MUNIBE (Antropologia y Arqueologia) Suplemento N.°6 149-167 SAN SEBASTIAN 1988 ISSN 0027 - 3414

Nouvelles perspectives dans I'étude des Polymorphismes
genétiques sanguins.

Philippe LEFEVRE-WITIER *

RESUME

Depuis 10 a 15 ans, I'étude de la variabilit¢ génétique humaine connait des changements profonds. En effet, les systemes généti-
ques polymorphiques mis en évidence par les travaux en immunologie (groupes sanguins) ou en biologie des protéines sont maintenant
identifiés plus directement au niveau de I'ADN chromosomique. Les structures du géne et du génome humains se révélent de plus en
plus complexes et offrent a la biologie moléculaire, a limmuno-génétique, a l'anthropologie des populations un champ de recherche
d'une extréme richesse. L'auteur tente de résumer ces apports récents a la discipline anthropologique selon cing axes principaux: les
nouveaux marqueurs génomiques, les progrés des marqueurs génétiques «traditionnels», les liaisons observées entre I'immunologie,
la génétique et la pathologie, la cartographie génétique et l'analyse statistique de la variabilit¢ populationnelle. Chaque approche est
illustrée d'exemples tirés de travaux de recherches sur les populations basco-pyrénéennes. En conclusion sont rappelées les différentes
théories interprétatives du polymorphisme observé dans le groupe humain, ainsi que la remise en question de nombreuses théories
et affirmations anthropologiques qu'impliquent les nouveaux acquis moléculaires et le développement des méthodes et outils d'analyse

statistique.

Dans I'étude des polymorphismes sanguins, cing
approches scientifiques sont actuellement les plus
riches d'avenir. Ce sont:

A—La lecture du génome, le déchiffrage de
I'ADN, support des messages chromosomiques.

B—Les progrés continus dans la mise en éviden-
ce des produits du génome, autrement dit les mar-
queurs «traditionnels», comme les groupes sanguins
et tissulaires et les variants enzymatiques et pro-
téiques.

C—Le développement des connaissances sur
les associations entre marqueurs génétiques et phé-
notypes pathologiques ou non.

D—La situation chromosomique des systémes
polymorphiques et leur participation a la cartograp-
hie générale du génome humain, cartographie qui
procede du progrés dans les domaines précédentes,
mais aussi.

E—De I'amélioration des outils d'analyse statis-
tique de la variabilité génétique, dans les familles ou
les populations humaines.

Ces approches sont ici séparées pour la commo-
dité de l'exposé, mais bien évidemment, elles sont
profondément liées, interactives, et chaque avancée
des recherches sur line de ces voies retentit sur les
autres, comme le prouve chacune des réunions
scientifiques qui jalonnent ces progrés rapides et
constants depuis' 30 ans; tels sont récemment le
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congres international de génétique de population de
BERLIN en 1986, le colloque «carte génétique hu-
maine - HGM n.° 9» en septembre 1987 a PARIS,
I'atelier international HLA n.°10 en décembre 1987
a NEW YORK et bientét les réunions d'anthropolo-
gie génétique du 12éme Congrés International des
Sciencies anthropologiques et ethnologiques a ZA-
GREB (juillet 1988 - Symposium sur «la génetique
des isolats» et sur «génétique et structures des po-
pulations»).

A - EXPLORATION GENOMIQUE

Les progrés dans l'exploration directe du géno-
me, des mesages génétiques portés par I'ADN, sont
liés depuis 1970 a la découverte d'un jeune suisse,
WERNER ARBER; il apprend en effet aux biologistes a
utiliser les véritables «bistouris & génes» que sont
les enzymes de restriction ou endonucléases qui
coupent la double hélice en des sites trés précis.
Trois manipulations, qui donnent bien la mesure de
l'astuce de l'ingénérie génétique, prendront le relais
de cette chirurgie: la recombinaison, le clénage, le
«blotting» ou buvardage.

Je ne ferai que rappeler rapidement ces techini-
ques qui sont maintenant bien connues.

Le clénage du géne est son amplification, c'est
a dire sa multiplication et sa purification par un dou-
ble mécanisme:

La recombinaison permet le transport dans une
bactérie des séquences nucléotidiques par un vec-
teur (plasmide ou phage) auxquels elles ont été fi-
xées. (Figure ).
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Figure 1: Recombinaison et clonage d'un géne permettant sont
isolement et son amplification.

d'une part les vecteurs se fixent électivement le plus
souvent a une séquence nucléotidique; d'autre part,
la bactérie devient colonie et produit ainsi une gran-
de quantité de la méme séquence.

Le blotting de SOUTHERN permet de fixer les
clénes bactériens et les séquences d'ADN qu'ils ren-
ferment sur une membrane de nitrocellulose et
d'identifier ces séquences par autoradiographie avec
une sonde spécifique ADN complémentaire radioac-
tive.

[l faut souligner la niveau de lecture du génome,
que permettent ces techniques:

a) soit on coupe et on cléne de I'ADN nucléaire
«naturel» dit génomique, dont on veut identifier les
structures fragmentaires. On peut alors avoir deux
attitudes:

— établir les séquence nucléotidique de ces frag-
ments, ce qui est devenu facile gréce aux tra-
vaux, en particulier de W. GILBERT et A. Ma-
XAM & Havard depuis 10 ans (1977); il s'agit
la d'une lecture directe de la totalité des mes-
sages le long du chromosome.

— considérer aussi le polymorphisme de ces
fragments produit par une ou plusieurs endo-
nucléases chez la méme individu ou des indi-
vidus différents; en effet, outre les mutations
entrainant des produits différents du géne ou
des éléments du géne, lui-méme inclu dans
ces fragments, existent des mutations juxta-
génétiques des sites des enzymes de rectric-
tion, créant un polymorphisme paralléle; ce
polymorphisme des longueurs de fragments
obtenus para les enzymes de restriction (Res-
triction Fragments Length Polymorphism) est
relativement facile a mettre en évidence et
souvent révélateur d'une mutation génique in-
connue ou soupgonnée: UN POLYMORPHIS-
ME EN REVELE UN AUTRE. (Figure 2).
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Figure 2: Mise en évidence par deux enzymes de restriction (en-
donucléases E1 et E2) d'un polymorphisme de fragments incluants
d'autres mutations géniques (haplotypes H1, H2 et H3).

b) soit on sélectionne des ARN messagers dans
une cellule spécialisée (par exemple réticulocytes du
sang qui produisent beaucoup de chaines d'hémo-
globine alpha et beta) et on construit un ADN com-
plémentaire (c ADN) par une transcriptase reverse.
Cet ADN complémentaire, géne «artificiel», comme
I'exprime J.C. KaprLan (1987), ser cldné puis séquen-
cé, ou bien fournira une sonde marquée par un pro-
duit radioactif pour une idenfication spécifique des
messages de I'ADN étudié.

Dans I'étude des RFLP, comme dans celles des
c ADN, il s'agit bien de lecture indirecte d'ADN.

Ces différents niveaux de lecture, ces «artifices»
techniques sont & la base d'acquisitions majeures
conceptuelles et pratiques dans le domaine des poly-
morphismes génétiques, et en particulier sanguins
puisque les meilleures démonstrations nous sont ve-
nues, une fois encore, des systémes des globines hu-
maines (hémoglobine: chaines alpha et béta).

Nous le résumerons rapidement en fournissant
quelques exemples et illustrations dans les deux do-
maines qui nous préoccupent ici:

— la structure fondamentale du géne et son
évolution,

— I'némotypologie ou l'anthropologie moléculai-
re populationnelle.

Cette séparation n'étant elle-méme a nouveau
qu'un artifice de présentation tant les apports dans
un de ces domaines retentissent dans l'autre.

A-1) Au plan fondamental

L'anatomie et la physiologie du géne sont depuis
quelques années en constant remaniement. La lec-
ture indirecte par les ¢ ADN a entrainé un véritable
bouleversement des notions génétiques classiques.
On a découvert que les ¢ ADN ne traduisaient que
certaines parties des génes, les parties réellement
codantes (Exons) pour la fabrication des protéines
polymorphiques ou non; de nombreuses autres sé-
quences non codantes se révelent a l'examen de
I'ADN, mais ces séquences non codantes ne sont
pas retenues par les ARN cytoplasmiques des eucar-
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yotes, donc n'apparaissent pas dans les ¢ ADN: un
«épissage» (Splicing) a nettoyé I'ARN nucléaire. Ainsi
le géne n'apparait plus simole et homogéene, mais
modelé, complexe, «éclaté». C'est I'anglais D. FLa-
VELL (1980) qui fit cette constatation pour le géne
des alpha et beta globines de I'hémoglobine, puis
I'ovalbumine de poule. Parmi les séquences non tra-
duites, existent, en particulier, des séquences non
codantes (transcrites, non excisées, non traduites),
des introns (transcrits, excisés, non traduits) dont
la fonction reste inconnue et des pseudogenes a
I'état de reliques évolutives sans fonction apparen-
te, mais réservoirs potentiels d'informations. Cet
éclatement spatial déborde méme la séquence in-
formative chromosomique puisque, si certains élé-
ments isogéniques sont en tandem sur le méme
chromosome, d'autres sont dispersés sur ce méme
chromosome ou sur des chromosomes différents.
(Figure n.° 3)

Ces découvertes, dues au génic génétique, nous
contraignent @ une nouvelle compréhension des
systéemes polymorphes, essentiellement de leur
complexité, trées partiellement de leurs roles.

