I. PRESENTATION DE L'EQUIPE.

Equipe de biologie moléculaire comprenant :

D. COHEN, Médecin-Assistant, O. COHEN, Interne des HO®pi-
taux, A. MARCADET, D.E.A., P. PAUL, DVE.R.B.H., B. SAYAGH, D.E.R.
B.H., M.P. FONT, technicienne INSERM.

Cette équipe a E&té créée en janvier 1982 dans le but
d'étudier le polymorphisme des gé&nes HLA par les technigues de
biologie moléculaire. D. COHEN a &té se former en 1981 dans le
laboratoire du Prof. G.SCHAPIRA pendant une année et s'est entouré
de nombreux conseils donnés par F. ROUGEON et son équipé.

La premiére année a &té& consacrée a& la mise au point,
essentiellement, de deux techniques :

a) La technigque de Southern permettant de détecter dang
la génome des fragments de restriction portant des gé&nes spécifi-
ques. '

b) Le'clonage des génes a partir de bangques de cosmides
construits dans le laboratoire.

Le laboratoire est réellement fonctionnel depuis—-septem-
bre 1982.

A. POLYMORPHISME.
La problématigue du laboratoire est d'é&tudier le poly-

morphisme des génes HLA de toute classe (I, II et III) en se ser-
vant des sondes correspondantes, disponibles, aimablement fournies
par d'autres laboratoires (Weissman, Strominger, Peterson, Porter)
et du matériel familial exceptionnel dont nous aisposons. Il s'agit
de 50 familles normales de plus de 4 enfants, volontaires pour
venir donner leur sang réguli&rement.

Le principe de la détection du polymorphisme des génes
HLA repose sur l'utilisation d'enzymes de restriction qui coupent
1'ADN en des sites spécifiques. Deux gé&nes alléles gui différent
dans leur séquence nucléotidiques comporteront des sites de res-

triction ordonnés différemment déterminant ainsi des fragments de



longueur différente.

Les différences entre ces fragments de différente lon-
gueur, hybridant tous avec la m&me sonde radioactive, sont détec~
tées par la technique'de Southern qui nécessite donc successive-
rent 3 '

~ extraction de 1'ADN

—- digestion par enzyme de restriction

- transfert sur filtre

- hybridation et

- = autoradiographie
. L'€cueil le plus important est la difficulté d'obtenir
un ADN de qualité& réguliére pour prés de 400 individus.

Une technique particuliére, rapide, sfire et robotisée a
€té mise au point dans le laboratoire. Elle fera l'objet d'une
publication.

Par cette nouvelle technique nous avons préparé prés de
600mgr de la majorité des membres des familles (actuellement en-
viron 300).

Grédce a l'acquisition de ce matériel 1'équipe a pfi en-
tamer un travail systématique, utilisant différents enzymes de
restriction sur les mémes individus.

Les premiers ré&sultats sont tr&s prometteurs : Ils sont

résumés dans le tableau suivant :



POLYMORPHISM OF CLASS I, II (o< and ﬁ )} HLR GENES

by D. COHEN, L. ASCANIO, M. BUSSOR, H. CANN, ©. COHEN, C. COULONDRE, A.M.
CHRUSSEY, M.P. FONT, A. MARCADET, P. PAUL, B. SAYAGH &nd J. DAUSSET.

DRA analysis by the Southern technigue, using HLA probes, has revealed an extensive poly-

morphism which segregates with HLA haplotypes and correlates with the serologically-defi-
ned specificities :

Probe Enzyme Size Kb Antigen{s) ++ e -4 - T
Class 1 Hind XITX 5.2 Aw24 4 50 10 4 —-0.64
5.0 Aw24 14 1 4] 53 0.96
4.8 Al, 11 22 3 D 45 0.97
r B7 Bgl 1 5.8 A3, 11 7 1] 4] 6 e B
{s:ood 5.6 210, 30 6 0 0 7 b B
Weiscman) 4.3 Al 3 L RN iD "
EGoR V 13.4 B5,7,14,w35 28 3 2 33 0.85
) B.6 B8 13 1 0 52 0.95
4.6 Bw35 9 1 0 56 0.94
Hind XII 10.0 B40 {w3,wS) 5 ] 0 €3 "
2.3 B1l5 9 6 0] 53 0.73
EcoR 1 7.0 Bid, Cwh 16 2 3 32 0.80
Class 11 DCe Hind JII 10 DR1,2 {MT1) 7 0 0 i5 e B
(Auffray 6.5 DR3,5 (MT2) 11 2 2 7 0.5¢6
Strominger) 5.7 DR4A,7 {MT3) 1 1 0 10 0.91
Class II DCF . EcoR I 5.5 DR7 2 0 0 19 “1®
4.4 DR3 7 0 1 13 0.9
{Larhammar 2.0 DR2 4 4] 3 14 D.69
Peterson) Bgl 1 & DR1 3 0 0 18 i B
b DR4,5 (MB3) 12 (4] D g rar
c DR3,7 (MB2) B (4 2 11 0.82

Other class 1 fragments of high freguency do not correlate with known specificities, which
suggests that other class I genes are less polymorphic. Other class 11 fragments of low fre-
quency do not correlate, suggesting the existence of other extensive polymorphisms not sero-
logically detected. The crganisation of the human MHBC, both in normal individuals and in
patients, can be approached by this tool.



Ce travail est entiérement original. Il a permis de
mettre en &vidence des corrélations trés fortes entre la présence
d'un fragment, bien dé&terminé pér sa taille par l'enzyme qui l'a
produit et la souche qui 1'a déterminé et les antigénes HLA séro-
logiquement définis.

Une premiére publication montrant la corrélation avec
HLA-B8a d&ja &€té publiée dans PNAS et d'autres publication mon-

trant les autres corrélations sont en cours portant aussi bien

sur les antigénes de classe I et classe II1.

