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Introduction générale

Introduction

L’asthme, est une pathologie de plus en plus préoccupante dans les pays industrialisés
(Yeatts et al., 2006). C’est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires. Elle
entraine chez les patients ayant une prédisposition, des épisodes récidivants d’essoufflement,
d’oppression thoracique et de toux, accompagnés le plus souvent de sifflements
particulierement a D’effort, la nuit et éventuellement le matin. Ces symptomes sont
généralement associés a une obstruction bronchique d’intensité variable, réversible
spontanément ou sous 1’effet de la thérapeutique. Toutes les tranches d’age sont touchées,

mais la maladie se déclare souvent pendant 1’enfance. (GINA, 2011).

L’asthme constitue un probléme majeur de santé publique, il s’agit d’une des maladies
chroniques les plus fréquentes, Selon les donnés épidémiologiques fournis par 1’organisation
mondiale de la santé (OMS) en novembre 2013, 235 millions de personnes souffriraient
d’asthme dans le monde, et leur nombre est en augmentation. Sa prévalence est en
augmentation chez les enfants comme chez les adultes. D’ici a 2025, on estime a 100 millions
le nombre de nouveaux asthmatiques dans le monde. La mortalit¢ de 1’asthme reste

inquiétante avec plus de 250 000 déces par an dans le monde (GINA, 2011).

D'apres 1'étude AIRMAG (Asthma Insights and Reality in Maghreb) en 2008, la
prévalence de I'asthme en Algérie est de 3,1% chez les adultes et de 4,1% chez les enfants, et
elle est en constante augmentation (Nafti et al.,2009). L’enquéte TAHINA (Transition Health
Impact in North Africa) en 2005 sur la population Algérienne, a révélé que les maladies
respiratoires occupent le premier motif de consultations et la premieére place des causes de
morbidité et que 1’asthme occupe le troisiéme rang des maladies chroniques apres ’HTA et le

diabéte.

L’asthme et les manifestations allergiques sont typiquement des affections complexes et
hétérogeénes. Leur origine multifactorielle refléte 1’interaction de plusieurs régions génétiques
et de facteurs d’environnement, protecteurs, déclenchant ou aggravants la maladie. Plus de
100 d'études d'association génétique ont rapporté plus de 500 locus lié a I’asthme tout au long
du génome humain. De nombreuses études d'association ont trouvé une association entre
certains genes et 1'asthme (Hakonarson et al., 2001). Au moins cinq chromosomes dans le

génome humain (chromosomes 5,6,11,12 et 13) contiennent des génes prouvés d'étre associés
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a l'asthme, mais aussi y'a d'autres dans les chromosomes 2,7,14,19,17 et 21 qui ont une

association avec cette maladie (Renaulds, 2001).

L’asthme est une maladie inflammatoire dans la physiopathologie est complexe et
I’étiologie est mal connue. Un des progres de ces derniéres décennies est la découverte des
cytokines qui jouent un role majeur dans le maintien et 1’amplification de la réponse
inflammatoire dans 1’asthme. Les cytokines sont des glycoprotéines solubles agissant comme
des médiateurs intercellulaires. FElles interviennent dans les mécanismes de I’inflammation et
de 'immunité. Le type des cytokines dominant dans une association avec une maladie indique
le type de réponse immunitaire généré par I'hdte. Les maladies atopiques sont associées avec
la dominance des cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13.) (Renaulds, 2001). Par
contre la réponse de types Thl (caractérisé par un taux élevé de IFNy, TNF-a, IL-2, IL-12) est
associée a une faible susceptibilité de provoquer l'asthme et d'autres atopies (Wild et al.,
2002). Les cytokines ont un role crucial dans la balance des réponses immunitaires de type 1
et 2. Ces cytokines sont associées avec les maladies atopiques comme 1'asthme, et le taux
élevé d'IgE (Imboden et al., 2006). Les genes des cytokines ont été montrés pour étre tres
polymorphes (Keen, 2002). Plusieurs études ont rapporté des polymorphismes dans les
genes des cytokines qui semblent €tre associées a des niveaux altérés
d'expression de cytokines ce qui augmentent la susceptibilité de plusieurs maladies dont
I’asthme (Ross et al., 2003). C’est dans I’optique d’une contribution modeste a ces études

que nous avons envisagé ce présent travail.

De ce fait cette présente étude de type cas-témoin consistera a explorer une éventuelle
association entre des polymorphismes de type SNP de certains geénes de cytokines : -137 G/C
et -607C/A du gene IL-18 et -590C/T du gene IL-4 et +874 du geéne IFN-y avec 1’asthme dans
une population de ’ouest Algérien. Ainsi, que leur association avec trois facteurs de risques

de I’asthme (sexe, antécédents familiaux d’asthme et antécédents personnels allergiques).
Ce travail est organisé en cinq parties :

La premiere partie de ce manuscrit est, une partie théorique s’articule autour de 4
chapitres. Le premier d’entre eux expose quelques généralités sur la physiopathologie et
I’épidémiologie de ’asthme. Le second chapitre évoque les différents facteurs de risques

environnementaux et prédisposants de cette maladie. Le troisieme chapitre décrit le role des
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cytokines dans la maladie asthmatique. Enfin, le dernier chapitre expose la génétique de

I’asthme ainsi que différentes approches génétiques utilisées pour I’étude de cette maladie.