A-1-1) Compréhension dans un premiertemps de la
complexité des «familles géniques» dont nous don-
nerons deux exemples:

a) famille de la béta-globine de I'hémoglobine
dont la structure comme celle de l'alpha-globine est
maintenant assez bien élucidée. Sur le parcours du
chromosome 11, sur un segment d'ADN de 50 kb,
de son extrémité 5' vers son extrémité 3', nous trou-
vons un pseudogéne béta 2, un géne epsilon embr-
yonnaire, deux génes foetaux G-gamma et A-
gamma, un pseudogéne béta 1 et enfin les deux ge-

nes des chaines béta de I'némoglobine de l'adulte
normal: delta pour Hb A2 et beta pour Hb A. (Figure
4).

En outre, la séquence compléte de ces génes et
des parties juxtagéniques a été déterminée depuis
1980 por R.A. SpriTz et B.G. FORGET, ainsi que R.M.
Lawn, T. ManiATIs, F.E. BARALLE et leurs collabo-
rateurs.

A partir de cette séquence, toutes les anomalies
nucléotidiques des exons donnant naissance a des
variants structuraux, pathologiques ou non, peuvent
étre définies ainsi que bien entendu des mutations
intervenant dans les séquences non codantes, les
introns, les pseudogénes.

On n'est plus devant une «série allélique» de pro-
téines produites par des génes «hypothétiques» en
un locus, mais devant un objet dont on peut saisir
toutes les facettes, les bizarreries anatomiques, les
zones inactivées, les cicatrices évolutives, les com-
mandes encore incomprises, etc.. C'est une vérita-
ble archéologie du géne qui se fait jour, avec un
décryptage progresif des liens existant entre struc-
ture, temps et fonction. Certains de ces mécanis-
mes d'apparition et d'évolution de ces isogénes ou
alléles sont progressivement élucidés. Ainsi la redon-
dances des messages le long du chromosome sem-
ble un des facteurs importants de la variabilité; tou-
te répétition, recopiage, duplication, s'accompagnant
visiblement d'erreurs correspondant aux mutations
ponctuelles observées. Un «bégaiement», parfois un
«bafouillage», provoque ces messages presque iden-
tigues et normaux, comme ceux des génes G-
gamma et A-gamma ou comme ceux des génes del-
ta et béta des chaines normales de la bétaglobine,
mais aussi les messages déviés des pseudogenes
ou des génes pathologiques. De la méme facon
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Figure 3: Production de l'ovalbumine de poule: schéma de I'épissage (splicing) survenant entre les messages de I'ADN chro-
mosomique et 'ARN messager. Exemple de synthése d'un ADN complémentaire «artificiel». In ENCYCLOPEDIA UNIVERSA-

LIS, 1979, p. 147, fig. 11.
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qu'on tentait de reconstituer I'apparition de ces mu-
tations dans les espéces a partir de la comparaison
des enchainements d'acides aminés des polypepti-
des, on peut maintenant comparer directement les
séquences d'ADN. On utilise toujours la notion de
temps minimum de fixation d'une divergence de
message ou UTE (Unité de Temps d'Evolution) et de
Distance Mutationnelle Minima (soit le nombre de
mutations minima pour passer d'une séquence a une
autre); mais on peut maintenant utilisier toutes les
séquences chromosomiques au fur et a mesure que
les détermine le génie génétique. Ainsi les deux gé-
nes G-gamma et A-gamma de I'hémoglobine foeta-
le permettent la reconstitution évolutive suivante,
(SHEN, 1981): I'absence de cette duplication chez
les singes du Nouveau Monde et sa présence régu-
liere, chez les hommes, les grands singes anthropo-
morphes et les singes «catarhiniens» d'Afrique et
d'Asie, conduit a situer son apparition dans une four-
chette de temps postérieure & —40 millions d'années
et antérieure & —25 millions d'années. (figure 5).

Comme G-gamma et A-gamma de la béta-globi-
ne, les deux génes alpha 1 et alpha 2 de la famille
alpha-globine du chromosome 16, présentent une
homologie presque parfaite. Ces phénoménes de du-
plication presque parfaite, situés en tandem sur les
chromosomes 11 et 16 intriguent les généticiens qui
ont fait de subtiles hypothéses de crossing-over iné-
gaux et répétés permettant leur maintien dans une
«évolution concertée» assortie de systémes recti-
fiant les divergences dues a la dérive génique ou
systemes de «conversion génique». Ces crossing-
over et mécanismes associés se produisent a cer-
tains points chauds (séquence de 5.000 kb) riches
en nucléotides TG et GC, comme nous le verrons
pour la formation des haplotypes dans certains
systémes génétiques complexes, a productions an-
tigénique ou protéiques multiples.

En effet, malgré leur richesse apparente en mes-
sages, les familles alpha et béta des globines ne tra-
duisent, en temps donné, qu'un seul produit protéi-
que et leurs génes ne s'expriment que selon leur
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Figure 4: Comparaison entre les structures géniques des deux
familles alpha (chromosome 16) et béta (chromosome 11) de la
globine humaine.

ordre de 5 en 3', depuis la vie embryonnaire jusqu'a
I'age adulte.

b) Les familles géniques du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) offrent une bien plus
grande complexité. Rappelons que la structure sur
le chromosome 6 du CMH est la suivante: du cen-
trométre du chromosome 6 et sur le bras court se
trouvent successivement, aprés le locus de glyoxy-
lase 1, les familles de génes de classe Il réparties
sur plusieurs loci, avec probablement un point chaud
entre DP et D (en effet la distance de recombinai-
son de 1 a 2 centimorgan ne traduit que ce point
chaud et il est probable que la distance physique ou
nucléotidique soit beaucoup plus courte); puis les
familles de génes du complément (classe IIlI) dont
les quatre positions actuellement sont C2, Bf, C4A,
C4B a lintérieur d'un fragment de 120 kb (la plus
grande distance est entre Bf et C4A, soit 30 kb). En-
fin les familles A, C et B de classes | sont mieux con-
nues car clonées récemment par B.R. KoLLER et co-
llaborateurs (1986) ainsi que ZiEGLER et collabora-
teurs (1986); outre les 3 loci A, C et B, 14 autres po-
sitions géniques ont été découvertes dont certaines
correspondent a des pseudogénes. (figure 6).

Comme il est maintenant bien connu, chaque lo-
cus comporte un nombre souvent trés élevé d'alle-
les donnant naissance a des antigénes spécifiques.
En outre ces familles présentent des associations
préférentielles ou «déséquilibres de linkage» condui-
sant a des combinaisons haplotypiques trés nom-
breuses et caractéristiques de certains individus ou
de populations; nous en verrons quelques exemples
infra.

A-1-2) Cet ensemble de familles de géne du CMH
nous démontre un subtil mécanisme évolutif; en
effet, la réponse immune est pilotée génétiquement
par deux contrdles différents: les réactions a média-
tions cellulaires dépendent des familles antigéniques
HLA A B C pour la marquage de l'identité cellulaire,
de certaines familles D pour les opérations de diffé-
renciation et de coopération cellulaire concernant les
actions des lymphocytes et des macrophages et en-

Figure 5: Evolution des messages génétiques de la chaine béta
de la globine humaine: apparition de la duplication de génes gam-
ma (G-gamma et A-gamma) responsables de la production des
chaines protéiques béta-foetales.
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Figure 6: Structure schématique du Centre Majeur d'Histo-compa-
tibilit¢ (C.M.H.) sur le chromosome 6.

fin des familles de classe Ill (C2, C4, Bf) pour les
réactions impliquant la présence du complément. La
réaction humorale (la production d'anticorps) dépend
d'autres systémes génétiques dont peut-étre les ge-
nes DR correspondant a la série | de la souris. Les
agents infectieux étant extrémement divers, la ré-
ponse polygénique et a double commande offre un
grand nombre de combinaisons phénotypiques dont
la distribution «normale» garantit une réponse mo-
yenne et/ou exceptionnelle: les combinaisons les
plus défavorables disparaissent régulierement a une
des extrémités de la courbe. On serait devant une
formule de polymorphisme équilibré et donc hétéro-
entretenu.

A-2) Sur le plan de I'anthropologie génétique

L'examen systématique de fragments de restric-
tion d'ADN par des sondes appropriées opére com-
me un formidable révélateur de polymorphismes au
sein des populations humaines et donc compléte et
renouvelle le stock de marqueurs dont nous dispo-
sions avec un pouvoir discriminant et des interpré-
tations phylogénétiques de grande valeur.

Rappelons que pour explorer ce nouveau poly-
morphsime, il faut impérativement une enzyme de
restriction pour établir des fragments et une sonde
pour situer les fragments par rapport a un locus gé-
nique particulier. Chaque sonde mise au point fait
apparaitre de nouvelles mutations, car une base sur
100 serait polymorphe (A.J. Jerrrevs, 1982). Il faut
donc s'attendre a une avalanche de données dont
le front nous parvient déja. Une revue dans ce do-
maine serait une lourde tache.

A-2-1)L'exempledes polymorphismesderestric-
tion liés a la mutation S (NB.1) de I'hnémoglobine hu-
maine en Afriqgue et aux Etats Unis, maintenant clas-
sique, est repris par bien des auteurs. Nous en
résumerons rapidement les éléments essentiels.

