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N\ LE SYSTEME HLA




LES MOLECULES HLA

Les molécules HLA sont un outil majeur de la surveillance immunologique

Elles servent a présenter des peptides issus de ~ toutes les cellules de 'organisme aux
cellules immunitaires, permettant de voir si elles sont infectées ou degénéerent

Le peptide dans son contexte HLA est reconnu par les lymphocytes T et leur récepteur
(TCR)

Fragment
antigénique

\_)

Récepteur |
T Lymphocyt

=
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2 TYPES DE MOLECULES HLA

Protéines

HLA de Classe | HLA de Classe Il

P
[+¥] al oe? o'?e
Exon 3 Exon 2
al Bl
° HLA_A ° HLA_DR Exon 2 Exon 2
a3 B2m
* HLA-B Exon 4 ‘ (chr. 15) « HLA-DQ
a2 B2
° HLA'C Exon 5 L HLA—DP Exon 3 Exon 3
Exon 6 Exon 4
Exon 7-8 Exon 5-6
ol
Pi— Peptide

B1

o2

» Peptides exogenes

* Peptides endogenes
limité aux CPA

* Quasi ubiquitaire (hors GR, cornée...)  *
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LES GENES HLA

Chromosomes of the Human Genome

« sont tous situés dans une petite région

}<- ?> ,"L o I sur le chromosome 6 : le CMH

2 ) s 5 (Complexe majeur d’histocompatibilité)

1
1f
‘ !‘ (( 1\, “ ?\’ )( Chm::some : Long arm Cen Short arm Tel
6 7 8 9 10 1 12

il il HIBE) NIl DD

7| ol s - e | s | op21 1215
13 14 15 16 17 18
Class Il Class Il Class |
L " " it " lnp oM pQ DFt” o4 com ! |
sp7OTNF BC E AGF

« Structure classique d’un gene (Classe ) :

Introns avec
sites d’épissages

5’ Promoter 3
ExL “Eons S ons Bl
_/

Sequence du Liaison au co- Tran-Sl’nemb-
peptide signal recepteur du LT  ranaire

Zones régulatrices

Domalnes avec site de Cytoplasmique

fixation du peptide
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CARACTERISTIQUES DES GENES HLA

Polymorphisme :

De trés nombreux alléles décrits : 17500 (01/2018)

Alléles = les différentes versions des mémes genes HLA.

Tous ne donnent pas une protéine différente

Individus généralement hétérozygotes (expression codominante)

Détermine une « identité » biologique
Homologie entre genes
(et pseudogenes)
Transmission par blocs

» Haplotypes

« Déseéquilibres de liaisons entre DR et DQ, B et C

Nombre d’alleles dans la base IMGT

A A AAAAAA

efs.sante.fr



NOMENCLATURE

Nomenclature HLA :

» Basée sur la structure des alleles

+ Officielle et Approuvée par 'TOMS

" Protéine HLA spécifique

préfixe gene

groupe d’alleles
~ equivalent “sérologique”

HLA-A*03:01

\

J

Depuis 2010

Résolution = précision du typage

Mutation

synonyme

01:

Mutation dans une
region non codante

02N

Suffixe si expression
particuliére de la protéine :
« N:null
« L:low
+ S :secreted

» Q: questionable

efs.sante.fr
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UNE ETUDE FAMILIALE THEORIQUE

 Transmission par blocs = haplotypes

[.|A*29 B*a4 c*16 DRB1*07 DQB1*02 [.| A*03 B*40 c*02 DRB1*04 DQB1*03
o] la] A*03 B*s1 c*02 DRB1*11 DQB1*03
enfants
[a| A*29 B*a4 c*16 DRB1*07 DQB1*02 [b]
|c| A*03 B*a0 c*02 DRB1*04 DQBL*g A*03 B*40 C*02 DRB1*04 DQB1*03

25% de chance d’étre
HLA “géno-identique”

al A*¥29 B*44 C*16 DRB1*07 DQB1*02

[e]e ]

b
d| A*03 B*51 C*02 DRB1*11 DQB1*03 |i|A*O3 B*51 C*02 DRB1*11 DQB1*03

Quelques cas de m A*29
recombinaison (1%) |i| A*03 B*51 C*02 DRB1*11 DQB1*03

efs.sante.fr 830/03
/2018



\ LES TECHNIQUES D’ETUDE DU HLA

Sérologie Biologie Moléculaire

 Etude de 'immunisation anti HLA « Deétermine les alleles HLA =
Génotypage HLA

» Recherche d’anticorps anti HLA :
« Technique d’urgence

» Dépistage.