La deuxieéme partie c’est une partie expérimentale qui consiste a évaluer la distribution des
fréquences alléliques, génotypiques des polymorphismes étudiés et d’estimer 1’impact de ces
derniers sur le risque de la survenue de 1’asthme chez la population des cas. La partie suivante
est consacrée aux résultats, une discussion des résultats obtenues et enfin, une derniere partie

comprend une conclusion générale et des perspectives.
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1- DEFINITION ET GENERALITES
1-1-Définition de 1I' Asthme

C'est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes dont la définition reste
symptomatique et descriptive. Les changements dans la définition de cette maladie au cours
des derniéres décennies, sont le résultat de 1’évolution des connaissances, notamment
physiopathologiques. En 1975, des experts de I’OMS ont donné la définition suivante:
«L’asthme, est une affection chronique caractérisée par un bronchospasme récidivant
résultant de la tendance a répondre par la diminution de calibre des voies aériennes a des
stimuli  d’intensit¢ ou de niveau n’entrainant pas une telle diminution chez des sujets
normaux» (Hargreave et al., 1982). Plus récemment, en 1990, un groupe d'experts de la
société de pneumologie de langue francaise, définit l'asthme comme «une dyspnée
paroxystique, survenant souvent la nuit, réversible soit spontanément ou sous l'effet des
traitements et causée par une obstruction bronchique secondaire a des mécanismes
immunologiques ou autres. Une caractéristique du syndrome est I'hyperréactivité bronchique
a une variété d’agonistes» (Bignon et al, 1990). Actuellement, I’asthme est défini comme «un
désordre inflammatoire chronique des voies respiratoires dans lequel sont impliqués plusieurs
types cellulaires et leurs médiateurs. L’inflammation chronique est associée a une
hyperréactivité des voies respiratoires qui entraine des épisodes récurrents de respiration
sifflante, de dyspnée, de sensation d’oppression thoracique et/ou de toux particulierement
pendant la nuit ou au petit matin. Ces épisodes sont souvent associés a une obstruction
extensive de degré variable, souvent réversible spontanément ou sous I’effet d’un traitement»
(GINA, 2010).

L'aspect pathologique dominant de la maladie est I’inflammation des voies respiratoires
associée de facon variable au changement de structure de ces dernieres, responsable
essentiellement des conséquences fonctionnelles observées dans 1’asthme. Les principales
caractéristiques physiologiques d’une branche enflammée, si on la compare a une branche
normale, sont facilement identifiables: desquamation de 1'épithélium bronchique, des
vaisseaux sanguins dilatés, infiltration de la muqueuse par des cellules inflammatoires telles
que les €osinophiles, les neutrophiles et les lymphocytes activés, cedéme de la muqueuse,
déposition de collagéne au niveau de la membrane basale et épaississement de la membrane

basale , hyperplasie des myofibroblaste, des fibroblastes et des cellules caliciformes dans
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certains cas séveres, une hypertrophie des glandes a mucus et des fibres musculaires (Boulet

et al, 1997) ( Figure 1).

Inflammation

Hypersécrétion

de mucus

Figure 1: comparaison entre une branche normale et une enflammée

(http://ramsaygds.fr/sites/default/files/styles/article header desktop/public/pneumo-

asthme.jpg?itok=L5cDD4G5 consulté le : 17/11/2018.
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1-2- Impact socio-économique
1-2-1 Impact économique

L’asthme est I’'une des maladies les plus coliteuses dans les pays développés. Par exemple
aux Etats-Unis, le colit des affections des voies respiratoires était estimé a 6.2 milliards de
dollars en 1990 contre un milliard de dollars en 1975. En Angleterre, 1’asthme était
responsable d’une perte de 1135 millions d’euros répartis en 1015 millions d’euros a cause de
la diminution de la productivité et 120 millions d’euros directement li€¢s au systéme de soins
(To et al., 2012). En Europe, pour les exacerbations d’asthme, les cotits variaient de 580 a
3809 euros selon que 1’on se situait dans les pays de 1’Est ou I’Ouest de 1’Europe soins (Van
Schayck et al., 2000). Le colt pour la société peut se diviser en colits directs, indirects et
colits 1intangibles, associés aux aspects psychosociaux de Il'asthme. Les colts directs
comprennent les hospitalisations, les traitements en salles d'urgence, les consultations
médicales, les frais de laboratoires, les médicaments et les autres thérapeutiques, représentent
35-60 % des dépenses. Les cofits indirects résultent des pertes financiéres non médicales dues
a la maladie: absentéisme scolaire et professionnel, perte de productivité au travail, invalidité