Dans un premier temps, 'é¢tude de H.W. Kan et
A.M. Dozy (1978) des fragments de restriction de la
béta-globine coupés par I'endonucléase Hpal a mon-
tré que la mutation S pouvait se trouver dans deux
types de fragments: 7,6 kilobases (kb) ou 13 kilo-
bases par perte d'un site Hpal du cote 3' du géne
béta.

La formation de fragments de restriction par 8
endonucléases a montré que 11 sites pouvaient étre
le lieu de mutations entrainant une anomalie de I'ac-
tion enzymatique de ces endonucléases. Les com-
binaisons de ces mutations forment de haplotypes
spécifiques de certaines zones géographiques et de
leur population. Ainsi, au Nigéria et en Algérie, la mu-
tation S drépanocytaire est 8 100 % dans un ha-
plotype caractéristique dit «BENIN» incluant en par-
ticulier le fragment 13 kb découvert par Kan et
Dozy. Au Sénégal, la mutation S est a 82% dans un
haplotype caractéristique a fragment 7,6 kb. De
méme en République Centre Africaine et au Zaire ou
la liaison avec un autre haplotype caractéristique dit
«BANTOU» atteint 86%.

Les auteurs responsables de ces travaux, G.
MeARs, R.L. NAGER, J. PAGNIER et D. LABIE (1984) pos-
tulent l'apparition de la mutation béta-S postérieu-
rement a la formation de ces matrices géniques ha-
plotypiques et affirment donc l'origine multicentrique
de la mutation béta S. Les travaux les plus récents
prouvent en outre I'existence d'une matrice génique
originale portant le trait drépanocytaire indien et mo-
yen oriental (KuLosik, 1986) (RAO, 1988). (Figure 7).
Ces affirmations ruinent toutes les théories an-
thropologiques antérieures de diffusion de I'hémo-
globine drépanocytaire HbS et ouvrent de nouveaux
horizons, non seulement a I'étude des migrations
intra-africaines, mais aussi aux descriptions des
structures génétiques des populations caraibes,
méso et nord américaines, Les mémes approches
sont actuellement réalisées pour I'némoglobine anor-
male asiatique E.

A-2-2) Les polymorphismes géniques des délé-
tions des familles de génes de l'alpha- et de la béta-
globine sont aussi intéressants pour les études de
populations ou ces délétions constituent de vérita-
bles «marqueurs» accompagnés d'anémies plus ou
moins graves selon les génotypes et/ou phénotypes
réalisés. Globalement ces anémies sont distinguées
en béta ou alpha-Thalassémies.

(NB. 1) Mutation ponctuelle du 6éme acide aminé dela chaine
béta-globulinique entrainant I'apparition d'une grave anémie hé-
molytique appelée anémie falciforme au drépanocytose.
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Figure 7: Haplotypes ADN (commande génique de la béta-globine
humaine) contenant la mutation pathologique drépanocytaire béta
S. Répartition géographique de ces principaux haplotypes. D’aprés
S. RAO, 1988.

A-2-2.1) Beta-thalassemies: La variabilité des mé-
canismes moléculaires des béta-thalassémies appa-
rait considérable et de nouvelles découvertes ont lieu
chaque année chez des patients aux phénotypes
pathologiques cliniquement peu discernables. Nous
distinguerons quelques uns de ces mécanismes et
leurs incidences dans certains groupes humains se-
lon R.A. SpriTz et B.G. ForGeT (1983):

— béta-zéro-thalassémie: elle peut apparaitre
aprés délétion génique comme en Inde ou une per-
te ou une modification des messages au niveau du
géne béta seraient responsables; cependant, si sou-
vent le géne béta semble normal in vitro, les niveaux
de béta-m ARN sont variables et insuffisants in vivo.
Une mutation non-sens sur un codon béta (Gln 39)
serait souvent, en Méditerranée, responsable d'une
telle diminution de traduction des béta-m ARN et
donc des déficits en chaines de béta-globine (TRre-
CARTIN, 1981). Dans quelques familles italiennes et
iraniennes ont été identifiées d'autres mutations in-
troniques (ISV1) supprimant I'épissage correct de
I'ARN et donc l'apparition d'ARN messager efficace
(Treisman, 1982), ainsi que des défauts de trans-
cription du géne béta lui-méme.

— béta-plus-thalassémies: comme certaines des
béta-zéro thalassémies, 90% des béta-plus-thalas-
sémies sont dues a des synthéses insuffisantes
d'ARN messager (m ARN) cytoplasmique, permet-
tant cependant l'apparition de 5% a 30% des chai-
nes béta normales dans les réticulocytes; a nouveau
il s'agit souvent d'un défaut partiel d'épissage com-

me dans la béta-plus-thalassémie méditérranéenne
due a une mutation ponctuelle, non plus dans le pe-
tit intron béta-ISV1, mais dans le grand intron béta-
ISV2 (Spritz, 1981). Chez les Noirs américains
d'autres mutations ponctuelles entrainent des for-
mes clinigues moins sévéres, en particulier celle tou-
chant le codon 24 et provoquant une anomalie des
molécules du précurseur du béta-mARN (HuwmPHRIES,
1982).

— delta-béta-thalassémie: les thalassémies les
plus souvent rencontrées en Afrique et en Asie con-
sistent en une délétion des genes delta et béta coin-
cidant avec une production possible des chaines glo-
binigues gamma. L'hémoglobine foetale F (alpha?
gamma?) voit ainsi son taux augmenter moyenne-
ment et assurer une compensation. Cependant en
Afrique saharienne et sub-saharienne, en particulier
au Libéria, on observe une délétion plus large de 4
a 9 kilobases dans la parties 5' du géne delta modi-
fiant les mécanismes suppresseurs des chaines
gamma; un syndrome de persistance héréditaire de
I'némoglobine foetale, cliniquement assez bien to-
lérée, apparait dans les populations de ces zones
d'Afriqgue (BERNARDS et Fravelr, 1980). Ces mémes
auteurs ont décrit des anomalies survenant sur le
versant 3' du géne béta et touchant une autre zone
régulatrice de l'expression des génes G-gamma et
A-gamma. Une preuve complémentaire de cette nou-
velle structure régulatrice est apportée par une dé-
létion delta-béta courte en 5' du géne delta (2,5 a
3,5 kilobases) mais large en 3' du géne béta et réa-
lisant en Espagne une thalassémie proche de la per-
sistance héréditaire de I'hémoglobine foetale africai-
ne (OtToLenGHl, 1982). Toute anomalie thalassémi-
que survenant en Pays Basque devrait faire I'objet
d'une étude moléculaire sérieus a la recherche de
types originaux de lésions géniques.

A-2-2.2) Alpha-thalassémie: tout aussi intéres-
santes sont les mutations a l'origine des maladies
par défaut de la chaine alpha-globine. Les études mo-
léculaires des génes alpha sur le chromosome 16
confirment les différences des types cliniques ob-
servés dans les populations humaines.

Comme l'indique la figure 8 les anomalies géni-
ques observées sont, 1& encore, principalement des
délétions. Trés schématiquement les premiéres étu-
des ont distingué:

a) les modifications géniques a délétions longues
atteignant I'ensemble de la famille alpha depuis le
géne sigma jusqu'a alpha 1 (25 kilobases au moins)
ou laissant opérer le géne sigma (17,4 kilobases).
Ces haplotypes sont observés principalement dans
les populations de I'Asie du Sud-Est et de la Médite-
rranée.

A l'état homozygote ces mutations ne sont pas
viables méme si la seconde permet une production
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GENES DE L'ALPHA-GLOBINE - CHROMOSOME 16

Figure 8: Représentation simpli-
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de chaines embryonnaires sigma; un accident mor-
tel (hydrops foetalis) entraine le décés du foetus a
la naissance par production d'hémoglobine BART'S
a 4 chaines gamma (gamma-41, car aucune chaine
alpha normale n'apparait (OrkiNn, 1980 - PRESsLEY,
1980).

b) les délétions beaucoup plus courtes ne sup-
primant I'expression que d'un seul des génes alpha
1 ou alpha 2 et maintenant donc une production mi-
nimale de chaines globiniques alpha a la naissance.
A l'état hétérozygote ces délétions retrouvées en
Asie, en Méditerranée et en Afrique n'entrainent
aucun trouble clinique. Cependant en Asie et dans
le bassin méditerranéen, leurs combinaisons avec
des délétions larges provoquent une anémie alpha-
thalassémique dite «maladie hémoglobine béta-4»
par association préférentielle de chaines globiniques
béta. En Afrique, les formes homozygotes n'existent
que par association d'haplotypes a délétions cour-
tes et donc les formes cliniques sévéres, telles que
la maladie hémoglobine béta-4 ou ['hémoglobine
BART'S (hydrops foetalis), sont pratiguement incon-
nues (EmBury, 1980 - Higes, 1980).

A-2-3) Les travaux récents de J.S. WAINSCOAT
(1986) ont étendu aux génes normaux beta de la glo-
bine humaine dans plusieurs populations du monde
les études de polymorphismes de restriction liés en
haplotypes. Les huit populations ainsi examinées
sont des anglais, des chypriotes, des italiens, des in-
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diens de I'Inde, des thailandais, des mélanésiens de

deux groupes A et B, des polynésiens et enfin deux

groupes d'Afrique subsaharienne A et B, dont nous

ne connaissons pas l'origine.

