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Résumé

La découverte du systtme ABO a permis 1’entrée en existence de la science de
I’immuno-hématologie, et le fondement les bases et les regles de la médecine
transfusionnelle, en effet plusieurs chercheurs se sont intéress¢é a 1’étude du
polymorphisme du systeme ABO, notamment avec le développement des techniques
de biologie moléculaire, d’une part afin d’approfondir les connaissances sur les
mécanismes d’interaction de ce systeme avec différentes maladies dans la perspective
du développement et de I’amélioration de nouvelles thérapeutiques, et d’autre part
afin de participer a I’étude et a la compréhension de la diversité génétique humaine, et
de retracer I’histoire  migratoire et les origines des populations.
Notre travail consiste a déterminer les fréquences phénotypiques, alléliques, et
géniques du systeme ABO dans la population du Nord-Est Algérien, par techniques
sérologiques, et de biologie moléculaire. L’étude phénotypique a concerné
10208 donneurs de sang, ’ordre des fréquences des alleles ABO est O>A>B
avec respectivement 0.6820, 0.2112, 0.1068. Alors que 1’ordre de fréquence des
génotypes ABO déterminé par biologie moléculaire est : OO > AO > BO > AA > AB
> BB avec respectivement : 44.44% > 23.08% > 15.38% > 10.26% > 5.13% > 1.71%.
En plus des alleles ABO, Al, A2, B, O1 et O2 mis en évidence par biologie
moléculaire, dont les fréquences sont respectivement : 16.67%, 6.41%, 11.97%,
58.12%, 5.55%, trois variants rares des alleles ABO ont été mis évidence.
L’estimation des distances génétiques a travers 1’analyse en Composantes Principales
et la classification hiérarchique ascendante entre notre population d’étude et d’autres
populations nationales, Maghrébines, et mondiales, a permis de constater que notre
population d’étude est trés proche génétiquement des autres populations Algériennes et
Maghrébines, et les différences génétiques étaient moins prononcées avec les
populations subsahariennes, qu’avec les populations Européennes et Asiatiques, et
elles ne sont pas toujours bien corrélées aux distances géographiques, mais influencées
par d’autres facteurs engendrant plus de mixtions avec certaines populations qu’avec
d’autres. La localisation géographique de notre population a la porte de 1’Afrique, et
sur la rive sud de la Méditerranée, associée a plusieurs évenements historiques comme
les envahissements, les échanges commerciaux, et les conquétes Islamiques, ont été a
I’origine de beaucoup de mouvements et de brassages populationnels qu’a connue
notre région, et contribuant ainsi a 1’identit¢ génétique de notre population.
Notre travail sera poursuivi, par une étude sur un échantillon plus large, et un
séquencage du géne ABO pour mieux préciser les bases moléculaires du
polymorphisme génétique des variants ABO.

Mots clés : ABO, Phénotype, Alléles, Génotype, PCR-SSP, Nord-Est Algérien.
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Summary

The discovery of the ABO system, enabled the development of the science
of immunohematology, and to lay the foundations and rules of transfusion
medicine, several researchers were interested in the study of the polymorphism of
the ABO system, in particular with the development of molecular biology techniques,
on the one hand, in order to deepen knowledge on the mechanisms of interactions
between this system and various diseases, with a view to the development and
improvement of new therapies, and to participate in the study, and understanding
human genetic diversity, and retracing the migration history and origins of
populations.

Our work consists in determining the phenotypic, allelic and genetic frequencies of the
ABO system on the population of Northeast Algeria, by serological techniques and
molecular biology. The phenotypic study involved 10208 blood donors, the order
of frequency of the ABO alleles is O> A> B with 0.6820, 0.2112, 0.1068
respectively. While the order of frequency of ABO genotypes determined by
molecular biology is: OO> AO> BO> AA> AB> BB with respectively: 44.44%
> 23.08%> 15.38%> 10.26% > 5.13%> 1.71%. In addition to the alleles ABO,
Al, A2, B, O1 and O2 demonstrated by molecular biology, the frequencies of
which are respectively: 16.67%, 6.41%, 11.97%, 58.12%, 5, 55%, three rare
variants of ABO alleles have been highlighted.

The estimation of genetic distances, through the analysis in Main Components, and
the hierarchical Ascending classification, between our study population, and
other national, Maghrebian, and global populations, found that our study population
is very close genetically to other Algerian, and Maghrebian populations, and
genetic differences were less pronounced with sub-Saharan populations, than with
European and Asian populations, and they are not always well correlated with
geographic distances, but influenced by other factors, that result in more mixing
with certain populations than with others. The geographic location of our population
at the gateway to Africa, and on the southern shore of the Mediterranean,
associated with several historical events, such as invasions, trade, and Islamic
conquests have been at the origin of many movements, and populations mixing, that
have known our region, and thus  contributing to  the  genetic  identity
of our population. Our work will be continued, with a study on a larger
sample, and a sequencing of the ABO gene, to better specify the molecular bases
of genetic polymorphism of ABO variants.

Keywords: ABO, Phenotype, Alleles, Genotype, PCR-SSP, North-East Algeria.
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Introduction

La découverte du systeme ABO en 1900 par Karl Landsteiner @2 a permis I’entrée
en existence de la science de I’immuno-hématologie, et le fondement par la suite des
bases et les regles de la médecine transfusionnelle, principale application de ce
systeme de groupe sanguin érythrocytaire, dont le respect de la compatibilité est
capital avant chaque transfusion de produits sanguins labiles, en raison de la présence
d’une fagon réguliére des anticorps dirigés contre les antigénes absents de la surface

des hématies ¢ 2),

Des années plus tard, plusieurs études ont été consacrées afin de comprendre les
structures biochimiques des antigénes ABH et les mécanismes de leurs syntheses. Le
développement des techniques de biologie moléculaire, a permis 1’étude et le cumule
de connaissances concernant les bases moléculaires des antigenes ABH, leurs
mécanismes de transmission héréditaire, ainsi que le polymorphisme génétique de ce
systeme, levant I’ambigiiité sur plusieurs observations lors de I’interprétation des
résultats des etudes sérologiques de ce systéme liées a une expression antigénique

faible d’un alléle rare (- 3-10),

De nombreux liens ont été établis entre certains polymorphismes du systéeme ABO
et différentes maladies humaines, en modulant la résistance ou la susceptibilité a ces
pathologies, Ces interactions ont fortement influencé la répartition géographique
mondiale de certains groupes sanguins. Approfondir et cumuler les connaissances sur
ces mécanismes d’interaction participeraient au développement et a I’amélioration de

nouvelles thérapeutiques®.

Les grandes épidémies et certaines maladies infectieuses, en plus des mouvements
des populations liés a des processus migratoires qui permettent un apport génétique

extérieur, ainsi que les mutations et dérives qui engendrent des différenciations



locales, ont contribué a la distribution actuelle des alleles ABO entre les différentes
régions du monde, cela a fait du systtme ABO un véritable marqueur et traceur
géneétique des populations, et a suscité 1’intérét de plusieurs chercheurs dans le
domaine de I’anthropologie biologique qui se sont intéresses aux alleles ABO, dont le
polymorphisme génétique qui refléte des milliers d’années de migrations et de
brassages entre les populations et d’interaction avec I’environnement naturel et
culturel, est devenue un outil important participant a 1’¢tude et a la compréhension de
la diversité génétiqgue humaine. Il permet de retracer I’histoire migratoire et les

origines des populations a ce jour ©).

Notre travail, consiste en I’étude du polymorphisme génétique ABO dans la
population Nord-Est Algérienne, dont 1’objectif est de déterminer les fréquences
phénotypiques, alléliques et geniques du systtme ABO, d’établir une base de données
pour les marqueurs génétiques de cette population permettant sa caractérisation
anthropogenétique, afin d’enrichir nos connaissances sur la diversité genétique a
I’échelle de cette région, de mieux caractériser le patrimoine génétique de notre
population, mais aussi d’estimer les distances génétiques entre notre population

d’étude et d’autres populations nationales, Maghrébines, et mondiales.

Notre travail s’inscrit aussi dans le cadre du développement en immuno-hématologie.
Il permettra I’acquisition et la maitrise des techniques récentes de biologie
moléculaire, qui pourront étre utilisées en routine dans les laboratoires d’hémobiologie
et les centres de transfusion sanguine, comme outils de diagnostic en médecine
transfusionnelle, ce qui contribuera a I’amélioration de la prise en charge des patients a

un niveau qui ne peut étre atteint que par une analyse génotypique.



01 : Le Systeme ABO

1.1 Définition

Les groupes sanguins érythrocytaires peuvent étre définis comme 1’ensemble des
antigenes allotypiques, généetiqguement transmis, détectes par des anticorps spéecifiques
a la surface de la membrane érythrocytaire. La majorité des antigenes de ces groupes

sanguins peut étre regroupée, sur des critéres génétiques, au sein de systémes.®

Le systéeme de groupe sanguin ABO a été le premier découvert en 1900 par Karl
Landsteiner, classé N°001 (ISBT 2008)@, c'est le systeme majeur d‘allo-antigenes
érythrocytaires, et le plus important en pratigue médicale, il regroupe 4 groupes
sanguins: A, B, O et AB dont chacun est doublement défini par la présence ou
I'absence des Ag A et ou B a la surface des hématies, et par la présence ou l'absence
des anticorps sériques correspondants. Chaque spécificité antigénique est également
affectée d’un numéro, A : 001, B : 002, AB : 003..4)

Le systeme ABO est un systeme tissulaire, ce qui signifie que les déterminants
antigéniques se retrouvent non seulement sur les hématies, mais aussi sur les cellules
d’autres tissus. En outre, ils sont retrouvés sous forme soluble dans différents fluides

corporels® ),
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1.2 Historique

La transfusion sanguine fut considérée comme une pratique incertaine et
dangereuse, depuis les tentatives échouées de William Harvey du 17 si¢cle jusqu’au

début du 20®me sjacle (7. 98),

C’est Karl Landsteiner (1868-1943) un biologiste et médecin Autrichien, qui a
publié le 23 mars 1900 dans le «Zentralblatt fur Bakteriologie originale» une trés
courte communication dans laquelle il affirme que « le sérum des personnes saines

agglutine des globules rouges d’autres personnes »),

En 1901, Landsteiner a systématisé ses premieres observations et décrit trois groupes
sanguins chez I’homme (1, 2 et 3 = A, B et O), et un article détaillé a été donné dans la

17¢me publication scientifique du « Wiener Klinische Wochenschrift »@).

En 1902 Alfred Decastello et Adriano Sturli, collaborateurs de Karl Landsteiner ont
prolongé ses travaux et identifié le groupe AB(0 1), Cette étape a inauguré une
discipline nouvelle en biologie humaine et a permis I’essor d’une thérapeutique

appelée a sauver des millions de vies : La Transfusion Sanguine.

En 1908, Epstein et Ottenberg (12 ont suggéré que les groupes sanguins ABO sont
transmis héréditairement, ce qui a été confirmé deux ans plus tard par Dungern et
Hirsfeld, qui ont décrit en 1911 les sous-groupes de A (A1 et A) (12-19),

Bernstein a déterminé le mode de transmission en 1924 et a montré que ces quatre

groupes étaient transmis au moyen de trois genes alleles A, B, et O (10.16.17),

En 1930, Thomsen, Friedenreich et Worsaee ont inclus les sous-groupes A; et A, et

ont avancé la théorie héréditaire de quatre alleles!®). A cette année Landsteiner fut
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honoré par le prix Nobel de physiologie et de médecine pour la découverte des groupes

sanguins ©),

C’est en 1932 que Schiff a démontré que le caractere sécréteur est transmis de fagon

dominante selon les lois de Mendel, et est codé par un gene indépendant du gene ABO
(19),

Les structures biochimiques des groupes sanguins ABO ont été élucidees a la fin des
années 1950, les motifs antigéniques A, B et H représentent les structures terminales
des déterminants oligosaccharidiques complexes exprimes par des glycosphingolipides
solubles (- 10.20),

En 1952, Bhende a identifié dans la ville de Bombay, un individu n’exprimant ni
I’antigéne A, ni ’antigéne B, et dont le sérum agglutinait toutes les hématies testées,

c’est ainsi que le systeme H et sa liaison avec le systéme ABO étaient découverts(® 21,

Le locus ABO a été localisé en 1986 par Allderdice 2. En 1990, Clausen a purifié et
caractérisé I’enzyme A3, puis Yamamoto a cloné et séquencé I’ADNc de cette

glycosyltransférase A+ 25, cette méme année Larsen a cloné le géne H ©9),

A partir des travaux référencés ci-dessus, les données sur les bases moléculaires du

polymorphisme ABO et des glycosyltransférases se sont rapidement accumulées.
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1.3 Etude Immunologique
1.3.1 Etude des antigénes

1.3.1.1 Deéveloppement des antigénes ABH et leur distribution dans I’organisme

- Le développement embryo-feetal : est précoce et complexe, on observe une

variation du niveau d’expression des antigénes ABH dans les tissus durant
I’embryogenese. Ainsi dés la 5%m semaine de la vie embryonnaire, la plupart des
tissus expriment les Ag ABH dans les parois des cellules endothéliales et épithéliales,
les individus sécréteurs ou non sécréteurs semblent exprimer la méme quantite ABH.
Les Ag ABH de I'endothélium persistent toute la vie alors que les Ag des parois des
cellules épithéliales atteignent leur maximum d'expression a environ 9 semaines, apres
celle-ci commence a diminuer et cela en coincidant avec 1’apparition de fonctions
spécifiques. Vers le 10 jour apres la naissance, les antigénes ABH apparaissent

dans toutes les sécrétions exocrines sous le controle des génes ABO et FUT2(27.28),

- La distribution des antigenes ABH dans les tissus humains: Les Ag ABH sont

largement répondus dans 1’organisme; ils sont dits ubiquitaires. lls sont exprimes par
les hématies, les cellules épithéliales, endothéliales, ainsi que lymphocytes et les
plaquettes, mais aussi dans la plupart des tissus. Chez les sujets sécréeteurs, les
substances du groupe ABH sont présentes dans tous les liquides de I'organisme (salive,

plasma, lait, sperme) a I'exception du liquide cérébro-spinal - 23-34),
1.3.1.2 Les phénotypes ABO courants

Les phénotypes ABO sont définis par des antigenes présents sur les GR et qui sont
détectés par leurs anticorps spécifiques qui agglutinent les hématies qui les portent,

ainsi deux antigénes A et B définissant 4 groupes sanguins A, B, AB et O (.

Deux de ces phénotypes O et AB expriment le génotype lui méme. Les sujets du
groupe O sont nécessairement homozygote(OO) tandis que les sujets du groupe AB
sont hétérozygotes. au contraire, un sujet A peut avoir un génotype AO ou AA et de

méme pour le sujet du groupe B 4,


https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasma_sanguin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lait
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sperme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liquide_c%C3%A9r%C3%A9bro-spinal

Le systeme ABO

Tableau 1.1 Les quatre phénotypes érythrocytaires ABO principaux ©)

Phénotype Génotype Ag preésents sur le GR AC présents dans le serum
A A/A ou A/O A Anti-B
B B/B ou B/O B Anti-A
@) 0] Ni A, ni B Anti-A et Anti-B
AB AB AetB Ni anti-A, ni anti-B

Le groupe A est subdivisé en deux sous-groupes : A; et A, (et le groupe AB: en A1B
et A2B). 80% des individus du groupe A sont A et 20% sont de groupe A. Ce

qui a fait passer le nombre de phénotypes courants de quatre a six(4),

Le sérum des sujets B (anti-A) apres adsorption (sélective) par les hématies A
possede encore une activité spécifiquement anti Ai, ce qui laisse supposer que ce

sérum contient deux AC :

- un AC anti-A reconnaissant les déterminants communs a toutes les hématies A
- un autre anti-A; reconnaissant des déterminants propres aux hématies As. (qui
ne réagissent qu’avec 80% des sujets A). Les sujets dont les GR ne sont pas agglutinés

par cet AC ; sont de phénotype A..
La différence entre les deux phénotypes A: et A, est a la fois:

- Quantitative: le nombre de copies de ’antigéne A sur les hématies A1 a été

estimé entre 980000 et 1170000, alors que ce nombre n’est évalué qu’entre 240000 et
290000 sur les hématies Ax(9).

- qualitative: Tant pour I’activité enzymatique de la glycoyltransferase, que pour

la nature du substrat de base; les transférases A sont capables de modifier les substrats

précurseurs de types 1 a 4, alors que les transférases A, utilisent préférentiellement
ceux de types 1-2. Ces dernieres laissent a la surface des hématies une substance H de
type 3, qui n’est pas convertie en substance A. donc les antigénes A de type3 et de

typed sont présents presque exclusivement sur les hématies de phénotype A1),
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La détermination des phénotypes Al et A2 est couramment effectuée a l'aide des
lectines: Al sont agglutinés par la lectine de Dolichos biflorus et par les réactifs anti-

A1 d'origine humaine, par contre A2 est agglutinés par la lectine d'Ulex europaeus 7).

Le phénotype Aint (A intermédiaire) : Posséde certaines propriétés de Ax et d’autres
de A, ces hématies sont faiblement agglutinées par les réactifs anti-A1, et agglutinées
par les réactifs anti-H. Ce phénotype est rare dans la population blanche, moins de
01% des sujets A chez les blancs Américains, et plus fréquent dans la population noire,

plus de 08% chez les noirs Américains et 13% chez les noirs Sud-Africains(9),

Yoshida et al, ont détecté une forme unique de glycosyltransférase dans Ain, qui
differe de la glycosyltransférase A, par une plus grande affinité pour ’UDP-GalNac,
et de la glycosyltransférase A: par une faible affinité pour le 2’-fucosyllactose, un

analogue soluble pour la substance H liée a la membrane ©9),

Tableau 1.2 Réactivités des sous-groupes A1, Az et Ain®

Phénotype

Anti-A1

Anti-H

A

+++

Az

+++

Aint

++

++

1.3.1.3 Les phénotypes ABO rares

» Les variants genetiques

De nombreux groupes faibles ont d'abord été définis sérologiquement, avant que

I'étude des glycosyltransférases ne soit entreprise en biologie moléculaire®6).

En effet, certains groupes sanguins ne peuvent étre mis en eévidence par les réactions
d'agglutination normalement utilisées, suite a une discordance entre les épreuves
globulaire et sérique, quoique non, ou peu agglutinables par le sérum test utilisé. Les

globules rouges possedent cependant l'antigene a leur surface, qui est révélé par des

8



Le systeme ABO

techniques d’adsorption-€lution. Ces phénotypes faibles sont dus soit a une baisse
d'activité enzyme de la glycosyltransférase, soit a une diminution de la production

d'enzymes(®,
- Lessous-groupes faibles de A

L’accumulation de nombreuses données sérologiques a permis d’identifier
différents variants phénotypiques faibles de A. La classification sérologique de ces
sous-groupes est basée sur les principes suivants(? 39) ;

« |la réactivité des hématies avec les réactifs anti-A, anti-B, anti-AB, anti-H,

* la présence éventuelle d’une image de double population,

* la présence éventuelle d’un anti-A1 ou d’un anti-A dans le sérum de I’individu,

* la sécrétion ou non, dans la salive, de substance A et/ou H par les sujets

sécréteurs.

Tous ces phénotypes ont des hématies de réactivité inférieure a celle des hématies A

et présentent géneralement une expression normale ou renforcée de I’antigéne H.

Tous sont le plus souvent lies a des formes alléliques du locus ABO, qui
s’expriment en position trans d’alleles O ou B. et qui correspondent en fait a des
groupes eux-méme hétérogenes sur le plan moléculaire, et la classification sérologique

présente peu de corrélation génétique et aucun intérét sur le plan transfusionnel(10.39),
- Les sous groupes faibles de B

Plusieurs classifications sérologiques ont été proposées vu I’extréme hétérogénéité
des phénotypes B, et en 1’absence de consensus, celle par analogie a la classification
des phénotypes A faibles parait la plus pratique, sans supposer une homogénéité sur le
plan moléculaire. Leurs faibles fréquences sont sans aucun doute liées a la faible

fréquence du phénotype B par rapport au phénotype A®“0),

Beaucoup d’autres variants A ou B liés a des alléles spécifiques, ne correspondent
pas aux catégories serologiques definies plus haut, sont regroupés sous la terminologie

génétique Aw ou Bw (pour weak : faible) @,
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Tableau 1.3 Caractéristiques sérologiques principales des phénotypes A faibles®

Phénotype | Anti-A | Anti-B | Anti-AB | Anti- Anti-H | Hématie | Hématie | Hématie | Substance | Substance
A B A1 Az Soluble A | Soluble H
As ++/- - ++/- - +++ +++ +o0u- - + +
A« (+) - + - +++ +++ + - - +
Aend (+)/- - (+)/- - +++ +++ +0uU - (+) ou - - +
Am - - - - +++ +++ - - + +
Acl - - - - +++ +++ +++ ++ou + - +
Ay - - - - +++ +++ - - (+) +
Abantu + - + - 4+ +++ + - - +
Ajze - - - +(Db) | +++ +++ - - - +
Afinn (+) - (+) - +++ +++ + - - +
++/- ou +/- : double population ; (+) : trés faible agglutination ; Db : lectine Dolichos biflorus
Tableau 1.4 Caractéristiques sérologiques principales des phénotypes B faibles®)
Phénotype | Anti-A Anti-B | Anti-AB | Anti-A1 | Anti-H | Hématie | Hématie | Hématie | Substance | Substance
B A1 Az Soluble A Soluble H
Bs - ++/- ++/- - +++ - +++ ++ + +
Bx (+) ou- - (+) - +++ + o+ ++ (+) -
Bm - - - - +++ - +++ ++ + +
Bel - - - - +++ (+) ou - +++ ++ + -

++/- ou +/- : double population ; (+) : trés faible agglutination

Phénotype Amos et Bmos

En dehors des causes connue pour étre a 1’origine d’une mosaique ou d’une double

population ABO (Transfusion sanguine, chimérisme...etc.), I’existence d’'un mélange

d’hématies de groupes sanguins ABO différents a été décrite en 1975 chez 05

individus dont 02 de la méme famille(®. 15,

10
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Ce phénomeéne ne concerne que le groupe sanguin ABO, le sang des individus Amos
et Bmos contient deux populations d’hématies différentes, exprimant I’antigéne A ou B
qui semblent plus faible que leurs homologues normaux et des hématies négatives. Ces
hématies ne sont pas polyagglutinables et n’ont pas les caractéristiques des antigénes
A ou B acquis. Aucun mécanisme moléculaire expliquant ce phénomeéne n’a été

élucidé a ce jour® 19),

- Phénotype Cis-AB

Le phénotype cis-AB peut soulever des questions sur un héritage apparemment

paradoxal du groupe sanguin ABO, comme la naissance d'un enfant O d'une mere AB

(41,42)

La caractéristiqgue de ce phénotype est que les caractéres A et B exprimés a la
surface des hématies sont transmis par un seul allele dénommé « cis-AB », son
incidence est tres faible (la population japonaise 0.012 %, et 0,0354% chez les

donneurs de sang coréens)® 42),

Ces alleles du sous-type ABO conférent la capacité de créer des antigenes A et B
avec une seule enzyme. Une variété d'enzymes cis-AB différente a été rapportée et
beaucoup présentent un échange d'acides aminés entre la séquence de 1’enzyme A
normale et son homologue B, ce qui rend I'enzyme mutante capable de créer les deux

antigenes (41-44),

Ce phénotype est hetérogéne, et sur la base des réactions sérologiques, trois

phénotypes principaux ont été décrits : cis-Ai1Bs, cis-A2B; et le cis-A2B.
Le phénotype cis-A2Bs3 est le plus fréquent et est caractérisé par :
un antigéne A dont la réactivité est égale a celle d’un Az, un antigene B tres

affaibli, un excés important d’antigéne H, et dans le plasma existe un anti-B de faible
activité. La présence dans la salive des sujets sécréteurs de substances A et H en
quantité normale, en plus d’une tres faible quantité de substance B qui n'est détectable

que par inhibition de I'agglutination des cellules cis-AB par les anti-B(*1-44),

11
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Ce phénotype se différencie du phénotype B acquis par ’exces d’expression de

I’antigéne H et par la présence d’un anti-B faible dans le plasma “1-44),

- Pheénotypes B (A) et A (B): spécificités superposées de A- et B-Transférases

Il a été démontre que les transférases A et B ne sont pas précises dans leur choix de

substrat donneur, et qu’il y a un petit degré de chevauchement entre les produits des
genes A et B.

Ce phénomene est dl au fait qu’une enzyme B puissante ajoute non seulement le D-
galactose a la substance H préformée, mais également de petites quantités de N-

Acétyl-Galactosamine, ce phénotype a été appelé B(A)“5),

Beck a montré que ces hématies sont agglutinées avec un anticorps anti-A
monoclonal puissant®), Et de facon contraire Voak a mis en évidence un phénotype

A(B) a I’aide d’un anticorps monoclonal puissant anti-B®“6),

> Les phénotypes rares acquis
- Phénotype B acquis

Dans de rares situations, les personnes du groupe A peuvent acquérir un antigéne B et
devenir du groupe AB, bien que I’antigéne B soit généralement faible, c’est un
phénomeéne transitoire, qui s’observe presque toujours chez les sujets de phénotype
Al, atteints de maladies du tube digestif, généralement un carcinome du colon. Décrit
pour la premiere fois en 1959 par Cameron chez sept patients initialement de
phénotype A, ayant acquis un antigéne B, mais avec un anti-B apparemment normal
dans leur sérum. Il se caractérise par une faible agglutination paradoxale (image de

double population) avec les réactifs anti-B polyclonaux“:48),

Le germe responsable de I’infection produit une désacétylase, qui transforme la N-
acétyl-galactosamine (épitope A) en galactosamine, qui est trés proche du galactose
(épitope de B). Ces sujets possédent la transférase A, mais pas de B-transférase et pas

de gene B dans leur génome*).

12



Le systeme ABO

- Phénotype A acquis

Généralement suite a une difficulté de groupage avec une image de double
population que ce phénomeéne est mis en évidence, freqguemment chez des patients
atteints de pathologies malignes hématologiques. Ce phénotype a été décrit en 1992
par Berman, qui a montré que les hématies polyagglutinables de type Tn dont le sucre
immuno-dominant est le N-acétyl-galactosamine, se comportent comme ayant un

antigene A(6:50),

1.3.1.3 Phénomeéne de renforcement et de compétition allélique

- Le renforcement allélique : consiste en une interaction genétique permettant
I’augmentation de I’expression des antigénes A ou B faibles chez les sujets

hétérozygotes.

Dans une famille francaise, un allele A a été exprimé comme Ax chez les sujets du
génotype AO, mais comme A chez les membres du génotype AB. Les cellules Ax
avaient 11200 sites antigéniques A par globule rouge, alors que les cellules A2B
avaient 96 000 sites A. L'activité de la A-transférase n'était pas apparente dans le
sérum des membres Ax, mais a été detectee dans le sérum des individus A2B, bien que

tous avaient le méme gene AGD,

D’autres familles ont montré qu'un géne B responsable du phénotype Bx a été
exprimé plus fortement chez les membres AiB, et un géne B exprimé en Bel chez les
membres de génotype BO eétait représenté par un phénotype Bz chez les membres de

génotype AB(2.53),
- Compeétition allélique

Il est bien établi que I'antigéne A est plus faiblement exprimé sur les hématies de
phénotype A2B que sur les cellules de phénotype Az, et que A1 est faiblement exprime
sur les globules rouges de phénotype A:B que celles de phénotype A:. Ce phénomene

est lié a I'effet de deux glycosyl-transférases différentes en compétition pour le méme

13
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substrat accepteur. Bien que généralement moins évidente, B est souvent plus faible en
A1B qu'en B®+57),

Dans certains cas, le géenotype A1B peut étre exprimé comme un phénotype A2B, et

A:B peut étre exprimé en phénotype AsB.

