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INTRODUCTION




I. Problématique

Les Comores sont situées a lI'entrée du canal duiaMbijue, a 400 km au Nord-Ouest de
I'lle de Madagascar et a 300 km des cotes afrisa{@arte 1 p.8). L'archipel comprend
quatre iles : Grande-Comore (N'Gazidja), Mohéli @yy Anjouan (Ndzuwani) et Mayotte
(Mahoré). C'est sur Ile de la Grande-Comore tjureplantée la capitale, Moroni. Alors
gue Mayotte est une Collectivité Territoriale Fraise d’Outre-Mer, les trois autres iles
appartiennent a la République Islamique des Combeesuperficie totale du pays (Mayotte
exclue) est de 1862 KimLes Comores sont devenues membre de la Franception977 et
membre de la Ligue des Etats Arabes en 1993.

Depuis le V siécle et probablement avant, ces iles ont étpl@es par des arrivées
successives de populations de cultures différe(@mte 2 p.9). De grands groupes
“ethniques” et linguistiques (bantous, sémitiquasstronésiens, voir indo-européens) ont
apporté leur contribution au peuplement de ce gectéanalyse des données de différentes
disciplines fait considérer le canal du Mozambigamme la limite la plus Occidentale de la
pénétration Austronésienne, la limite la plus Caénde la diaspora Bantoue et la limite la
plus Boréale de I'expansion de I'lslam dans I'héhésre Sud. La population des Comores,
apparait « bantouisée » (Allibert C, 1993) parléegjues, les traditions et pour une bonne
partie par les hommes puis islamisée par les Arabesfin, elle semble encore montrer des
traces du monde austronésien. Les preuves de ffémenlis contacts sont essentiellement
archéologiques, historiques, linguistiques, socilbucelles et religieuses.

L’'analyse de la littérature ne faisant état d’awcwlonnée anthropogénétique, il nous a
semblé intéressant de rechercher si ces contaeienavaissé des traces dans le profil
génétique de cette population et dans quelles piiops.



Nous proposons donc, de décrire le profil génétideda population comorienne a partir
d’individus résidant a Marseille et d’essayer, @mparant ces données aux populations
historiquement impliquées dans le peuplement de cégion, de détecter et éventuellement

quantifier cette triple contribution (Bantoue, Aeadit Austronésienne).

La population des Comores compte un peu plus deOBD5habitants (estimation 2002).
Cette population, enracinée dans une tradition atogie ancienne, voit pres de 1/10 de ses
habitants vivre a Marseille. Or, des migrations himas nait une problématique
transfusionnelle (Issitt PD, 1994). En effet, lespyplations migrantes peuvent étre
considérées comme des populations de receveursutarisgue d’allo-immunisation, en
raison d’une forte variation du polymorphisme érgtlytaire avec la population de donneurs
de sang « habituels » du pays d’accueil. Cet agpdtétre considéré comme une véritable
pathologie du migrant directement liée a ce que Bmanard et Jacques Ruffié appellent la

« géographie des conflits immunologiques » (BerdalP66).

Les sujets originaires d’Afriqgue subsaharienne gméent des combinatoires phénotypiques
ou des phénotypes rares dans certains systemdwoesghires (RH, FY et MNS). La
transfusion de ces sujets avec des hématies deotypés courants, peut induire la
production d’anticorps, potentiellement dangerengcessitant le recours a des unités de
sang compatibles. Les incompatibilités transfusidies qui en résultent ont abouti parfois
au déces de patients par manque d’'unités de samzptNPirenne F, 2001).

Ainsi, parallelement a notre problématique anthtogigue s’est ajoutée une problématique
biomédicale liée au fait que la population étudiégrésente une importante communauté

d’'immigrés (70 000 individus) résidant a Marseille



Nous proposons donc, sur la base de criteres qubi@ogiques, dexplorer le
polymorphisme de cette population, afin de défieg frequences des phénotypes pouvant
aboutir a des difficultés transfusionnelles (diffiés de diagnostic ou d’approvisionnement

en unités compatibles).

Ces données permettront d’identifier les indivigasteurs de ces marqueurs dans le but de
les sensibiliser au don de sang et d’approvisiofmerBanque Nationale de Sangs Rares ».
Par ailleurs, l'analyse de certains alléles «rareséritables marqueurs identitaires,

complétera I'approche anthropobiologique de cetfaufation.

Afin de répondre a cette double problématique raamsis, dans un premier temps, analyser
les données linguistiques, historiques et culteseadifin de définir les populations impliquées
dans les événements historiques qui ont aboutieaplement des Comores. Ces données
nous ont permis de retenir les populations qui ranisparu les plus pertinentes pour des
analyses comparatives et de confronter nos résgététiques aux autres disciplines. Dans
un deuxiéme temps, nous avons sélectionné, paansdmble des systemes génétiques
“disponibles”, les marqueurs qui nous paraissaiéitgs et dont I'exploration était accessible
a nos différents laboratoires. Nous présenteroosr phacun d’eux, la justification de ce
choix ainsi qu’un rappel concernant les bases mtdées de leur polymorphisme. Nous
aborderons ensuite dans le chapitre « Matérielé@hbties » les modalités d’obtention et les
caractéristiques de notre échantillon, ainsi qu'padie spécifigue a chaque systéme ou
groupes de systemes étudiés. Chacune de ces partiportera, les modalités d’exploration
mises en oeuvre, les méthodes d’analyses des doehdes populations retenues pour les
analyses comparatives. Le chapitre « Résultat@septera les données obtenues qui seront
interprétées dans le chapitre « Discussion » omalse des diverses contributions
géneétiques tentera de retracer I'histoire du peneid de ce secteur. Enfin, nous définirons

les « Perspectives » qu’ouvre notre étude.
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Carte 1 : Localisation géographique de I'archiped €omores.
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II. Les parametres linguistiques, historiques et ciurels.

[1.1 Les données linquistiques.

Elles représentent le premier indice sur l'origafiécaine de la population comorienne et sur

ses contacts avec le Moyen Orient.

* Larencontre Arabo-Bantoue.

Le langage « SABAKI » apparait historiguement aucdte Orientale de I'Afrique. Il nait de
la différenciation des langues Bantoues initialgsna subi des le début du premier
millénaire les premieres influences Arabes prénigiaes. Le « SABAKI » se différencie
ultérieurement en trois branches: le « SWAHILI & g’étend sur toute la cbte Est
Africaine, le « POKOMO » qui reste restreint arileouchure du fleuve Tana en Ethiopie et
vers 850 aprés JC au fur et a mesure de « l'irisatarn », le « COMORIEN » qui est parlé
par les populations DEMBENI, les ancétres des hatstdes Comores (Vérin P, 1994).
Ainsi, les migrations parties de la cbte africairegs les Comores avaient subi la méme

influence arabe initiale que la langue et la celtBwabhilies (Vérin P, 1994).

* La marque de I'Afrique.

L’étude de la structure grammaticale du « COMORMERNe shimasiwa) le rattache a la
famille des langues Bantoues (www. Ethnologue.cfraple 1 p.12). Le « COMORIEN »
présente deux groupes de locuteurs : le groupe (Est« SHIMAORE » et le

« SHINDZAWANI ») utilisé a Mayotte et a Anjouan el groupe Ouest (le

« SHINGAZIDJA » et le « SHIMWALI ») utilisé en Grde Comore et a Mohéli (Vérin P,
1994 ; Laffon M, 1991). Toutefois, ces langues satgr-compréhensibles et présentent,
bien entendu, des similitudes avec les langues éte africaine. Le groupe Est présente
des similitudes avec le « SWAHILI » de MOMBASSAIletgroupe Ouest avec les langues
usitées au MOZAMBIQUE comme le « ESAKAJI » (Vérinl®94).
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Le « COMORIEN » est donc difféerent du « SWAHILI ta: confusion est née du fait que le
« SWAHILI » a été utilisé aux Comores dans lessaoféiciels des Sultans, jusqu’a la venue

des Francais.

* La marque de la péninsule Arabique.

De nombreux éléments linguistiques confirment pleuas les influences de la Péninsule
Arabique comme :

-> L'utilisation de la calligraphie et de I'alphalstabes pour écrire le « COMORIEN ».

- L'emprunt de prés de 30% de vocabulaire a I'Ardlzdfon M, 1991).

- L’Arabe classique, avec le Francgais, représentiargue officielle de la République

Islamique des Comores. Le Comorien étant essamntielt la langue parlée.

» Absence d'influence austronésienne sur le Comorien.

Contrairement a Madagascar, on ne retrouve pas k@arsCOMORIEN » d’empreinte
austronésienne (Laffon M 1974, 1991; Vérin P, 1994utefois, a Mayotte en plus du
Comorien et du Francais, est parlée une languegdier Austronésienne, le « KIBUSHI »,
qui présente des similarités avec la langue « SAK¥AA » de Madagascar. Cette langue
représente le témoin de linfluence du royaume OMedgache, le royaume SAKALAVA
d’Andriandahifosty, qui émergea autour de 1400 a@¥€ et qui établi une principauté a
Mayotte (Robinau C, 1966).

Les langues Malgaches et celle parlée, en partiglagotte, témoignent de linfluence
Austronésienne dans l'océan Indien. L'étude granuale les assimile aux langues
« BARITO » parlées en Indonésie au Sud Est de Boewichies de terme Javanais et
Sumatrais. La langue parlée a I'extérieur de Masegyaqui présente le plus de similarités
avec la langue Malgache semble étre le « MA'/AMYANW Sud de Bornéo dans la région
de TAMIANGLAYANG drainée par la riviere PATAI (wwvEthnologue.com) (Table 2
p.12)
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Niger-Congt
Atlantic Congo
Volta Congo

Benue Congo
Bantoid

Narrow Bantu

Central
Section G
Bena — Kinga (Tanzanie)
Gogo (Tanzanie)
Pogoro (Tanzanie)
Shambala (Tanzanie, Kénya)
Swabhili
Swahili : Tanzanie
Swalhili : Congo

Mwani : Mozambique
Makwe : Mozambique
Comorien : Comores

Shinjazidja Grande Comore

Shimwali Mohéli
Shindzawani Anjouan
Shimaore Mayotte

Table 1 : Evolution linguistique du Shimasiwa

Austronésien
Formosien (Taiwan)
Malayo Polynésien
Center Eastern
Western
Borneo

Barito

Central South (Indonésie - Kalimantan)

Central
South
Ma’Anyan (Indonésie — Kalimantan)

Bushi ou Kibushi (Madagascar — Mayotte)
Malagasy Southern

Malagasy Antankaran

Malagasy Tsimehety

Table 2 : Evolution du langage du Sakalava paN&agotte
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* Le comorien aujourd’hui.

Le statut des langues est défini tres brievemens ¢tk Constitution de 1985 : «Les langues
officielles sont le Francais et |'Arabe.» Etant w@nque la population a été fortement
islamisée depuis pres de dix siecles, c’est ladaggrite de la population, I'arabe classique,
et non la langugarlée le Comorien, qui a été choisie comme langue ficielle avec le
Francais.

Au Parlement, les députés s’expriment presque tosijen francais, rarement en comorien,

et jamais en Arabe. Les lois sont rédigées et piguees en francais seulement.

En matiére de justice, la cour et les justiciallegpriment en francais, mais le comorien est
également utilisé dans les communications oralessDes documents écrits, c’est encore
massivement le francgais, tres rarement I'arabegguiemployé. Le juge rend généralement
sa sentence en francgais, mais peut le faire eni@rdieu en comorien (en francais ensuite).

Dans les cours d’appel, il arrive que I'on parledenorien.

Dans I'administration gouvernementale, les servimesix sont fournis indifféremment en

francais ou en comorien, mais la tendance est @rifs@r le francais considéré comme la
langue de I'Etat. Les documents écrits sont géegrant rédigés en francais, mais certains
sont distribués en comorien, notamment dans ledeasmunicipalités et des organismes

reliés a la justice, a la santé et a la police.

En matiere d'éducation, la politique appliquéefesttion du niveau d’enseignement. A la
maternelle, on enseigne en comorien et en frangaisprimaire, seul le francais est
enseigné. Au secondaire, les éléves apprennent eseoonde langue I'arabe (pour lire le
Coran) et parfois I'anglais. On inculque aux ergdas rudiments de I'écriture arabe, puis on
les initie a la lecture du Coran, avant de les lianser avec les subtilités des dogmes et des

rites musulmans.
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Enfin, dans la vie économique, le francais occupee place exclusive dans les
communications écrites. Méme les produits de consation courante ne portent que des
étiquettes ou des modes d’emploi en francais.

Les médias écrits paraissent en francgais; la rditiose en francais et en comorien et la

télévision, en francais.

Au total, le francais occupe la place qu’il a tau occupé depuis la seconde moitié du
XIX € siécle: les fonctions officielles de I'Etat et laffaires. Le comorien, pour sa part,
occupe les fonctions qui lui sont dévolues depuis dizaine de siécles: la vie familiale et
les communications informelles. Quant a I'arabe sile reste strictement symbolique: on

'apprend a I'école pour pouvoir lire le Coran.
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[1.2 Les données historigues

Au contact des mondes africain, arabe et austreméls Comores et Madagascar offrent
une exceptionnelle diversité ethnique, linguistigueculturelle expliquée par I'histoire du
peuplement de ces fles. Outre I'étude linguisticaoe analyse repose sur la confrontation
des données archéologiques, sur la réinterprétdésriextes anciens comme le « Périple de
la Mer Erythrée » ou les « Merveilles de I'Indesans oublier les données relevant de la
tradition orale conservée dans des grandes fanaitiesne celles d’Anjouan (Al Mandra, Al
Mosela) dont d’éminents notables sont encore capatié donner une version de cette
histoire ancienne. Certaines de ces versions éntr&tuites, comme celle de Said Ahmed,
ancien Cadi d’Anjouan, ou de Said Ali Amir (Robin@u1966).
L’histoire du peuplement de I'archipel des Comomsnme celle de Madagascar, ne peut
étre séparée de celle de I'ensemble de I'Océarernndil au moins trois éléments ont
interfére :
e L’arrivée sur la c6te orientale de I'Afrique de pigitions Bantoues métallurgistes (carte
3 p.16).
* L’expansion des commergants Moyen Orientaux islasscsur le littoral Africain (carte
4 p.17).
» La présence, dans la région de I'Océan Indien @otad, de communautés

Austronésiennes.
C’est a Neville Chittick (Chittick N, 1965) que hodoit la meilleure analyse de ces

influences arabo-africaines qui vont donner dangn@mier temps naissance aux cultures

swabhilies de la c6te africaine puis comorienne desdes.
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11.2.1. Début du 1° millénaire : Etablissement des sociétés Swabhilissr la cote orientale

de I'Afrique.

La mise en place de la société Swahilie sur laEétéAfricaine est née de la rencontre de
peuples Africains (Bantous et Couchitiques) et adagateurs en provenance du Golfe

Persique.

* Les populations Bantoues sur la cote orientale d&frique.

Elles représentent la limite Est de I'expansiontBaa qui a débuté environ 3000 ans avant
notre ere dans I'Ouest Africain, avant l'introdectide la métallurgie du fer (Hammond -
Tooke W.D, 1974). Les données génétiques, rapdartafaible taux de diversification
interne, confirment I'hypothése du caractere rédentette dispersion (Excoffier, 1987 et
1991 ; Poloni, 1997). Les données linguistiqueguneht que I'origine se situe dans la
région de la vallée de Benue, proche du centretrdletion du fer de Nok, au Sud Est du
Nigéria (région attestant de la plus grande di#etsiguistique). Cette expansion se serait
faite tout d’abord vers le Sud Ouest (a travefsi@t) puis vers I'Est a partir d’'un ou
plusieurs centres de dispersion situés dans lénbdissCongo [Les Nucleus congolais]
(Heine, 1977 ; Ehret, 1982). L’arrivée des peuastouphones sur la céte Est de I'Afrique
est a situer il y a prés de 1800 a 2000 ans (G&saliza, 1994 ; Ehret, 1999 ; Vansina,
1990). Ces populations Bantoues apparaissent catesngroupes bien distincts par rapport
aux autres populations Africaines (Afrique de Ouest Bantoue, Khoisan, Pygmeées et
Afrique de I'Est) qu’ils ont remplacé dans certaimégions et avec qui ils ont parfois établi
des échanges. A la suite de cette dispersion, dlassique de séparer les Bantous en 6
grands groupes : Nord-Ouest (NW), Centre-Ouest (GSWM)I-Ouest (SW), Nord-Est (NE),
Centre-Est (CE) et Sud-Est (SE). [Carte 5 p.19]
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* Les populations Arabes sur la cbte orientale d’Afrgue.

Dés le début du®Imillénaire de notre ére, la cote Orientale deridgde apparait comme une
dépendance totale du monde Arabe. En effet, cetirénegt tributaire de ’Ancien Monde
d’ou il recoit, or, argent et fer Est Africain, isformé en acier en Inde méridionale ouvragé
en Syrie et en Espagne avant d’étre réexporté ttarisle monde connu. De méme, les
importations de bois, de tissus et surtout d’esdaBantous Zanj) sont nécessaires a son
urbanisme et ses constructions navales. Ces eschivieains Bantous sont trés t6t, en
Basse Mésopotamie, associés a la culture de laecansucre. Leur révolte dans les
marécages du delta de 'Euphrates en 869-883 appl€sente une preuve de leur présence
dans cette région (Ottino P, 1974). Par aillednssthllation des Arabes Yéménites sur la
cote Africaine est signalée par le Périple de ker Erythrée dés I€”Isiécle (Freeman —
Grenville GSP, 1966). Dés le®\giecle, aprés I'occupation du Yémen par les Efhitp
d’Axum, les Arabes de la Péninsule Arabique (Omambie Saoudite), de I'lrak et des
provinces Iraniennes du Golfe Persique vont maint@endant plusieurs siecles le
monopole dans cette partie de I'Océan Indien. fisnglent Pate et Kilwa (Cerulli E, 1957).
Par la suite, apres les prédications du prophete,ekpéditions de 658-705 ap JC sur
'Oman, considéré comme paien par I&€ Galife des Omayades, vont grossir les
communautés déja installées en Afrique Orientalantkvan R, 1969) (Hourani GF, 1963).

» Etablissement des sociétés swahilies sur la cOteemtale de I'Afrique.

Ces arabes non musulmans d’abord puis musulmagsaires de I'Asie du Sud Ouest, se
sont donc installés sur la cote orientale d’Afriqeiese sont métissés avec les groupes
environnants Bantous ou Couchitiques. lls ont dtuést avec une langue particuliére, le
swahili (Prins A.H.J, 1961), une culture originfdetement influencée par les croyances, les

rites, les coutumes et par la suite, I'organisatier’Islam.
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1.2.2. Entre les \V° et VII® siécles : le premier peuplement des Comores et de

Madagascar.

On ne sait pas exactement a quelle époque lepitesommencé a étre habitées. Neville
Chittick estime que le premier document a prendrec@mpte est «le Périple de la Mer
Erythrée », texte d’un marchand grec d’Alexandiielll® siécle. Ce document, qui décrit
notamment la navigation et le commerce le long alecdte orientale de I'Afrique, ne
mentionne jamais les Comores. Aucune preuve n'sgtodible aujourd’hui pour attester
d’'une éventuelle occupation des iles du canal daavibique en des temps si reculés. Pour
Said Ahmed (Robinau C, 1966) les premiers habitdessComores étaient des Africains de
la c6te du Mozambique abandonnés par les navigafeabes a I'occasion de la traite des
esclaves a laquelle ils se livraient dans cettéegpele I'Océan Indien. En effet, les négriers
Arabes achetaient leurs esclaves au Mozambique , pais I'occasion d'arrét
d’approvisionnement d’eau douce dans ces iledglmrquaient une partie de leur cargaison.
Il semble que l'implantation des premiers hommespewvenance de I'Afrique de I'Est
Bantoue se soit réalisée entre lee¥ le VIF siécle (Vérin P, 1994) durant une période pré-
islamique, comme l'indiquent un certain nombre égénts :

« Les “chroniques de Pate” rappellent que dés I€ SBcle, les OMANI essaiment sur
toute la cote y compris aux Comores (Freeman-GlterGISP, 1966).

» Les fouilles archéologiques ont permis de retrouaerSud Ouest de Ngazidja une
sabliere qui contenait une sépulture ou le défuaitaété déposé en position non
islamique (Vérin P, 1994).

« La mise en évidence de restes de porcs, de lémugéerde tortues évoquant des
habitudes de consommation non autorisées parril§iéerin P, 1994)

* Les naturalistes notent des transformations dauad et de la flore de Madagascar sous
I'influence humaine estimée alf ¥iécle (Vérin P, 1971).

* Le Livre des Zen'ji rapporte que, depuis les temegsplus anciens, les Africains Zanj

accompagnent les Arabes et que leurs relationsrsstittitionnalisées (Cerulli E, 1957)
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11.2.3. Au VIII ©siécle : Mise en place d’une société plus structée, dite “DEMBENI”.

Depuis la seconde moitié du Vikiécle et jusqu’au % de gros villages se sont développés
aux Comores. Les premiers de ces établissementaihsirant été découverts a Dembeni
(Mahoré). Ce terme de Dembéni désigne alors cétieqe de mise en place des premiers
Comoriens sur I'ensemble des files, puisque les métyyges d’établissements ont été
découverts a Mro Dewa (Mwali), Sima (Ndzuani) et adhile (Ngazidja). Ainsi, une
civilisation appartenant a la famille des peupladant les langues bantoues s’est transposée
depuis le littoral de I'Afrique Orientale jusqu’aichipel pour aboutir au VIII° siecle aux
ancétres des Comoriens : les DEMBENI. Cette compesaajoritairement africaine et pré-
islamique est la source des coutumes et traditiprisse sont perpétuées dans la société
Comorienne (Direche-Slimani K, 2002 ; Vérin P, 1994

11.2.4. Entre les IX® et X® siécles : Les contacts Austronésiens.

Le commerce soutenu entre I'Afrique, le monde ArBleosan et la Mer de Chine (Ottino P,
1974) ainsi que les techniques de navigation rengixusibles des contacts anciens avec
I'Asie du Sud et I'Asie du Sud Est des 950 ap J& efet, les voies commerciales partaient
d’Afrique et de la péninsule Arabique vers I'Ingmiis d’'Inde vers le Royaume Sri Vajaya
(Sumatra) et enfin vers la Péninsule Malaisienneees la Chine (Carte 4 p.17). De méme,
les Indiens et les Arabes apparaissaient comme inesmediaires nécessaires aux

exportations de Chine vers I'Afrique (Cornevin M)9B).
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Les éléments relatifs aux contacts avec I'Asie dw8.

D’anciennes chroniques font état de I'existence niigrants indiens du Nord, les
WabDebuli, provenant de Dabohl au Sud de BombayrSkls fouilles réalisées sur la
cOte orientale de I'Afrique et du Pakistan, Chktieote une correspondance entre le nom
de ces cités qui représentaient les centres conaugries plus actifs de 'Océan Indien
et la dénomination de cette population qui s’é&tabli en plusieurs points sur la céte Est
Africaine et en particulier a Pemba et Zanzibam@te tenu des données de la tradition
orale, cet auteur estime l'arrivée des WaDibulrete VIII*-IX® siécle et le X siecle,
avant l'influence Schirazienne (Ottino P, 1974). dquaestion relative a I'atteinte des
Comores par ces peuples apres qu'ils furent chaeskscote africaine reste encore sans

réponse.

Une autre vague de migrants, appelés WaDiba, st Maldives vers la cOte Est
Africaine. Selon les “chroniques de Lamu”, les bate WaDiba arriverent sur Ille de
Kiwayu (Nord de Lamu) a la suite d’'une tempéte dinadu XV° siécle et ce avant
larrivée des Portugais (Ottino P, 1974). Ces WaDidnt introduit de nombreuses
techniques de navigation, mais rien n’est étahlidautres contacts avec la cote Est

Africaine et les Comores.

Les éléments relatifs aux contacts avec I’Asie dw8 Est.

Les états Dembéni ont été en contact avec des gtagmd Indonésiennes utilisant les

Comores comme tétes de ponts en vue de renfoeoerirhplantation a Madgascar. |l

semblerait que ces Austronésiens soient des Inmmseen provenance surtout de Bornéo

comme I'évoque I'absence de trace d’Hindouisme dansulture Malgache ainsi que les

données linguistiques.
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« En effet, on a supposé, en l'absence de toute tddm@douisme dans la culture
traditionnelle malgache, qu’ils étaient antérieut8ndhouisation de I'lndonésie, c’est-a-
dire au IIf siécle aprés Jésus-Christ. En fait, les iles dg Bava et Sumatra ont subi
'impact de I'hindouisme. Donc, si les Proto Malgas sont originaires des iles non
hindouisées de I'lndonésie ainsi qu'on I'a prétendiles Célébes (Sulawesi), Bornéo
(Kalimantan), iles de la Sonde_, leur départ desthonésie pourrait étre beaucoup plus
récent, soit aux alentours du° Xiécle de notre ére. On avance aujourd’hui que ces
premiéres circumnavigations indonésiennes, dégs l&& commerce des épices, auraient

pu commencer dés le Vilbu le 1) siécle.

 De méme, les données linguistiques de Madagasachkr Elayotte (Bushi) évoquent des
contacts avec les populations du Sud de Bornéolddahgue le Ma’Myan comporte le

plus de similitude avec les langues Malgaches (viatlmologue.com).

Ottino (Ottino P, 1974) évoque aussi, qu'entreXé=t XII° siécles des Malais indianisés
s'installent aux Comores et dans la région du NterdMadagascar, et avec eux des idées
comme les conceptions indiennes de la royauté, tdelsniques comme celles de la

production du riz de montagne et du riz de repiguagriziéres irriguées.

Les Comores n‘ont pas été épargnées par ces cantaes données archeéologiques
évoquent, en effet, des activités de métallurgiagotte (Allibert C, 1993) avec I'utilisation

de batteries de fours métallurgiques duXx® siecle dont le systéeme de ventilation a puits,
pourrait faire penser au systéeme a cylindres \arkaitilisés a Madagascar et en Indonésie.
Par ailleurs, si contrairement a Madagascar, I'dppalonésien n’a laissé aucune trace
linguistique, la culture comorienne a gardé néansiailes €léments de ces contacts

austronésiens comme la pirogue a balanciers, lareutu bétel, du cocotier, du riz, de
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larbre a pain, de la canne a sucre, du gingemluiecqgexistent avec les plantations

africaines (igname et mil) (Laffon M, 1974).

11.2.5. Entre les XI€ et XV°® siécles : Islamisation des Comores et I'influenade I'élite

Schirazienne.

Entre le XF et le X\F siécle, I'histoire des rois de Kilwa (“chronique Kilwa”) donne une

place essentielle a la venue des Schirazi (IraneBctlont elle présente I'épopée comme
'événement principal de I'histoire de la céte @tee de I'Afrique et de ses régions. |l
convient ici de faire la part entre I'influence duythe Schirazien dont sont imprégnés
aujourd’hui beaucoup de populations Africaines rtages et Comoriennes, de la realité

notamment en ce qui concerne l'origine de cette.éli

Le Mythe fondé d’apres la tradition orale.

Le Sultan de Schiraz, Ali Bin Al Hassan, avec sés@it voile vers la cote Africaine dans 7
bateaux dont chacun fit escale dans un endro#éreifit. Le Sultan débarqua aux Comores et
un de ses fils Ali a Kilwa. Ainsi, la ville de Kilavfut érigée en 975 en sultanat et les
Comores se trouvaient dans sa dépendance au m@engue Zanzibar et une partie de

Madagascar.

Les apports de I'archéologie.

S'appuyant sur les résultats des fouilles archépleg, Néville Chittick a établi que,
contrairement a leurs propres traditions, les f@zhdu Sud de la cote Orientale d'Afrique
ne viendraient pas directement du Golfe Persique dela cote autour de Mogadiscio, ville
qui, au X siécle, commence a prendre beaucoup d'importamaedevenir au début du Xl
le grand emporium d'Afriqgue de I'Est. L'expansiahigazi vers le Sud au Xlisiécle est
immédiatement marquée par le développement de Kilgua s’assure le monopole du

marché de l'or de Zimbabwe et dont l'aire d’inflae s'étend, au travers du Canal de
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Mozambique, sur les Comores et la céte Occidemtialeeptentrionale de Madagascar (Le
Bourdiec F, 1969 ; les implantations des comptarabes a Madagascar, Atlas de
Madagascar, planche 19, commentaires. Battistati\Rerin P).

Ce mythe Schirazien, issu de la tradition oralét, éiwe interprété comme un renforcement
des liens entre I'Afrique Orientale, les ComoresMoyen Orient et I'lslam et matérialisé
par des vagues successives de migrants provend&thil@z avec un détour préalable plus

ou moins long sur la cote Africaine.

Ainsi, a leur arrivée aux Comores, ces Schiraziemmsent naturellement une domination
intellectuelle, religieuse et politique aux Comasejui apparaissent en position d’infériorité
vis a vis de ces pieux musulmans qui arrivent dasds foyers religieux de I'lslam, a savoir
les « Cités Etat » d’Afrique de I'Est . C'est aingue ces bantous se convertissent
progressivement a I'lslam et l'archipel est intégné commerce swabhili entre la cote
Orientale de I'Afrique, le Proche Orient et I'OrterOn peut estimer que I'archipel est

totalement musulman a l'arrivée des portugais al 3{&cle (Vérin P, 1994).

11.2.6. Au XVI ¢ siécle : Mise en place d’une Aristocratie Schiragnne.

A partir du XVF siécle, les Arabo-Schirazi mettent en place umstcaratie Schirazienne
qui contrble les activités portuaires puis, toutneoant des alliances avec les chefs locaux
(ils n'ont pas de femme et épousent les filles de chefs), ils forment des clans qui
deviennent peu a peu des Sultanats. La sociét&gembisée en classes avec les Wakaboula
(les nobles), la classe d’hommes libres (agricuiten pécheurs) et les esclaves.

lls construisent la premiére mosquée de pierre dgdtle a Chingoni et d’Anjouan a Sima
en 1566. En Afrigue Orientale, comme aux Comores, $chirazi introduisent une
architecture développée utilisant la chaux etreecit, la charpenterie, le tissage du coton, le
calendrier solaire persan et de autres nombreuxupeo venus du Golfe Persique
(Trimingham JSP, 1964).
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11.2.7. Entre les XVII ¢ et XVIII ¢ siécles : Guerres inter-sultanats et raides Malgaes.

Au XVIII € siécle, les quatre iles sont la cible de piratedgathes poussant les sultans a

“T

rechercher une protection au prés de grandes puessaCes “lles des sultans batailleurs”

prennent a leur service des pirates européenséashdssla mer des Antilles, ouvrant ainsi
leur territoire a l'influence de mercenaires etwvéaturiers qui ne cessent de s'impliquer
dans la vie politique locale. En 1790, les piratedgaches dévastent Anjouan.

11.2.8. En 1843 débute I'histoire Francaise aux Couwres.

Voir le chapitre relatif a « L’histoire récente »age 30.

[1.3 Les données culturelles

Les données culturelles actuelles évoquent la stande de I'lslam avec des coutumes

témoignant d’'une imprégnation africaine persistante

Toute la culture comorienne est marquée par lawisiythique de I'arrivée de I'lslam et de

ses valeurs arabo-persanes. En comorien, civdisade dit “ustaarabu”, ce qui signifie

« devenir arabe ».

Toutefois, les Comores sont une nation islamiquet déslam n’a pas remplacé, mais a

imprégné des coutumes Bantoues Africaines. C’eslislam sunnite, orthodoxe, sous rite

Chafiste (imam Al Chafi mort au Caire en 820 fordatde I'une des quatre écoles sunnites)
avec de nombreuses confréries religieuses, accogendd coutumes locales d'origine

Africaine.
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La plus frappante est celle du grand mariage, égierla place de ’lhomme dans la société
Comorienne. La célébration de cette tradition coudwe, totalement différente de I'union
légale musulmane, obligatoire pour les enfantssaj@€les personnes qui en ont les moyens)
donne au mari son statut “d’homme accompli” etdacorde le droit a la parole dans les
lieux publics et le respect des anciens. C’est mnpératif social aux Comores, la
consécration absolue dans le cycle de vie d’un cemoCette tradition cloisonne la société
comorienne entre les mariés ayant le pouvoir poléj ceux qui doivent accomplir le grand
mariage et les autres. Cette coutume repose surspéeificité matriarcale d’origine
africaine. La propriété fonciére indivise apparti¢raditionnellement aux femmes d'un
méme lignage maternel et la maison du couple appard I'épouse qui I'a recue de ses
parents pour le mariage.

Cet aspect donne aux femmes une autonomie rareliea musulman, le mari étant avant
tout considéré comme un géniteur. Les maris pews@stuccéder pour une méme femme et

ils sont partagés entre les obligations de leupngréoyer et celles de leur famille maternelle.

A coté de cette dévolution matrilinéaire des drddsaciers on note d’autres éléments
“africains” comme l'importance de la vie associati@ I'intérieur de classes d’'ages ou de
guartier, la responsabilité de I'oncle maternellsarenfants de sa sceur ou I'association de la
possession du bétail au pouvoir. En effet, 'omalgternel représente la figure masculine de

référence devant prioritairement protection etstgsce a ses sceurs et ses nieces.

Au total, les impacts non génétiques de ces digerdacts peuvent étre resumés dans la
Table 3 p.29.
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AFRIQUE PENINSULE ARABIQUE INDONESIE

Langue : Langue : Langue :

Le Comorien est une langue Bantou&lphabet arabe. Absence d'impact sur la langue
Emprunt de preés de 30% des mots &omorienne.
I'Arabe. Toutefois, a Mayotte, parlé du
L'Arabe classique est la langue BUSHI, similaire aux langues
officielle avec le Francais. malgaches appartenant au Malayo-

Polynésien.

Elevage et Agriculture : Elevage et Agriculture:

Association du bétail au pouvoir. Culture du riz dans riziéres irriguées

Culture du coton, de l'igname et du et culture en terrasse.

mil. Culture du bétel, du cocotier,de la

canne a sucre et du gingembre.

Culture et traditions : Culture et traditions : Culture et traditions :
Grand Mariage. Religion musulmane. Pirogue a balancier.
Dévolution matrilinéaire des droits Monument islamique de type

fonciers. mosquée.

Importance de la vie associative.  Architecture avec chaux et ciment.
Responsabilité de I'oncle maternel Charpenterie.
sur les enfants de sa sceur. Tissage du coton.

Calendrier solaire persan.

Mythe Schirazien.

Table 3 : Contribution des différentes culturesdlansociété comorienne actuelle.
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[1.4 L’histoire récente.

La France s'intéresse aux Comores des 1810, enarmapon de la perte de I'lle Maurice
au profit de la Grande Bretagne. Elle achete Mayett 1848 & un prince malgache pour
1000 piastres. A partir de cette date, des colahsnR®nnais et Nantais s’y installent pour
cultiver la canne a sucre. Les autres iles sontiensccupées et acquierent le statut de
protectorat francais en 1886, de colonie franca&isel912 puis de TOM en 1946. Le
référendum de 1975 verra les trois iles devenid, 38, Républigue Islamique des Comores

et Mayotte demeurée collectivité territoriale fraise.