et déces (To et al., 2012).
1-2-2 Impact social

La qualité de vie des enfants asthmatiques symptomatiques est altérée, qu'il s'agisse de
l'activité scolaire, de la pratique du sport et des loisirs, des relations familiales. La mesure la
plus précise de l'impact social de I'asthme chez 1'enfant, est vraisemblablement 1'absentéisme
scolaire dont I'asthme est 1'une des principales causes, entrainant jusqu'a 25% de 1'absentéisme
scolaire dans certains pays. Les enfants asthmatiques ont aussi des difficultés a s'adapter au
milieu scolaire, a suivre 1'enseignement et a communiquer. Chez l'adulte, le retentissement de
I'asthme sur la qualité de vie et les performances socioprofessionnelles n'est pas moins
important. Les jours d'absence au travail par semestre a cause de 1’affection, du degré du

handicap, sont directement proportionnels a la sévérité de I’asthme (Dockrell et al., 2007).
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1-3- Epidémiologie
1-3-1- Prévalence de ’asthme
1-3-1-1- Dans le monde

La prévalence d’une maladie correspond au pourcentage d’individus atteints de cette
maladie au sein d’une population. L’asthme constitue dans le monde entier 1’une des
pathologies chroniques les plus fréquentes et sa fréquence varie considérablement selon les
pays et il est difficile de déterminer avec précision le nombre d’asthmatiques dans le monde
entier (Figure 2). Le GINA (Global Initiative for Asthma) et ’OMS estiment que 1’asthme
atteint environ 300 millions de personnes dans le monde et que sa fréquence augmente
régulierement depuis 40 ans (Bourdin, 2006 ; Pearce et al., 2007).

La prévalence de I’asthme a été estimée a travers les années par différentes études
épidémiologiques. Deux vastes études internationales multicentriques ont ét€é mises en place
dans les années 90 qui ont permis de situer la prévalence de I’asthme chez 1’enfant et 1’adulte
avec analyse des tendances évolutives de la maladie. L’¢tude ISAAC (International Study of
Asthma and Allergies in Childhood), débutée en 1991, représente une étude coopérative
multicentrique étudiant 1’épidémiologie de I’asthme a 1’échelle mondiale et avec mobilisation
et participation de 314 centres, 106 pays, avec preés de deux millions d’enfants. L’objectif
général de 1’étude a ét¢é, d’impliquer un grand nombre de centres dans le monde entier afin de
dresser une cartographie de la prévalence mondiale de la maladie d’asthme et de comparer les
donnes d’un pays a ’autre (Asher et al., 1995). Les prévalences les plus fortes, apparaissent
dans les pays anglo-saxons, en Grande-Bretagne, Nouvelle Zélande, Australie, Irlande,
Canada, Etats-Unis ou la prévalence peut aller jusqu’ a 20% voire plus (Chapin et al.,1998).
En France, les résultats de cette enquéte indiquent une prévalence de 1’asthme comprise entre
7 et 15% (Raherison ef al., 1997). Selon la méme étude, la prévalence de I’asthme dans les
pays du Maghreb est de 4,15 au Maroc, 15,4 en Tunisie et 8,7 en Algérie (ISAAC, 1998).

L’¢tude ECRHS (European Community Respiratory Health Survey), il s’agit d’une étude
multicentrique qui a été réalisée dans 48 centres répartis dans 22 pays. Cette étude concernait
18 000 adultes agés entre 20 et 40 ans. Selon cette enquéte, les prévalences de 1’asthme
étaient particulierement élevées dans les pays anglophones et plus basses dans les pays
méditerranéens et en Europe de 1’Est. Par ailleurs, le niveau de prévalence décroissait selon

un gradient Nord-sud et, surtout, Ouest-est (ECRHS, 1996).
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Figure 2 : Proportion des patients asthmatiques dans les différentes régions du monde

(GINA, 2006).
1-3-1-2- En Algérie

La premiere enquéte sur 1’épidémiologie de I’asthme en Algérie, a été menée en 1985,
concernant une population agée de 12 a 70 ans, a retrouvé une prévalence de I’asthme de
0,44 % au Sahara (Guermaz et al., 1985). Les autres enquétes effectuées en Algérie entre
1986 et 1992, (Belhocine et al., 1991; Moumeni et al., 1995), situent cette prévalence entre
1,91 % et 3,4 % en fonction des populations étudiées. L'enquéte TAHINA menée en 2005, a
montré que les maladies respiratoires occupent la 1 place des causes de morbidité (25,23%)
(Figure 3), et la 1°° cause des motifs de consultations et que I’asthme occupe le 3°™ rang de
maladies chroniques apres 'HTA et le diabéte (Figure 4).

En 2008, la prévalence de I’asthme en Algérie, a été évaluée au cours de 1’étude
AIRMAG, il est de 3,4% chez les adultes et 4,1% chez les enfants et le niveau de contrdle de
la maladie est de 24% chez les patients adultes et de 31,6% chez les enfants (Nafti et al,

2009).
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Fig.23 : Pathologie chronique dans le ménage selon la cause
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Figure 3: Classement des maladies chroniques en Algérie (TAHINA, 2005).