« Détermination de la proportion . Techniques « au locus »
d'immunisation face a un panel (PRA).

+ ldentification haute définition. . NGS

« Vérification de la compatibilité entre
donneur et receveur = Cross match

 (Phénotypage HLA)

efs.sante.fr 9



TECHNIQUES DE LYMPHOCYTOTOXICITE

Grace a un panel danticorps capables de détruire les cellules qu’ils

reconnaissent par I'action du complément

Technique

« Contact entre cellules isolées du patients

« Et des anticorps anti HLA-X
» Ajout de complément

» Lecture au microscope (colorants vitaux)

(Typage HLA) « Epreuve de compatibilité = Crossmatch
» Peu précis, pas possible pour HLA-C ni DPB1 (24h/24)
+ Tient compte de 'expression de la protéine  Mise en contact de cellules du donneur

(Recherche d’Anticorps anti-HLA) . St de sérums informatifs sur I'historique immunologique
u receveur

+ Disposer d’un panel de cellules

efs.sante.fr



GENOTYPAGE HLA PAR BIOLOGIE MOLECULAIRE

« A partir ’ADN
« Différentes techniques selon I'application :

* La précision souhaitée = Reésolution

« Larapidité (urgence ou non)

« PCR-SSP: « PCR-SSO: « Seéquencage de nouvelle génération
(NGS):

Toston 2000
Phasing  Pasdegin  Phasdegen  Phassdegen  Massdegin  Pusdiegen  Pusdiegen  Phasdregon  Phasdregon  Pussdegon  Phassdrgen  Phasedregon
Cons
Shortread : o : F—
Depth
cons MUNICTIONUAVINRRTEEOROR TN AR TR0 00O AR R AN O NI 00 RMRRUER T RONIE T AR
Short read — ——— = =
028 —=ue
Depth
out —

efs.sante.fr 11



PRINCIPE DE L’AMPLIFICATION PAR PCR

PCR = Polymerase Chain Reaction
Technique enzymatique

Sélection de cibles d’intérét (1 exon, 1 géene)

Amplification exponentielle >> Travail sur amplifiats

Dénaturation Annealing Elongation

95°C 50-70°C

ariginal DNA
to be replicated

e -
e °
EY 5
A
¥ £| » ’ N\ ITHHI
| DMA primer 3 5
nucleotide

5 3
» 1IN —_—

/'
5 3 / "Hu' \
3||im'|5| \ /
o “o“
24 e
g T ”GJ

5 3 i
3':“““; / \
N e
Bhbhi \
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Révélation par visualisation sur gel d’'agarose ou par qPCR

PCR SSP...

Amplification (ou non) de groupe d'alleles en se basant sur des amorces +/-
spéecifiques

La combinaison de X réactions d’amplification positives et négatives permet de
déduire les alleles présents

A. Amplification

Allele x

— U —

Allele y

— U —

q

Absence d’amplification

Combinaison de nombreuses PCR Multiplex

B. Migration

efs.sante.fr
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C. Interprétation

1 OOHLA-B low vial 1, X82

2 M HLA-B low vial 2, N02
3 O HLAB low vial 3, 635
4 OHLAB low vial 4, J82
5 OO HLAE low vial 5, 17M
6 COHLA-B low vial 6, 20K
7 OHLAB low vial 7, 23G
8 M HLAB low vial 8, 635
9 O HLAE low vial 8
10 O HLA-B low vial 10, 63G
11 O HLA-B low vial 11, 89S
12 M HLA-B low vial 12, F25
13 O HLA-B low vial 13, K73
14 OOHLA-B low vial 14, 63G
15 JHLA-B low vial 15, T4K
16 O HLA-B low vial 16, F25
17 M HLA-B low vial 17, F25
18 OJHLA-B low vial 18, 635
19 O HLA-B low vial 19, 78G
20 CJHLA-B low vial 20, 85F
21 OHLAB low vial 21, F25