* La migration vers la France.

La migration comorienne vers la France est récettes’enracine dans une tradition
migratoire plus ancienne orientée vers les paysiv®ide l'archipel : 'Océan Indien,
I'Afriqgue de I'Est, Zanzibar, le Kenya, la TanzanMadagascar et la Réunion. Certaines
caractéristiques demeurent inchangées et, en ydatjcon observe que la Grande Comore
reste Ille d’origine d’'une grande majorité de naigts. Ainsi, la migration Comores-France
se révele plutét une migration Grande Comore-Fragae prend source dans une
organisation sociale originale fondée sur l'accasggiment de la coutume du “Grand
Mariage”. Néanmoins, des navigateurs (employéslesimavires a partir de la seconde
moitié du XIX siécle) aux migrants actuels, le nouveau profitette population en France
est faconné par le passage d’'une migration temgoredncernant des hommes seuls, a une
migration plus durable, avec l'arrivée croissants femmes et la constitution de familles.
En effet, la colonisation Francaise associée aeldppement de la marine marchande a fait
de la France, et surtout de ses villes portualitgs,des principaux lieux de passage puis de
destination de cette communauté. La migration C@noe est entretenue par le fait que
’économie comorienne reste sous perfusion de fderenigratoire. En effet, I'émigré

comorien devient un acteur économique essenteekarvie de son pays.
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Pauvre a l'origine, il devient avec I'aventure naitgrire quelqu’un de respecté et d’accompli
notamment par la possibilité de réaliser son Grsladiage au pays (Direche-Slimani K,
2002).

» La migration vers Marseille.

Depuis toujours Marseille a conservé sa capacit@tédjration et d’absorption de
nombreuses populations immigrantes. Marseille, gar situation géographique, s’est
construite au rythme des vagues migratoires ethgsdire coloniale africaine qui a déplacé
des individus qui vont lier leur destin a celuildeité phocéenne et contribuer a I'écriture de
son histoire. Les Comoriens arrivent a Marseills d840. Il s’agit de navigateurs recrutés
par les compagnies de messageries maritimes aongagnie des Indes. Ces marins
débarquéerent en migrants temporaires et pour dearsébrefs. lls représentent, en 1950,
une faible proportion de la population AfricainearPa suite, le remplacement du charbon
par le mazout a pour conséquence la diminutionede émbauche car les Comoriens
occupaient les métiers a faible niveau de quatiboa(soutiers). lls deviennent alors dockers
par défaut. Ces navigateurs sont les individus dteuwts de I'immigration Comorienne a
Marseille. Originaire dans leur majorité de la GrarComore, ils ont quitté cette ile alors
gu’elle était toujours Francaise. Des 1970, onsésgiux premiers regroupements familiaux
qui initient une migration massive durant toutesdaenées 80. Ainsi, parmi les nombreuses
populations présentes a Marseille, la communautédienne est en train de devenir l'une
des plus importantes. Dans le département des BetdirRhéne, la population
Comorienne est actuellement évaluée a prés de DOirfividus organisés selon une
structure sociale calquée sur leur systeme origieeregroupement en “villages”. Si les
échanges au sein de cette population sont couranisn est pas de méme, pour le moment,
en ce qui concerne les échanges avec les aufpesafions présentes a Marseille (Direche-
Slimani K, 2002).
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* Les patronymes

Le nom se préte particulierement a une approchedfdaiplinaire. Il s’agit d’'un élément
universel, tout individu est porteur d’'un nom qeidésigne au sein de la communauté. Mais,
il est aussi le reflet de pratiques culturellesnten ne sera pas le méme, il ne sera pas
transmis selon le méme mode et selon les diffégrtspes humains. Le passage du nom
individuel au nom de famille ne s’est pas réalisdadméme maniére selon les sociétés. En
Europe, dans de nombreux pays , le nom de famslileoe a été un « patronyme », mais
parfois un « matronyme », et parfois aussi un ca@pdu nom du pére et de celui de la
meére. Le nom, présent dans toute population higieridepuis des siecle, sous toutes les
latitudes, peut étre sujet d’étude pour le sociadnd'historien, le démographe, le généticien,
'anthropologue. Il se préte a des études qui ehan considération la dimension spatiale,
la profondeur chronologique, la dimension sociale colturelle, ou peut étre considérée
comme un marqueur biologique (Brunet G, 2001). Czsnores ont une particularité
intéressante : les noms patronymiques ne sont cegsppie d'un prénom.

La notion de nom ou de prénom n'existe pas poucdesoriens. Elle leur a été imposée.
Pour compliquer la chose, le prénom du fils ainérés souvent celui du pere, celui du cadet
de l'oncle paternel, celui du benjamin du grancepar d'un oncle maternel. Deées 1820,
pendant la colonisation des Comores, des fonctimm&rancais débarqués dans les 4 iles
ont bien tenté d'y imposer un état civil. Sans wlepsucces, étant donné la complexité des
filiations. La transmission des patronymes comarigtétant pas rigoureuse, nous n'avons

pas pu les utilisés comme marqueur biologique.
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lll. Les marqueurs génétiques utilisés.

Nous aborderons, au cours de ce chapitre, quainéspo

» L’apport de la génétique en Anthropologie.

e La notion de polymorphisme humain afin de présemterpanorama des différents
systemes disponibles et de resituer, au sein dariabilité génétique humaine, ceux que
nous aurons sélectionnés.

» Les éléments pris en compte pour la sélection yemmes étudiés dans ce travail.

e La description génétique, phénotypique, fonctiolenedt évolutive des différents

systemes retenus.

[11.1. L'apport de la génétique en Anthropologie.

Pour comprendre I'évolution de I'hnomme et sa diitéractuelle, I’Anthropologie dispose de
deux outils génétiques : I'exploration du polymdsgphe génétique humain qui fut
complétée, a partir des années 30, par les moti@tisafournies par la génétique des
populations (Modéle de Hardy Weinberg). L’explavatdu polymorphisme permet de saisir
la diversité génétique entre et a l'intérieur ddé&knts groupes humains et, compte tenu
gue I'Anthropologue d’aujourd’hui se préoccupe nsoide classer que d’expliquer la
diversité, la génétique des populations lui doresedutils de réflexion pour comprendre les
mécanismes évolutifs. Ces mécanismes sont gouveparédes parametres qui ne sont pas
tous d’ordre génétique puisque, outre la mutatiansélection ou la dérive génétique, ils
integrent les écarts a la panmixie, les migratieink taille de la population (Loi de Hardy-
Weinberg). A I'échelon de lindividu, la source @ediversité génétiquement transmissible

est la mutation dans les cellules germinales :olgnporphisme nait de la mutation et est
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entretenu, par la méiose. A I'échelle de la popatat’évolution de la diversitgénétique et

de son génome collectif dépend de I'échelle d’oketen.

La comparaison intra- ou inter-populationnelle danen effet, les clés pour cette analyse :
la diversité intra-populationnelle va diminuer sdiastion de la sélection naturelle ou de la
dérive génétique mais pourra s’accroitre en casideation dont I'impact sera d’autant plus
important que la population sera de faible effec#f contrario, la diversité inter-
populationnelle diminuera par I'existence d'un pb@ne de migration entre les
populations considérées alors que dérive généésélection I'accentueront.

Au sein d’'une population, la variabilité entre ladividus peut provenir de leur diversité
géneétique et de la diversité des milieux dans lkelsggiexpriment leurs genes. Cela nécessite
de prendre en compte la notion d’interaction « ggm@ronnement » afin de distinguer son
impact de celui qui est directement lié a I'histailes migrations humaines. Cette interaction
intégre la notion de sélection naturelle qui repnés un tri des géenes les plus adaptés aux
conditions du moment, parmi les genes disponilleaceessibles a ce phénomene. Ceci est
dirigé par une fécondité différentielle du pluseagtii augmente le nombre de descendants
porteurs des formes alléliques adéquates.

C’est un processus dynamique dans un écosystem® dqui favorise les individus qui
apparaissent les plus en adéquation avec l'interkagene-environnement ». La sélection ne
crée pas la variabilité. La variation génétiqueadsatoire par rapport a son utilité éventuelle
laguelle peut étre multiple et changeante. Il njyaa de mutation dirigée. La sélection opére
un tri parmi la variabilité existante et disponibteus contrainte du milieu.

L’approche génétiqgue d’'une population ne doit pas éterprétée isolément mais elle doit
étre confrontée aux autres disciplines dont I'’Aagmiogie représente le carrefour. L’'une de
ces approches est représentée par la linguistique.

Bien qu’il y ait une absence de lien direct eré® génes d’'une personne et sa langue, il
existe une forte corrélation entre les familleslaleggues définies par les linguistes et les
populations humaines définies par les généticieigu(e 1 p.36). En effet, les familles de

langues (Figure 2 p.37) et les populations résuttenjointement d’évenements historiques
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expliquant le fait que les évolutions génétiqueingiuistiques peuvent concorder (Ruhlen
M, 1991 ; Cavalli-Sforza L, 1994a).

La raison principale en est que les deux évolutsuigent en principe la méme histoire c’est
a dire une série de scissions. Deux populationsiganent de se séparer entament en méme
temps un processus de difféerenciation de leurssgenale leurs langues. Sans qu'il soit
nécessaire que ces deux processus aient un rytiévaudion parfaitement constant, il est
raisonnable de s’attendre, dans les deux cas, a@litféeenciation quasi proportionnelle au
temps écoulé. lls doivent donc concorder, sauf dlmas d’événements extérieurs, tels un
apport génétique (remplacement de génes) ou urgehant de langue (remplacement de
langue) imposé par des envahisseurs (Renfrew C7)1%¥Beux-ci peuvent estomper le
tableau génétique et linguistique sans toutefomdsquer completement.

Ainsi, en partant du principe que les mots évolwenin rythme bien spécifique comme le
font les génes, les linguistes proposent une chogreode I'apparition des grandes familles
linguistiques. Toutefois d’autres linguistes, sortiques sur un travail ne prenant en compte
gue I'évolution des mots qui, tous les jours, ettt sortent d’'une langue. Il conviendrait
plutdt de s’attacher aux structures phonologiquesuesyntaxiques de chaque langue qui
apportent des informations plus fiables dans leecdds études phylogéniques. C’est ce qu’'a
fait J.H.Greenber§Greenberg JH, 1963) pour faire entrevoir I'exiseed’une trés ancienne
langue ancestrale commune qui S’est ramifiée auscdas millénaires sur le continent
eurasiatique. Ainsi, les grandes subdivisions deradinguistique sont les parametres les
plus fortement corrélés aux variations génétiques g@opulations, par rapport aux
composantes spatiales (Excoffier L, 1987). Les edudonjointes genes et langues
complétées par les données archéologiques contdisa@me meilleure compréhension des
origines et de la répartition des étres humainsasplanete.

Quels sont donc «les génes» qui sont a la digpwsi des anthropologues pour
appréhender le profil génétique d’une populationComment accéder a leur diversité dont
le cumul définit la notion de polymorphisme géndiig humain et I'expression

“sanguine”, la notion de groupes sanguins chez 'iHome ?
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Figure 1 : Comparaison des arbres génétiques efadelies de langues. Les différentes couleursnissfent
les 5 continents et les couleurs a l'intérieur destinents représentent les phylums linguistiqBspres
Cavalli-Sforza L, 1994a)
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B «nhoisan B itaiic I na-Dene M Miao-vao B pravidian M chukehi ! Burushaski

. Miger-Kordofanian - Slav . Caucasian .Ausrroasiatic L Uralic Eskimo-Aleut 2 Ket

B ito-Saharan = Germanic Measque Woaic M Artaic M indo Pacific 3 Gilyak
Other

. Afro-Asiatic . Indo-European .Sino-Tibetan “Austronesian Amerind E Australian 4 Nahali

Figure 2 : Distribution géographique des familledahgues selon Ruhlen M. La répartition initiaes tangues
est représentée en haut de la figure et la repegenactuelle en bas. (D'apres Cavalli-Sforzd 994a)
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[11.2. Le polymorphisme génétique et la notion deogipes sanguins chez I'homme.

La notion de groupe sanguin est littéralement d&far deux termes qui sont « GROUPE »
et « SANGUIN ». La notion de groupe est caractérpg un ensemble d’individus ayant un
ou plusieurs caracteres en commun. Dans le cadrgrdapes sanguins ce(s) caractere(s) en
commun est (sont) exprimé(s) dans le sang. Bieendnt il convient d’entendre par
« caracteres » des spécifications qui sont géredtigat transmises.

On peut donc définir la notion de groupe sanguimmoe toute expression de la variabilité
géneétique humaine détectable dans le sang.

Cette notion extrémement vaste recouvre a priotofalité du polymorphisme humain qui
représente I'ensemble des molécules exprimant umeiabilité génétique dont
immunogénicité conditionne son champ d’applicatet sa méthodologie d’analyse.

Le polymorphisme immunogene regroupe des antigepedés par des cellules
[érythrocytaires : groupes sanguins érythrocytafféegure 3 p.39), leucocytaires : groupes
sanguins leucocytaires, plaquettaires : groupeggusas plaquettaires, toutes cellules
nucléées : groupe HLA] ou par des molécules liboems le torrent circulatoire
[immunoglobulines : marqueurs Gm (Figure 4 p.40n,Am, protéines du complément :

groupes Chiddo Rodgers].

Son exploration est basée sur la mise en ceuvrecti@itiues immunologiques : utilisation

d’anticorps ; si l'anticorps se fixe, c’est que nfmene est la et donc que lallele

correspondant est présent. Son champ d’applicati@énesse surtout le médecin puisque le
polymorphisme immunogéne s’oppose a la transfuséogreffe, la transplantation et méme
la grossesse incompatible. De méme, ces marqueuvept étre la cible du propre systeme
immunitaire de l'individu, base des pathologiesoantmunes
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Figure 3 : Les niveaux d'analyse du polymorphisrdeédgique humain avec comme exemple ici les groupes

érythrocytaires
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Chromosome 2 (Lk)

Chro mosome 22(L A) _I .-—

Allotype Km

Allotype Gm

Chromosome 14(H)

=====f== ===

Figure 4 : Bases moléculaires du polymorphismeniesunoglobulines G.

H : chaine lourde
Lk : chaine Iégére kappa
LA : chaine Iégere lambda
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Le polymorphisme non-immunogene regroupe des migggolasmatiques (haptoglobine,
alpha 2 antrypsine...) ou intra-cellulaires (phosphaomutase érythrocytaire ...).
L'absence d’immunogénicité impose le recours a deSthodes d'analyse de type
biochimiqgue basées notamment sur la propriété ataphodes protéines (iso-électro
focalisation). Son champ d’application intéresstosli le généticien, qui, en complément du

polymorphisme immunogéne, pourra définir génétigereinuin individu, ou une population.

Ces deux types de polymorphisme permettent I'apatigsla variabilité génétique humaine
par I'étude des produits des génes. Cette expboratu polymorphisme humain peut étre
complétée par une analyse directe du matériel ggméteposant sur la mise en ceuvre de
techniques de biologie moléculaire. L'étude peutcesner alors des parties codantes ou non
codantes de I’ADN.

L’analyse des parties codantes (Figure 3 p.39)t\dempléter les données de I'analyse des
produits des génes en expliquant les bases moidsutiu polymorphisme phénotypique et
en détectant des variants génétiques inaccessiltlelsservation phénotypique. L'étude des
parties non codantes de 'ADN (Figure 5 p.42), rasrosatellites par exemple, recherche
un polymorphisme de répétition de séquences deéotides transmis selon les lois
mendéliennes. Ces analyses directes du matériétigéa peuvent concerner non seulement
'ADN nucléaire (autosomes et chromosome Y), maissa '’ADN mitochondrial de

transmission maternelle exclusive.
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T (GT)N;:* Individul
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(6T)!e Individu 2
(GT) 15

Individu 3

PCR

Individus = ---------- > 1 2 3

Figure 5 : Exploration des microsatellites (STRinains (Représentation haploidique). Dans la réalité
chaque individu peut étre représenté par deux Isasideest hétérozygote et une seule bande s'il est
homozygote pour le locus considéré.

AM1 et AM2 désignent les amorces spécifiques. lcueace répétée est ici constituée de deux
nucléotides ; G et T. Le nombre qui leur est affeeprésente le nombre de répétitions sur le
chromosome considéré de chaque individu.
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L’étendue de ce polymorphisme, base fondamentalecagecité adaptatrice en terme
d’évolution, avance l'idée que nous sommes, en edes jumeaux monozygotes, tous
unique et évoque le concept de « solitude biolagiguAinsi, avec quelques millilitres de
sang le biologiste sera capable d'étudier pres @esystemes génétiques distincts et de
donner la formule biologique qui caractérise chaigdéevidu. Si pour un individu donné, on
étudie chacun de ces systemes de groupes sanggues kon calcule aprés chaque systeme
étudié, la probabilité de rencontrer un autre iitlividentique, on constate, en cumulant au
fur et a mesure les différents systemes, que petteabilité s’amenuise. Au terme de la
détermination de tous les groupes sanguins du lgotmuge, des globules blancs, des
plaquettes, des protéines plasmatiques, des enzgimagobule rouges et de I'ADN, il
apparait que cet individu n’existe qu’'a un seulnegiaire sur 100 millions de milliards,
chiffre vertigineux dépassant le nombre d’individyis se sont succédés sur Terre depuis
'aube de I'hnumanité. Nous disposons donc la, contensouligne Charles Salmon, de plus
de 50 systemes’étiquettespour définir avec une précision redoutable un viddi et

démontrer que le plus banal d’entre nous est @nugtique (Salmon C, 1995).

De cette performance sont nées des applicatiomg@eétique humaine. Lors des études de
filiation, réalisées dans le cadre de procédurebcipires, les recherches de paternité
permettent de ne pas confondre le vrai pére aveautre homme, accusé a tors, pris au
hasard dans la population. De méme, comme il estilple de définir un individu, il sera

possible de définir le profil génétique d’'une patign et d’en déduire son histoire en termes
de migration, d’invasion, d’isolement ou de consanige (génétique des populations).

L’analyse de ces marqueurs a en effet engendrénsantle de connaissances sur la
génétique des populations humaines, donnant desriafions précieuses sur la variation

héréditaire dans notre espéce.
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De ces difféerences est née une problématique deamadtransfusionnelle qui est celle de
trouver des donneurs dont le sang est compatilde e®lui des receveurs. Cette recherche
de compatibilité pouvant s’avérer plus problématicen situation de transfusion « inter-

populationnelle ».

Ainsi, cette « solitude » biologique par sa cagatiscriminatoireest I'alliée du généticien

et par 'impossibilité de trouveritientique I'ennemie du transfuseur.

Nous constatons donc, au travers de ce panorama gffrent a nous une multitude de
marqueurs permettant d’accéder a l'analyse de larighilité génétique individuelle et
populationnelle. L’étude anthropogénétique d’'une alation doit donc débuter par une

sélection des marqueurs génétiques et de leur midhmgie d’exploration.
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[11.3. Bases de la sélection des marqueurs généggu

[11.3.1. Généralités.

Les criteres de sélection des systemes généticuiesndl prendre en compte I'étendue de
leur polymorphisme qui conditionne leur capacitdiféérencier les populations humaines

entre elles, la connaissance validée de leur réddé transmission génétique, I'action

eventuelle de la sélection naturelle sur certaiestce eux, la possibilité de mettre en ceuvre
des méthodes d’exploration validées et maitriséds,enfin I'existence de données

bibliographiques “exploitables” pour de nombreugepulations en vue de comparaison. |l
est bien entendu possible d'y associer de nouvsgstémes génétiques afin d’évaluer leurs

possibilités d'utilisation en Anthropologie généimy

Parmi les systémes génétiques polymorphes aucuatr@’eux, pris isolément, n’est parfait.
On peut classer globalement les systemes polymsrphequatre groupes. Le premier est
représenté par les systémes de groupes sanguitisroégyaires. Compte tenu d’un
polymorphisme moins étendu, ils peuvent apparaitoins performants que d’autres en
terme de définition génétique d’'une population. tEéais, ceux-ci ayant été les premiers a
avoir été utilisés dans cette discipline, ils regpréent une information importante aussi bien
d'un point de vue quantitatif que qualitatif ens@ de la profondeur historique des
échantillons analysés. Un deuxieme groupe de sgsté&st représenté par les systemes HLA
et Gm des Immunoglobulines. Ceux-ci allient aujthwrdune capacité discriminante plus
importante que les systémes érythrocytaires aimsidp nombreuses données disponibles
pour un grand nombre de populations mondiales.rbisiéme groupe est représenté par le
polymorphisme du chromosome Y et de I'ADMitochondrial. Tous deux sont de
transmission uni-parentale ce qui permet, par détdes mutations qui se sont accumulées
sans recombinaison, de reconstituer des phylogénegernelle et paternelle. Ces deux
systemes extrémement informatifs en Anthropogéuétiganquent encore, surtout pour le

chromosome Y, de données disponibles dans de nasdgg@opulations.
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Enfin, un dernier groupe peut étre représenté parsystéemes polymorphes, récemment
décrits ou en cours dexploration, dont l'évaluatizvis a vis des problématiques
Anthropologiques est nécessaire. L'un des exengdeseprésenté par le systeme des genes
KIR.

Quoigu’il en soit, la performance de la définitida la structure génétique d’une population
repose avant tout sur l'analyse de plusieurs syetégénétiqguement indépendants les uns
des autres. Alors que les marqueurs classiquesif@sosanguins érythrocytaires, protéines
plasmatiques.) sont étudiés depuis presque 80uantemps suffisant ne s’est pas encore
ecoulé pour permettre de recenser autant de domoéedes marqueurs d’ADN (Cavalli-
Sforza L, 1998).

Compte tenu des compétences et des capacitésalatiph de nos laboratoires, nous avons
sélectionné quatre types de polymorphisme pourigtutre échantillon Comorien. Deux
sont classiquement utilisés depuis plusieurs anege&nthropologie. Il s’agit des groupes
sanguins érythrocytaires et du systeme HLA. Sigleration moléculaire du polymorphisme
érythrocytaire a nécessité une mise au point doéalaon exploration sérologique ainsi que
I'exploration moléculaire du polymorphisme HLA casll sont réalisées en routine a 'EFS
Alpes-Méditerranée (EFS AM). Les deux autres sept@sentés par le polymorphisme des
genesKIR et celui du chromosome Y. Bien que son explorasioih de plus en plus utilisée
en Anthropologie, les techniques d’'analyse du polphisme porté par le chromosome Y
ont nécessité des mises au point en collaborati@t ain laboratoire extérieur (Unité
INSERM 491, Génétiqgue moléculaire de la spermateggnM.Mitchel) a 'TEFS AM et son
étude fait partie d’'un travail de thése plus glao@dlysant ce polymorphisme dans plusieurs
populations d’Afrique et du Moyen-Orient réalisé pxel Ducourneau. En ce qui concerne
le polymorphisme des gen&sR, son utilisation en anthropologie est tres limiééee jour
compte tenu de I'absence de description complésedalleéles. La mise au point technique,

la description de son polymorphisme dans la pojmiaComorienne et I'évaluation de sa
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capacité a étre utilisé en anthropologie génétoieté réalisés dans le cadre d’un travail de
DEA en Anthropologie (C.Frassati, 2003). Nous pgéns, en collaboration avec des

laboratoires extérieurs a notre unité, de réalisxploration des deux autres systémes
précédemment cités a savoir les marqueurs Gm qunontré de grande corrélation avec les

données linguistiques et ’ADN mitochondrial (JMdawjon - Toulouse).

Quels sont donc les éléments qui ont été pris empte pour retenir chacun d’eux ?

[11.3.2. Les systéemes de groupes sanguins érythrdeyres.

Six systemes distincts (ABO, RH, KEL, FY, JK, MN&)t été étudiés par des méthodes
immunologiques. Ces systemes ont été sélectionaés tpois raisons ; (i) leur capacite,
surtout lorsqu’ils sont cumulés, a définir difféeres populations humaines, (i) pour les
nombreuses données bibliographiques existant damaultiples populations et enfin (iii)
pour I'existence possible d’'une pression séledivecertains d’entre eux, notamment pour
le systeme Duffy (Hamblin MT, 2000, 2002). En effe# mécanisme semble impliqué dans
'apparition de variants caractéristiques de régiparticulieres comme les zones impaludées
a Plasmodium vivaxd'Afrique subsaharienne, ce qui les fait considécemme des
marqueurs pertinents pour 'étude des migrations plepulations humaines. L'analyse
sérologique nous apparait ici nécessaire pour dmsgns principales. La premiére est liée
aux données concernant les autres populationsogtiessentiellement obtenues avec cette
méthodologie, la deuxieme est basée sur la nééeksikplorer le polymorphisme du produit
du gene qui est le seul a étre accessible a umeuglie action de la sélection naturelle, nous
permettant ainsi d’aborder la signification biolpgg de ce polymorphisme. En effet, le géne
n'est en interface, avec les pressions environn@tes) que par l'intermédiaire de la
molécule qu’il code. Pour deux de ces systéemes €RHAY), les données sérologiques ont
été complétées par une exploration directe dessg@ae des méthodes de biologie
moléculaire afin de détecter des polymorphismes oaondifficilement accessibles a la

sérologie ou afin d’expliquer certains phénotypaslegiques.
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L’exploration moléculaire du locuBY a pour objectifs d’analyser le mécanisme génétique
d’'un éventuel phénotype Fy(a-b-) qui est frequemtsdes populations originaires d’Afrique
subsaharienne et de détecter des alléles diffieilerdécelables par des analyses purement
sérologiques comme l'alleleY X

L’exploration moléculaire du systeme RH concerneeleherche d’alleles “rares” du locus
RHCE et I'analyse des mécanismes génétiques aboutiaagpihénotype RHD négatif dans
ces régions. Cette exploration permettra tout d@lute répondre a I'aspect biomédical de
notre problématique puisque la présence en doutde dle certains de ces alléles peut
aboutir a des blocages transfusionnels surtoutitaatisn migratoire. Cette exploration a
aussi un objectif Anthroplogique lié a l'existenexclusive de ces alleles dans les
populations originaires d’Afrique subsahariennei@dtPirenne F, 2001) et a la possibilité
de retrouver plusieurs mécanismes génétiques imgdicdans I'expression d’'un méme
phénotype D négatif (Singleton, 2000). L'exploratides alléles rares du geRelCEest en
cours et l'analyse des bases moléculaires du ppgmoD négatif dans la population
comorienne représentera I'une de nos perspectilegloration érythrocytaire a fait I'objet
d’un article soumis a Human Biology (Annexe Artictghiaroni J, 2003). La recherche des
alleles “rares” du genRHCE a fait I'objet d’'une subvention de recherche aewar le

conseil scientifique de I'Etablissement FrancaisSdng en 2003 et sur une anneée.
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[11.3.3. Le polymorphisme du locusHLA-DRBI.

Le systeme HLA constitue l'un des systémes les miearactérisés tant au niveau
populationnel que moléculaire ou fonctionnel. L&gnhce d'un polymorphisme
extrémement étendu et de déséquilibres de liaisnstituent les principaux avantages de ce
systeme. L’étendue de son polymorphisme ainsi gee hombreuses données
bibliographiques disponibles au niveau mondial (f@Bulations) nous ont incité a analyser
le locusHLA-DRB1 Son étude dans de nombreuses populations aediailfait I'objet d’'un
travail de thése au sein de notre EtablissemenGifhrt, 2001) afin de développer une
méthodologie (basée sur la fonctionnalité de laéade et ses associations avec les
pathologies) permettant d’analyser les effets deelaction naturelle. Cette méthode permet
ainsi d’explorer I'extréme polymorphisme du systérieA en distinguant les effets de la
sélection naturelle de ceux de I'Histoire démogigpd et des migrations humaines. Ce
polymorphisme a été exploré par des méthodes degi@omoléculaire. L'exploration du
polymorphisme HLA-DRBI dans la population comorienne a fait I'objet d’amticle

actuellement soumis (M. Gibert, 2003).

[11.3.4. Le polymorphisme des géne&IR.

Les études en geénétique des populations ainsi gaeahalyses comparatives inter-
spécifiqgues ont montré que les gerdR, comme les genddLA classe | sont hautement
polymorphes. Au sein des populations humainesgéggs constituant les haplotygesR
varient d’'un point de vue quantitatif et fonctiohn&insi, certaines combinatoires géniques
sont retrouvées plus frequemment que d’autres. @dtepu de ces particularités et bien que
son polymorphisme soit toujours en cours de desenipil nous parait intéressant d’évaluer
la possibilité d’utiliser ce marqueur polymorphe &nthropogénétique et d’analyser les
résultats de son exploration au sein de la popwmaGomorienne. L'exploration de ce
polymorphisme a fait I'objet d'un mémoire de DEA dun article en cours de rédaction
(C. Frassati, 2003).
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[11.3.5. Le polymorphisme du chromosome Y.

La découverte d’un grand nombre de marqueurs sgeées sur le chromosome Y, la bonne
connaissance de sa structure et son séquencagdetanp ouvert un nouveau champ
d’investigation. L’état haploide de ce chromosoreenet d’exploiter son polymorphisme

dans les tentatives de reconstruction de structigrepopulation en dépit de données
populationnelles encore limitées. L’explorationmhlymorphisme du chromosome Y est en
cours dans le cadre d’'une these de troisieme calesée par Axel Ducourneau.

Nous présenterons, ici, uniguement des résultatspnaires.

[11.4. Description des marqueurs génétigues sélecinés.

[11.4.1. Les systemes de groupes sanguins érythraeyres.

Les groupes sanguins ont été découverts au déb(X8aiécle lorsque Landsteiner constata
gue le plasma de certains individus agglutinaihi@&maties d’autres individus. Durant les 45
annees suivantes, uniquement ceux détectés pantesrps agglutinants ont pu étre étudiés
(ABO, MNS, P). Avec le développement du test de rGio®, les découvertes des autres
antigénes vont s’enchainer pour aboutir aujourdshRv0 authentiques antigénes de groupes
sanguins regroupés en 26 systemes (Table 4 p.xbjjegtions, 13 séries 901 et 32 séries
700.
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Nom du systeme Symbole Antigéne Molécules Locus Chromose

ABO ABO 4 Carbohydrates ABO 9
MNS MNS 43 GPA/GPB GYPA/GYPB 4
P P1 1 Carbohydrates P1 22
Rh RH 46 Protéine D et Protéine CcEe = RHD / RHCE 1
Lutheran LU 18 IgSF LU 19
Kell KEL 24 Endopeptidase KEL 7
Lewis LE 6 Carbohydrates FUT3 19
Duffy FY 6 Récepteur de Chémokines FY 1
Kidd JK 3 Echangeur d'urée SLC14A1 18
Diego DI 21 Bande 3 / Echangeur d’anions SLC4AE1 17
Yt YT 2 Acéthylcholinestérase ACHE 7
Xg XG 2 Glycoprotéines XG / MIC2 XY
Scianna SC 3 Glycoprotéines SC 1
Dombrock DO 5 ADP-Ribosyl Transférase DO 12
Colton Cco 3 Aquaporin-1 AQP1 7
Landsteiner — Wiener LW 3 ICAM-4 / IgSF / CD242 LW 19
Chido/Rodgers CH/RG 9 C4A / C4B C4A / C4B 6
Hh H 1 CD173 Type 2 H FUT1 19
Kx XK 1 Protéine XK X
Gerbich GE 7 GPC/GPD GYPC 2
Cromer CROM 10 CD55 / DAF C Regulator DAF 1
Knops KN 7 CD35/ CR1 C Regulator CR1 1
Indian IN 2 CD44 CD44 11
Ok OK 1 CD147 | EMMPRIN / IgSF CD147 19
Raph RAPH 1 Glycoprotéine MER2 11
John Milton Hagen JMH 1 CDw108 / Semaphorin SEMAT7A 15

Table 4: Les systemes de groupes sanguins érytames (les systemes étudiés sont surlignés)
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[11.4.1.1. Le systeme ABO.

a) Génétique formelle.

Le locusABO, situé sur le chromosome 9, comporte trois allemsrantsA, B et O. Les
allelesA etB sont codominants. L'allél® est récessif par rapport aux allefest B. Ainsi,

on ne peut pas toujours déduire le génotype a martphénotype et le calcul des fréquences
géniques repose sur une estimation basée suml®ide Bernstein (modifiée par certains
auteurs Yasuda N, 1968) adaptée a des systemesuszeuyots alleles dont un est

« silencieux ».

b) Génétique moléculaire.

Les allelesA et B different par 7 nucléotides dont 4 sont resporesabtie la substitution de 4
acides aminés dans la séquence de la glycosyfférare (Yamamoto M, 1990a, 1990b).
L'alléle O (O") posséde une séquence identique a I'aélavec une délétion débutant au
nucléotide 261, aboutissant a une enzyme trongaése site catalytique. Les glycosyl
transférases synthétisées par ces alleles soptddsits primaires des genes (Figure 3 p.39).
Dans I'érythrocyte, de maniére synergique et séiplen ces enzymes complétent I'action
des génes du systéeme H pour aboutir a la synthéseamtigénes A et B. Si l'alleld
(systeme Hh) est défaillant, les antigenes A eteBpauvent étre synthétisés méme si les
allelesA etB sont présents. Ce phénotype, caractérisé parfioit @@ antigene H et donc en
antigenes A et B, est le phénotype Bombay domélguience en Inde de I'Ouest est estimée
a 1/6000. Compte tenu de la présence de communiagliésnes, ce type de phénotype est
aussi retrouvé a la Réunion, ou il coexiste aveauitne phénotype H déficient de type
« Réunionnais » caractérisé par un affaiblisseentalléle H (Lependu J, 1983). Ces deux

phénotypes ne semblent pas liés d’un point de ygénétique.
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c) Les aspects phénotypiques.

Le phénotype ABO est caractérisé par le type di@gne présent sur les hématies et les
anticorps naturels présents dans le plasma. Qphaé&eotypes de base sont ainsi définis. Le
phénotype A caractérisé par la présence de I'amtigk (GalNac), le phénotype B par la
présence de I'antigene B (Gal), le phénotype ABIpgrésence des deux antigenes et enfin
le phénotype O caractérisé par 'absence de cesatdigéenes.

L’étude des groupes ABO, pour des besoins trarsingils, démontra tres tét que leur
répartition variait en fonction des peuples. Aimsi, Europe, on trouve en moyenne 45% de
A, 43% de O, 9% de B et 3% de AB. L'étude de laarifon des groupes chez les Indiens
d’Amérique, révele qu’'a I'exception de certaingbus du Canada, ils sont tous de groupes
O. Deux hypotheses peuvent étre formulées pouigegl cette absence de groupe A et B
sur le continent Américain. La premiére est baséeus effet fondateur lié au fait qu’un
petit groupe d’Homo Sapiens tous de groupe O amicfri le détroit de Béring il y a 15 000
ans. La deuxieme hypothése était que la sélecturelle avait fait disparaitre les autres
groupes. Malgré tout, a I'exception des Amérindjdes fréquences des groupes ABO sont
assez constantes dans le monde et varient moimsediidroit a I'autre que d’autres génes
(Cavalli-Sforza L, 1994b).

d) Les aspects fonctionnels et évolutifs.