Fig.6: Morbidité ressentie selon la cause (globale)
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Figure 4: Le taux de morbidité ressentie en Algérie selon la cause (TAHINA, 2005).




Revue Bibliographique

1-3-2- Mortalité

L’asthme dans les cas les plus séveres, peut étre fatal pour I’individu. Dans le monde, on
estime a 250 000 par an le nombre de déces dus a 1’asthme. Les données internationales sur la
mortalité associée a l'asthme, sont limitées en raison du peu de pays participants et sont
rarement disponibles pour différentes populations a l'intérieur d'un méme pays (GINA, 2011).
Les observations montrent toutefois une hausse qui tend a se stabiliser dans les pays
industrialisés. Les taux de mortalité selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
variaient de 1,6 déceés pour 100 000 personnes au Canada a 36,7 déces pour 100 000
personnes en Chine (Pearce et al, 2007). L’Allemagne présente 9 déces pour 100 000
habitants suivie par un ordre décroissant de la France (6,5 décés) et de 1’Angleterre (3,2
déces). Les Pays-Bas, les Etats-Unis et Hong-Kong, présentent un taux inférieur a 2% (Adel
et al, 1998). Les études montrent que le taux de mortalité bas dans ces derniers pays en
cause de la prévention, 1'évaluation et le traitement sont plus adéquats et diminuent la plupart
des déces liés a cette maladie (Beasley, 2002). Trois facteurs affectent ces statistiques: les
déclarations faussement négatives ou positives, le taux vrai de mortalité par asthme et le
changement périodique au niveau de la classification et la codification de I’asthme (Sears,
1991).

Bien que la prévalence de 1'asthme ait augmenté depuis les années 60 d'au moins 50 % par
décennie quel que soit le pays, il est a noter que la mortalité et la morbidité, malgré la hausse
importante qu'elles ont connue, tendent a diminuer dans les pays ou l'on applique des
recommandations thérapeutiques établies a partir de consensus d'experts (GINA, 2011).

En Algérie, I’asthme représente 3,3% des causes de déces parmi les maladies respiratoires, il
entraine 1 000 déces par an, vient en troisiéme position apres I’hypertension artérielle et le

diabete (TAHINA, 2005)
1-4 Physiopathologie de I’asthme

L'asthme est une maladie inflammatoire du systéme respiratoire qui cause le
rétrécissement des voies respiratoires, hypersécrétion de mucus et une hyperréactivité du
muscle lisse des parois des bronchioles aux différents stimulants (Foley, 2002).
L’inflammation des bronches serait a la base des symptomes associés a I’asthme. Elle met en
jeu l'ensemble des cellules structurales et immunitaires de 1'arbre bronchique en particulier les
cellules épithéliales, les fibroblastes, les mastocytes, les éosinophiles et les lymphocytes

(Bousquet et al., 2000). Les cellules immunitaires sont recrutées de la circulation sanguine
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vers le foyer d'inflammation par des cytokines, des chimiokines et des molécules d'adhérence
sécrétées par le tissu touché. Ces médiateurs activent les cellules inflammatoires et diminuent
leur apoptose, ce qui fait qu'elles persistent au foyer d'inflammation et libérent de nombreux
médiateurs (leucotrienes, histamine, facteurs nécrosant des tumeurs) et des cytokines pro-
inflammatoires comme les interleukines 1L-4 et IL-13 par exemple (Bousquet et al., 2000).
La majorit¢é des données documentées, relatives a la pathogénese de l'asthme, se sont
concentrées sur l'asthme allergique puisqu'il est reconnu que l'exposition a des allergénes
communs, peut provoquer chez les sujets sensibilisés, 1'apparition d'un asthme bronchique
symptomatique. La réaction allergique est considérée comme une manifestation exagérée ou
inappropriée d'un mécanisme de défense de l'organisme contre les agressions extérieures
(Dubé et Boulet, 1996). Cette réponse des voies aériennes a un allergéne inhalé, comporte
deux phases:

- La phase précoce caractérisée par la survenue rapide d’une broncho-constriction qui est
maximale 15 a 20 minutes aprés I’inhalation de 1’allergeéne la premiére étape dans cette phase
est l'entrée de 1'antigéne dans les cellules immunitaires telles que les cellules présentatrices
d'antigenes (CPAs) et les cellules dendritiques, elles prennent les protéines étrangeres qui
servent comme des antigénes puis les hydrolysent en petits polypeptides et les présentent a
leurs surfaces par l'intermédiaire de CMH de classe II (Lilly, 2005) qui vont étre reconnues
par le TCR (récepteurs des cellules T) des cellules T CD4" auxiliaires (Marone, 1998).
L'expression locale de cytokines peutavoir des effets profonds surla réponse des
lymphocytes T ala présentation des antigenes dans un processus dénommé déviation
immunitaire. Dans la présence de 1'lL.-12, ces cellules produisent IFN-y et IL-2 ce qui donne
le phénotype Thl. Sous l'influence de 1'IL-4, IL-5 et IL-10, ces cellules se différencient et
prennent le phénotype Th2 qui semble étre impliqué pour l'expression du phénotype de
I'asthme. C'est la capacité d'IgE a se lier spécifiquement aux allergeénes et aux récepteurs sur
les cellules effectrices de la réponse allergique, y compris les basophiles, mastocytes et les
€osinophiles qui permet la libération des médiateurs qui provoquent des symptomes d'asthme
(Marone, 1998). La dégranulation des mastocytes, conséquence de la présence d’IgE,
entraine le relargage d’histamine, de leucotricnes et de cytokines. Ces molécules sont
responsables de la perméabilité vasculaire, de la contraction des muscles lisses et de la
production de mucus (Holgate et Polosa, 2008).