Dans les populations noires, le rapport A2B/A1B est souvent significativement
supérieur a ce que l'on pourrait attendre du rapport A2/Ai. Dans une étude de 5000
Afro-Américains, (80%) des individus du groupe A étaient A; et 20% étaient Ay, alors
que 53% des individus du groupe AB étaient A1B et 47% étaient A,B®8),

Une B-transférase avec une activité élevée avec une Asx-transférase a été retrouvé
dans le sérum de 50% de ces sujets, sans la présence d’une Ar-Transférase, cette B-
transférase super-active utilise la part des sites H disponibles, de sorte que la A:-
transférase ne peut produire suffisamment d'antigéne A pour fournir la densité de site

élevée requise pour le statut A 49-61),

Des divergences similaires ont été observées chez des blancs®® 62, des Chinois ¢ et

des Japonais (64 65),

1.3.2 Etude des anticorps

Tous les serums humains contiennent de maniére absolument constante 1’anticorps
ou les anticorps correspondants aux antigénes ABO absents de la surface des globules
rouges, on a donc qualifié ces anticorps de naturels. Sous I’influence des stimulations
supplémentaires, des anticorps immuns apparaissent. Plus rarement on assiste méme a

I’apparition d’auto-anticorps dirigés contre les antigénes ABO®),
1.3.2.1 Anticorps naturels :

Leur production est liée a la réponse primaire de ’organisme dirigée contre des
antigénes de groupes sanguins portés par les bactéries saprophytes de la flore

intestinale ou diverses substances de I’environnement (66,

14
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Les niveaux d'anticorps anti-A et anti-B semblent étre influencés principalement par
des facteurs environnementaux, la génétique n’a qu'un réle mineur 7. )_1ls ne sont
mis en évidence par la sérologie qu’entre le 3™ et 6™ mois de vie, et la

concentration maximale de ces anticorps est observée entre 05 et 10 ans ©9),

L’absence de ces anticorps est inhabituelle en dehors de certains groupes

particuliers, de sujets de phénotype AB et du nouveau-né.

Trois spécificités existent dans le systtme ABO. L’anti-A, et ’anti A1 rencontrés
chez les sujets du groupe B. L’anti-B, présent chez les sujets du groupe A. L’anti-A,
I’anti-Al, I’anti-B et ’anti-AB que 1’on trouve chez un sujet du groupe O. alors que
I’anti-AB des sujets du groupe O reconnait des structures communes aux antigenes A
et B, ils sont essentiellement de classe 1gG, et possedent des caractéristiques

sérologiques différentes des mélanges d’anti-A et d’anti-B (79,

Certains anticorps naturels sont présents de facon inconstante au niveau du
plasma/sérum, et sont de ce fait dits anticorps irréguliers, a savoir 1’anti A1 qui est
présent chez 02 a 05% des sujets Az, chez 20% des sujets A2B et certains sujets de

groupe A faible (. 66),

Ces anticorps naturels sont principalement des IgM, mais également des 1gG voire
des IgA. Leur optimum thermique d’activité est a + 4°C. lls sont thermolabiles (10
min a + 70°C), spontanément agglutinants en milieu salin, et neutralisables par des
substances solubles, leur pouvoir hémolysant est faible, et ne traversent pas la barriére
placentaire®,

Des anticorps ABO peuvent étre retrouveés dans divers fluides corporels y compris la

salive, le lait, les sécrétions cervicales, les larmes et le contenu des kystes (/D).
IIs sont principalement des IgA et généralement les plus actifs dans les fluides des

individus du groupe O (/)

1.3.2.2 Anticorps immuns

Sous I’influence de divers stimuli exogenes, (vaccination, sérothérapie, infection,
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grossesse ou méme une transfusion incompatible), on assiste a des changements dans
les caractéristiques des anticorps anti-A et anti-B, avec une augmentation de l'activité
hémolytique, et un changement de la température optimale d’activité qui passe a 37°
C. essentiellement de classe 1gG mais peuvent étre un mélange IgG + IgM ou bien des
IgA. lls sont thermostables (résistent a la chaleur 1h a 63°C ou a 70°C pendant 10min),
ne sont pas spontanément agglutinants en milieu salin, et difficile a neutraliser par des
substances solubles. Ils sont hémolysants, opsonisants, et traversent la barriére foeto-
placentaire( ),

1.3.2.3 Auto-anticorps :

Sokol et al("®). Ont mis en évidence en 1995 sur 4668 patients étudiés, seulement six
cas d’auto-anticorps de spécificité ABO, avec des auto-anticorps anti-A, des auto-
anticorps anti-Ax ou des auto-anticorps de spécificités mixtes, comme 1’anti-Al, qui
posséde une amplitude thermique élevée. Les anticorps anti-A et anti-B sont rarement
impliqués dans des phénomeénes auto-immuns. lls sont en général peu actif a 37°C, et

la spécificité de 1’auto-anticorps est parfois de type Al, BI, Ou HI.

1.4 Etude Biochimique

Les antigénes ABH sont des structures glucidiques. Des chaines d'oligosaccharides
synthétisées par 1’ajout sequentiel de monosaccharides, catalysé par des enzymes
appelées glycosyltransférases. Ces oligosaccharides sont généralement conjugués avec
des polypeptides pour former des glycoprotéines, ou avec du céramide pour former des

glycosphingolipides(74 7).

1.4.1 Structure des déterminants antigeniques ABH

Les déterminants antigéniques ABO sont des motifs glucidiques terminaux disposés
a I'extrémité non réductrice des oligosaccharides portés par des glycoprotéines ou des

glycolipides(®),
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Dans la membrane des globules rouges, environ 80% des déterminants ABH sont
associés a la protéine Bande 3. L'autre principale glycoprotéine des globules rouges, la
glycophorine A, ne semble porter aucun antigene ABH, mais des déterminants ABH

ont été détectés sur la bande 4.5 et la glycoprotéine associée au Rh (77-79),

Ces chaines oligosaccharidiques sont constituées d’une structure interne plus au
moins ramifiée (Structure | et i) et des structures periphériques également nommées
chaines précurseurs, qui seront les structures de base accepteurs des motifs ABH et

dont il existe plusieurs types®: 7. 76) :

Type 1 : Gal B1-3 Glec NAc B1-R Type 4 : Gal B1-3 Gal NAc B1-R
Type 2 : Gal B1-4 Glc NAc BI1-R Type 5 : Gal B1-3 Gal B1-R

Type 3 : Gal B1-3 Gal NAc al-R Type 6 : Gal B1-4 Glc B1-R

Gal : D- Galactose GIcNAcC : N-acétyl- D — glucosamine
GalNAc : N- acétyl- D — galactosamine R : reste de la molécule

Les chaines faisant partie intégrante de la membrane érythrocytaire sont
principalement de type 2, alors que celle qui sont présentes dans les liquides

biologiques sont de type 19,

Le précurseur de type 1 est synthétisé dans les tissus de 1’endoderme (cellules
épithéliales digestives, urinaires, respiratoires et certaines cellules exocrines) et donc
trouvé avec les molécules ABH fixées sur les protéines et les lipides des sécrétions et

fluides de I’organisme(® 89),

Le précurseur de type 2 est trouvé dans des tissus dérivant du mésoderme et en
particulier les érythrocytes mais aussi des plaquettes et I’endothélium ou de

I’ectoderme comme 1’épiderme( 81,

Le précurseur de type 3 est limité a des oligosaccharides liés par des liaisons O
glygosidiques, a des glycoprotéines exprimees par des cellules épitheliales et a des
glycolipides de la membrane du globule rouge, qui peut étre utilisé par la transférase
Al et non par la transférase A2. Ce déterminant répétitif A est caractéristique du
phénotype A1(% 82),
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Le précurseur de type 4 est un composant de glycolipides de la membrane du globule

rouge et de certains organes solides comme le rein(t 82),

Le précurseur de type 5 a eté synthétisé en 1990 par Oriol pour caractériser des
anticorps monoclonaux ABH, mais n’a pas été a ce jour identifié dans les tissus

humains®. 83),

Le précurseur de type 6 appelé lactose, ces dérivés ABH ont été retrouvés sous forme

libre dans les sécrétions exocrines comme le lait et les cellules intestinales (- 83),

Ces disaccharides précurseurs sont couplés a des structures support (R) qui peuvent
étre de nature carbohydrate, glycolipidique, ou glycoprotéique et de taille tres variable.
Ils sont utilisés comme substrat pour des réactions de transglycosylation catalysées par
deux a(1,2) fucosyltransférases : 1’une est le produit du géne H(FUT1) et I’autre du
gene SE (FUT2); ces deux enzymes se différencient par leur affinité pour leur substrat,
la FUTL utilise les précurseurs de type 2 et 4 et donne la substance H de type 2 et 4. Et

la FUT?2 utilise les précurseurs de type 1 et 3 et donne la substance H de types 1 et 3(74
75,84)

Le produit du gene (FUT1) est une protéine transmembranaire de type Il de 365 aa,
avec un domaine cytosoliqgue NH2-terminal de 8 aa, un domaine transmembranaire de
15 aa et un grand domaine extra-membranaire de 340 aa, ou se situe l’activité
catalytique. Le produit du géne FUT2 (Se) de 332 aa est similaire a celui de I’enzyme
H avec 68% d’homologie, avec un domaine amino-terminal de 03 aa, un domaine

transmembranaire de 14 aa, et un domaine extra-membranaire de 315 aa(’> &),

Apres D’action des fucosyltransférases, peuvent intervenir les glycosyltransférases

codominantes permettant la fabrication des déterminants A et/ou B (figure 1.1).

18



Le systeme ABO

GIcNACc Les cercles rouges
NHACc ANG
Z SN N entourent les régions de
OH reconnaissance par les
Déterminant anticorps_

antigénique A

GlcNACc :
NHACc
= o0 " "Np/c Gal :D-galactose;
OH GalNAc:  N-acétyl-D-

Déterminant

antigénique B galactosamine;

Fuc : L-fucose.

GIcNAC
NHAC Les chaines de sucres
oH sont portées par des

Dé_te['n‘]inant protéines (P) ou des
antigéenique H
céramides (C)

Figure 1.1 Structure des déterminants antigéniques ABH (©6)

1.4.2 Biosyntheése des antigénes ABH

Les déterminants antigéniques du groupe sanguin ABO, sont de nature glucidique et
ne sont pas le produit primaire des génes gouvernant leur expression. Des
glycosyltransférases spécifiques qui sont les produits primaires des géenes, catalysent le
transfert d’un monosaccharide de son donneur de nucléotides, et son attachement,

selon une liaison glycosidique spécifique, a son substrat accepteur 6 75),

La biosynthése des antigénes du systeme ABO s'effectue dans I'appareil de Golgi et
le réticulum endoplasmique, et s’effectue en trois étapes : initiation, élongation et

terminaison®(figure 1.2).

L'initialisation est représentée par la fixation du premier motif monosaccharidique
sur la molécule protéique ou lipidique, en ce qui concerne les glycoprotéines, deux

types de liaisons peuvent étre retrouvés. Des liaisons N.glycosidiques caractérisées par
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la fixation d’une N-acétyl-glucosamine (GICNAC) a une asparagine, et des liaisons O-
glycosidiques caractérisées par la fixation d’une N-acétylgalactosamine (GalNAc) a
une sérine ou une thréonine. En ce qui concerne les glycosphingolipides, ils associent

un élément glucidique a une céramide(®,

Lors de I'élongation, un enchainement de disaccharides de bases (Galp1-4 GIcNAc
B1-3) linéaires ou branchées va se fixer sur l'unité saccharidique (antigéne 1). On
obtient ainsi au niveau des globules rouges, un disaccharide terminal qui constitue le
précurseur de type 2 (Galp1-4 GIcNAc-R)®,

Enfin, I’étape de terminaison représente I’adjonction des sucres terminaux
spécifiques des antigenes A, B et H. Ces déterminants antigéniques vont par la suite
migrer dans une des veésicules golgiennes vers la membrane cellulaire puis s'ancrer
dans la membrane grace a la protéine ou au lipide de départ, et s’expriment sur la face

externe de I’hématie®,

A-T/B-T
Gal l
GlcNA
GalNA 1 3Galq 4
= ‘® ) C 1T L L ® .’
ol ——— ®
1 FUT1
o
Fuc

Antigenes A/B Antigéne H 200000 @

Lipide

Figure 1.2 Etapes de biosynthése des antigénes ABH (¢7)
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L'antigéne H est produit lorsqu'une o(1,2) fucosyltransférase catalyse le transfert
d’un I-fucose d'un donneur le diphosphate de guanosine (GDB) -I-fucose a la position
C-2 du galactose terminal de l'une des structures précurseurs, les deux o(1,2)
fucosyltransférases, produites par deux génes, FUT1 (H) et FUT2 (SE), catalysent

la biosynthese des structures H dans différents tissus®(figure 1.3).

Lumigre du
Gaolgi

Cytoplasme N

Figure 1.3 Réaction catalysée par la fucosyltransférase (¢8)

L’antigéne H, qu'il soit produit par la FUT1 ou la FUT2, est le substrat accepteur
pour les Glycosyltransférases spécifiques pour les genes A et B. Le produit du géne A
est une a(1,3) N-acetyl-D-galactosaminyltransférase, qui transfére la N-acétyl-d-
galactosamine a partir d'une uridine diphosphate (UDP) —N acétylgalactosamine
donneur qui se fixe sur le carbone 3 du galactose du déterminant H, synthétisant

I’antigéne A(9),

Le gene B produit une a(1,3) -D-galactosyltransférase, transfére un D-galactose de

I"UDP-galactose sur le galactose fucosylé de H, formant I’antigéne B (figure 1.4).

Un troisieme alléle O ne produit pas d’enzyme active et chez les personnes
homozygotes pour O, l'antigeéne H reste inchangé. Si en raison de I'absence de la H-
transférase (FUT1) ou de la Se-transférase (FUT2), aucune structure H n'est

disponible, les antigénes A et B ne peuvent pas étre produits malgré la présence des
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A- ou B-transférase appropriee. Cette situation se produit dans les sécrétions des non
sécréteurs ABH, et sur les globules rouges des rares déficients en H (phénotype
Bombay)® 9,

Gal @ R

FUT1 i :
Ired cellsl
Fuc-transferase
FUT2

{secretions)

f:

< Fuc Gal >—<:ch:«;>—&
upp {GalNAc)

GalNAc-transferase Gal-transferase

ucP

< > < Gal> @ Fuc Gal GIcMAc R
® ®

Figure 1.4 Schéma de biosynthése des antigenes ABH “8)

1.5 Génétique du systeme ABO
1.5.1 Génétique moléculaire

1.5.1.1 Legene ABO

Le locus ABO est localisé sur le bras long du chromosome 9 (9g34.1-q34.2). Il
comprend 7 exons (1065 bp) et 6 introns, et s’étend sur plus de 18 kb (19514 bp du
codon d’initiation au codon-stop). La taille des introns varie de 554 a 12982 bp pour
I’intron 1. Les 05 premiers exons sont de trés petite taille, respectivement 28, 70, 57,
48, et 36 bp, les exons 6 et 7 (135 et 688 bp) constituent 77% de la séquence codante,
et codent pour 91% des aa du site catalytique de la glycosyltranférase synthétisée
(figure 1.5) (6.75.89,90),
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Sur le chromosome 9, Trois alleles majeurs transmis selon la loi Mendélienne sont
possibles, ABO*A, ABO*B et ABO*O, ce dernier est un alléle silencieux qui ne
modifie pas la substance de base H, alors que les alleles A et B sont exprimés de

maniere codominante lorsqu’ils sont tous les deux présents(’> o1,

ped
pli
gqll
gl
ql3
g3z

p2d.2
pl2.3
pe2.1
pel.2
pl3.3
pli.2
pll.2
q21.12
q21.2
q21.31
q2l.32
q22.1
q22.2
q22.32
731.1
q31.2
q33.1
q33.2
qi4.11
q34.12
q34.2
q34.3

s (. i N N L= “HTW ] ] |
ABO gene
Exon 1 2 3 4 5 [ ri
L —
ELS 70 57 48 35 136 691 bp

B - — - 1085 nt.
conva ([ ][] ]

l l 1 l l ll l 355a.a

nt. 261 207 &26 657 703 796 803 930

G A Cc [ G C G G
A allele } — - 1 t + |
a.a. Arg Gily Leu Gly
GG G T A A C A
B allele f — } t H —
Gly Ser Met Ala
HGA T L] CcC G C G G
o allele } } f I I H —
t
Stop codor111? (TAA)

Figure 1.5 Structure du géne ABO et des séquences nucléotidiques des alléles A, B et O(%2),

Les produits des alléles A ou B sont des protéines transmembranaires de type 1, de
42 kDa comportant pour ’enzyme Ai 354 aa avec un domaine intracytoplasmique
formé des 16 aa NH2-terminaux, un domaine transmembranaire de 20 aa, et d’un
grand domaine C terminal se trouvant au niveau de 1’appareil de Golgi et contenant un

site pour la N-glycosylation. Ce site constitue le centre actif de I’enzyme®: 24),

La différence entre les alléles de référence Aio1 et Bios, porte sur sept nucleotides
sur 1065 (297, 526, 657, 703, 796, 803, et 930), la premiére substitution nucléotidique
se situe dans I’exon 6 et les autres dans 1’exon 7, dont quatre entrainent une
substitution d’acide aminé. L’aa 176 (arginine pour Ai et glycine pour B), L’aa 235

(glycine pour A; et sérine pour B), L’aa 266 (leucine pour A1 méthionine pour B) et
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L’aa 268 (glycine pour Aj et alanine pour B). Les aa qui sont plus impliqués dans la
discrimination du sucre utilisé comme substrat et qui jouent aussi un role critique dans

activité catalytique de I’enzyme, sont en position 266 et 268(> %% (figure 1.6).

L’allele O, non fonctionnel, qui est caractérisé par la production d’une protéine
tronquée de 117 aa (au lieu de 353), dépourvue du site catalytique, est lie a la délétion
d’un nucléotide en position 261 du codon 87 (allele O01) (qui correspond a une G
dans I’all¢le de référence A1), entrainant un décalage du cadre de lecture (frame-shift),
aboutissant a I’apparition d’un codon stop prématuré. Cela a été constaté sur tous les
clones d’ADNc isolés initialement par Yamamoto. D’autres types d’alléles O plus
rares ne posseédant pas la deélétion en position 261, et qui sont liés a d’autres

polymorphismes ont été par la suite rapportés par le méme auteur 5 7),

L’allele A> de référence, (A1), a la particularité de présenter en plus d’une
mutation sur le codon 156 (C467T substituant une leucine a la place d’une proline)®?),
une delétion de 1’un des nucléotides 1059-1061 en 3’ du géne dans une séquence
répétitive de 3 cytidines, décalant le cadre de lecture a I’extrémité 3° du géne avec
I’extension de 21 acides aminés supplémentaires (extra-domaine C-terminal). Cette
extension de la protéine (374 aa au lieu de 353) est a l’origine des propriétés
catalytiques différentes de ’enzyme Az. En effet la mutation du codon 156 n’a que peu

d’effet (5 9) (figure 1.7).

Leu Gly Leu Gly Met Ala Leu Arg
266 268 266 268 266 268 266 268
L Z\ /
\_'\
'\ A
i

Golgi lumen

Golgi membrang

Cytoplasm

® @ ©® @

Figure 1.6 Représentation schématique des principales glycosyltransférases ABO®“9),
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1.5.1.2 Geénes des fucosyltransférases FUT1 et FUT2

Les génes FUT1 (H/h) et FUT2 (Se/se), sont localisés sur le chromosome 19g13.3,
séparés d’une région de 35.5 kb, ils présentent de trés fortes homologies (70%) dans

leur séquence (6. 97),

Le géne FUT1 posséde 8 exons et s’étend sur moins de 9kb, avec une région codante
construite du seul exon 8 de 1.1 kb®®, La base moléculaire du phénotype Bombay a
été rapportée pour la premiére fois en 1994 par Kelly, par la mise en évidence au
niveau de la séquence d’un allele Bombay de six substitutions par rapport a I’allele de
référence FUTL, la plus importante est le remplacement du codon de la tyrosine en
position 316 par un codon stop (C948G), avec la synthése d’une protéine tronquée des
50 aa terminaux®9, Mais le phénotype Bombay typique chez les personnes originaires
de I'Inde résulte de la présence en double dose, chez un individu non sécréteur
(délétion du géne FUT2), de la mutation T725G dans le géne FUT1 aboutissant a une
enzyme FUT1 inactive liée a la substitution Leu242Arg(%), Depuis, de nombreuses
autres mutations associées a des phénotypes H-déficients ont été decrites dans

différentes populations®).

Le gene FUT2 de 3.1 kb posséde 2 exons, dont ’exon 2 contient toute la séquence
codante, le premier exon étant non codant(®, Le phénotype non sécréteur résulte de la
formation d’une protéine inactive sur le plan enzymatique, tronquée de 189 aa dans la
partie C-terminale, résultant de la mutation G428A a I’état homozygote, par rapport a
’allele Se, transformant le codon du tryptophane 143 en un codon-stop®%). Depuis
1995 bien d’autres mutations ont été associées a un phénotype non sécréteur et

certaines semblent spécifiques d’une ethnie®: 103),

1.5.2 Polymorphisme génétique

Plusieurs méthodes de typage moléculaire du gene codant la glycosyltransférase
ABO ont été développées. Ces méthodes ciblent les exons 6 et 7, qui codent pour le

domaine catalytique et comprennent la majorité de la séquence codante, et se
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concentrent sur les polymorphismes mono-nucléotidiques au sein de ces deux exons
(104, 105)

Aprés la description initiale des principaux alleles ABO par Yamamoto®?), de
nombreux travaux ont montré que 1’étude du polymorphisme génétique ABO s’avere
bien plus complexe que le polymorphisme sérologique. La détermination des bases
moléculaires de ce polymorphisme repose sur un large éventail de techniques telles
que le polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP), amorce
spécifique a la séquence (SSP) PCR, polymorphisme de conformation monobrin
(SSCP), hybridation de microréseaux d’ADN ou encore la (PCR-SBT) pour

« Sequencing-based Typing » (106-110),

L’introduction actuelle de données concernant I’intron 6 ou les autres exons
complique encore ce polymorphisme. La description progressive de variants des
alleles A, B ou O a entrainé des problemes de nomenclature rendant difficile la
comparaison des alléles, dont la plupart dérivent des alléles fréquents différant par une
ou deux mutations, les autres résultent de phénomenes de recombinaisons (crossing-

over ou conversions géniques) (111-113),

La base de données BGMUT « Blood Group Antigen Gene Mutationdatabase »
Compilée par Olga O. Blumenfeld®!4), documente les variants des génes qui codent les
antigénes pour les groupes sanguins humains. Elle fait partie de la ressource (dbRBC)
du « National Center for Biotechnology Information (NCBI) » des Etats-Unis. La base
de données est accessible sur le web !, en Mars 2014, elle énumeére 1545 alleles de 44

genes de 34 systémes de groupes sanguins (115 116),

En Novembre 2017, sur les 1865 alléles des systémes de groupes sanguins, 414

alleles ABO ont été signalés dans cette base de données ''.

Outre I’information all¢lique, la ressource BGMUT présente également des

informations complétes et actuelles sur les systémes de groupe sanguin.

I.  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gv/rbc/xslcgi.fcgi?cmd=bgmut
Il https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/mhc/rbc/Final Archive
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1.5.2.1 Bases moléculaires associées aux phénotypes A1, A et A faibles

Plusieurs variants de 1’allele A101 considéré comme allele de référence ont été

identifiés.

L’allele A102 (ABO*A1.02), présente par rapport a 1’allele A101 (ABO*A1.01) une
mutation non synonyme C467T (Prol56Leu)®), sans modification de I’activité
enzymatique. Il est le plus fréquent des alleles A chez les Asiatiques, (82.6% des
alleles A chez les Japonais)7’ 118) alors qu’il n’est pas détecté dans d’autres
populations comme les Suédois ou les Allemands, ou de facon moins fréquente chez
les européens de la région de London. Ce qui suggere une origine orientale de cette

mutation (118, 119),

L’alléle A103 présente par rapport a l’allele A102 une mutation synonyme
supplémentaire la C564T®3). Quant a I’allele A104, il differe de I’allele A101 par la
mutation synonyme A297G(3),

L’allele A201, dont les différences avec I’allele A101 ont été citées précédemment,
est tres fréquent dans les populations caucasiennes et beaucoup plus rare chez les
asiatiques(®. La mutation non synonyme C1054T (Arg352Trp) distingue I’alléle A202
de Tl’alléle A101 et Dlallele A203 par une mutation non synonyme C1054G
(Arg352Gly)120),

L’alléle A204, qui s’exprime comme un Az lorsqu’il est associé a un allele O,
aboutit a un phénotype A2B lorsqu’il est associé¢ a un allele B. Cet alléle présente 6

différences par rapport a ’alléle A10164),

Plusieurs alleles sont associés au phénotype A3. I’allele ABO*A301 est caractérisé
par la mutation G871A de I’allele AL(Asp291Asn)12D, Quant au phénotype Ay, le
premier allele décrit par yamamoto différe de 1’alléle de référence A101 par une seule
mutation non synonyme T646A (Phe2161le)?2)., Alors que le premier allele Ae a été
décrit en 1995 par Olsson(!23), Depuis plusieurs autres alleles associés a ces phénotypes

(Ax et Ael) ont été révélés(110.124),
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1.5.2.2 Bases moléculaires associées aux phénotypes B et B faibles

Plusieurs alleles codent une glycosyltransférase B normale ont été décrits en plus de
I’allele de référence ABO*B101.