601 chromosomes étudiés ont révélé 14 haploty-
pes sur les 32 possibles. Certains des haplotypes
sont tout a fait caractéristiques des groupes méla-
nésiens, polynésiens et africains noirs; d'autres sont
communs a toutes les populations nonnégroides (et
non pas non-africaines). Aucun des quatre chromo-
somes les plus communs ne peut étre obtenu a partir
des trois autres par un simple crossing-over ou une
mutation ponctuelle. lls semblent donc étre des
structures stables; ce sont eux qui devaient exister
avant la séparation des. rameaux humains que
WainscoaT situe a 100.000 ans avant J.C. Les dis-
tances génétiques (de BaLAkRISHNAN et SanGHvi) sont
traduites par un dendrogramme assez réaliste des
proximités et distances attendues et objectivant I'ori-
ginalité du phylum africain pour ce locus de la béta-
globine (figure 9). Sur le plan évolutif, ces résultats
vont dans le sens d'une séparation préalable entre
les rameaux africains et eurasiens, telle que mise en
évidence, depuis longtemps, par les recherches sur
les types protéiniques (M. Nei, 1982), alors que les
résultats des groupes sanguins et tissulaires ont tou-
jours fait supposer une séparation des rameaux né-
groide et caucasoide postérieure a celle du rameau
mongoloide. Cet isolement ancien du rameau négroi-
de dans un milieu tropical et équatorial trés particu-
lier expliquerait peut-étre sa grande divergence gé-
nétique confirmée dans de nombreux systémes de

Figure 9: Classificatin hiérarchique selon la structure génique de
la chaine de la béta-globine pour huit populations humaines.
D'aprés J. S. WAINSCOAT, 1986.
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marqueurs: cellulaires, protéiques, mais aussi géno-
miques, tels que les loci de I'hormone de croissan-
ce, de la dihydro-folate-réductase, de l'insuline et de
I'albumine.

Si WaINscoAT «suggére» que l'ancétre commun
de ces groupes explorés pour I'ADN de la beta-globi-
ne normale pourrait étre africain et que la sépara-
tion des rameaux aurait pu prendre place sur ce con-
tinent, d'autres auteurs I'affirment beaucoup plus
bruyamment dans un récent travail consacré a I'ADN
mitochondrial humain. Ainsi, Rebecca L. Cann et
collaborateurs (1987) tentent de tracer I'arbre phylo-
génétique de 133 types d'ADN mictochondriaux dé-
finis par 12 enzymes de restriction sur cinq popula-
tions de quelques individus:

— 20 noirs «africains», en fait américains,

— 34 asiatiques de Chine et du Sud-Est asia-
tique,

— 46 caucasoides incluant des africains du Ma-
ghreb et des Moyens Orientaux,

— 21 aborigénes australiens,

— 26 aborigénes mélanésiens de Nouvelle Gui-
née.

L'avantage de cette étude du polymorphisme de
restriction est qu'elle utilise un matériel ADN mito-
chondrial & mutation plus rapide que I'ADN nucléai-
re, et qui donc accroit la diversité observable; ce ma-
tériel obéit en outre a une transmission maternelle,
échappant ainsi a tous les jeux de recombinaison dus
a l'apparentement a chaque conception et a chaque
génération. L'arbre obtenu relie chaque «haplotype»
au voisin et détermine pas a pas la structure ances-
trale possible pour les expliquer tous. (Figure 10)

Comme dans le travail de Jim WaINscOAT, cer-
tains haplotypes africains, mais pas tous, semblent
issus de la méme racine trés ancienne et ce résultat
voudrait confirmer encore cette hypothése d'une sé-
paration primaire d'un bloc africain et d'un rameau
a diversification géographique beaucoup plus large.
Le lignage maternel ancétre de ces deux rameaux
était-il africain? ReseccaL. CanN en donne pour argu-
ment que situer cette séparation des filles a et b
d'une Eve mitochondriale en Afrique «simplifierait le
nombre de migrations intercontinentales & envisa-
ger pour rendre compte de la distribution géograp-
hique des haplotypes ADN mitochondriaux actuels».
Cet argument parait un peu faible et on peut se de-
mander, comme devant le travail de WAINSCOAT, le-
quel des deux rameaux primaires est plus ancestral
que l'autre? Au plan temporel, sur la base de 2% a
4% de différences dans la séquence d'ADN mito-
chondrial par million d'années, le maximum d'ecart
observé de 0,57% fait vivre notre Eve autour du
200éme millénaire avt J.C., ce qui pose certains pro-
blémes de compatibilité avec les données archéolo-
giques; mais plus encore que dans le travail de

WAaINscOAT, le déploiement migratoire a partir d'un
point africains s'avérant indispensable pour expliquer
la typologie haplotypaire, c'est une véritable recolo-
nisation planétaire qui est évoquée par ReBecca L.
Cann, car aucun hybridation avec des peuplements
antérieurs issus des Homo erectus dispersés dans
I'Eurasie n'est concevable. Peut-on admettre un mo-
nophylétisme de I'Homo sapiens aussi rigoureux?
Peut-on admettre une démonstration basée sur aussi
peu d'individus et de populations? Peut-on admet-
tre une hypothése basée autant sur le programme
de représentation statistique des données que sur
ces données elles-mémes?

Pourtant des arguments complémentaires se-
raient apportés par I'étude génomique du chromose
Y dont les séquences sont transmises uniquement
par le lignage méale, ce qui donc théoriquement nous
raméne a l'ancétre ADAM. En effet, une famille de
génes de la sous-région Yqll révéle, seln G. LucoTTe
(1988), un polymorphisme de restriction (par I'en-
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Figure 10: Classification hiérachique selon la structure génique
d'ADN mitochondrial, définie par 12 enzymes de restriction, pour
cing «populations» humaines. D'aprés R. L. CANN et al., 1987.
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zyme Tag 1) et une sonde adéquate identifie cing
fragments représentant 5 polymorphismes dont les
alleles seraient apparus par mutations ponctuelles;
sans entrer dans les détails de ce travail, disons
gu'entre les haplotypes ainsi définis une filiation peut
étre établie des primates anthropoides jusqu'aux
hommes actuels a travers le péere ADAM. Et comme
le dit J.S. WAINSCOAT avec beaucoup d'humour «si
cette étude du chromosome Y prouve qu'ADAM était
contemporain d'EVE, alors on pourra méme imagi-
ner qu'ils se sont rencontrés».

On a compris que ces études génomiques pas-
sionnantes et révolutionnaires nous conduisaient
aux perspectives les plus vertigineuses et aux limi-
tes de [I'anthropologie-fiction.

De nombreux anthropologues s'insurgent contre
ces conclusions hatives et contre I'utilisation un peu
abusive de données archéologiques et paléontolo-
giques a l'appui de résultats extrémement parce-
llaires.

Comme l'ont exprimé nos collegues Luca
CAVALLI-SFORzA et ANDRE LANGANEY lors du 2éme con-
grés international de démographie historique a PA-
RIS (juin 1987), «la plus grande prudence devrait étre
de misedans un domaine ou les données étant ra-
res, il est plus facile d'étre spectaculaire que ri-
goureux».

La génétique moléculaire et les polymorphismes
de restriction ne peuvent donc effacer les nombreux
travaux sur les polymorphismes antigéniques et pro-
téiques, produits géniques, qui depuis trente ans ont
permis une accumulation de données dans des sys-
témes génétiques nombreux, trés informatifs, per-
mettant donc des études statistiques trés sophisti-
quées et de riches comparaisons avec les données
archéologiques, démographiques, linguistiques et
socio-culturelles dans de nombreuses populations
du monde. Ces systémes polymorphes font d'ailleurs
chaque jour l'objet de nouvelles découvertes dont
nous ne donnerons dans cet exposé que quelques
exemples.

B - MARQUEURS TRADITIONNELS

Dans le choix dee nos exemples interviendra évi-
demment l'intéréte qu'ils présentent pour la généti-
que des populations pyrénéennes.

B-1)Complexemajeurd'histocompatibilité: génesde
classes Il et Ill.

Le premier de ces exemples, nous le prendrons
dans le systéme du complexe majeur d'histocompa-
tibilité (CMH) et en particulier dans les familles des
des marqueurs génétiques de HLAD, dits de classe

I, et des marqueurs génétiques du complément, dits
de classe lll, dont les nombreux alléles ne sont con-
nus que depuis ces 6 ou 7 dernieres années. La clas-
se |, rappelons le, est constituée par les loci HLA A,
C et B.

B-1-1) La carte du CMH nous a montré la locali-
sation de ces deux familles Il et lll par rapport aux
loci de la classe I. La famille de classe Il est certai-
nement trés complexe et on lui suppose au moins
12 loci; 4 sont déja connus et ont permis de recon-
naitre des séries d'alléles dont la revue a eu lieu en
1984 au 9éme atelier international d'histocompati-
bilité. Ce sont les loci DR avec 14 antigénes, DW
avec 19 antigénes, DQ avec 3 antigénes, ainsi que
DZ, DX et DP dont les spécificités sérologiques sont
encore mal définies. DQ et DR ont un linkage assez
fort et ce sont donc essentiellement pour le moment
les variations de fréquences de spécificité de DR et
DRW qui sont informatives pour les études de po-
pulations; cependant celles des spécificités DP le de-
viendront certainement a bréve échéance.