22 CIHLA-B low vial 22, F25
23 OOHLA-B low vial 23, F25
24 M HLAB low vial 24, 74K
25 CJHLA-B low vial 25, T4K
26 CJHLA-B low vial 26, 01R
27 M HLA-B low vial 27, 85F
28 CJHLA-B low vial 28, 20K
29 O HLAB low vial 29, 64S
30 O HLA-B low vial 30, H44
31 O HLA-B low vial 31, R58
32 O HLA-B low vial 32, 78G
33 OHLAB low vial 33, F256
34 OHLAB low vial 34, 90F
35 O HLA-B low vial 35, K01
36 b HLA-B low vial 36, F25
37 O HLA-B low vial 37, F25
38 O HLAB low vial 38, 78G
39 O HLA-B low vial 39, 78G
40 OO HLAB low vial 40, J82
41 O HLA-B low vial 41, F25
42 O HLA-B low vial 42, 635

[ Display Reactivity List

43 M HLA-B low vial 43, 99R
44 OHLA-B low vial 44, F25
45 OO HLA-B low vial 45, R58
46 B HLA-B low vial 47

47 M HLA-B low vial 48

48 M HLA-B low vial 48, 23G
49 O HLA-B low vial 49, 03N
50 OJHLA-B low vial 50, 03N
51 O HLA-B low vial 51, 03N
52 OJHLA-B low vial 52, 03N
53 O HLA-B low vial 53, 03N
54 OOHLA-B low vial 54, 01R
55 CJHLA-B low vial 55, 03N
56 CJHLA-B low vial 56, 03N
57 M HLA-B low vial 57, 03N
58 CJHLA-B low vial 58, 03N
59 OO HLA-B low vial 59, 01R
60 CJHLA-B low vial 60, 03N
61 OJHLA-B low vial 61, 03N
62 CIHLA-B low vial 62, 27V
63 M HLA-B low vial 63, 01R

Panel de réactivité |:> Typage




PCR SSP ET SES VARIANTES

 Avantages

* Flexible > Typage a la demande

* Rapide >> Technique d’'urgence +++
* Inconvenients

* Cher

* Pas de séries

* Ne voit pas les nouveaux alléles

* Aujourd’hui :
 Ultilisation de gPCR
» Plus rapide : ~1h détection incluse
» Plague 384 puits : meilleure résolution

» Typage des donneurs cadavériques en vue de don d’organes

0560

R610 Q670

efs.sante.fr



PCR-SSO (SINGLE SPECIFIC OLIGONUCLEOTIDES)

A. Amplification

B. Hybridation C. Détection par Luminex

\ ]
e | |

Apres I'amplification d’exons clés

Classifestion 1
10 o

Réaction des amplifiats face a des meélanges de
sondes fixés sur billes

Analyse sur Luminex (multiplexage important)

efs.sante.fr



PCR-SSO (PRINCIPES DE CMF)

Interprétation . Chaque réactivité de bille est comparée a un panel représentatif de la population

@ [Ran | Ree Site | Local GC | PationtSample Results Set Config Raw_| Bead Info SA || 54 [Bead |Raw | Beadinto E] RA
P— e | e s N P i TR T
0 E
] &
5] = 8°07:56:01, 8°07:56:02, B*07:72, 8°08:26, B*08:56:01, B08:56:02, B*13:17, B*13:33, B15:01:01:01, B*15:01:0102N, 6*15:01:02, =
B15:01:03, B*15:01:04, B*15:01:06, B*15:01:07, B*15:01.08, B*15:01:09, B*15:01:10, B*15:01:11, B*15:01:12, B*15:01:13,
4 @ B*15:01:14, B*15:01:15, B*15:01:17, B*15:01:18, B*15:01:19, B*15:01:20, B*15:01:21, B*15:01:22, B*15:01:23, B15:0124,
. . B15:01:25, B*15:01:26, B*15:01:27, B*15:01:28, B*15:01:29, B*15:01:30, B*15:01:31, 8*15:01:32, B*15:01:33, B*15:02:01
E = - B'15:0202, B*15:0203, B*15:02:04, B*15:02:05, B*15:02.06, B*15:04, B*15:05.01, B*15.05:02, B*15:06, B*15:07:01, B*15:07:02,
. o B*15.08, B'15:11:01, B*15:11:02, B*15:11.03, B15:11:04, B*15:11.05, B*15:12, B*15:13.01, B'15:13.02, B*1S:14, BYS:15,
g B B*15:16:01, B*15:16:02, 815:16:03 ER IR ER DR PN REREAL7) B°15:19, 815:20, B8*15:21, B*15:24:01,
ol m 152402, B*15:25:01, B*15:25:02, B*15:25:03, B*15:26N, B15:27:01, 6*15:27.02, 6*15:27.03, 81528, B*15:30, B*15:31
B*15:32, B*15:33, B*15:34, B*15:35, B*15.36, B*15:38.01, B*15:38.02, B*15:39:01, B*15:39:02, B*15:40, B*15.42, B*15:43,
B*15:44, B*15:45, B*15:46, B*15:48, B*15:50, B*15:55, B*15:56, B*15:57, B*15:58, B*1S:60, B'15.63, B15:65, B*15:66, BHS67,
81570, B*15:71, B*15:73, B*15:75, B*15:76, 81577, 6*1578:01, 6*15.78:02, B*15:78:03, B*15.79N, B*15:82, 615:83, B*15:8¢,
RHMSAS AMEAA RMSA7 AMISAR RUSAS AMERD RHSSIN RHSES AMESR AMSST AMSIN RS NS AME 108