Les alléles B102 et B103 différent chacun de l’allele B101 par les mutations
synonymes A930G et T657C respectivement, et qui ne modifient pas la séquence

protéique de la glycosyltransférase B3,

A ce jour plusieurs alleles B3 ont été décrits, I’allele B301 présente une mutation
ponctuelle C1054T de I’exon 7 (Arg352Trp) par rapport a I’allele B101(1?D. Le
premier allele Bx a été décrit chez un individu japonais en 1996 par Ogasawara,
ABO*Bx01 ou ABO*B104 qui présente la mutation non synonyme G871A
(Asp291Asn) comparé a I’allele B101(120), Depuis plusieurs autres alleles Bx ont été
décrits dans la population chinoise présentant tous une seule mutation non synonyme

de ’exon 7(6: 124, 125)

Deux alleles anormaux différents ont été retrouvés chez deux individus ayant des
globules rouges Bel. Bel01 ou B105 et Bei02 ou B106, Chacun différait de 1’allele B
normal par un seul nucléotide: 641T>G (Met214arg), et 669G>T Glu223asp,

respectivement (120),

1.5.2.3 Bases moléculaires associées aux phenotypes Cis AB et B(A)

Il'y a deux explications possibles au phénomene Cis-AB. L’un est représenté par un
crossing-over, ce qui donne des genes A et B adjacents et vraisemblablement des
produits géniques distincts (enzymes transférases). L’autre implique la mutation d’un
gene A ou B a un gene produisant une enzyme capable de transférer des quantités

significatives de N-acétylgalactosamine et de galactose au H substrat accepteur (5 126,
127)

L’allele Cis-ABO1 qui correspond a un allele A101 avec deux mutations, C467T
(Prol56Leu) (mutation qui correspond a I’allele A102), et C803G (Gly268Ala) qui
représente I’'un des résidus, qui permet de distinguer la GTA de la GTB, modifiant

ainsi la spécificité de 1’enzyme vers une enzyme Cis-AB(% 128), Cet allele a été mis en
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évidence pour la premiére fois chez la population Japonaise ou I’alléle A102 est trés
fréquent29), Yazer et al. ont montré par 1’étude de la cinétique de I’enzyme CisABO1
chez 16 sujets coréens, une activité moyenne de type GTA de I'ordre de 29% par
rapport a ’activité¢ de ’enzyme normale A, et une activité enzymatique de type GTB

de I’ordre de 27% par rapport a ’activité de I’enzyme normale B(20),

L’allele Cis-AB02 mis en evidence initialement chez un Vietnamien, correspond a
un alléle B avec une mutation A796C (Met266Leu), qui représente aussi I’un des aa
critiques qui différencient la GTA de la GTB(3D,

Plusieurs alléles cis-AB ont été rapportés, se trouvant dans divers groupes ethniques,
essentiellement chez les Asiatiques et particulierement les Coréens, ces alléles
contenant un seul nucléotide muté responsable de la substitution d’un seul acide
aminé, pour la plupart a des positions 266 ou 268, deux résidus impliqués dans la
distinction entre la GTA et la GTB (132134),

L’allele B(A)01, qui donne aussi une enzyme ayant une double activité, a été
rapporté pour la premiere fois par Yamamoto en 1993, caractérisé par deux mutations
ponctuelles par rapport a I’alléle B101, une synonyme T657C et I’autre non synonyme
A703G remplacant la sérine 235 par une glycine®®). L’allele B(A)02 quant a lui
differe de I’allele B101 par la substitution C700G avec un remplacement de la Proline

234 par une Alanine(!2®),

1.5.2.4 Bases moléculaires associées au phénotype O (nul)

En plus de la délétion du nucléotide 261 qui différencie 1’alléle O01 de 1’alléle
A101, une mutation (G784A) dans I’intron 6 a été mise en évidence dans la majorité
des cas®. Un variant a été décrit en 1990 par Yamamoto, c’est I’alléle O02 ou Olyv,
qui differe de I’allele O01 par au moins neuf autres mutations ponctuelles dont quatre
synonymes (C189T, A297G, G681A, C771T) et cinq non synonymes (G106T = >
Val36Phe, G188A = > Arg63His, C220T = > Pro74Ser, T646A = > Argl76Gly, et
G829A = > Val277Met) (137, 138),

Un deuxieme type d’alléle O dépourvu de la délétion 261 a été décrit par
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Yamamoto en 1993, O? ou 003, qui présente par rapport a 1’alléele A101, cing

substitutions nucléotidiques dont trois au niveau des exons 6 et 7 (A297G, C526G,

G802A) entrainant le changement de deux aa en position 176 (glycine a la place d’une

arginine) et 268 ( arginine a la place d’une glycine) . La disparition de la glycine en

268 semble étre responsable de la perte de 1’activité glycosyltransférase(10. 139,

Un troisiéme type d’alléle O rare a été rapporté dans la population caucasienne par

Olsson en 1993, O3 ou 008, présentant en plus des mutations caractéristiques de
’allele A201 (C467T et C1060) une insertion d’un G entre les nucléotides 798 et 804

caractéristique du variant A® (140), Depuis, plusieurs autres types d’all¢les O plus rare

ont été rapportés.

- Voir annexe A Nomenclature des alleles du groupe sanguin ABO (ISBT 001) v1.

1171023.
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Figure 1.7 Diagramme représentant les cing alleles ABO communs (149,
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medicale

2.1 La Transfusion sanguine

Le polymorphisme génétique allélique et le caractére immunogéne des antigénes de
groupes sanguins, constituent un obstacle a la transfusion incompatible. Le respect de
la compatibilité dans le systtme ABO est primordial en matiére de transfusion
sanguine qui constitue une implication majeure de ce systéeme (figure 2.1), en raison de
la présence constante dans le sérum du receveur des anticorps correspondant aux
antigénes absents, donc, si ’on transfuse des globules rouges qui apportent I’antigéne
correspondant a cet anticorps, il y’a conflit de gravité variable, allant de la persistance
des besoins transfusionnels, a 1’accident hémolytique sévére qui met en jeu le

pronostic vital du malade (142 143),

Le plus souvent, il s’agit de la destruction des globules rouges du donneur, suite a
une erreur ABO, liée a une confusion de malade ou de poche de sang, a une erreur
d’identification, d’étiquetage ou de groupage. Parfois on assiste & la destruction des
globules rouges du receveur, par les hémolysines anti-A et anti-B présentent chez les
donneurs O dangereux. Plus rarement, I’accident résulte de la présence d’un anticorps
irrégulier hémolysant qui aurait d0 étre mis en eévidence par une RAI pré-

transfusionnelle (144),
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Ce conflit Antigene/Anticorps induit soit une hémolyse intra vasculaire par
activation du complément jusqu’au complexe d’attaque membranaire, Soit une

hémolyse intra tissulaire par séquestration splénique®43),

Vu le caractere ubiquitaire des antigénes du systeme ABO, qui sont faiblement
exprimés sur les plaquettes. La regle générale est de transfuser des concentrés
plaquettaires (CP) isogroupe chaque fois que cela est possible. Le cas échéant, et pour
un meilleur rendement transfusionnel, il est préférable de respecter la compatibilité

antigénique (45 146),

La compatibilité sérologique doit étre respectée dans le cadre de la transfusion de
plasmas frais congelés (PFC), qui apporte essentiellement des anticorps (figure 2.2).
Méme en situation d’incompatibilit¢é ABO, I’apport passif des anticorps anti-A et anti-
B naturels reste bien toléré, puisque leurs cibles seront multiples, préservant ainsi les
hématies du receveur, si les PFC sont dépourvus des anticorps immuns et que le
volume transfusé reste inférieur a 60mL/Kg de poids du receveur 47,

PLASMA A CGR A Plaquettes
|

(surtout si > 4 plasmas) (impératif) l (non impératif)

/A\ /'-\\
AB— AB 0 0 0—0 AB— AB

\B/ \\B/'

| T
B B

Figure 2.1 Compatibilité dans la transfusion Figure 2.2 Compatibilité dans la transfusion
de Plasma (148). des globules rouges (148).
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2.2 Incompatibilité feeto-maternelle
2.2.1 MHNN

Les anticorps du systeme ABO sont fréquemment a 1’origine des maladies
hémolytiques néonatales (MHNN). Surtout si la mére est de groupe O 149, ceci est d
au fait que les sujets de groupe O suite a une exposition a des antigenes A et/ou B par
un contact avec des bactéries ou a une vaccination, produisent de grandes quantités

d’anticorps de nature IgG que les sujets de groupes A ou BO).

Quoique que les MHNN par incompatibilite ABO sont les plus fréquentes (1/3000
naissance), 1’hémolyse est relativement modérée, et nécessite rarement une prise en
charge thérapeutique, cela semble lié a la neutralisation partielle des anticorps par les
cellules endothéliales vasculaires et les tissus de 1’enfant, a la fixation imparfaite des
anticorps Anti-A et Anti-B sur les hématies en raison de la faible expression des Ag
A(ou B) au niveau des hématies feetales, et la faible efficacité hémolytique de ces

anticorps(50. 151),

2.2.2 Thrombopénie néonatale

Une étude publiée en 2012 par Ahlen et al (52, réalisée en Norvege (N=100 448), a
établi une relation entre le génotype ABO et la sévérité des thrombopénies néonatales,
elle a observé que les femmes immunisées avec le groupe sanguin O présentaient un
risque plus faible d’avoir un enfant avec un NAIT séveére que les femmes du groupe
sanguin A, 20 % des femmes du groupe sanguin O ont donné naissance a des enfants
avec un NAIT sévére, comparativement a 47 % des méres du groupe sanguin A (risque
relatif de 0,43; IC a 95 % de 0,25 a 0,75) (152),

La région chromosomique 9g34, ou se situe le géne ABO, contient plusieurs loci
codant les génes régulant la réponse immunitaire, et cette observation peut étre due a
des propriétés génétiques liées au génotype ABO maternel qui influencent la réponse
immunitaire et cause une thrombocytopénie sévere chez les nouveau-nés de meres

immunisées contre I’HPA-1a(152),
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2.3 Greffe et Transplantation

Les antigenes du systeme ABO sont dénommeés histo-antigénes, du fait de leur
distribution ubiquitaire, et leur présence sur I’organe ou tissu greffé doit étre prise en
compte lors des transplantations et greffes allo-géniques. En effet, les antigenes
présents sur les tissus transplantés peuvent étre la cible des anticorps anti-A et/ou anti-

B du receveur entrainant ainsi le rejet (153,

Dans le cas de greffe de cellules souches hématopoiétiques, I’incompatibilit¢ ABO
ne constitue pas une barriére importante, bien que si cette incompatibilité est majeure,
elle peut entrainer une réaction du greffon contre 1’h6te ou une diminution de la survie

du greffon (154-156),

Dans les transplantations rénales, de foie ou de cceur, l'incompatibilité ABO est
fondamentale pour le pronostic, et a I’origine de rejets. Elle n'a qu'un réle mineur pour

les greffes de cornée, de peau et d’os® 157,

Cependant, des stratégies thérapeutiques ont été mises en place par certains pays
permettant la transplantation d’organes dans un contexte d’incompatibilit¢ ABO.
Dans certaines situations d’urgence avec absence de donneurs ABO compatibles, les
échanges plasmatiques et 1’utilisation d’immunoglobulines intraveineuses et du

Rituximab (anti-CD20), visant a réduire le taux des Ac anti-ABO (157159 sont réalisées.

Néanmoins, des greffes ABO incompatibles de rein, de foie et méme du ceeur étaient
tolérées, malgré la présence des anticorps anti-A et anti-B dans le sérum du receveur,
du fait d’un phénoméne d’accommodation, qui correspond a « une résistance acquise

d’un organe a des dommages a médiation immunitaire »{169),

2.4 Systeme ABO et Maladies

De nombreuses corrélations entre certains polymorphismes du systeme ABO et
maladies ont été mise en évidence, ces polymorphismes peuvent conférer une
susceptibilité ou une résistance a certaines pathologies, Ces derniéres peuvent méme

étre la cause ou la conséquence de la modification des groupes sanguins ABO. Ces
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interactions sont impliquées dans le maintien du polymorphisme du systeme ABO et

dans sa répartition dans le monde(®: ),

2.4.1 Groupes sanguins ABO et maladies infectieuses

Des liens statistiques entre les groupes sanguins érythrocytaires en particulier ABH
et Lewis, et maladies infectieuses ont été mis en évidence par plusieurs études

épidémiologiques.

La présence des anticorps anti-A et anti-B naturel, peut expliquer ces associations,
qui en réagissant avec des antigenes carbohydrates exprimés par 1’agent pathogéne,
permettent de prévenir ou de diminuer la sévérit¢ de I’infection. D’autre part,
I’expression des antigenes ABH par les cellules épithéliales, peut servir de récepteur a

ces agents pathogenes ou a leurs toxines(16%. 162),
2.4.1.1 COVID-19 (SARS-CoV-2)

Une étude a été menée afin d’établir la relation entre les groupes sanguins ABO et
la sensibilité au COVID-19 chez 2 173 patients confirmé par le test SARS-Cov-2 de

trois hopitaux de Wuhan et Shenzhen en Chine, contre 3694 sujets normaux (162,

Cette étude a démontré que les personnes du groupe sanguin A présentent un risque
plus élevé d’infection (odds ratio-OR, 1.20; 95% intervalle de confiance-Cl 1.02~1.43,
P = 0.02) par rapport aux autres groupes sanguins, et nécessitent des mesures de
protections plus renforcées, et les sujets de ce groupe développent les formes les plus
séveres et leurs prise en charge doit étre plus rigoureuse, alors que les sujets de groupe
O présentent un risque plus faible d’infection par le SRAS-Cov-2 (OR, 0.67; 95% ClI

0.60~0.75, p= 0.001) par rapport aux autres groupes, et de gravité moindre(163),

Ces constatations ont été déja mentionnées dans une étude publiée en 2008 sur la
corrélation entre le polymorphisme ABO et I’infection par les coronavirus (SARS-
Cov), ils ont travaillé sur I’inhibition de I’interaction entre la protéine SARS-Cov
Spike et son récepteur cellulaire par des anticorps ABO. Cette étude a démontre que

les anticorps ABO assurent une protection contre ce virus en bloquant I’interaction
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entre le virus et son récepteur, et que le polymorphisme ABO pourrait contribuer a
réduire considérablement la transmission du virus, affectant a la fois le nombre

d’individus infectés et la cinétique de 1’épidémie6D),
2.4.1.2 Paludisme

Le paludisme est connu pour étre I’'un des facteurs importants impliqués dans la
distribution géographique des antigenes ABO dans le monde, et une association entre

la séverité de la maladie et groupe ABO a été démontrée par plusieurs études.

Ainsi I’alléle O est associé a des formes bénignes de la maladie et confére un
avantage sélectif en réduisant le risque de survenu des formes séveéres et la létalité de
I’infection essentiellement chez ’enfant. Ceci est lié au fait que les sucres immuno-
dominants A et B jouent le role de récepteurs et permettent 1’adhésion des hématies
infectées aux globules rouges non parasités formant des rosettes, et méme a
I’endothélium vasculaire, provoquant des lésions tissulaires multiples. Ce phénomeéne
de rosettes implique une protéine PFEMP1 (Plasmodium falciparum erythrocyte
membranaire protein 1) qui se lie préférentiellement a ’antigéne A et a moindre degré
a ’antigéne B, cette protéine exprimée a la surface des hématies infectées est sécrétée
par le parasite. Cela explique la prédominance de I’all¢le O dans les régions ou le

paludisme est endémique (164-166),

Une autre étude réalisée en 2014, a suggérée que le paludisme est beaucoup plus
associé au statut sécréteur des substances ABH qu’aux groupes sanguins ABO, ainsi
les sujets sécréteurs ont moins de risque de développer I’infection que les sujets non
sécréteurs, et la pathologie était significativement moins fréquente chez les sujets O

sécréteurs que les sujets sécréteurs des autres groupes sanguins (167,
2.4.1.3 Autres infections

Plusieurs études ont établi une relation entre le risque d'infection a Helicobacter
pylori et les groupes sanguins ABO. Il a été suggére le role de La substance H et Le(2)

dans I’adhésion de la bactérie sur la muqueuse gastrique, et cela explique le fait que les
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sujets de groupe O sécréteurs sont plus susceptibles de développer un ulcere

gastrique(168. 169),

Les norovirus (virus de type Norwalk) sont les principaux agents étiologiques de
gastro-entérites non bactériennes épidémique chez I’homme. Pour établir une
infection, les antigénes des groupes sanguins sont avérés des facteurs de liaison
indispensables, et c’est ’action combinée des génes ABO, FUT2(Se) et FUT3(Le), qui
aboutit a la synthese des glycanes au niveau des cellules digestives en particulier la
substance H, permettant la fixation de ce virus. Ainsi Une association étroite a été
établie entre le phénotype sécréteur et la sensibilité aux infections a norovirus, et les
sujets de phénotype O sécréteur (Se) sont associés a une sensibilité aux infections a

norovirus (170-173),

Plusieurs autres maladies infectieuses ont montré une susceptibilité et une séveérité
variables en fonction du groupe ABO. Ainsi, le groupe sanguin O peut avoir un role
protecteur contre I'hépatite B, C, au VIH, et a la syphilis®74. Alors qu’il confére une
sensibilité aux formes sévéres de choléra (175 176), et aux infections gastro-intestinales

graves liées a Escherichia coli 015777,

2.4.2 Groupes sanguins ABO et cancer

Le lien entre les antigénes de groupes sanguins et le cancer a été établi pour la
premiére fois en 1953 par Aird et al : qui ont constaté I’augmentation de la fréquence
de I’atteinte du cancer gastrique en Angleterre et en Scotland chez les sujets du groupe
A, et il a mis le point sur le role protecteur du groupe O contre ce type de cancer (178),
Dans une méta-analyse réalisée par Wang et al, (2012), il a constaté que les sujets de
groupe sanguin A étaient plus susceptibles au cancer gastrique par rapport aux sujets
non A (Odds ratio [OR] = 1,11; IC a 95%: 1,07-1,15) et que le groupe sanguin O
confere une résistance a ce cancer par rapport aux groupes sanguins non O (OR: 0,91;
IC a 95%: 0,89-0,94)(179),

La relation entre le risque de développer un cancer du pancreas et le groupe sanguin

ABO a fait 1’objet de plusieurs études. Deux grandes études indépendantes,
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prospective de cohorte, ont été suivies en 2009, sur 107503 professionnels de santé
aux Etats-Unis, il s’est avéré que les sujets de groupe A, AB et B étaient plus
susceptibles de développer la maladie®®). En confirmant ces observations, le méme
auteur a constaté 1’année suivante un risque accru chez les sujets avec des alleles Ar
mais pas Ay, le risque était similaire pour les variantes O01 et O02, et le statut
sécréteur n’a pas d’effet sur la survenue du cancer du pancréas. Et a partir de ces
données, il a mis I'hypothése selon laquelle la survenue du cancer du pancréas est
influencé par l'activité de la glycosyltransférase ABO plutot que I’action d'autres génes

voisins sur le chromosome 934 (181),

Les conclusions pour les autres cancers sont moins claires, certaines études
suggerent des associations entre les groupes sanguins non O et la susceptibilité au
cancer, comme le cas du lymphome de Burkitt endémique8), tandis que d'autres n'ont

trouvé aucun lien®2),

Une altération de I’expression des antigenes ABO par les tissus peut étre observée
lors du développement d’un processus malin, et cette altération est souvent fortement
associee a un bon ou mauvais pronostic, et des données récentes indiquent cependant
qu'elles jouent un réle biologique au cours de la progression tumorale. Ainsi la perte
d'antigenes A et B augmente la motilité cellulaire, tandis que la présence d'épitopes H

augmente la résistance a I'apoptose par des mécanismes toujours mal connus (183),

Lors des hémopathies malignes la diminution de 1I’expression des antigénes ABO
affecte uniquement le clone malin, et correspond a une perte de I’expression allélique

ABO qui est due a une importante méthylation de sa région promotrice (184,

En revanche, et moins fréquemment, certaines tumeurs solides sont associées a une
surexpression ou méme une neo-expression des antigenes ABH, parfois incompatible

avec le groupe sanguin du patient ©0.183),

2.4.3 Antigenes ABH, fertilité et avortement a répétition

En dehors de I’incompatibilité feeto-maternelle ABO, une association entre le groupe

sanguin ABO et I’avortement a répétition a eté suggéré par plusieurs études, et une
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nette augmentation des avortements a répétition a été rapportée chez les femmes de

groupe sanguin A avec un mari de groupe sanguin B (%),

Bottini et al. ont établi le lien entre le phénotype de 1’adénosine désaminase
(ADAZ2) et les avortements a répetition qui est médié par son interaction avec le
groupe sanguin ABO(8%), Dans un modéle murin, une association entre la diminution
de la fertilité et I’absence d’un géne FUTL1 fonctionnel a été proposée par Sidhu et al.
lié a la stimulation dans I’épithélium de I’endomeétre de la transcription du géne FUT1

par les cestrogénes (187),

2.4.4 Groupe sanguin ABO et troubles de la coagulation

L’association entre le systéme ABO et les troubles de la coagulation a été établie par
plusieurs études, les sujets du groupe non O, du fait qu’ils présentent des
concentrations plus elevées en facteurs Von willebrand et en FVIII sont plus
prédisposés a développer des accidents thromboemboliques (8-1%0), Alors que les
sujets de groupes O présentent plus de risques de saignement par rapport aux sujets
non O. Ce risque a été évalué pour les hémorragies gastroduodénales®®). Ces
constatations sont appuyées par la diminution du risque thrombotique chez les
individus de groupe A> par rapport aux groupes les moins riches en substance H (A,

B, AB), qui présentent des taux des facteurs de la coagulation plus élevés(2),

Gallinaro et al. ont rapporté que le taux bas des facteurs de la coagulation chez les
sujets de groupes O est lié essentiellement a sa demi-vie particulierement courte chez
ces individus, et que cette demi-vie est directement influencée par le niveau de la
clearance du facteur de la coagulation qui est variable en fonction du groupe sanguin,
et plus importante chez les sujets de groupe O, cette étude a été réalisée sur le facteur
Von Willebrand@99),

MORELLI et al. ont suggéré que les groupes sanguins non O sont associes a une
augmentation du risque de thrombose chez les sujets porteurs de la mutation du facteur
V Leiden, par leurs associations aux taux plus elevés de FVIII, en effet les sujets

porteurs d’alléles Ay et B ont un risque deux fois plus élevé de premiére thrombose
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veineuse profonde, et le génotype non OO influencent fortement le risque de
thrombose chez les porteurs de la mutation Leiden du FV, ainsi la connaissance du
génotype ABO contribue a un meilleur suivi des malades thrombophiliques

essentiellement porteurs de la mutation Leiden du FV (199,

Sachant que les niveaux élevés du FVIII sont aussi associés a une réduction de la
sensibilité a la PCA, non causée par la mutation Leiden du facteur V%), donc chez les
porteurs de la mutation Leiden du FV, ce petit effet supplémentaire sur la sensibilité a

la PCA pourrait augmenter d’une fagon exponentielle le risque aux thromboses(®%).

De plus, il a été établi par Varadi et al. que le facteur V potentialise la fonction de

cofacteur de la protéine S dans la médiation de I’inactivation du facteur VIIla par la

PCAU),

Enfin, c’est cette association d'une mauvaise inactivation du FVIlla, avec des
niveaux de FVIII élevés chez les individus de groupes sanguins non O, pouvant
entrainer une diminution plus exprimée de la sensibilit¢ a la PCA, qui augmente
considérablement le risque aux thromboses chez les sujets non O avec la mutation
Leiden du FV (194,

2.5 Application du systeme ABO en médecine légale

Depuis 1’avénement des empreintes génétiques et leurs utilisations dans les affaires
criminelles, « viols, meurtres...etc », la principale application du systeme ABO en
médecine légale c’est I’exclusion de paternité. Bugert et al, ont réalisé une étude
comparative du pouvoir d’exclusion de paternité suite a I'utilisation du génotype ABO
par rapport a ’utilisation du phénotype ABO. Sur les 95 cas étudiés, le génotype ABO
était significativement plus concluant que le phénotype, et a permis 1’exclusion de
paternit¢ dans 34.5% des cas, contrairement au phénotype qui n’a exclu le pére

présumé que dans 20% des cas(%").
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2.6 Polymorphisme ABO et étude des populations

D’une population a une autre, la répartition des alléles ABO varie significativement,
et c’est I’anthropologie biologique qui permet de comprendre cette diversité génétique,
et c’est le cumule dans le temps des interactions avec I’environnement naturel et
culturel, des migrations et des contacts entre populations, qui détermine cette

répartition géographique mondiale du polymorphisme génétique ABO (198),

Cette diversité génétique dans le polymorphisme ABO observée entre les populations
est en parfaite corrélation avec les distances géographiques, donc plus ces populations

sont loin géographiquement, plus elles sont différentes génétiquement (199-201),

Les études permettant de déterminer la répartition mondiale des alléles du groupe
sanguin ABO sont multiples, et le r6le de certaines maladies infectieuses et des

grandes épidémies a été largement impliqué dans cette distribution géographique %2,
- Voir Annexes B : Cartes de répartition mondiale des différents alléles ABO @)

Pour I’allele O, les fréquences les plus faibles ont été enregistrées en Asie, alors
qu’en Amérique de sud, chez les Amérindiens c’est le seul alléle qui existe ou 100%
de cette population est du groupe O. En Amérique du Nord, on enregistre aussi des
fréquences élevées de 1’alléle O ou il coexiste avec I’allele A, des fréquences élevées
ont été aussi notées dans certaines parties de 1’Australie, & I’ouest des Pyrénées, en

Ecosse, en Irlande, et au Sud-ouest de 1’ Afrique (203.204),

L’allele A enregistre ses plus hautes fréquences en Europe centrale et du Nord, dans
certaines régions de sud de I’ Australie et chez les natifs de I’ Amérique du Nord. La ou
’alléle A est présent I’allele A1 est majoritaire ou méme exclusif, sauf en Europe du

Nord et en Afrique ou I’alléle Az coexiste (203.205),

Quant a lallele B, il est quasi absent chez les Amérindiens et du continent
australien en dehors de quelques exceptions, il est essentiellement fréquent en Inde du
Nord et en Asie Centrale, il est moins présent en Egypte et en Afrique centrale. Un
gradient croissant est observé en Europe de 1’Ouest vers I’Est, a I’exception des

populations Celtes, avec les fréquences les plus basses notées chez les Basques (293 206),
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03 : Méthodes d’étude du systeme ABO

Les méthodes permettant 1’étude du systéme ABO sont multiples, elles associent des
techniques immunologiques pour 1’étude des antigénes et des anticorps, des techniques
physicochimiques afin d’étudier les enzymes ABH, et des techniques de biologie

moléculaire permettant 1’étude des alléles ABO.

3.1 Méthodes Sérologiques

3.1.1 Hémagglutination directe

La réalisation du groupage sanguin ABO est basée sur les caractéristiques de ce
groupe, a savoir la présence des antigénes A et/ou B a la surface des hématies et des
anticorps naturelles au niveau de plasmas correspondants aux antigénes absents de la
surface du globule rouge. De ce fait la détermination du groupe sanguin érythrocytaire
ABO comporte deux épreuves complémentaires réalisées simultanément, et doivent

étre concordantes afin de valider la détermination.

Une épreuve globulaire de Beth Vincent, qui consiste a mettre en présence des
globules rouges du sujet avec du serum test anti-A, anti-B, anti-AB. Les agglutinations
observées témoignent de la présence sur les hématies de lI'un ou l'autre antigéne, une
épreuve sérique de Simonin, ou le plasma du sujet est testé en présence d'hématies-A

et d’hématies-B de maniére a verifier la présence des anticorps naturels.
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Le groupage ABO a bénéficié des progrés technologiques et la technique a été
automatisée, et que I’analyse soit manuelle ou automatisée, la Vvérification de
I’intégrité du processus analytique par des controles internes de qualité est obligatoire

afin d’assurer la fiabilité des résultats (66:207),

3.1.2 Fixation élution

Cette technique est réalisée afin de mettre en évidence un antigene ABO faible, ne
pouvant étre mis en évidence par la technique précédente d’agglutination, ou d’un
anticorps au sein d’un mélange d’anticorps. Elle est basée sur la possibilité de rompre
par des procédés physicochimiques (modification du pH ou solvants organiques) ou
thermodynamiques (chaleur, congeélation-décongélation) la réaction antigene-anticorps
qui est réversible. Elle comporte deux étapes, la premiére consiste en la sensibilisation
in vitro des hématies, suivie d’une €lution permettant la récupération d’anticorps fixé,
plusieurs techniques sont actuellement utilisées, et plusieurs kits sont de plus en plus

commercialisés ),

3.1.3 Méthodes ELISA

Takada et al@%), ont développé un test immuno-enzymatique compétitif indirect
(ELISA) qui a permis de détecter les antigenes des groupes sanguins dans des
échantillons humains, sang, salive, mais essentiellement des taches de sang, dont les
antigenes du groupe sanguin ABO ont été extraits en utilisant une méthode impliquant
une pre-incubation avec la protéinase K (PK), suivie d'un traitement thermique. Et
pour la phase solide, les antigénes de groupe sanguin ABO conjugués au

polyacrylamide ont été utilisés.