La liste des antigénes du locus DR s'établit pro-
visoirement ainsi: DR 1, 2, 3, 4, 5 (W11, W12), 6
(W13, W14), 7 (W8, W9, W10, W52 (MT2), WR3
(MT3). Les apports récents de cette famille de ge-
nes sont de trois types:

a) L'information due a leur polymorphisme n'est
pas trés différente de celle apportée par les loci HLA
A, C et B pour les grands rameaux humains comme
le montre le tableau 1 tiré de W.R. Mavyr (1986).

b) Cependant, a l'intérieur de populations a struc-
tures génétiques assez homogénes, telles les popu-
lations d'Europe et du Proche Orient, le polymorp-
hisme du DR peut révéler des différences assez
nettes; ainsi en est-il, par rapport a un pool de po-
pulations caucasoides, des différences génétiques
au locus DR mesurables pour des échantillons de la
Sardaigne, de I'lrlande et de Cardiff (Pays de Galles)
ainsi que de I'Arabie (Mayr, 1986). Cette rupture est
due principalement aux variations de certains allé-
les DR en Europe, comme les fréquences élévées des
antigénes DR2, DR3 et DR4 qui vont décroissantes
du Nord au Sud tandis qu'augmente le DR5; ces allé-
les DR2, DR3, DR4 ne sont certainement pas seuls
en cause car leur liaison avec avec les B7, B8 et B15

loct HLA considereés distance distance distance
CAUC / NEG.| CAUC /[ MOMG. NWEG / MORG.

HLA - DR 0,007 0,036 0,049

HLA - A+B+C 0,019 0,028 0,047

HLA - A+B+C+DR 0,017 0,020 0,046

Tableau 1: Distances génétiques (f) entre rameaux humains se-
lon la répartition des marqueurs génétiques des principaux loci
du systeme HLA. D'aprés W. R. MAYR, 1986.
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est bien connue dans les haplotypes du CMH. Ce-
pendant les études réalisées dans la derniére décen-
nie sur les habitants des Pyrénées et sur ceux de pro-
vinces frangaises nous ont prouvé (B. BETUEL,
1986):

— que si le DR5 présente bien des valeurs éle-
vées en Catalogne, ces valeurs étaient relati-
vement les mémes en Dauphiné, en Savoie et
en Lorraine.

— que si le DR2 et DR4 présentaient bien les va-
leurs les plus faibles dans les Pyrénées et
dans le Midi-pyrénéen, par contre le DR3, le
DR1 et le DR7, maintenaient en Béarn et au
Pays Basque les fréquences les plus élevées
de France (en association avec les HLA-B18
et A3 pour le DR3, les HLA-B39 et B27 pour
le DR1, les HLA-B29 et A23 pour le DR7).

Il semble donc que certains schémas de réparti-
tion doivent étre en constante révision.

c) La région D du CMH étant plus ou moins si-
milaire & la région | de la souris et les génes DR en
particulier intervenant dans les phénoménes de re-
connaissance et de coopération entre les différen-
tes cellules impliquées dans la réponse immunitai-
re, la présence de certains alléles DR en association
avec d'autres marqueurs HLA sera observée chez
des individus présentant des maladies autoimmunes
et ces corrélations positives permettront de déter-
miner certains profils génétiques sensibles ou pré-
disposés a de telles affections. Nous envisagerons
plus loin ces problémes.

B-1-2) Les marqueurs de classe Il sont les alloty-
pes des génes C4, C2 et Bf (facteur properdine). Les
produits de ces génes agissent comme activateurs
du Complément C3. Les trois loci sont situés entre
les HLA-B et les génes de classe Il dans I'ordre vrai-
semblable C2, C4, Bf encore qu'un doute subsiste
quant a la position de Bf. La fonction du Complé-
ment comme médiateur dans tous les processus de
défense immunitaire et la situation de sa comman-
de dans le CMH ont provoqué des recherches inten-
sives dont le résultat fut en quatre a cinq ans une
explosion des marqueurs de cette famille (MauFr,
1985). Nous les évoquerons pour les trois loci con-
sidérés:

— si C2 est trés monomorphe avec le plus sou-
vent I'expression C et trés rarement les formes BC
et AC, il semblerait que le locus soit par contre le
lieu d'un riche polymorphisme de restriction. Les ex-
plorations par «blotting» devraient donc faire appa-
raitre de nouvelles mutations.

— BF (facteur properdine): deux sous-types ont
été mis en évidence au début: F rapide et S lent, puis
deux variants plus rares, F, et SO;; actuellement on
observe 13 variants rapides et 5 variants lents, ra-
res, ainsi qu'un variant trés lent (S 1.1) découvert en

Auvergne par I'Unit¢é INSERM 100 de TOULOUSE
(HAuPTMANN, ABBAL, 1986) (Moennarp, 1986).

— Le polymorphisme de C4 est extrémement
complexe. Deux loci C4A et C4B sont le lieu d'un
grand nombre de mutations: en C4A, 6 mutations
et un allele AQO silencieux, en C4B. 28 mutations
et un alléle silencieux BQO.

Ces différents alléles donnent de nombreuses
combinaisons génotypiques, y compris avec les allé-
les silencieux, ce qui ne facilite ni les calculs de fré-
quence en génétique de population, ni les interpré-
tations de corrélations entre facteurs du
complément et maladies.

Le tableau 2 rapporte quelques résultats des étu-
des actuelles sur les principaux marqueurs Bf (fac-
teur properdine).

On remarque sur ce tableau 2, les fréquences
tout a fait particuliéres aux Sardes, aux Basques, aux
Touaregs et aux Tunisiens pour les quatre alléles
identifiés de ce systeme.

Pour C4 A et B, 11 combinaisons géniques ren-
dent compte de 75% des combinaisons retrouvées;
3 en représentent la majorité (60 a 74%), au moins
chez les caucasoides; ce sont A3B1, A3BQO,
AQOB1. Citons quelques exemples de répartitions
planétaires originales: la diminution de A3BQO chez
les mongoloides, la diminution trés forte de AQO
chez les mongoloides, et I'absence totale de combi-
naison A4B2 chez les négroides.

Dans les études actuelles de populations, I'élé-
ment trés informatif est constitué par certains dé-
séquilibres de liaison intéressant, d'une part les 3 ou
4 loci de classe Il formant ainsi des «complotypes»,
d'autre part les associations gamétiques de ces com-
plotypes avec les autres génes de classe Il et | pour
former des haplotypes particuliers.

Ainsi sont résumés dans les deux tableaux sui-
vants N.°3 et N.°4 quelques résultats de I'enquéte
HLA sur les provinces francaises (P.F.) entreprise de-

FACTEUR B BfF BfS BfF1 BfS07 Nb
ORIENTAUX 126 .873 - - 174
NEGROIDES 519 461 .010  .010 102
CAUCASOIDES 204 778 .012 .010 675
BASQUES FR 296 550 .139  .015 201
BASQUES ES 270 562 145 .020 24
SARDES (a) 219 578 198  .005 218
SARDES (b) 295 445 216 .043 139
TUNISIENS 287 617 .019 .083 375

TOUAREGS 345 577 .022  .056 161

Tableau 2: Fréquences des variants Bf (Facteur properdine) dans
quelques populations humaines. D’aprés HAUPTMANN, ABBAL,
1986, modifié.
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puis 1980 dans nos laboratoires toulousains de I'IN-
SERM et du CNRS (actuellement fédérés dans la for-
mation LIGHT (Laboratoire d'ImmunoGénétique
Humaine de Toulouse).

Le premier tableau 3 ne donne que les principaux
haplotypes HLA A et B retrouvés dans l'enquéte et
d'une fagon schématique leur présence ou non dans
3 régions qui intéressent particulieremen les études
basques:

— le Béarn, trés proche géographiquement et
génétiqguement du Pays Basque, (BE) (DE-
MUR, 1986),

— la Catalogne a l'autre extrémité pyrénéene
(CA) (Prevost, 1984),

— enfin les Cévennes proches de la Méditérra-
née (CE) (Constans, 1986).

Le second tableau 4 complique ce premier sché-
ma en indiquant les haplotypes plus complexes co-
rrespondants aux associations avec les produits des
génes des classes Il et lll.

HAPLOTYPES DES LOCI HLA A et B

Workshop 8 P.E. BE CA  CE
A1-88 6.72 641 N N/
A3-B7 4.77 5.11 Y/ 4
A29-844 1.80 433 /S /f *
A11-B35 2.04 2 Y/ +
A1-B17 1.66 1.94 o / 0
A25-B18 1.38 0.45 - - -
A23-B44 - - /
A23-B45 - -
A30-818 Y/ /4 -
A24-814 /- -
A3-B14 -y )
A2-B51 - - V4

Tableau 3: Principaux halotypes des marqueurs de classe | (loci
A, C et B)du systeme HLA dans les Provinces frangaises, et en
particulier en Béarn, Catalogne et Cévennes.

HAPLOTYPES DU C.M.H.

PAYS BASQUE
ET BEARN

CATALOGNE CEVENNES

AL, Cw7, BS, DR3
A30, Cws, B18[A3, BQo, F1,] DR3
A29, C , B44Jp3, B1, F ] DR7 s
A1, Cw6, 817 A6, B1, S, DR7

A23, Cwd4, B45, |A3B1, F,| DR7/ B44
A2, Cw7, 851,-_381, S,| DRS
A3, Cw7, B7,|A3, B1, S,| DR2

Tableau 4: Principaux haplotypes du Complexe Majeur d'Histo-
compatibilité (loci HLA A, C et B et loci des facteurs du complé-
ment C4A, C4B et Bf) dans quatre «Provinces» du Sud-ouest de
la France: Pays Basque, Béarn, Catalogne et Cévennes.