Max Scale View Delta [O] |Par | Force | Type/SubType [ Match | Sem Close Bead Rxn

B#15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01
B*15:17:01:01 B*18:53

B*15:17:01:01 B*18:73

B*15:17:01:01 B¥ig:8l

B*15:17:01:01 B*18:87

B*15:17:01:01 B*18:88

B*15:17:01:01 B¥18:89

B*15:17:01:01 B*18:30

B*15:17:01:01 B*18:91

B*15:17:01:02 B¥18:01:01:01
B*15:17:01:02 B*18:01:01:02
B*15:17:01:02 B*18:01:03 -

000, = ‘
Possible Allele Code
B¥15:17 BA18:2ZDM
ZZDM:=:01/53/73/81/87/88/89/90/91

00o|

Assigned Allele Pairs E Assigned Sero H Assigned Code

B+15:17 Be1s-zzDM

Bl
i

]

Pour un échantillon donné, le typage découle de I'ensemble des réactivités de chaque bille

Avantages * Inconvénients

« Adapté aux séries * Résolution basse a intermédiaire

« Tout en restant assez flexible * Ne voit pas les nouveaux alléles

efs.sante.fr



TECHNIQUES DE SEQUENCAGE

« SBT : Sequence Based Typing
« (Geénotypage baseé sur I'étude directe de la séquence d’ADN

» Seules techniques capables de déterminer des nouveaux alléles avec précision (polymorphismes non décrits)

« Sequencage capillaire = Sanger

A. Amplification

- —— - —

° ° ATC B. Réaction de Séquence : Insertion de nucléotides
G fluorescents et terminateurs de chaine

Exon 3
>61032 A 3F_008

Exon 4
[>61032_A 4F 009

C. Electrophorese capillaire

2 & 2 k61032 A 3R 010 k61032 A 4R 010
. “ . ........ EEEREE 7 ceeenaa93lillla. 2 e iS50 7 .....
[ [ 11111] II [] Ill HEE EEEEEEE III A EEN EEEE =N HEEEEE EEE L] L]
GCAT TACG... . ... IGCRGCTCAGATCACCAAGCGCAAGTGGGAGGCGGYCCATGYC GCRGAGAGYCTACCTGG TGCGTGGACGGGCT

T L A AL L T L T 0

IGCRGCTCAGATCACCAAGCGCAAGTGGGAGGCGGYCCATGYGGOGGAGCAGCRGAGAGY CTACCTGGAGGGCAGGTGCGTGGACGGECT 0

T O L o : o
6Jp32_a 3F 009->> A*01:01:01:01 |A*24:02:40 0| Exon S

S¢dspoivic 14% p: 1754 C: 15 G: 1773 T: |1090 JA*01:01:01:02N |A%24:02:01:01 0

D. A*01:01:01:02N|A*24:02:01:02L 0]

A*01:01:01:02N|A*24:02:01:03 0
A*01:01:01:02N|A*24:02:40 0| Exon S
7 . IGCRGCTCAGATCACCARAGC GTGGGAGGCGGYCCATGYGGddGAGCAGCRGAGAGYCTACCTGGAGGGCHSG GCGTGGACG! A*01:01:26 L*24:02:02 o| Exon 3
|nter‘pr‘etat|0n IHHHH\I\I\IHHH\I\HH\I\HH\I\HH\I\HIHHH\I\HIHHHIHHHH\I\IHHHHMA01:14 ST o] mxon 3
. A*0l:21 R*24:229 0| Exon 3
Seﬂslclilty 1'1% A: 43 C: 2570 G: 2555 T: |1207 A701:25 Ar2d:87 o| Exon 3
A*01:26 A*24:136 O Exon 3
A*01:30 B*24:17 0| Exon 3
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L’ARRIVEE DU NGS

ot/ &£ wlt/h &£ «l/h £ T
o ltfh &£ ol &£ T «lt/h £ T
o1t/ &L o 1/ &£ o 1/ L T
«lifh &£ «ltfh & » «t/n £ G
pe I/’/, K -~ I/’/‘, ‘( po I/’/, K( G
“ il -z ﬁ-ca’t'\o“" Uy, & G
Wi
Séq\,\e"‘\(’:;z L e N“‘:;\Ona\e e‘:z::{\o
pi-ale (eouens GS eq oncing