Les extraits (analytes) ont été combinés avec des anticorps monoclonaux anti-A ou -
B, et ajoutés directement aux puits recouverts d'antigene. Les anti-A et -B complexés
avec les antigenes de groupe sanguin ABO immobilisés, sont mis en évidence par une
réaction colorimétrique a 1’aide d’un anticorps IgM murin conjugué a la

peroxydase(?%),
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3.1.4 La Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une méthode utile pour I'étude des doubles populations
(transfusions ou chimeres), et dans I'analyse quantitative de I'expression des antigenes
ABO, aussi utilisée pour [I’identification des alleles ABO homozygotes et
hétérozygotes. Elle permet la mise en évidence et la caractérisation des antigénes
cellulaires méme faiblement exprimés, et des anticorps sériques, et la révélation de la
réaction antigéne-anticorps se fait grace a une antiglobuline couplée a un

fluorochrome(209. 210),

3.2 Meéthodes de biologie moléculaire

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis d’accéder au
matériel génétique et d’étudier directement le polymorphisme de I’ADN, ces méthodes
sont tres utiles en immunohématologie dans la recherche et la pratique clinique. La
majorité des alleles ABO sont trés rares ; certains résultent de mutations ponctuelles,
tandis que d’autres sont formés par une recombinaison entre deux alleles ABO, et ces
méthodes de biologie moléculaire ont permis a la fois de mettre en évidence le
polymorphisme considérable du géne ABO, et de mieux connaitre la répartition des

fréquences des alléles ABO (211.212),

1- Extraction de PADN

C’est une technique permettant d’isoler I’acide désoxyribonucléique (ADN) des
cellules ou des tissus. L’ADN ainsi extrait peut ensuite étre utilisé pour des recherches

de biologie moléculaire, telles que le séquencage, la PCR ou le clonage (213 214),

Plusieurs procédés ont été décrits, et de nombreux kits sont proposeés par les

industriels. L’ ADN peut étre isolé a partir du buffy coat ou du sang total?13 214),
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2- Amplification du gene ABO par PCR

Qui consiste a amplifier d’une maniére spécifique une séquence d’ADN en utilisant
une polymérase thermoresistante, Elle a été developpée par Kary Bank Mullis (prix
Nobel de chimie en 1993), cette amplification permet d’obtenir de trés grandes
quantités de la séquence choisie. Chaque cycle comporte 03 étapes, une dénaturation
afin de séparer les deux brins composant I’ADN, une hybridation des amorces aux
extrémités de la séquence recherchée, puis une élongation grace a l'action dune
polymérase (figure 3.1). Ces 03 étapes sont repétees plusieurs fois, pour que le nombre

de copies d’ADN augmente d’une fagon exponentielle (215,
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Figure 3.1 Représentation des différentes étapes d'une PCR (215

Le polymorphisme des groupes sanguins est li¢ en général a la modification d’une
seule base dans une séquence d’ADN « SNPs». Ils sont mis en évidence par

I’amplification génique ou PCR suivie ou non par le s€équengage des acides nucléiques.

Plusieurs méthodes de typage moléculaire permettant de réaliser le génotypage ABO

ont été développées(?19)
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- LaPCR-RFLP : permet d’identifier le polymorphisme au niveau des sites de

restriction des endonucléases au niveau des alléles. Ces enzymes ont la particularité de
couper I’ADN partout ou il détecte une séquence de nucléotides spécifiques, elles
peuvent couper a plusieurs endroits le long de la séquence. La digestion de la séquence
d’ADN générera plusieurs fragments de longueurs différentes qui pourront ensuite étre
séparés par électrophorese sur gel d’agarose (figure 3.2). Cette méthode est largement
utilisée pour ’étude des cinq alleles ABO communs (Al, A2, B, O1 et 02)(112 217) et
malgré que c’est une technique de référence en matiere de génotypage de SNP, une
digestion partielle par I’enzyme de restriction des amplicons d’ADN peut empécher

une interprétation correcte du test (218)

1 2. 3 4 5 6 7 L | 2 3 | 3 6 7 8 9

BB B0 AB AB 00 00’ M AA AO BB BO AB AB 00 0O
4 91 77 54 56 101 8 108 4 91 77 54 56 101

Fgure 3.2 Profils électrophorétiques des produits obtenus par PCR RFLP (219),

La PCR SSP : le terme SSP, «Séquence Spécifique Primer», décrit une variante de
la PCR dans laquelle seule la séquence de I'amorce a l'extrémité 3' est responsable de
la spécification de l'allele a identifier. Pour une analyse PCR-SSP complete, plusieurs
amplifications sont effectuées en parallele. Les échantillons de PCR dans lesquels
I'amorce se lie a sa cible spécifique ont un amplificat spécifique aprés PCR; tandis que
les échantillons sans cette liaison spécifique d'amorce ne le font pas. En plus des
amorces spécifiques dans chaque puits, il existe également des amorces pour

I'amplification d'un contréle interne (fragment du gene HGH). Si aucun produit
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specifique n'est présent aprés PCR, l'amplificat de ce contréle interne doit étre
clairement détectable. L'évaluation du résultat est réalisée par électrophorése sur gel
d'agarose, dans un champ electrique, la séparation se fait en fonction de la taille. Les
bandes sont visualisées sous lumiére UV en présence du bromure d'éthidium et

peuvent étre photographiées pour documentation (218, 220, 221),

- PCR-SSCP : pour (single strand conformation polymorphism). Cette technique
est basée sur l'analyse électrophorétique des produits PCR sous forme de fragments
simple brin. Le principe est de comparer la mobilité de I'ADN dénaturé portant une
mutation apres amplification par PCR de la région que I'on veut étudier par rapport a
celle d'un fragment de référence comportant une séquence normale, la modification de
la structure secondaire de I’ADN monobrin suite a une mutation ponctuelle au sein
d'une séquence entraine des changements de migration électrophorétique sur gel de
polyacrylamide. C’est une technique pratique, peu cotteuse, et sensible permet a la
fois la détermination des alleles ABO communs et les nouvelles variantes

génétiques(ll& 222,223)

- Allele-specific PCR: consiste a amplifier des fragments d’ADN en
utilisant des amorces spécifiques d’alléles. Ce qui implique une hybridation des
amorces spécifiques en présence du polymorphisme étudié. C’est une méthode de
génotypage ABO directe et rapide sans besoin d'extraction d’ADN a partir de taches
de sang frais, de cheveux et de liquides corporels avant la PCR. Elle a été décrite par
plusieurs auteurs. Lee HY et al %24, ont utilisé un jeu d'amorces multiplex spécifiques
a un allele pour la détection simultanée de trois sites de polymorphismes
mononucléotidiques (SNP) (nucléotides 261, 526 et 803), et identifie les alleles A, B,
001 / 002, 003 et cis-ABO1 en environ 70 minutes®?4), Steven L et al. (1998) I’ont
utilisé pour le génotypage de 122 échantillons de sang périphérique dans la région de
Milwaukee, Wisconsin, en utilisant une réaction PCR multiplex spécifique d’alléles
qui grace a plusieurs couples d’amorces spécifiques permet d’amplifier plusieurs

segments d’ADN différents en méme temps. Cette méthode de génotypage ABO est
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utilisée efficacement dans la pratique médico- légale, qui offre les avantages du temps

et du co(t mais aussi de la réduction de la contamination lors de I'analyse d'ADN®%),

- PCR en temps réel : technique de plus en plus utilisée, son principe est simple,
pendant la phase exponentielle de la réaction de PCR, I’emission d’un reporter
fluorescent est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés, cette
fluorescence est visualisée et quantifiée d’une facon fiable. Automatisée dans son
ensemble, utilise des systemes clos et aucune manipulation post-amplification n’est
nécessaire, ce qui lui confére D’avantage de réduire significativement les

contaminations post-PCR (226),

Muro et al. ont utilisé la PCR en temps réel pour le génotypage ABO au moyen
d’amorces spécifiques a un allele. Le procédé permet la détermination de six
génotypes ABO majeurs en détectant trois polymorphismes nucléotidiques simples
(SNP) aux positions 261, 796 et 803 dans le gene ABO, Cet auteur a suggére que la
méthode pourrait étre utilisée pour un dépistage rapide et simple d'échantillons

médico-légaux(@27),

3- Le séquencage
3.1 Méthode de Sanger

Depuis la description de la structure de ’ADN en 1955 jusqu’a nos jours %), le
séquengage de I’ADN a révolutionné la biologie moléculaire, son objectif est de
déterminer la succession linéaire des bases de I'ADN, la méthode de Sanger est la plus
utilisée par les laboratoires de biologie moléculaire, apres amplification par PCR,
I’ADN double brin sera dénaturé, le brin matrice sera séquencé, pour cela I’ADN
polymérase incorpore d’une fagon aléatoire les nucléotides (ANTP) présents dans le
milieu réactionnel afin de copier ’ADN matrice, 1’incorporation d’un didésoxy-
nucléotide (ddNTP) privés du groupement OH en position 3" interrompt définitivement
la synthese de I'ADN, chaque ddNTP est marqué par un fluorochrome différent (A
vert, T rouge, C bleu et G jaune), une chaine qui se termine par exemple par un G sera
jaune. A la fin de la réaction on aura des fragments de différentes tailles (figure 3.3), et

apres migration sur gel d’acrylamide sous I’effet d’un courant électrique, on obtiendra
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en fonction du dernier nucléotide incorporé une succession de bandes colorées
permettant de connaitre I'ordre des nucléotides, et par conseéquent la séquence de
I'ADN (figure 3.4), étape informatisée et assurée automatiquement par les détecteurs
du séquenceur, et afin de confirmer la séquence il est toujours nécessaire d’utiliser une
amorce sens et anti-sens, cette technique permet d’obtenir des séquences de longueur
comprise entre 400 et 850ph(228),

3.2 Le séquencage d’ADN a haut Débit

Le séquencage a haut débit ou next-generation sequencing (NGS) est une
méthodologie moléculaire qui permet le sequencage rapide de milliers a des millions
de molécules d'ADN ou d’ARN simultanément, en déterminant l'ordre unique et
specifique des bases des acides nucléiques. Cet outil permet donc le séquencage de
plusieurs genes et de plusieurs individus simultanément, en comparant la séquence du

patient a une séquence de référence94),

aare
drip
WATP [@9.8%) = TR {0,1%)
acTp

ADMN polymérase
NP P P N T TN TN TN
RN AT AT T T S
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QRN T AT ST ST T i LN

P PP P P
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Figure 3.3 Principe du séquencage par la méthode de Sanger (ddGTP, en jaune) (229,
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File: gui11b11.y1 Lane: 93 Spacing: 15.06 Gel nama:
Machine: Cochise-1414-017 Primer: DT3730P0OP7{BOV3} mob Signal: C: 1728 A: 3254 G: 2538 T: 2619 Gel start date: 3 Jan 2004
Matrix: Comment: 177803 Bases: 903 Gel start time: 4:1:23
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Figure 3.4 Résultat donné par un séquenceur automatique 39,
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04 : Population et Méthodes

I1 s’agit d’une étude descriptive transversale réalisee sur une période de Décembre
2018 jusqu’au mois de Mars 2021.

Notre travail comporte comme objectifs

Principal : déterminer les fréquences phénotypiques, géniques, et
alleliques du systeme ABO, dans la population du Nord Est Algérien.

Secondaires :

» comparer le degré de diversité génétique de notre population d’étude par
rapport a d’autres populations nationales et internationales.

» acquérir et maitriser les techniques récentes de biologie moléculaire qui
pourront étre utilisées en routine dans les centres de transfusion sanguine.

4.1 Population étudiée

Il s’agit de la population Nord-Est Algérienne (Figure 4.1), géographiquement le
Nord-Est Algérien est composé des wilayas suivantes :

Annaba, Batna, Bejaia, Borj Bou Arreridj, Constantine, El Taref, Guelma, Jijel,
Khenchela, Mila, M’sila, Oum el Bouagui, Sétif, Skikda, Souk-Ahras, et Tébessa.

Limité au Nord par la Méditerranée, a I’Est par la Tunisie, au Sud par Biskra et
I’Oued, et a I’Ouest par Tizi Ouzou, Bouira et Djelfa. Il s’étend sur une superficie de
102090 km2 (ONS, 2008).
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Figure 4.1 Carte montrant la zone géographique de la population étudiée (%31
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L’échantillonnage a été réalisé¢ au niveau des services d’Hémobiologie-Transfusion
Sanguine des Centres Hospitalo-universitaire de Constantine et d’Annaba, sur des
donneurs de sang non apparentés, d’une maniére aléatoire indépendamment du sexe et

de I’age.

Le meédecin de collecte informe le candidat sur I’objectif et le déroulement de
I’étude, et consigne son consentement sur une fiche qui comporte les donnees
sociodémographiques a savoir le nom, le prénom, I’age, le sexe, I’adresse, tout en
mentionnant 1’origine géographique (voir annexe C : fiche de consentement et annexe

D : fiche de renseignements).

- Criteéres d’inclusion

L’origine géographique était le principal critére d’inclusion a cette étude. Tous les
donneurs de sang présumés sains, non apparentés, dont I’origine géographique est du

Nord-Est Algérien, et consentants, ont été inclus dans cette étude.

4.2 Méthodes d’étude
4.2.1 Recueil et traitement des échantillons

Le sang total est prélevé par phlébotomie sur une veine périphérique dans un tube

polypropyléne contenant de ’EDTA « ethylene diamine tetra-acetic acid ».

Deux tubes EDTA par individu sont remplis de 05 ml de sang total, et utilisés pour
la réalisation des groupages sanguins ABO par hémagglutination et le génotypage

ABO par biologie moléculaire aprés extraction de I’ADN.

- Le premier tube est centrifuge a 4000 tr/min pendant 03 minutes afin de réaliser les

deux épreuves sérique et globulaire du groupage ABO.

- Le deuxiéme tube destiné au génotypage ABO par biologie moléculaire, est utilisé
directement pour I’extraction de I’ADN, le cas échéant et si cette extraction est

différée, le sang total est congelé a -20°C, jusqu’a son utilisation.
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4.2.2 Détermination du groupage sanguin ABO

Un échantillonnage de 10208 (Dix mille deux cent huit) donneurs de sang des CTS
des CHU de Constantine, Annaba et Sétif, était concerné par la détermination
sérologique du groupage sanguin ABO en utilisant les techniques manuelles sur plaque

et sur gel de microfiltration, réalisé dans les heures qui suivent le prélévement.
4.2.2.1 Technique sur plaque d’opaline

1. Le principe : est basé sur les caractéristiques essentielles du systeme ABO, et

comporte obligatoirement deux épreuves complémentaires :

- Epreuve globulaire de Beth Vincent : elle permet de mettre en évidence la
présence ou I’absence des antigénes A et/ou B a la surface des hématies, en utilisant

des sérums-tests anti-A, anti-B et anti-AB.

- Epreuve sérique de Simonin : elle permet de mettre en évidence les anticorps
naturels du systeme ABO dans le plasma du sujet, correspondants aux antigenes

absents de la surface des globules rouges, en utilisant des hématies-tests A, et B.

- Témoins : ont été réalisés en cas de discordance entre les épreuves sérique et

globulaire :
» Témoin Auto : mise en présence du plasma du sujet avec ses propres hématies.

» Témoin Allo : mise en présence du plasma du sujet avec des hématies tests du

groupe O. Sa négativité permet de valider I’épreuve sérique.

» Témoin AB : mise en présence des hématies du sujet avec un sérum AB. Sa

négativité permet de valider 1’épreuve globulaire.

La concordance entre les deux épreuves sérique et globulaire, et la réalisation du
groupage par deux techniciens différents en utilisant deux séries de réactifs différentes,

sont nécessaires pour la validation des résultats.
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2. Matériel et réactifs utilisés

-Sérum test anti-A, anti-B et anti-AB -Plaque d’opaline.
(de marque Bioscot). - Micropipettes de 50pl.
- Hématies test-A et B préparées - Plateau.
localement (suspension de 05%). - Portoirs pour tubes.
- Centrifugeuse de tubes NF400R -Refrigérateur.
(NUVE).

- Consommables : Gants, eau physiologique 0.9%, compresses, pipettes pasteur, tubes
secs, tubes EDTA.

4.2.2.2 Technique sur cartes gel

1. Principe du test : le test associe les principes d’agglutination et de filtration sur
gel. La réaction est obtenue et lue apres centrifugation de la carte gel, les globules
rouges non agglutinés sont collectés au fond du microtube, tandis que les agglutinats
sont retenus dans la hauteur de gel en fonction de leur taille. Leur position dans le gel

détermine I’intensité de la réaction.

2. Matériel et réactifs utilisés

- Cartes gel pour groupage ABO (Ortho Biovue, d’Ortho Clinical Diagnostic)
- Centrifugeuse et incubateur de cartes gel, (ORTHOWORKSTATION).
- Micropipettes réglables.

- Heématies test-A et B préparées localement (suspension de 05%).

3. Réalisation et interprétation du test

- Identifier la carte par le nom ou le numéro de I’échantillon correspondant.
- Retirer la languette d’aluminium des cartes avec précaution pour éviter la
contamination des microtubes.

- Remettre en suspension les globules rouges avant utilisation.
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- Distribuer 10 ul de suspension de 05% de globules rouges a tester dans la cupule de
chaque microtube de la carte.

- Pour I’épreuve sérique on met 10 pl d’hématies test A et B (suspension de 05%) avec
40 ul du plasma a tester dans les cupules correspondantes.

- Centrifuger immédiatement 05 minutes dans « orthoworkstation », lire les réactions.

* La présence d’agglutinats en surface ou dispersés dans le gel correspond a un résultat

positif indiquant la présence de l'antigéne et ou 1’anticorps correspondant.
« Un culot érythrocytaire collecté au fond du gel correspond a un résultat négatif.

* Une réaction positive dans un des microtubes ne peut étre validée que si le microtube

Ctl (contréle) est négatif.

Que I’analyse soit sur plaque ou sur carte gel, des contréles internes de qualité du
processus analytique dans son ensemble doivent obligatoirement étre réalisés, ce qui
permet de repérer toute anomalie et de prendre les mesures correctives adéquates. Afin

de s’assurer de la qualité et de la fiabilité des résultats.

Figure 4.2 Exemple de groupage ABO sur carte gel (ORTHO BioVue ABO-RhD Combo).
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4.2.3 Détermination du génotype ABO par biologie moléculaire

Le génotypage ABO a été réalisé entre le centre d’Hémobiologie -Transfusion
Sanguine du CHU Annaba, et le laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire,
Faculté de médecine, Université Salah Boubnider Constantine 3, par technique de

PCR-SSP, en suivant le méme protocole d’étude (Figure 4.3).

4.2.3.1 Extraction de ’ADN génomique

Deux procédés ont ¢€té utilisés pour I’extraction de I’ADN basés sur des techniques

d’extractions sur Kit :

Le systeme d’extraction et de purification d’acide nucléique QuickGene-
Mini80(232. 234),

- Le systeme Maxwell® 16 Blood DNA Purification (235 237),
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Figure 4.3 Protocole de I’étude génétique.
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4.2.3.1.1. Dispositif d’isolement des acides nucléiques QuickGene-Mini80 (232-234)
- Principe :

C’est un systéme semi-automatique d’extraction et de purification de I’ADN, la
procédure permet a la fois I’utilisation du sang total frais ou congelé prélevé sur EDTA
ou Citrate, le traitement concomitant de plusieurs échantillons, et d’avoir sans recours
a la centrifugation de ’ADN purifié prét a I’amplification grdce a une membrane

ultrafine aux propriétés hydrophiles (232),

L'acide nucléique est adsorbé sur la membrane puis désorbé de la membrane en
contrdlant correctement les caractéristiques de la surface de la membrane et la polarite
du lysat contenant un acide nucléique et du tampon de lavage (tampon d'élution). Le

processus est le suivant (232.234) ;

- abaissement de la polarité du lysat par addition d’un solvant organique tel

que I'éthanol provoque I’adsorption de I’acide nucléique sur la membrane.

- élimination des composants autres que 1’acide nucléique qui reste sur la
membrane, par le lavage de la membrane avec un liquide a faible polarité avant

I'élution, laissant I'acide nucléique cible adsorbé.

- le dernier processus comporte I'élution de l'acide nucléique a partir de la

membrane avec un liquide de haute polarité.
- Matériel et réactifs nécessaires

Reéactifs :

- Kit d'extraction d’ADN « kit Quick Gene —mini 80 ». Contenant la protéase
« EDB », tampon de lyse « LDB », tampon de lavage « WDB », tampon d’¢lution
« CDB », capuchons de cartouche, Tubes de collecte, Tubes a déchets.

- Ethanol a 99%.

Matériel :

- QG-Mini8o0.

- Micropipettes.

- Microtubes de 1,5 mi

- Microcentrifugeuse de paillasse

- Mélangeur Vortex (2500 tr/min ou plus)
- Bloc chauffant ou bain-marie (a 56 ° C).
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Figure 4.5 QuickGene-Mini80 et son Kit dédié (232,

- Protocole de I’extraction
Préparation du réactif ¢34

»  EDB (lyophilisé) : dissolvez-le completement par 3,3 ml d'eau sans nuclease.

L'EDB reconstitué est stable pendant 2 mois lorsqu'il est conservé a 4° C.

> LDB (30 ml) : Bien mélangé avant utilisation. Si les précipités se forment,
dissolvez-les complétement par incubation a 37° C. Refroidissez-les a tempeérature

ambiante avant utilisation.
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»  WDB : est fourni sous forme de concentré. Ajouter 160 ml d'éthanol a >

99% dans le flacon et mélanger en retournant doucement le flacon avant utilisation.
» CDB (100 ml) : utilisez CDB pour I'élution de I'ADN génomique.

>  Remettre les reactifs a température ambiante (15-30 ° C) avant utilisation. Le
dispositif permet I'extraction d’ADN génomique a partir d’un échantillon de 200ul de

sang total pour chaque traitement.

La procédure comporte les étapes suivantes (2%3)

1- Lyse des cellules sanguines : 3- Le lavage de la membrane.
2- Fixation de I’ADN génomique a 4- L’¢lution de ’ADN génomique
la membrane. a partir de la membrane.

- Apreés préparation du lysat comme indiquée sur la figure 4.6, allumez QG-
Mini80, retirez le porte-tube et le porte-cartouche, et insérez le porte-cartouche dans la

position du lavage (W) du support de tube.

- Placez les cartouches dans le support de cartouche, appliquez le lysat sur
chaque cartouche, replacez le porte-tube et le porte-cartouche dans le QuickGene-
Mini80, et tournez le commutateur rotatif vers l'avant pour abaisser les tétes de

pression.

- Déposer du tampon de lavage sur chaque cartouche, et appliquer de la méme
facon une pressurisation, 1’opération de lavage est refaite 03 fois. Lorsque les
processus de lavage sont terminés, déplacer le porte-cartouche en position d'¢lution (E)

pour effectuer le processus d'élution.

- Mettre le tampon d'élution sur chaque cartouche, et appliquer une pressurisation, et

assurez-vous qu'il ne reste aucun liquide dans les cartouches.

- Enfin retirez le porte-tube et le porte-cartouche, et récupérer I’ADN. (le volume
d’élution est de 200 pl).
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1.5 ml micro tube
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- . LOB : 280 p =1+
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Flash spin down
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Figure 4.6 Protocole d’extraction avec le QG-Mini80 (34,
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4.2.3.1.2. Le systeme Maxwell® 16 Blood DNA Purification (35-237)
- Principe

C’est un systéme qui permet 1’extraction et la purification automatisées de I’ADN a
partir de couches leuco-plaquettaires ou des échantillons de sang total prélevés sur
EDTA, Citrate, ou Héparine, avec 1’obtention de I’ADN directement utilisable pour

I’amplification par PCR ),

Le systeme Maxwell® 16 Blood DNA Purification, utilisé avec I'appareil Maxwell®
16, permet la purification automatique de I’ADN de 16 échantillons en méme temps,
en se basant sur la lyse cellulaire en présence d'un agent chaotropique et de détergent,
ensuite la liaison de I'ADN aux particules de silice magnétisées, et apres les lavages
des particules liées a I'ADN de maniére a éliminer les autres composants cellulaires,
une élution des acides nucléiques dans un tampon pouvant étre directement amplifiés

par une PCR(23, 236),

AMA L AL W

-
-
-
=
=
-
-
—

Figure 4.7 Le Maxwell® 16 Blood DNA Purification et I’appareil Maxwell®16 237,

- Matériel et réactifs nécessaires

Reactifs

Maxwell® 16 Blood DNA Purification System, suffisant pour 48 isolations
automatisees, a conservé entre 15 et 30°C, et qui Comprend :

» 48 cartouches Maxwell® 16 Blood DNA Cartridges.

* 50 plongeurs de purification.

* 50 tubes d’élution.

* 20 ml Tampon d’¢élution.
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Matériel

- Maxwell® 16 MDx Instrument.

- Micropipettes et embouts de pipette pour le transfert des échantillons dans les
cartouches de reéactifs pré-remplies.

- Tubes de conservation pour les échantillons d’ADN purifié.

- Protocol de I’extraction (@35 237)

Le taux des leucocytes et le volume de 1’échantillon conditionnent le rendement de
I’extraction de ’ADN génomique. Un nombre de globules blancs trop élevé peut

réduire le rendement et la qualité de 'ADN génomique purifié (239,

Les prélévements sont effectués sur EDTA, ACD ou heéparine, et peuvent étre
utilisés frais dans les sept jours suivant le prélevement et a conserver a +4°C, ou
congelés, dans ce cas de figure une bonne homogénéisation aprés décongélation est

nécessaire(@3),

Contents User Adds

Label side Lysis Buffer + Sample

MagneSil® PMPs
Wash Buffer

Wash Buffer

Wash Buffer

Wash Buffer

I\

Wash Buffer + Plunger

P [

Ridge side B

Figure 4.8 Cartouches Maxwell® 16 Blood DNA Cartridges (%)

1- Placez chaque cartouche a utiliser dans le support avec le cote strié de la

cartouche orientée vers le coté numéroté du rack. Retirer le sceau de chaque cartouche.

2- Placer un plongeur dans le puits n°7 de chaque cartouche, en s’assurant que la
partie inférieure du plongeur se trouve au fond de la cartouche (le puits n°7 est le plus

proche du c6té de I’aréte de la cartouche).
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3- Mettez 300ul de I’échantillon dans le puits n°1, en évitant leur contamination

durant le transfert et a garantir qu’ils sont correctement identifiés et suivis.

4- Mettez I’appareil Maxwell® 16 IVD en marche, et sélectionnez le protocole
« Sang total », ouvrez la porte au moment indiqué a 1’écran, puis sélectionnez

« Run/Stop ».

5- Transférer les cartouches contenant les échantillons et les plongeurs du portoir
de préparation des cartouches sur la plate-forme du Maxwell® 16, et s’assurer que les
cartouches sont placées dans I’appareil avec le c6té a aréte de la cartouche au plus pres

de la porte.

6- Placer un tube d’élution bleu pour chaque cartouche dans les emplacements
pour tubes d’élution, a I’avant de la plate-forme, et ajouter 300 pl de tampon d’élution

dans chaque tube d’élution bleu.

7- Appuyer sur le bouton « Run/Stop » (Marche/Arrét). La plate-forme se rétracte.
Fermer la porte. L’appareil Maxwell® 16 IVD commencera immédiatement le cycle

de purification. L’écran affichera le temps approximatif restant dans le cycle.

8- A la fin de la méthode, suivez les instructions a 1’écran pour ouvrir la porte.
Vérifiez que les plongeurs sont placés dans le puits n° 7 de la cartouche a la fin du
cycle. Si les plongeurs n’ont pas été retirés de la tige magnétique, retirez-les
doucement a la main en poussant dessus, et appuyez sur « Run/Stop » pour faire sortir

la plate-forme de I’appareil.

9- Retirer les tubes d’¢lution et transférer les échantillons ¢lués dans des tubes de
conservation par pipetage. Jeter les tubes d’¢lution bleus, et retirer les cartouches et les
plongeurs de la plate-forme de 1’appareil et les jeter, et suivre les instruction pour

I’extinction de I’appareil @35 237),
4.2.3.1.3. Controle de la concentration et de la pureté de P’ADN génomique
Le dosage a été réalisé par spectrophotométrie au moyen d’un « NanoDrop 2000c

Thermo scientific ».
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La concentration de I’ADN est déterminée par mesure de la densité optique (DO) a
260 nm (A260), elle est exprimée en ng/ul selon la formule suivante :

[ADN] ng/pl = DO 260 x 50 x 100.