- La phase tardive débute 4 a 6 aprés I’inhalation antigénique, dans cette phase, les
cytokines produites par les mastocytes, permettent le recrutement des autres cellules

inflammatoires: les €osinophiles et les lymphocytes Th2. Les €osinophiles sécrétent des
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médiateurs pro-inflammatoires, plus particulierement, des leucotrieénes, des protéines basiques

(protéines cationiques, peroxydase, protéine basique majeure et neurotoxine) et d’IL-3, d’IL-5

et d’IL-13 responsables de I’inflammation chronique (Holgate et Polosa, 2008). La figure 05

résume la cascade inflammatoire survenant dans 1’asthme.
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Figure 05: Cascade inflammatoire dans la maladie d'asthme (Létuvé et Taillé, 2013)
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2-FACTEURS DE RISQUES DE L'ASTHME

L’asthme est une pathologie complexe, clairement multifactorielle. Elle implique
l'interaction de plusieurs facteurs de risque (Maddox et Schwartz, 2002) comme les facteurs
internes (liés a 1’hote) qui prédisposent les individus ou les protégent du développement de
l'asthme et les facteurs externes (environnementaux) qui influencent la susceptibilité a
I'asthme chez les individus prédisposés, précipitent ses exacerbations et/ou causent la

persistance des symptomes (GINA, 2003).
2-1 Facteurs environnementaux

Il est souvent difficile de distinguer le role exact de ces facteurs dans I’histoire de la
maladie. Un méme facteur de risque environnemental peut en effet, jouer le role d’agent
causal avant le développement de la maladie, puis d’agent déclencheur de crises ou de

persistance des symptomes lorsque la maladie est développée (Wenzel, 2003).
2-1-1 Les Allergenes

Les allergenes sont des antigénes particuliers susceptibles de déclencher des réponses
immunes médiées par les IgE et, de ce fait, d’étre responsables des symptdmes cliniques des
sujets allergiques (Demoly et al., 2005). Elles peuvent étre différenciées suivant leur mode de
pénétration : inhalation, ingestion et contact. L’exposition a un allergene est un facteur de
risque important du développement d’une sensibilisation atopique a cet allergene spécifique
(Von Mutius, 2000), et I’exposition a des allergénes chez des individus ayant déja développé
une sensibilisation a ces allergenes, est un facteur de risque de 1’aggravation de I’asthme et/ou

de la persistance des symptomes (Pearce et al., 1999).
2-1-1-1 Les pneumallergenes

Les pneumallergenes ou (aéro-allergenes), sont subdivisés en fonction de leur localisation
préférentielle, soit en allergénes de I’intérieur des maisons «indoor allergens », soit en
allergénes de D’extérieur des maisons «outdoor allergens». Ils regroupent les acariens, le
pollen, les moisissures, les animaux domestiques et les blattes. Cependant, des allergenes tels

que les moisissures ou pollen, peuvent se trouver aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur.
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2-1-1-1-1 Les allergénes de I’intérieur des maisons (allergénes d’habitats)

De nos jours, la quantité des allergénes au niveau de I’habitat a fortement augmenté
surtout dans les pays industrialisés a cause de 1’augmentation de 1I’humidité relative, du
confinement des animaux familiers, de la meilleure isolation de I’habitat liée aux économies
d’énergie (avec des moquettes ou tapis par exemple), du systéme de chauffage. Ceci, renforce
la captation et la concentration des polluants et favorise la prolifération de toute une série
d’organismes comme les acariens, cafards, autres insectes, champignons, bactéries.

e Les acariens

Les acariens sont des arthropodes microscopiques qui appartiennent a la famille de
Pyroglyphidae se nourrissent de squames humaines. L’humidité et la température chaude
favorisent leur développement. Le site de leur prolifération est essentiellement la literie
(matelas, oreillers, couvertures et coussins). Plusieurs études réalisées dans différents pays,
ont montré que les acariens associés a la poussiere, étaient les allergenes d’intérieur les plus
couramment associés a 1’asthme. Cependant, une exposition précoce a ce type d’allergéne
constitue un facteur de risque du développement de la sensibilisation a 1’allergéne mais pas
nécessairement au développement de 1’asthme (Lau et al., 2000). Ils peuvent provoquer des
manifestations cutanées (eczéma). La protéine allergisante se trouve dans leurs €jections. Une
concentration d’allergenes d’acariens au-dessus de 0,5ug/g de poussiere, semble étre un
facteur de risque significatif pour le développement d’une allergie aux acariens. Mais en ce
qui concerne 1’asthme, un niveau seuil similaire n’a pas été¢ clairement défini (Dreborg,
1998).