De ces deux tableaux ont peut tirer les commen-
taires suivants:

a) autour de la fréquence particuliérement éle-
vée de BF F1 au Pays Basque et dans les Pyrénées,
s'organise un complotype A3, BQO, F1 puis un ha-
plotype assez particulier; en effet, on observe un lin-
kage fort, d'une part entre ce complotype et la com-
binaison A30, C5, B18 fréquente en Europe du sud
et d'autre part avec DR3; I'haplotype complet est
ainsi: A30, CW5, B18, A3, BQO, F1, DR3. Mis en évi-
dence dés 1978 par A. CamoN-DemouzoN et E. OHa-
YON (1982) au Pays Basque ou il est en net déséqui-
libre de linkage, cet haplotype est retrouvé dans
toute la chaine pyrénéenne jusqg'en Catalogne.

b) Une autre association avec DR3 concerne le
complotype AQO, B1 et Bf S ou F, et dans ce cas,
I'haplotype est complété par Il'association HLA A1,
C7, B8 dont la fréquence dans toute I'Europe du
Nord, et donc en France est bien connue; cette fré-
quence est forte en Cévennes et Catalogne mais par
contre faible en Béarn et en Pays Basque.

c) Le complotype le plus banal A3, B1, Bf F (ou
S) semble aussi bien ssocié a DR7 qu'a DR2 ou DR5.
Les facteurs HLA A-C-B associés constituent:

— soit un haplotype relativement commun aux
populations pyrénéennes (et languedociennes): A29,
C-, B44, A3, B1, F, DR7,

— soit des haplotypes bien caractéristiques de
zones que nous avons étudiées dans le cadre des
provinces francgaises:

* BEARN: A3, CW7, B7, A3, B1, S, DR2
e CATALOGNE: A23, C4,B45, A3, B1, F, DRY
e CEVENNES: A23, C4,B44, A3, B1, F, DRY
ou
A2, C7, B51, A3, B1, S, DRb

d) Citons enfin un complotype plus original: A6,
B1, S lié a DR7 et a HLA A1, C6, B17 dans un ha-
plotype caractéristique dy Pays Basque et d'autres
populations pyrénéennes. Un déséquilibre de linka-
ge partiel semble en prouver la présence méme en
Catalogne.

Ainsivoit-on apparaitre grace a cette association
gamétique de marqueurs, a la fois une continuité,
une homogénéité de la chaine pyrénéenne pour cer-
tains haplotypes et parallélement des contrastes et
des gradients pour certains autres. Ces acquis re-
coupent parfaitement ce que nous observions déja
dans les systémes de groupes ABO, Rhésus et autres
(BATAILLE, 1974) (MARCELLI-BARGE, 1988)

B-2) Groupes sériques Gm des immunoglobulines

Ces différences entre structures génétiques des
populations réparties sur la chaine pyrénéenne peu-
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HAPLOTYPES DU SYSTEME Gm

et oyt 12 '
A 4 23|5,10,11,13,14 CAUC
B|1,2,17 21,28 } CAUC
c| 1,17 21,28

p| 1,4 | 23 |5,10,11,13,14 MONG.
E| 1,17 | 23 |5,10,11,13,14 MONG.
ORIENT

El 1,17 10,11,13,15, 16 MEDIT.
1,17 10,11,13,15,16 |6 | QUEBEC
1,17 10,11,13,15,28 ISSEQ.
ORIENT

1| 1,17 5,10,11,13,14 AFRIQUE
J| 1,17 5,10,11,13,14,28| | AFRIQUE
' DJIBOUTI

K| 1,17 5,10,11,13,14 |6 | yep1T.
1,17 5,10,11,14,6 SAHARA
1,17 5,11,14,6 AHAGGAR

. AFRIQUE

N| 1,17 5,11,6,24 NOIRE

Tableau 5: Répatition schématique des principaux haplotypes de
systtme Gm des imunoglobulines selon les grands groupes hu-
mains.

vent étre objectivées aussi par les haplotypes du
systéme GM dont les marqueurs garnissent les chai-
nes gamma 1, gamma 2 et gamma 3 des immuno-
globulines humaines, autrement dit des anticorps.

Le tableau 5 montre schématiquement cette ré-
partition des marqueurs selon les sous-classes d'im-
munoglobulines et selon les rameaux humains.

Un tableau 6 construit avec les résultats de di-
verses enquétes pyrénéennes et africaines depuis
une dizaine d'années met en évidence, avec la méme
précision que les marqueurs du CMH, les éléments
de similarité et de rupture dans le continuum des po-
pulations pyrénéenes. On y constate:

a) I'homogénéité des résultats pour les mar-
queurs caucasoides (haplotypes A, B et C) et le
constraste des fréquences de ces marqueurs avec
celles calculées dans les populations du nord du Sa-
hara et du Sahara central (Touaregs),

b) la présence sur les groupes pyrénéens (bas-
ques, béarnais, catalans), cévenol et corse, des fré-
quences calculables d'un haplotype Gm commun
aux populations proches orientales et africaines le
Gm 1,17 /-/5 10 11 13 14 ().

c) la présence uniquement dans les populations
proches de la Méditerranée (Catalogne, Cévennes et
Corse) d'haplotypes rares et communs a I'Afrique du
Nord et au Sahara (LEFerFrRe-WITIER, 1982):

P.LEFEVRE-WITIER

HAP! NORD  TOUA
APLOTYPES Gn  PAS. BEA | CAT. Ccev. con. SAthmA Roce
A a/-/5* 683 .598 | .654 .682 .710 | .387 .189
B+C 1(2)17/-/21 304 370 | 293 204 225 | .161 .399
I 1,17/-/5 008 .017 [ .013 .010 .046 | .310 .276
K 1,17/-/%s - - + + - . .
L 1‘1?;-135fg'11 - - + - s ' s
10,11,13

P - - ’ . - N -
Moo 172 - - - - - +

Tableau 6: Fréquences de quelques haplotypes du systéme Gm
dans certaines provinces frangaises méridionales et des popula-
tions du Sahara central algérien.

* haplotype «Dijibouti» (K): les facteurs Gm 13
et GM 6 sont présents; cependant ici le Gm
6 n'est pas situé sur les chaines immunoglo-
bulines gamma 3, alors que dans les popula-
tions d'Afrique Noire il est constamment as-
socié sur ces chaines avec le Gm 24.

* haplotype «Saharien» (L): le facteur Gm 13 a
ici disparu et, dans ce cas, on peut faire
I'nypothése que le Gm 6 est probablement sur
les chaines gamma 3.

* haplotype «Proche oriental» (F): les facteurs
Gm15 et 16 sont ici présents alors que'en Afri-
que Saharienne et Noire existe seulement le
Gm 15.

d) L'absence dans ces mémes populations de
I'haplotype «Touareg du Hoggar» (M), propre a ces
groupes de pasteurs montagnards.

Ces deux exemples voulaient montrer la finesse
de description des populations par des systémes trés
polymorphes, qui forment, grace a la proximité des
loci, des haplotypes relativement stables mais ca-
pables aussi de délétion et de recombinaison don-
nant de nouvelles associations parfois déconcertan-
tes. Rappelons encore que ces examens de
systémes polymorphiques aussi complexes que la
HLA, les complotypes ou le Gm, doivent évidem-
ment faire l'objet d'enquétes familiales pour en tes-
ter les transmissions de génération a génération.

En fait le choix de ces exemples de marqueurs
traditionneles (dont la recherche est surtout le fait
d'examens sérologiques) n'était pas neutre. Nous
avons ainsi préparé la terrain aux quelques considé-
rations que nous voudrions exprimer sur le problé-
me des relations entre polymorphhismes génétiques
et pathologie.

Nous en écarterons évidemment les relations di-
rectes, c'est a dire les pathologies, souvent molécu-
laires, dues elles-mémes a des mutations non-sens
perturbant un métabolisme a différents niveaux d'in-
tervention protéiques, enzymatiques ou non.
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C - ASSOCIATIONS POLYMORPHISMES GENETI-
QUES ET MALADIES

Pour bien des mutations des polymorphismes gé-
nétiques antigéniques ou protéiques, un lien direct
peut étre établi entre la structure moléculaire et la
pathologie observable. Nous I'avons entrevu pour les
hémoglobines anormales, telles les mutations S ou
C, et nous aurions pu citer de nombreuses protéi-
nes ou enzymes non-sens relevant de mutations
ponctuelles ou de délétions comparables a celles des
chaines alpha ou béta de la globine.

Pour certains systemes génétiques comme ABO,
Rhésus ou Kell, les valeurs sélectives des génoty-
pes relévent en partie des conflits immunologiques
générés par les différents antigénes. Cependant de
nombreux systémes polymorphes paraissent neu-
tres; cette situation de neutralité génait une pensée
scientifique trés néodarwinienne, et on a tenté pen-
dant des décennies de lier les structures génétiques
observées a certaines pathologies, soit endémo-
épidémiques comme la tuberculose, la syphilis, le
choléra (ou méme la peste), ou plus individuelle com-
me l'ulcére ou le cancer des voies digestives (plus
fréquents chez les sujets A) ou le cancer du col uté-
rin pour les femmes 0.