Une mesure de la DO a 280 nm et le calcule du ratio A260/A280 permet de
déterminer le degré de la pureté de I’ADN et son éventuel contamination par des
protéines, puisque ces derniers absorbent a 280nm. Ce ratio doit étre d’environ 1.8 afin

de qualifier I’ADN extrait comme pur(®®),

L’ADN isolé peut étre utilisé directement, ou stocké a -20°C pendant une peériode

prolongée (supérieure a 1 an).

4.2.3.2. Génotypage ABO par PCR-SSP
4.2.3.2.1. Principe

Cette technique mise au point en 1992 par Ole Ollerup et Zetterquist ). La PCR-
SSP «Séquence Spécifique Primer», décrit une variante de la PCR dans laquelle seule
la séquence de I'amorce a l'extrémité 3' est responsable de la spécification de l'allele a
identifier. Pour une analyse PCR-SSP complete, plusieurs amplifications sont
effectuées en paralléle. Les échantillons de PCR dans lesquels I'amorce se lie a sa cible
spécifique ont un amplificat spécifique aprés PCR; tandis que les échantillons sans
cette liaison spécifique d'amorce ne le font pas. En plus des amorces spécifiques dans
chaque puits, il existe également des amorces pour I'amplification d'un controle interne
(fragment du gene HGH). Si aucun produit spécifique n'est présent aprés PCR,
I'amplificat de ce contr6le interne doit étre clairement détectable. L'évaluation du
résultat est réalisée par électrophorése sur gel d'agarose, dans un champ électrique, la
séparation se fait en fonction de la taille. Les bandes sont visualisées par
translumination sous UV du gel qui contient du bromure d'éthidium, un agent qui
s’intercale entre les bases de I’ADN, et peuvent étre photographiées pour

documentation (221,239, 240)
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Dans notre étude, nous avons utilisé le systeme de détection SSP par biologie
moléculaire d’inno-train, basé sur des réactions de polymérisation en chaines, qui

permet I’amplification des séquences d’ADN définies(*D),

La séquence des glycosyltransférases spécifiques des glucides localisées sur le
chromosome 9 (9g34) peuvent étre identifiée par PCR. Le systéme est capable de
distinguer clairement les alléles les plus fréquents Al, A2, B, O1 et O2, ainsi que de

différents alleles A2, A3, Aweak, Abantu, B3, BX, Bweak, Bel, Bel/ cisAB/B(A) et plusieurs
alléles O(109,240),

Huit réactions multiplex utilisant en plus des amorces permettant I’amplification

d’un contrdle interne :

> Huit amorces spécifiques pour la recherche des alléles les plus fréquents « A1,

A2, B, Olet O2 », correspondant aux polymorphismes:

- 261delG. - 802G. - 1061delC.
- 261G. - 803G>C. - 1061C.
- 802G>A. - 803G.

> Et plusieurs couples d’amorces spécifiques pour la recherche des variants
faibles des alleles ABO suivants « Aw04/Aw11/Bw03, Ael02/Ax01/Ax04/B302/
Bw19/045, Aw08/050, Aw07, Aw06 & Bel03, Bw20, A302, 014, Ael01/008, 015,
A301/Bx01, cisABO1/ B(A)01, B(A)03, Bel04, Awl3, Aw05, A205/Ax10,
A202/A203/B301/023 » correspondant aux polymorphismes :

_ 721C>T /(829G), - 893C>T, - 965A>G,
646 T>A /(829G), 804dupG 1009A>G,
488C>T /(829G) - 927C>A, 1054C>T et

- 592C>T, 871G>A 1054C>G
502C> et 502C>T - (703G) /803G>C

- 815-816insG, - 2T>C

829G>A / 1061delC

4.2.3.2.2. Matériel et réactifs nécessaires

- RBC-Ready Gene ABO et ABO Subtype Kit, contenant chacun : les mélanges
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d'amorces pré-aliquotées et séchées qui se composent d'amorces de controle interne et
spécifiques a la séquence, tampon Ready-PCR, les bandes de couverture, et les

contréles négatifs.

> Pour I'amplification
- Eau distillé,
- Taq Polymérase (5 U / pl),
- Micropipettes (0,5 - 1000 pl),

- Thermocycleur.

» Pour archivage du gel
- Génerateur, Cuve de migration,
- Agarose, bromure d'éthidium,
- Tampon TBE (Tris, Borate, EDTA),
- Marqueur de poids moléculaire,

- Transilluminateur UV.

4.2.3.2.3. Amplification@40)
- Décongeler les blocs PCR, Ready-PCR et I'échantillon d’ADN.

- Avant de retirer la feuille de couverture des blocs PCR, vérifiez le numéro de lot et la

date d'expiration du Kit par rapport a la feuille de travail.

- Préparez le master mix (meélanger pour chaque échantillon, 72ul eau distillé + 36 pl
ReadyPCR + 01 pl de la Tag polymérase), mélangez bien et pipeter 10 pl dans le tube

du contréle négatif avant d'ajouter 'ADN.

- Ajouter 10 ul d'ADN a 90 ul de master mix, bien mélanger et distribuer des aliquotes
de 10 pl dans les puits du bloc PCR (de préférence en utilisant un distributeur manuel

dans la moitié supérieure des tubes).
- Fermer les puits avec des bandes de couverture et transférer dans un thermocycleur.

- Verifiez que les tubes sont scellés et démarrez la PCR (tableau 4.1).
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Tableau 4.1 : Programme PCR.

1x Initial 5x Cycles 10x Cycles | 20x Cycles | 1x Final Hold

94°C 20 sec. | 94°C 20 sec.
94°C 20 sec.
94°C 2 min. 65°C 60 sec. | 61°C50sec. | 72°C5min. | 10°C o«
70°C 60 sec.
72°C 45 sec. | 72°C 45 sec.

4.2.3.2.4. Détection du gel®0

- Préparez un gel d'agarose a 2% avec du tampon TBE 1x ou utilisez le gel d'agarose

prét a I'emploi Inno-train.
- Faites bouillir le gel puis laissez refroidir a 50-60° C.

- Ajouter du bromure d'éthidium a une concentration finale de 0,7 ug / ml ou ajouter 3

gouttes de cette solution Inno-train préte a I'emploi pour 100ml de gel et verser le gel.

- Placez les peignes d'échantillon dans le gel liquide et laissez-le pendant 20 a 30

minutes pour la polymérisation.

- Mettez le gel dans la cuve d'électrophorése et ajoutez du TBE 1x comme tampon de
fonctionnement.

- Chargez le gel avec la quantité complete d'amplificat par fente de gel et ajoutez 3l

de marqueur de poids moléculaire a chaque rangée d'echantillon.
- Effectuer I'électrophorése a 8-10 V/cm (200 volts pendant 20 minutes).

- Evaluation sous UV par comparaison aux formulaires du protocole fournis avec le kit

4.2.3.2.5. Interprétation (240

- Les produits PCR spécifiques du groupe sanguin et du contrdle interne deviennent
visibles sous la lumiere UV. L'amplificat de la séquence de contrdle interne doit étre

détectable sous forme de bande dans tous les échantillons qui sont négatifs dans leur
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réaction spécifique. Dans les réactions spécifiques positives, la bande de contrdle
interne peut échouer en raison d'effet d'amorce compétitive. Le marqueur de poids

moléculaire ajouté au gel est utilisé pour déterminer la taille des fragments.

- L'évaluation commence par la documentation des produits PCR spécifiques au
groupe sanguin. Pour ce faire, le modele des bandes spécifiques est entré dans la
feuille de travail. Et pour la documentation, le gel est photographié avec un appareil

photo numérique ou polaroid.

4.3 Etude statistique:

- Les fréquences phénotypiques, géniques et alléliques 242);

Nombre d’individus porteurs du phénotype
» Fréquence phénotypique =

Nombre total d'individus de la population

» Les fréguences géniques ont été calculées en utilisant la formule de Bernstein :

¢=1 TFAI*FO]
p=1 TFEI+F[O]
" =TFTO)

Soit :
p : la fréquence de I’allele A
g : la fréquence de I’allele B

r : la fréquence de I’allele O.
Sachantque:p+q+r=1.
La somme de (p + q + r) qui théoriquement devrait étre égale a 1, s’en écarte

légerement, ce qui permet de définir la valeur D (correction par la déviation) dont :
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D=1-(p’+Qq +r).

Les fréquences ajustées sont données par les formules suivantes :

p=(1+D2)p’ q=(1+D/2) ¢’ r=(1+D/2) (r +D/2)

Nombre d'individus porteurs du génotype étudié
» Fréquences génotypiques =

Nombre total des individus de la population

Nombre d’alléles du type considérée

» Les fréquences alléliques =
Nombre total dalleles

Les fréquences alléliques ont été déterminées par la méthode du maximum de
vraisemblance, le test de chi’= y2 a été utilisé afin de mesurer 1’écart entre les
fréquences observées et les fréquences theoriques pour veérifier si nos populations

d’études sont en équilibre de Hardy Weinberg.

- Les comparaisons des fréquences des alleles ABO entre les populations ont été

¢tudiées également par le test du y2 réalisé par le logiciel R.

- Pour le degré de la signification du test du ¥2 avec un intervalle de confiance a 95%:
P>0.05: une différence non significative (NS)

P<0.05: une différence significative (*)

P<0.01: une différence hautement significative (**)

P<0.001: une différence trés hautement significative (***)

- Le calcul des distances génétiques entre les populations choisies pour la
comparaison des fréquences alléliques et géniques ABO, a été réalisé en utilisant le

logiciel SPSS version 20.

- Les analyses en composantes principales et la classification hiérarchique ont été

réalisées par le logiciel R en utilisant le package FactoMiner 42.243),
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Tableau 4.2 Populations choisies pour la comparaison des fréquences géniques ABO.

Abréviations

Populations

Références

0. ALG Ouest Algérien Débat. 2017 ©7
AlgT T Algérie globale Aireche H et al. 1994 249
Bej Région Bejaia Lefevre Wintier P et al. 2006 4%
Marl Maroc Benahadi A et al. 2013 ?46)
Mar2 Maroc (Souss) Chadli S et al. 2007 #%
Tunl Tunisie Said N et al. 2003 47
Tun2 Tunisie Hmida S et al. 1994 ¢4
Lyb Lybie Fayrouz INE et al. 2012 %49
Maur Mauritanie Hamed C et al.2012 59
Nig Nigéria (North-Central) Anifowoshe A et al. 2017 @5V
Cam Cameroun Ndoula S et al.2014 ?52)
Eth Ethiopie Tesfaye K et al. 2015 @)
Gui Guinée Loua A et al. 2007 @54
Irq Irak « Baghdad » AL-Ubadi AEM et al. 20139
A.Sdt Arabie Saoudite Eweidah MH et al. 2011 #%)
Jord Jordanie Hassawi DS et al. 2007 ¢19
Kwt Kuwait Al-Bustan S et al. 2002 57
Pal Ghaza Lamia'a S, 2013 (%58
Gre Grece Lialiaris T et al. 2010 59
Tur Istanbul Kayiran S et al. 2012 (%60
Espl Espagne (Alpajurras) Fernandez-S A et al. 1999 (%61
Alm Allemagne Lang K et al.2016 (1%
Cor Corée Song SH et al. 2006 (62
Ira Iran Nojavan M et al. 2012(%3)
Mar Maroc Fregel R et al. 2005 6%
Mau Mauritanie Fregel R et al. 2005 264
Sah Occi Sahara occidental Fregel R et al. 2005 %64
Kwt Kuwait Yip S et al. 2006 25
Chn Chine Zhu F et al. 2010 69
Ita Italie Nishimukai et al. 2009 %67)
Pol Pologne Umbria M et al. 2014 (%68)
Esp2 Espagne Umbria M et al. 2014 59
Esp3 Basque Fregel R et al. 2005 6%
Ind Inde Ray S et al. 2014 %)
Jord Jordanie Irshaid et al. 2002 ¢70
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05 : Résultats et Discussion

5.1 Etude sérologique

Cette partie traite les caractéristiques sociodémographiques ainsi que les résultats de
I’étude des phénotypes ABO dans la population du Nord-Est Algérien, suivie d’une

¢tude comparative avec d’autres populations.

5.1.1 Résultats

5.1.1.1 Description de I’échantillon sérologique
L’étude sérologique a concerné 10208 donneurs de sang, tous originaires des
wilayas du Nord-Est Algérien. La tranche d’age la plus représentée était de 37 a 45

ans, avec des extrémes de 18 a 64 ans (Figure 5.1).

L’échantillon est composé de 8294 hommes soit (81.25%) et 1914 femmes soit
(18.75%), avec un sexe ratio H/F de 4.33 (Figure 5.2).
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Figure 5.1 Répartition de 1’échantillon de 1’étude phénotypique selon 1’age.

B Homme

B Femme

Figure 5.2 Répartition de 1’échantillon de 1’étude phénotypique selon le sexe.

5.1.1.2 Fréquences des phénotypes ABO dans le Nord-Est Algérien

Dans le tableau 5.1, on trouve les fréquences des phénotypes ABO dans la population

globale Nord-Est Algérienne ainsi que la répartition de ces phénotypes selon la wilaya
d’origine (figure 5.4).
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Tableau 5.1 Distribution des phénotypes ABO dans le Nord-Est Algérien.

Wilaya d’origine Groupage sanguine ABO
A B AB 0 Total
N 1071 509 142 1577 3299
Constantine % 32,47 15,43 4,30 47,8 100
N 733 350 72 918 2073
Annaba % 35,36 16,89 3,47 44,28 100
N 175 76 34 305 590
Mila % 29,66 12,88 5,76 51,70 100
N 20 03 01 25 49
Jijel % 40,82 6,12 2,04 51,02 100
N 36 16 04 30 86
Oum Bouaki % 41,86 18,61 4,65 34,88 100
N 100 104 25 112 341
Skikda % 29,33 30,50 7,33 32,84 100
N 112 71 18 109 310
Guelma % 36,13 22,9 5,81 35,16 100
N 28 04 08 17 57
Souk Ahras % 49,12 7,02 14,04 29,82 100
N 898 398 97 1347 2740
Setif % 32,77 14,53 3,54 49,16 100
N 15 05 01 30 51
Batna % 29,41 9,81 1,96 58,82 100
N 11 05 04 33 53
Tebessa % 20,76 9,43 7,55 62,26 100
N 5 3 2 8 18
Msila % 27,78 16,67 11,11 44,44 100
N 177 64 16 164 421
El Taref % 42,04 15,20 3,80 38,96 100
N 01 01 01 01 04
Khenchela % 25 25 25 25 100
N 29 13 11 43 96
BBA % 30,21 13,54 11,46 44,79 100
N 6 4 1 9 20
Bejaia % 30 20 05 45 100
N 3417 1626 437 4728 10208
Total % 33,47 15,93 4,28 46,32 100

Les fréquences des phénotypes ABO dans la population du Nord-Est Algérien sont

présentées dans la figure 5.3. Le groupe O est le plus fréquent retrouvé chez 46.32%
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de la population, et le phénotype AB est le moins fréquent présent chez 4.28% des
individus.

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

Figure 5.3 Fréguences des phénotypes ABO dans le Nord-Est Algérien.

La distribution des phénotypes ABO selon la wilaya d’origine est représentée dans la
figure 5.4. La fréquence du phénotype A varie de 20,76 % (Tébessa) a 49,12 %,
(Souk-Ahras) ou ce phénotype est plus fréquent que le phénotype O, dont la fréquence

varie de 29,82 % a 62,26 %. Les fréequences les plus élevées sont enregistrées a
Tebessa (62,26 %) et a Batna (58,82 %).

Pour le phénotype B, la fréquence la plus basse a été enregistrée a Jijel soit 6,12 %,
alors que la wilaya de Skikda a enregistré la fréquence la plus élevée (30,50 %), ou ce
phénotype est méme plus fréquent que le groupe A, et a fréguence presque égale a
celle du O. Quant au phénotype AB dont la fréquence est la plus basse dans toutes les
wilayas a I’exception de Souk-Ahras qui a enregistre la fréquence la plus élevee 14,04

%, et qui dépasse celle du groupe B (7.02%). La fréquence la plus basse (1,96 %) est
retrouvée a Batna.

Les fréquences de Khenchela n’ont pas été prise en considération dans cette

comparaison entre wilayas vu 1’échantillon trés réduit de cette wilaya (N=04).
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Figure 5.4 : Distribution des phénotypes ABO selon la wilaya d’origine.
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5.1.1.3 Fréquences alléliques ABO dans le Nord-Est Algérien :

Les fréquences des alleles ABO de la population Nord-Est Algérienne sont
représentées dans le tableau 5.2 ci-dessous.

Tableau 5.2 : Fréquences alléliques ABO dans le Nord-Est Algérien.
Allele

A B
Fréquence

0.2112 0.1068 0.6820

p : fréquence allele A g : fréquence alléle B r : fréquence alléle O

L’allele O a enregistré la fréquence la plus élevée dans le Nord-Est Algeérien, avec

68.20 %, suivi de I’all¢le A avec 21.12% et I’alléle B est le moins fréquent avec 10,68
% (Figure 5.5).

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Figure 5.5 : Fréguences des alleles ABO dans la population du Nord-Est Algérien.
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Vérification de la loi de Hardy Weinberg

Le tableau 5.3 montre apres avoir testé les écarts entre les effectifs observés et ceux
attendus, la somme de ces ecarts est (Khi-2= 1.664) n’a pas dépassé la valeur seuil de
(3.84), donc la répartition des phénotypes ABO dans notre population d’étude est en
équilibre de Hardy Weinberg.

Tableau 5.3 Loi de Hardy Weinberg.

Phénotype | Fréquences Effectifs Fréquences Effectifs (O-M3T
Observees Théoriques
A 0,3347 3417 0.3327 3396 0.129
(p? + 2pr)
B 0,1593 1626 0.1571 1604 0.301
(@* +2qr)
AB 0,0428 437 0.0451 460 1.15
(2pa)
O 0,4632 4728 0.4651 4748 0.084
(r2)
Total 1 10208 1 10208 1.664
p : fréquence allele A q : fréquence alléle B r : fréquence alléle O

Khi-2 = X (O-T) ¥T. Sachant que O = Fréquence observé, et T = Fréquence attendu.

5.1.1.4 Etude comparative intra et inter-populationnelle
- Comparaison intra-populationnelle

Afin de réaliser une comparaison intra-populationnelle, nous avons réparti notre
population en trois groupes en se basant sur le rapprochement géographique des

wilayas :
Le groupe 01(GO01) : Annaba, Taref, Skikda, Guelma et Souk-Ahras.
Le groupe 02(G02) : Constantine, Mila, Oum Bouaghi, Batna, Tébessa et Khanchla.
Le groupe 03(G03) : Sétif, Jijel, Bejaia, Msila et Bordj Bou Arreridj.
Les résultats de la répartition des phénotypes et des alleles ABO selon les groupes
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d’étude est représentés sur les tableaux 5.4 et 5.5.

Tableau 5.4 Répartition des phénotypes ABO selon les groupes d’étude

Groupe d’étude Groupage sanguine ABO

A B AB 0 Total

N 1150 593 139 1320 3202

GO0l % 35,92 18,52 4.34 41,22 100

N 1309 612 186 1976 4083

G 02 % 32.06 14.99 4,55 48.4 100

N 958 421 112 1432 2923

G 03 % 32,77 14,40 3.83 49 100
N 3417 1626 437 4728 10208

Total % 33,47 15.93 4,28 46,32 100

Les trois groupes d’étude ont conservé le méme ordre de frequence des phénotypes

ABO avec O > A > B > AB. Le phénotype O est plus fréquent dans le GO3 alors que le

phénotype B a enregistré sa fréquence la plus élevée dans le GO1.

49,00%
3,83%
G03 14,40%
32,77%
48,40%
4,55%
G02 14,99%
32,06%
41,22%
4,34%
GO1 18,52%
35,92%
T I/.-' I‘-’-’-l Iz
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%

mO
I AB
B
mA

Figure 5.6 Répartition des phénotypes ABO selon les groupes d’étude.
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Tableau 5.5 Répartition des fréquences des alleles ABO selon les groupes d’étude.

Population A B @)
G01 0.2280 0.1222 0.6498
G02 0.2035 0.1028 0.6937
G03 0.2037 0.0957 0.7005

p : fréquence alléle A

q : fréquence allele B

r : fréquence allele O

Nous constatons ici aussi que I’ordre de fréquence des trois alleles est le méme chez

les trois groupes avec O > A > B. les alléles A et B sont plus fréquents dans le G01, et

I’allele O est plus fréquent dans le GO3.

La comparaison de la répartition des alleles ABO entre les 03 groupes d’étude

montre qu’il n’y a pas de différence significative, avec un p > 0.05.
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Figure 5.7 : Répartition des alleles ABO selon les groupes d’étude.
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- Comparaison inter-populationnelle

Le tableau 5.6 ci-dessous liste I’ensemble des populations choisies pour les comparer
a notre étude. Notre population Nord-Est Algérienne est confrontée a d’autres
populations Algeériennes, Maghrébines, Nord méditerranéens, du Moyen-Orient, et des

populations subsahariennes.

Tableau 5.6 Comparaison des fréquences alléliques ABO du Nord-Est Algérien avec
d’autres populations.

Population N A B O Khi? p Référence
N-E. ALG | 10208 | 0.2112 | 0.1068 | 0.6820 / / Présente étude
O. ALG 508 0,1814 | 0,1111 | 0,707 2.66 NS Deba T. 2017 &7
AlgT 4444 0.2093 0.123 | 0.6677 8.14 * Aireche H et al. 1994 @44
Bej 999 0,2222 | 0,1269 | 0,6509 9.21 * Lefevre Wintier P et al. 2006 @4°)
Marl 219287 | 0,2088 | 0,1077 | 0,6838 0.40 NS Benahadi A et al. 2013 (246
Mar2 34785 | 0,1949 | 0,0925 | 0,7126 | 37.89 *** | Chadli S et al. 2007 %)
Tunl 63375 0,195 0,12 0,685 | 24.83 *** | Said N et al. 2003 @47
Tun2 18820 0,192 0,122 0,686 25.61 Fhx Hmida S et al. 1994 (248)
Lyb 305 0,2145 | 0,094 | 0,699 | 0.70 NS | Fayrouz INE et al. 2012 ?49
Maur 10116 | 0,1774 | 0,1204 | 0,702 | 40.87 *** | Hamed C et al.2012 (250
Nig 9643 0,114 0,124 | 0,762 | 233.12| *** | Anifowoshe A etal. 2017 259
Cam 14546 | 0,1605 | 0,1416 | 0,6978 | 144.51 Fkk Ndoula S et al.2014 %2
Eth 441 0.1884 | 0.1564 | 0.6551 | 11.09 ** Tesfaye K et al. 2015 (%)
Gui 59452 0,147 | 0,1548 | 0,698 | 368.49 falaked Loua A et al. 2007 (%
Irq 4958 0.1998 | 0.2064 | 0.5936 | 279.23 *** | AL-Ubadi AEM et al. 2013(2%9)
A.Sdt 400 0,1930 | 0,1790 | 0,6280 | 19.75 falaked Eweidah MH et al. 2011 ©%6)
Jord 12215 | 0,2607 | 0,1341 | 0,605 | 143.02 falalad Hassawi DS et al. 2007 219
Kwt 18558 | 0.1768 | 0.1554 | 0.6678 | 155.95| *** | Al-Bustan S et al. 2002 57
Pal 201 0.241 0.162 | 0.597 8.11 * Lamia'a S, 2013 %9
Gre 1105 0,2597 | 0,1127 | 0,623 17.06 falalad Lialiaris T et al. 2010 259
Tur 4656 0,2982 | 0,1239 | 0,577 | 164.8 faalad Kayiran S et al. 2012 50
Espl 163 0,244 0,041 0,715 8.62 * Fernandez-S A et al. 1999 (261)
Alm 113367 | 0.2948 | 0.0957 | 0.6094 | 319.42 | *** Lang K et al.2016 %9
Cor 222 0.272 0.198 0.53 27.52 falad Song SH et al. 2006 62
Ira 744 0.2397 | 0.1815 | 0.5788 | 47.97 *** | Nojavan M,et al. 2012 63)

Nous constatons que I’allele O est le plus fréquent dans toutes les populations
étudiées, et la fréquence la plus élevée a été enregistrée dans la population du
Nigéria®? (0.762), Espagnole®@®) (0.715) et Marocaine@®? (Mar2; 0.7126), sa
fréquence la plus basse a été enregistrée chez les Coréens(?2) (0.53). L’allele A est plus
fréquent dans la population Turque®® (0.2982) et Allemande(*® (0.2948), et moins
fréquent au Nigéria (0.114).
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Alors que I’all¢le B est plus fréquent en Irak (0.2064) ou sa fréquence dépasse méme
celle de lallele A, et sa -fréquence la plus basse a été enregistrée en Espagne(?6d
(0.041).

Mis a part la population de I’Ouest Algérien, Marocaine@?) (Mar2), et Libyenne ou
les différences n’étaient pas significatives (p>0.05), Une différence significative a été

enregistrée avec les autres populations.

Avec un (0.05> p >0.01) avec les populations Algériennes Total@?*4 et de Bejaia®*%),
la population Palestinienne®@%®) et Espagnole@®V). Un (P entre 0.01 et 0.001) avec
I’Ethiopie@?. Et une différence trés hautement significative (P <0.001) a été

enregistrée avec les autres populations.
- Distances génétiques

L’étude des distances génétiques entre les différentes populations sélectionnées pour
la comparaison, en fonction de la répartition des principaux alleles ABO (Tableau 5.7),
montre que les populations Maghrébines sont les plus proches génétiquement a notre
population d’étude, et essentiellement la population Marocaine (Marl) qui est
génétiquement méme plus proche de notre population que les autres populations
Algériennes, avec une distance génétique de (0.003). Alors que la distance génétique

la plus élevée est observée avec la population Coréenne (0.187).
Cette analyse a permis de distinguer 03 groupes de populations :

- Populations ayant une distance génétique inférieure a (0.05), a savoir toutes les

populations Algériennes et Maghrébines.

- Populations ayant enregistré une distance génétique entre (0.05 et 0.1), a savoir le
Cameroun, I’Ethiopie, la Guinée, 1’ Arabie Saoudite, la Jordanie, le Kuweit, la Grece,

et une population Espagnole (Espl).