Les genes ABO ont été bien conservés au courgdellition (Kominato Y, 1992, Saitou N
1997). lIs présentent 95% d’homologie de séquenee &es autres Primates. De plus, les
substitutions différentielles entr& et B sont survenues avant la séparation des lignées
aboutissant a 'Homme, au Chimpanzeé, au Gorilla BEOrang-Outan (Kominato Y, 1997).
Ce polymorphisme semble donc trés ancien. De mémgeneABO de la souris présente
une organisation similaire, mais abouti a la sys¢h&une enzyme ayant une double activité
A et B transférase (Yamamoto M, 2001).

De nombreuses études ont rapporté un lien statestantre le polymorphisme ABH et la

susceptibilité aux maladies.
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D’un point de vue synthétique, les sujets de groApprésentent une susceptibilité aux
infections bactériennes, alors que ceux du groupenOinfections virales. Les cancers sont
plus fréqguemment associés aux sujets de groupesgujets authentiguement O expriment
des antigénes A sur les cellules tumorales gastggdont le but est I'élimination par les
anticorps naturels anti-A présents. Chez le sugefgtbupe A, ce mécanisme protecteur ne
peut étre mis en ceuyralors que les pathologies auto-immunes et hémiouas aux sujets
de groupe O (Henry, 2000).

Enfin, l'incompatibilité foeto-maternelle ABO pos&edne action protectrice vis a vis de
I'allo-immunisation maternelle RH1 (D) grande pooyeuse de Maladie Hémolytique du

Nouveau Né.

D’un point de vue fonctionnel, le role des antiger®BH est inconnu. De nombreuses
molécules membranaires expriment les antiggnes AR molécules transporteurs
d’anions (Bande 3), fomolécules transporteurs de glucose® @ycolipides (Viitala J,
1985). L'ensemble de ces molécules participe ayéinisation du glycocalix membranaire
protégeant I'hématie contre des agressions méaasiqu microbiennes (Viitala J, 1985 ;
Koscielak J, 1986).

Si la signification biologique du polymorphisme Ad®@meure un mystére, son apparition il
y a environ 13 MA et son maintien au cours du terepsprobablement en rapport avec une
susceptibilité aux infections microbiennes en patigr (Martinko JM, 1993).

54



[11.4.1.2. Le systeme Rh.

Le systeme Rh est le systeme de groupe sangulodecpmplexe. Il comporte 46 antigénes
de RH1 a RH53 dont 7 sont obsoletes.

a) Génétique formelle.

Les antigenes Rh sont codés par deux genes honesl@éguwitement liés sur le bras court du
chromosome 1. Le gerieHD produit la protéine RhD porteuse de I'antigeneteegéne
RHCE produit la protéine RhCE porteuse, en fonctionfdemes alléliques, des antigenes C
ou c et E ou e (Figure 6 p.56). Compte tenu deséabe de recombinaison, les deux génes,
donc les trois antigénes, sont transmis en blos fmne d’haplotypes qui sont notB€e,
DcE, dce, Dce, dCe, dcE, DGEdJCEou d représente l'allel&HD en délétion ou inactif.
Au niveau de ces haplotypes, les formes alléliqhies ¢ d’une part e et e d’autre part
sont codominantes. Conformément a l'analyse dehBEisc8 haplotypes peuvent étre
identifiés avec des fréquences variables d’'une atipn a I'autre (Mourant AE, 1976). En
Europe I'haplotype est plus fréquent au Nord B2 au Sud. L’haplotypdr0 caractérise
I'Afriqgue subsaharienne. En Asie de I'Est, dan$&eifique et en Amérique les haplotypes
manguant du gerRHD sont exceptionnels. L’haplotypg est extrémement rare dans toutes
les populations (Table 5 p.57).

Ces huit haplotypes peuvent étre appariés deuxua @eur former (8/2) (8+1) = 36
génotypes. Toutefois, en utilisant les réactifsaldine, anti-D, -C, -E, -c, -e, seulement 18
phénotypes différents peuvent étre distingués. sS8ulde ces phénotypes n'ont qu’un
génotype possible les 10 autres présentent 2, ¥ a@énotypes possibles. Parmi ces
génotypes, I'un est le plus probable (statistiqueinie plus fréquent), les autres sont les
possibles. Il est théoriguement possible de défmigénotype avec l'utilisation de réactifs
spécifiques des antigenes composés (Table 6 p.B&alcul des frequences haplotypiques
est donc complexe et peut étre basé sur une métla®mximum de vraisemblance comme
I'a fait Fischer (Fisher RR, 1946 a et b, 1947saud’autres méthodes (Mourant AE, 1976).
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Figure 6 : Organisation des géridD et RHCEet structure des molécules correspondantes (NBizatne F, 2002).
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CDE Fischer English Nigerian Chinese
(Race RR, 1948) (MourantAE, 1976) (Mackay J, 1969)
DCe R 0.4205 0.0602 0.7298
Dce R 0.3886 0.2028 0.0232
DcE R 0.1411 0.1151 0.1870
Dce R 0.0257 0.5908 0.0334
DcE r 0.0119 0 0
DCe r 0.0098 0.0311 0.0189
DCE =3 0.0024 0 0.0041
DCE r 0 0 0.0036
Table 5 : Fréquence des différents haplotypidgDaniels G, 2002)
1 Phénotype Antigénes
Sérologique 6 Génotypes 1 Génotype Composés
Possibles Probable
-D -C E -C -e ce Ce CE Ce
DCe/DcE R1/R2 11.87 0 + 0 +
+ + + +
DCel/dcE R1/r" 1 0 + 0 +
DcE/dCe R2/r 0.28 0 + 0 +
DCE/dce RZ/r 0.19 + 0 + 0
Dce/DCE RO/RZ 0.01 + 0 + 0
Dce/dCE  RO/ry <0.01 + 0 + 0

Table 6 : Exemple de phénotypes et génotypes RIHi¢3aG, 2002)
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b) Génétique moléculaire.
Les deux genes comportent 10 exons et possede3¥hIBhomologie. Les différences les
plus notables sont situées dans lintron 4RHWD a une délétion de prés de 600 pb par
rapport aRHCE (Arce MA, 1993; Okuda H, 1997) et dans la régiom& I'exon 10 ou le
RHD possede une séquence spécifique (Figure 7 p.82)différences entre le geReélD et
le gene RHCE représentent la base du génotypageED. Compte tenu des bases
moléculaires, la détection de la présence ou tesdiace du gerleHD peut reposer sur :
- La recherche de la séquence de la région 3’ de'd0 spécifique du gefHD
ou I'obtention d’'un amplifiat signe la présencegdune alors que la non-détection du
produit atteste de son absence.
- L’amplification d’une région de I'intron 4 qui dae un produit de 600 pb pour le
geneRHD et 1200 pb pour le gerRHCE L’absence du produit de 600 pb signant
I'absence du geneHD.
—> Enfin, 'amplication d’'une région de I'exon 7 corane aux géeneRHD etRHCE

sert de témoins.

Chacune de ces méthodes, détectant une seule thggegneRHD, peut donner des
résultats faussement négatifs et parfois faussepusitifs en cas de variant :
- Les hématies DVI et DVa, sont D positif, alors gquanquant de l'intron 4 de
RHD, elles donneront un résultat négatif.
- Le gene hybridRHCE-D-CEresponsable de DBT, manquant de I'exon 7,
aboutira a une réaction négative avec les techsigtiksant cet exon.
- Le géne hybrid®H D-CE-D-associé au complexC)ce ne produit pas de D
sur 'hématie mais possede I'exon 10 dérivére¢hD (risque de faux positif).
- Le pseudogenBHDY des populations Africaines possede un geH® qui est

inactif (risque de faux positif).
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Ainsi, la technique décrite par Singleton (SingteBK, 2000) permet de détecter, lors d’'une
PCR multiplex, I'exon 7, I'exon 10 et I'intron 4 dyeneRHD et le pseudo gerRHDY.
Toutes ces méthodes ne permettent pas, toutetodistinguer un individu homo- ou

hétéro-zygote pour le geRHD.

Bases moléculaires du polymorphisme D.

Voir Annexe 5 p.224

En Europe, les 2 genes homologuRrBID et RHCE sont présents chez le sujet D positif,
alors qu’il n’en existe quunRHCE chez le sujet D négatif. L’homozygotie de la
délétion est le mécanisme majeur du phénotype Rtiidipez les sujets Européens. Par
contre, dans les populations Africaines trois méraas moléculaires aboutissant au

phénotype D négatif sont possibles :

- Le mécanisme courant (67%) repose sur la préesgnden JT, 1997; Singleton
BK, 2000) d’'un gén&HD inactif, nommé pseudogerHDY.

- Un autre mécanisme (15%) est lié a la présence géme hybrideRHD-CE-D
(Faas BHW, 1997; Daniels G, 1998) qui ne produig ga D, mais produit un C
anormal.

- Enfin, dans 18% des cas, on note un mécanisméléeah du gen&HD tel qu'il

a été décrit chez les Européens.
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Bases moléculaires des polymorphismes C/c et E/e

Voir Annexe 5 p.220

Le polymorphisme C/c est associé a la substitudeb nucléotides entre les deux alléles
aboutissant a 4 substitutions d’acides aminés 1&€yp (exonl), lle60Leu, Ser68Asn et
Serl03Pro (exon2).

Seule la substitution en 103 est extra-membransaire la deuxieme boucle. Le
polymorphisme E/e est associé a la substitution6G6dans I'exon 5 aboutissant a
Pro226Ala dans la quatriéme boucle extra-cellulaite la protéine CcEe. La
détermination du statut c et E des foetus par P&t décrite par Le Van Kim en 1994.

C et e sont des antigénes sensibles a la confamati
Ala226 est aussi synthétisé D qui n’exprime pas e.
Serl103 est aussi synthétisé paiD mais les anticorps capables de se fixer sur les
deux déterminants (Ser 103) ne sont pas des am@&i€ des anti-G
La Pro226 de E aboutit & un affaiblissement de Cpesition cis dans le rare
haplotypeRZ
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Réarrangement génomique des gen&HD et RHCE.
Des mécanismes de conversion géniques entre leggdaes homologues aboutissent a la création desdgridefiRHD-CE-Det

RHCE-D-CE. Les segments échangés peuvent étre de tailfésetiifes. De plus ces phénomeénes de conversios@mvent associés a
des mutationdRHD etRHCE étant en orientation opposée, il semble probaldecgs phénoménes de génération de génes hylgides|s
fassent entre les deux génes en cis.

Dans cet exemple, I'échange entre les deux géregiga la formation d’'un géne
hybride RHD-CE-D caractéristique du D partiel Dype II.

Figure 7 : Organisation et bases du polymorphisesegeénefH (Daniels G, 2002).
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c) Les aspects phénotypiques.
Ces antigenes sont portés par des protéines hanttdrp@rophobes, non glycosylées, qui

s’insinuent dans la membrane érythrocytaire a fpéiges (Figure 6 p.56).

Le phénotype D positifest lié a la présence de la protéine RhD. Le pyprd négatif est
lié & son absence sur la membrane érythrocytameproportion D négatifs / D positifs

présente un gradient ESt Ouest.

Le phénotype D négatifatteint en moyenne 15% en Europe de I'Ouest, ajais est

presque inexistant en Extréme Orient.

Les antigenes C et c d’'une part et E et e d’autregst représentent deux pairs d’antigénes
antithétiques dont le polymorphisme est controlélpageneRHCE lIs sont portés par la
protéine RhCE. En Europe, I'antigene C est présleat 68% des sujets et I'antigene ¢ chez
81% ce qui abouti a des fréequences géniques dedd'al a 43.3% et 56.7%. En Afrique, la
fréquence de I'antigéne c est beaucoup plus élgquéel’antigene C. En extréme Orient,
'antigéne C approche les 100% et I'antigene cuestintigéne de faible fréquence. Dans
toutes les populations, I'antigéne e apparait Bggivement plus fréquent que I'antigene E
avec des fréquences géniques assez homogenesdie e 15.5% pour l'allel& et 84.5%
pour l'allélee (Fisher RA, 1946b).

Le phénotype Rhy n'exprimant aucun antigene du systeme RH estdiéux mécanismes.
L'un est lié a la présence en double dose d’'unétidélRHD associée a un gerRHCE
inactif, I'autre repose sur la présence en doubkedsur le chromosome 6, d’'une mutation
empéchant la synthése d’'une protéine RhAG nécesadia stabilisation membranaire du
complexe RH. De plus, les hématies Rhnull prés¢émtes anomalies d’expression d’autres
antigénes n’appartenant pas au systéme RH ainsi dgge anomalies membranaires

aboutissant & une diminution de la durée de viehdamties.
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Les alleles *“rares” du gene RHCE sont l'apanage des populations dAfrique

subsaharienne.

e Certains phénotypes RH rares sont caractériséd’gimence d’antigenes de grande

fréquence (Noizat-Pirenne F, 2002).

Le Phénotype RH:-46 (Figure 8 p.65) D’un point de vue phénotypiques $fijets sont
apparemment D CC ee, avec un affaiblissement dégears RH2 et RH5, et limité aux
ethnies Peul (Le Pennec PY, 1989). L'anti-RH46 needt toutes les hématies exprimant les
produits du gene RHCE. D’un point de vue molécalair s’agit d’'un allele hybride (Ce-
D(4)-Ce) qui peut, a I'état homozygote produire meénotype. Une PCR-ASP (alléle
spécifique) détectant un gene RHCe hybride peldctit cet allele. Le dépistage de cet
allele n’est pratiqué que chez les sujets exprifiantigene C (RH2) et e (RH5).

Le Phénotype RH:-18(Figure 9 p.66) D’un point de vue phénotypiques $feijets sont
apparemment D cc ee avec ou sans affaiblissemdrRH8ge). En cas d’allo-immunisation,
l'anti-RH18 présente un profil d’anticorps anti-ficbreconnaissant toutes les hématies
portant un produit du gerRHCE Apres absorption sur des hématies R2R2 (DCadatte),
retrouve une apparente spécificité anti-e ou amtifar ailleurs, cet anti-RH18 peut
ressembler, en début d'immunisation, a un antijgeat étre fréquemment associé a un anti-
D. D’un point de vue moléculaire, trois alleles RHceAR, ceEK et ceBl) peuvent, a 'état
homozygote ou hétérozygote composite, produire lengtype. Ces trois alléles ont en
commun une conversion génique en position 712 el@ii 5 de l'alleleRHce Une PCR-
ASP détectant cette mutation permet de dépister3cedleles. Si cette PCR-ASP de
dépistage est positive un séquencage de I'exohriéesssaire pour préciser l'allele présent.
Le dépistage de ces alleles n’est pratiqué que lelesuijets exprimant les antigénes ¢ (RH4)
et e (RHY5).
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Le Phénotype RH:-34(Figure 10 p.67) D’un point de vue phénotypiqes,dujets sont
apparemment dd Cc ee avec ou sans affaiblisseradRiti8 (C). En cas d’immunisation,
I'anti-RH34 reconnait toutes les hématies exprimamproduit du genBHCE

Aprés absorption sur des hématies R2R2, on retronanti-C ou un anti-Ce. Un haplotype

(C)c€ peut, a I'état homozygote produire ce phénotyps.Haplotype est caractérisé par un
geneRHD hybride(D-CE(3-8)-D)ne produisant pas d’antigene D (RH1) mais un anggC
(RH2) partiel et un allel®RHce muté en 2 positions : 733 (conversion génique) (6
(mutation ponctuelle sur un site non polymorphe&) dépistage de cet haplotype est basé sur
la réalisation de 3 PCR-ASP qui détectent respectant le gen®HD hybride, la mutation
733 et la mutation 1006. Le dépistage de cet hgmboh’'est pratigué que chez les sujets
exprimant I'antigene C (RH2) et ¢ (RH4) et e (RH5).

Ces phénotypes, en cas d’allo-immunisation obstétransfusionnelle peuvent étre associés
a la production d’anticorps (anti-RH18, anti-RH34 amti-RH46) hautement significatifs
d’'un point de vue cliniqgue dont certains ont étgponsables de décés de patients (Noizat
Pirenne F, 2002).
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» D’autres phénotypes RH sont caractérisés par dent&de I'antigene RH5 aboutissant
a des antigenes partiels. L'alledleMO (Figure 11 p.69) est caractérisé par une mutation
de type de conversion génique dans I'exon 5 entippsb67. Cet allele est dépisté par
une PCR-ASP spécifigue de la mutation 667. L'alléd&340) (Figure 11 p.69) est
caractérisé par une mutation en position 340 daren 3 et en position 733 dans I'exon
5 par conversion génigue. Cet alléle est dépisté 2aPCR-ASP qui détecte
respectivement les mutations 733 et 340. Comme kagas des antigenes D (RH1)
partiels, l'allo-immunisation dirigée contre I'épge manquant est possible (Issit P,
1994 ; Noizat Pirenne F, 2001).

Enfin, ces populations sont caractérisées par vmepce significative d’antigenes de basse
fréequence. Deux antigénes sont caractéristiqudd10Ret RH20. La mutation en 733 dans

I'exon 5 d’'un alléleRHceest associée a I'expression des antigenes de fvdgaence RH10

et RH20. La PCR-ASP détectant cette mutation mésliséeque chez les sujets exprimant
'antigene e (RH5). Bien que les conséquencesfiraiminelles liées aux antigenes de faible
fréquence ne soient pas du méme ordre que cedles & 'absence d’'un antigene de grande
fréquence, leur prise en compte peut s’avérer samesen contexte de transfusion “intra-

populationnelle” (voir Discussion).
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d) Les aspects évolutifs.

La présence de la protéine RhAg dans la membrapierécytaire conditionne I'expression
des antigenes Rh. Le gene contrblant I'expressetadorotéine RhAg est localisé sur le
chromosome 6. Ce gene est trés similaire aux geH&et RHCE (Matassi G, 1998; Huang
CH, 1998; Liu Z, 2000). Les ancétres des genes danhille Rh apparaissent étre primitifs,
homologues non érythroides ®RHAG et largement répandus dans d'autres especes
animales. Les génes ancestrdri ont été formés par duplication d’'un géne ancestral
RHAG Like Les analyses d’homologie entR1D et RHAG chez 'Homme, le Macaque, la
Souris et le Rat évoquent une pression sélectivéesudeux génes avec toutefois un gene
RHAG plus conservé que les géried qui ont évolué trois fois plus vite (Kitano T, B39
Matassi G, 1999) suggérant qURHAG possede une signification fonctionnelle plus
importante. La duplication d’'un gerRHAG likeen un geneéRH ancestral est estimée a
240/346 MA durant la divergence entre les Mammgfege les Oiseaux (Kitano T, 1998;
Matassi G, 1999). Toutefois une étude plus récgfitano T, 2000) estime cette duplication
plus précoce a 510 MA. Des genes homologudRHient été découverts chez de nombreux
Animaux. Des transcrits de ARNm ont été détectéssda tissu hématopoiétique de
Chimpanzés de Gorilles et de Macaque (Salvignd995; Mouro |, 1994) et les séquences
d’ADNc démontrent un haut degré d’homologie avecdenes humains et la possibilité de
produire une protéine de 417 aa. Comme les HumbiasChimpanzeés et les Gorilles ont
deux géneRRH alors que les autres Singes (Orang-Outan compigs) possedent qu’un
(Blancher A, 2000). Ainsi, la duplication entregéneRH ancestral et les deux génebsiD

et RHCEest survenue chez I'ancétre commun aux Gorillbgnanzés et Humains avant la
divergence estimée a 11 MA. (Carritt B, 1997 ; Blzar A, 1997). L'analyse du mécanisme
impliqué dans cette duplication est complexe cortgnta de 'orientation inversée des génes
RHD/RHCEsur I'haplotype.

Des antigenes similaires aux antigenes RH ontedtéuvés sur des hématies de Primates

non humains. L’anti-c et l'anti-D détectent un puolyrphisme sur les hématies de
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Chimpanzés Rc, de Gorille Dgor et d’Orang-Outag@hPar contre, il n'existe pas de
données relatives a la présence de C, E et e sunédmaties de Primates non humain
(Blancher A, 2000, 1977; Carritt B, 1997). Un cartaombre d’événements sont supposeés
avoir géneéré les haplotyp&H actuels (Figure 12 p.72, Carritt B, 1997). Une labation
d’'un géne ancestral, suivie par des mutations®t@&mmbinaisons complexes ont généré un
gene ressemblant au geReID et I'allele ce du geneRHCE Dce est le point de départ du
polymorphisme Rh chez I'Homme. C’est ce méme hgpbtqui apparait comme le plus
fréquent en Afrique subsaharienne. La délétion’ioadtivation du gendRHD créa par la
suite I'haplotypalce une recombinaison non réciproque de la séquemtexbn 2 du gene
RHD dans l'allelece du geneRHCE pourrait avoir produit I'alleleDCe et une mutation
ponctuelle dans I'allelee pourrait avoir produiDcE. En accord avec la thése de Fischer et
Race (Fisher RA, 1946b) de 1946, Carrit (Carriti897) proposa quéCeapparu a la suite
d’'une recombinaison entr®Ce et dce De méme,dcE serait apparu aprés une
recombinaison entre DcE et dce. L’haplotypEE serait issu d’une recombinaison entre
DCeetDcE. Le trés rare haplotyp#CE serait apparu a la suite d’'une recombinaisodCie
etdcE

Le systeme RH est hautement polymorphe, parti@mient en Afrique ou il y a trois
supports moléculaires relativement communs du [atifei le complexe RH possede une
fonction de transporteur d’ammonium, des changesneminplexes par mutation des génes
pourraient altérer la concentration ionique inte#ltdaire, ce qui pourrait affecter la
susceptibilité de la cellule a étre un héte adégoat le paludisme par exemple. Cette fine
balance évolutive entre le parasite et son hotergib@tre responsable de ce haut niveau de

polymorphisme du systeme RH dans ces régions.
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[11.4.1.3.Le systeme Kidd.

a) Génétique formelle.

Le locusJK (SLC14Al)situé sur le chromosome 18, comporte trois aleleux alléles
courantsJK1 (Jka)et JK2 (Jkb)et un alléle rare silencieuwk. Les allelesIK1 et JK2 sont
codominants et dominent sur l'allele silencieuexistence de cet allele, plus fréequent dans
certaines populations (Polynésie) peut imposeregours a la formule de Bernstein pour le

calcul des fréquences géniques.

b) Génétique moléculaire.

Les allelesJK1 et JK2 se difféerencient par 3 substitutions nucléotidiqu&eule la
substitution G838A aboutit, au niveau protéique,ude substitution d’acide aminé
Asp280Asn (Olives B, 1997). Par ailleurs, cinq fyme mutation peuvent aboutir & un

phénotype silencieux JK :-1,-2 :

* Une mutation G/A dans l'intron 5 abouti & la pedte 'exon 6, sur un alleléK2. Ce
mécanisme a été décrit principalement dans leslatos Polynésiennes (Lucien N,
1998 ; Irshaid NM, 2000). La fréquence génique d&®8Bde cette allele, permet une
estimation d’'une fréquence phénotypique a 0.76% datte population.

* Une mutation T871C sur un alle}l2 abouti a la substitution d’acide aminé Ser291Pro
qui compromet la glycosylation de la protéine Ketdsa fixation a la membrane. Cette
mutation est décrite dans la population Finlandéseoux Walter F, 2000).

» Un cas de translation G/T dans I'exon 7 d’'un allgke2 a été décrit chez une Francaise
(Lucien N, 1998).

* Une délétion de 1.6 kb impliguant les exons 4 @ub alléleJK1 ont été décrit chez une
Anglaise (Irshaid NM, 2002) et une Tunisienne (lemcN, 2002).

* Une mutation non sens dans I'exon 7 d’'un all{d a été décrit chez 3 soceurs Suisses
(Irshaid NM, 2002).
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c) Les aspects phénotypiques.

Les deux alléles principaux codent pour deux anggequi définissent 3 phénotypes
courants dont les fréguences en Europe (Race RR) 1$bnt les suivantes : Jk (a+b-)
26.4%, Jk (a+b+) 50%, Jk(a-b+) 23.6%. Le phénosjl@ncieux Jk (a-b-) est caractérisé par
'absence, outre des antigenes courants, d’'un eémgigde grande fréequence, JK3. Le
mécanisme de ce phénotype peut étre lié a la présen double dose de l'une des 5
mutations ou bien a la présence d'un géene inhibiteminantin (JK) (Okubo Y, 1986).
Dans ce cas, de faibles quantités d’antigenes JK2,et JK3 peuvent étre détectées par
fixation élution. Un phénotype silencieux transion été décrit chez une patiente Russe
atteinte d’'une hémopathie maligne (Issitt P, 1998yersible apres rémission. Ces
phénotypes silencieux sont caractérisés par unmentgtion de la résistance de lyse par

l'urée.

d) Les aspects fonctionnels.

Les molécules Kidd sont des transporteurs d’'urégauers de la membrane érythrocytaire.
Elles présentent des homologies de structure amecautre molécule transporteur d'urée
présente uniqguement dans les cellules tubulairesleg la HUT2. L'absence de molécules
Kidd diminue de 1000 fois la pénétration de I'uéekintérieur de la cellule. Ces molécules
semblent avoir des fonctions de protection osmeticgllulaire lors du passage des hématies
dans les vaisseaux de la médullaire rénale. Conapie d'absence d’anomalie chez les
sujets de phénotype silencieux, cette fonction $em@ipe compensée par d’autres molécules

transporteurs (Olives B, 1996).
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[11.4.1.4.Le systeme Duffy.

a) Génétique formelle.

Le locusFY, localisé sur le bras long du chromosome 1, cotepdans les populations
Européennes deux alleles courari¥A,FYB)et un allele plus rare=Y X codant pour un
antigéne FYB faible). Dans les populations d’Afegsubsaharienne ce locus comporte trois
alleles courantsHYA, FYB, FYQ)Les alleleFYA FYB et FYX sont codominants. L’allele
FYOest récessif. L'existence de cet allele imposeegours a la formule de Bernstein pour

le calcul des fréquences géniques.

b) Génétique moléculaire(Table 7 p. 79, Figure 13 p.78)

* Le polymorphisme antigénique FYA/FYB

Les deux antigenes FYA et FYB ne different que ypamacide aminé Gly42Asp (Mallinson
G, 1995) et les alleles par une substitution nudé&pue G125A. La substitution Alal00Thr
(G298A) dans le deuxiéme domaine intra-membrangiaefois observée avec l'antigene
FYB, n'apparait pas affecter I'expression antigaeigChaudhuri A, 1993; Mallison 1995).
Cette substitution n’'a pas été retrouvée chezuggssoriginaires d’Afrique subsaharienne
(Olsson ML, 1998a, 1998b). Des homologues de giyatéines Duffy ont été retrouveés
chez des primates non humains avec des homolotg@ggnant 99% chez le Chimpanzé et
93% chez leMacacus rhésugChaudhuri A, 1995). Tous ces Primates non-humains
expriment le géne codant pour Asp42, ce qui sugggieFYB est le géne ancestral
(Chaudhuri A, 1995; Li J, 1997).
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* Le polymorphisme antigénique FYB/FYX
Le polymorphismé-YB / FY Xest basé sur une substitution nucléotidique C28®ltissant
a la substitution d’'un seul acide aminé Arg89Cyks¢0n ML, 1998b).

* Le phénotype FY:-1,-2 (Fya-b-) Africain.

Le phénotype FY:-1,-2 des populations Africaines lEgsa la présence, en double dose,
d’'une mutation dans le promoteur érythroide du dauféy empéchant la fixation du facteur
de transcription GATA-1. Cette mutation aboutit’@sence d’expression des molécules
Duffy sur I'érythrocyte (Nichols ME, 1988) mais pasr les autres cellules (Peiper SC,
1995) dont le promoteur est situé a 82 paires desan amont (lwamoto S, 1996). Les
individus FY:-1,-2 sont résistants a l'infectionrga Plasmodium vivaet leurs hématies
sont réfractaires a sa pénétration in vitro. Lausége codante du gei&'0 est identique
(Chaudhuri A, 1993; Mallinson G, 1995; Peiper S@93) a l'alleleFYB mais avec un
changement d’une base T46C, au niveau du promdtegene. La présence des molécules
FYB et FY3 exprimées sur les cellules endothélialgsique le fait que les sujets FY:-1,-2
d’origine Africaine ne s'immunisent que trés rarenapreés stimulation par des hématies de

phénotypes Duffy courants.

e La mutation GATA en Papouasie Nouvelle Guinée (PNG)

Cette mutation GATA a été retrouvée sur un allelféd en Papouasie Nouvelle Guinée. Une
étude rapporte que 33 individus parmi 1062 testdt#® retrouvés hétérozygotes pour un
alléle FYO (mutation GATA) sur un geneYA (Gly42) (Zimmerman PA, 1999). Aucun
sujet homozygote n’a, a ce jour, été mis en évide@et allele est probablement silencieux
dans la lignée érythroide et les cellules de cgdssprésentent une moindre expression de
FY6 que celles qui sont homozygotes pour l'allEMA normal. A ce titre, ces sujets

semblent plus résistants Blasmodium vivax
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L’apparition de cette mutation en zone de forteéemé dePlasmodium vivayourrait étre
le témoin d'un début d’adaptation par maintien @gparition a priori récente de cette

mutation.

* Le phénotype FY:-1,-2 non africain.

Quelgues rares exemples de phénotypes FY:-1,-2afrizains ont été découverts par le

biais de la détection d’'un anti-FY3. Les bases md#res de ce phénotype ont été définies
chez cing sujets non africains dont quatre aveeFaff apparu a la suite d’une transfusion

et ou d'une grossesse. Il s'agit ici de délétionsnoutation non sens qui aboutissent a
I'absence d’expression des antigenes Duffy, nofesgent dans le tissu érytroide mais aussi
dans les tissus extra hématopoiétiques. L'absartiake tde ces molécules explique I'allo-

immunisation systématique des phénotypes FY:-lgf2 Africain en cas d’exposition a des

hématies de phénotypes courants.
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NH2 (1)

FY6

/ COOH (336-338)

La protéine DARC présente une topologie a 7 domadmesmembranaires typique des récepteurs couplés
aux protéines G. C'est une protéine N glycosylé83Raa pour sa formeet de 336 aa pour sa forife
La substitution en G42D est associée au polymaonmhsntigénique FY1/FY2. L'alléle FYX se différenci
de l'allele FY2 par deux substitutions. L'une en9R3 qui est responsable du défaut d’insertion de la
protéine DARC sur la membrane cellulaire. La deuxiéoiestitution A100T est toujours associée a la
premiere dans I'allele FYX mais ne reflete qu’utlypmorphisme de population puisqu’elle peut étre
retrouvée avec les alléle FY1 et FY2 normaux. lpprachement dans I'espace des premier et quatrieénje
domaines transmembranaires de DARC définit une pdeHixation pour les chimiokines. La partie N-
terminale extracellulaire portant I'épitope FY6 rétessaire a la fixation de mérozoitePdesmodium

vivax

1]

Figure 13 : Structure de la molécule Duffy (Dani@ls2002)
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Alléles Nt 46 Nt 125/aa 42 Nt 286/aa 89 Nt 319/aa 100

FY1 T G/Gly C/Arg G/ Ala
FY2 T A/ Asp C/Arg G/Ala ou A/Thr
FYX T Al Asp T/Cys A/ Thr
FYO C A/ Asp C/Arg G/ Ala

Table 7 : Polymorphisme moléculaire des genes Diiffniels, 2002)

Phénotypes Génotypes Afrique Europe Alleles Afrique Europe
Subsaharienne Subsaharienne
FY:1,-2 FY1/FY1 0 21 FY1 0.003 0.410
FY1/FYO 4 0 FY2 0.175 0.590
FY:1,2 FY1/ FY2 2 40 FYO 0.795 0
FY:-1,2 FY2/FY2 2 39
FY2/FYO 29
FY:-1,-2 FYO/FYO 63

Table 8 : Fréquences génotypiques dans différgmpslations (Daniels G, 2002)



c) Les aspects phénotypiques.

Les antigenes et phénotypes courants.

Le systéme Duffy comporte 2 antigénes antithéticeés(Fya) et FY2(Fyb) déterminant,
dans les populations européennes, 3 phénotypesgairx : FY: 1,2/ FY: 1,-2 / FY: -1,2.
Dans les populations Africaines, le phénotype lesptommun est FY:-1,-2, résultat de
’lhomozygotie pour un gene apparemment silenci&¥0. Ce phénotype FY:-1,-2 est
exceptionnel dans les populations non Africaines fréquences deYlet FY2en Afrique
sont variables mais faibles comparativement a salleservées en Europe en raison de la
fréequence élevée de l'allel€s’. En EuropeFY2 est plus commun queY1 et en Extréme
Orient FY1 dépasse largememtY2 (Mourant AE, 1976). La table 8 p.79 présente les
fréquences phénotypiques et génotypiquisterminées aprés analyse par biologie

moléculaire.

L’Antigene FY2 faible.

L’allele FYX(codominant / FY1 et récessif / FY2) code pourantigene FY2 faible surtout
décrit dans les populations Européennes avec @gadnce estimée a 1.5% (Lewis M,
1972). Cette diminution de la réactivité antigémiest liee a une diminution quantitative du

nombre de sites plutdt qu’a une altération ou angeeconformation de I'antigene FY?2.

L’Antigene FY1 faible.

Dans les populations du Sud-Est Asiatique, de fertdémie enPlasmodium vivaxet
Plasmodium falciparumont été décrits des antigenes Fya et Fyb faiptes/ant étre la
cause d’erreur de phénotypage [individus appanmstigasassement Fy (a-b-)]. Les analyses
en biologie moléculaire ont démontré qu'’il s'agissalléles FY1 et FY2 normaux. Le
maintien de cette diminution d’expression antigéeigpourrait étre le résultat d'un
mécanisme adaptatif en vue de diminuer les chadiegasion parPlasmodium vivax
(Shimizu Y, 2000).
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Les antigenes FY3, FY5 et FY&ont des antigenes de grande fréequence dans les
populations Européennes et « privés » dans cegaiarties de I'’Afrique de Ouest.

L’antigéne FY3 est aussi présent sur les hématigwichates non humains.

d) Les aspects fonctionnels.

Le polymorphisme Duffy est localisé sur des molésufjui fixent certaines variétés de
chémokines. Ces molécules sont nommées DARC (Duftigen Receptor for Chemokine).
La fonction exacte des glycoprotéines Duffy esbimue et certains ont suggéré un role
d’épurateur des chémokines. Quoiqu’il en soit de g&mble limité compte tenu que les
sujets Fy (a-b-) africains et non africains sonstapparemment sains. Toutefois, le maintien
de ce gene a travers les especes souligne limmpmtale cette protéine. Aussi, si les
molécules Duffy possedent une fonction importaritesemble que d’autres structures

assument le méme rdle en assurant ainsi leur sapgé

e) Les antigenes Duffy et Paludisme.