* Obtenir des séquences mono-alléliques = séparation des alleles

* Capacité impressionnante: « Ftude des génes en entiers
* mélange de dizaines d’échantillons

efs.sante.fr
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SANGER VS NGS

Exon 3
3 >61032 & 3F 009
0 61032 A 3R o010
491...0000 S01..uans S511... T .......531l....... S541l.....

GYRGCTCAGAYCACCHAGHRCARGTRGEAG! GYCCRTNNGGHRRRRMRGEDGAVAGYYTA!

GCRGCTCAGATCACCARGCGCAMGT GGEAGEGCGEYCCATGYGEOGGAGCAGCRGAGAGY CTR

GCRGCTCAGATCACCRAGCGCARAGTGGGAGGCGGYCCAT GYGGCHGAGCAGC RGAGAGYCTA

6fP32 B 3F 009->>
S¢aspcivic

15 G: 1773 T: 1090

A /

GCRGCTICAGATCACCRAAGCGCAAGTGGGAGECGEYCCAT GYGGCHGRGCRGC RGRGRGYCTRI

<<-61032_A& 3R 010
2555 T: 177\/\ ,. ” I"

Sensitivitypy 14% A: . 2570 G:
Conexio Assign

WA\

Position ) 500 1,000 1500 2000

Pasedregin  Phasedregion  Phiased regin

cons I AR RO AOOOR I 0O A 1 A0 0O RO G RO RO ROAE 0RO 1L

Prasing  Pressdegion  Prasedregin  Phasedregin  Prasediegin

Shortread - -

0344

- T
. T
— | T

Short read

038

Depth

et IOLIRC ORI ATRRTE BN TR TR OO A1 BB D 0 R T 0 O OO YR

G
G
G

Omixon
Twin

efs.sante.fr
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NGS : NEXT GENERATION SEQUENCING

 Next Generation Sequencing:

« = Seéquencage de nouvelle génération

« = Seéquencage en haut débit (High Throughput Sequencing)

 Permet de lire des milliers/millions de séquences d’ADN en parallele
a partir des brins clonaux

« Donne des résultats jamais obtenus par une autre technique

* Sur de nombreux échantillons simultanément Identification des échantillons par un index (« code barre »
d’ADN synthétique

« Des innovations technologiques :
« Microfluidique qui permet la séparation des brins d’ADN pour réaliser une amplification clonale
« Le développement de I'optique, des semi-conducteurs, I'utilisation d’enzymes modifiées,

* Outils de traitement informatique

efs.sante.fr
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NGS : INTERET POUR LE TYPAGE HLA

* Intéréts
« Augmente la précision du typage HLA grace a zone d’étude plus étendue

Exons étudiés avant NGS
—_ —

280 —> — 8 8->
> >

Exons étudiés par NGS

» Deétection étendue des alléles nuls
» Polymorphisme sur les exons hors fixation du peptide

« Sequences monoalléliques : S’affranchir des technqgiues complémentaires par la
disparition des ambiguités cis-trans (jusqu’a un certain point)

Allle x + allele y Alléle w + allele z
—C G — —C A —
ou
—T A — — T G —

« Nombreux échantillons traités en parallele (48, 96 voire 192) : Débit et Organisation++

- Economies ? )Ptunﬂ.?(

efs.sante.fr



NGS : PROTOCOLE TECHNIQUE
« Plutot long

J1: Selection de cible : Amplification

1 amplification pour chaque gene HLA pour chaque patient
PCR long range (2-3h de preparation + 4h-6h30 de réaction)

J2 : Préparation de lalibrairie

Etapes techniques : Vérification et mélange des amplifiats,
fragmentation, reparation, greffe des index, sélection de taille et
diverses purifications (1 journée de travail)

J3 J4 voire J5 : Amplification clonale et Séquencage
Apreés ajustement de la quantité de librairie et dénaturation

