lymphomes pour confirmer nos conclusions, car nota®ail n’est en fait qu'une premiere
exploration chez la population Algérienne. De pluse meilleure connaissance de I'implication des
alleles HLA dans le mécanisme physiopathologigue lgephomes malins pourrait servir pour le
diagnostic de la maladie, et permettrait d’amétlidee pronostic des malades en modifiant les

traitements actuels.
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Annexe 1 :

Figure 27 : Prélevement sanguin par ponction veinee.

Solutions pour les techniques de biologie molécutai:
Réactifs biologiques :

» Protéinase K (PK) : enzyme sérine protéase d'aidpactériennéTritirachium album).
(20mg/ml).

= Contrdle positif (ADN humain{Dynal).

= Tag polymérase 5U/(Bigma).

= Désoxynucléotides triphosphate (dNTP) (0,4n{Btynal).

= Couple d’amorce spécifique DRB1*@Bynal).

= Couple d’amorce spécifique DRB1*@Bynal).

= Contréle interne : amorce du gene de 'hémoglobumaaine(Dynal).

= Contréle interne : amorce des génes des facteuwrmodsanceDynal).

= dNTP 25 mM

= Marqueurs de poids moléculaire (PM) 100-1000 kDgnal et ONE lambda)

Autres réactifs :

= Agarose(Sigma)
= Bromure d’éthidium{ONE lambda).



Annhexe 2 :

Solutions nécessaire au typage HLA par PCR-SSH

Solutions d’extraction d’ADN :

Solution de lyse des globules rouges (SLR, TE10/20)

= Tris 1M pH=7,6 10ml

= EDTAO0,5M 20 ml

= H,O 1000 ml

Solution de lyse des globules blancs (SLB, TE 10/5)
= Tris1M pH=7,6 10ml

= EDTAO0,5M 10 ml

= H,O 1000 ml

TE 10/1:

= Tris 1M pH=8 10 ml

= EDTAO0,5M 2 ml

= H,O 1000 mi

Tris-HCI 1M pH=8 :

= Tris HCI 157,69 (39,40)

= H,O 1000 ml (250 ml)

Tris base 1M pH=8 :

= Tris base 121,4qg (30,280)

= H,O 1000 ml (250 ml)

EDTA 0,5M pH=8 :

= EDTA 372,24q (46,5330)

= H,O 2000 ml (250 ml)

Ajuster le pH & 8 avec du NaOH

NacCl 6M :




= naCl 360,649 (87,66Q)

= H,O 1000 ml (250 ml)

= Tris base 107,89

= Acide borique 55¢g

= EDTA disodique 5,89

= H,O 1000 ml

= TBE 10X 50 ml

= H,O 450 ml

= BET 10X 321,5 pl

= H,0 4678,5 ul

100 ml Ethanol 70% :

=  Ethanol 52,25 ml

= HyO 47,75 ml

= 10 mM Tris pH=7,6

= 1mMEDTA pH=8.

= Tris. 1M

= Acide borique 1M

= EDTAO,5M

Tris Acétate-EDTA (TAE) :

= Tris. 1M

= 200 mM Acétate




= 50 mM EDTA pH=8

SDS 10% 10% :

= SDS 10g

= H,O 100 ml

Bleu de dépbt :

= Bleu de bromophénol 0,05%

= Glycérol 60%

Annhexe 3 :

Préparation de ’ADN pour I'amplification:
* Préparer des dilutions d’ADN ;&= C V¢ avec :

- Ci: concentration d’ADN initiale donné par le spephomeétre.

- Vi:volume inconnu.
- Cf: concentration finale.
- Vf:volume final 114ul d’eau distillée.
- Vi: 11.400/concentration finale.
* Mettre un volume d’eau distillée dans un tube eppein Ce volume= 114-Vi, ensuite
rajouter Vi ADN, puis vortexer. Et enfin, prépatermélange réactionnel.
» Préparation du mélange réactionnel :
* Les tableaux ci-deessous montrent les différentsinves utilisés pour le mélange
réactionnel :
Tableau VIII : Protocole de préparation des solutions réactionnas pour le typage HLA

par PCR-SSP1AB de la classe I.

100Qu! 110l 5,6

Tableau IX : Protocole de préparation des solutions réactionnast pour le typage HLA par
PCR-SSP2L de la classe II.
dNTP mix ADN Tag polymérase

360l 39l 2l



Annexe 4 :

Matériel des techniques d’analyse
Appareillage
Notre pratique a nécessité I'utilisation de :

- Centrifugeuse de type presvac.

- Spectrophotométre (DAMON IEC/Divisio).

- Bain marie thermo staté a 37°C de type mlw W10.
- Thermocycleur (Eppendorf Master cycler).

- Cuve d'électrophorése

- Balance de typ&xtroversion IMETEC.

Matériel d’analyse

- Tubes falcon de 25 et 50 ml.

- Micropipettes a volumes variable (10, 50, 100, S@MO)ul.

- Pipette pasteur.

- Portoirs.

- Embouts jaunes et bleus.

- Plagues PCR de polycarbonate de 96 puits conté&pdfguits d’une solution d’amorce
(amorce spécifique et interne) recouverte d’huitmservées a -20°C.



Tableau X : Protocole de la micro-SSP

(1) Ajout de la Taq
polymérase et de 'ADN

(4) Electrophorese
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(5) Révélation des amplicons
sous UV

(6) Analyse des résultats




Annexe 5 :

Figure 28 : Répartition des différentes amorces danla plaque du typage HLA
classe Il (DR-DQ).

Tableau XI : Spécificités et tailles des produits de PCR des 8imer mixes utilisés pour le

typage SSP DQ a faible résolution.

Primer Mix Size of spec.PCR Size of control DQ serology
product band

1 220 pb 515 pb 5
2 220,270 pb 430 pb 6
3 205 pb 430 pb 2
4 130,145 pb 515 pb 2,3,6,8
5 220 pb 515 pb 3,7,8
6 220 pb 515 pb 2,8,9,3,4
7 135 pb 515 pb 7,8,9.3
8 210 pb 430 pb 4




Tableau XlI: Spécificités et tailles des produits d PCR des 23 primer mixes utilisés pour le

typage SSP DR a faible résolution.

Primer Mix Size of spec.PCR Size of control DQ serology
product band
9 205 pb 515 pb 1
10 195 pb 430 pb 103
11 215,260 pb 430 pb 15
12 210 pb 430 pb 16
13 220 pb 430 pb 3,17, 18,11
14 80,210 pb 430 pb 3,17,11, 13,14
15 80,210 pb 430 pb 3,18, 11, 13,14
16 100,175 pb 430 pb 4
17 205,230 pb 430 pb 7,13, 14
18 165,215,250 pb 515 pb 8,11,12,14
19 85,130,180 pb 430 pb 3,9, 11
20 205 pb 430 pb 10
21 100,170 pb 430 pb 11,3,8
22 85,105 pb 430 pb 12,8
23 210 pb 430 pb 13,8, 11, 14
24 195,210 pb 430 pb 13,8, 11, 14
25 175 pb 430 pb 3,8,13,14
26 100,140 pb 430 pb 14, 4,8, 13
27 110, 135,170 pb 515 pb 14, 3,9,11, 12,
13,15
28 110, 175,225 pb 430 pb 14, 3, 8, 11,
13, 15,16

29 230 pb 430 pb 52
30 215 pb 430 pb 53
31 175 pb 430 pb 51