Le Plasmodium vivaxst responsable de la forme la plus répandue lddipae et dont les
formes cliniques sont moins séveres que celles igPlasmodium falciparumlLes sujets
homozygoted=YO sont résistants a I'infection et les hématies aeevpnt étre infestées in
vitro (Miller LH, 1975). Il apparait probable qua haute incidence de l'alleleYO en
Afrique soit le résultat d’une pression sélectiée la 'avantage que conféere ’lhomozygotie
vis a vis de cette infection. De méme, les hémdtgsrozygotesY O sont moins infestées
gue celles dépourvues d'allée’O ce qui conféere aussi un avantage a I'hétérozydates
les régions endémiques BRlasmodium vivaxDans certaines parties d’Afrique de I'Ouest, la
fréquence de cet alléle, s’élevant a 100%, a aldolatidisparition totale du parasite dans ces
régions (Welch SG, 1977) [en raison de la rupt@esah cycle de reproduction]. L'analyse
de linvasion chez les Primates non humain p&smodium vivaxet parPlasmodium

knowlesidémontre que FY6 est un épitope important poavdsion.
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f) Le locus Duffy : un lieu d’action complexe de lasélection naturelle.

Le locus Duffy a depuis longtemps été considérémserune cible probable de I'action de la
sélection naturelle en raison de I'extréme degréifiérenciation géographique de ses trois
alleles majeursHYB, FYA, FYQ En absence de migration, en cas de neutraldiiigve, la
variation des fréquences alléliques au traversageilptions est uniquement déterminée par
la dérive génétique. Ainsi, tous les loci neutresgenome ont la méme potentialité de
différenciation. Lorsque le locUsY est comparé avec un locus supposé neutre, le degré
différenciation géographique de ses trois alleksciairement le plus élevé dans I'espéece
humaine. La répartition géographique la plus frappaest celle de l'allel&YO qui s’est
fixé, il y a 33 000 ans (Hamblin MT, 2002), en Ajue subsaharienne et pas ailleurs. De
plus, la résistance qu’il confére vis a vis Blasmodium vivaxeprésente un élément
supplémentaire en faveur d’'une pression sélectsitipe. L'allele FYA présente aussi un
niveau de différenciation géographique inhabitpehcipalement, par sa fixation récente en
Asie de I'Est et dans le Pacifique. Enfin, I'alleédacestraFYB tend a disparaitre dans de
nombreuses populations humaines pour se réduiresia de I'Ouest, 'Europe et les
Amérigues.

La fixation d’un alléle neutre par le biais d’'uropessus aléatoire de dérive génétique est un
processus lent (Kimura M, 1983). Etant donné qullkele de grande fréquence, fixé par ce
meécanisme, est supposé étre plus ancien et, app@raitre dans un environnement
génétique de variabilité élevé, il est surprenantrduver une faible variabilité moléculaire
entourant I'alléleFYA (Hamblin MT, 2000). Le faible niveau de variatientourant un tel
allele courant, suscite la question de I'existedagme pression sélective méconnue sur
l'alléle FYA (ou sur un allele qui lui serait fortement li€).ofd que, contrairement a l'allele
FYQ, l'allele FYAn'est pas associé a un phénotype particulier.

Ces données ont été confirmée par Hamblin MT (2Gafif) a réalisé une étude de la
variabilité moléculaire des régions entourant leegeY a partir d’échantillons provenant de
populations d’Afrique subsaharienne (Hausa) et @Ade I'Est (Chinois Han) qui ont

respectivement fixé les allelé¥Oet FYA La variabilité de ces échantillons est comparée a
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celle observée dans des populations d’Europe €)tat d’Asie du Sud (Pakistan) dans
lesquelles il napparait pas de fixation de cesledl. Les données de la régiBN sont

comparées aux variations obtenues pour des lodtipetent neutres, ce qui évite la
nécessité d'une prise en compte des données histsrisous jacentes. Les résultats
montrent distinctement une signature de la séleataturelle dans la population Africaine
et sont cohérents avec une sensible, mais pluslegeysignature dans les populations non-

Africaines et d’Asie de I'Est en particulier.

[11.4.1.5.Le systeme Kell

Ce systeme est composé de 24 antigénes et au Bhairtses systemes indépendants sont en

relation étroite avec lui : le systeme Kx et letegge Gerbich.

a) Génétique formelle.
Le locus KEL, situé sur le chromosome 7, comporte 3 coupledléa courants
codominantsK etk ; Kp® etKp®; J& etJ&. L’haplotype originel apparait étke Kpb, Jsall

n’y a pas plus d’un mutant par haplotype retrouvé@igeau des haplotyp&EL.

b) Génétique moléculaire.
Les bases moléculaires du polymorphisme Kell sombnuoes et reposent sur des
substitutions, au niveau génétique, d’'un seul miiclé et au niveau protéique d’'un seul

acide aminé (Table 9 p.86)
c) Les aspects Phénotypiques.

Les antigenes Kell sont localisés sur une glyc&met membranaire (CD238) de 93Kd
(Figure 14 p.87).
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Les antigenes K/k.

K et k sont deux antigenes antithétiques bien dgpels a la naissance. K est présent chez
9% des sujets Européens, moins fréquent chez lesafs et extrémement rare en Asie de
I'Est et dans les populations natives du contir@ngricain. Cet antigéne atteint les plus
hautes valeurs mondiales dans la Péninsule Aralsigee prés de 25%. Du point de vue des
fréequences géniques, la répartition est la suivardele K est surtout présent dans les
populations européennes de I'Ouest avec 4.6% (REXE), a 2% chez les Finlandais
(Furuhjel U, 1968), 0.7% chez les Africains (Sprdd, 1965) et 0.01% chez les Japonais
(Hamilton HB, 1971). L’antigene k (Cellano) est antigéne de grande fréquence dans

toutes les populations.

Les antigenes Kpa, Kpb et Kpc.

Allen décrit en 1957 Kpa et son antigene antitheigpb. Les deux alleles codant pour ces
antigénes apparaissent liés aux all®ds Des études familiales ont démontré cette forte
liaison puisque, parmi les sujets K+Kpa+, aucupossédaient les deux alléles sur le méme
haplotype (Dichupa PJ, 1969). L’haplotype commupaagit étrek,Kph L'antigene Kpa est
présent chez 2 a 3% des sujets, dans la populgtioopéenne et 1 a 2% des sujets K+
apparaissent Kpa (Race RR, 1975). L’antigéne Kpluesantigene public dans toutes les
populations. En 1979, un nouvel antigene Kell (Kes) découvert au Japon chez un sujet
apparemment Kp (a-b-) (Yamaguchi H, 1979). Cetgamté présent chez 0.3% de la
population japonaise n'a été décrit que chez uhssget en dehors du Japon (sujet espagnol

Kp (a-b-c+) avec anti-Kpb).

Les antigenes Jsa et Jsb.
L’association de ces antigenes antithétiques, aiésye Kell est liée a leur absence
systématique sur les hématies Ko. Il apparait gaeedt confiné aux populations d’origine

Africaine ou il peut atteindre prés de 16%.
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d) Les aspects évolutifs.
Les Chimpanzés possédant les antigenes k, KpbagtREdman CM, 1989 ; Blancher A,
2000) leurs génes respectifs sont considérés cdasradiéles ancestraux.

e) Les aspects fonctionnels.

La protéine Kell porte un motif pentamérique deafian du Zinc (HELLH) permettant la
fixation d’endopeptidases zinc dépendant (Lee ®1)19La fonction de la molécule Kell
n'est pas claire au niveau érythrocytaire.
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ISBT Nom Fréquence relative Allele Bases moléculaires
KEL1 K Faible K Met193Thr
KEL2 K Haute K Thr193Met
KEL3 Kp? Faible Kp®, Kp°® Trp281Arg ou GIn
KEL6 J$ Faible Je Pro597Leu
KEL7 Je Haute g Leu597Pro

Table 9 : Nomenclature des antigeénes KEL.
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La glycoprotéine Kell.

Les antigenes Kell sont portés par une glycopretdm 732 aa. Cette proteine de 93 Kd est absente des
hématies de phénotype Ko. La portion N terminabinytoplasmique comporte 47 aa , la portion C Teai
extra cytoplasmique en comporte 665 aa dont 18ugsie cystéine suggérant la présence de 7 paulfude
assurant un repliement de la molécule dans I'espacproteine Kell présente des homologies straéisravec
la famille des endopeptidases fixant le zinc. bagprotéine Kell est fortement associée dans lalnene a la
proteine Kx de 120 Kd par un pont disulfure entreTyde Kell et Cys347 de Kx.

Figure 14 : Structure de la molécule Kell (Dani®ls2002)
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[11.4.1.6.Le systeme MNS.

a) Génétique formelle.
C’est un systeme d’une grande complexité qui cotapt8 antigénes. Deux couples
d’alléles courantdyl/N etS/s sont situés sur 2 loci tres fortement liés suuhi®mosome 4.

L’association des deux couples d’alleles fait l&thy’'un déséquilibre de liaison.

b) Les aspects phénotypiques.

Les phénotypes courants en Europe sont les suivavidd 28%, MN 50%, NN 22%, SS
11%, Ss 44% et ss 45% (Race, 1975). En Afriq@e des sujets sont S-s- et manquent d’'un
antigéne de grande fréquence U (Wiener AS, 1954)résentent une faible expression de
celui-ci (Race RR, 1975).

c) Les aspects moléculaires.

Les antigenes M et N sont portés par une glycopmté la glycophorine A (GPA). M
difféere de N par deux acides aminés SerllLeu et@ly5Les chaines glucidiques latérales
participent a I'expression antigénique de M et de&b antigenes S et s sont portés par une
autre glycoprotéine : la glycophorine B (GPB). he different que par un seul acide aminé
Met29Thr. Les 26 premiers acides aminés de la GHB islentiques aux 26 premiers de
GPAY. Cet antigéne ‘N’ peut étre détecté par certaimtsM chez des sujets homozygotes
M/M.

d) Glycophorines et paludisme.

Les sujets Ena-, déficitaires en GPA, sont plustasts a I'invasion palustre (Miller, 1977).
La protéine EBA-175 d@lasmodium falciparunse fixe spécifiquement sur la GPA et non
sur la GPB (Sim, 1994). Par ailleurs, les acidedigsies de la GPA sont essentiels a la
pénétration du parasite (Templeton TJ, 1998). Lgts S-s-, déficitaires en GPB, sont aussi

plus résistants mais moins que les Ena- défiegaagn GPA et GPB (Facer CA, 1983).
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e) Glycophorines et autres pathogenes.

La GPA et surtout la GPA est le récepteur de nombreuses bactéries colBm@oli
(Jokinen M, 1985) ou de toxines comme celleed€oli (Cortajanera AL, 2001) ou bien de
Vibrio cholerae Enfin GPA apparait comme le récepteur de virusime lesinfluenza,
(Kathan RH, 1961) par exemple.

f) Les aspects fonctionnels et évolutifs.

La principale caractéristigue des glycophorines l8stportante glycosylation de leur

domaine extracellulaire qui les affecte d'une fordkarge négative empéchant toute
agglutination spontanée des hématies. Ces moléamdesibuent aussi a structurer le
glycocalix, véritable manteau de protection conies agressions mécaniques ou

microbiennes de 'hématie.

La GPA pourrait avoir des fonctions de ligand irsdunt des signaux de transduction (Chasis
JA, 1992), de transporteur d’anions (Groves JD, 2)9%'inhibition de la fonction
complémentaire C5b-7 (Tominta A, 1993). Par ailelst GPA joue un réle important dans
la fixation et la pénétration dalasmodium falciparumLes sujets totalement dépourvus de
GPA étant extrémement rares, ces molécules doigeair ou avoir eu des fonctions

importantes.

D'un point de vue évolutif, le locuSPA' semble étre le géne ancestral qui, aprés
duplication, a produit le géen8PB/E qui donnera ensuite les gene ancestraux de GPB et
GPE.GPE intégrera I'exon 2 d&PA". Cela explique notamment pourquoi GPB posséde
‘N’ et GPE posséde la séquence GPAGPA est présente chez tous les Primates non
humains alors que GPB et GPE plus récentes saivambuniquement chez les Chimpanzés
et les Gorilles (Xie S, 1997; Blancher A, 2000).
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[11.4.2.Le polymorphisme HLA-DRBI.
[Synthése Thése D. Reviron, 1999.complexe majeur d’histocompatibilité (CMH),
nommé systéme HLA (Human Leukocyte Antigen) chelothme, comporte plus de 100

génes portés par le bras court du chromosome Grg-ikp p.91 ).

a) Organisation et polymorphisme des genes HLA.

Les genes HLA sont organisés en trois sous régiolasse |, classe Il et classe lll.

Les génes HLA de classe | sont situés en posiélomtérique et les génes HLA de classe I
en position centromérique. Ils codent pour les wowlEs HLA, respectivement
glycoprotéines HLA de classe | et glycoprotéinesAHle classe Il. Les genes de classe |l
sont situés entre les genes de classe | et deedlasis codent notamment pour des protéines

du systeme du complément, les facteurs TNF et iédipes de choc thermique (HSP 70).

b) Organisation et polymorphisme des genes de class.

La région HLA de classe Il s'étend sur 900 kb enmend environ 30 genes. Parmi ceux-ci,
les génes principaux codant pour les 6 familleEdihtes de molécules de classe IlI, sont
HLA DRA, DRBL1. Ces genes (indiqués par la lettrelAB) codent pour les chaineset 3

des molécules HLA de Classe Il. Ces chaines sartetment polymorphes et sont exprimées
sous formes hétéro dimeref3 [Nepom GT. 1991, Radley E. 1994].

c¢) Organisation et polymorphisme des géenes de lagién DR.

La région DR est la plus complexe des régions dssel Il. Elle comprend un locus DRA et
plusieurs locus DRB. Le locus DRA est peu polymerg8 alléles décrits : DRA*0101,
DRA*0102) dont les alleles codent pour la chainée locus DRB1 est le plus polymorphe.
Ces alleles DRB1 codent pour les chaiBggjui, associées aux chaines BRconstituent

les molécules de spécificité DR1 a DR18.
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Figure 15 : Organisation des génes du systeme HLA
D’aprés A. Dormoy, 2003, Communication personnelle
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d) Les aspects fonctionnels.

La fonction principale des molécules HLA de classede classe Il est d’assurer la fixation
et le transport de fragments peptidiques généras e cellules et de les présenter, au
niveau de la membrane cytoplasmique, aux lymphscyteGrace a ce mécanisme, ces
derniers peuvent ainsi exercer une immunosurvedlaconstante du milieu intracellulaire
représenté par la diversité des peptides liés aokeaules HLA. La reconnaissance
spécifique par les lymphocytes T met alors en jeaiinteraction tri moléculaire impliquant :
le récepteur T (TcR), la molécule HLA et le peptidssocié. Ce meécanisme de
reconnaissance constitue la base de la réponsenitaine@ de type cellulaire. Il confere a
l'organisme une protection spécifique et adaptédreadivers agents pathogenes, mais il
peut aussi jouer un role lors de processus autadimsirles molécules HLA assument donc
essentiellement une fonction de présentation dadaespaux lymphocytes T. Cette fonction
étant réalisée dans le cadre de la réponse cedludaigée contre les antigénes du soi et du
non-soi ainsi que dans I'‘éducation thymique dephaunytes T. Les peptides présentés par
les molécules de classe Il sont issus de la dégpadde protéines exogenes ou endogenes.
Les protéines exogenes parviennent dans les campats cellulaires des cellules
présentant l'antigene (CPAgQ) grace a un processeisdatytose. Celui-ci peut étre
spécifigue, médié par les immunoglobulines de serfdes lymphocytes B, ou non
spécifigue comme la pinocytose, la phagocytose'autdphagie [Sandvig K. 1994]. La
fixation de ces peptides est réalisée grace a aasep situées dans le sillon de la molécule
HLA de classe Il. Les molécules HLA de classe ddlpes P1, P4, P6, P7, P9) présentent les
peptides aux lymphocytes T CD4+.
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e) Suggestion de l'intervention d’'une pression sélgve (sélection balancée)

[Synthése Thése M. Gibert, 2001]

* Le nombre d’alleles attendu sous I'hypothese ddraktié est inférieur a celui observé
(Potts WK, 1993).

* Le nombre de différences nucléotidiques inter-gjleds attendu sous I'’hypothése de
neutralité est inférieur a celui observé (Takahtal990). Cette différenciation inter
allélique est le témoin d’'une ancienneté des all@lawlor DA, 1988 ; Adams EJ, 2000 ;
Klein J, 1998).

* L’hétérozygotie attendue sous hypothése de nedétrast inférieure a I'observée
(Hédrick W, 1983 ; Charron D, 1997 ; Valdes AM, #89%alamon H, 1999).

» La concentration de la variation du polymorphisnsé ®tuée dans les régions de la
molécule impliquée dans la présentation peptidifdaldes AM, 1999). Avantage
procuré par une augmentation de la gamme de pegiaesant étre présentes.

* Le taux de substitution non-synonymes est supéaeuaux de substitutions synonymes
au niveau des sites de reconnaissance des molétadss | et II.

» L’existence de forme de protection et de suscdpéihiis a vis de maladies infectieuses.

* Le nombre de déséquilibres de liaisons entre leisHLA sous hypothese de neutralité

est inférieur a I'observé (Robinson WP, 1991).

[11.4.3.Le polymorphisme des génes KIR.

[Synthése DEA C. Frassati, 2003]

Les Natural Killer (NK) n’expriment pas comme lgsnphocytes T ou B de récepteurs
spécifiques de I'antigene issus d’évenements demrbmaison mais un ensemble complexe

de récepteurs qui fournissent des signaux inhitsteu activateurs a la cellule, en fonction
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de la présence du ligand a la surface de la ditdemi ces récepteurs, on trouve la famille
des KIR (Killer cell Immunoglobulin-like Receptorjjui comportent des récepteurs
inhibiteurs et activateurs. Un méme lymphocyte N¥preme un répertoire de récepteurs
KIR activateurs et inhibiteurs dont la résultantedue sa cytotoxicité. La distinction entre
une cellule cible potentielle et une cellule nornatt liée au recensement des molécules
Classe | sur cette cellule. Les molécules clasemt en effet les ligands spécifiques des KIR
inhibiteurs qui, par I'intermédiaire de motifs ITIMmpéche toute action cytolytique (Figure
16a p.96). Ainsi, les molécules KIR régulent laarge des cellules NK humaines au travers
de la reconnaissance des molécules HLA classe tl Idpression peut étre absente ou
altérée dans les cellules tumorales et les cellofestées par des pathogenes intracellulaires
(Algarra 1, 2000; Wagtmann N, 1995). D’un point\des fonctionnel, les molécules KIR 3D
interagissent avec les molécules HLA-A et HLA-Byralque les molécules KIR 2D peuvent
interagir avec les molécules HLA-C et HLA-G.

Les KIR inhibiteurs possedent une partie intra-piaemique longue (KIR-L, pour « long »),
ils sont appelés KIR2DL ou 3DL en fonction du nombde domaines de type
Immunoglobuline (Ig) qu’ils possédent (Andre P, 2D0Les récepteurs KIR activateurs
possédent une région intra-cytoplasmique courdl®<® pour « short »), ils sont appelés
KIR2DS ou 3DS en fonction du nombre de domainescdgnme leurs équivalents
inhibiteurs. La nomenclature des KIR-S est trescipeode celle des KIR-L et répond a
'existence d’'une homologie tres importante de lpartie extracellulaire, bien que les
ligands des récepteurs activateurs ne soient pa®rent identifiés a ce jour (figure 16¢
p .96).

Les récepteurs KIR sont codés par des genes situéssune région complexe de récepteurs
leucocytaires (chromosome 19q13.4) (figure 16b)pg@6 montre une trés grande variabilité
haplotypique aussi bien du point de vue du nombrgéahes que des membres contenus dans
le complexe génique (Martin AM, 2000 ; Wilson M@0B, 2001 ; Barten R, 2001 ; Wende
H, 1999).

94



L’étude phylogénétigue de ce systeme traduit uneluéen rapide et récente par
duplications successives d’'un gene ancestral poumer une famille multigénique
comprenant 14 loci et 2 pseudogenes (Hughes AL2)208 sont présents uniquement chez
les Primates et ils semblent étre apparus en mémpstque HLA-C qui est leur principal
ligand. Il est aussi intéressant de souligner quiedalisation chromosomique de ces genes
sur un chromosome distinct de celui du locus dtesys HLA (chromosome 6) exclut une
ségrégation conjointe de ces deux systemes.

L’étude des génotypes KIR sur plusieurs individuaantré la présence de déséquilibres de
liaison entre certains de ces genes faisant émirgetion d’haplotype (Uhrberg M, 1997).
On distingue deux groupes d’haplotypes ; I'hapletyp qui contient les genes inhibiteurs
2DL1, 2DL3, 3DL1 et un seul gene activateur, le 20Bhrberg M, 1997) et I'haplotype B
qui posseéde les genes inhibiteurs 2DL2, 2DL5 et combinaison variable de génes
activateurs a I'exception du 2DS4 (Vilches C, 20Qthrberg M, 1997). Les génes 3DL3,
2DL4, et 3DL2 sont présents dans les deux groupbaplotypes et ils sont dits
«genes d’ancrage » car ils sont situés aux ext#dmitau milieu de la région codant pour les
géenes KIR.(Wilson MJ, 2000 ; Barten R, 2001). Leplbtypes KIR sont caractérisés par
une grande diversité qualitative et quantitative riweau des génes qu’ils contiennent
(Wilson MJ, 2000 ; Uhrberg M, 1997).

Les quelques études populationnelles menées aowe gnt montré que certaines
combinaisons de genes KIR sont retrouvées plusiérdgnt que d’autres (Norman PJ, 2001,
2002; Rajalingam R 2002; Uhrberg M, 1997; Witt, 999
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Figure 16a : Fonction des récepteurs KIR situéssutface des cellules NK (D’aprés Carrington M,
communication personnelle)
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Figure 16b : organisation des gei@R (D’apres Carrington M, communication personnelle)
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Figure 16¢ : Nomenclature des récepteurs KIR (@afdrrowsdale, 2001)



[11.4.4.Le polymorphisme du chromosome Y.

De récentes découvertes montrant I'existence demimaison a l'intérieur de la portion

anciennement dénommée NRY ou NRPY, ont pousséirergateurs a renommer cette
région, devenue MSY (male-specific region) (Figtie p.99). La région centrale MSY est
bordée de deux régions pseudo-autosomales, PARARR, dont le taux de recombinaison
meéiotique est comparable a celui du génome autdsamagortion euchromatique de MSY

constitue la portion « active » de MSY. La régiohRA est localisée sur la région terminale
du bras court (Yp) et la région PAR2 sur la poidtebras long (Yq). Alors que les régions
PAR1 et PAR 2 représentent 5% de la totalité dwrolmsome, les 95% restants sont

appelés : « portion non recombinante du Y » (NRY).

[11.4.4.a. Les marqueurs polymorphes.

Au sein de sa partie non recombinante, le polymenpé du chromosome Y comporte trois
types de mécanismes moléculaires. Le premier pstsenté par IeSNP (Single Nucleotide
Polymorphism) qui sont caractérisés par la mutatieme seule base a un locus donné.Les
études interspécifiques permettent d’identifiemarqueur qui est ancestral et celui qui est
dérivé. Le trés faible taux de mutation constat&éein des SNP, permet de considérer que la
survenue d'un tel évenement est unique. Ces SNRgbiemt de définir 18 haplogroupes
majeurs (figure 18 p.105). Par exemple, l'alleleesmtral du marqueur M91 permet de définir
I'haplogroupe A alors que l'allele dérivé caractériles autres. L'allele ancestral du locus
M181 caractérise I'haplogroupe B alors que l'all@éxivé caractérise les autres. Par ailleurs
les analyses interspécifiques permettent de déeromire ’haplogroupe A est plus ancien que
B. Les haplogroupes A et B sont uniquement retrsweré Afrique ou ils constituent le fond
africain de ce polymorphisme. Cela signifie que fegrations «out of Africa» sont
survenues apres l'apparition des mutations des diebes ancestraux caractérisant ces deux
haplogroupes. Le deuxieme type de polymorphismereggmiesenté par la présence d’une
Insertion Alu. A un locus donné, chez certains individus, oreratprésence d’'une séguence

supplémentaire d’ADN de 500 pb probablement détiué@ ARN ribosomal.
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Ce polymorphisme est un phénoméne général et pgeatcénstaté a divers endroits du
génome. Sur le chromosome Y, il est noté YAP (Y Rllymorphism). Il est détecté a un
locus déterminé qui est encadré par deux amorcasfisjpies et sa présence est révélée par
une bande qui migre moins loin et moins vite sugéé en raison de la présence de cette
séquence supplémentaire. La détection de YAP pemeetsuspecter la présence de
I'haplogroupe D ou E dont la distinction est basael’analyse du marqueur SNP SRY 4064
dont l'allele ancestral caractérise I'haplogroupeeDle dérivé I'haplogroupe E. La forme
ancestrale de ce SNP, représentant un site déctiestr explique que I'’haplogroupe D soit,
lors d’'une RFLP, caractérisée par deux bandesepaltbrs que I'haplotype E est caractérisé
par une seule bande plus longue. Le marqueur YARé&gIent en Afrique mais non exclusif
(frequence D + frequence E). L’haplogroupe E esaatéristique de I'expansion Bantoue.

Enfin, le dernier type de polymorphisme est car&déar desgnicrosatellites dont I'analyse

permet d’affiner le polymorphisme au sein d’'un logpbupe. Le taux de mutation de ces
microsatellites étant beaucoup plus rapide que dekISNP.

Les analyses des marqueurs polymorphes du chroneosonont permis d’évoquer les
principales vagues migratoires au niveau planéthioeis présentons dans le chapitre suivant
une partie de ces hypotheses migratoires évoquges. Wells ainsi que quelques populations

« eétapes » caractérisant ce processus.
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Figure 17 : Organisation du chromosome Y
(Jobling MA, 2003)
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l11.4.4.b.Quelques populations représentant les qripales étapes migratoires (Wells
S, 2003).

* Les SAN.

Les SAN sont une population indigene d’Afrique dudSlls vivent aujourd’hui au
Bostwana, en Namibie et au Nord West de I'Afrique $ud. On pense qu’ils sont des
descendants directs des premiers Homo Sapiensppairrarent il ya 100 000 ans. Les
colons hollandais les baptisérent les « Bushmaromfnes de la brousse). D’un point de
vue génétique les marqueurs retrouvés chez les $AlNtrés différents de ceux retrouvés
hors d’Afrique. Dans l'arbre génétique de I'huménieur branche est la premiére a se
détacher du tronc. D’'un point de vue morphologideet visage comporte une multitude de
caractéres appartenant aux autres populationsnefales yeux moyen-orientaux, pomettes
hautes des mongoles, la peau brune pouvant deslesiou moins sombre. Les recherches

montrent qu’ils quittérent I'’Afrique et mirent enomvement I'arbre génétique de 'lhomme.

* Les PIRAMALAI KALLAR (PK).

La tribu des PK habite les provinces isolées de rieidwne ville du Sud de l'inde. Leurs
caractéristiques physiques different de cellesdeslvoisins (leur peau est par exemple plus
sombre) et donnent a penser qu'ils pourraient ahelseedu tout premier groupe d’humains
venu d’Afrique il y a 50 000 ans. Comme nombre ammunautés de la région, les PK, sont
fermiers et guerriers de génération en générali@ur ADN est similaire a celui des
Aborigenes Australiens. Les premiers Africains skemibdonc s'étre arrétés en Inde sur la
route de I'Australie et leurs descendants sontHEs Si les premiers émigrants venus
d’Afrique sont passeés par ici alors leurs genest t furtif marqueur australien, pourrait
subsister quelque part. Il n'existe aucun témoignagchéologique de la présence des
premiers hommes dans le sud de I'Inde. Ces viliagsont un échantillon de choix pour
rechercher I'antigue marqueur car ils vivent dagtsecrégion depuis des générations et tres

peu d’étrangers ont été admis a épouser des meghtassommunaute.
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* Les ABORIGENES.

Les Aborigénes d’Australie arrivérent sur le coetihil y a environ 50 000 ans. lls venaient
d’Afrique et avaient traverseé I'lnde avant de fraind’Océan qui les séparait de I'Australie.
Quand les Européens colonisérent cette régiorfia thu XVI1I° siecle, il y avait 300 000 a 1
Million d’Aborigénes divisés en 500 groupes tribaei parlant 200 langues différentes.
Avant la colonisation les Aborigenes vivaient deasse de cueillette. lls congurent leurs
propres mythes de la création, transmis oraleméravérs les récits chantés de génération

en géneération jusqu’a nos jours.

+ Les OUIGOURES.

Les hommes arriverent dans la région du KAZAKHSTANiron 40 000 ans avant notre
ere. lls venaient d’Afrique via le Proche Orient. 'Bomme est né en Afrique, I'Asie
Centrale semble bien avoir été son jardin d’enfabes fait, presque toutes les populations
qui ne sont ni d’origine Africaine ni d’origine Abgene remontent a des ancétres d’Asie

Centrale.

* Les CHUKCHIS.

Les CHUKCHIS vivent dans I'extréme Nord Est deSihérie. lls descendent des premiers
hommes qui arrivérent d’Asie Centrale il y a 20 @G0%. Le nhom de CHUKCHIS est une
forme de CHACHU qui, en language CHUKCHI, signikequi posséde de nombreux
rennes ». La survie des CHUKCHIS dépend de leunatd a chasser, domestiquer et
conduire leurs troupeaux de rennes. Le renne adsuteansport de leur tente et le
déplacement de ces populations nomades. Aujourddsont de moins en moins nombreux
nombreux a suivre les rennes, passant les rudessherctiques en ville. On resense
actuellement 14 000 CHUKCHIS.
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* Les NAVAJOS.

La tribu des Navajos descend des premiers hommgsagserent de la Sibérie a I'Alaska il
y a 13 000 ans. Ce groupe ne comptait pas plu® @e2D voyageurs. lls sont descendus du
Canada jusqu’au Sud Ouest des Etats Unis ou ilsy@ias en Nomades de chasse et de
culture. Quand les Espagnols introduisirent les toveal au début du XVII° siecle ils se
sédentariserent et devinrent bergers. A cette éamuresensait 9 000 Navajos et , en 1868,
ils se virent attribuer un territoire couvrant dégions du Nouveau Mexique, de I'Arizona et
de I'Utha. Aujourd’hui ils sont 170 000 et on reiv@ dans leurs genes les traces des

premiers voyageurs.

[11.4.4.c.Schéma migratoire selon les marqueurs d@aromosome Y. (Figure 19bis
p.108 d’apres Wells S, 2003)

M168 : marqueur « Out of Africa ».
Il est présent chez tous les hommes qui vivers dgkfrique. Il est apparu en Afrique de
l'Estil y a 50 a 60.000 ans. Il a engendré 3 gsdighages M130, M89 et le M1.

M130 : marqueur «cotier ».
Ce marqueur asiatique cotier est fréequent che&ussraliens. On le retrouve au Nouveau-

Mexique ou I’'ADN des Navajos témoigne du voyageegris il y a 50.000 ans.

M89 : marqueur « Moyen-Orient ».

Il trace des populations qui chassaient en Afriduélord et au Proche-Orient il y a 45.000
ans. Il caractérise également 90% des populatidtsedCentrale parties d’Afrique via le
Proche-Orient. Le développement de I'agricultusedaraient conduits jusqu’au Nord-Ouest

de I'Europe.
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M9 : marqueur « Eurasien ».
Le marqueur des « steppes » caractéerise une gnaadeté des populations de

I’hémisphere Nord. Il est apparu en Iran ou en Asiatrale il y a 40.000 ans.

M20 : marqueur « Indien ».
Il est présent chez 50% des habitants du Sudmigel’lll identifie le premier groupe qui,

venant du Proche-Orient, s’est installé en Ingesil35.000 ans.

M45 : marqueur d’ « Asie Centrale ».
Il caractérise des populations qui vivaient dasssteppes asiatiques il y a 35.000 ans.
Disséminés partout dans le monde les descendamisdduvivent en Europe (M 173), en

Ameérique (M 242) et en Inde (autres lignages duayl 4

M173 : marqueur d’ « Europe de I'Ouest ».

Il est le principal marqueur européen. Il carasita principale colonie européenne qui
vivait pendant le paléolithique ; on le surnommenlErqueur « Cro-Magnon ». Apparu il y a
environ 30.000 ans, probablement en Asie Centitalest déplacé vers I'Ouest en passant
par les steppes, porté par les chasseurs de Mainspéeg hommes des cavernes et les

chasseurs-cueilleurs. 70% des Britanniques et %¥#4rthndais et des Basques le portent.

M242 : marqueur « Sibérien ».
Apparu il y a 15 a 20.000 ans dans le Sud de lérteilmu en Asie Centrale et s’est déplacé

vers le Nord- Est de I'Asie au cours des millérenai ont suivi.
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M3 : marqueur « Américain ».
Il est largement répandu du Nord au Sud du contiAarericain. Il est apparu il y a environ
15.000 ans.

M175 : marqueur d’ « Asie Orientale ».
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Figure 18 : Organisation des différents haplogrsupyeChromosome Consortium, 2002)
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Les haplogroupes A et B sont presque exclusiverddritains (Figure 19 p.107) et
représentent encore aujourd’hui la majorité desstars-cueilleurs ou de leurs descendants.
Toutefois, en Afrique, les événements du Palégijiteisur la diversité du chromosome Y
ont été estompés par une importante et récentesixgmade I'haplogroupe E. La dispersion
de cet haplogroupe est probablement en rapport Beggansion des fermiers Bantous
débutée en Afrique de I'Ouest 2 a 3000 ans aupatawC’est la raison pour laquelle,
aujourd’hui, les haplogroupes A et B sont relatieatrares et la majorité des chromosomes
Y africains comportent I'haplogroupe E. Un autremple migratoire récent est caractérisé
par un retour en Afriqgue subsaharienne de populsitayant apporté, via I’Afrique du Nord,
I’haplogroupe R dans le Nord du Cameroun.

En dehors de I'Afrique, on retrouve les haplograupeet L qui restent localisés en Inde,
une partie de I'haplogroupe C qui est retrouvé®eéanie, le reste en Mongolie, Sibérie, et
pour une partie au Nord-Ouest du continent Amémi¢icuteurs Na-Dene). L’haplogroupe
D se retrouve en Asie du Sud-Est et au Japon. hRsipn des populations de I'Asie du
Nord subsiste essentiellement en Asie de I'Est dihiaplogroupe O, tandis que la branche
N s’est propagée principalement au Nord-Est derbpea parmi les locuteurs Ouraliques.
L’haplogroupe |, provenant du Nord de I'Asie a atBorigine de ce qui est probablement la
premiere grande expansion Paléolithique en dinecd®l|’Europe centrale. Les haplogroupes
G et J sont retrouvés actuellement au Moyen-Oeérse sont ensuite étendus a I'Europe,
essentiellement dans le Sud avec les fermiers dlithigue. L’haplogroupe R est trouvé en
Europe, en Inde, au Pakistan et en Amérique mémassibranche antérieure semble étre
retournée dans la partie centrale du Sahel viaijgé du Nord. L'’haplogroupe Q définit
majoritairement la population Amérindienne, a I'egtion des Eskimos et des locuteurs Na-
Dene. L’haplogroupe | est également retrouvé dansldrd de I'Europe Centrale ou il a
probablement émergé il y a environ 20 000 ans ([G&8farza L, 2003).
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Figure 19 : Distribution schématique des haplogesuy.Chaque cercle représente une population et les
fréquences des 18 haplogoupes majeurs. (D’aprabling MA, 2003)
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Figure 19 bis : Les premiéres migrations de I'nontta@res les marqueurs du chromosome Y (d'apresswWel
S, 2003)
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MATERIEL et METHODES.
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|.Obtention et caractéristiques des Echantillons.