Durée selon la longueur de séquencage voulue : 40h pour 2x250 bp, 20h
pour 2x150 bp

J5-J6 : Analyse des données
Logiciel HLA Twin : ~10 minutes / échantillon

Augmente a chaque changement de version de base (nombre
d’alleles augmente)

efs.sante.fr ETABLISSEMENT FRANGAIS DU SANG - TITRE DU DOCUMENT - DATE 22



NGS : CE QUE SUBIT L’AMPLIFIAT
- — - - -

—

P am—
¥ Amplification
¥
" YT reamenerer
/ T AAGCTTACGTGT
DNA fragment Réparation des extrémités
GTACTCCTCGGA fl

DNA fragment Sélection de taille
‘ ¢ ‘A T
B ooooc N DNAfragment o ) Adénylation des brins
\

Ligation des adaptateurs
) \ index

- ctquenceds Ligation des Indexs
‘ PCR \. . fixationala

flowcell
] DNA fragment o
¥ Dénaturation
I

R ADN Simple brin prét pour I'amplification clonale

efs.sanwe.un 23




NGS : UN DETAIL TECHNIQUE : L'INDEXAGE

L’indexage = greffer des séquences d’ADN synthétiques différentes d’'un échantillon a l'autre

s5hI0 SARNNE SRRNNE oRNNL NN N ki vy oS

guantification/

~— ~— ~— ~— ~— ~— ~— ~— ) .
normalisation et pool
par échantillon
8 indexages
~— - puis pool
—
1 seul tube
séguenceé

A

8 fichiers bruts
générés par le

N
! .
B sequenceur

R R R R R R

h

=
=

; 48 locis typés
i par logiciel HLA

RESEAU DBTD MARS 2018 24
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LE SEQUENCEUR TRAVAILLE SEUL PENDANT 20H-
40H

« Amplification clonale par Bridge PCR sur surface solide
* Incorporation de nucléotides fluorescents

« Détection par acquisition d’images a chaque cycle

= 00008000L

\W\@*‘

Y

0230

\
20

DNA
(0.05-1.0 pug) - |/ . :
<! “) Yo
_— ' f{' I ‘.CD@ o &
\ll ! | &
= 'I

I ®
|I @

~

Single molecule array

= 0000505

=

Library Preparation Sequencing

1 2 3 4 5 6 7 8 9
(%R U e

Image Acquisition Base Calling
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NGS : SEQUENCAGE

e Exemple d’'image

Les clusters sont caractérisées
par leurs coordonnees
geographiques sur la flow cell :
entre 500’000 et 1°000°000

/mm?2

En réalité, les images lllumina

sont en une couleur et le

séguenceur prend 4 images a

T chaque cycle
100 Microns.
FORMATION GENERALE NGS, AWALENCIK, EFS NANTES

1518 ianvier 20186
efs.sante.fr 26




NGS : EQUIVALENCE DE DONNEES

« Ladifficulté =la quantité de données genérees

800 abi 3730

Informatique !

1 MiSeq
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01:01:01

© < HLA-A*03:01:01:01

4 HLA-A*26:01:01:01

PRESENTATION DES RESULTATS : VOCABULAIRE

Ref I 11 |} | e e rmerrn nin Ty ] {1 [ I T i e 1 1mrm mem 1 (I mirremr un 1 I 1
Region | UMY UTR1 Ui B o' [SGENNNEEEN nvon2 owon? [IEESINNSESN vvo: kvl mwn3  hwon3  wons [EEANNMMEERAAN nvond [EGREN wvons wwons wwons wwons [l wwens Wl wwen? [Tz um2umz!
Short read B St s e S - E - = - = 3 ; o e
Ref e e e reren 1 11 =1 W 1l TEE e 1 L[ [ 11 T 1| | (|
Region URI  UTRI UTR1 BBl iovont  [ERGAZNNEGAEN] kton2  iwon2 [NERGASIIMMERGASN kton3  kwon3  hion3  nvond  kwond [INEKGR@NIINERGRAN invon4 [NERGASM wons intons  kwonS wnwons B nwons [l kw7 | U2 uR2  uTR2
Depth

]
Ref I n e e rmrrn 11 11 11 |1 LI |11 Il e e mrim I {1 I |11 T 1 | 11
Region UR1  UTRI UTR1 B vont  [IEGABINEEREN wwon2  iwon2 [IIEEGASIMMNERSASN wvon3  Wwon3  wmon3  inwon3  iwon3d |[INEKCAMMMMNERGAAN invons [NERGASN wwons inwons wwons wwens [ wwens [l wwn7 | UR2 U2 uTR2
Depth 1 i - : e

« reads » alignés
Reads : lectures = morceau d’ADN séquencé de taille définie

Profondeur : depth = Nombre de reads alignés en une position (ex : 30X — 100X...)

