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But : évaluer et représenter des différences génétiques entre populations à partir de données du système HLA.

Etapes :

a) calculer les fréquences alléliques HLA de 3 populations européennes à partir des génotypes observés dans des échantillons d’individus de ces populations, et représenter ces fréquences ;

b) calculer des distances génétiques entre les 3 populations à partir de ces fréquences alléliques

c) réaliser une analyse « PCA » à partir des distances génétiques calculées pour visualiser les relations génétiques entre les 3 populations.

Ce qu’il faut pour ce TP :
· le logiciel GenAlEx

· le fichier de données « HLA_3pops_3loci_RawDataForGenAlEx.xls » (source A. Sanchez-Mazas, Université de Genève, données issues de Nunes et al. (2010) Tissue Antigens 76:18-30).
1) Installer le logiciel GenAlEx version 6.41 depuis l’adresse http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/ 

(voir en bas de page « Download GenAlEx and Documentation”)
L’installation de GenAlEx peut être vérifiée en ouvrant le logiciel Excel : un menu GenAlEx doit apparaître dans un onglet supplémentaire « Add-Ins » (en anglais) ou « Compléments » (en français).
2) Ouvrir le fichier annexé « HLA_3pops_3loci_RawDataForGenAlEx.xls » avec Excel/GenAlEx

Première analyse :
calculer les fréquences alléliques HLA de 3 populations européennes à partir des génotypes observés dans des échantillons d’individus de ces populations, et représenter ces fréquences.

Se placer sur la feuille « HLA-DATA » qui inclut les données génotypiques

1. Activer le menu GenAlEx ( Frequency ; une fenêtre « Allele Frequency Data Parameters » pour vérifier les paramètres des données apparaît (il y a 3 loci, 502 individus en tout, et 3 populations avec 200, 144 et 158 individus, respectivement. Le format des données est de type « Codominant »). Cliquer sur « OK »
2. Dans la nouvelle fenêtre « Codominant Frequency Options » qui apparaît, cliquer « Graph by Locus » et cliquer sur « OK ».
3. Deux nouveaux feuillets Excel apparaissent :

· AFP contient les fréquences alléliques calculées dans chaque population à chaque locus

· AGF contient les graphes de ces fréquences

· On peut alors regarder les différences de fréquences entre les 3 populations. Celles-ci sont assez marquées pour HLA-B (allèle 51 par exemple). Au locus HLA-DRB1, on voit clairement que la populations 1 (Autrichiens) se distingue des deux autres (Grecs et Albanais) pour l’allèle 11.

En revanche, on ne peut pas savoir si, globalement sur l’ensemble des fréquences alléliques des 3 loci, les Autrichiens se distinguent clairement des deux autres populations. Pour cela, il faut faire une analyse de distances génétiques.

Deuxième analyse :
calculer les distances génétiques (formule de Nei) entre les 3 populations européennes à partir des fréquences alléliques observées dans les 3 échantillons.
Se placer sur la feuille « HLA-DATA » qui inclut les données génotypiques

1. Activer le menu GenAlEx ( Frequency ; la fenêtre « Allele Frequency Data Parameters » pour vérifier les paramètres des données apparaît. Cliquer sur « OK »
2. Dans la nouvelle fenêtre « Codominant Frequency Options » qui apparaît, cliquer « Nei Distance » et cliquer sur « OK ».
Attention : il convient de cliquer sur « Uncheck All » avant toute nouvelle analyse pour désélectionner toutes les options.
3. Un nouveau feuillet Excel apparaît : 
· NeiP contient une matrice de distances génétiques entre les 3 populations (Note : la 2ème matrice est la matrice des similarités génétiques entre les 3 populations, qui ne sont que les compléments à 1 des distances génétiques).

· On constate que les populations 2 et 3 (Grecs et Albanais) sont très proches génétiquement entre elles (la distance est de 0.018, assez proche de 0). Par contre, les Autrichiens sont nettement plus éloignés des deux autres (distances de 0.167 et de 0.158, respectivement). On confirme donc ce que l’examen des fréquences alléliques nous laissait entrevoir au point précédent.

Pour illustrer ce résultat, on aimerait représenter graphiquement ces distances. Ceci peut se faire (surtout dans des cas où le nombre de populations est élevé et qu’il n’y a pas de méthode graphique simple) par une Analyse en Coordonnées Principales (« ACP », ou « PCA » en anglais).
Troisième analyse :

Faire une analyse « PCA » à partir des distances génétiques calculées entre les 3 populations européennes.

Se placer sur le feuillet « NeiP » qui inclut les distances génétiques.

1. Activer le menu GenAlEx ( PCA ; la fenêtre « PCA Parameters » pour vérifier les paramètres des données apparaît. Laisser les paramètres par défaut (« Tri Distance Matrix » pour Input Data Type, « Covariance-Standardized » pour PCA Method, et « Data Labels » pour Graph Options). Cliquer sur « OK »
2. Un nouveau feuillet Excel apparaît : 

· PCA contient une représentation « PCA » des relations génétiques entre les 3 populations.

Il est important de relever que les deux axes n’ont pas le même « poids » : « Coord.1 » explique 92.09% de la variation génétique totale, et Coord.2 explique 7.91%.

· On constate que la population 1 (Autrichiens) est effectivement éloignée des deux autres (Grecs et Albanais) qui se ressemblent beaucoup plus. Or, on sait que les Grecs et les Albanais sont géographiquement proches entre eux et plus éloignés des Autrichiens : on vérifie donc bien que les relations génétiques entre populations dépendent de leur plus ou moins grande proximité géographique, et qu’elles ont été modelées par l’histoire des migrations humaines.
*****