L'obtention des échantillons a nécessité plusiétapes :

a) Elaboration du protocole.

L’analyse de la littérature nous ayant fait portarregard critique sur les modalités
de définition des échantillons, nous avions combjeatif d’'identifier avec précision
un échantillonnage exploitable et significatif dpoint de vue anthropologique.

Notre objectif était donc d’obtenir un nombre szdfit de sujets d’origine
comorienne sans lien de parenté avec un sexeéaiitibré. Pour cela, nous devions
donc préciser l'origine de chaque individu, de paents et grands-parents, leur lieu
de naissance avec positionnement sur une cartée(6g.114), leur langue et bien
entendu leur identité. Il convenait par ailleurs téciser I'absence de parenté et

d’obtenir un effectif minimum suffisant que nousans fixé a 150 individus.

b) Elaboration du consentement etle la notice d’information préalable (Annexe 1
p .210).

c) Elaboration du questionnaire relatif aux critéres d’inclusion et au recuelil

d’informations relatives a chaque individu (Anneéxp.211).

d) Demande d’autorisation CCPPRBconformément a la réglementation relative a
la protection des personnes participant a la rebleeiologique. Nous avons
présenté a la Commission les garanties nécessail@snise en ceuvre d'une telle
étude, en particulier la confidentialité des domnéee point a fait I'objet d’'une
attention particuliére de la part des membres a®itamission en raison du caractére

sensible de la gestion de données nominatives iassoprofil génétique et
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spécifications populationnelles. La premiére demeaest datée de Octobre 2000 et

l'autorisation a été obtenue en Mai 2001 (Annexe23.3).

e) Etablissement des contacts avec la communautér@arienne de Marseille Le
premier contact s’est réalisé par une approcheyde tédical. Connaissant les
habitudes médicales en terme de lieu de consultatious avons inclus dans la liste
des investigateurs deux médecins responsables degellds de Provence (Dr
I.Koné, Dr G.Drouin). De plus nous avons pu organgeux séances de présentation
du protocole a certains responsables d’associaterComoriens. Cette premiére
approche n’a eu qu’une efficacité limitée (30 écilans en 1 an). L'une des causes
repose sur le foisonnement associatif de cette aoraaté avec parfois inhibition
mutuelle des différentes actions. Compte tenu depcemiers résultats, il nous est
apparu nécessaire d’envisager une autre approake iptlividuelle passant par
l'identification d’'une personne connaissant ceeafs communautaire complexe,
capable de comprendre et dexpliciter la probléquesj devant étre largement
connue et appréciée par la communauté en vue dippges garanties de confiance
nécessaire y compris vis a vis des autorités erlggs locales. Grace a nos premiers
contacts « mutualistes » nous avons donc rencantétudiant d’origine comorienne
(M. K.Papa) connaissant parfaitement les méandresmunautaires de Marseille et
bien entendu apprécié de I'ensemble de la comménhiaius avons donc pu obtenir,
en 4 séances de prélevements organisées sur deshtarseille de I'Etablissement
Francais du Sang, pres de 200 individus correspasidaux criteres préalablement
définis. De plus, sa bonne connaissance des pars@emsibilisées, nous a permis de

nous assurer de I'absence de liens de parentdadertre des différents individus.

111



Au total, 200 individus répondant aux critéres dirsion suivants ont été préleves :

» prélevements aléatoires de sujets,

e sans lien de parenté entre eux,

» dont les parents et les quatre grands-parentosigimaires des Comores

* dont la langue maternelle ainsi que celle de lqpaegents et grands-parents est le

Comorien.

L’échantillon, que nous avons étudié, peut étresitié comme représentatif de la

population comorienne et notamment de la Grandedt®mour les raisons suivantes :

* Importance de la communauté dans laquelle s’estctei® I'échantillonnage.
Marseille compte en effet la plus importante comauwié comorienne émigrée, soit
environ 70.000 sujets.

» L’entretien préalable des individus qui nous a perde confirmer I'axe migratoire
Grande Comore>» France et de montrer une répartition homogeneuwledrigine sur
'ensemble de I'lle (Carte 6 p.110).

* Le caractere massif et récent (1970) de I'émignaiomorienne vers la France qui
concerne 10% de la population avec I'arrivée deilfasnentieres (Direche-Slimani
K, 2002).

* Enfin, compte tenu de la transposition fidéle dedecoutumes et traditions dans le
pays d’accueil, les unions continuent de se r@adidéntérieur de leur communauté
et il y a encore tres peu d’'unions avec des indwide la population Francaise ou d’

autre communauté résidant en France.
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Les préléevements ont été réalisés sur EDTA. Tromstillons de 6 ml ont été prélevés par
personne ; un pour le laboratoire d’immuno-hémajfiele sérologie », un pour le laboratoire
immuno-hématologie « biologie moléculaire » et wumple laboratoire HLA. Les analyses
sérologiques d'immuno-hématologie sont pratiquéasdes 3 jours et le reste des hématies
est congelé en azote liquide a —190°C. Les analgsebiologie moléculaire (HLA et
erythrocytaires) sont différées. En ce qui concden&boratoire HLA, dés réception des
échantillons> Lyse cellulaire (SLR) / Récupération des leucogytBurification de I'’ADN
génomique / Quantification de 'ADN par spectropitoétrie / Congélation de I'ADN a —
80°C. En ce qui concerne le laboratoire de Biololfieléculaire érythrocytaire, dés
réception des échantillor® Congélation a — 40°C du sang total (2 x 200 (2 etl ml) et

du plasma.
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Carte 6 : Répartition de I'origine géographique ielsvidus prélevés (villages soulignés).
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II. Méthodes d’exploration et d’analyse du polymorghisme érythrocytaire.

Cette partie a fait I'objet d’un article actuellemtesoumis a Human Biology (Chiaroni J, 2003).

[I.1 Détermination des groupes sanguins érythrocy&s.

L’ensemble des analyses a été réalisé dans les snéomglitions techniques de routine
appliguées a la qualification biologique des domsls plateau technique de Marseille de
'EFS Alpes-Méditerranée. Les groupages ABO.D ains les phénotypages Rh.K (C, E, c,
e, K) ont été réalisés en technique automatiqueonptaque sur Olympus PK 7200. La
détermination des antigénes Fya, Fyb, Jka, Jkbaett@ réalisée en technique automatique
sur colonne de filtration (Scangel. Biorad. Franégjfin, la détermination des antigenes M,
N, s, k (Cellano) et Kpa a été realisée en teclmniganuelle tube ou filtration. Chaque
antigéne a été déterminé a deux reprises en utildeux lots (ou deux clones pour les
réactifs monoclonaux) différents. Les réactifs étdt utilisés conformément aux instructions
du fournisseur (Diagast, Biotest et Biorad). Lebagdillons non utilisés ont été congelés

pour partie (hématies) en azote liquide a —190°@ partie (ADN et plasma) a —40°C.

II.2 Détermination du génotypage Duffy

Le génotypage Duffy a été déterminé par PCR avésation d’amorces alleles spécifiques
(PCR-ASP). L'ADN génomique a été extrait de 200l shng total en utilisant le kit
QlAamp blood DNA MiniKit (Qiagen, Hilden, Germanyl.a méthode de PCR — Alléle
spécifigue mise en ceuvre pour la détection simé#ales quatre allel€y (FY*A, FY*B,
FY*X et FY*Fy) a été développée et validée dangenddboratoire a partir de la méthode
publiée par Olsson ML (Olsson ML 1998a, 1998b). hexdalités techniques sont décrites
en Annexe 4 p.221
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[1.3 Recherche des alléles rares du gene RHCE paldnie moléculaire

Cette recherche concerne a ce jour la détectiorlttdes liés au phénotype REB4 et aux
phénotypes RH5. La détection des alléles lies awnptypes RH :-18 et RH :-46est
tojours en cours de validation technigues modalités techniques sont décrites en Annexe 5

p.224 La mise en ceuvre des différentes PCR a suiviale glexploration suivant :

Détection des sujets RH :-34 (Ht négatif ou(C) ce).

Cet haplotype est caractérisé par la présence d'ame RHD hybride et de deux mutations au niveagedie
RHCE. L'une en position 733C>G dans I'exon 5 (&le€) et I'autre en position 1006G>T dans I'exon 7.rmAfi
d’estimer la fréquence de cet haplotype, I'enserdblePCR sont réalisées chez tous les individus RH, 5.
Toutefois, en ce qui concerne, la détection dggtssde phénotypeH :-34 les 3 PCR ne sont mises en ceuvre

gue chez les sujets de phénotypé ddCee

Réalisation d’une PCR détectant I'all&1@3Gchez les sujets RH : 2, 4, 5.

Si négative : stop - Si positive PCR de détection de I'allel®06T

Si négative : stop - Si positive PCR de détection du gehigbribe D (3-8) CE- D

Si négative : stop - Si positive PCR de détection des alleles sauvag&3C,1006G,Ex3
Si l'une est positive : le sujet est hétérozygof toutes sont négativesujet RH :-34.

Détection des sujets RH:-46

Cet haplotype est caractérisé par un gene RHCEIlghtE (5)-D (4)-CE. L'estimation de la fréqueneeabt
allele repose sur la mise en ceuvre d'une PCR chexlés sujets RH : 2,5. S'il s’agissait de dépiste
uniguement les sujets RH :-46, cette PCR ne sealisée que che les sujets RH :1,2,-3,-4,5 (R1R1).
Toutefois, en ce qui concerne, la détection dggtssde phénotypeH :-46 les 3 PCR ne sont mises en ceuvre

gue chez les sujets de phénotype DDCCee

Réalisation d’'une PCR détectant le g&+CE Hybridechez les sujets RH : 2, 5.
Si négative : stop - Si positive PCR de détection de I'alléle sauvadexon 5 RHCE
Si positive : le sujet est hétérozygote - Si négatsujet RH:-46.
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Détection des sujets RH5 partiels.

L'antigene RH5 partiel peut étre produit par deypds de mécanismes. L’'un est représenté par Eali8BG
qui comporte en plus une mutation en position 34DQMAYET) dans I'exon 3 du géne RHCE. L'autre est
représenté par l'alléle ceMO (MORI) qui est caraizé par une une mutation en position 667T>G dans
I'exon 5 du géne RHCE. L'estimation de la fréquetheees alleles repose sur la mise en ceuvre decRER

les sujets RH5.

Réalisation d'une PCR détectant I'all&83Gchez les sujets RH : 5.

Si négative : stop - Si positive PCR détectant I'allel840T.

Si négative : stop - Si positivé PCR allele sauvag&0C.

Si positive : le sujet est hétérozygote - Si négatsujet RH5 partiel ce® (340)

Réalisation d'une PCR détectant I'all&é7G
Si négative : stop - Si positiv® Séquencage pour nouvel allele et PCR allele sa&6&gTr
Si positive : le sujet est hétérozygote - Si négatsujet est RH5 partielceMO (MORI)

[1.4 Analyse des données.

a) Les fréguences géniqueont été déterminées par la méthode du maximum de
vraisemblance basée sur I'hypothese d’équilibre HE#dy Weinberg, en utilisant le

programme Arlequin (Schneider S, 2000).

b) Les distances génétiquesnt été calculées a partir des 23 fréquencesicaléd en
utilisant la méthode de Reynolds (Reynolds J, 1988k le logiciel Phylip 3.5¢ (Felsenstein
J, 1989). Les arbres phylogénétiques ont été aotssta I'aide du logiciel Neighbor du
package Phylip et Treview (Page, R. D. M. 1996itoBaN, 1987).
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c) Les analyses multidimensionnellesu nonmetric multidimensional scaling (NMDS ou
MDS) ont été réalisées a l'aide du logiciel SPS®.1Ces analyses cherchent a représenter,
dans un nombre réduit et préimposé d’axes, lesioptaentre les populations. Pour un
nombre donné et petit d’axes (2 ou 3), le MDS pérde représenter une matrice de

distances avec moins de déformations qu’'une analys®mposante principale.

c) La classification ascendante hiérarchiguéCAH) a pour objectif principal de répartir
les éléements d’'un ensemble en groupes, c’est atétablir une partition de cet ensemble.
De plus, on realise une hiérarchie de partitions constitue un arbre appelé le
dendrogramme. Dans un dendrogramme, la hauteunaesls a une signification (plus le
nceud est bas plus les éléments regroupés sontegjo&tar contre, la position verticale est
arbitraire. La CAH repose sur un algorithme itératdeux étapes : a la premiere étape, on
réunit les deux objets les plus proches pour fonmenouveau groupe, et a la seconde étape,
on recalcule la distance entre le groupe qui viBétre créé et tous les autres objets. On
recommence ensuite jusqu’a ce qu'il n’y ait pluduguseul objet constitué de la réunion de
tous les éléments initiaux de 'ensemble de départméthode que nous avons utilisé pour
le calcul de la distance entre deux objets estdthatde du lien moyen, ou distance moyenne
(average linkage). Elle correspond a la méthodecldssification automatique la plus
employée, aussi appelée UPGMA (Unweighted Pair gsMeathod of Aggregation).

d) Les calculs des contributions génétiques (admixte) ont été realisés en utilisant le
logiciel ADMIX95 selon la méthode décrite par Cletborty (Chakraborty R, 1985). Ces
calculs ont pris en compte le modéle tri-hybrideséd sur I'utilisation des populations

originelles putatives et sur les valeurs des fréqgas génétiques.
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e) Les populations comparées.

Les calculs de distances génétiques ont pris empieotas 23 frequences alléliques décrites
dans différentes populations Africaines et du pmurtde I'Océan Indien. Ces populations
sont présentées en (Table 10 p.121). Compte tendatmées historiqgues nous avons retenu
la majorité des populations Africaines comme leséB& (Bantous, Gabon), les Beédik
(Sénégal), les Béja (Ethiopie), les Pygmeées Biakan@o), les Bitonga (Bantous,
Mozambique), les Hadza (Tanzanie), Kavango (Bantéfisque du Sud), les Kgalagadi
(Bantous, Bostwana) , les Libyens (Fezzan, Libles,San (Afrique du Sud), les Somalis
(Somalie) et les Zéruru (Bantous, Zimbawe). PouPédainsule Arabique, nous avons inclu
une population de Saoudiens (Arabie Saoudite). Rooontinent Indien, nous avons retenu
une population de langue Dravidienne les Gadabal{fenPradesh). Enfin, pour le Sud-Est

Asiatique nous avons inclus les Indonésiens (Iadi&) et les Toba-Batak (Sumatra Nord).

En ce qui concerne l'origine des données, le ttavdébuté par une analyse de la littérature
au cours de laquelle nous avons été confrontésua geoblemes. L’'un concernait les
modalités de définition et de description des pafpoihs étudiées, l'autre concernait la
nécessité d’avoir les mémes loci étudiés dans elusi populations afin de mener des
analyses comparatives multiloci. En ce qui concden@remier probleme, I'analyse des
données originales révele une grande disparitéest rdanques de précision relatifs a
l'origine géographique et ethnique. Certaines &uplgblient des fréquences géniques qui
sont directement affectées a une population ocdupap zone géographique donnée.
D’autres sont imprécises quant a la population iéaudjui peut étre définie comme
« Africains » par exemple ou dont les résultats asés sur I'analyse de donneurs de sang
d’'une grande ville. Par ailleurs, beaucoup de desigansgressent les régles de la démarche
scientifique qui supposent que I'on sélectionne @ggantillons préalablement définis, alors
gue bon nombre d’études ont été menées en réttdsfac ce qui concerne les analyses
multiloci, la problématique est représentée par nkcessité de trouver les 6 loci

érythrocytaires étudiés dans les populations sétetdes en vue de comparaison.
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La difficulté est liée au fait que les loci étudiéssont pas forcément les mémes dans chaque
population et le nombre de géenes étudiés est limité

Nous avons donc analysé 77 articles originaux aoacé I'exploration sérologique du
polymorphisme érythrocytaire de pres de 120 pojuuat(Table 11 p.124) d’Afrique, de la
Péninsule Arabique, de I'Inde et de I'Asie du Suwst. ESur ces 120 populations seule une
vingtaine comportait les données relatives auxcbdoythrocytaires que nous avons étudiés.
Parmi ces 20 populations nous avons seélectionngdeslations précédemment décrites
(Table 10 p.121).

f) Cas particulier de I'analyse comparative des ph#types entre population de

Donneurs de Sang et population Comorienne de Marslk.

Notre problématique biomédicale étant de trouvesaluy compatible en vue de transfusion,
une analyse comparative a été menée entre lesefiégs phénotypiques des donneurs de
sang de I'EFS Alpes-Méditerranée et les fréquemdemotypiques retrouvées dans notre

échantillon de la communauté comorienne résidahseille.
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Populations Localisation Langue Auteurs Année
Somali Somalia Afro-Asiatic Sistonen J 1987
Bitonga Mozambic Niger Congo-Bantu Matznetter T 1969

Béja Sudan Afro-Asiatic El Hassan AM 1968
Zéruru Zimbawee Niger Congo-Bantu Lowe RF 1979
Sandawee Tanzania Khoisan Godber 1976
Bétéké Gabon Niger Congo-Bantu Languillat G 1980
Gueguen A 1980

Kgalagadi Botswana Niger Congo-Bantu Jenkins T 1987
Kavango South Africa Niger Congo-Bantu Nurse GT 1977b
Hadza East Tanzania Khoisan Tills D 1982
Biaka Congo Niger Congo-Bantu Cavalli-Sforza L 1986
Rouger P 1982

Bédik Senegal NC-West-Atlantic Bouloux C 1972
Gessain R 1965

Saoudiens Saudia Afro-Asiatic Abdelaal MA 1999
Chaabani H 2000

San South Africa Khoisan Nurse GT 1977a
Libyens Fezzan - Libya Afro-Asiatic Mourant AE 1976
Simonovic B 1968

Woodfield G 1970

Corrain C 1968

Gadaba Andhra Pradesch — India Dravidian Rao PM 1999
Indonésiens Indonesia Austric Jacob T 1974
Toba Bataks North Sumatra Austric Hawkins B 1973

Table 10 : Les populations sélectionnées en vumdwaraison (polymorphisme érythrocytaire).
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Systemes étudiés

Populations Auteurs Année ABO FY K IK MNS RH Localisation
Somali AFE Sistonen 1987 X X X X X Somalie
Bitonga BSE Spielmann 1970 X X X X X X Mozambique
Sandawe KHO Godber 1976 X X X X X X Tanzanie
Nyaturu BNE Godber 1976 X X X X X Tanzanie
Kumana AFE Mourant 1974 X A X X X Erythrée/Ehiopie
Baria AFE Mourant 1974 Erythrée/Ehiopie
Kisi BCE Hauvast 1971 X Tanzanie
Hadza W KHO Tills 1982 X X X X X X Tanzanie
Hadza E KHO Tills 1982 X X X X X Tanzanie
Afar AFE Fourguet 1969 X MN X Ethiopie
Soudanais AFE Wasfi 1980 X X X X X Soudan
Kenya AFE Mwangi 1999 DDS Nairobi
Kikuyu Beecher 1967 X Kenya
Wakamba Beecher 1967 X Kenya
Gusii Beecher 1967 X Kenya
Abaluhya Beecher 1967 X Kenya
Luo Beecher 1967 X Kenya
Nandi Beecher 1967 X Kenya
Saoudien ARA Abdelaal 1999 X X X X X Arabie Saoudite
Yéménite ARA Chaabani 2000 X Yémen
Berbere AFN Chaabani 1988 ? Tunisie
Saoudien ARA Bashwari 2001 Arabie Saoudite
Shia ARA Al-Hilli 1985 X D Barhein
Suni ARA Al-Hilli 1985 D Barhein
Saoudien ARA Maranjan 1966 Arabie Saoudite
Iran SW MO Bajtzadeh 1966 Iran
Iran Golf MO Nijenhuis 1964 Iran
Liban Kfoury 2001 DDS
Jordanien MO Irshaid 2002 DDS Jordanie
Dacca Rahman 1973 DDS Bengladesh
Inde sud Das 2001 DDS
Gadaba Drav Rao 1999 X X X X X X Andhra Pradesh
21 tribues Babu 2001 X D Andhra Pradesh
Rajaka Inde Parvatheesam 1997 X D Andhra Pradesh
Mali Inde Babu 1999 X MN X Andhra Pradesh
Birmanie Mya-Tu 1971 X X X X Birmanie
Tai/Bangkok Nathalang 2001 DDS Thailande
Red Karen Shimizu 1997 X Thailande
White Karen Shimizu 1997 X Thailande
Black Lahu (54) Shimizu 1997 X Thailande
Shan (62) Shimizu 1997 X Thailande
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Lisu (74)
Manni (30)
Bali
Indonésie
Bali
Toba-Bataks
Asie SE/Océanie
Filipinos
Singapore
Malaisie
Malaisie
Chinois/Malay
Seychelles
Réunion
Réunion
Réunion
Réunion
Mossi AFW
Gourounsi
Bissa
Samo
Peulh
San
Zezuru
Swazi
Kwangali BSW
Sambuyu BSW
Gciriku BSW
Mbukushu BSW
Kwengo BSW
BSE/Zeruru
BSE/Kgalagadi
CUS/Mbugu
Congo
Hutu
Shi
Yaka
Mixed Bantus
Mixed Bantus
Tutsi
Ngbaka
Pygmees/Efe
BNE/Tonga
BCWI/Njinga
AFW/Berba

Shimizu
Shimizu
Breguet
Jacob
Adipura
Hauwkins
Shimizu
Windhof
Mohan
Lewis
Chattapadhyay
Chattapadhyay
Welch
Fernandez
Lependu
Gérard
Lependu
Broussal
Broussal
Broussal
Broussal
Broussal
Nurse
Lowe
Trangle
Nurse
Nurse
Nurse
Nurse
Nurse
Lowe
Jenkins
Spedini
Empana
Fraser
Fraser
Fraser
Fraser
Fraser
Fraser
Fraser
Fraser

Nurse
Biondi

1997
1997
1982
1974
1977
1973
2000
1983
1987
1988
1977
1977
1975
1998
1983
1982
1983
1979
1979
1979
1979
1979
1977
1971
1979
1977
1977
1977
1977
1977
1971
1987
1981
1982
1966
1966
1966
1966
1966
1966
1966
1966

1979
1996

X
DDS

x

X X X X X X I I I I X X X

»,
X X X X X X X X O X X X X X X X X X
n

x

X X X X X X X X

X X X X X X X

x

X X X X X X X X

X X X X X X X X

x

X X X X

X X X X X X X X 0O

X X X X X X X X

x

Thailande
Thailande
Bali
Bali
Bali
Sumatra Nord
ASE/océanie
Philippines
Singapoure
Malaisie
Malaisie
Malaisie
Seychelles
Réunion
Réunion
Réunion
Réunion
Hte-Volta
Hte-Volta
Hte-Volta
Hte-Volta
Hte-Volta
Bostwana
Zimbawe
Swaziland
Kavengo AFS
Kavengo AFS
Kavengo AFS
Kavengo AFS
Kavengo AFS
Zimbawe
Bostawana
RCA
Congo
Congo
Congo
Congo
Congo
Congo
Congo
Congo
Congo

Angola
Bénin
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Zambian
Bantu/Kena
Nigéria SE
Camoroon
Nigéria
Sara/Majingay
Bedik
Bedik
Shangan
Bitonga
Tswana
Pedi
Kung
Koikoi
Ambhara
Wolof
Serere
Toucouleur
Diola
Peulh
Mande
Bateke
Obamba
Bawandji
Pygmées (29)
Bandjabi
Powi (28)

10 Tribues

Gibson

Beaumont
Udoh
Malesieux
Falusi
Hiernaux
Bouloux
Gessain
Matznetter
Matznetter
Jenkins
Jenkins
Jenkins
Jenkins
Harrison
Blavy
Blavy
Blavy
Blavy
Blavy
Blavy
Languillat
Languillat
Languillat
Languillat
Languillat
Languillat
Ssebabi

1979 x
1997 DDS
1969 DDS
2000 DDS
1976 x
1972 x
1965 x
1969
1969
1973 x
1973 x
1973 x
1973 x
1969 x
1986 x
1986 x
1986 x
1986 x
1986 x
1986 x
1980 x
1980 x
1980 x
1980 x
1980 x
1980 x
1973 x

X X X X X X

X X X X X X

X X X X X X

MN

MN

MN
MN
MN
MN
MN

X X X X X X

X X X X X

O X X X X X X

Zambie
Lesotho
Nigéria SE
Cameroon
Nigéria
Tchad Sud
Sénégal
Sénégal
Mozambique
Mozambique
Afrique Sud
Afrique Sud
Afrique Sud
Afrique Sud
Ethiopie
Sénégal
Sénégal
Sénégal
Sénégal
Sénégal
Sénégal
Gabon
Gabon
Gabon
Gabon
Gabon
Gabon
Uganda

Table 11 : revue de la littérature relative a lt&tuu polymorphisme érythrocytaire
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[ll.Méthodes d’exploration et d’analyse du polymorphismeHLA DRB1

Cette partie a fait I'objet d’un article actuellemtesoumis (Gibert M, 2003).

I11.1 Génotypage HLA-DRBI.
Parmi les 200 échantillons prélevés, 117 ont éadyaés. Le génotypage HLA a été réalisé

par PCR-SSO conformément au protocole de réfémdfom par la XII° Workshop
internationale (Charron D, 1997) et / ou par PCR283érup O, 1992) (Annexe 6 p.230).

[11.2 Analyse des données.

a) Les frequences géniquewont été déterminées en utilisant le programme qiile
(Schneider S, 2000).

b) Les distances génétiquesant été calculées en utilisant la méthode Fshidd’ du logiciel
Arlequin (Schneider S, 2000).

c) Les analyses multidimensionnelles

Programmes utilisés: SPSS 10.0.

d) Les populations comparées.

Elles sont issues de la XlI° Workshop (Clayton 997) complétée par les données de la
littérature. Cette analyse comparative est limigaex populations pouvant étre, par

hypothése, impliquées dans I'histoire du peuplentss® Comores. Nous retiendrons les
populations d’Afrique subsaharienne, de I'Asie dud ®uest, de I'Asie du Sud, de I'Asie du

Sud Est et enfin celle de Madagascar (Mérina). ¢éemble des populations retenues est
présenté en Table 12 p.122. Le regroupement liigues est donné par les auteurs ou

réalisé aprés consultation du site spécifigue.Ethnologue.fr
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Localisation Langue Populations Auteurs Année

Congo NC-Bantu CONGOLAIS Renquin 2001
Iran AF-Sémitique IRANIENS Armirzargar 2001
Egypte AF-Sémitique EGYPTIEN Krokowski 1998
Gabon NC-Bantu GABONAIS Migot-Nabias 1999
Israél AF-Sémitique ISRAELIENS Amar 1999
Burkina Fasso NC-West Atlantic RIMAIBE Clayton 1997
Egypte AF-Sémitique SIWA Clayton 1997
Pakistan Indo-Européen PATHAN Mohyuddin 2002
Burkina Fasso NC-Voltaic MOSSI Clayton 1997
Soudan NC-Kordofanien NOBA Clayton 1997
Cameroon NC-Bantu CAMEROUNAIS Pimtanothai 2001
Pakistan Indo-Européen SINDHI Mohyuddin 2002
Pakistan Indo-Européen KALASH Mohyuddin 2002
Liban AF-Sémitique LIBANAIS Clayton 1997
Inde ? INDE NORD Rani 1998
Rep. Centre. Afriq NC-Bantu PYGMEES AKA Renquin 2001
Thailande ? BANKOK Chandanayingyong 1997
Israél AF-Sémitique PALESTINIENS Arnaiz-Villena 2001
Pakistan Indo-Européen BURUSCHO Mohyuddin 2002
Madagascar AU-Malayo.Polynésien MERINA Migot 1995
Jordanie AF-Sémitique JORDANIENS Sanchez-Velasco 2001
Thailande Tai.Kadai-Tai BUYI Chandanayingyong 1997
Guinée equatorial NC-West Atlantic BUBI De Pablo 1997
Yemen AF-Sémitique YEMENITE Amar 1999
Malaisie AU-Malayo.Polynésien MALAY Mack 2000
Sénégal NC MANDENKA Tiercy 1992
Ethiopie AF-Cushitic AMHARA Clayton 1997
Ethiopie AF-Sémitique OROMO Clayton 1997
Thailande Tai.Kadai-Tai DAI LUE Chandanayingyong 1997
Burkina Fasso NC-West Atlantic FULANI Clayton 1997
Pakistan Dravidien BRAHUI Mohyuddin 2002
Pakistan Indo-Européen BALOCH Mohyuddin 2002
Océanie AU-Malayo.Polynésien BORNEO Zimdahl 1999
Indonésie AU-Malayo.Polynésien MOLUQUES Mack 2000
Indonésie AU-Malayo.Polynésien NUSA-TENGARRA Mack 2000
Océanie AU-Malayo.Polynésien JAVA Mack 2000

Table 12 : Les populations sélectionnées danétietes HLA (Gibert M, 2003).
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IV.Méthodes d’exploration et d’analyse du polymorphsmeKIR.

V.1 Population.
Parmi les 200 individus comoriens prélevés, 45t@tanalysés.

Nous avons également analysé 45 individus origegsadu Sud Est de la France sélectionnés
parmi le registre des donneurs de moelle osseubgkt® Alpes-Méditerranée. Cette

population a été prise en compte comme témaoin.

V.2 Génotypage KIR.
Le génotypage KIR complet de chaque individu esélsr la recherche des 14 génes et des

2 pseudogenes. Il a été réalisé par PCR-SSP lmanttides amorces spécifiques de chaque

gene. Les modalités techniques sont décrites eexann p.232

IV.3 Les méthodes statistiques

Les fréqguences observédy ¢nt été déterminées par le comptage des indivicus/és
positifs pour un géene donné sur le nombre de stgstés. La fréquence estimée de chaque

gene (F) a été calculée a partir de la formuleasude :

F=1-,@-1)
Les différences entre les fréquences des genesdKiR les deux populations étudiées ont
éte testées par un Chi-deL%z, a l'aide du logiciel EPI INFO 6.

Nous avons calculé I'équilibre de Hardy-Weinbergipla distribution des génotypes pour
vérifier que nos deux populations étaient a I'agal.

Nous avons réalisé une analyse en composante gaiafACP) a l'aide du logiciel SPSS
version 10.0, afin de comparer la répartition degutations en fonction du polymorphisme

des génes KIR.
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Le seuil de signification statistique retenu pdansemble des tests est p< 0.05. En cas de
comparaison multiple, la correction de Bonferrgncrrigé) a été appliquée en multipliant

le p par le nombre de comparaisons effectuées (HaldBn£955).

IV.4 Les autres populations.

Ces génes ont été découverts trés recemment aeitdeelule une dizaine de populations ont

éte etudiées a I'échelle mondiale (Table 13 p.129).

128



Populations Effectif Référence

Afrique 62

Trinidad Asie Sud 108 Norman PJ, 2002
Karachi Asie Sud 78

Inde 72 Rajaingam R, 2002
Allemagne 99 Becker S, 2002
Japon 41 Yawata et al.,2002
Angleterre 136

Palestine 105 Norman PJ, 2001
Thailande 119

Vietnam 59 Toneva, 2001

Table 13 : Les populations étudiées pour le polyhisme des génes KIR.
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RESULTATS.
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I. Résultats du polymorphisme érythrocytaire (genegt antigenes courants)

.1 Les fréquences phénotypigue et allélique

La répartition phénotypique ainsi que I'estimatibes fréquences alléliques sont présentées
dans la Table 14 p.134 L’hypothese d’équilibre dedy Weinberg est acceptée a un niveau
de 5%.

« Le systeme ABO.

Nous retrouvons une prédominance de l'allele O8%j.par rapport aux alleles A (14.1%)
et B (6.9%). Aucun phénotype déficitaire en antgéhn’a été détecté qu'il soit de type
Indien (classique phénotype Bombay) ou Réunionh@&phénotype Bombay est originaire
de la c6te Ouest de I'Inde et coexiste dans I'ddadRéunion avec le type Réunionnais qui
ne semble pas lié d'un point de vue phylogénéti@Qummpte tenu de la fréquence basse de
ces phénotypes (1/6000) (Lependu, 1983) et deille @ notre échantillon, nous ne
pouvons pas affirmer I'absence totale de ce typeaiiant de I'alleleH dans la population

des Comores.

 Le systeme RH.

L’haplotype RO (Dce) apparait comme le plus fréquent avec unguééce de 48%. Cet
haplotype avec les trois autres que sRit (DC8, r (dce) et R2 (DcE)représentent les
haplotypes les plus communs dans la population Gemae. Parmi les haplotypes rarés (
et r”), seulr est retrouvé avec une fréquence a 4.6%. Parmhdefotypes considéres
comme exceptionnelsRZ etry), aucun n’a été mis en évidence comme cela esegble

cas dans la majorité des populations.
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Par ailleurs toutes les réactions sérologiquestagtancontrolées visuellement, nous n'avons

retrouvé aucune diminution d’expression des anagd®H testés.

 Le systeme KEL.

Nous notons la faible fréquence de I'all&l€1.2%) et 'absence totale d’antigéne®ép de
phénotype Cellano (k) négatif. L'absence de didpibté de réactif anti-Jsa, ne nous a pas
permis de rechercher cet antigene qui est carsitre des populations d’Afrique

subsaharienne.

* Le systeme Duffy.

Le phénotype Duffy apparaissant le plus fréequenGemmde Comore est le phénotype Fy (a-
b-) avec une fréequence de 86.2%, ce qui nous daneeestimation de la fréquence de
l'allele FY*0 a 92.87%.

Parmi les sujets exprimant des antigenes Duffyleurs hématies, l'allele FY*A apparait
avec une fréquence (6.1%) largement supérieurdeadm'allele FY*B (0.9%). L’analyse
en biologie moléculaire a permis de valider, panptage direct des alléles, la fréequence de
chacun d’eux. La répartition des différents génesypbservés est donnée dans la Table 15
p.135. On constate que I'estimation des fréquepaesomptage directe donne des résultats
tres similaires (FY*A 5.9%, FY*B 0.9% et FY*0 93%) aux estimations obtenues avec la
formule de Bernstein. Les résultats obtenus enogiel moléculaire précisent les bases
génétiques de chaque phénotype Duffy. Le phéndeypa-b-) en Grande Comore reposent
sur la présence en double dose d'un allele FY*Oauarait identique a un alléle FY*B
mais avec une substitution nucléotidique T46C d&nsrégion promotrice du gene
(Mallinson G 1995).