- Populations ayant une distance génétique supérieure a (0.1), a savoir ; le Nigeria,

I’'Irak, 1la Palestine, la Turquie, I’Allemagne, la Corée et [I’Iran.
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Tableau 5.7 Distances génetiques en fonction des frequences des principaux alléles ABO :

N-E. O. | AlgT | Bej | Marl | Mar2 | Tunl | Tun2 | Lyb | Maur | Nig | Cam | Eth | Gui | Irg | A.Sdt | Jord | Kwt | Pal | Gré | Tur | Espl | Alm | Cor | Ira
ALG | ALG

N-E. | ,000

ALG

0. ,039 | ,000

ALG

AlgT | ,022 | ,050 | ,000

Bej ,039 | ,071 | ,022 | ,000

Marl | ,003 | ,036 | ,022 | ,040 | ,000

Mar2 | ,038 | ,024 | ,056 | ,076 | ,035 | ,000

Tunl | ,021 | ,027 | ,023 | ,044 | ,019 | ,039 | ,000

Tun2 | ,025 | ,026 | ,025 | ,047 | ,022 | ,040 | ,004 | ,000

Lyb | ,022 | ,038 | ,043 | 059 [ ,021 | ,024 | ,035 | ,038 | ,000

Maur | ,042 | ,011 | ,047 | ,068 | ,038 ,035 ,024 ,022 | ,046 | ,000

Nig ,113 | ,074 | 1122 | ,144 | ,110 | ,082 | ,100 | ,097 | ,105 | ,076 | ,000

Cam | ,063 | ,038 | ,060 | ,079 | ,061 | ,062 | ,043 | ,039 |,072| ,027 | ,076 | ,000

Eth ,061 | ,069 | ,041 | ,045 | ,060 | ,086 | ,048 | ,046 | ,081 | ,060 | 129 | ,053 | ,000

Gui ,082 | ,056 | ,076 | ,093 | ,079 | ,080 | ,061 | ,057 | ,091 | ,046 | ,078 | ,019 | ,060 | ,000

Irq ,134 | 149 | 112 | 7101 | ,134 | 165 | ,126 | ,125 | ,155 | ,140 | ,205 | ,129 | ,080 | ,128 | ,000

ASdt | ,092 | ,105 | ,071 | ,064 | ,092 | ,121 | ,082 | ,081 |,113 | ,09 | k62 | ,086 | ,036 | ,087 | ,045 | ,000

Jord | ,096 | ,131 | ,082 | ,060 | ,098 | ,133 | ,104 | ,107 | ,12 | ,129 | ,204 | ,137 | ,091 | ,148 | ,095 | ,084 | ,000

Kwt | ,061 | ,059 | ,046 | ,056 | ,060 | ,079 | ,043 | ,041 | ,079 | ,049 | ,113 | ,037 | ,017 | ,042 | ,093 | ,049 | ,107 | ,000

Pal ,106 | ,135 | ,087 | ,067 | ,107 | ,143 | ,108 | ,109 | ,25 | ,130 | ,204 | ,131 | ,079 | ,138 | ,061 | ,060 | ,035 | ,096 | ,000

Gre | ,077 | ,115 | ,068 | ,049 | ,079 | ,112 | ,090 | ,093 | ,090 | ,114 | 289 | ,128 | ,090 | ,2142 | ,115 | ,094 | ,028 | ,103 | ,059 | ,000

Tur | ,137 | 175 | ,127 | ,106 | ,140 | 473 | ,149 | 1152 | 151 | ,174 | 249 | ,184 | ,139 | ,196 | ,129 | ,129 | ,048 | ,155 | ,072 | ,061 | ,000

Espl | ,081 | ,094 | ,101 | ,109 | ,082 ,071 ,098 ,101 | ,063 | ,104 | ,141 | ,132 | ,141 | ,150 | ,210 | ,171 ,145 | 141 | ,169 | ,118 | ,170 | ,000

Alm | 111 | ,150 | ,107 | ,089 | ,114 | 1144 | 1128 | ,131 |, (20| ,152 | 224 | ,167 | ,131 | ,182 | ,147 | ,133 | ,052 | ,145 | ,086 | ,041 | ,043 | ,129 | ,000

Cor 187 | ,217 | ,169 | ,149 | ,189 ,225 ,190 ,191 | ,207 | ,211 | ,284 | ,209 | ,156 | ,214 | ,097 | 127 ,099 | 173 | ,082 | ,127 | ,092 | ,244 | ,131 | ,000

Ira ,131 | 157 | ,111 | ,092 | ,132 | 167 | ,131 | ,132 | ,51 | ,151 | ,224 | ,148 | ,095 | ,153 | ,049 | ,068 | ,058 | ,112 | ,027 | ,084 | ,082 | ,196 | ,106 | ,061 | ,000
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- Analyse par Composante Principale (ACP)
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Figure 5.8 Analyse en Composante Principale de la distribution des alleles ABO.

Cette analyse a été réalisée avec toutes les populations mentionnées sur le tableau
5.6. Elle montre une variabilité globale de 99.98%, la premiere composante représente

64,50% de la variation, et 35.48 % pour le deuxiéme facteur.

On constate que le premier facteur est corrélé négativement avec I’alléle O, plus la
population exprime cet allele plus elle a un score bas sur I’axe 1 et par conséquent elle
est positionnée a gauche. Par contre ’all¢le A est corrélé positivement avec I’axe 1 et
négativement avec 1’axe 2, donc les populations qui expriment fortement cet all¢le

sont positionnées a droite en bas.

L’axe 1 oppose essentiellement les populations Maghrébines et Subsahariennes, des
populations du Moyen-Orient, Européennes (Allemagne, Gréce, et Turquie), et de la

Corée d’autre part.
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L’allele B est corrélé positivement avec 1’axe 2 et les populations ayant une
fréquence élevée de cet alléle se trouvent a droite. Cet axe oppose essentiellement les
populations Subsahariennes et du Moyen-Orient, des populations Européennes, nos
populations Magrébine occupent une position centrale entre ces deux composantes par

rapport a cet axe.

Les populations maghrébines présentent une certaine homogéneéité génetique par
rapport aux autres populations confirmées par leur groupement en grappe de neuf
populations (entourées en rouge), ou la position génétique de notre population d’étude
est bien corrélée a sa situation geographique, proche des autres populations

Algériennes et au sein de ses voisins maghrébins.

Ce diagramme de dispersion montre que 1’alléele O est un marqueur des populations
Maghrébines et Subsahariennes, alors que I’allele B est plus fréquent dans les

populations du Moyen-Orient, et 1’alléle A est prédominant chez les Européens.

- La classification ascendante hiérarchique

L’interprétation du Dendrogramme (Figure 5.9), obtenue a partir de la matrice des
fréquences alléliques des populations retenues sur le tableau 5.6, a permis de mieux

remarquer les contrastes entre les populations qui sont réparties en 03 groupes :

Le premier groupe : est composé des populations Maghrébines et Subsahariennes,

et subdivisé en deux sous-groupes :

- Les populations Subsahariennes, Cameroun (Cam), Guinée (Guin), Nigeria(Nig) et
I’Ethiopie(Eth), avec le Kuweit (Kwt).

- Toutes les populations Algériennes (O.Alg, NE.Alg, AlgT et Bej) et Maghrébines,
Tunisiennes (Tunl et Tun2), Marocaine (Marl), Marocaine de Sousse (Mar2),

Libye (Lyb), et Mauritanie (Maur) et la population Espagnole (Alpajurras. Esp).

Le deuxiéeme groupe : est compose des populations Européennes, Turque (Tur),

Allemande (Alm) et Grecque(Gre) et de la population Jordanienne (Jor).
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Le troisieme groupe : est composé des populations du Moyen-Orient, Irak (Irg), Iran
(Ira), Palestine (Pal) et Arabie Saoudite (ASdt), et de la population Coréenne (Cor).

Cette répartition presente une tres grande cohérence avec la localisation géographique
a I’exception des populations Koweitienne dans le premier groupe, et Jordanienne dans
le deuxiéme groupe. Notre population d’étude située au sein des populations
Maghrébines et plus proche des populations Subsahariennes par rapport aux

populations Asiatiques et Européennes.
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Figure 5.9 Classification Hiérarchique Ascendante des populations en fonction des
fréquences alléliques ABO.
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5.1.2 Discussion

Dans cette premiere partie de notre étude, nous avons déterminé les fréquences

phénotypiques et alléliques du systéme ABO dans la population du Nord-Est Algérien.

Notre echantillon se compose majoritairement par des hommes avec un sexe ratio
H/F de 4,33, expliqué par le fait que nous recevons plus de donneurs hommes que de

femmes, et la tranche d’age la plus représentée est celle entre 37 a 45 ans (44,54%)).

Les fréquences des phénotypes ABO dans notre population d’étude sont
concordantes avec les fréquences nationales @9, de 22,34% a 41,14% pour le
phénotype A (33,47% dans notre étude), de 12,5% a 25,21% pour le phénotype B
(15,93% dans notre étude), de 1,58% a 8,98% pour le phénotype AB (4,28%% dans
notre étude) et de 35,95% a 56,15% pour le phénotype O (46,32% dans notre étude).
Méme constatation pour les fréquences des alleles ABO, qui s’insérent toujours dans
les intervalles des variations nationales @, de 0,1315 a 0,2721 pour I’all¢le A (0,2112
dans notre étude), de 0,0849 a 0,1615 pour I’all¢le B (0,1068 dans notre étude), et de
0,6054 a 0,7388 pour I’allele O (0,6820 dans notre étude), avec prédominance de

I’allele O, suivie de I’allele A, et I’all¢le B est le moins fréquent.

L’étude des écarts entre les fréquences phénotypiques observées et attendues a
montré que notre population est en équilibre de Hardy Weinberg, avec un Khi-2 de
1.664, inferieur a la valeur seuil estimée a 3.84. Cela veut dire qu’il y’ a une stabilité
de la composition génétique de notre population d’étude, et que les fréquences

alléliques ABO seront inchangées a la génération suivante.

La répartition de notre population en trois groupes en se basant sur le rapprochement
géographique des wilayas, n’a pas démontré de grandes différence dans la distribution
des fréquences phénotypiques ni des fréquences des alleles ABO entre ces trois
groupes de populations, qui étaient semblable, et qui ont montrés des résultats toujours

similaires aux intervalles des variations nationales @44,
Le groupe 01(GO01) : Annaba, Taref, Skikda, Guelma et Souk-Ahras.

Le groupe 02(G02) : Constantine, Mila, Oum Bouaghi, Batna, Tébessa et Khanchla.
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Le groupe 03(G03) : Sétif, Jijel, Bejaia, Msila et Bordj Bou Arreridj.

Tandis que I’ordre des fréquences des phénotypes et des alleles étaient conserveés
chez les trois groupes de populations O>A>B>AB pour les phénotypes, et O>A>B

pour les alleles.

La comparaison des fréquences alléliques ABO de notre population du Nord-Est
Algérien avec d’autres populations Algériennes, Maghrébines, et mondiales a montré
des différences significatives dans les fréquences des alleles ABO avec la majorité des

populations sélectionnées pour la comparaison.

En comparant notre population avec d’autres populations algériennes nous
constatons qu’il n’y a pas de différence significative enregistrée avec la population
Ouest-Algérienne®”), par contre une différence significative a été enregistrée avec la
population de Bejaia@*) (Bej) et la population Algérienne globale*4 (AlgT). Avec

une p- value entre (0.05 et 0.001) pour les deux populations.

En ce qui concerne les populations Maghrébine, pas de différence significative
enregistrée avec 1’'une des populations Marocaines#6) (Marl) et libyenne@49 (Lib)
avec une (p-value >0.05), en revanche, des différences tres hautement significatives
(p<0.001) ont été enregistrées avec ’autre population Marocaine étudiée@? (Mar2),
les deux populations Tunisiennes (Tunl®7?) et Tun2#)) et la population

Mauritanienne®@0 (Maur).

Des différences tres hautement significatives de la répartition des fréquences des
alleles ABO ont été observées avec les populations Africaines, moins prononcées avec
I’Ethiopie®® (P entre 0.001 et 0.01), méme constatation qu’avec les populations
Moyen-Orientales et Européennes ou les différences sont tres hautement significatives
avec notre population, moins remarquée avec la Palestine®>® (Pal) et I’Espagne(?®)
(Espl) (P entre 0.05 et 0.01)

L’allele O est le plus fréquent des alleles ABO dans toutes les populations étudiées,
cet alléle est plus fréquent dans les populations Africaines en général (Maghrébines et

Subsaharienne) que dans les populations du Moyen-Orient et Européennes, a
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I’exception de la population Espagnole®®h) qui a enregistré une fréquence équivalente a
celle des populations du Nord Afrique. La fréquence la plus élevée de cet alléle a été
enregistrée dans la population Nigérienne®D (Nig) et la plus basse chez les

Coréens(@62) (Cor).

L’allele A contrairement a 1’allele O, est plus fréquent dans les populations
Européennes, essentiellement I’Allemagne (0.2948) et la Turquie (0.2982), des
fréquences élevées ont été aussi enregistrées en Corée (0,272) et en Jordanie (0,2607),

et la fréquence la plus basse de cet allele a été enregistrée chez les Nigeriens (0.13).

Quant a I’all¢le B, il prédomine dans les populations du Moyen-Orient et Africaines
ou sa fréquence peut dépasser celle de ’all¢le A, que dans les populations Magrébines
et Européennes, sa fréquence la plus élevée est enregistrée en lrak@ (0.2064) et la

plus basse en Espagne(?h (0.041).

En analysant les résultats de la distribution des frequences des alleles ABO dans
ces différentes populations Algériennes, Maghrébines, Subsahariennes et Européennes,
nous concluant que notre population d’é¢tude Nord-Est Algéerienne est fidele a sa
localisation géographique, au sein des autres populations Algériennes et Maghrébines,
en occupant une position intermédiaire entre les populations Subsahariennes et du
Moyen-Orient d’une part et les populations Européennes d’autre part en ce qui
concerne ’expression de I’allele B, qui présente un gradient de fréquence croissant

nord - sud.

Tandis que la distribution des fréquences de 1’alléle O, garde toujours la position de
notre population d’étude au sein des populations Algériennes et Maghrebines, et
oppose les populations Africaines (Subsahariennes et Maghrébines) aux populations
Européennes et du Moyen-Orient. Enfin la répartition des fréquences de 1’alléle A,
situe les populations Maghrébines et du Moyen-Orient en position intermédiaire entre

les populations Africaines et Européennes.

Une grande similitude entre notre population d’étude du Nord-Est Algérien est

observée avec les autres populations Algériennes et Maghrébines et méme si des
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différences sont observées, elles restent insignifiantes comparées avec les autres

populations Africaines et mondiales.

Les ressemblances observees entre notre population d’¢tude et les populations
Subsahariennes dans 1’expression de 1’alléle O, sont en relation avec une contribution
génétique Africaine dans notre population, résultant des contacts entretenus entre ces

populations a partir des routes du commerce développées dans cette région.

D’un autre coté, les conquétes islamiques entre le 7€me et le 11ime sigcle,
accompagnées par des flux migratoires de la péninsule Arabique vers le nord de
I’Afrique, est le principal vecteur de la composante génétique Arabe et Moyen-

Orientale développée chez notre population.

Notre population est un grand creuset entre les populations déja citées et les
populations euro-méditerranéennes essentiellement envahissantes, mais aussi compte
tenu des échanges économiques effectués avec ’autre rive de la Méditerranée, qui est

a I’origine de la composante génétique Européenne de notre population d’étude.

La localisation géographique de notre population d’étude et les différents
mouvements démographiques qu’a connus I’ Afrique du Nord, ont facilités tout au long
de I’histoire le brassage avec des populations originaires d’Afrique Subsaharienne,
d’Europe, et du Moyen Orient, et a contribué a la détermination de I’identité génétique

de la population Algérienne en général et du Nord-Est Algérien en particulier.
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5.2 Etude génétique

Cette partie traite les caractéristiques sociodémographiques de 1’échantillon
génétique ainsi que les résultats de 1’étude du génotype ABO par biologie moléculaire
dans la population du Nord-Est Algérien, et une étude comparative avec d’autres

populations.

5.2.1 Résultats

5.2.1.1 Description de I’échantillon génétique

L’étude genétique par biologie moléculaire a concerné 117 donneurs de sang, tous
originaires des wilayas du Nord-Est Algérien. L’age moyen de notre échantillon est de
36.02 ans avec des extrémes de 19 a 52 ans, la tranche d’age la plus représentée est
entre 37 a 45 ans (Figure 5.10). L’échantillon est composé de 101 hommes soit
(86.32%) et 16 femmes soit (13.68%), avec un sex ratio H/F de 6.31 (Figure 5.11). Le
phénotype A est présent chez 39 sujets, 20 sujets sont de phenotype B, 06 individus
AB et le phénotype O est présent chez 52 sujets.
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Figure 5.10 Répartition de 1’échantillon de 1’étude génotypique selon I’age.
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E Homme

EH Femme

Figure 5.11 Répartition de 1’échantillon de I’é¢tude génotypique selon le sexe.

5.2.1.2 Fréquence des génotypes ABO dans le Nord-Est Algérien déterminées par

biologie moléculaire

L’analyse par PCR-SSP multiplex, en se basant sur 08 réactions de PCR

indépendantes utilisant en plus du contrdle interne, 08 amorces a la recherche des

génotypes ABO courants (Figure 5.12), et 08 autres réactions de PCR qui utilisent

aussi en plus du contrdle interne, plusieurs couples d’amorces a la recherche des

variants ABO rares.

Y —

——

PCR-Product (bp) |[134| 133|194 (193 | 195|194 | 172 | 173
PP Non Non Non Non
Specificity 01 01 02 02 B B8 A2 A2
Interpretation Pos | Pos | Neg | Pos | Pos | Pos | Neg | Pos
— - - - .-

8 2 - ea= = -

Figure 5.12 Profil électrophorétique des génotypes ABO (le génotype est O1B)@™,
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Les fréquences observées suite a 1’étude des génotypes ABO par biologie moléculaire
sur la population du Nord-Est Algérien présentées sur le tableau 5.8, sont AiA;
(5.99%), A1A2 (4.27%), A101 (11,12%), A102 (1,71%), A20:1 (7,7%), les génotypes
AcA2, A202, et 0202, n’ont pas été détectés dans cette étude, par contre A*O1 (2,56%),
A* correspond a des alleles A autres que Az et A2 qui vont étre etudiés en deétaille lors
de la discussion de I’étude génétique. Pour le groupe B le génotype BB represente
(1.71%) des génotypes, BO: (14.53%), BO> (0.85%). Concernant le groupe AB le
génotype A:B représente (4.27%) et A:B (0.85%) de tous les génotypes. Enfin les
génotypes 0101 (35,90%), 0102 (8,54%) alors qu’aucun genotype O202n’a été mis en

évidence dans cette étude.

A partir de ces résultats, on constate que dans notre population d’étude le génotype
0101 est le plus fréquent, suivi par les génotypes BO: et A10;, alors que les génotypes

les moins fréquents détectés sont les génotypes O2B et A2B.

Dans notre étude 43,6% des individus sont homozygotes pour les alléles étudiés,
dont 5.99% A:A1, 1,71% BB et 35,90 % O:10:. Alors que 56,4% sont hétérozygotes.

Tableau 5.8 Fréquences des genotypes ABO déterminées par biologie moléculaire :

Phénotypes N Génotypes n %
A1A1 07 5.99
A1A2 05 4.27
A0 13 11.12
A 39 A10; 02 1.71
A201 09 7.7
A20; 00 00
AA; 00 00
A"O, 03 2,56
BB 02 1.71
B 20 BO: 17 14.53
BO: 01 0.85
AB 06 Ai1B 05 4.27
A:B 01 0.85
010 42 35.90
O 52 0102 10 8.54
020, 00 00
Total 117 Total 117 100
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Figure 5.13 Reépartition des génotypes dans la population du NE-Algérien selon les

alleles ABO
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Dans notre population d’étude, la fréquence du génotype AA est estimée a 10.26%,

AO (23,08%), le genotype BB qui est le moins fréquent des génotypes observés sa
fréquence est de 1.71%, (15,38%) pour le géenotype BO, 5.13% pour AB, et 44.44%

pour le génotype OO le plus fréguent des génotypes observes.

La comparaison entre les génotypes observés et calculés (Tableau 5.9), n’a pas

montrée de différence significative avec une P-value = 0.512 > 0.05, donc notre

population est en equilibre de Hardy Weinberg.

Tableau 5.9 Fréquences des génotypes observés et calculés.

Observés Calculés

Génotype N % N %

AA 12 10.26 5.22 4.46

AO 27 23.08 33.71 28.81

BB 2 1.71 1.33 1.14

BO 18 15.38 17.05 14.57

AB 6 5.13 5.28 451

00 52 44.44 54.41 46.51

Total 117 100 117 100

45,00% y 44,44%

40,00% g

35,00% e

20.00% g 23,08%

25,00% d =

20,00% d 15,38%

15,00% L 10,26%

10,00% ? 5,13%

1,71%
5,00% I I
L -j ﬂ L A - '_./f?
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Figure 5.14 Fréquences des génotypes ABO dans la population du NE-Algérien.
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5.2.1.3 Fréquence des alléles ABO déterminée par biologie moléculaire

En plus des cing alleles courants qui ont pu étre mis en évidence dans notre étude,
ABO*A1, ABO*A,, ABO* B;, ABO*0.0; et ABO*0.02, d’autres alleles rares ont été
rencontrés dans la population du Nord-Est Algérien, essentiellement des variants de
’alléle A (tableau 5.10).

Tableau 5.10 Fréquences des alléles ABO déterminées par biologie moléculaire :

Alléles N %
Aq 39 16.67
A, 15 6.41
A* 03 1.28

B 28 11.97
0O; 136 58.12
0, 13 5.55

Total 234 100

Dans notre population d’étude 1’alléle Oz est le plus fréquent (58,12 %), suivi de
Iallele A1 (16,67%), de I’alléle B (11,97%), puis de Ialléle A2 (6,41%), et I’allele O2
est le moins fréquent (5.55%). En revanche nous avons mis en évidence 03 alleles A
autre que Al et Az. Donc I’ordre de fréquence des alleles identifiés est le suivant : O1 >
A1>B > A2 > 02,

Ces résultats montrent que I’all¢le O est largement majoritaire dans cette population
avec une fréquence globale de (63,67%), suivie par l’allele A (24,36%), et enfin
I’allele B le moins fréquent (11,97%).
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Figure 5.15 Fréquences des alléles ABO déterminées par biologie moléculaire.

5.2.1.3 Comparaison avec d’autres populations

Tableau 5.11 Comparaison des fréquences géniques ABO avec d’autres populations.

Population N A1 Az B 01 O, | Autres | Références
N-E. ALG 117 0.1667 | 0.0641 | 0.1197 | 0.5812 | 0.0555 | 0.0128 | Présente étude
Mar 69 0.145 | 0.072 | 0.145 | 0.594 | 0.022 | 0.022 | Fregel R et al. 2005 %4
Mau 30 0.117 | 0.067 | 0.133 | 0.633 | 0.017 | 0.033 | Fregel R et al. 2005 %%
Sah Occi 66 0.152 | 0.076 | 0.152 | 0.599 | 0.015 | 0.008 | Fregel R et al. 2005 %4
Kwt 166 0.1296 | 0.0301 | 0.1627 | 0.5603 00 0.1175 | Yip S et al. 2006 6>
Chn 834 | 0.2134 | 0.0024 | 0.2086 | 0.5731 | 0,0012 | 0.0012 | Zhu F et al. 2010 5
Alm 113367 | 0.2063 | 0.0687 | 0.095 | 0.3662 | 0.2208 | 0.043 | Lang K et al.2016 (04
Cor 222 0.2725 00 0.1982 | 0.5293 00 00 Song SH et al. 2006 %2
Ita 232 0.142 | 0.023 | 0.153 | 0.650 | 0.015 | 0.017 | Nishimukai et al. 2009 )
Pol 170 0.223 | 0.041 | 0.168 | 0.544 | 0.023 00 Umbria M et al. 2014 58
Esp2 108 0.273 | 0.019 | 0.088 | 0.583 | 0.037 00 Umbria M et al. 2014 69
Esp3 165 0.194 | 0.024 | 0.027 | 0.693 | 0.009 | 0.052 | Fregel R etal. 2005 @%
Ind 201 0.165 | 0.02 | 0.2650 | 0.455 | 0.095 | 0.005 | Ray Setal.2014 59
Jord 150 0.220 | 0.05 | 0.130 | 0.600 0 0 Irshaid et al. 2002 79

La comparaison des fréquences des alleles ABO de notre population d’étude avec

d’autres populations Maghrébines, Africaines et mondiales (tableau 5.11), montre que

I’allele A1, est moins fréquent chez les populations Maghrébines par rapport aux

populations Asiatiques et Européennes. Sa frequence la plus élevée est enregistrée
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dans la population Espagnole@®) (Esp2) (27,30%), et Coréenne®®) (27,25%). Alors
que la fréquence la plus faible a été enregistrée en Mauritanie %64 (11,70%). Quant a
I’allele Az, nos résultats montrent qu’il est généralement plus fréquent chez les
Maghrébins par rapport aux populations Asiatiques et Européennes a I’exception de
I’ Allemagne®® qui a enregistré la fréquence la plus élevée (6,87%) aprés le Sahara
Occidentale@) (7.6%), et le Maroc(@4 (7,2%), tandis que la fréquence la plus basse a
été enregistrée chez la population Espagnole@®) (Esp2) (1,9%), et aucun allele A2 n’a

été mis en évidence chez la population Coréenne(@52) étudiée.

La fréquence la plus élevée de ’allele O1 a été enregistrée dans la population
Espagnole@® (Esp3) avec (69,30%), la fréquence la moins élevée a été observée chez
les Allemands% (36,62%), alors que cette population allemande a enregistré une
fréquence particulierement élevée de I’allele O. (22,08%) par rapport aux autres
populations ou cet allele est parfois indétectable, notamment en Corée(2 et au

Kuweit(269),

- Distances génétiques

L’¢étude des distances génétiques entre notre population d’étude et les populations
choisies pour la comparaison (Tableau 5.12), montre que notre population d’étude est
génétiquement trés proche des populations maghrébines avec une distance moyenne de
(0.064), notamment le Maroc (0.05), le Sahara Occidentale (0.058) et la Mauritanie
(0.085), et les populations les plus éloignées sont les populations Européennes avec
une distance moyenne de (0.1492) a savoir, la population Allemande (0.277), et
Basque (Esp3) (0.165), et la distance moyenne de notre population avec les

populations Asiatiques est de (0.1436).
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Tableau 5.12 Matrice des distances génétiques selon la distribution des alleles ABO.

NE,ALG Mar Mau Socc Kwt Chn Alm Cor Ita Pol Esp2 Esp3 Ind Jord
NE,ALG ,000
Mar ,050 ,000
Mau ,085 ,051 | ,000
Socc ,058 ,020 | ,059 | ,000
Kwt ,137 14 | ,123 | ,128 | ,000
Chn ,131 ,122 | ,155 | ,115 | ,154 | ,000
Alm ,277 ,313 | ,350 | ,323 | ,322 | ,332 | ,000
Cor ,166 172 | ,212 | ,166 | ,193 | ,074 | ,311 | ,000
Ita ,099 ,075 | ,059 | ,075 | ,137 | ,122 | ,365 | ,186 | ,000
Pol ,093 ,103 | ,149 | ,0908 | ,153 | ,067 | ,281 | ,076 | ,137 | ,000
Esp2 ,122 ,153 | ,181 | ,151 | ,205 | ,141 | ,299 | ,129 | ,163 | ,105 | ,000
Esp3 ,165 172 | ,152 | ,176 | ,211 | ,225 | ,398 | ,256 | ,147 | ,215 | ,160 | ,000
Ind ,202 ,206 | ,246 | ,208 | ,211 | ,169 | ,241 | ,176 | ,240 | ,262 | ,251 | ,352 | ,000
Jord ,082 ,086 | ,116 | ,078 | ,158 | ,096 | ,327 | ,122 | ,102 | ,072 | ,085 | ,153 | ,229 | ,000
- Analyse par Composante Principale
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Figure 5.16 Analyse par Composante Principale.
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Les résultats de I'ACP présentés sur la (figure 5.16), illustre la comparaison de notre
population avec d’autres populations Maghrébines et mondiales, réalisée a partir des
fréquences des alleles ABO A; A2 B O1 O, et autres alleles. Cette étude montre une
variabilité globale de 63,27%, et que le premier composant représentant 31,71% de la
variation, est principalement déterminé par 1’allele O2 qui est corrélé positivement a
cet axe, mais aussi par 1’alléle O1 qui est corrélé négativement a cet axe, la population
qui exprime plus d’allele O et moins d’alléle Oy, est positionnée davantage a la droite
de ce vecteur, cela a fait que la population Basque (Esp3) est en extréme gauche, vu
que c’est la population qui exprime le plus 1’allele O, tandis que la position de la
population Allemande qui est a I’extréme droite par rapport a cet axe, et liée
essentiellement au fait que cette population exprime une fréquence particulierement
élevée de I’allele Oo, et que c’est la population qui présente la fréquence la plus faible
de I’alléle O1. Cet axe oppose notre population d’étude, avec la population Allemande,

Indienne et polonaise aux autres populations étudiées.