Ces fragments spécifiques détectés chez les enfants des
familles étudiées, ségrégent tous avec le complexe majeur d'histo-
compatibilité de l1'homme. Dans les familles comportant un recombji-
-nant il est possible de localiser les fragments dans les régions
correspondantes.

Une telle &tude systématique a permis de définir la fré-
guence, dans la population, des marqueurs ainsi définis. Ces fré-
guences normales peuvent &tre comparées aux fréquences observées
dans les populations de malades porteurs de maladies associées
avec HLA.

Dé&s maintenant, deux maladies ont fait 1'objet d'une

étude préliminaire : le diabéte juvénile et la sclérose en plagues.

Perspectives

Le travail systématique dé&ja entrepris sera poursuivi
et étendu de fagon a8 déterminer les fréquences des fragments
gue, lorsgu'ils sont polymorphes, nous proposons de dénommer allo-
génotopes.

Nous nous prxoposons de tester les parents de 50 familles
avec 6 enzymes et au moins 6 sondes : classe I, classe IT F DC,
DR, SB, classe II « DC et complément C4A.

L'analyse permettra d'é&tablir l'existence de corrélation
avec les produits des génes détectés immunologiguement avec d'éven-
tuels déséquilibre de liaison entre eux ou avec les produits.

Nous nous proposons en méme temps d'établir les cartes

haplotypiques de ces marqueurs en é€tudiant en méme temps que les



parents, au moins deux enfants informatifs, (c'est-a-dire possé-
dant les 4 haplotypes HLA). Ainsi, une carte haplotypigque, c'est-
d-dire l'organisation génétique de la région sera-t-elle &tablie
sur 1'é&tude d'environ 200 haplotypes. Ceci est crucial pour la
compféhension de l'organisation des génes de classe II qui est
particuliérement difficile & établir par les moyens classiques.

Nos premiers résultats nous font prévoir l'existence
d'au moins 200 & 300 allogénotopes de classe II car avec une
sonde et un enzyme nous avons observé environ 25 allogénotopes,
et nous utiliserons 6 enzymes et 3 sondes d'homologie partielle
(DR, DC, SB).

Paralldlement, seront &tudiées, par les mémes procédés,
les mémes sSondes et les mémes enzymes de populations de malades
porteurs de maladies associ&es ou liées avec HLA, ,

On espére ainsi trouver des marqueurs plus fortement,
positivement ou négativement, corré&lés avec la maladie. A 1l'ex-
tréme ces marqueurs pourraient &tre spécifiques de la maladie et

servir ainsi au diagnostic préventif.

Nous devons souligné que malgré le démarrage récent de
ce laboratoire, il fait déja figure de laboratoire de référence,
non seulement national mais international pour ce type d'é@tude.
Les sondes. HLA lui sont adressés spontanément pour &tre é&tudiées
sur son matériel familial exceptionnel. Ainsi, les sondes SB et
DR lui ont &té adressées avant publication. ‘

De méme, en ce qui concerne un malade pour lequel tout
typage HLA &tait impossible (syndrome de lymphocyte nu) celui-ci
a été possible au niveau des génes.

B. ISOLEMENT ET CLONAGE DES GENES HLA.

Une bangue de cosmides a &té construite & partir de 1°

ADN d'un individu bien caractérisé par les margueurs classiques
et allogénotypiques, et d'autre part, ayant donné naissance i deux
enfants recdombinaht d deux sites différents d'un méme haplotype

HLA. L'isolement de clone classe I et classe II est en cours.



Perspectives

L'obtention de différents clones HLA de classe I ou II
permettra une &tude de relation entre structure et fonction des
génes.

Dans une premiére é&tape, les clones classe I seront &tu-
diés de fagon & déterminer legquel, ou lesquels, parmi 1'ensemble des
génes de classe I porte, ou portent, un allogénotope corré&lant
avec un produit HLA sérologiquement défini. Ces clones ainsi sé-
lectionnés seront ensuite testés dans des expériences de trans-—
fection (en collaboration avec D. FRADELIZI), en utilisant des
cellules-hdtes humaines. Le but, & moyen terme, est d'obtenir une
batterie de lignées humaines lymphoblastoides transformées chacune
par un seul gé&ne HLA. A plus long terme cette batterie pourra faire
1'objet d'études biochimiques et fonctionnelles, en collaboration
avec les équipes de D. CHARRON et J.P. LEVY.

Dans une deuxiéme &tape, une &tude similaire pourra &tre
entreprise pour les génes de classe II.

Enfin, les génes ainsi classés et caractérisés seront
SOumis & une étude de séquence des nucléotides (en collaboration
avec l'équipe de F. GALIBERT).

En conclusion, un laboratoire trés actif, orienté vers les nou-

velles technigues de la biologie moléculaire voit s'ouvrir devant
lui des perspectives considérables, et on peut exXprimer la crainte
que les moyens fournis ne correspondent pas toujours i son pro-
gramme ambitieux.

Déé maintenant, il y a manque de place criant. Le per-
sonnel est composé presque uniquement d'é&tudiants dont on voit
mal l'avenir statutaire.

Pour mener & bien ce programme d'une manié&re concuren—
ttelle sur le plan international, il faudrait tripler 1la place
disponible et l'é&guipe. Par ailleurs, il ne faut pas cacher que
les techniques utilisées sont onéreuses.

Cependant, il est bien certain que toutes les percées

nouvelles que 1l'on attend dans la connaissance du systéme HLA et



et donc en immunologie fondamentale dépendant du développement
paralléle de ce laboratoire spécialisé et de 1l'ensemble du labo-

ratoire de sé&rologie et de celluloclogie HLA.
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