L'allele FY*A differe de l'allele FY*B par une seel substitution (G125A) (lwamoto S,
1995). L'allele FY*X qui est caractérisé par labstitution nucléotidique C286T sur un
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allele FY*B (Tournamille C, 1998) n’a pas été reiwé dans cette population. Nous n’avons
pas retrouvé de modification dans la région promm®tassociée a un allele FY*A comme
nous l'avions avec FY*B. Enfin, comme pour I'ensdentles systémes, le contréle visuel de
chaque réaction sérologique n’a détecté aucunendtion de réactivité antigénique avec les

deux antigenes Fya et Fyb.

* Le systéeme Kidd.

L’allele JK*A est le plus fréquent (presque 70%patun phénotype silencieux Jk (a-b-) n'a
été détecté. Nous notons a nouveau une absendmidetibn de réactivité antigénique.

* Le systéeme MNS.

L’allele M (58.7%) est plus fréquent que l'allele @t I'allele S (25.3%) est largement en
dessous de l'allele s. Aucun phénotype S-s- n'adétécté dans cet échantillon. Enfin,
compte tenu de la non-disponibilité de sérum raretybe anti-MNS5 (U) I'absence de

réactivité U n’a pu étre recherchée.
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Systemes Fréguences phénotypiques (n) Fréquences laiées
A 25% - (41) A 14.1%
B 12.2% - (20) B 6.9%
ABO o) 61.6% - (101) o} 78.5%
N=164 AB 1.2% - (2)
Dccee 38.4% - (63) DCe (R1) 19.5%
DCcee 38.4% - (63) DcE (R2) 7.6%
DCCee 1.8% - (3) Dce (R0) 47.9%
DCcEe 3.6% - (6) dce (r) 20.3%
RH DccEe 11.6% - (19) dCe (') 4.6%
N=164 ddccee 3.6% - (6)
dCcee 2.4% - (4)
KK 0% - (0) K 1.25%
Kk 2.5% - (4) k 98.7%
KEL kk 97.5% - (156) Kp? 0%
N=160 Kp? positive 0% - (0)
Fy (a+b+) 0% - (0) FYA 6.1%
Fy (a+b-) 11.9% - (19) FYB 0.9%
FY Fy (a-b+) 1.9% - (3) FYO 92.9%
N=160 Fy (a-b-) 86.2% - (138)
Jk (a+b+) 45% - (72) JKA 69.4%
Jk (a+b-) 46.9% - (75) JKB 30.6%
JK Jk (a-b+) 8.1% - (13) JKO 0%
N=160 Jk (a-b-) 0% - (0)
MMSS 1.2% - (2) M 58.6%
MMSs 16.04% - (26) N 41.3%
MMss 19.7% - (32) S 25.3%
MNSS 3.7% - (6) s 74.7%
MNSs 13.6% - (22)
MNss 26% - (42)
MNS NNSS 3.7% - (6)
N=162 NNSs 3.7% - (6)
NNss 12.3% - (20)

Table 14 : Fréquences phénotypique et alléliquegdmspes sanguins érythrocytaires dans la popualati

Comorienne.
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Phénotypes Fréquences génotypiques (n) Fréquenekguas
FYA/FYA 0 FYA 5.93%
Fy(a+b-)
FYA/FYO 11.87% - (19) FYB 0.93%
FYA/FYB 0 FYX 0%
Fy(a+b+)
FYA/FYX 0 FYO 93.12%
FYB/FYB 0
Fy(a-b+) FYX/FYX 0
FYB/FYX 0
FYB/FYO 1.88% - (3)
FYX/FYO 0
Fy(a-b-) FYO/FYO 86.25 % - (138)

Table 15 : Résultats du génotypage Duffy dans pupltion Comorienne.
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[.2 Les distances génétiques

Les distances génétigues calculées d’aprés la ferm@ Reynolds, avec les marqueurs
érythrocytaires, entre la population Comorienndest différents groupes populationnels

retenus pour les analyses comparatives sont domiassla Table 17 p.138. Cette analyse
révele une proximité entre la population Comorieaheelle du continent Africain et de la

Péninsule Arabique. Par contre, la population Caegnoe apparait éloignée des populations
du Sud-Est Asiatique. L'analyse des valeurs obtemermet de distinguer trois catégories
de populations (Table 18 p.139).

Celles dont la distance génétique par rapportpjailation comorienne est inférieure a 0.1
(Somali, Bitonga, Béja, Zéruru, Sandawee, Bétékgalagadi, Kavango).

Celles dont les distances génétiques sont infé@sear0.2 (Hadza, Biaka, Bédik, Saoudiens,
San).

Enfin, celles dont les distances génétiques sopérseures a 0.2 (Libyens, Indonésiens,
Toba Bataks, Gadaba).

Ces résultats démontrent une proximité génétiquéadmsopulation Comorienne avec les
populations d’Afrique de I'Est (2 populations (Sdinet Béja) parmi les 8 plus proches) et
avec les populations Bantoues (5 populations Basto(Bitonga, Zéruru, Bétékés,
Kgalagadi, Kavango) parmi les 8 plus proches). i&imité des Sandawee sera analysée
dans le chapitre relatif a la Discussion. Les papoihs Arabes (Saoudiens) apparaissent
avec des valeurs de distances inférieures a celiésnues avec d’autres populations
Africaines comme I'Afrique du Nord et les San. Enfles valeurs les plus élevées sont
affectées aux populations d’Asie du Sud-Est.

La représentation des distances sous forme d’gpbgdogénétique (Figure 20 p.140)
confirme le “cluster” Africain avec les San a pdd, position intermédiaire de I'Arabie

Saoudite et le positionnement plus éloigné desulptipns d’Asie du Sud-Est.
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A B o FYA FYB FYO K k JKA JKB JKO M N S S RZ R1 ry r R2 RO r r

Saoudiens 0,134 0,123 0,741 0,194 0,225 0591 0,114 0896 0,537 0,463 0 0,755 0,245 0,435 0,565 0,008 0,459 0 0,014 0,149 0,099 0 0,271
Somali 0,155 0,077 0,74 0,041 0,04 092 0,005 0,995 0,687 0,312 0 0,51 0,49 0,152 0,848 0 0,155 0 0,006 0,013 0,654 0,007 0,163
Béja 0,193 0,083 0,723 0,127 0,086 0,786 0,005 0995 0,546 0,454 0 0,48 0,52 0,272 0,728 0 0,27 0 0 0,085 0,428 0 0,217
Lybiens 0,216 0,117 0,667 0,39 0,3 0311 0,051 0,949 0,533 0,468 0 0,529 0,471 0,304 0,598 0,013 0,361 0 0,034 0,138 0,11 0,022 0,322
San 0,234 0,037 0,72 0,216 037 039 0,053 0957 0,904 0,096 0 0,547 0,453 0,177 0,823 0 0,049 0 0 0,02 0,905 0 0,046
Sandawe 0,17 0129 0,7 0,007 0,002 0,991 0,003 0997 0,717 0,282 0 0,6 0,4 0,372 0,627 0 0,035 0 0 0,052 0,708 0 0,206
Hadza 0,325 0,018 0,557 0 0 1 0 1 0,582 0,418 0 0,55 0,45 0,15 0,85 0 0,009 0 0 0,068 0,748 0 0,173
Kavango 0,174 0,183 0,635 0,029 0,05 092 0,002 0,993 0,883 0,091 0 0,647 0,276 0,191 0,809 0 0,03 0 0,02 0,05 0,737 0,03 0,13
Bitonga 0,161 0,221 0,717 0,003 0,003 0,994 0,002 0998 0,762 0,237 0 0,529 0,47 0,28 0,72 0,002 0,027 0 0,03 0,093 0,691 0,016 0,134
Zéruru 0,17 0,118 0,71 0,009 0,017 0,973 0,002 0,998 0,81 0,187 0 0,51 0,49 0,2 0,8 0 0,044 0 0,016 0,098 0,675 0,001 0,164
Kgalagadi 0,154 0,103 0,743 0,076 0,089 0,835 0 1 0,883 0,091 0 0,585 0,415 0,243 0,757 0 0,009 0 0,015 0,125 0,63 0 0,221
Bédik 0,217 0,195 0,588 0,017 0 0,983 0 1 0,396 0,604 0 0,51 0,49 0,088 0,723 0,002 0,025 0 0 0,074 0,594 0 0,306
Biaka 0,185 0,148 0,667 0,001 0,001 0,998 0,004 099 0,808 0,192 0 0,545 0,454 0,137 0,706 0 0,007 0 0,033 0,014 0,816 0,002 0,128
Sumatra 0,139 0,213 0,702 0,885 0,115 0 0 1 0,589 0,364 0,124 0,4 0,6 0,093 0,907 0,007 0,846 0 0 0,106 0,04 0 0

Indonésiens 0,16 0,23 0,61 0,8 0,2 0 0 1 1 0 0 0,54 0,46 0,05 0,95 0,011 0,889 0 0 0,063 0,037 0 0

Bétékés 0,108 0,116 0,774 0 0,003 0,997 0,024 0976 0,818 0,182 0 0,451 0,549 0,249 0,751 0 0,034 0 0,023 0,086 0,706 0 0,149
Gadaba 0.174 0.295 0.536 0.572 0.428 0 0.020 0.980 0.478 0.369 0.047 0.811 0.188 0.691 0.308 0.063 0.763 0 0.017 0 0 0.005 0.152

Table 16 : Fréquences géniques au sein des pamdatiAfrique et du pourtour de I'Océan Indienridées de la littérature)
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Comoro 0.0000

Saoudiens 0.0722 0.0000

Somali 0.0077 0.1123 0.0000

Béja 0.0124 0.0579 0.0172 0.0000

Libyens 0.1040 0.0396 0.1256 0.0624 0.0000

San 0.0862 0.1791 0.0643 0.0953 0.1430 0.0000

Sandawe 0.0139 0.1149 0.0161 0.0334 0.1586 0.0823 0.0000

Hadza 0.0231 0.1453 0.0117 0.0313 0.1625 0.0865 0.0190 0.0000

Kavango 0.0182 0.1304 0.0118 0.0420 0.1590 0.0559 0.0106 0.0173 0.0000

Bitonga 0.0118 0.1299 0.0088 0.0318 0.1599 0.0712 0.0042 0.0153 0.0070 0.0000

Zéruru 0.0126 0.1361 0.0067 0.0333 0.1557 0.0631 0.0103 0.0165 0.0063 0.0021 0.0000

Kgalagadi 0.0177 0.1200 0.0177 0.0429 0.1361 0.0455 0.0161 0.0340 0.0100 0.0103 0.0070 0.0000

Bédik 0.0402 0.1391 0.0300 0.0323 0.1447 0.1422 0.0464 0.0177 0.0456 0.0441 0.0450 0.0707 0.0000

Biaka 0.0239 0.1679 0.0101 0.0484 0.1876 0.0605 0.0150 0.0146 0.0043 0.0067 0.0041 0.0142 0.0447 0.0000

TobaBatak 0.2947 0.1977 0.3064 0.2264 0.0992 0.2813 0.4059 0.3922 0.3679 0.3823 0.3614 0.3396 0.3677 0.3947 0.0000

Indonésiens 0.2894 0.2120 0.3048 0.2597 0.1328 0.2324 0.3913 0.4081 0.3323 0.3637 0.3334 0.2911 0.4278 0.3625 0.0355 0.0000

Bétéke 0.0162 0.1470 0.0098 0.0374 0.1687 0.0686 0.0112 0.0233 0.0129 0.0028 0.0023 0.0108 0.0538 0.0080 0.3790 0.3558 0.0000

Gadaba 0.3370 0.1219 0.3984 0.2787 0.1219 0.3423 0.3904 0.4735 0.4073 0.4280 0.4411 0.3809 0.4685 0.4867 0.1577 0.1717 0.4609 0.0000

Table 17 : Matrice de distances génétiques avegdpslations d’Afrique et du pourtour de I'Océadibn. Distances génétiques calculées avec les
marqueurs érythrocytaires (23 alléles) et seldnriaule de Reynolds.
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Populations Distances par ordre croissant  Localisation géographi que régionale

Comores 0.0000

Somali 0.0077 Afrique de I'Est
Bitonga 0.0118 Bantous Sud Est
Béja 0.0124 Afrique de I'Est
Zéruru 0.0126 Bantous Sud Est
Sandawe 0.0139 Tanzanie
Bétéké 0.0162 Bantous Nord West
Kgalagadi 0.0177 Bantous Sud Est
Kavango 0.0182 Bantous Sud Ouest
Hadza 0.0231 Tanzanie
Biaka 0.0239 Pygmées Centre Ouest
Bédik 0.0402 Afrique de I'Ouest
Saoudiens 0.0722 Péninsule arabique
San 0.0862 Afrique du Sud
Lybiens 0.1040 Afrique du Nord
Indonésiens 0.2894 Asie du Sud Est
Toba Batak 0.2947 Asie du Sud Est
Gadaba 0.3370 Inde

Table 18 : Les populations d’Afrique et du pourtder’'Océan Indien classées par ordre croissantalesrs des distances génétiques calculées
avec les marqueurs érythrocytaires (23 allelegngel formule de Reynolds.
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Figure 20 : Arbre phylogénétique positionnant laydation des Comores par rapport aux autres papntat
d’Afrique et du pourtour de I'Océan Indien (cakuotalisés a partir des marqueurs érythrocytaires).
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[.3 L’analyse multidimensionnelle

L’analyse multidimensionnelle des 18 populatiortsregrésentée en Figure 21 p.142

Nous avons rapproché par un trait les populatiard th représentation ne rendait pas bien
compte de la valeur de leur distance génétigue.sNmnstatons que la répartition des
populations en fonction des différents systemethésgytaires est corrélée a leur disposition
géographique, bien que le schéma soit inverségpgiort aux dispositions cardinales. Dans la
partie A, trois groupes de populations apparaigsieistdifférenciés par rapport a la population
Comorienne. Un premier groupe qui comporte 3 pdjula apparait tres différencié : les
Gadaba, les Toba Bataks et les Indonésiens. Les adues groupes occupent une position
intermédiaire par rapport a la population des Casofl s’agit d’'une part d’'un groupe
comprenant les deux populations de langue Afrcigsia (Saoudiens et Libyens) et d’autre
part d’'une population, les San. La population caerore se positionne au sein de I'ensemble
des populations Africaines (exception faite desspabans la partie B, nous avons supprimé
les groupes de populations apparaissant plus eiftétes afin de mieux visualiser le
positionnement de la population comorienne au desautres populations Africaines. Nous
retrouvons la population comorienne a une posiiciermédiaire entre les populations
d’Afrique de I'Est (Béja et Somalis) et les popidas Bantoues principalement les Bitonga et

les Zéruru.
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Figure 21: Analyse multidimensionnelle positionndatla population des Comores par rapport aux wtre

populations Africaines et celles du pourtour decB@n Indien (calculs réalisés a partir des margueur
érythrocytaires).
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|.4 La classification ascendante hiérarchique

La lecture du dendrogramme (Figure 22 p.144) detgé d’homogénéité des populations que
nous avons fixé (distance = 8), nous permetteiedager 5 groupes homogenes de populations :
1° groupe : Bitonga, Zéruru, Bétéké, Biaka, SandaWeagango, Kgalagadi.
2° groupe : Comores, Somalis et Béja,

3° groupe : Hadza, Bédik,

4° groupe : Saoudiens, Libyens

5° groupe : Toba Bataks, Indonésiens.

Et deux populations isolées : les Sans et les Gadab

Ces groupes ont déja été identifiés par I'analyskidimensionnelle.

De plus, si on augmente le degré d’homogénéitgdpslations (distance = 12), nous pouvons
alors dégager deux grands groupes homogenes:

1° groupe : I'ensemble des populations africainetieMoyent Orient (Bitonga, Zéruru, Bétéke,
Biaka, Sandawee, Kavango, Kgalagadi, Comores, Senija, Hadza, Bédik, Saoudiens,
Libyens et Sans).

2° groupe : I'ensemble des populations du Sud dtE31 asiatique (Toba Bataks, Indonésiens et
Gadaba)

Au total, I'analyse multidimensionnelle (Figure @1142) et la classification ascendante
hiérarchique (Figure 22 p.144) confirment le regrement de la population Comorienne avec
I'ensemble des populations Africaines, la proxinat€c les populations d’Afrique de I'Est
(Somalis et Béja) ainsi qu’une proximité relativeasGaoudiens.

Par contre, la population Comorienne apparait géegles populations du Sud Est Asiatique.
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pourtour de I'Océan Indien selon la méthdde UPGI\MIduIs réalisés a partir des marqueurs érythroegia
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[.5 L’admixture

Nous avons réalisé les calculs de contribution tgue (admixture) sous le modéle tri-
hybride. Compte tenu des données historiques, aeniss retenu la population Bantoue la
plus proche (Bitonga) pour la contribution Africajnles Saoudiens pour la composante
Arabe et la population la plus proche d’Asie du &sil (Indonésiens) pour la composante
Austronésienne. Les résultats montrent que les @enmsont une population métissée avec
une forte composante Bantoue (Composante Bitong&d%®9+ 5.2%) suivie de la
composante Arabe (Saoudiens 29% + 2.8%) et d'wgsefaible contribution Indonésienne
(1.5% =+ 3.7%). Ces calculs ont donné un “Modéinif value R= 0.992
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Il. Résultats des fréquences phénotypiques des dagurs de sang de I'EFS.

Les fréquences phénotypiques des systemes RH, Biity, Kidd, MNS ont été calculées a
partir de notre base de données. Les fréquensgwritheipaux phénotypes susceptibles de
présenter un écart significatif par rapport auxyatons originaires d’Afrique
subsaharienne sont données en table 19 p.147édpacince de la combinatoire antigénique
Fya-, Jkb-, S- atteint 5.6% dans notre fichierpkiae en compte supplémentaire du
phénotype Rh diminue le nombre d’unités compatilifeseffet, la fréquence d’une unité dd
cc ee Fya-, Jkb-, S- tombe a 1% et si nous impogoietle soit RO (D cc ee) elle tombe a
0.14%.
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Phénotypes Fréquences

RO (D cc ee) 2.6%

R (dd cc ee) 16%

S- 40%

Fya - 30%

JKkb- 20%

S-, Fya-, Jkb- 5.6%

r, S-, Fya-, Jkb- 0.98%

RO, S-, Fya-, Jkb- 0.14%
Fy(a-b-) 0% (4 donneurs)
S-s- 0% (1 donneur)
RH: -18 0%

RH:-34 0%

RH : -46 0%

Table 19 : Fréquences des phénotypes courantscetri@éns phénotypes publics négatifs (Duffy et RS la
population de donneurs de sang de I'EFS Alpes-Médihée.
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lll. Résultats de la détection des alléles « raresdu géneRHCE.

Bilan de I'étude en biologie moléculaire des allete« rares » du gen®&HCE.

Les alleles associés aux phénotypes rares suivahété recherchés par PCR-ASP :

Phénotypes « publics négatifs » : RH :-34
Phénotypes RH5 partiels
Phénotypes RH10 et RH20 (antigenes de basse fréguen

La recherche des alléles associés aux phénotypeslBldt RH :-46 est toujours en cours de
validation.

Les alléles produisant les RH5 partielsdeMO, c&340)
193 individus ont été analyses.
+ Allele ceMO:

8 individus sont porteurs de cet alléle et toug kétérozygotes (PCR alléle sauvage
positive). La fréquence est de 2%.

« Alléle ce’ (340):
72 individus sont porteurs de cet allele.
3 individus sont homozygotes (PCR alléle sauvagatné pour 733 et 340) et 69
individus sont hétérozygotes. La fréquence est%49.4
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Haplotype produisant le phénotype RH :-34(C)ce).

24 individus ont été analysés a ce jour.
5 individus sont porteurs de I'all&{éC)c€). Ils sont tous probablement hétérozygotes du fait
de la présence de I'antigene RhD et du geH®. L’analyse des phénotypes permet de

définir les génotypes probables.

Phénotypes Génotypes probables
DCcee (C)ce/Dce  (C)céDCe
DCEce (C)ce/DcE  (C)cé/DCE
DCcee (C)ce/Dce  (C)céDCe
DCEce (C)ce/DcE  (C)c€/DCE
DCcee (C)ce/Dce  (C)céDce

Le génotype probable pourra étre confirmé par egrelen utilisant un anticorps composé
anti-Ce ou par biologie moléculaire par séquenseggaesfRHCE

Alléle produisant les antigénes RH10 et RH2@€)
193 individus ont été analysés.

120 individus sont porteurs de la mutation 733cetodporteurs des antigénes RH10 et
RH20.

10 individus sont homozygotes (PCR alléle sauvagmtive) et 110 individus sont
hétérozygotes (PCR alléle sauvage positive). Lguisdce est de 70%.

149



IV. Résultats du polymorphismeHLA-DRBI.

V.1 Les fréquences alléliques

Les estimations des fréquences alléliques sonéptéss dans la Table 20 p.152

L’analyse des fréquences alléliqgues montre qudrtes alléles les plus courants (>15%)
sont représentés par HLA-DRBEIT (26.5%), HLA-DRB1*3 (16.3%) et HLA-DRB115
(16.2%). Ces trois alleles apparaissent aussi colamplus courants dans des populations
Bantoues du Gabon et du Congo ainsi que dans lalggam Egyptienne. Par ailleurs, ces
alleles (au moins deux d’entre eux) sont assezhaegt répandus dans de nombreuses
populations d’origines géographiques diverses conamgopulations originaires d’Afrique
subsaharienne, de la partie Est du bassin Méditaera(Gréce, Moyen Orient...) et du Sud
et Sud Est Asiatique.

L’allele DRB1*13 est caractéristique des populasiaiAfrique subsaharienne ou il peut
atteindre plus de 30% en Afriqgue de I'Ouest (Bladenka et Fulani). L'allele DRB1*15
présente les valeurs les plus hautes dans les gimmd Bantoues du Gabon (31%) du
Cameroun (28.9%) et du Congo (20.5%). Dans les|ptipns non Bantoues d’Afrique de
I'Ouest la fréequence de cet allele est plus fajdMessi {6.4%]}, Bubi {6.3%}) ou totalement
absent (Fulani, Madenka). En dehors de I'Afrigaefréquence la plus haute est observée en
Papouasie Nouvelle Guinée (40%). Les valeurs obssrdans la population Comorienne
sont comparables a celles observées en Egypte Asienlu sud (Inde et Pakistan).

L’allele suivant, avec une valeur de 14.1%, estrésgnté par HLA-DRBI1¥2 qui est
caractéristique des populations d’Asie du Sud Egleecertaines populations Malgaches
comme les Mérina ou sa fréquence atteint 36.4%.

Deux autres alleles sont retrouvés avec des fréggempresque comparables, l'allele
DRB1*01 (10%), et l'allele DRB163 (9%). Avec une frequence de prés de 10% dans la
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population comorienne l'allele DRB1*01 atteint laug haute valeur observée en Afrique
(Afrique du Nord incluse) juste derriére les Amharacelle atteint 11.7%. Dans les autres
populations Africaines, la fréquence reste inféaed 7.5%. Ailleurs, les fréquences les plus
élevées sont observées en Europe et au Pakistarelies restent toujours en deca de 15%.
En ce qui concerne l'alléle DRB1*03, la fréquentsearvée dans la population comorienne
est comparable a celle des populations d’AfriquieSsitharienne, d’Afrique du Nord Est
(Egypte), d’Afrique de I'Est (Ethiopie : Amhara) @&t Moyen Orient.

L'allele DRB1*07 apparait avec une fréquence relativement faiblé%b ce qui est
comparable a ce qui est classiqguement observélempspulations d’Afrique subsaharienne
a I'exception des Fulani. En dehors de I'Afriquetdiles valeurs sont observées en Asie du
Sud Est. Quatre alleles, enfin, présentent desiémgces inférieures a 3%. L’allele DREDB*
(2.6%) dont les valeurs sont comparables aux apeslations Africaines. Cet allele est
essentiellement représenté en Asie du Nord et & @sntrale. L’alléle DRB1¥6 (2.1%)

qui est esentiellement présents en Asie du Sud Esfiele DRB1*04 (1.7%) dont la
fréequence dans la population Comorienne est corbfgapacelle observée dans la majorité
des populations d’Afrique subsaharienne mais sams cgla apparaisse comme une
exclusivité. En effet, de telles valeurs sont ausiiouvées en Asie du Sud Est (Bornéo,
Moluque), en Asie du Sud et a Madagascar. Ailleces,allele présente une fréquence plus
élevée, dont les plus hautes valeurs sont retreus@eisie, en Europe et au Moyent Orient
sans jamais dépasser 10%. L'allele DR83&présente une valeur (1.7%) comparable a celle
retrouvée au Moyen Orient. Par rapport aux popadatid’Afrique subsaharienne, la
frequence observée dans la population comorienpegente la 2° valeur la plus faible
apres celle observée dans les populations bantbueSabon. Les plus hautes valeurs
Africaines sont retrouvées en Afrique de I'Ouest Bantoue (Mossi, Rimaibe, Fulani) avec
11%. En dehors de I'Afrique, cet alléle est essdlrtnent représenté dans les populations
asiatiques. Enfin, l'alléle DRBI0 (1.7%) est essentiellement représenté dans les

population de I'Est du bassin Méditerranéen et sie Au sud (Inde et Pakistan).
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Alléles Fréquences
HLA-DR1*01 9.8%
HLA-DR1*03 9.0%
HLA-DR1*04 1.7%
HLA-DR1*07 5.6%
HLA-DR1*08 1.7%
HLA-DR1*09 2.6%
HLA-DR1*10 1.7%
HLA-DR1*11 26.5%
HLA-DR1*12 14.1%
HLA-DR1*13 16.3%
HLA-DR1*14 0.4%
HLA-DR1*15 16.2%
HLA-DR1*16 2.1%

Table 20 : Fréquence des spécificités génériques-BIRB1 dans la popualtion Comorienne.
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V.2 Les distances génétiques

L’analyse des distances génétiques calculées a pag fréquences alléliques HLA-DRB1
sont données dans la Table 21 p.154 et classéesduarcroissant de distance par rapport a la
population comorienne.

Parmi les 10 populations apparaissant les plushpsor 5 sont originaires d’Afrique
subsaharienne [2 populations Bantoues du Conga €kabon. 2 populations d’Afrique de
I'Ouest non Bantoue, les Rimaibe et les Mossi. dutetion d’Afrique de 'Est les Noba], 2 du
Moyen Orient [Iran et Israél], 2 d’Afrique du NoEkt [Egypte et Siwa] et 1 d’Asie du Sud
[Pathan]. Par ailleurs, 5 populations apparaispkrg différenciées. 4 sont originaires d’Asie
du Sud Est (Bornéo, Moluque, Nusa, Java) et umeld’(Baloch).

V.3 L'analyse multidimensionnelle

L’analyse multidimensionnelle de 37 populationsridjime africaine et du pourtour de 'Océan
Indien est représentée en Figure 23 p.155. Noussarapproché par un trait les populations
dont la représentation ne rendait pas bien conpteuwd valeur de Fst. Nous constatons que la
répartition des alleles HLA-DRBL1 est corrélée aisposition géographique des différentes
populations, bien que I'Inde soit située a gauche ls schéma. Dans la partie A, 10
populations apparaissent tres différenciées : Jauaa, Moluque, Bornéo, Malay, Baloch,
Brahui, Madenka, Fulani et Mérina. Dans la partjem&us avons supprimé ces 10 populations
afin de mieux visualiser le positionnement de lgation comorienne. La population
comorienne apparait en position intermédiaire efeique du Nord, I'Afrique de I'Est, le

Moyen Orient et I'Afrique subsaharienne.
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Populations Groupes Distance

CONGOLAIS BCW .806
IRANIENS ASW .1468
EGYPTIEN AFE .1638
GABONAIS BCW 1941
ISRAELIENS ASW-MO .2266
RIMAIBE AFW 2424
SIWA AFE .2499
PATHAN ASS .2900
MOSSI AFW 2931
NOBA AFE .3089
CAMEROUNAIS BCW .3206
SINDHI ASS .3553
KALASH ASS .3607
LIBANAIS ASW-MO .3759
INDE NORD ASS 4060
PYGMEES AKA PYG 4280
BANKOK ASE 4282
PALESTINIENS ASW-MO 4328
BURUSCHO ASS .5047
MERINA MADA .5095
JORDANIENS ASW-MO 5132
BUYI ASE 5134
BUBI AFW 5371
YEMENITE ASW-PA 5511
MALAY ASE .6568
MANDENKA AFW 6573
AMHARA AFE .6664
OROMO AFE 6727
DAI LUE ASE 7485
FULANI AFW .8305
BRAHUI ASS .8998
BALOCH ASS .10012
BORNEO ASE 110167
MOLUQUES ASE .10667
NUSA-TENGARRA ASE 10917
JAVA ASE 12624

Table 21 : Les populations classées par ordresamigle distances génétique par I'étude du systfimde

(Gibert M, 2003).
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V. Résultats du polymorphisme des genddR.

Nous présentons ici les résultats de I'étude dwrpoiphisme des gendsIR dans la
population comorienne de Marseille qui a fait Jabd'un travail de DEA (C.Frassati,
2003).

V.1 Les fréguences génigues

La fréquence des différents genes est donnée da 22lp.157

La fréquence des genes dits « d’ancrage », 2DL423# 3DL3 est de 100% dans les deux
populations testées, ce qui est en accord avelases de la littérature.

Les autres génes peuvent étre divisés en deux egarpfonction de leur fréquence dans la
population comorienne. Les génes dont la fréquesste> 60% représentent les génes
caractériques de I'haplotype A ; 2DL1 (100%), 2D(9%%), 3DL1 (98%) et 2DS4 (98%).
Les génes dont la fréquence est < 60% représdetegeénes caractéristiques de I'haplotype
B; 2DL2 (29%), 2DL5 (55%) associés a un certaimhee de genes activateurs comme
2DS1 (42%), 2DS2 (24%), 2DS3 (9%), 2DS5 (40%) e B[B1%).

En ce qui concerne les pseudogenes, ils sont w&scuune fréquence de 84% pour le 2DP1
et de 91% pour le 3DP1.
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KIR inhibiteurs

KIR activateurs

Pseudogénes

2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1  2DS2  2DS3 2DS4 2DS5 3DsS1 2pDP1 3DP1
Testés
France positifs 41 28 44 45 22 40 45 45 35 27 11 4 10 7 21 41
Sud-Est  f(%) 91 62 98 100 49 89 100 100 78 60 24 98 22 15 60 91
(n=45) F(%) 70 38 85 100 28 67 100 100 53 37 13 8 12 8 37 70
Comores nombre 45 13 43 4 25 44 45 45 19 11 4 4 18 14 38 41
(n=45) (%) 100 29 95 100 55 98 100 100 42 24 9 98 40 31 8 9
F(%) 100 16 79 100 33 85 100 100 24 13 4 8 22 17 60 70
X2 10,08 11,85 11,66
p corrigé ns <0,01 ns ns ns ns ns ns <0,001 <0,001 ns ns ns ns ns ns
Table 22 : Fréquences observées (f %) et estini@ésdes génes KIR dans les deux populations testéeson- significatif.
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V.2 Les génotypes KIR.

Nous avons analysé le nombre et le type (inhibétélR-L et activateurs KIR-S) de génes
KIR présents, pour chaque individu, et nous avansi u déterminer le génotype de
chacun d’entre eux (Table 23 p.159). Nous avonsut@ll’équilibre de Hardy Weinberg
pour la distribution des génotypes et nos deux jadipas sont a I'équilibre.

La population comorienne et la population du Sutddesla France montrent une diversité
dans les profils génétiques rencontrés, cette sliéeporte sur le nombre et la combinaison
des divers géenes KIR.

Dans la population Comorienne, nous avons trouvgézmtypes différents dont 7 n’avaient
pas encore été décrit dans la littérature (ng veau génotype dans la table 23 p.159).

Dans la population du Sud-Est de la France, noassatrouvé 22 génotypes différents dont
4 nouveaux.

Le génotype AAL est le plus fréquent dans les gmpulations, il est présent a 20% dans la
population comorienne et a 13.3% dans la populatioBud- Est de la France.

Ce génotype contient une combinaison de genestédstiues de I'haplotype A (2DL1,
2DL3, 2DS4, 3DL1) et pas de génes caractéristigigeshaplotype B. Les individus qui
possedent ce génotype sont donc homozygotes payidtype A.

A linverse, le génotype BB ne présente pas leeg@aractéristiques de I'haplotype A mais
il possede les genes spécifiques de I'haplotyp@BL;2, 2DL5, et une combinaison variable
de genes activateurs a I'exception du 2DS4. Cetgpaa’a été trouvé que chez un individu

de la population du Sud-Est de la France, il estdmmozygote pour I'haplotype B.

De plus, il existe des génotypes AB qui présentleg combinaisons entre les genes

caractéristiques des haplotypes A et B.
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Table 23 : Génotypes KIR observés et nombre d’iddi pour chaque génotype dans les

&notype non

ene, ng : nouveau geno

deux populations. 1 : Présence du géne, 0 : abgshng

décrit dans la littérature, n: effectif.
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V.3 Comparaison du polymorphisme des genes KIR dasgopulations

* Comparaison des génotypes.
Nous avons comparé la fréquence des génotypesnpsédans nos deux populations avec
celle des populations décrites dans la littérafisble 24 p.160). Nous constatons que le
génotype AAL est le génotype le plus fréquent dantes les populations a I'exception des
Indiens et des Aborigénes Australiens. En dehorsedgénotype, on retrouve pour chaque
population étudiée une grande diversité de génetglpat les fréquences sont en moyenne <
6%.

Nomenclatures Fréquences des génotypes (%)

~—~ < (o)
Zx\llitiggg-et 7 5 2 3 S % % @ Gg
Norman et Uhrberg g g E D :‘E o ‘_g g _-‘95 % s g
al., Crum et et £ S % g’ % E _§ @ g E = % Q
2001,2002 al.,2000  al., 1997 O r £ < o [ > < < = N4 o) <
AA1 1 1 20 13,3 56 30,1 22,9 353 429 1,7 353 15,7 115 56 31,3
AA 1.1 4.4 0,9
AA 2 2 4 22 44 28 88 6,7 1,7 85 45 65 2,7 26 195
AA 2.1 2,2
AA 2.1* 2,2 2,2 1,9 4.2 56 7,7 7,3
AA3 6,7 13,3 1,4 2,2 0,95 1,6
AA 103.1 2,2 2,2 1,6 2,6
AA 103.1* 2,2
AB1 9 7 22 56 11 143 11,8 64 83 64 4.8 152
AB3.1 10 9 22 44 14 44 19 34 26 48 6,1
AB4.1 7+8 22 44 14 73 38 42 34 169 46 51 11,1
AB5 44 28 29 19 0,8 16 56 1,3 51
AB5.1* 2,2 44 16 3,7 38
AB8 11 2,2 1,4 6,4
AB8.1* 2,2 16 0,9 2,4
AB9 3 22 6951 114 34 51 45 81 83 115 24
AB103.1* 22 28 29 1,7 1,8 2,6
BB 5.1 2,2 1,6 24 1
C 6,7 1,6
n= 45 45 72 136 105 119 59 67 62 108 78

Table 24 : Comparaison des génotypes avec les gtogng décrites dans la littérature. n: effectif
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» Comparaison des fréquences geéniques.
Les génes 2DL4, 3DL2, 3DL3 ont été exclus de lamamaison car leurs fréquences étaient
de 100 % dans toutes les populations. Le gene 2Dlés deux pseudogenes 2DP1 et 3DP1

ont aussi été exclus car ils n’étaient pas déddts la majorité des autres populations.