Ces associations ont souvent montré des résul-
tats discordants selon les auteurs.

La découverte des polymorphismes du CMH
(complexe majeur d'histocompatibilité) a donné un
nouvel essor a ces études d'association entre struc-
tures génétiques et pathologies. Le tableau suivant
7 offre une image des principales associations re-
connues actuellement et sur la compréhension des-
quelles travaillent de nombreuses équipes de recher-
che. C'est que la fonction méme de différentes
familles de géne HLA dans l'identification du soi et
du non-soi et dans la défense immunitaire, fait es-
pérer saisir certains des mécanismes physiopatho-
logiques les plus intimes des affections liées aux va-
riants génétiques du CMH.

En amont de ces espoirs, on peut mettre en évi-
dence par l'observation des associations:

— d'une part, les valeurs sélectives de certains
profils génétiques dont on peut calculer la fréquen-
ce et donc apprécier le poids dans l'adaptation des
populations;

— d'autre part, estimer le risque relatif couru par
les individus porteurs d'un ou plusieurs éléments de
ces profils génétiques.

C'est ce risque relatif (c'est a dire la probabilité
pour un individu porteur de contracter la maladie par
rapport & un individu non porteur) qui figure dans la
colonne de droite de tableau 7.

Les exemples les plus connus actuellement sont
les liaisons:

MALADIES HLA RISQUERELATIF
Hémochromatose idiopathique A3/B14 8/5
Maladie de Hodgkin A1 1,4
Psoriasis commun CwW6 13
Spondylarthrite  ankylosante B27 87
Syndrome de Reiter B27 37
Uvéite antérieure aigué B27 10
Arthrite  psoriasique B27 11
Périarthrite de I'épaule B27 6
Arthrite  rhumatoide juvénile B27 4
Maladie de Behcet B5 6,3
Thyroidite subaigiie de Quervain BW35 14
Dermatite herpétiforme DR3/B8 15/9
Maladie coeliaque DR3/B8 11/8
Syndrome de Sjérgren DR3/B8 10/3
Maladie ~d'Addison DR3/B8 6/4
Maladie de Basedow DR3/B8 4/2
Diabéte juvénile DR3/B8 : DR4 412 ; 6,4
Myasthénie grave DR3/B8 13/6
Hépatite chronique active DR3/B8 712
Déficit en C2 DR2/B18/A25
Syndrome de Goodpasture DR2 16
Sclérose en plaque DR2/B5 4/2
Névrite optique DR2 2
Pemphigus  (Juifs) DR4 14
Arthrite  rhumatoide DR4 4
Maladie de Berger DR4 4
L.EE.D. (hydralazine) DR4 5.6
Thytoidite  d'Hashimoto DR5 3
Anémie pernicieuse DR5 5

Tableau 7: Risque relatif de maladie selon la structure génétique
HLA. D’aprés J. DAUSSET, HLA 1982. Flammarion, Paris.

— entre HLA A3 et 'hémochromatose idiopathi-
que; nous avons vu que le géne contrblant le méta-
bolisme du fer dans I'hnémoglobine est extrémement
proche du locus HLA-A.

— entre HLAI et maladie de Hodgkin, une hémo-
pathie maligne. Cette association se précise actue-
llement et nous aurons cenainement bientét des
données nouvelles.

— entre HLA B27 et la spondylarthrite ankylo-
sante ainsi que d'autres syndromes a manifestations
inflammatoires des articulations. Notons que cette
liaison n'intéresse que I'hémisphére nord.

— entre HLA DR3 et diabéte juvénile insulino-
dépendant, maladie ou la sécrétion insulinique du
pancréas est supprimée par un processus d'autodes-
truction, donc auto-immun.

— entre HLA DR2 et sclérose en plaque, mala-
die dans laquelle une inflammation de la moelle épi-
niére provoque des foyers de destruction avec des
conséquences trés invalidantes et souvent morte-
lles par aggravation.

J'ai souhaité arriver a ces deux exemples parce
que ces deux derniéres maladies semblent d'une fré-
quence relativement importante a l'extrémité occi-
dentale des Pyrénées (et donc en pays basque, béar-
nais et bigourdan) et que leurs associations avec des
marqueurs génétiques du systeme HLA fait I'objet
de travaux approfondis depuis une dizaine d'années
dans les laboratoires d'ImmunoGénétique Humaine
de Toulouse (Fédération LIGHT Unit¢é INSERM 100
et CRPG-CNRS, ex Centre d'Hémotypologie).
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En ce qui concerne le diabéte insulino-dépendant
(DID), nous avons vu qu'un haplotype du CMH rela-
tivement fréquent dans les populations pyrénéennes
était porteur du variant DR3. Il se trouve qu'au Pays
Basque le risque relatif pour le DID chez les porteurs
de DR3, et souvent donc de cet haplotype, est pour
le moment le plus élevé du monde. 90% des mala-
des portent ce DR 3 et seulement 19% des témoins
(CamBoN-Demouzon, 1982). Une observation complé-
mentaire a révélé dans cette méme population bas-
que que les porteurs hétérozygotes DR3/DR4 pré-
sentaient un diabéte plus précoce; ceci a été
retrouvé dans d'autres populations européennes;
mais chez les basques, il faut noter que le DR4 est
trés rare, ce qui est un élément favorable pour cette
population; d'autant que DR2 et DR7 sont combi-
nés dans d'autres haplotypes et paraitraient porteurs
d'un caractere de «non susceptibilité».

Le taux de mortalité de la Sclérose en plaques
apparait trés élevé dans les Hautes Pyrénées, par
rapport aux taux frangais ou toulousains. La préva-
lence (taux d'apparition annuelle) est en outre de 40,
2/100.000 habitants, soit une des plus élévée d'Euro-
pe. L’'enquéte actuelle du LIGHT tente d'évaluer la fré-
quence et la gravité de l'affection dans les Pyrénées
Atlantiques, pour comparer les données épidémio-
logiques bigourdanes avec celle des basques fran-
cais et des béarnais. La susceptibilit¢é a contracter
la Sclérose en plaques semble liée surtout a HLA
DR2 en Europe du Nord, peut étre a d'autres antigé-
nes HLA dans les Pyrénées, I'Aquitaine, le Toulou-
sain et le Languedoc-Roussillon. Les plus récents ré-
sultats obtenus sur 71 familles révélent une
association préférentielle avec DR2, peut étre avec
DR6 (72% de malades DR2 et/ou DR6 contre 37
% chez les témoins). Une étude du polymorphisme
Gm montre que l'association avec I'haplotype Gm4/-
/5 aggrave la susceptibilité a la Sclérose en plaques
en particlier lorsque les individus sont homozygotes
pour cet haplotype Gm (BLanc, 1986). Des associa-
tions faibles positives ou négatives ont été aussi
constatées entre systémes HLA et systtme Gm dans
le diabéte insulino-dépendant.

Ces observations introduisent ici la notion déve-
loppée par J. Dausset et L. Decos d'association gé-
nique (index E) ou d'interaction génique ou de syner-
gie génique, quelqu'en soit le mécanisme, qui peut
se mesurer dans les familles ou les populations de
malades comme un déséquilibre de linkage. Cette
approche est important dans les maladies polygéni-
ques et les marqueurs utilisés ne seront pas seule-
ment les traditionnels mais aussi les génomiques et
bien slr tous les polymorphismes de restriction dé-
couverts parles RFLP (WHITTINGHAM, 1984) (DAUSSET,
1985).

Outre leur intérét en génétique des populations
et en anthropologie d'adaptation, tous ces travaux

ouvrent le chapitre considérable de la médecine dite
«prédictive», puisqu'on peut progressivement «dé-
duire la présence d'un géne de celle d'un marqueur
qui lui est étroitement lié, c'est a dire savoir si un en-
fant a naitre est voué a une maladie ou si un sujet
déja né, enfant ou adulte, est prédisposé a telle ou
telle affection» (FrRezaL, 1987).

D - CARTE GENETIQUE

Ces travaux sur les associations polymorphismes
génétiques et maladies ont enfin une incidence con-
sidérable sur la cartographie de I'ensemble du géno-
me humain; depuis des années, c'est parallélement
a des fins scientifiques fondamentales, mais bien
plus encore médicales, que vise cette entreprise mo-
bilisant les équipes de pointe de la génef ique molé-
culaire autant que celles de l'immunologic et de la
génétique mathématique.