La deuxiéme composante expliqgue 31,56% de la variation, et est correlée
positivement avec 1’allele A2, alors que I’alléle A1 semble avoir une corrélation
négative avec le deuxiéme axe, leur distribution au niveau des populations étudiées
explique en grande partie leur positionnement par rapport a cet axe, qui oppose
I’ensemble des populations Maghrébines en plus du Koweit regroupées dans la partie
positive en haut du deuxiéme vecteur, aux populations Asiatiques, on constate aussi
que I’Allemagne qui exprime fortement 1’alléele A2, est positionnée au niveau de la
partie positive de cet axe, les autres populations Européennes ont pris des positions
divergentes de part et d’autre de cet axe, comme 1’Italie et la population Basque (Esp3)
qui sont positionnées sur la partie positive de cette composante, alors que la population

Espagnole (Esp2) et polonaise (Pol) sont positionnées au niveau de la partie négative.

- Laclassification hiérarchique ascendante

L’analyse du dendrogramme (Figure 5.17) obtenu suite a la classification
hiérarchique ascendante, nous a permis de constater le regroupement des populations
choisies pour la comparaison en trois clusters essentiels selon leur rapprochement en

fonction de la distribution des alleles ABO, a savoir :
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- Le premier cluster regroupe I’Italie, le Koweit, la population Basque (Esp3), et

I’ensemble des populations Maghrébines.

- Le deuxieme cluster regroupe la Pologne, I’Espagne et I’ensemble des populations

Asiatiques a I’exception de I’Inde.

- Le troisieme cluster regroupe I’ Allemagne, et I’Inde.
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Figure 5.17 Classification Hiérarchique Ascendante de la distribution des alleles
ABO.
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5.2.2 Discussion

L’¢étude du polymorphisme génétique ABO par biologie moléculaire au moyen de la
technigue de PCR-SSP, qui nous a permis de mettre en évidence en plus des alléles A,

Az, B, O3, et Oy, d’autres variants rares des alléles ABO.

Nos résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative (p>0.05) entre les
fréquences des génotypes observées et ceux calculées a partir des fréquences alléliques
de I’échantillon sérologique. L’ordre de fréquences des génotypes observees dans
notre population est le suivant : OO > AO > BO > AA > AB > BB, cela ne concorde
pas avec les génotypes observés dans la population de 1’Ouest Algérien Deba T®"), ou
I’ordre des fréquences était OO > AO > BO > AB > AA > BB, et le génotype AA soit
(2.23%) etait moins fréquent que le génotype AB soit (3%) contre respectivement
(10,26%) et (5,13%) dans notre population d’étude. Méme constatation avec les autres
populations comparées ou le génotype AB est plus fréquent que le génotype AA, le
Kuweit®) AB (13,86%), AA (3,97%), Palestine@%® AB (7,5%), AA (4,5%), en
Chine@6) AB (8,86%), AA (5,27%), en Pologne@®) AB (10,5%), AA (7,1%), en
Espagne®@®®) (Esp2) AB (8,3%), AA (7,4%), en Inde %% AB (10%), AA (03%) et en
Jordanie®’% AB (14%), AA (05%). Cette constatation est liée en grande partie a la forte
fréquence de I’alléle A et la faible fréquence de 1’alléle B dans notre population par
rapport aux autres populations étudiées, a I’exception de la population Espagnole(@®)
(Esp2) ou les deux alleles A et B sont plus fréquents que dans notre population, mais

avec plus de génotype AO et OO et AB que AA que dans notre population.

Les fréquences des génotypes observées dans notre population en fonction des
alleles ABO déterminés par PCR-SSP, montrent que le génotype O10; est le plus
fréquent et représente (35.90) % des genotypes, cela est lié essentiellement a la grande
fréquence de I’allele O1 qui dépasse les autres alléles étudiés, alors que le BO2 et A2B
sont les moins fréquents avec 0,85%, sachant qu’aucun génotype A2A2, A20O2 ou 020>

n’a été observé chez notre population d’étude.
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Quant aux fréquences des alleles ABO, I’ordre des fréquences est :

ABO*01 > ABO*Al > ABO*B > ABO*A2 > ABO*O2. En plus de ces alléles,
d’autres alléles plus rares ont été mis en évidence, dont I'un est un ABO*Auss, le
deuxiéme est aussi un variant de I’alléle A qui est probablement un Aweak (a ne pas
éliminer un ABO*Azs), le dernier est soit un variant rare de 1’alléle A qui n’agglutine
pas les sérums anti-A et anti-AB, ou un variant de I’alléle O, le polymorphisme de ces

variants sera mieux précisé par le séquencage du gene ABO.

- Interprétation des résultats des alléles rares observés dans notre étude

Cas numéro 01 : Il s’agit d’une difficulté de groupage ; la sérologie sur plaque
(Figure 5.18) montre une agglutination avec le sérum anti-A presque inapercue, et
d’une fagon contradictoire une trés faible agglutination avec I’Hématie-A aussi
presque invisible, négatif avec le sérum anti-B, fortement positif avec 1’ Anti-D, et tres

faible avec le sérum anti-AB, est une positivité normale avec 1’hématie-B.

i anti-AB anti-D
anti-A anti-B

i i 9@e@s

Figure 5.18 Groupage du cas numéro 01 sur plaque en double détermination. (Les

agglutinations tellement faibles avec anti-A et hématie-A sont presque invisibles sur photos)

Le méme aspect a été observé sur carte gel, avec une faible agglutination avec sérum
anti-A et avec I’hématie-A (Figure 5.19).
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Figure 5.19 Groupage du cas numéro 01 sur carte gel

Cette intensité d’agglutination est largement plus faible que celle du groupe A, et
méme plus faible que celle du phénotype As.ll s’agit trés probablement d’un variant A
faible. Les caractéristiques sérologiques de ce cas confrontées aux caractéristiques
sérologiques principales des phénotypes A faible (Tableau 1.3). Oriente vers I’un des
phénotypes suivants : Ax, Aend, Abantu, Afinn (& Ne pas éliminer un As). Le génotypage

par biologie moléculaire a donné le profil suivant :

Figure 5.20 profil du génotype du cas numéro 01.
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En interprétant le profil de ce sujet on constate que 1'un des alléles est un O1 et

I’autre est I’un des alléles suivants :

(ABO*Az), ou un (ABO*Aweak) correspondant a I’un des trois phénotypes suivants
(A3, Aweak, OU Agantu), et présentant le polymorphisme 1061delC.

Donc en confrontant les résultats de la sérologie avec celles de la biologie
moléculaire, on conclu qu’il s’agit trés probablement d’un alléle Aweak, & Ne pas

éliminer un alléle Az plus précisément un ABO*As oa.

Cas numéro 02 : concernant cet individu, la sérologie montre un sujet du groupe O
sans particularité avec une concordance entre I’épreuve sérique et globulaire. Le
donneur est consentant pour 1’étude génotypique par biologie moléculaire, et a ce
moment-la son génotype (Figure 5.21) montre la présence d’un alléle O; avec la
présence d’un autre allele non Oz et non Oq, et qu’il s’agit probablement d’un variant
rare de I’allele A responsable d’un phénotype qui n’agglutine pas avec les sérums anti-

A et anti-B, ou d’un variant de I’alléle O autre que O1 et O2.

La recherche des alleles rares ABO par biologie moléculaire a montré qu’il s’agit
bien d’un alleéle Aweak €t plus probablement un ABO*Aw.13 (Figure 25) présentant le

polymorphisme 2T>C.
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Figure 5.21 Génotype du cas numéro 02 avec la mise en évidence d’un alléle ABO rare.

Cas numéro 03 : il s’agit d’un sujet avec une sérologie qui montre un phénotype O
avec une concordance entre 1’épreuve sérique et globulaire, et un genotype, qui a
permis de mettre en evidence un alléle Oz et un autre allele non Oy, autre que Oz, A1, B

et Az, et qui présente les polymorphismes suivants : 261G, 802G, 803G, 1061C.

La recherche de certains alleles rares est revenue négative, en confrontant la
sérologie a la biologie moléculaire, on a conclu qu’il s’agit soit d’un polymorphisme
répertori¢é mais qui n’est pas détecté par notre réactif, soit d’un polymorphisme
spécifique de notre population d’étude qui n’est pas encore répertorié, a rechercher par

un séquencage de I’ADN (Figure 5.22).

Il peut s’agir d’un variant rare de D’allele A responsable d’un phénotype qui
n’agglutine pas avec les sérums anti-A et anti-AB, ou un variant de 1’alléle O (non O1

et non Oy), autre que les alléles si-dessous recherchés et revenus négatifs :
Les alléles recherchés et revenus négatifs pour les variants A rares :

ABO*Aw.04/11/.43, ABO*AgeL02, ABO*Aw.3001.02, ABO*Aw.0s, ABO*Awo7, ABO*Aw.os,
ABO*Az02, ABO*Aw.s5, ABO*AeL01, ABO*AgL0s, ABO*a301, ABO*Aw.13, ABO*Aw.os,
ABO*A2.05, ABO*Aw34, ABO*Az.02, et ABO*A2.03.
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| Recherche des
: alléles rares
'

Figure 5.22 Génotype du cas numéro 03 avec la négativité de certains alleles ABO rares.

Les alléles recherchés et revenus négatifs pour les variants O rares :

ABO*0.01.45(045), ABO*0.02.04(0s0), ABO*0.07(014), ABO*O.03(O0s), ABO*O.08 (O15),
ABO*0.0123(023).

Le séquencage de I’ADN permettra la confirmation avec précision des
polymorphismes des alleles mis en évidence dans les trois cas étudiés.

- Comparaison inter-populationnelle

La comparaison des fréquences des alleles ABO entre les différentes populations
mondiales sélectionnées, a montré que 1’allele Az est plus fréquent chez les Asiatiques
et les Européens par rapport aux populations Maghrébines, sa fréquence la plus élevée
est enregistrée chez la population Espagnole®®) (Esp2) et Coréenne®%? avec
respectivement (27,30%) (27,25%). Alors que la fréquence la plus faible a éte

enregistrée en Mauritanie@% (11,70%). Quant a I’alléle A2, nos résultats montrent
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qu’il est généralement plus fréquent chez les Maghrébins par rapport aux autres
populations Mondiales (0,076 au Sahara Occidentale?®® et 0,072 au Maroc(?%%). Seule
la population Allemande®) a exprimé une fréquence relativement élevée de cet alléle

par rapport aux autres populations Européennes (0.0687).

Notre étude montre que I’allele A2 semble étre un marqueur des populations
Maghrébines qui I’expriment avec une fréquence moyenne de (0.0698%), et qui
dépasse toutes les fréquences des autres populations sélectionnées pour la
comparaison, avec une moyenne d’expression de (0.0351) chez les Européens et de
(0.0205) chez les Asiatiques. Et la forte expression de cet allele explique le fait que les
populations Maghrébines occupent une position particuliere suite a 1’ACP
essentiellement par rapport au deuxiéme axe en comparaison avec les autres

populations.

La population Basque®@ (Esp3) exprime fortement 1’alléle O1 avec (69,30%), alors
que la population Allemande a enregistré la fréquence la plus faible de ’alléle O
(36,62%), mais elle a exprimé 1’allele O» avec une fréquence exceptionnellement
élevée a savoir (22,08%), sachant que 1’Inde®6% a enregistré la deuxiéme fréquence la
plus élevée de cet alléle et qui n’a méme pas dépassé les 10%, a savoir (9,5%). Cet

allele O semble étre un marqueur génétique de la population Allemande.

Cette comparaison témoigne que notre population est genétiquement fidele a sa
position géographique, constaté par un faible niveau d’hétérogénéité génétique avec
les populations Maghrébines par rapport aux autres populations étudiées, et une
distance moyenne de (0.064). La population Marocaine®@4 est la plus proche de la
notre avec une distance génétique de (0.05). Cette constatation a été mieux illustrée
par I’ACP (Figure 5.16), qui montre un regroupement des populations Maghrébines,
qui ont pris des positions rapprochées par rapport aux deux axes, et les arbres obtenus
par classification hiérarchique (Figure 5.17) consolident aussi cette constatation avec
des nceuds entre les populations Maghrébines dont les hauteurs sont relativement plus

proches.
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Alors que les Européens sont les plus €loignés par rapport a notre population, la
population Allemande( est la plus éloignée de la notre avec une distance génétique
de (0.277), suivie par la population Basque®@ (0.165) lié aux caractéristiques
anthropologiques de ces populations responsables de leur singularité, et marquées par
leur forte endogamie, partage de langue unique, de traditions et de religion, avec peu
de contacts avec les populations Maghrébines, méme résultat observé dans 1’étude de
Fregel R et al@. contrairement a la population Espagnole®®®) totale, les populations
Italienne7”) et polonaise®@®®), cette derniére considérée selon notre étude comme la
population européenne la plus proche génétiqguement de notre population avec une
distance génétique de 0,093, cela est en rapport avec plus de brassage historique de ces
trois populations avec les populations Maghrébines, en comparaison avec les

populations Basque et Allemande.

La Jordanie®@’9 est la population Asiatique la plus proche de notre population avec
une distance génétique de (0.082). Alors que I’'Inde®® représente la population
Asiatique la plus éloignée de la notre (0.202), essentiellement du fait de sa trés forte

expression de 1’alléle B qui dépasse celle de toutes les autres populations étudiees.

Cela montre que les mouvements populationnels et les mixtions entre les populations
Maghrébines en général et notre population d’étude en particulier, étaient plus
prononces avec certains pays des continents européen et asiatique par rapport a
d’autres pays appartenant aux mémes continents, ce qui a fait que les distances
génétiques ne sont pas parfaitement corrélées aux distances géographiques, mais
beaucoup plus a d’autres facteurs historiques comme les colonisations, les échanges
commerciaux, les conquétes Islamique...etc. et cela est bien démontré dans le
dendrogramme de la classification hiérarchique ascendante, ou I’¢loignement des
hauteurs des nceuds entre les populations est la composition des trois groupes
constituant cet arbre, n’est pas parfaitement corrélé a 1’éloignement géographique, a
I’exception du groupe 01 (Figure 5.17) composé des populations Maghrébines en plus

de I’'Italie, le Koweit et les Basques.
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En I’absence d’études génétiques sur les populations subsahariennes et Africaines en
général, nous n’avons pas pu positionner notre population d’étude et estimer les

distances genétiques par rapport aux populations du continent Africain.

Des variants rares des alleles ABO, autres que les alleles réveélés par cette étude (A1,
Az, B, 01, 02), ont pu étre mis en évidence dans notre population Nord-Est Algérienne,
el la détermination avec précision des bases moléculaires de leurs polymorphismes

nécessite un séquencage direct du gene ABO.
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Conclusion et perspectives

Notre travail consiste en 1’étude du polymorphisme génétique ABO par biologie
moléculaire sur la population du Nord-Est Algérien, afin de déterminer les fréquences
phénotypiques, alléliques, et pour la premiére fois géeniques de ce systeme dans cette
population. Selon nos résultats, le groupe O est le plus fréquent avec 46.32% de la
population, et le phénotype AB est le moins fréquent avec 4.28% des individus, I’ordre
des fréquences des alleles ABO est O>A>B avec respectivement 0.6820, 0.2112,
0.1068. Alors que I’ordre de fréquence des génotypes ABO déterminés par biologie
moléculaire est OO > AO > BO > AA > AB > BB avec respectivement des fréquences
de: 44.44% > 23.08% > 15.38% > 10.26% > 5.13% > 1.71%. La comparaison entre les
fréquences des phénotypes observeés et attendus, et entre les fréquences des génotypes
observés et attendus, ont montré que notre population est en équilibre de Hardy

Weinberg.

En plus des alleles ABO, A1, Az, B, O1 et O2 mis en évidence par biologie
moléculaire, dont les fréquences sont respectivement : 16.67%, 6.41%, 11.97%,
58.12%, 5.55%, trois variants ont été mis évidence, dont deux variants rares de 1’alléle
A, et un troisiéme variant qui pourra étre un variant de I’allele A qui ne donne pas
d’agglutination avec le sérum anti-A, ou un variant de ’all¢le O, le polymorphisme de
ces variants sera mieux précisé par séquencage du gene ABO. Dans notre étude aucun

des génotypes A2A2, 0202 ou A202 n’a été mis en évidence.

Ces résultats nous ont permis a la fois d’enrichir nos connaissances sur la diversité
génétique a I’échelle de cette région en particulier et a 1’échelle nationale d’une
maniére générale, et de mieux caractériser le patrimoine génétique de notre population.
Mais aussi d’estimer les distances génétiques entre notre population d’étude et d’autres

populations nationales, Maghrébines, et mondiales.
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A travers I’é¢tude comparative avec d’autres populations, nous avons constaté que
notre population d’étude est tres proche genétiguement des autres populations
Algériennes, mais aussi des populations maghrébines, qui en plus du rapprochement
géographique, partagent un fonds historique, culturelle et linguistique, avec un
héritage religieux musulman pour la grande majorité du peuple de cette région. Les
différences génétiques étaient moins prononcées avec les populations Subsahariennes,
qu’avec les populations Européennes et Asiatiques, ces distances génétiques ne sont
pas toujours bien corrélées aux distances géographiques, et qui sont influencées par
d’autres facteurs engendrant plus de mixtions avec certaines populations qu’avec

d’autres.

La localisation géographique de notre population aux portes de I’Afrique, et sur la
rive sud de la Méditerranée, associé a plusieurs événements historiqgues comme les
envahissements, les échanges commerciaux, et les conquétes Islamiques, ont été a
I’origine de beaucoup de mouvements et de brassages populationnels qu’a connu notre
région, et contribuant ainsi a la complexit¢ et a I’identité génétique de notre

population.

Notre travail sera poursuivi, par une étude sur un échantillon plus large, pour mieux
estimer les fréquences génotypiques, mettre en évidence plus de variants des alleles
ABO, cumuler les connaissances sur la variation génétique de notre population. Et
établir les différentes associations entre systtme ABO et certaines maladies. Un
séquencage du gene ABO permettrait de mieux préciser le polymorphisme génétique
des alleles ABO.
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Names for ABO (ISBT 001) blood group alleles v1.1 171023

Names for ABO (ISBT 001) Blood Group Alleles

General description:

Gene name:
Number of exons:
Initiation codon:
Stop codon:
Entrez Gene ID:
LRG sequence:

Reference allele:

The ABO system was discovered as in 1900 and is considered the first and
clinically most important system. The ABO gene and its 7 coding exons
give rise to one of two principally different glycosyltransferases. The A
glycosyltransferase (GTA) catalyzes the addition of a donor substrate,
UDP-N-acetylgalactosamine, to an acceptor substrate known as the H
antigen. The B glycosyltransferase (GTB) differs by only four amino-acid
substitutions from GTA and performs the same enzymatic reaction but
uses UDP-galactose as donor substrate. In this way, genetic polymorphism
gives rise to two related antigens in this system. Any polymorphism or
mutation that changes the activity or specificity of the encoded enzyme
may therefore alter the ABO phenotype. Alterations that completely
abolish enzymic activity give rise to the blood group O phenotype, in
which the H antigen remains unconverted and no A or B antigen can be
detected. If the genetic alteration decreases the activity of the enzyme, or
alters its subcellular location and thereby decreases conversion of H to A
or B, a weak A or B subgroup phenotype can result. Furthermore, certain
polymorphisms result in promiscuous enzymes that can synthesize both A
and B antigen, thereby resulting in the so-called cisAB or B(A)
phenotypes. The A phenotype is divided into A; and Az. The former is
more prevalent in all populations and has approximately 5 times more A
epitopes per red cell. The GTA: is also better than GTA: at synthesizing
certain forms of A, .e.g. A type 3 and 4.

In addition to the A and B antigens, two other antigens are included in the
ABO system, namely A,B and Al. The former is a joint epitope on A or B
antigen and is therefore present in both A, B and AB phenotypes. The
exact biochemical nature of the Al antigen has been more controversial
but has been proposed to represent A type 4.

ABO

7

Within exon 1

Within exon 7

28

NG_006669.1 (genomic)
NM_020469.2 (transcript)
ABO*A1.01 (shaded)
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Names for ABO (ISBT 001) blood group alleles v1.1 171023

Molecular bases associated with the A1, A2 and weak A phenotypes

Reference allele ABO*A1.01 encodes A glycosyltransferase that synthesizes A antigen.

Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon Predicted amino acid
change
Ax ABO*A1.01
Ax ABO*A1.02 c.467C>T 7 | p.Prol56Leu
Az ABO*A2.01 C.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Az ABO*A2.02 €.1054C>T 7 | p.Arg352Trp
Az ABO*A2.03 €.1054C>G 7 | p.Arg352Gly
Az ABO*A2.04 C.297A>G; 6
c.526C>G; c.657C>T,; 7 | p-Argl76Gly; p.Gly235Ser;
€.703G>A; c.771C>T,; p.Val277Met
C.829G>A
Az ABO*A2.05 €.467C>T; c.1009A>G 7 | p-Prol56Leu; p.Arg337Gly
Az ABO*A2.06 c.1061delC 7 | p.Pro354Argfs*23
Az ABO*A2.07 €.539G>C 7 | p.Arg180Pro
Az ABO*A2.08 €.467C>T; ¢.539G>C 7 | p.Prol56Leu; p.Arg180Pro
Az ABO*A2.09 C.467C>T; c.527G>A; 7 | p-Prol56Leu; p.Argl76His;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Az ABO*A2.10 C.268T>C; 6 | p.Trp90Arg;
c.467C>T 7 | p.Prol56Leu
Az ABO*A2.11 C.266C>T; 6 | p.Pro89Leu;
c.467C>T 7 | p.Prol56Leu
Az ABO*A2.12 €.190G>A,; 4 | p.Val64lle;
c.527G>A; c.1061delC 7 | p.Argl76His;
p.Pro354Argfs*23
Az ABO*A2.13 Cc.467C>T; c.742C>T 7 | p.Prol56Leu; p.Arg248Cys
Az ABO*A2.16 c.106G>T; 3 | p.Val36Phe;
€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
c.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Az ABO*A2.17 c.407C>T; c.467C>T 7 | p-Thrl36Met; p.Prol56Leu
Az ABO*A2.18 C.467C>T; c.722G>A 7 | p-Prol56Leu; p.Arg241GlIn
Az ABO*A2.19 c.467C>T; c.778G>A 7 | p.Prol56Leu; p.Glu260Lys
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Names for ABO (ISBT 001) blood group alleles v1.1 171023

Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon Predicted amino acid
change
Az ABO*A2.20 c.467C>T; c.829G>A 7 | p-Prol56Leu; p.Val277Met
As ABO*A3.01 c.871G>A 7 | p.Asp291Asn
As ABO*A3.02 €.829G>A,; c.1061delC 7 | p.Val277Met;
p.Pro354Argfs*23
As ABO*A3.03 €.838C>T 7 | p.Leu280Phe
As ABO*A3.04 C.467C>T; c.539G>A; 7 | p-Arg1l80His; p.Prol56Leu;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
As ABO*A3.05 c.820G>A 7 | p.Val274Met
As ABO*A3.06 c.467C>T; c.820G>A 7 | p-Prol56Leu; p.Val274Met
As ABO*A3.07 C.467C>T; c.745C>T 7 | p.Prol56Leu; p.Arg249Trp
Aweak ABO*AW.01 c.407C>T; c.467C>T,; 7 | p.Thrl36Met; p.Prol56Leu;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.02 ¢.350G>C; 6 | p.Glyl17Als;
€.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.03 €.203G>C; 4 | p.Arg68Thr;
c.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.04 Cc.721C>T 7 | p.Arg241Trp
Aweak ABO*AW.05 €.965A>G 7 | p.Glu322Gly
Aweak ABO*AW.06 ¢.502C>G 7 | p.Argl68Gly
Aweak ABO*AW.07 €.467C>T; c.592C>T,; 7 | p.Prol56Leu; p.Arg198Trp;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.08 €.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
C.297A>G; 6
€.488C>T; ¢.526C>G; 7 | p-Thrl63Met; p.Argl176Gly;
c.802G>A p.Gly268Arg
Aweak ABO*AW.09 C.46G>A; 2 | p.Alal6Thr,
€.106G>T, 3 | p-Val36Phe;
C.188G>A,; 4 | p.Arg63His;
C.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
C.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.10 C.784G>A 7 | p.Asp262Asn
Aweak ABO*AW.11 €.523G>A,; c.721C>T 7 | p-Vall75Met; p.Arg241Trp
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Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon Predicted amino acid
change
Aweak ABO*AW.12 c.467C>T; c.556A>G 7 | p.Prol56Leu; p.Met186Val
Aweak ABO*AW.13 c.2T>C 1 | p.Ala2_Met20del
Aweak ABO*AW.14 c.467C>T; c.699C>A 7 | p.Prol56Leu; p.His233GIn
Aweak ABO*AW.15 C.374+4A>T Intron 6 | Altered splicing
Aweak ABO*AW.16 c.1A>G; 1 | p.Ala2_Met20del;
€.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.17 €.236C>T; 5 | p.Pro79Levu;
€.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.18 c.347T>C; 6 | p.lel16Thr;
€.467C>T; c.1061delC 7 | p.Prol56Leu;
p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.19 C.434A>G; c.467C>T; 7 | p-His145Arg; p.Prol56Leu;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.20 C.467C>T; c.607G>A; 7 | p.Prol56Leu; p.Glu203Lys;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.21 c.467C>T; c.607G>C; 7 | p.Prol56Leu; p.Glu203GlIn;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.22 C.467C>T; c.634G>A; 7 | p.Prol56Leu;Val212Met;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.23 C.467C>T; c.722G>A; 7 | p-Prol56Leu; p.Arg241Gin;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.24 C.467C>T; c.742C>T, 7 | p.Prol56Leu; p.Arg248Cys;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.25 C.467C>T; c.829G>A; 7 | p.Prol56Leu; p.Val277Met;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.26 C.467C>T; c.527G>A; 7 | p-Prol56Leu; p.Argl76His;
c.1061delC p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.27 €.527G>A,; c.1061delC 7 | p.Argl76His;
p.Pro354Argfs*23
Aweak ABO*AW.28 €.98+2T>C Intron 1 | Altered splicing
Aweak ABO*AW.29 c.311T>A 6 | p.lle104Asn
AxlAweak ABO*AW.30.01 | c.646T>A 7 | p.Phe216lle
AxlAweak ABO*AW.30.02 | c.646T>A; c.681G>A 7 | p.Phe216lle
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Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon Predicted amino acid
change

Ax/Aweak ABO*AW.31.01 | c.297A>G; 6
C.646T>A; c.681G>A; 7 | p-Phe216lle; p.Val277Met
C.771C>T; c.829G>A

Ax/Aweak ABO*AW31.02- | c.646T>A, c.681G>A; 7 | p-Phe216lle; p.Val277Met

05 C.771C>T; ¢.829G>A

Ax/Aweak ABO*AW.32 C.996G>A 7 | p.Trp332Ter

AxlAweak ABO*AW.33 c.467C>T; ¢.543G>T 7 | p-Prol56Leu; p.Trp181Cys

Ax/Aweak ABO*AW.34 C.467C>T; c.829G>A; 7 | p-Prol56Leu; p.Val277Met;
€.1009A>G p.Arg337Gly

Ax/Aweak ABO*AW.35 c.467C>T; ¢.860C>T 7 | p-Prol56Leu; p.Ala287Val

Ax/Aweak ABO*AW.36 Cc.607G>A 7 | p-Glu203Lys

Ax/Aweak ABO*AW.37 €.940A>G 7 | p.-Lys314Glu

Ax/Aweak ABO*AW.38 c.426G>C 7 | p-Met142lle

Ax/Aweak ABO*AW.39 c.385T>C 7 | p-Phel29Leu

AdAveak ABO*AW.40 C.499G>T 7 | p.Gly167Cys

Ax/Aweak ABO*AW.41 c.370A>G 6 | p.Lys124Glu

AdAveak ABO*AW.42 C.467C>T; c.905A>G 7 | p.Prol56Leu; p.Asp302Gly

AxlAweak ABO*AW.43 c.467C>T; c.721C>T 7 | p-Prol56Leu; p.Arg241Trp

Asinn/ Aweak ABO*AW.44 C.374+4A>G Intron 6 | Altered splicing

Abantu/ Aweak ABO*AW.45 €.203+1delG; Intron 4 | Altered splicing
€.467C>T; c.1061delC 7

Am ABO*AM.01 c.467C>T; c.761C>T 7 | p-Prol56Leu; p.Ala254Val

Am ABO*AM.02 C.664G>A 7 | p-Val222Met

Ael ABO*AEL.01 €.804dupG 7 | p-Phe269Valfs*124

Ael ABO*AEL.02 C.467C>T; Cc.646T>A; 7 | p.Prol56Leu; p.Phe216lle
C.681G>A

Ael ABO*AEL.03 €.804delG 7 | p-Phe269Serfs*20

Ael ABO*AEL.04 C.374+5G>A Intron 6 | Altered splicing

Ael ABO*AEL.05 c.467C>T; c.767T>C 7 | p-Prol56Leu; p.lle256Thr

Ael ABO*AEL.06 c.425T>C; c.467C>T 7 | p-Met142Thr; p.Pro156Leu

Ael ABO*AEL.07 Cc.467C>T; 681G>A, 7 | p.Prol56Leu; p.Val277Met

771C>T,; ¢.829G>A

Page 5 of 17
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Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon Predicted amino acid
change
Ael ABO*AEL.08 €.467C>T; ¢.804dupG p.Prol56Leu;

p.Phe269Valfs*124

The A103-A107 alleles in dbRBC do not give rise to an altered amino acid sequence compared to
other alleles, and so are not included here. A108 and A109 are listed as unpublished, and had no

phenotype registered in dbRBC. A214 and A215 represent the same coding sequence as

ABO*A2.01, but have been registered under other names due to intron polymorphisms. Also,
their phenotypes are not given in dbRBC. Some alleles listed above are unpublished, but have

been submitted to GenBank/dbRBC.