Geéne KIR 2DL1 2DL2 2DL3 3DL1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1
POPULATIONS

France SE 91 62 98 89 78 60 24 98 22 15
Comores 100 28 95 98 42 24 9 98 40 31
Afrique 79 52 85 98 23 45 19 97 24 13
Trinidad Asie S 82 64 83 88 55 69 27 81 37 44
Karachi Asie S 90 67 91 81 60 69 45 72 48 56
Angleterre 91 49 92 97 45 51 24 96 32 42
Palestine 83 62 85 88 44 64 37 88 27 39
Thailande 97 42 97 93 42 44 25 87 23 44
Inde 87 79 65 87 54 62 43 81 47 39
Vietnam 98 36 98 88 37 41 32 88 0 41
Australie 72 79 67 55 82 85 81 51 0 78
Allemagne 91 50 91 91 39 49 22 96 27 36
Japon 100 16 100 98 34 15 16 98 26 32

Table 25 : Comparaison des fréquences (en %) ffésatiits génes KIR dans les populations.

Afin de visualiser la répartition des populatiomsfenction du polymorphisme des genes KIR,
nous avons realisé une analyse en composantegai@¢Figure 24 p.162)
L’analyse de cette ACP nous permet de dégagerejgedupes homogenes de populations ;
- France Sud-Est (Fse) /Angleterre (UK) / Allema@DE)
- Afrique (Afr) / Comores (Kmr)
- Karachi Asie du Sud (Kas) / Palestine (Pal) / itladl Asie du Sud (Tas)
- Thailande (Thai)/Japon / Vietnam (Viet)

L’Inde et I'Australie (Aus) sont isolées.
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DISCUSSION.
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L’étude génétique de la population Comorienne deskille était motivée par une double
problématique : anthropologique et biomédicale.ppi@mche anthropologique avait pour
objectif de décrire la structure génétique de cptipulation et de rechercher les traces
génétiques des trois principales vagues migratomgdiquées historiguement dans le
peuplement de l'archipel des Comores : Africaineab® et Austronésienne. L’aspect
biomédical devait évaluer I'impact transfusionnes gbarticularités immuno-hématologiques

de cette communauté migrante résidant a Marseipee sensibilisée au don du sang.

I. Analyse de la contribution d’Afrique subsaharieme.

.1 Les données du polymorphisme érythrocytaire.

L’analyse des fréquences phénotypiques et génidasssystemes érythrocytaires évoque
une grande similitude avec de nombreuses popusatiohfrigue subsaharienne (Table 16
p.137). Cette similitude est détectable avec I'emide des systéemes de groupes sanguins

étudiés.

Les fréquences phénotypique et alléligue.

« L’allele O présente une haute frequenc€78.4%) par rapport aux autres alleles
(14.1%) etB (6.9%).

o Lallele K (1.2%) est tres rare et l'allele Kpa est absent Ces deux alleles sont
considérés comme les mutants respectifs des akede&pb. Ces derniers constituent
I'haplotype originel (Redman CM, 1989 ; Blancher 2000) qui est le plus largement
répandu en Afrique subsaharienne. En Europe, bienles alleleX et Kpa soient
considérés comme peu frégquents, ils atteignentdeuhéme des fréquences respectives
de 4% et 2% (Daniels G, 2002).
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L’haplotype RO est le plus courant des haplotypes du systeme RH8%). Cet
haplotype représente un des traits les plus caistajées de I'Afrique subsaharienne
puisqu’il dépasse fréquemment les 60% et il peeiratre dans certaines populations 80
a 90% (Table 16 p.137). Il est trés peu représemtéurope (2%), en Extréme Orient et
en Asie du Sud Est (3 a 4%) (Daniels G, 2002, MoukE, 1976). Cet haplotype,
constitué d'un gen&HD et d'un alleleRHcedu géneRHCE, représente probablement
I'alléle ancestral (Carrit B, 1997) a I'origine de#férents haplotypes du loct®H. Des
évenements génétiqgues (conversion, recombinaiséiétiah) entre le gen®HD et
l'alléle Rhceont produit les autres allelé®H courants R1, R2, J plus fréquents dans
d’autres populations probablement moins anciendepdct évolutif du systeme RH
Figure 12 p.73).

Le deuxieme haplotype du systeme RH le plus fréqueest I'haplotype r (20.3%).

Sa fréquence est similaire a celle observée dansalarité des populations d’Afrique
subsahariennes (Table 16 p.137).

La fréquence du phénotype Fy (a-b-) (86.2%) atteintpresque les plus hautes
valeurs africaines observées chez les Bantous et Rygmées (94%)Cavalli-Sforza

L, 1994a). Les données de la biologie moléculaiéenahtrent que le mécanisme
d’expression du phénotype Fy (a-b-) observé en @a@omore est identique a celui
observé en Afrique subsaharienne. Il est, en affegctérisé par la mutation T46C dans
le promoteur du gene Duffy. Cette mutation préviémtfixation d’'un facteur de
transcription dans le tissu érythroide (GATA-1)eetpéche I'expression des molécules
Duffy sur les hématies mais pas dans les autreastisu un autre promoteur permet
l'activation du géne (Tournamille C, 1995 ; Peipf& 1995). La présence, a une telle
fréequence , du phénotype Fy(a-b-) « Africain » de@s régions peut étre liée, comme
I'évoquent les données historiques, a une contdbuinitiale et massive de peuples
d’Afrique subsaharienne, notamment Bantous.

L’'absence totale d’alleleFYX caractéristique des populations Européennes test &

par les explorations en biologie moléculaire (Chd@yri965 ; Cedergren B, 1973)
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» L’allele Jka présente une fréquence tres élevé@0%) Ceci est caractéristique des
populations d’Afrique subsahariennes (Nurse, 19¥)ses valeurs sont fréquemment
comprises entre 62 et 70% pour atteindre parfais ge 80% chez les Pygmées (Table
16 p.137).

* Les alléles dits “rares” du geneRHCE sont présentsLes premiers résultats montrent
la présence de certains de ces alléles (ceM@4® et (C)cd. Compte tenu de leur
répartition exclusive dans les populations d’Afegsubsahariennes (Noizat Pirenne F,
2002), leur présence dans la population Comoriemaprésente un élément

supplémentaire en faveur de la contribution Afneai

Les distances génétiques.

L’étude des distances génétiques confirme la privgide la population Comorienne avec
les populations d’Afrique subsaharienne et notaninBamtoues. En effet, parmi les 8
populations les plus proches, sur les 17 analydépgent 5 populations Bantouphones
(Table 18 p.139). Cette similitude semble plus prarée avec les Bantous de I'Est (Bitonga,
Zéruru).

La population des Sandawees pourrait en repr@senge6°. Bien que parlant une langue
Khoi, les Sandawees présentent plus de similiteétigue avec les Bantous qu’avec les
Khoisans. lls pourraient ainsi représenter une labjom Tanzanienne originelle qui a
maintenu sa langue initiale (peut étre imposédaleinent par les Khoisan), mais qui a été
génetiquement infiltrée lors de I'expansion Bantaugartir du nucléus Congolais (Cavalli-
Sforza L, 1994a). lIs illustrent un nouvel exempmle distorsion Gene — Langue par
processus de remplacement de géenes.

La position des populations d’Afrique de I'Est (Saimet Béja) sera discutée lors de
I'analyse de la contribution « arabe ».

Les autres populations Africaines (les Hadza, kegdilg les Pygmées, les San et les Libyens)

apparaissent plus éloignées.
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La représentation des distances sous forme d’gpbgdogénétique (Figure 20 p.140)

confirme le regroupement Bantous/Comores et I'é@eigent relatif des San et des Bédik.

L’analyse multidimensionnelle et la classificatiorascendante hiérarchigue

L’analyse multidimensionnelle (Figure 21 p.142)eetlassification ascendante hiérarchique
(Figure 22 p.144) confirment le regroupement daopulation Comorienne avec I'ensemble
des populations Bantoues et sa proximité avecdpslptions d’Afrique de I'Est (Somalis et

Béja).

[.2 Les données du polymorphisme HLA-DRBI

L'étude des distances génétiques confirme la prib&iemtre les populations des Comores et
celles d’Afrique subsaharienne (Figure 23 p.158)eEet, parmiles 11 populations les plus
proches 7 sont Africaines (Table 21 p.154). La petjpan la plus proche est représentée par
une population Bantoue du Nord Ouest (Congo) etallonaniére géenérale, ces populations
Bantoues (Congo, Gabon) sont plus proches quesagidrique de I'Ouest non Bantoues.
Les populations des Comores, du Congo et du Galisemtent d’ailleurs les alleléd_A-
DRBLZ 11, 13, 15 des fréquences similaires.

Enfin, on retrouve sur l'analyse multidimensionaellin cluster Africain incluant les

Comores
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.3 Les données du polymorphisme des genes KIR.

L’'analyse de I'ACP (Figure 24 p.162) permet de atfgy quatre groupes homogenes (
[France Sud Est / Angleterre / Allemagne] - [Afreg/ Comores] - [Karachi (Asie du sud)
/ Palestine / Trinidad (Asie du sud)] - [Thailanddapon / Vietnam) qui apparaissent
corrélés avec la répartition géographique. La mwsiles Comores proche de I'Afrique
semble aller dans le sens de I'hypothése d’unenarigfricaine. Cependant, cet échantillon
africain publié (Norman PJ, 2002) n’est pas clagetndéfini quant a son origine
géographique. Il semblerait toutefois qu’il provierd’Afrigue subsaharienne de I'Ouest.

.4 Conclusions relatives a la contribution Africae.

Ainsi, en accord avec les données linguistiquestphiques et culturelles la population des
Comores semble bien appartenir au groupe popufalidBantou et représenter la limite la
plus orientale de cette expansion massive et récérgnsemble de ces éléments pourrait
situer l'origine des premiers Bantous de la Grar@emore au Mozambique. Cette
hypothése, évoquée par la similitude génétique &editonga par exemple (Bantous du
Mozambique), est renforcée par les données dadditm orale de Said Ahmed (Robinau C,
1966) qui avancaient déja cette origine et pardesnées linguistiques. Ces dernieres
rapprochent le langage du groupe Ouest des ileen@@rComore et Mohéli) des langues
usitées au Mozambique comme I'Esakaji (Vérin P,4)9@es résultats confirment la haute
corrélation entre profil génétique et affiliatiomduistique déja rapportée en Afrique non
seulement avec le systeme HLA (Sanchez-Mazas A]1)20fais aussi avec d'autres
marqueurs comme ceux des systemes Gm et RH (Excaffil991), ceux du chromosome
Y (Pereira L, 2002 ; Poloni ES, 1997 ; ScozzarQ9)9u ceux de I'’ADN mitochondrial
(Pereira L, 2001).
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II. Analyse de la contribution « Arabe ».

1.1 Les données du polymorphisme érythrocytaire.

L'étude des fréquences alléliques et des distagépgjues semble montrer une similitude
avec les populations d’Afrique de I'Est qui petreénterprétée comme un témoin indirect
de la contribution « Arabe ». Par alilleurs, lestatises génétiques positionnant les
populations de la Péninsule Arabique parmi les [adjmns les plus proches représentent,

ici, un témoin direct de cette contribution.

Les fréguences génétigues

L’analyse des fréquences des haplotyRelsmontre des valeurs proches de celles observées
en Afrique de I'Est pour les haplotypB® et RL En effet, bien que I'haplotydeo soit le
plus courant dans la population Comorienne sa &écgi représente un niveau intermédiaire
entre les valeurs les plus basses d’Afrique, olésmren Afrique de I'Est (43 a 65% (table 16
p.137)), et celles observées dans les autres gamdagparlant des langues afro-asiatiques
comme celles d’Afrique du Nord (11 a 20% (tablepl637)) et de la Péninsule Arabique
(10% (table 16 p.137) & 15% en moyenne (Cavallizafd. 1994a)). Cette plus faible
fréequence de I'haplotyplR0 est compensée en particulier par la fréquencédplotypeR 1

La valeur de I'haplotypeR1 (19.5%) tend vers les plus hautes valeurs d’Afrique
subsaharienne qui sont habituellement observéddramue de I'Est ou elles atteignent en
moyenne 16 a 27% (Table 16 p.137) alors ellesmestamprises entre 7 et 10% (Table 16

p.137) dans les autres régions d’Afrique.
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Les distances génétigues.

Les valeurs des distances génétigues démontrente dpart ;une proximité entre la
population Comorienne et les populations d’Afrigies I'Est (Somali et Béja) qui figurent
parmi les 8 populations les plus proches ; et dsapart que la population des Saoudiens est
plus proche que certaines populations Africaines¢Set Libyens).

La représentation des distances sous forme d’atiy®génétique (Figure 20 p.140) situe la
population Comorienne en position intermédiairdresrle “cluster” Africain, qui comprend

les populations d’Afrique de I'Est (Somali et Béja) I'Arabie Saoudite.

L’analyse multidimensionnelle et la classificatiorascendante hiérarchique.

La proximité de la population Comorienne avec lepytations d’Afriqgue de I'Est ainsi que
sa position intermédiaire par rapport aux Saoudismist aussi révélées par l'analyse

multidimensionnelle et le dendrogramme.

[1.2 Les données du polymorphisme HLA-DRBI.

L’analyse des données du polymorphisme HLA-DRBldaeas le sens des résultats des
marqueurs érythrocytaires en situant la popula@omorienne proche des populations de
I'Afrique de I'Est.

En effet, parmi les 10 populations apparaissantplas proches (Table 21 p .154) nous
retrouvons 1 population d’Afrique de I'Est (lesiig, 2 du Moyen Orient (Iran et Israél) et
2 d’Afrique du Nord Est (Egypte : le Caire et Siwa)

L’analyse multidimensionnelle (Figure 23 p.155) rmenune proximité relative de la

population comorienne avec I'Afrique du Nord, I'&fue de I'Est et le Moyen Orient.
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[1.3 Les données du polymorphisme des génes KIR.

Malheureusement I'absence de données dans ladtittérsur ce polymorphisme dans les
populations « Arabes » ne nous a pas permis daaalieur contribution dans le pool

génétique de la population Comorienne.

[1.4 Conclusions relatives a la contribution « Ab®e ».

Le faible niveau de différenciation constaté et populations d’Afrique de I'Est et des
Comores peut étre considéré comme le témoin inddeme contribution “Arabe” sur le
pool génétique comorien.

En effet, I'Afrique de I'Est représente un vériabtorridor non seulement dans le sens
Moyen Orient> Afrique du Nord (Manni F, 2002) mais aussi dansdes Moyen Orien®
Afrique subsaharienne (Richard, 2003). Cela esstitpar les faibles distances génétiques
entre certaines populations d’Afrique subsahariegineelles d’Afrique de 'Est (Egypte et
Soudan [Noba, Siwa] pour le HLA et celles des Sanat des Béja pour les groupes
erythrocytaires). L’Afrique de I'Est est, en effef lieu de rencontre entre « Arabes » et
Africains, tel gu'il est évoqué aux Comores ou yopulation Bantoue initiale a vu des
vagues migratoires Arabes provenant directementGdlfe Persique ou, surtout, de
populations déja établies sur la cOte Est Africaif@itino P, 1974). Cette faible
différenciation génétique entre les populationsfdtue de I'Est et des Comores pourrait
étre liée au fait que ces deux régions représemtestliieux de rencontre de populations
identiques, plus que d’'une influence directe ddritpie de I'Est sur les Comores. Cette
analyse permet aussi d’expliquer la proximité géunét observée avec le HLA, entre les
Comores et 'Egypte qui résulterait de ce flux géei et non d’une contribution directe. Ce
témoin d’'une contribution « Arabe » est par ailfeptus directement évoqué par I'analyse
des distances génétiques aussi bien avec les gstémthrocytaires qu’avec le systéme

HLA. En effet, d’apres les marqueurs érythrocywsirées populations de la Péninsule
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Arabique apparaissent non seulement plus proches toutes autres populations non
Africaines, mais aussi plus proches que certaigallptions Africaines comme I'Afrique

du Nord ou les Sans. En ce qui concerne le polymsme HLA, la place (2° position) de
I'lran est aussi tres évocatrice de cette contigiput

[lI.Contribution de I'Asie du Sud (Inde et Pakistan).

Au regard des distances génétiques (Table 18 p.&8%u positionnement sur l'arbre
phylogénétique (Figure 20 p.140) réalisés a patés marqueurs érythrocytaires, les
populations d’Inde (Gadaba) apparaissent comme diférenciées par rapport a la
population Comorienne. Cela est matérialisé aussn Ipar les valeurs des distances
géneétiques que par le positionnement respectiededeux populations sur la représentation
de l'analyse multidimensionnelle (Figure 21 p.14®2)sur le dendrogramme (Figure 22
p.144).

En ce qui concerne le polymorphisme HLA, [Ianalyseltidimensionnelle (Figure 23
p.155)montre un positionnement des populations d’AsieSdd (exception des Brahui et
des Baloch) au sein d’'un cluster constitué de ljAfe Bantoue, de I'Afrique de I'Est, du
Moyen Orient et des Comores. Cela est attestéegafalbles distances génétiques existant
entre les populations d’Asie du Sud et celles dtpfe de I'Est ou d’Afrique subsaharienne
qui apparaissent parfois plus faibles qu’entre ecales Comores et celles d’Afrique
subsaharienne (Gibert M, 2003). Cette proximitépesthablement liée a un partage de genes
Africains d0 a une contribution génétiqgue commuhgdp qu’a une influence directe de
'Asie du Sud sur les Comores comme I'évoquenthggothéses migratoires Afrique
Asie du Sud soutenues par des données génétiquesfeE des études du polymorphisme
du chromosome Y menées au Pakistan évoquent dewesrd’'une par le Nord du Golfe

Persique au travers de I'lran et une autre cotar8ud (Quamar R, 1999) qui est le témoin
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de I'expansion du “Out of Africa” (Kivisild T, 2003De méme, ce flux génique Afriqu#

Inde est aussi matérialisé par la détection, dass mbpulations Indiennes, de formes
alléligues “Bantoues” de drépanocytose (Niranjan1999). Ainsi, sur la base de cette
hypothése, la proximité génétique existant entse depulations Comoriennes et celles
d’Asie du Sud pourrait étre surtout le fait de é&mdu « passage Africain » en Inde que d’un

impact direct de cette région sur le pool géniquearien.

V. Contribution de I'Asie du Sud-Est.

En ce qui concerne le polymorphisme érythrocytdligtyde des distances génétiques (Table
18 p.139) attribue aux populations d’Asie de Sutd(Eslonésiens et Toba batak) les valeurs
les plus élevées. Cet éloignement est confirméeparposition sur I'arbre phylogénétique
(Figure 20 p.140), I'analyse multidimensionnelleg(ife 21 p.142) et sur le dendrogramme
Figure 22 p.144°.

En ce qui concerne le polymorphisme HLA, les dosnédisponibles montrent une forte
différenciation entre les populations de Madagag@ékirina) et celle des Comores. Seule la
haute fréquence de l'alleldLA-DR12 et le fait que cette population soit la plus pech
parmi celles d’Asie du Sud Est pourraient évoquerancien contact austronésien. Celui
semble étre lié & une contribution indirecte destranésiens a partir des raids provenant de
Madagascar (Pirates Malgaches) ou a une contribdirecte des Bantous sur la population
Malgache.

Enfin, I'analyse du polymorphisme des genes KIReléegalement une forte différenciation

entre les populations d’Asie du Sud Est et les Geso
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V. Influence Européenne.

Bien qu’il y ait eu des contacts Portugais (XVI°4IX° siecle) et Francais (1887 a 1975),
nous ne pouvons considérer 'Europe comme une ptipalparentale potentielle pour deux
raisons. Tout d’abord parce que les migrationsugarses en Afrique étant de faible effectif,
elles ont eu a ce titre un faible impact sur lepypations locales. Les études menées au
Mozambique sur le chromosome Y (Pereira, 2002)uet’ADN mitochondrial (Pereira,
2001) confirment l'influence limitée des Portugatsdes Européens. Les auteurs rapportent
'absence totale de lignage maternel et un impaogtique male tres faible. La deuxieme
raison est directement liée aux criteres de séledaes individus étudiés qui garantissent

'absence d’un apport génétique Francais.

VI. Evaluation quantitative des diverses contributons.

Cette évaluation est difficile. En effet, les réggale I'Océan Indien apparaissent soumises a
des flux géniques continus rendant difficile laesébn des populations parentales putatives.
De plus, la dérive génétique a pu agir et affeeteparticulier les populations Comorienne et
d’Asie du Sud Est qui sont tres endogames (Ca8#dliza L, 1994a). Malgré tout une
premiére estimation peut étre réalisée. Cette atitm a été menée séparément avec le

polymorphisme érythrocytaire d’'une part et celuisggteme HLA-DRB1 d’autre part.

En ce qui concerne le polymorphisme érythrocytdies, calculs “d’admixture” ont été
réalisés en sélectionnant les populations putatiges apparaissent historiquement
impliquées dans I'histoire du peuplement des Comaresavoir : une population Bantoue
(Bitonga) pour la contribution Africaine, une poaubn de la Péninsule Arabique

(Saoudiens) pour la contribution « Arabe » et enéile de I'lndonésie pour la contribution
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Austronésienne. Les résultats font état d’'unerdmrtion Bantoue a hauteur de 69.5%
5.2%, Arabe de 29%-2.8% et une trés faible contribution Indonésienimadteur de 1.5%

+- 3.7%. Ce dernier résultat est a interpréter avectres grande prudence compte tenu de
I'évaluation de I'erreur standard (SE) a 3.7% quilgine a nouveau les difficultés que nous
avons eu a définir avec précision les populatiordhésiennes qui ont réellement été en

contact avec la population comorienne (Bertoni @)?3).

En ce qui concerne le polymorphisme HLA, la conitiitn peut étre estimée a partir des
populations ayant des distances génétiques lesfaihiss comme le Congo (Contribution
Bantou Nord Ouest), I'lran (Contribution “Arabe’llgs Malay (Contribution directe d’Asie

du Sud Est) ou les Mérina (Contribution indirectAsie du Sud Est) et enfin les Pathan
(Contribution d’Asie du Sud). L'lran a été séleati@ plutdét que I'Egypte du fait de la
théorie du “corridor” et sur la base de donnéegohigies. Les résultats montrent une
contribution a nouveau majoritaire en provenancdsfrajue de I'ordre de 50%, puis une

contribution Arabe de l'ordre de 28%, d’Asie du Stst de I'ordre de 10 a 14% et enfin
d’Asie du Sud de l'ordre de 6 a 8%.

Ces reésultats sont en accord avec les rares éhidiegiques menées sur la population
comorienne qui ont analysé les bases moléculagefhiémoglobinopathies et des déficits en
G6PD des Comoriens de Marseille (Badens C, 2008j)teGtude montre que les alleles
africains de ces pathologies sont prédominantsalMaurs, 17% des déficits en G6PD et
toutes les mutations des béta-thalassémies somgid® Méditerranéenne. Sur ces bases les
auteurs concluent que la population Comoriennen@std’un meélange génique Africain et
Arabe.
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VII. Les premiers résultats du polymorphisme du chomosome Y.

Les résultats préliminaires permettent une prenastination de la fréquence des
haplogroupes D, E (YAP+) a hauteur de 72%, confitnu@e forte influence Africaine.

VIII. L’exploration du polymorphisme KIR en Anthrop ologie.

Le génotypage KIR se révele utile pour mettre eidehce des différences entre les
populations. Il semble donc intéressant, d’'un paietvue anthropologique, d’étudier le
polymorphisme des gen&sR, et nous proposons de développer son utilisatiotaet que

nouveau marqueur dans I'analyse de la distribudierna variabilité biologique humaine et

dans la reconstruction de I'histoire du peuplenmembain.

IX. Analyse de I'effet de la sélection naturelle.

La fréquence des différents phénotypes Duffy rédeke interactions “homme — milieu”. En
effet, la fréquence du phénotype silencieux a ples85% dans ces régions repose non
seulement sur la nécessité d'un apport massifigdlipar des populations subsahariennes
mais aussi sur la nécessité du maintien d’'une feliguence dans le temps. Comme les
individus porteurs de ce phénotype sont résistants pénétration dilasmodium vivax
(Miller, 1975), l'alléleFYO0 est considéré comme un candidat sérieux pouméeecible de

la sélection naturelle. L'expression des antigébaffy est par contre maintenue sur les
cellules endothéliales, leur permettant de contirruassurer leur fonction d’épurateur des
interleukines. La persistance easmodium vivaxen Grande Comore (Blanchy S, 1999),

pourrait étre considérée comme le facteur de nesinpar pression sélective, de cette haute
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fréequence dans le temps. De méme, le maintieRldsmodium vivaxen Grande Comore
pourrait étre directement lié a la persistancebabtement suffisante, de phénotypes Duffy
exprimant encore des antigenes érythrocytaireasgurent ainsi le cycle vital de ce parasite

(phénoméne de co-évolution).

X. Communauté Comorienne migrante et impacts transgfsionnels.

X.1 Les antigénes et les phénotypes courants.

Il s’agit tout d’abord du phénotype D cc ee quistsent a pres de 48% dans la population
Comorienne. Ce phénotype est lié a la présenceoablal dose de l'allele ancesti@b
caractéristique de nombreuses populations Africaifleest beaucoup plus rare dans notre
population de donneurs de sang de 'EFS Alpes-Médihée, puisqu’il se situe a 2.6%.
Ainsi, pour prévenir l'allo-immunisation chez cegjets, il est souvent nécessaire d’avoir
recours a des unités de sang de phénotype D nédghtifc ee) qui ne représentent que 16%

de nos donneurs.

Les écarts de fréquences phénotypiques sont abssrw@s avec d’autres antigenes. En
effet, 'antigene MNS3 (S) est absent chez 60% @asoriens alors qu'il est présent chez
60% de notre population de donneurs. L'antigéne F¥/A) est absent chez 88% des sujets
Comoriens alors qu’il est présent chez 70% de rumprilation de donneurs. L’antigéne JK2
(Jkb) est absent chez 50% des sujets Comoriers@udl est présent a hauteur de 80% dans
notre population de donneurs. Lorsqu’on consideabsénce simultanée de ces trois
antigénes, la fréquence des donneurs de sang @& I'Elpes-Méditerranée ayant le
phénotype compatible (Fya-, Jkb-, S-) pour traresfusn patient porteur d’'un mélange

d’anticorps anti-Fya-Jkb-S, est de 5.6% contre 26d4ns la population Comorienne.
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X.2 Les alléles « rares » et les phénotypes «gare

Comme dans les populations originaires d’Afriquebssinarienne, la problématique
transfusionnelle implique aussi des phénotypesagparaissent beaucoup plus rares dans

d’autres populations comme celles originaires didperet de France en particulier.

Le premier est représenté par le phénotype FY:{Ey2(a-b-)). Il constitue un phénotype
rare compte tenu qu'il est considéré comme excepébdans les populations non africaines
et donc dans la population de nos donneurs de Haegrésente prés de 90% des individus
Comoriens. En général, la transfusion de ces sujetpose pas de probléemes majeurs
compte tenu de la rareté de I'immunisation vissade I'antigéne de grande fréquence FY3.
En effet, comme nous I'avons vu précédemment, éagtlype retrouvé chez les Comoriens
est identigue a celui observé en Afrique subsahiaeieA ce titre, il est caractérisé par la
présence en double dose d'un alléle silencie¥i® dont la mutation dans le promoteur du
gene empéche I'expression de celui ci dans le @sgihiroide mais pas dans les autres tissus
et notamment sur les cellules endothéliales oudtyBY3 s’expriment. La présence de ces
deux antigénes sur les cellules non érythroidesligesp la rareté d’immunisation
correspondante et le fait qu’il faille, d’un poimte vue transfusionnel, respecter la
compatibilité Fya négatif. Le recours a des hémgtieénotypés Fy (a-b-) chez les patients
non immunisés n'est pas nécessaire. Cette indicgut se discuter dans un contexte de
poly immunisation ou le recours a des hématiesary-), provenant toujours de donneurs
d’origine Africaines, permet d’obtenir une meilleuphéno-compatibilité au niveau des

antigénes courants (Noizat-Pirenne F, 2003).

Le second phénotype rare rencontré en Afrique $abgmne est le phénotype S-, s-, U-. Ce
phénotype n’a pas été mis en évidence dans ndiengdon d’individus Comoriens. Le fait
gue nous ayons eu a geérer, en contexte transfigdjatheux patients d’origine Comorienne

avec ce phénotype, nous laisse suspecter sa peédang cette population.
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D’un point de vue transfusionnel, il convient deaerir a des hématies MNS:-5 dés
lapparition de lanti-S. La présence de ce phépetychez de jeunes patients
drépanocytaires, est un élément de mauvais prenosinpte tenu de la rareté des unités
compatibles et doit faire discuter des alternatiheésapeutigues comme la greffe de cellules

souches hématopoiétiques.

Les spécificités dites “rares” du systeme RH danpdpulation Africaine correspondent
essentiellement a la perte d’expression d’'un anégie grande fréquence (RH:32,-46 / RH:-
18 / RH:-34) et a la présence d’antigéne RH5 galtis résultats préliminaires concernent
seulement la détection des alléles associés awppEnRH5 partiel et de I'haplotyd€)ce
associé au phénotype RH:-34 .L’all&le(340)présente une fréquence élevée (19.4%). Les
trois individus homozygotes sont porteurs d’'un ptgme RHS5 partiel et a ce titre en
situation de blocage transfusionnel. Ces persosaemt contactées afin qu’elles puissent
régulierement donner du sang en vue d’alimentdyalague nationale de sangs rares. La
frequence de l'alleleceMO présente une fréquence moins élevée 2%. Les saldes
fréquences aboutissant au phénotype RH5 partiel dificilement comparables aux
données de la littérature. En effet, la seule émderapporte la fréquence de ces alléles
repose sur I'analyse de 146 patients drépanocgtdiggigine afro-caribéenne provenant de
19 pays difféerents (Angola :1, Bénin :12, Centrefique :2, Cameroun :18, Congo :19,
Guinée :5, Cote d’lvoire :7, Gabon :3, Ghana :la@aloupe :29, Guyane :3, Madagascar :1,
Mali :5, Martinique :12, Niger:1, Sénégal :6, Tad8, Zaire :4, origine ?: 4). Enfin, Il
existe une fréquence apparemment élevée de I'lypalofC)c€. En conséquence, le
phénotype rare correspondant RH :-34 chez lesssd@€cee doit étre présent dans cette
population et peut donc potentiellement étre resgble de problemes transfusionnels. De
plus, les geneRHD et RHCE anormaux de cet haplotype particulier doivent ééguencés
pour veérifier s’ils sont identiques a ceux obsereégez les sujets d’origine Africaine et

Antillaise.
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Sur le plan sérologique, les sujets RH :-34 peugaetdépistés au sein des sujets présentant
un phénotype ddCcee. Seule la biologie molécufzrg permettre de mettre en évidence la
présence de 2 haplotyp@3)ce puisque il existe 3 génotypes probables pour éaqiype :
dCe/dcedce/(C)cé (C)ce /(C)ce.La mutation 733 associée a I'expression des arggde
basse fréquence RH10 et RH20 est largement repéés@tv%) comme c’est le cas chez les

sujets Antillais et Africains.

Enfin, certains antigénes, qui sont considérés cemes antigenes de basse fréquence dans
notre population de donneurs de sang, sont pfymndus dans les populations originaires
d’Afrique subsaharienne. On peut, citer, outredagenes RH10 et RH20, I'antigene Jsa
qui est retrouvé chez pres de 20% des sujets angsd’Afrique subsaharienne et le RH23
associés a certains variants RHD. Ces antigénefidie fréguence ne posent pas de
probléme transfusionnel dans un contexte classignerevanche, ils doivent étre pris en
compte lorsque la transfusion nécessite du samnéeotype rare, car les unités transfusées
proviennent souvent des mémes donneurs. L'expogiéipétée aux mémes antigenes RH20
ou Jsa peut aboutir & une immunisation et a termmeeaimpasse transfusionnelle. Tout
comme on tient compte des antigenes courants, dussi nécessaire de tenir compte de ces
marqueurs antigéniques spécifiques des populafidmsaines lors des transfusions “intra-

populationnelles” (Noizat-Pirenne F, 2003).
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CONCLUSION.
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Les résultats concernant I'exploration de 6 sys&wohe groupes sanguins érythrocytaires
(ABO, RH, KEL, FY, JK, MNS), du polymorphisnéLA-DRB1et des génekIR ainsi que

les résultats préliminaires du polymorphisme dwuolosome Y, démontrent que le profil
géneétique de la population comorienne est procHAflgue Bantoue dont la contribution
peut étre estimée entre 50 et 70%. Il apparaidgseopulations Bantoues venues de la cbte
Est de I'Afrique ont atteint assez t6t les Comagesgjue leur origine pourrait se situer au
Mozambique. Ainsi, cette influence Africaine eshreeulement détectée dans la langue (Le
Comorien appartient a la famille des langues Baggpet dans les traditions (pratique du

grand mariage, position sociale centrale de la fejrmais aussi dans les genes.

Ces données génétiques sont par ailleurs en aegerla forte influence de la Péninsule
Arabe, durant le Moyen Age, dans cette partie OdestOcéan Indien (Ottino P, 1974).
Cette influence est retrouvée aujourd’hui au nivigaguistique (alphabet arabe et emprunt
de vocabulaire) et dans les pratiques religieustani). Les données historiques évoquent
tout d’abord un véritable mythe Schirazien (Vérin #94), modéle de construction
identitaire des Comoriens. Elles évoquent aussina@sages contractés entre les filles des
chefs locaux Comoriens et les derniers migrantsbégsadu moment, arrivés lors des
différentes vagues migratoires (Verin P, 1994, b&it C, 1993). On retrouve donc un
processus de dominance élitiste complété par deétissages geneétiques » qui ont laissé

une contribution de pres de 30% dans le pool gén@pmorien.
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Enfin, et bien que ces données soient a prendre lze@ucoup de précaution compte tenu
des difficultés précédemment exposées (sélectismpdpulations impliquées), ces résultats
évoquent une tres faible, voir une absence d’infbeegénétique en provenance d’Asie du
Sud Est. Ceci est en accord avec les données dirgues qui ne détectent pas,
contrairement a Madagascar, de contribution Auss@mne. L’influence Indonésienne
semble donc limitée a I'adoption de certaines guess agricoles (riz, bétel, cocotier....) et

de constructions navales (pirogue a balancier)ifMér 1994).