Parmi les acariens les plus connus, il y a le Dermatophagoides pteronyssinus et le
Dermatophagoides farinae (reconnus par plus de 80% des sujets allergiques aux acariens)

(Dutau, 2006).

e Les allergénes des animaux domestiques

Les animaux domestiques a poils et a plumes, mais essentiellement le chat, émettent
également des allergenes dans les sécrétions comme la salive, les excrétions (urine), les
desquamations (Carayol ef al., 2000).

Les allergénes de chats par exemple (constitués de protéines contenues dans les poils, la
salive, les sécrétions sébacées, 1’urine), sont des puissants sensibilisants des voies

respiratoires. Ces allergenes sont transportes par, des particules de 3 a'4 microns de diametre,
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devenant ainsi parfaitement aériens. Ils sont responsables de la survenue rapide de symptomes
respiratoires chez une personne allergique qui pénétre dans un endroit ol il y a un chat.
Néanmoins, des endroits sans chats, peuvent contenir une quantité¢ suffisante d’allergénes
pour provoquer des symptomes chez les personnes particulierement sensibles: les vétements
d’individus possédant un chat ou un autre animal domestique, constituent un moyen de
transport passif des allergenes (Partti-Pellinen ef al., 2000).

L’exposition précoce aux allergénes de chats semble diminuer le risque de développer
I’asthme chez un enfant (Platts-Mills et al., 2001). Cependant, ces allergenes peuvent
également constituer un facteur de risque important de I’aggravation de I’asthme et d’urgence
respiratoire.

Il faut souligner la part croissante liée a d'autres animaux domestiques qui sont le lapin et le

hamster. Les phaneres du cheval peuvent également étre en cause (Perrin, 1998).

e Les moisissures

Le role de moisissures en tant que pneumallergenes est connu depuis longtemps (Zaegel
et al., 1990). Elles sont de minuscules champignons unicellulaires et filamenteux. Pour
proliférer, elles ont besoin de nourriture, d’humidité et d’une température optimale qui peut
varier d’une espece a 1’autre. Elles se reproduisent par des spores, ces derniéres, sont tres
irritantes pour les voies aériennes supérieures. Lorsqu’elles sont inhalées, elles peuvent
provoquer des irritations des yeux, du nez, de la gorge et entrainer des manifestations
allergiques: toux, respiration sifflante, larmoiements etc. Les moisissures peuvent aussi
aggraver l’asthme et augmenter le risque d’asthme a 1’dge adulte. Elles sont également
associées a une fréquence plus élevée d’infections respiratoires et a une altération de la
fonction pulmonaire (Brunekreef ef al. , 1989).

Selon I’étude européenne ECHRS II (European Community Respiratory Health Survey), le
risque de développer un asthme est augmenté de maniere significative chez les personnes
exposées a des problemes d’humidité dans leur habitat (Zureik et al., 2002). Une autre étude
a confirmé le risque accru de présenter un asthme chez les enfants exposés a des moisissures
dans leur maison, et plus particulierement chez ceux vivants en milieu rural (Halonen et al.,
1997).

La chaleur et 'humidité relative élevées (au moins 75% d’humidité relative), propres aux
habitations peu ventilées, le manque de lumiére, favorisent la croissance des moisissures. Ils

se développent bien dans les systeémes de réfrigération et d’humidification de 1’air et les
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systemes de chauffage. Les allergenes les plus connus sont Aspergillus fumigatus, Penicillium

ssp., Cladosporium ssp. et Candida ssp (Black et al., 2000).

e Les blattes

Parce qu’aujourd’hui elles se trouvent partout et sont hautement allergisantes, les blattes
sont maintenant reconnues comme une importante source d’allergénes  affectant la qualité
de lair intérieur (Rosenstreich et al, 1997). Ils se trouvent dans les vieux appartements, dans
les immeubles neufs au niveau des gaines de protection ou des vides ordures; I’humidité
favorise leur développement. Le statut socio-économique semble étre une variable importante
comme déterminant du risque de sensibilisation aux allergenes des blattes, particulierement
chez les enfants (Lévesque ef al., 2003). Les habitants des quartiers pauvres des villes
semblent en effet plus affectés par les problemes respiratoires reliés a la présence des blattes

(Sperber et al., 1993; Rosenstreich ef al, 1997).
2-1-1-1-2 Les allergénes de I’extérieur des maisons

Les allergeénes les plus communs et qui peuvent conduire a 1’asthme chez les personnes
prédisposées, sont les pollens et les spores des moisissures. Parmi les moisissures d’extérieur,
1’Alternaria alternata, est un facteur de risque établi de I’asthme dans différentes populations.
Cette moisissure a également été associée au risque de déces di a ’asthme aux Etats-Unis