Couverture : coverage = Proportion de la région d’intérét effectivement séquencée mais
fréquemment utilisée pour désigner la profondeur générale au lieu de « profondeur de
couverture »

FORMATION GENERALE NGS, AWALENCIK, EFS NANTES
1512 januier 2018
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PRINCIPE DE L’ANALYSE NGS

 Brin VS Brin, les NGS font plus d’erreurs que les séquenceurs capillaires

m) Mais on séquence 10-50-100-500-2000 fois le méme brin en NGS

Consensus= © ©0 0@

Avoir une profondeur de couverture suffisante pour :
« Eviter les erreurs par substitution
« Eviter I’alléle drop out au niveau de I’étape de séquencgage

efs.sante.fr 29



UNE SEMAINE CLASSIQUE 3ptima%

* Une organisation planifiable et efficace mais peu flexible

NANTES

___Lundi | Mardi | Mercredi|Jeudi _

Mati Interpreta-

prep prep
':E_r PCR 1 PCR 2 Quantification Fin du
idi 1 2 librairies ségquencage
z Transfert
Start SEOIEEEE fichiers sur
TOURS Sequencage i
] ] . des analyses
- Lundji Mardi Mercredi /
Mati Interpreta- Envoi a
n tion L Nantes
Librairie
Apr PCR Tours
és- -
midi ours

efs.sante.fr RESEAU DBTD MARS 2018 30



NGS : LE SEQUENCAGE DE NOUVELLE GENERATION

 permet d’étudier les genes HLA en entier

« Avantages: * Inconvenients :
« Précision : (Trés) haute résolution * Flexibilité : qq jours
+ Organisation ; mélange  de  dizaines * Expertise

d’échantillons séguencés simultanément _ . i o
* Informatique quantité de donnees généeree

Ve . -
« Exemple : Résultats Ex . Omixon
HLA Twin V2.1
State Allele HLA-A HLA-B HLAC HLA-DQB1 HLA-DRB1
® HLA-AT2:01:01:02L ) HLA-B=27:06 @ b HLA-C*03:04:01:01 @ » HLA-DQB1*03:01:01:01 » HLA-DRBI*12:02:01 @
 Progress | Allele ® HLAA®DD-01-01-16 b HLA-C*03:04:01:02 » HLA-DQB1*03:01:01:03
® HLAAT201 0101 ©
 Progress | Allelez | @ ALA-ATIT010101 ) HLA-B*45:01:01 » HLA-C*16:01:01:01 » HLA-DGBI06:03:01 @ » HLA-DRB1*13:01:01:02
Progress | Allele 2 » HLA-C*16:01:01:02 » HLA-DRB1*13:01:01:01
31
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\ LES APPLICATIONS DU TYPAGE HLA

> Transplantations d’organes

> Greffes de Cellules Souches Hématopoiétiques

> Gestion du Registre de donneurs volontaires de moelle osseuse
> HLA et transfusion plaquettaire

> HLA et maladies

efs.sante.fr ETABLISSEMENT FRANGAIS DU SANG — CENTRE PAYS DE LA LOIRE — 16/01/2018 32
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TRANSPLANTATION D’ORGANES :

+ Organes transplantés [ Angers | Names | Tours
X X X

par centre : Rein

Pancréas X
« A partir de donneurs décédés Foie X
ou familiaux (rein) Thorax X X

« Réalisation des examens nécessaires a la transplantation
« Typage HLA du patient initial
*  Suivi régulier de 'immunisation
« Typage HLA des donneurs potentiels (cadavériques en urgence, vivants par NGS)

Epreuve de compatibilité (cross-match)

Suivi post-greffe des anticorps anti-HLA avec recherche d’anticorps anti-greffon

Systeme d’astreinte 24h/24 (NTS et TRS)

efs.sante.fr



GREFFES DE CSH

Cellules souches périphériques (CSP), Moelle osseuse ou Sang de cordon

* Typage HLA du patient basse ou HAUTE RESOLUTION ++
* Recherche de donneurs géno-identiques dans la fratrie :