It is also noteworthy that many of the alleles registered as associated with the rare A2 phenotype
in Asia (e.g. A2.08, A2.13, A2.17, A2.18 and A2.20) cause amino acid substitutions that have been

associated with weaker A subgroups in other studies. In the case of A2.18 and A2.19, the
phenotype was given as A, not Ax.
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Molecular bases associated with the B and weak B phenotypes

The seven B-associated polymorphisms are only shown for the first allele but are present in all
the others except ABO*BEL.04, which uses A1.01. Differences compared to ABO*B.01, that
encodes B glycosyltransferase, are given.

Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon Predicted amino acid
change

B ABO*B.01 C.297A>G; 6
c.526C>G; c.657C>T,; 7 | p-Argl76Gly; p.Gly235Ser;
C.703G>A; c.796C>A,; p.Leu266Met; p.Gly268Ala
€.803G>C; c.930G>A

B ABO*B.02 €.892G>T 7 | p.-Ala298Ser

B ABO*B.03 c.559C>T 7 | p.Argl87Cys

Bs ABO*B3.01 €.1054C>T 7 | p.Arg352Trp

Bs ABO*B3.02 C.646T>A 7 | p.Phe216lle

Bs ABO*B3.03 C.155+5G>A Intron 3 | Altered splicing

Bs ABO*B3.04 c.247G>T 6 | p.Asp83Tyr

Bs ABO*B3.05 c.425T>C 7 | p-Met142Thr

Bs ABO*B3.06 c.547G>A 7 | p.Aspl83Asn

Bs ABO*B3.07 c.410C>T 7 | p.-Alal37Val

Bs ABO*B3.08 c.938A>C 7 | p.His313Pro

Bx/Bweak ABO*BW.01 c.871G>A 7 | p.Asp291Asn

Buweak ABO*BW.02 c.873C>G 7 | p-Asp291Glu

Buweak ABO*BW.03 Cc.721C>T 7 | p.Arg241Trp

Buweak ABO*BW.04 C.548A>G 7 | p.Asp183Gly

Buweak ABO*BW.05 c.539G>A 7 | p-Arg180His

Buweak ABO*BW.06 c.1036A>G 7 | p.Lys346Glu

Buweak ABO*BW.07 c.1055G>A 7 | p.-Arg352GIn

Buweak ABO*BW.08 €.863T>G 7 | p.Met288Arg

Buweak ABO*BW.09 c.1037A>T 7 | p.Lys346Met

Buweak ABO*BW.10 C.556A>G 7 | p-Met186Val

Buweak ABO*BW.11 €.695T>C 7 | p.Leu232Pro

Buweak ABO*BW.12 c.278C>T 6 | p.Pro93Leu
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Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon Predicted amino acid
change
Buweak ABO*BW.14 c.523G>A 7 | p.-Vall75Met
Buweak ABO*BW.15 C.565A>G 7 | p-Met189Val
Buweak ABO*BW.16 c.575T>C 7 | p.llel92Thr
Buweak ABO*BW.17 C.784G>A 7 | p.Asp262Asn
Buweak ABO*BW.18 c.802G>A 7 | p.Gly268Thr
Buweak ABO*BW.19 C.646T>A; c.681G>A 7 | p.Phe216lle
Buweak ABO*BW.20 €.815_816insG 7 | p.Ser273Valfs*?
Buweak ABO*BW.21 €.688G>C 7 | p.Gly230Arg
Buweak ABO*BW.22 c.503G>T 7 | p.Argl68Leu
Buweak ABO*BW.23 €.743G>C 7 | p.Arg248Pro
Buweak ABO*BW.24 c.558G>T 7 | p-Met186lle
Buweak ABO*BW.25 C.103G>A; 3 | p.Gly35Arg;
€.619C>G 7 | p.Leu207Val
Buweak ABO*BW.26 c.53G>T 2 | p.Argl8Leu
Buweak ABO*BW.27 c.905A>G 7 | p.Asp302Gly
Buweak ABO*BW.28 c.541T>C 7 | p-Trp181Arg
Buweak ABO*BW.29 c.588C>G 7 | p.Cys196Trp
Buweak ABO*BW.30 c.976G>T 7 | p.Asp326Tyr
Buweak ABO*BW.31 €.900G>C 7 | p.Trp300Cys
Buweak ABO*BW.32 c.808T>A 7 | p.Phe270lle
Buweak ABO*BW.33 c.550G>A 7 | p.-Vall84Met
Buweak ABO*BW.34 C.889G>A 7 | p.Glu297Lys
Bel ABO*BEL.O1 c.641T>G 7 | p.Met214Arg
Bel ABO*BEL.02 €.669G>T 7 | p.Glu223Asp
Bel ABO*BEL.03 c.502C>T 7 | p.Arg168Trp
Bel ABO*BEL.05 Cc.952G>A 7 | p.Val318Met
Bel ABO*BEL.04 C.467C>T; Cc.646T>A; 7 | p.Prol56Leu; p.Phe216lle;

C.681G>A; c.771C>T;
Cc.796C>A; c.803G>C;
C.829G>A

p.Leu266Met; p.Gly268Ala;
p.Val277Met

Other variants of B alleles exist, but the ones listed in dbRBC are either based on: 1) lack of one
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of the silent A vs. B SNPs (e.g. B102 has 930G; B103 has 657C); 2) silent mutations (B109 has
498C>T); 3) intron SNPs (e.g. B107, B113, B114, B116); 4) a sequence identical to a proven
Bweak; 5) unpublished (B113-B116).
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Molecular bases associated with cisAB and B(A) phenotypes

Differences compared to ABO*A1.01 are given.

Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon | Predicted amino acid
change
CisAB ABO*cisAB.01 C.467C>T; c.803G>C 7 | p.Prol56Leu; p.Gly268Ala
cisAB ABO*cisAB.02 €.526C>G; ¢.657C>T,; 7 | p-Argl76Gly; p.Gly235Ser;
€.703G>A; ¢.803G>C p.Gly268Ala
CisAB ABO*cisAB.03 C.297A>G; 6
€.526C>G; ¢.657C>T,; 7 | p.-Argl76Gly; p.Pro234Ser;
C.700C>T; c.703G>A; p.Gly235Ser; p.Leu266Met;
€.796C>A; ¢.803G>C; p.Gly268Ala
€.930G>A
cisAB ABO*cisAB.04 €.467C>T; c.796C>A 7 | p.Prol56Leu; p.Leu266Met
CisAB ABO*cisAB.05 C.297A>G; 6
c.526C>G; c.657C>T,; 7 | p.-Argl76Gly; p.Gly235Ser;
€.703G>A; c.796C>A,; p.Leu266Met
€.930G>A
CisAB ABO*cisAB.06 C.297A>G; 6
C.657C>T; c.703G>A; 7 | p.Gly235Ser; p.Leu266Met;
€.796C>A; ¢.803G>C; p.Gly268Ala
€.930G>A
B(A) ABO*BA.01 C.297A>G; 6
€.526C>G; €.796C>A,; 7 | p-Argl76Gly; p.Leu266Met;
€.803G>C; ¢.930G>A p.Gly268Ala
B(A) ABO*BA.02 C.297A>G; 6
c.526C>G; c.657C>T,; 7 | p.-Argl76Gly; p.Pro234Alga;
€.700C>G; c.703G>A,; p.Gly235Ser; p.Leu266Met;
€.796C>A; ¢.803G>C; p.Gly268Ala
€.930G>A
B(A) ABO*BA.03 C.297A>G; 6
€.526C>G; ¢.657C>T,; 7 | p-Argl76Gly; p.Leu266Met;
€.796C>A; ¢.803G>C; p.Gly268Ala
€.930G>A
B(A) ABO*BA.04 C.297A>G; 6
c.526C>G; c.640A>G; 7 | p.-Argl76Gly; p.Met214Val;

Cc.657C>T; ¢.703G>A;
C.796C>A; c.803G>C;
C.930G>A

p.Gly235Ser; p.Leu266Met;
p.Gly268Ala
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Phenotype | Allele name Nucleotide change Exon | Predicted amino acid
change

B(A) ABO*BA.05 C.297A>G; 6
c.526C>G; ¢.641T>C; 7 | p-Argl76Gly; p.Met214Thr;
C.657C>T; c.703G>A; p.Gly235Ser; p.Leu266Met;
€.796C>A; ¢.803G>C; p.Gly268Ala
C.930G>A

B(A) ABO*BA.06 C.297A>G; 6
c.526C>G; c.657C>T,; 7 | p-Argl76Gly; p.Gly235Ser;

c.703G>A; c.796C>A;
c.930G>A

p.Leu266Met
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Molecular bases associated with O (null) phenotype

Differences compared to ABO*A1.01 are given.

Phenotype | Allele name dbRBC Nucleotide change Exon | Predicted amino acid
(alt.) change
name
0] ABO*0.01.01 001 (OY) | c.261delG 6 | p.Thr88Profs*31
ABO*0.01.02 002 (OY) | ¢.106G>T; 3 | p.Val36Phe;

€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
C.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.771C>T; c.829G>A

0] ABO*0.01.04 004 €.261delG; ¢.579T>C 6 | p.Thr88Profs*31

0] ABO*0.01.05 005 €.261delG; ¢.297A>G 6 | p.Thr88Profs*31

0] ABO*0.01.06 006, 030 | c.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.771C>T; c.829G>A

0] ABO*0.01.07 007 €.261delG; ¢.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.721C>T; c.771C>T,
C.829G>A

0] ABO*0.01.09 009 €.261delG; ¢.318C>T; 6 | p.Thr88Profs*31
c.467C>T 7

0] ABO*0.01.10 010 €.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
657C>T 7

0] ABO*0.01.11 011 €.261delG; ¢.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
€.542G>A; c.646T>A; 7
C.681G>A, c.771C>T;
C.829G>A

0] ABO*0.01.12 012 €.261delG; ¢.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
€.595C>T; c.646T>A; 7
C.681G>A, c.771C>T;
C.829G>A

0] ABO*0.01.13 013 €.261delG; ¢.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.771C>T; c.829G>A

0] ABO*0.01.22 022 c.261delG 6 | p.Thr88Profs*31
c.467C>T; c.1061delC 7
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Phenotype

Allele name

dbRBC
(alt.)
name

Nucleotide change

Exon

Predicted amino acid
change

ABO*0.01.23

023

€.261delG; c.297A>G;
C.646T>A; c.771C>T;
C.829G>A; 1054C>T

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.24

024

c.106G>T;

€.188G>A; c.189C>T;
€.261delG; ¢c.297A>G;
c.526C>G; c.657C>T;
C.703G>A; c.796C>A;
€.803G>C; ¢.930G>A

~NOoO bW

p.Val36Phe;
p.Arg63His;
p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.25

025

c.261delG;
c.454T7>C

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.26

026

c.261delG;
C.768C>A

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.27

o027

€.261delG; ¢.318C>T;
Cc.467C>T; c.729C>T

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.28

028

c.261delG;
C.926A>G

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.29

029

€.261delG; ¢c.318C>T

o | N O ~N O ~N O ~N O

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.31

031

€.261delG; ¢c.297A>G;
Cc.529G>A; c.646T>A;
C.681G>A; c.771C>T;
C.829G>A

(o)]

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.32

032

€.261delG; ¢c.297A>G;
¢.538C>T; c.646T>A;
C.681G>A; c.771C>T;
C.829G>A

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.33

033

€.261delG; ¢c.297A>G;
C.498C>T; c.646T>A;
C.681G>A; c.771C>T;
C.829G>A

p.Thr88Profs*31

ABO*0.01.34

034

€.261delG; ¢c.297A>G;
Cc.351G>A;

C.646T>A; c.681G>A;
Cc.771C>T; c.829G>A

p.Thr88Profs*31

Page 13 of 17




Names for ABO (ISBT 001) blood group alleles v1.1 171023

Phenotype | Allele name dbRBC Nucleotide change Exon | Predicted amino acid
(alt.) change
name

0] ABO*0.01.35 035 c.106G>T; 3 | p.Val36Phe;
€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
C.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.681G>A; c.771C>T; 7
C.829G>A

0] ABO*0.01.36 036 c.106G>T; 3 | p.Val36Phe;
€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
€.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.829G>A

0] ABO*0.01.39 039 €.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
€.681G>A; c.771C>T; 7
C.829G>A

0] ABO*0.01.40 040 c.106G>T; 3 | p.Val36Phe;
€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.829G>A

0] ABO*0.01.41 041 €.261delG; ¢.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
€.526C>G; ¢.657C>T; 7
€.703G>A; c.796C>A,;
€.803G>C; ¢c.930G>A

0] ABO*0.01.44 044 €.261delG; ¢.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.771C>T; 7
C.829G>A

0] ABO*0.01.45 045 €.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.771C>T 7

0] ABO*0.01.46 046 €.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.771C>T; 7
C.829G>A

0] ABO*0.01.56 056; 070 | c.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
c.496delA 7

0] ABO*0.01.57 057 €.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
c.802G>A 7
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Names for ABO (ISBT 001) blood group alleles v1.1 171023

Phenotype | Allele name dbRBC Nucleotide change Exon | Predicted amino acid
(alt.) change
name

0] ABO*0.01.58 058 €.261delG; ¢.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.687C>T; 771C>T,;
C.829G>A

0] ABO*0.01.61 061 €.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
C.743G>C 7

0] ABO*0.01.67 067 €.103G>A; c.106G>T; 3 | p.Gly35Arg; p.Val36Phe;
€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
€.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.771C>T; c.829G>A

0] ABO*0.01.68 068 c.106G>T; 3 | p.Val36Phe;
€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
C.646T>A; c.681G>A; 7
C.771C>T; c.829G>A

0] ABO*0.01.71 071 €.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
C.829G>A 7

0] ABO*0.01.75 075 c.106G>T; 3 | p.Val36Phe;
€.188G>A; c.189C>T,; 4 | p.Arg63His;
C.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
€.261delG; c.297A>G; 6 | p.Thr88Profs*31
€.542G>A; c.646T>A; 7
C.681G>A; c.771C>T;
C.829G>A

0] ABO*0.01.76 076 €.261delG; 6 | p.Thr88Profs*31
c.579T>C; 7
€.1046_1048delAGG

@) ABO*0.01.82 €.190G>A,; 4 | p.Val64lle;
c.261delG 6 | p.-Thr88Profs*31

@) ABO*0.01.83 c.106G>T; 3 | p.Val36Phe;
C.188G>A,; 4 | p.Arg63His;
€.261delG; c.297A>G 6 | p.-Thr88Profs*31

0] ABO*0.02.01 003 (0?) | ¢.53G>T; 2 | p.Argl8Leu;
C.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
C.297A>G; 6
¢.526C>G; ¢.802G>A 7 | p-Argl76Gly; p.Gly268Arg
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Phenotype | Allele name dbRBC Nucleotide change Exon | Predicted amino acid
(alt.) change
name
0] ABO*0.02.02 048 c.53G>T; 2 | p.Argl8Leu;
(0?-2) €.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
C.297A>G; 6
€.526C>G; ¢.649C>T,; 7 | p-Argl76Gly; p.Arg217Cys;
€.689G>A,; c.802G>A p.Gly230Asp; p.Gly268Arg
0] ABO*0.02.03 049 c.53G>T; 2 | p.Argl8Levu;
(0?-2) €.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
C.297A>G; 6
€.526C>G; c.689G>A,; 7 | p-Argl76Gly; p.Gly230Asp;
c.802G>A p.Gly268Arg
0] ABO*0.02.04 050 c.53G>T; 2 | p.Argl8Levu;
(0?-4) €.220C>T; 5 | p.Pro74Ser;
C.297A>G; 6
€.488C>T; ¢.526C>G; 7 | p.-Thri63Met; p.Argl76Gly;
c.802G>A p.Gly268Arg
0] ABO*0.03 008 (0% | c.467C>T; ¢.804dupG; 7 | p.Prol56Leu;
c.1061delC p.Phe269Valfs*87
0] ABO*0.04.01 041 (0% | c.87_88insG 2 | p.Val30Glyfs*27
0] ABO*0.04.02 021 (0% | c.87_88insG; 2 | p.Val30Glyfs*27
€.261delG; 6
c.467C>T 7
ABO*0.05 052 (0% | c.322C>T 6 | p.GIn108Ter
0] ABO*0.06 053 (0% | c.542G>A 7 | p.Trpl81Ter
ABO*0.07 014 c.467C>T; c.893C>T 7 | p.Prol56Leu; p.Ala298Val
(0301)
0] ABO*0.08 015 €.927C>A 7 | p.Tyr309Ter
(0302)
0] ABO*0.09.01 019 C.646T>A; c.681G>A; 7 | p.Phe216lle; p.Val277Met
(R102) C.771C>T; c.829G>A
0] ABO*0.09.02 020 C.297A>G; 6
(R103) C.646T>A; c.681G>A; 7 | p.Phe216lle; p.Val277Met
C.771C>T; c.829G>A
0] ABO*0.10 072 c.66_67insG 2 | p.Phe23Valfs*34

Page 16 of 17




Names for ABO (ISBT 001) blood group alleles v1.1 171023

Phenotype | Allele name dbRBC Nucleotide change Exon | Predicted amino acid
(alt.) change
name
0] ABO*0O.11 074 C.297A>G; 6
€.505_507delCAG,; 7 | p.GIn169del;
c.526C>G; c.657C>T,; p.Argl76Gly; p.Gly235Ser;
C.703G>A; c.796C>A, p.Leu266Met; p.Gly268Ala
€.803G>C; ¢.930G>A
0] ABO*0.12 o77 C.297A>G; 6
€.526C>G; c.563G>A,; 7 | p.-Argl76Gly; Arg188His;
C.657C>T; c.703G>A; p.Gly235Ser; p.Leu266Met;
€.796C>A; ¢.803G>C; p.Gly268Ala
€.930G>A
0] ABO*0.13 078 c.452T>G 7 | p.Vall51Gly
0] ABO*0.14 079 C.635T>A 7 | p.Val212Glu
0] ABO*0.15 081 €.793T>C 7 | p.-Tyr265His
0] ABO*0.16 c.106G>T; 3| p?
c.188G>A; 4
Deletion of exons 5-7 5-7

All alleles in which ¢.261delG occurs are numbered ABO*0.01.XX. Those O alleles that arise
from a molecular basis other than ¢.261delG have been assigned independent ABO*0O.XX

numbers.
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Annexes

Annexe B : Cartes de répartition mondiale des
différents alleles du groupe sanguins ABO %
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Annexe B

Carte 5. Répartition mondiale de l'alléle A71.
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Carte 6. Répartition mondiale de I'alléle A2,




Annexe C : Fiche de consentement

Consentement Eclairé de participation
A une recherche scientifique sur caractérisation des groupes sanguins

Lyl s Jom ple O py 2 3 WAl a2 e diblss

Personne adulte ..zl ua.#':

Confidentiel / S

Jesoussigna(e). . o e

Certifie

dinl gaad! U

At

Avoir recu et compris l'information qui m'a é&té
remise sur le projet de recherche et il m'a été précisé
que ma participation est libre et volontaire.

Foe Gl Slyll (F capy cueld
el 5 3l O caley Lol

J'autorise 1'équipe de recherche & collecter des in-
formations sur ma famille ainsi qu'a effectuer une
prise d'un échantillon de sang pour les analyses hi-
ologiques et génétiques nécessaires dans le cadre de
la recherche scientifique.

F oo o dedl 5 oSS e G
Glall LWl adly fasall olagall
appll i ly o s

J'ai bien noté que les données seront collectées et
analysées par des outils informatiques dans le respect
le plus strict de la confidentialité.

Gyl Slskll F ol cale
Wl Gl ] 3 T Lok leay Ll

b

Accepte librement et volontairement de participer A la recherche scientifique sur car-

actérisation des groupes sanguins

Lo gy s A Jolgally Gl Ll 5 20 3 Tealiall Birylaly B0 Timy B

Fait
Date :

Signature

Signature de la personne donnant son consentement (Témoin / Malade)

(r [ ghe ) Bilse gl gl jandl clin

P P
H r_,d
: s'n...iu}”

modalités ainsi que les finalités de la recherche.

Date :

Signature de la personne qui atteste avoir pleinement expliqué & la personne signataire le but, les

Signature

Origine géographique:
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Annexe D : Fiche de Renseignements

TICHE ODE DON

DATEDUDON:/__/ / NUMERO UNIQUE DUDON & ...covvvve
NORE 1 occimiiinssimmummmmespmimios o PRENOM : c.ooovoicirersssssssssssssamnasmsesmmssssssen
NI D JEUNE FILLE L e revcerpsssiisscssmmmmssissssasssnsiomemneompsemammannn .. <
DATE ET LIEU DE NAISSANCE : / / / [Coans)a .
SEXE:/_M /F PRCFEBBIINN vt siinsmmmrsems st st mmepemsessmmmmesses o
APREBBR cootitnrscpromee s ihsissmsosion oo 55185y e
Tl R e s BB issomsnsssanscts iiamensmmemepes stz ..
DONS ANTERIEURS :
- Premier don ? Qul/___¢ NON/__/ N° carte s
- Si dons antérieurs, date du dernier / / / /
-Y'a-t-il eu des incidents ? /_/Non /__/Quilequel ? /_/Malaises I__/Probiéme de veine
PARTIE RESERVEE A L'ENTRETIEN PRE DON
g - R - Poids:.............
i APTE : /__/ QUANTITE A PRELEVER :/ { mi
I PREPARATION ENVISAGEE : I__/ Avec plaquettes [/ Sans plaquettes 5
i e |
INAPTE TEMPORAIRE :/_/ INAPTE DEFINITIF : /__/ CODECI:/ /
£08 T Mo EESINEBIE  svrsssescsisestnssrmsmssnsi s
PARTIE RESERVEE AU PRELEVEMENT
Heure de prélévement : / H/ /mn
Quantité prélevée : / /mi Durée prélévement : / /mn
TYPE DE POCHE : /__/ Double /__I Triple sl BHPES viviinininennes s
OBSERVATION : /__/RAS [/ Probléme de veines
/_/ Malaise /__/ Pendant prélevement [/ Post prélévement
CONCLUSION : /_/ Vol acceptable I/ Volinsuffisant  /_ /ol excessif  /__/ Non prélevé(e)

Code / Nom et signature du préleveur :

.........................................................
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o L'ﬂ Nom et Prénom : Khaled BOUZENDA
;‘f”*, v hﬁ,wm . Titre : Etude du polymorphisme genetique du systeme ABO
dans la population du Nord est Algérien.
These en vue de 1’Obtention du Diplome de Doctorat en
Sciences Médicales en Hémobiologie — Transfusion sanguine
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Résumé

La découverte du systtme ABO a permis ’entrée en existence de la science de 1’immuno-
hématologie, et de fonder les bases et les regles de la médecine transfusionnelle, en effet
plusieurs chercheurs se sont intéressé a 1’étude du polymorphisme du systeme ABO,
notamment avec le développement des techniques de biologie moléculaire, d’une part afin
d’approfondir les connaissances sur les mécanismes d’interaction de ce systeme avec
différentes maladies dans la perspective du développement et de 1’amélioration de nouvelles
thérapeutiques, et d’autre part afin de participer a 1’étude et a la compréhension de la
diversité génétique humaine, et de retracer [’histoire migratoire et les origines des
populations.

Notre travail consiste a déterminer les fréquences phénotypiques, alléliques, et géniques du
systeme ABO sur la population du Nord-est Algérien, par techniques sérologiques, et de
biologie moléculaire. L’étude phénotypique a concerné 10208 donneurs de sang, 1’ordre
des fréquences des alleles ABO est O>A>B avec respectivement 0.6820, 0.2112, 0.1068.
Alors que I’ordre de fréquence des génotypes ABO déterminé par biologie moléculaire est :
OO > AO > BO > AA > AB > BB avec respectivement : 44.44% > 23.08% > 15.38% >
10.26% > 5.13% > 1.71%. En plus des alleles ABO, Al, A2, B, O1 et O2 mis en évidence
par biologie moléculaire, dont les fréquences sont respectivement : 16.67%, 6.41%,
11.97%, 58.12%, 5.55%, trois variants rares des alleles ABO ont été mis évidence.
L’estimation des distances génétiques a travers 1’analyse en Composantes Principales et la
classification hiérarchique Ascendante entre notre population d’étude et d’autres populations
nationales, Maghrébines, et mondiales, a permis de constater que notre population d’étude est
trés proche génétiquement aux autres populations Algériennes et maghrébines, et les
différences génétiques étaient moins prononcées avec les populations subsahariennes, qu’avec
les populations européennes et Asiatiques, et elles ne sont pas toujours bien corrélées aux
distances géographiques, mais influencées par d’autres facteurs engendrant plus de mixtions
avec certaines populations qu’avec d’autres. La localisation géographique de notre population
a la porte de 1I’Afrique, et sur la rive sud de la Méditerranée, associé a plusieurs événements
historiques comme les envahissements, les échanges commerciaux, et les conquétes
Islamiques, ont été a 1’origine de beaucoup de mouvements et de brassages populationnels
qu’ont connu notre région, et contribuant ainsi a ’identité génétique de notre population.
Notre travail sera poursuivi, par une étude sur un échantillon plus large, et un séquencage du
géne ABO pour mieux préciser les bases moléculaires du polymorphisme génétique des
variants ABO.

Mots clés : ABO, Alléles, Nord-est Algerien, Phénotype, Génotype, Biologie moléculaire.
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