(O'Hollaren et al., 1991).

e Les pollens

Cellules sexuées males du régne végétal, sont trés souvent en cause dans les allergies de
type immédiat. Selon leur mode de transport, on distingue les pollens anémophiles et
entomophiles. Les premiers de forme trés aérodynamique et transportés par le vent, sont les
plus dangereux car, ils sont émis en grande quantité, déplacés sur de longues distances depuis
leur émission, et apportés par le vent au contact des muqueuses respiratoires. (Demoly et al.,
2005). Ce type d’allergene est responsable de 1’apparition de 1’asthme printaniére, les pollens
varient avec la géographie, la température et le climat. Pour une méme région, la
concentration de tels ou tels pollens, varie d'une année a une autre, aussi bien pour le début de
la saison pollinique que pour la fin (Sabah, 1994).

Les allergenes de pollen associés a 1’asthme, proviennent d’arbres tels que les oliviers, les

cypres, les noisetiers, de plantes graminées, d’herbes mauvaises...
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Il semble que les plantations trop uniformes et massives ainsi que 1’introduction d’espéces
diffusant des pollens tres allergéniques, comme les bouleaux, aient augmenté les risques
d’allergie pollinique. Les experts de I’OMS sont convaincus que le prolongement de la saison
pollinique (en moyenne, sa durée a augmenté de 10 a 11 jours au cours des trente dernieres
années dans de nombreuses zones d’Europe), suite aux changements climatiques, semble
également affecter la prévalence de 1’asthme et des allergies chez les enfants. Cependant,
comme pour la plupart des autres allergénes, 1’exposition au pollen est un facteur de risque a
I’exacerbation de 1’asthme et au développement de rhume des foins, mais n’est pas un facteur

de risque significatif du développement de I’asthme (Charpin et al., 1993).
2-1-1-2 Les allergeénes alimentaires et médicamenteux

Les allergénes alimentaires et médicamenteux, peuvent déclencher des symptomes
d’asthme suite a une ingestion, un contact ou une inhalation. L asthme par allergie alimentaire
et /ou médicamenteuse, est peu fréquent, par contre cette allergie peut étre un facteur
aggravant de 1’asthme (Sampson, 1996).

L’allergie alimentaire est plus fréquente chez I’enfant que chez 1’adulte, et concerne 8,5% des
enfants d’age préscolaire. L'allergie alimentaire chez le jeune enfant, de méme que la simple
sensibilisation alimentaire, constituent un facteur de risque majeur pour le développement
ultérieur de la rhinite et /ou de l'asthme (Zeiger, 1995). La sensibilisation aux allergenes
alimentaires apparait en premier, suivie par une sensibilisation aux allergenes inhalés, qui est
un facteur favorisant le développement ultérieur de l'asthme. L'asthme et les allergies
alimentaires, sont étroitement liés, surtout chez les enfants. La maladie asthmatique est I'un
des principaux facteurs de risque d'anaphylaxie séveére et de mortalit¢ d’une allergie
alimentaire. Inversement, l'allergie alimentaire représente un important facteur de risque de
I'asthme aigu grave, capable de mettre la vie, surtout celle des jeunes enfants et adolescents en
danger (Sampson, 1996).

L’aspirine, tout comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, est un inhibiteur de la cyclo-
oxygénase et peut révéler ou aggraver un déséquilibre du métabolisme de I’acide
arachidonique. L’hypersensibilité a 1’aspirine, affecte 5 a 10 % des asthmes de 1’adulte, avec
une nette prédominance féminine et des antécédents familiaux peu fréquents (Szczekliket al.,
2000) D’autres médicaments doivent étre connus pour leur effet broncho-constricteur, il s’agit
principalement des bétabloquants, qui sont contre indiqués chez 1’asthmatique. Les inhibiteurs

de I’enzyme de conversion de I’angiotensine sont plus souvent responsables d’une toux et
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plus rarement a ’origine d’un bronchospasme ou d’un asthme (Bouland et Jonckheer,

2008).

Les colorants et conservateurs alimentaires et médicamenteux comme par exemple les
sulfites qui sont des agents antioxydants, sont asthmogenes. Moins de 4 % des asthmatiques
sont sensibles aux sulfites. Cependant, la prévalence augmente chez les patients cortico-
dépendants. L’ingestion ou I’inhalation de ces produits peut causer des crises séveres. Les
autres colorants et conservateurs alimentaires ou médicamenteux, dont la tartrazine, sont

beaucoup moins en cause dans 1’asthme (Stevenson ef al., 1986).

2-1-2 Tabac

La fumée de tabac, source omniprésente d’irritants a I’intérieur des batiments, produit un
mélange complexe de gaz, de vapeurs et de particules. Plus de 4.500 composants ont été
identifiés, parmi lesquels on peut citer les particules respirables, des hydrocarbones
polycycliques, benzene, CO, CO2, NO2, NOXx, nicotine, acroléine, (NHLBI, 2002).