« Ayant hérité des mémes haplotypes maternel et paternel

» Recherche de donneurs non apparentés compatibles sur le fichier national et
Internationaux

« HLA 10/10 pour A, B, C, DRB1, DQB1 en haute résolution

« Typages complémentaires des donneurs potentiels non apparentés et confirmation au
laboratoire

» Depuis quelgues années, donneurs haplo-identiques au sein de la famille
« 1 seul haplotype en commun : 75% de la fratrie, parents, enfants voire neveux, cousins

» Unités de sang placentaires en dernier recours, ou pour les enfants

efs.sante.fr



TUVIENSAD)
LA PISCINE ¢

REGISTRE FRANCE GREFFE DE MOELLE

\J
e O S

DEI

* Registre de Donneurs Volontaires de Moelle Osseuse

* créé en 1987 par Jean Dausset et Jean Bernard

* Nécessité d’avoir un typage HLA a 'inscription

* Aujourd’hui 30 millions de donneurs dans le monde, ~275000 en France

5.1.5. Nombre de donneurs répertoriés par grandes régions du monde
au 31 décembre 2015 (en milliers)

 France: 15eme position des
registres
 8eme position prélevement de MO (44)

« 9éme position prélévement de CSP (144)

|| Eastern Mediterranean Region
[] westem Pacific Region

[ |atrican Region [ south-East Asia Region
[T Region of the Americas [ European Region

efs.sante.fr



HLA ET MALADIES

Certains antigenes HLA sont associées a diverses pathologies
>> Examen des caractéristiqgues géenétiques

Recherche spécifique de certains alleles

HLA-B*57:01 : prévention des réactions d’hypersensibilité a I'’Abacavir
HLA-B*27 : spondylarthrite ankylosante, uvéites

HLA-B*51 : maladie de Behcet

HLA-DQB1*06:02 : narcolepsie

HLA-DQ2 (DQB2, DQA5) ou DQ8 : maladie cceliaque

HLA ET TRANSFUSION PLAQUETTAIRE

CPA HLA Compatible chez patients immunisés avec inefficacité

Typage HLA-A et -B des patients
Pool de donneurs avec HLA-A et B connu

efs.sante.fr



CONCLUSION : RESULTATS

HLA-A A*02, A*03 A*02:05/32/55.. A*02:05:01
A*03:01/27/... A:03:01:01:02N
HLA-B B7, B44 B*07, B*44 B*07:02/05/06... B*07:02:01:01
B*44:03/73... B*44:03:01:01
HLA-C / C*07, C*16 C*07:02/11... C*07:02:01:01
C*16:01/98... C*16:01:01:01
HLA-DRB1 DR4, DR13 DRB1*04, DRB1*04:04/05... DRB1*04:04:01
DRB1*13 DRB1*13:02 DRB1*13:02:03
HLA-DQB1 DQ3, DQ1 DQB1*03, DQB1*03:02(DQ8) DQOB1*03:02:01

DQB1*06 DQB1*06:09/18... DQB1*06:09:01
Transplantation e e
D’organes

Greffe de CSH  p— -y
37
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AUJOURD’HUI
¢ NGS +++

Surtout au niveau organisationnel

DVMO : registre de meilleure qualité, moins de typages complémentaires

Greffe de CSH : Plus rapide en cas de recherche de donneurs non
apparentés ou haplo

Transplantation d’organes : par commodité et pour évaluation de
'immunisation au niveau épitopique

- MAIS
* Pas tres flexible et non adapté a I'urgence
* Rentabilité du typage au locus mauvaise (~ prix typage complet)

* Relevance de mutations hors des zones étudiées avant NGS pas encore
déemontrée

 Qrganisation entre plusieurs laboratoires pour diminuer les couts

efs.sante.fr




PERSPECTIVES

Fin des protocoles techniques compliqués et de I'amplification clonale
Augmentation drastique de la taille des séquences lues 500bp >> 10°000-100°000bp

Enzymes au fond de micro puits Utilisation de nanopores
Llsent I’ADN en temps réel

aamn - B1M S AT

;y |

',-ll"-

Encore beaucoup d’erreurs
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CONCLUSION

)

agence dela
le I:I biomédecine

saVieZ' Ageace relevant du ministbee de (a santé
vous ?

tres rare

Aidez-nous
a augmenter les chances
de guérison des malades.

Rejoignez-nous !
don de moelle osseuse.fr
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