En effet, la découverte et la localisatin de nou-
veaux polymorphismes permettent, comme nous
I'avons vu, de lier un type de mutation pathologique
a une mutation ou une combinaison de mutations
transmises «en bloc» d'un parent a un enfant, c'est
a dire souvent a un «haplotype» de ces polymorp-
hismes. Outre le degré d'hétérozygotie que créent
ces polymorphismes, ils représentent des balises sur
les chromosomes et c'est par rapport a ces balises
qu'on tentera de situer grossiérement le géne res-
ponsable d'une maladie. Tout le probléme de la con-
tribution des polymorphismes génétiques a la car-
tographie génomique tient dans ce probléme de
«définition», c'est a dire de pouvoir séparateur ou lo-
calisateur sur les chromosomes. Nous le résumerons
rapidement:

Les méthodes de ségrégation ou de linkage sont
fondées sur des comparaisons de probabilité («lord
score») essayant de situer, a partir des transmisions
familiales, les positions respectives des commandes
géniques et leur ordre sur un méme chromosome.
Actuellement, grace au Centre d'Etude de Polymorp-
hismes Humains créé en 1983 par J. Dausser (Pa-
ris) et R. WHITE (Salt Lake City), 40 familles cauca-
soides comportant 3 générations et groupant 517
indvidus (avec une moyenne de fratries de 8,2 en-
fants) sont a I'étude poru 181 marqueurs connus,
dont les polymorphismes «traditionnels» ainsi que
de nombreuses sondes détectant des polymorphis-
mes nouveaux. Cette opération devrait aboutir a une
carte primaire du génome balisé par environ 200
marqueurs sur les 23 chromosomes, et permettre
d'utiliser ensuite ces balises pour continuer a carto-
graphier des genes de maladies héréditaires. Mais
cette approche est basée sur des taux de recombi-
naison, sur des crossing-over entre chromosomes
parentaux, et son pouvoir séparateur est d'environ
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Figure 11: Carte du génome humain. D'aprés Mc KUSICK, 1981,
in FELLOUS, HLA, 1982.

25 centimorgan par rapport a un repére, soit 25 mi-
lions de paires de base. Or rappelons-nous qu'un
exon ne mesure que 1.000 a 5.000 paires de base.
La technique d'étude génomique par sondes sépa-
re, elle, des fragments de 50.000 paires de bases.
Donc pour actuellement «marcher le long du
génomey:

® soit on fait des sauts énormes (25 centi-
morgan),

® soit on marche presque «a cloche pied» a rai-
son de 20 pas pour parcourir | seul centimorgan.

Les techniques récentes cherchent a trouver un
outil, c'est a dire des polymorphismes de restriction,
dont le pouvoir séparateur tournerait autour d'un
centimorgan et ceci en attendant le séquencgage to-
tal automatique; ce séquengage n'est pas impossi-
ble puisque les chercheurs japonais viennent de I'ap-
pliquer au génome de bactérie Escherichia coli
(3.000 génes seulement!).

Les 11 et 12 september 1987, a Paris, avait lieu
la réunion de la Carte Génétique Humaine (HGM 9),
aprés plusieurs jours d'un atelier trés animé; cette
réunion actualise la carte génomique; la figure 11 est
celle de la carte génétique de 1981 du Professeur
V.A. Mc. Kusick, coordinateur des acquis dans ce

domaine. La carte génétique humaine de 1987 est
beaucoup plus chargée puisque le nombre de génes
cartographiés en 1985 a doublé et atteint mainte-
nant 2 a 3.000. La génome humain étant estimé a
50.000 ou 100.000 génes pour certains auteurs, le
travail de cartographie est loim d'étre terminé (Mc.
Kusick, 1987).

E - STATISTIQUES ET REPRESENTATIONS DES
DONNEES

Je ne dirai rien des traitements statistiques et des
représentations tirées de ces traitements. Nos mai-
tres et collegues Luca CAVALLI-SFORzA, ALBERTO Piazza
et Derek H. ROBERTS, nous en ont montré suffisam-
ment sur ce point, au cours de cette méme réunion.
Cependant j'aimerais vous présenter trois comparai-
sons de populations tirées des données accumulées
sur 15 provinces francaises par nos laboratoires tou-
lousains (LIGHT). Ces données génétiques concer-
nent les systémes polymorphiques antigéniques
Rhésus, Gm et de quatre protéines sériques: Group-
component, Transferrine, Alphal-antitrypsine, Hap-
toglobine. Les comparaisons de populations ont été
réalisées par la distance du chi2 (OHAYON, CAMBON-
THomseN, 1987). (Figure 12).

Si nous nous contentons de suivre les positions
génétiques de Béarn, parce que cette population
évoque les structures génétiques du Pays Basque et
de la Catalogne, nous constatons que:

— dans le premier dendrogramme Rhesus, le
Béarn est proche des Flandres, du Poitou et du Fi-
nistére Sud. La Catalogne es par contre proche du
Finistére Nord et du Limousin.

— dans le second dendrogramme Gm, le Béarn
est isolé, la Catalogne reste proche du Finistére Nord
mais aussi de la Corse.

— dans le troisieme dendrogramme «Protéines
sériques», le Béarn rejoint I'Auvergne, tandis que la
Catalogne est proche génétiquement, nou plus du
Finistére Nord mais du Finistére Sud, du Beaujolais
et du Poitou.

A considérer ces représentations et ces compa-
raisons systéme génétique par systéeme génétique,
et ce pour les populations connaissant une culture
et un environnement relativement homogénes, une
certaine inquiétude nait quant aux synthéses ten-
tées par les traitements globaux de ces données et
les interprétations qu'il faut ensuite, trés laborieu-
sement, en tirer. Certes il apparait nécessaire d'ac-
cumuler toutes les données réunies sur les différents
systemes polymorphiques explorés au laboratoire
car selon limage citée par ALBERTO Piazza «une hi-
rondelle ne fait pas le printemps»; mais a combien
d'hirondelles est-il devinable??
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Rhésus, du systtme Gm et de quatre protéines sériques (Group-
component, Transferrine, Haptoglobine, Alpha-1-chymotrypsine).
A: Auvergne, G: Béarn, Q Quebec, JI: Alsace, V: Corse, F Flan-

dres, N: Bretagne nord, T: Basse Normandie, L Limousin, D:

Dauphiné-Savoie, H: Cévennes, B: Beaujolais, Bourgogne, S: Bre-
tagne su, C: Catalogne, P: Poitou. D’aprés E. CHAYON et A. CAM-

BON-THOMSEN, 1986.

0.2 0.1
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CONCLUSIONS PROVISOIRES

A cet exposé, je vois actuellement deux types
de conclusions: générales sur les systémes poly-
morphiques, particuliéres sur leurs applications aux
populations pyrénéennes et au peuplement de la
chaine.

a) Genérales

Le terme de polymorphismes génétiques «san-
guins» pratiguement ne signifie plus grand chose;
les recherches sur I'ADN, sur les groupes HLA se font
sur des cellules trés différentes gu'on peut obtenir
par biopsie d'organes, aspiration de moelle osseu-
se, ponction de liquide amniotique, etc... cependant
le sang reste le tissu d'élection des généticiens par
sa commodité de prélévement, de manipulation, de
conservation et de transport.

Les polymorphismes génétiques connaissent ac-
tuellement leur second soufflé: souffle révolution-
naire conduisant & une «nouvelle génétique», donc
a une nouvelle anthropologie génétique; ils restent
l'outil fondamental de progrés dans la connaissan-
ce de la variabilité humaine. Mais ils sont un outil
colteux car il apparait de plus en plus nécessaire
de mener de front la génétique «moléculaire» du gé-
nome et celle des produits de ce génome, c'est a dire
des marqueurs «traditionnels» antigéniques et pro-
téiques. Les laboratoires seront rares qui pourront
s'offrir de telles études...!

Les progrés en termes de description seront cer-
tainement plus rapides que ceux touchant a la sig-
nification du polymmorphisme et au vu des résul-
tats, il faudra souvent louvoyer entre les théories
interprétatives, rappelées encore par Francois Gros
(1987) lors de la réunion sur la Carte génétique de
I'Homme le 12 septembre 1987:

— théorie de la neutralité ou les polymorphismes
paraissent responsables de certains désavantages
mais plut6t rares par rapport a leur invraisemblable
richesse due au hasard,

— théorie physiologique impliquant que si tant
de formes moléculaires existent c'est qu'elles doivent
avoir des rbles spécifiques que nous ignorons encore,

— théorie régulatoire pour laquelle les polymorp-
hismes ont une capacité a affronter des milieux et
des situations métaboliques trés diverses,

— théorie moléculariste ou toutes les structures
conservées dans le génome par |'évolution feraient
partie d'un ensemble fonctionnel, d'une superstruc-
ture chromatinienne que nous ignorons encore to-
talement.

b)Particuliéres

Nous avons essayé de montrer que la «nouvelle
génétique» et les nouveaux polymorphismes géné-
tigues remettront vraisemblablement en question
bien des acquis sur les caractéristiques des popula-
tions pyrénéennes actuelles, basques en particulier,
comme sur l'origine de ces caractéristiques généti-
ques dont nous avions déja exposé un résumeé a ZA-
GREB (Yugoslavie) en 1981 (Lerevre-WiTiER, 1981).

Pour le moment les laboratoires toulousains
(LIGHT) continuent a collecter les matériels cellullai-
res nécessaires a ces études sur les populations bas-
ques et béarnaises ou sur les populations catalanes
de plaine ou de montagne. Un problémedemeure:
celui des Pyrénées centrales dont le peuplement
semble relativement original et pour lesquelles nous
manquons de données sur les deux versants.

Il faut espérer que les recherches en cours ap-
porteront des arguments complémentaires a la con-
troverse sur la parenté des basques avec les diffé-
rents groupes méditerranéens: euroméditerranéens
ibéro-insulaires, afro-méditerranéens.

Une suggestion pourrait conclure cet exposé:
Pourquoi au décours de ce Congrés Mondial Basque
ne pourrait-on mettre en place une Fondation anthro-
pologique dont les ressources permettraient un com-
plément de coordination des recherches espagnoles
et francaises ou autres sur le peuplement basco-
pyrénéen?
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