En ce qui concerne lI'aspect biomédical, nous avonstaté des écarts importants entre les
frequences phénotypiques des donneurs de sangeEl& |Alpes-Méditerranée et de la
communauté comorienne résidant a Marseille. Cegsécancernent non seulement des
alleles « rares » mais aussi certaines combinatdialeles courants susceptibles de placer
des individus en situation de blocage transfusibnpetentiel. Ainsi, I'approche
anthropogénétique d’'une population comme celle@@asores apporte non seulement des
informations sur son histoire et sa diversité gémét actuelle mais peut s’avérer
extrémement utile pour appréhender les écarts pyy@qaes inter-populationnels en
contexte transfusionnel. Ceci est particulierematiie dans une ville comme Marseille

véritable carrefour culturel et lieu de rencontisdrique de multiples communautés.
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Au total, trois points forts ressortent de cettedét de la communauté Comorienne de

Marseille :

La confirmation de la coexistence des influencedscaAine Bantoue et « Arabe »,
dont les stigmates apparaissent non seulementasarsr des pratiques culturelles
(coexistence d’'un Islam imprégné de traditionscafrie) et linguistiques (langue
bantoue avec nombreux emprunts arabes) mais dassila structure génétique de
cette population. L'influence Austronésienne, nidypas eu d’'impact linguistique,
semble n’avoir eu que peu ou pas d’'impact génétique

Le risque potentiel de blocage transfusionnel paanguoe d'unités de sang
compatibles lié a I'existence d’écarts phénotypgjuenstatés entre la communauté
Comorienne de Marseille et la population des dorsda sang répertoriée par 'EFS
Alpes-Méditerranée. Ce point met en avant la nééesBactions spécifiques de
sensibilisation de ces individus au don de sang.

Enfin, d’un point de vue plus général, cette étadefirme a nouveau, la similarité
génétique existant entre les populations apparteaades familles linguistiques
identiques (Contribution Bantoue et Arabe). Ell¢ @snc accord avec le fait que
'appartenance a une famille linguistique représefindice prédictif majeur de
I'existence de relations génétiques entre les @bjpumis d’'une méme famille et
gu’elle peut refléter les éventuels évenementiiggies migratoires survenus au

cours de I'évolution d’'une population (Excoffier 1987).
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PERSPECTIVES.
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Afin de compléter la connaissance du polymorphigi@eétique de cette population, cette

étude peut étre poursuivie par I'exploration :

Du Chromosome Y (Thése en cours A.Ducourneau),

Des marqueurs Gm des Immunoglobulines (Collabaratiarseille-Toulouse avec

JM.Dugoujon)

Des autres alléles rares du g&t¢CE De plus, pour les individus porteur de 'allele
(C)ce, les genesRHD et RHCE anormaux de cet haplotype patrticulier doivent étre
séquencés pour vérifier gu’ils sont identiquesuxates haplotype&C)ce des sujets
d’origine africaine et antillaise. Il conviendra rpailleurs de confirmer leur
génotype par sérologie en utilisant des anticogpapmsé anti-Ce ou par biologie
moléculaire des gen&HCE Il sera intéressant d’analyser la réactivité’detigene
partiel RhC (titrage, réactivité avec des monoadnna

Pour les individus porteurs de l'allele 733, il e@ndra de tester I'expression de
RH20 et / ou RH10 chez les sujets portant la nanaii33.

Des bases moléculaires du phénotype D négatif.i-Cefurend toute son importance
dans la mise en place du génotyp&itD dans le cadre de la maladie hémolytique
du nouveau né. Chez les sujets non africains, éaqtipe est caractérisé (Wagner,
2001) par la présence en double dose d’'une déldtiogeneRHD (Colin Y, 1991).
Chez les sujets originaires d’Afrique subsahariedeex genes supplémentaires sont
retrouvés avec une fréquence non négligeable aqwigmé aboutir a ce phénotype : le
pseudogéne (Singleton, 2000) et le géne hylRRH®-CE-D associé a I'haplotype
(C)c€ produisant un antigéne RH2 faible (Faas, 1997).
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Le génotypagdrHD étant fondé sur la présence ou I'absence de ségugmique
spécifiqgue du genBHD, il en résulte des faux positifs lorsque ces géilescieux
sont présents. Une stratégie de génotypage temampte de ces genes doit étre

établie chez les sujets d’origine africaine.

Il conviendrait, par ailleurs, d’étudier selon le&€mes critéres la population restée sur les
les de I'archipel afin de détecter une évolutipadfique (dérive génétique) par rapport a la

population migrante analysée.

Enfin, il nous parait intéressant d’appréhenddorsia méme méthodologie, I'étude d’autres
populations présentes a Marseille (Arméniens, \dietiens ....). Ce travail s’'intégrerait dans
un projet beaucoup plus large d’institutionnalisatd’'un p6le de polymorphisme génétique
humain au sein de notre établissement (EFS Alpeditbtéanée) en collaboration avec les
secteurs universitaires qui encadrent I'’Anthropmagy Marseille (Ecole Doctorale et Unité

Mixte de Recherche), a Toulouse voir a Turin.
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Annexe 1

Etablissement Francais du Sang “Alpes-Méditerranée”
149 Bd Baille 13005 Marseille

NOTICE D’ INFORMATION ET DE CONSENTEMENT POUR UNE RECHERCHE S ANS BENEFICE INDIVIDUEL DIRECT
Document établi en deux exemplaires
Un exemplaire cosigné est remis en main propreaggh personne au cours de I'entretien médical idal

Nom / Nom de jeune fille

Prénom

Adresse

Téléphone

Le Docteur Jacques Chiaroni ou son représentantpndposé de participer a une recherche organiséd’Etablissement
Francais du Sang Alpes Méditerranée sur la coramrassdes groupes sanguins de la population d’'erigomorienne de
Marseille. Il m'a été précisé, au cours de cetetign, que ce protocole avait fait I'objet d’'undaaisation préalable du Comité
Consultatif de Protection des Personnes dans la RéghBiomédicale (CCPPRB) de Marseille (Loi Huriet) @t gétais libre
d’accepter ou de refuser de participer a cetteeétlidi regu et bien compris les informations sofea :

« La population d'origine comorienne comme d’autres populations présente des particularités au niveau des
groupes sanguins.

¢ Une des conséquences de cette particularité est la difficulté de trouver du sang compatible en cas de
transfusion. Ceci est directement lié aux différences “sanguines” existant entre la population des donneurs de
sang de Marseille et la population d’origine comorienne qui traditionnellement participe peu au don de sang.

e Cette étude, par l'analyse des groupes sanguins g@gulation d'origine comorienne, vise a atteintiés objectifs
principaux

Recenser les individus ayant les groupes sanguinglles rares afin de les inciter a participer an de sang
bénévole. Cela permettra de disposer de réserveangecongelé compatible pour eux mémes et poundégdus
possédant le méme groupe sanguin.

Approfondir la connaissance scientifique de cestajroupes sanguins du globule rouge comme leseamigdes
systemes Rh et Duffy pouvant présenter des varmspacifiques a cette population.

Définir la fréquence de plusieurs marqueurs sarsg(amtigenes des globules rouges, antigénes densystLA,
proteines plasmatiques) dans la population d’ogiggomorienne afin de la comparer aux autres pdpokat
géographiquement voisines (continent africain, néadien, continent indien).

J'accepte donc de répondre au questionnaire ebmiged 3 tubes de 7 ml de sang afin de participetté recherche dans les
conditions présisées ci dessus.

Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs responsabilités. Je conserve tous mes
droits garantis par la loi. Les données qui me concernent resteront strictement confidentielles. Je n’autorise leur
consultation que par des personnes qui collaborent a la recherche, désignées par I'organisateur, le Docteur Jacques
Chiaroni et éventuellement, un représentant des Autorités de Santé. Je pourrai, a tout moment, demander toute
information complémentaire au Docteur Jacques Chiaroni — Téléphone : 04.91.18.95. 79 (83).

Fait a Marseille, le.............c.ccoevenen.

Signature de l'investigateur ou Signature du volontaire précédée de la mention “lu et
du médecin qui le représente approuveé”
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Annexe 2

Individu

Nom

Prénom

Sexe

Date de Naissance

Lieu de Naissance

Langue Maternelle

Conjoint

Nom

Prénom

Sexe

Lieu de Naissance

Langue maternelle

Lien de parenté

Parents
Pére

Langue paternelle

Langue maternelle

Meére

Lieu de Naissance

Langue maternelle

Commentaire
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Grands parents

Grand Peére Paternel

Lieu de Naissance

Langue maternelle

Grand Mére Paternelle

Lieu de Naissance

Langue maternelle

Grand Pére Maternel

Lieu de Naissance

Langue maternelle

Grand Méere Maternelle

Lieu de Naissance

Langue maternelle

Commentaire
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Annexe 3.
COMITE CONSULTATIF DE PROTECTION DES PERSONNES
DANS LA RECHERCHE BIOMEDICALE - MARSEILLE 1

Marseille, le 21 Mai 2001
Le Président
Professeur J-C MANELLI

Réf. du présent avis ou délibération: 10/04/01
Projet de recherche enregiss@usle n°: 00/43

Le Comité a été saisi le 28 Novembre 2000
par Monsieur le Docteur J. CHIARONI

d'une demande d'avis concernant le projet de relsbesans bénéfice individuel direct, intitulé:

"ETUDE DU POLYMORPHISME GENETIQUE
DE LA POPULATION COMORIENNE DE MARSEILLE",

dont le promoteur est:

L'ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG ALPES MEDITERRANEE
Le Comité a examiné les informations relatives aroget:

- Lors de ses séances du 12 Décembre 2000, 9jah8i€évrier,
13 Mars et 10 Avril 2001, au cours desquelles daseignements complémentaires ont été demandésqqim
plus étayé, attestation d'assurance et protocotemeordance, CV des investigateurs),

- Le 18 Mai 2001, aprés réception des conclusiansagporteur, portant sur les compléments rec@s |dai
2001,

- Le 21 Mai 2001, aprés analyse des derniers comgiés regus ce jour.

Ont participé a la délibération:

M. J-C. MANELLI (1), M. B. AMBLARD (I), M. P. BENHAIM (II), Mme G. MACQUART-MOULIN (I,
Mme A. FORESTIER-OLIVERO (lll), Mme C. POTHIER (IY)M. P. AMBROSI (V), Mme M-I.
MALAUZAT (VI), M. P. De ALCALA (VII), M R. BOU (VII I).

Le Comité a adopté la délibération suivante:

AVISFAVORABLE  ——

- S i)
e -

y __——frofessear J-C. MANELLI

HOPITAL D'ADULTES DE LA TIMONE - 2éme Etage - 13385 MARSEILLE - Cédex 5
Tél. 04.91.47.71.00 / Poste interne: 84.844 - F&4¢.91.47.71.94
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Toutes les technigues de biologie moléculairesédtils dans cette étude ont été mises au point
et validées au laboratoire de biologie moléculaiel'EFS Alpes-Méditerranée.

Nous exposerons brievement le principe de I'angglifon génique par PCR (Polymerase
Chain Reaction), principale méthode utilisée, aval® présenter une fiche technique

spécifiqgue pour chacun des systemes géniques gtudié
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LES ETAPES DE LA PCR

Les trois étapes de la PCR :
1. Ladénaturation de 'ADN
2. L’appariement des deux amorces
3. L’élongation des amorces

4. Visualisation de I'amplification

1) Ladénaturation de I’ADN :

Elle se traduit par la rupture des liaisons hydnegéa une température de 94-98°C

i’OH

l UTHHHHTHHEHEH LLJ"'J_;JJ; LT HTH

vl

2) L’'appariement des deux amorces

Une amorce est un oligonucléotide complémentaiangtparalléle a une séquence d’ADN a laquelfeoilirra
s'apparier.
Cette étape est réalisée a la température de fdemamorces : la Tm.

i’OH 5'

5) 3'OH

amorce Antisens
amorce Reverse

amorce3’

T T HH T HHHTHHHE

3'OH
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3) L’élongation des amorces

Cette étape est réalisée a la température optuheal®°C.

Elle dépendant de la durée de I'élongation et deitlssse d'incorporation des nucléotides par lg Ta
polymérase. Ldaq Polyméraseest une enzyme thermo-résistante isolée de larfm@tteermus aquaticus
Elle recopie une séquence d’ADN simple ldans le senS’-3’ & partir d’'une amorce hybridée a celle-ci.

i’OH 5'

| |
(|
(|

> | O - 0 [l 3'OH
N

dNTP
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Température

e 1 cycle =——

Dénaturation

72°C

T >Tm des amorcgs

Appariement des amorces

Représentation des cycles'de émature Temps

Il'y a multiplication exponentielle des produit@diplification délimités par les 2 amorces : si ongidére ;
- n molécules d 'ADN génomique
- et m cycles

A la fin de la réaction d’amplification, on aunax 2" molécules de PCR
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4) Visualisation de I'amplification par migration éteaphorétigue sur gel horizontal d 'agarose comten
du BET :

Dép6bt sur gel du produit PCR

O

Migration plus rapide == * o EEw e e e @ Pyits
des petits produits
PCR

Application d’'un cpurant

Gel d’agarose

vO

Photographie du gel sous UV :
Allumage des UV

Marqueur de poids

Les fragments d "ADN apparaissent par fluorescersmus les UV par I'action du BET.
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LES ETAPES DE LA PCR-SSP (et -ASP)

Alléle X c
5 : 3'0H
A 3'0OH + amorce 3’
Allgle Y T
5 : 3OH

3-0H<— amorce 3’

COTRmRIRRETT

La Taq Polyméraseeut catalyser la

leére liaison phospho-diester entre ”U:} prOdl:II'[ F\)CR attendu
I'extrémité 3'OH de I'amorce et le dCTP pour l'allele X

Allele X c
5 : 30H
3'OH+ amorce 3’
Alléle Y T
I b
5 | 3OH

* S'OH* amorce 3’

Brin d'’ADN matrice

s HHAT *

La Taq Polyméraseae peut pas catalyse .
la 1ére liaison phospho-diester entre |]|] pas de pI‘OdUIt PCR

I'extrémité 3'OH de I'amorce et le dCTP attendu pour l'alléle Y
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LES ETAPES DE LA PCR-SSO

ADN génomiqu

1. PCR

3

2. Fixation du produit PCR .
sur une membrane de nylon

3. DENATURATION
du produit PCR 5
(NaOH)

4. HYBRIDATION a T M de la membrane avec
une sonde spécifique marquée a la digoxigénine

5. LAVAGES STRINGENTS

6. REVELATION COLORIMETRIQUE

D'aprés A. Dormoy, 2003, Communication personnelle
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Annexe 4

Génotypage DUFFY par PCR-ASP
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Détection du polymorphisme FY*A/FY*B par PCR-ASP

1 - Extraction de I’ADN génomique a partir de sang total (Kit commercial Qiagen)

2 - Amplification génique par PCR-ASP  (Polymerase Chain Reaction using Allele Specific Primers)

Amorces:
FYAB2 ;5" CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT 3 Geéene DARC
FYA_REV 15" AGCTGCTTCCAGGTTGGCAC 3’ Allele FY*A
FYB_REV : 5" AGCTGCTTCCAGGTTGGCAT 3’ Allele FY*B

Contrdle interne:
Ces amorces reconnaissent et amplifient une séquence du géne ABO

FYABO : 5 GCTGGAGGTGCGCGCCTAC 3
FYABO_REV : 5 ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC 3

3 - Migration sur gel d'agarose

4- Interprétation des résultats
Une bande contrble 419 pb

Avec: FYAB2 + FYA_REV: Homozygote ou Hétérozygote FY*A 711pb
Avec: FYAB2 + FYB_REV: Homozygote ou Hétérozygote FY*B ou FY*X 711 pb

N.B:

Le couple d'amorces utilisé ne peut pas donner d’amplification, pour l'alléle FY*Fy, puisque I'amorce FYAB2 est spécifique

des alleéles contenant un site GATA-1 fonctionnel.
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Détection du polymorphisme FY*B/FY*X par PCR-ASP

1 - Extraction de I’ADN génomique & partir de sang total (Kit commercial Qiagen)

2 - Amplification génique par PCR-ASP  (Polymerase Chain Reaction using Allele Specific Primers)

Amorces:
FYAB2 : 5 CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT 3 Geéne DARC
ASPB_REV : 5" CAGGGCAGAGCTGCCAGCG 3’ Allele FY*B
ASPX_REV : 5" CAGGGCAGAGCTGCCAGCA 3’ Allele FY*X

Contrdle interne:
Ces amorces reconnaissent et amplifient une séquence du géne ABO

FYABO : 5 GCTGGAGGTGCGCGCCTAC 3’
FYABO_REV : 5 ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC 3

3 - Migration sur gel d’agarose

4 - Interprétation des résultats
Une bande contrdle 419 pb

Avec: FYAB2 + ASPX_REV: Homozygote ou Hét. FY*A 850 pb
Avec: FYAB2 + ASPB_REV: Homozygote ou Hét. FY*B ou FY*X 850 pb

N.B:

Le couple d'oligonucléotides utilisé ne peut pas donner d'amplification, pour l'alléle FY*Fy, puisque I'amorce FYAB2 est

spécifique des alleles contenant un site GATA-1 fonctionnel.
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Annexe 5

Génotypage RH par PCR-ASP
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Les bases du génotypageHD

Compte tenu des bases moléculaires, la détectitmmtésence ou de I'absence de RHD peut étre sasée

- La recherche de la séquence de la région 3’ der’d0 spécifique du géne RHD ou I'obtention d'umpéifiat signe la présence du géne alors que
I'absence du produit atteste de son absence.

- L'amplification d’une région de l'intron 4 qui doe un produit de 600 pb pour le gene RHD et 120pquiv le gene RHCE. L’absence du produit de 600
pb signant I'absence du gene RHD.

- Enfin, 'amplication d’une région de I'exon 7 corane aux génes RHD et RHCE sert de témoin.
Chacune de ces méthodes détectant une seule tiggeneRHD, ellespeuvent donner des résultats faussement négaiésfeis faussement positifs en cps
de variant :

- Les hématies DVI et DVa, sont des D+, alors quequants de l'intron 4 dBHD, elles donneront un résultat négatif.

- Le géne hybride, RHCE-D-CE,s responsable de DBiigumade I'exon 7, aboutira & une réaction négatee les techniques utilisant cet exon.
- Le gene hybrideDCE-D-CEassocié au complexe d(Cjce produit pas de D sur 'hématie mais posséaeied.0 dérivé d®HD.

- Le pseudogénBHDY des populations Africaines posséde un g@H® mais il est inactif.

Ainsi, la technique décrite par Singleton (Singhetd000) permet de détecter lors d’'une PCR mukipéxon 7 et I'intron 4 du génBHD, ainsi que le
pseudogen®HDY. Toutes ces méthodes ne permettent pas de distingundividu homo- ou hétérozygote pour le gehD.

Les bases du génotypageHCE

Bases moléculaires du polymorphisme C/c.

D’un point de vue moléculaire, le polymorphisme €¢¢ habituellement associé a la substitution deciotides entre les deux alléles aboutissant a 4
substitutions d’acides aminés (table). Seule lastsution en 103 (T307C) est extra membranaireb(®fcle). La détection de l'alléterepose sur une PCR
spécifique de C307 dans I'exon 2 (143,315). Ladlite de I'alleleC ne peut prendre en compte ce polymorphisme derf'@xqui est identique & celui du
geneRHD. De plus, compte tenu de I'absence de corrélatiocte entre I'antigeéne C et le polymorphisme @é8'exon 1 (Cys16 absent alors que C présent
dans I'haplotypel(C)€ [Exon 1, 2 et fin 5’ de I'exon 3 dérivent &HD] et Cys16 présent chez 74% des individus C-c+igitee africaine), la détection de
cet allele repose sur une PCR spécifique d’'uneesérgude 109 pb dans l'intron 2 (314).

Bases moléculaires du polymorphisme E/e.

Le polymorphisme E/e est associé a la substit@®n6G dans I'exon 5 aboutissant & Pro226Ala dagsatrieme boucle extra cellulaire de la protéine
RhCcEe. La détection de I'alleferepose sur une PCR spécifique de l'alléle au nivial'exon 5. La détection de I'allééene peut prendre en compte
I'unique substitution nucléotidique G676 qui esssiprésente dans le géREID. Sa détection impose, non seulement la pris@spe de G676 amis auss
d’une partie spécifique de I'exon 5 du g&idCEcomme A787 par exemple.

Polypeptides Exon 1 Exon 2 Exon 5
aal6 aa60 aa6b8 aalO3 Aa226
ce Trp Leu Asn Pro Ala
cE Trp Leu Asn Pro Pro
Ce Cys lle Ser Ser Ala
CE Cys lle Ser Ser Pro
D Trp lle Ser Ser Ala
Génotypagec (RH4) GénotypageE (RH3)
. PCR alléle spécifique T307C Exon 2 . PCR alléle spécifiguE C676G Exon 5
GénotypageC (RH2) Génotypagee (RH5)
. Primer spécifiqué&xon 2 du gen&HCE . Primer spécifiqué&xon 5 du gen&HCE
. PCR alléle spécifiqu€ T307C Exon 2 . PCR alléle spécifique C676G Exon 5
Nb d(C)cé exon 2 absent alors que C présent.
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Génotypage RH par PCR-ASP

1- Extraction de I’ADN génomique a partir de sangt  otal (Kit commercial Qiagen)

2 - Amplification génique par PCR-ASP  (Polymerase Chain Reaction using Allele Specific Primers)

2.1 Génotypage classique et détection des alleles R HD, RHc, RHC, RHE et RHe

Voir les séquences des amorces dans le tableau plus bas.

¢ Amplification de l'allele RHD

La détection du géne RHD, présent exclusivement chez les sujets de phénotype RHD positif (RH1), est réalisée a l'aide
d’'un couple d’'amorces D4/D5 dans la région 3’ non traduite de I'exon 10. Un témoin interne de PCR est utilisé; il s'agit de
I'amplification d'une séquence commune & au géne RHD et au géne RHCE de I'exon 4 & partir du couple d’amorces
P4/P5.

. Amplification des séquences RHc par PCR

Elle est basée sur I'existence d'une substitution dans I'exon 2 du géne RHCE a la position 307 (RHC=T/RHc=C) qui
permet de discriminer les alléles RHC et RHc. La technique utilisée est une PCR multiplex (PCR RHc spécifique a partir
d'un couple d’amorces P2/P3 avec pour témoin d’amplification interne, I'amplification de I'exon 4 a partir du couple
d’amorces P4/P5)

. Amplification des séquences RHE par PCR

Elle est basée sur I'existence d'une substitution dans I'exon 5 du géne RHCE a la position 676 (RHe=G/RHE=C) qui
permet de discriminer les alleles RHe et RHE. La technique utilisée est une PCR multiplex (PCR RHE spécifique a partir
d’'un couple d'amorces E1/E2 avec pour témoin d’amplification interne, I'amplification de I'exon 4 a partir du couple
d’amorces P4/P5)
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Taille

Alléles Amorces Séquences Nucléotidigues (pb)

RHD D4 5-GGATTTTAAGCAAAAGCATCCAAGAA-3' 291
D5 5-ACTGGATGACCACCATCATAT-3

RHc P2 5-TCGGCCAAGATCTGACCG-3’ 177
P3 5-TGATGACCACCTTCCCAGG-3’

RHC P2 5-TCGGCCAAGATCTGACCG-3' 177
P4 5-TGATGACCACCTTCCCAGA-3’

RHE E1l 5-TGGCCACGTGTCAACTCTC-3 149
E2 5'-ctcacCATGCTGATCTTCCT-3

RHe el 5-TGGCCACGTGTCAACTCTG-3 149
E2 5'-ctcacCATGCTGATCTTCCT-3

Contrdle

interne P4 5-CGCAGCCTATTTTGGGCTG-3' 110
P5 5-CCAGCATGGCAGACAAACT-3’

2.2 Détection des alleles RHCE “rares”

Plusieurs étapes correspondant a différentes amplifications sont indispensables pour la détection de ces

alleles RHCE rares.

. L’antigene RH5 partiel peut étre produit par deux alleles.

Alléle ce® (340) (MAYET)
Cet allele est caractérisé par deux mutations. Une, dans I'exon 5 (733C>G) et une, dans I'exon 3 (340C>T). Il
est détecté par deux PCR-ASP utlisant respectivement les couples d'amorces P18/P19 et P26/P27 chez les
sujets RH5 (e). La définition du génotype est basée sur la détection des alléles sauvages correspondants
detectés avec les couples d’amorces P18/P19" et P26'/P27

Alléle ceMO
Cet alléle est caractérisé par une mutation dans I'exon 5 (667G>T). Cet alléle est détecté par une PCR-ASP
avec le couple d’amorces P24/P25 chez les sujets RH5 (e). La définition du génotype est basée sur la détection
de l'alléle sauvage correspondant détécté avec le couple d’'amorce P24/P25. Les sujets RH5 partiels présentent
un phénotype RH5. lIs doivent étre homozygotes pour cet alléle c'est-a-dire porter la mutation en double dose.

. Un phénotype RH :-34 peut étre produit par l'alléle (C)ce®.

Cet alléle est caractérisé par la présence de deux mutations dans le géne RHCE [Une dans I'exon 5 (733C>G)
et une dans I'exon 7 (1006G>T)] et par un géne RHD hybride [D-CE(3-8)-D] qui produit un antigene C partiel.
Cet alléle est détecté par trois PCR ASP utilisant les couples d’amorces P18/P19 pour la mutation dans I'exon 5,
P20/P21 pour la mutation dans I'exon 7 et P22/P23 pour le géne hybride.

La définition du génotype est basée sur la détection des alleles sauvages correspondants détéctés avec les
couples d’amorces P18/P19’, P20'/P21 et P22/P23". Les sujets RH :-34 présentent un phénotype ddCcee. lls
doivent étre homozygotes pour cet alléle c’est a dire porter les deux mutations du géne RHCE et le gene RHD
hybride en double dose

Les couples d’amorces spécifiques des différentes mutations recherchées leurs séquences amorces, leurs
spécificités ainsi que la taille des produits de PCR résultant des amplifications sont récapitulés dans le

tableau plus bas.
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3 - Détection des produits d’amplification par migration sur gel d'ag arose

4 - Purification des produits de PCR a séquencer

5- Séquencage
Les produits sont séquencés en utilisant un kit de séquencage d’ADN en D-Rhodamine et d'un séquenceur ABI
Prism 377 (Perkin-Elmer), ou sont envoyés directement a Genom-Express a (Grenoble, France).
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Séquences des amorces et conditions PCR-ASP utilisé  es pour la détection des alleles RHCE “rares”

Amorces Spécificité Localisation =~ Séquences 5'- 3’ Produit (bp)
P18-s CE In4 gcaacagagcaagagtcca

P19/P19*-a D/CE* Ex 5 TGTCACCACACTGACTGCTAC(G*) 428
P20/P20*-s 1006T/G* Ex7 ACTCCATCTTCAGCTTGCTGT(G*)

P21-a CE In 7-Ex 7 acccacATGCCATTGCCGTTC 94
P22-s D Ex 3 TCGGTGCTGATCTCAGTGGA

P23/P23*-a CE/D* Ex 3 ACTGATGACCATCCTCAGGG(T*) 110
P24/P24*-s D/CE* Ex 5 TGGATGTTCTGGCCAAGTT(G*)

P25-a CE In 5-Ex 5 tcacCATGCTGATCTTCCT 150
P26/P26*-s 340 T/C* In 2-Ex 3 ccttctcacccccag TATTT)(C

P27-a CE Ex 3 CTGATGACCATCCTCAGGG 152
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Annexe 6

Génotypage Complet HLA DRB par PCR-SSO
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Génotypage Complet HLA DRB par PCR-SSO

1 - Extraction de 'ADN par Salting-out (Miller, 1988) ou utilisation des noyaux cellulair  es
2 — Amplification génigue par PCR-SSO  (Polymerase Chain Reaction using Sequences Specifics Oligoprobes )

. Amplification générigue par PCR du locus DRB1 a I'aide des amorces consensus (Voir tableau ci-dessous)

- Veérification de I'amplification génique par migration éléctrophorétique
- Dépot de I’ADN amplifié et dénaturé sur une membrane de nylon

. Hybidation de I’'ADN amplifié a I'aide des amorces spécifiques marquées en 3’ a la digoxigénine(Voir tableau ci-
dessous)

Nomenclature

Xlith Workshop Identification = SEQUENCE 5'-3'
HLA SSO Labo HLA

Amorces consensus HLA-DRB1
DRBGH46 P1DRB1 CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG
DRBTIERCY P2DRB1 TCG CCG CTG CACTGT GAA G

Amorces spécifiques des alléles HLA-DRB1

2801 DR1 CGG TTG CTG GAAAGA TGC
1002w DR2 AG CCT AAG AGG GAG TGT C
A85 Tiercy DR16 CTA CGG GGC TGT GGA GAG C
7004 DR3 GGC CGG GTG GAC AAC TAC
1004 DR 4 GAG CAG GTT AAA CAT GAG
5703 DRI11 G CCT GAT GAG GAG TAC TG
RB1Y16 DR12 GGT GAG TGT TATTTC TTC
7007 DR13 AC ATC CTG GAAGACGAGC
5704 DR14 G CCT GCT GCG GAG CAC TG
1006 DR7 TGG CAG GGT AAG TAT AAG
FG 7400 DR8 AGG CGG GCC CTG GTG GAC
1007 DR9 G AAG CAG GAT AAGTTT GA
1008 DR10 GAG GAG GTT AAG TTT GAG
K71-1 DR1303 TG GAA GAC AAG CGG GCC G
3703 DR3+6 AC CAG GAG GAG AACGTG C
7012 DR14.2 ACCGC GGCCCGCCTCTGC*™
1003 DR n%17 G TAC TCT ACG TCT GAG TG
RB1A74 DR n°18 GAA GAC AGG CGG GCC GCG G
2807 DR N9 G CGG TAC CTG GAC AGATA
RB1F47A DRN15 GAC GTG GGG GAG TTC CGG
7003 DR1602 GAC CTC CTG GAA GAC AGG

3 - Révélation par photoluminescence

4 - Interprétation des résultats
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Annexe 7

Génotypage Complet du systeme KIR par PCR-SSP
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Génotypage Complet du systeme KIR par PCR-SSP

1- Extraction de I’ADN génomique a partir de sangt otal par Salting-out (Miller, 1988)

2- Amplification génique par PCR-SSP  (Polymerase Chain Reaction using Sequences Specifics Primers)

Voir liste d’amorces ci-dessous

3- Migration sur gel d’agarose

4- Résultats:

& Gel d’électrophorese :

2DL1 (1903/256)
2DL1 (1818/256)
2DL2 (175/796)
2DL2 (101/796)
2DL3 (550/256)
2DL3 (800/256)
2DL4 (254/796)
2DL4 (175/796)
M
2DL5 (214/796)
2DL5 (194/796)
3DL1 (1590/256)
3DL1 (181/796)
3DL2 (245/796)
3DL3 (112/796)
2DS1 (102/796)
2DS1 (102/796)
2DS2 (173/796)
2DS2 (238/796)
2DS3 (242/796)
2DS3 (185/796)
2DS4 (204/796)
2DS4 (124/796)
2DS4 (2000/256)
2DS4 (1902/256)
M
2DS4 (1885/-)
2DS5 (126/796)
2DS5 (>700/796)
2DS5 (177/796)
3DS1 (1765/256)
3DS1 (179/796)
2DP1 (147/796)
3DP1 (361-834/796)

Exemple d'un gel représentant le génotypage KIR co  mplet d'un individu réalisé a I'aide du kit

de 32 couples d’'amorces

Le premier numéro a la suite du nom du géne correspond a la taille du produit spécifique amplifié, le second a celle du contréle

d’amplification.
M : marqueur de poids moléculaire qui permet de vérifier la taille des bandes.

% Interprétation des résultats :

La majorité des génes KIR est testé par deux couples d’amorces. Pour le rendu des résultats, la positivité de I'un des deux
couples ou des deux donne un résultat positif, la double négativité et la présence de la bande du contréle d’amplification donne

un résultat négatif.
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Liste des amorces retenues pour le génotypage KIR

Couples d'amorces

Amorce sens (5’-3")

Amorce anti-sens (3'-5")

© 00 N O O b~ WN P
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M2DL1b
G2DL1la
G2DL1b
M2DL2a
N2DL2b
M2DL3a
M2DL3b
M2DL4a
N2DL4NOR
C2DL5a
C2DL5b
G3DL1la
M3DL1b
M3DL2a
M3DL3a
C 2DS1a
C 2DS1b
M2DS2a
M2DS2b
M2DS3a
M2DS3b
M2DS4a
M2DS4b
D2DS4VE
D2DS4AN (KIR1D)
M2DS5a
N2DS5a
N2DS5b
G3DSla
M3DS1b
M2DP1la
N3DP1la

tgg acc aag agt ctg cag ga
cca tca gtc gca tga cg

cca tca gtc gca tga cg

gtt ggt cag atg tca gtttga a
cag cac ttc ctt ctg cac ac
ctt cat cge tgg tgc tg

tcc ttc atc get ggt get g

cag gac aag ccc ttc tgc
gcc agt ggg gaa gec cat gaa ct
gcgctgtgg tge cte g

tgc agc tce agg agc tca
cca tcg gtc ccatgatge t
ggt gaa atc agg aga gag
caa acc ctt cct gtc tge cc
gtc aga tgt cag gtt tga gcg
ctt ctc cat cag tcg cat gaa
ctt ctc cat cag tcg cat gag
ttc tgc aca gag agg gga agt a
cgg gcc cca cgg tit

tgg ccc acc cag gtc g

cta tga cat gta cca tct atc cac
ctg gec ctc cca ggt ca

tag gct ccc tge agt gcg

atc ctg caa tgt tgg tcg

atc ctg caa tgt tgg tcg

tga tgg ggt ctc caa ggg
aga gag ggg acg ttt aac ¢
aga gag ggg acg ttt aac ¢
ggc aga ata ttc cag gag g
ggt gaa atc agg aga gag
tgt tgg tca gat gtc agg ttt ¢
cca tgt cgc tca tgg tcg

act cag cat ttg gaa gtt ccg
cca ctc gta tgg aga gtc at

aat gtt ccg ttg acc ttg gt

ggt cac tgg gag ctg aca c
gcc ctg cag aga acc tac a
agg ctc ttg gtc cat tac aa

ggc agg aga caa ctt tgg atc a
ctg ggt gcc gac cac t

acc aac ctg tga cag aaa cag
gac cac tca atg ggg gag ¢
ggg tct gac cac tca tag ggt
aga gag aag gtt tct cat atg
gta ggt ccc tgc aag ggc aa
gtg ccg acc acc cag tga

cat gga ata gtt gac ctg gga ac
aga ggg tca ctg gga get gac
aga ggg tca ctg gga get gac
agg tca ctg gga gct gac aa
ggt cac tcg agt ttg accact ca
tga aaa ctg ata ggg gga gtg agg
aag cag tgg gtc act tga c

tct gta ggt tcc tgc aag gac ag
gag ttt gac cac tcg tag gga gc
ctg gat aga tgg tac atg tc

ctg gat aga tgg agc tgc ag
tcc aga ggg tca ctg ggc

gga aag agc cga agc atc

tcc aga ggg tca ctg gga

agg ggt cct tag aga tcc a

gtc cct gca agg gea ¢

ggt ccc tgc cag gte ttc

tga cca ccc agt gag ga
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