Le tabagisme (actif ou passif), a clairement été impliqué dans la genese et dans la sévérité des

maladies allergiques respiratoires et de 1’asthme.
2-1-2-1 Tabagisme actif

Le fait de fumer est associé a une atteinte fonctionnelle des poumons chez les
asthmatiques, a une augmentation de la sévérité de I’asthme, a une diminution de la réponse
aux traitements par corticoides et a une moindre probabilité de réussir a controler 1’asthme
(Arshad, 2005 ; Gusbin ef al., 2006).

Le risque d’apparition d’asthme est significativement supérieur chez les fumeurs et les ex-
fumeurs et augmente avec une relation dose—réponse du tabagisme. L’application en Angle-
terre en 2007 des lois anti-tabac, a entrainé une diminution de 5% des admissions en urgence
pour asthme dans la population de 16 ans et plus (Charpentier, 2016). En 2008, une étude a
montré dans une cohorte d’atopiques avec rhinite devenus asthmatiques, le role déterminant
du tabac dans la sévérité et le mauvais controle de I’asthme avec une relation dose-réponse
(Polsa, 2008). Le tabagisme actif est clairement associé a une morbidité et mortalité plus
élevées que le tabagisme passif (siroux et al, 2000). C’est un facteur de risque de
consultation aux urgences et d’hospitalisation pour asthme. Plus de la moiti¢ des asthmatiques
hospitalisés pour asthme, sont tabagiques avec une relation entre tabac et sévérité de 1’asthme,

moindre qualité de vie et moindre sant¢ mentale (Charpentier, 2016). Ces patients ont
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généralement recours a un traitement plus lourd reposant sur des combinaisons
médicamenteuses et des doses accrues et le recours a la ventilation assistée est plus fréquent

chez ces asthmatiques fumeurs (Gusbin et al., 2006).
2-1-2-2 Tabagisme passif

La fumée produite par des fumeurs environnants, ce que I’on appelle «fumée latéraley,
est plus toxique que la fumée inhalée par le fumeur; elle est particulieérement irritante pour la
mugqueuse respiratoire (NHLBI, 2002).

L’OMS estime que la moitié des enfants dans le monde est exposée au tabagisme passif. Le
tabagisme passif maternel in utero et pendant 1’enfance, augmente la fréquence de 1’asthme,
est un important facteur déclenchant de 1’asthme de I’enfant et de mauvais contréle de la
maladie: risque supérieur si la mere fume par rapport au pere, risque plus €levé si les 2 parents
fument (Charpentier, 2016).

Le tabagisme passif a des conséquences particulierement lourdes sur la santé respiratoire des
enfants. Il favorise les infections des voies aériennes supérieures et inferieures, modifie la
croissance et I’évolution naturelle de la fonction respiratoire, facilite 1’apparition et
I’aggravation d’un asthme, il induit ou exacerbe une hyperréactivité bronchique (Difranza et
Lew, 1997). Le tabagisme passif représente 1’agent irritant domestique le plus important mais
aussi le plus évitable (Dubus et al, 1997).

L’exposition au tabac in utero, entraine un déclin de la fonction pulmonaire et une
hyperréactivité bronchique et perturbe le développement et la maturation du systeme
immunitaire. Les enfants exposés in utero mais non exposés au tabagisme passif apres la
naissance, sont a risque d’asthme et/ou de sifflements bronchiques accru avec une relation
dose-réponse. L exposition maternelle a la nicotine a des effets néfastes sur le développement
pulmonaire. Le tabagisme maternel favorise une sensibilisation aux allergenes plus précoce en
synergie avec les prédispositions génétiques et le terrain atopique maternel (Charpentier,
2016).

Chez les enfants asthmatiques, I’exposition au tabagisme passif augmente la morbidité, le
nombre de consultations médicales et la consommation en médicaments. Le nombre
d’exacerbations de I’asthme est corrélé a I’'importance de 1’exposition tabagique (Evans et al.,

1987).
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2-1-3 Pollution atmosphérique:

Elle est définie comme une modification défavorable du milieu naturel qui apparait en
totalité ou en partie comme un sous-produit de 1’action humaine, a travers d’effets directs ou
indirects altérant les criteres de répartition des flux d’énergie, des niveaux de radiations, de la
constituante physicochimique du milieu naturel et de I’abondance des espéces vivantes.

Un polluant atmosphérique, c’est toute substance introduite directement ou indirectement par
I’homme dans I’air ambiant, susceptible d’avoir des effets nocifs sur la santé ou sur
I’environnement dans son ensemble. Ils peuvent agir comme des facteurs irritants qui
provoquent des crises d’asthme en particulier chez des asthmatiques sévéres (Desqueyroux et
al., 2002).

Il existe deux grandes classes de polluants: les polluants primaires (principalement :
I’anhydride carbonique (CO,), le dioxyde de soufre (SO,), les oxydes d’azote (NOX) et le
plomb) qui sont émis des sources anthropiques et les polluants secondaires (I’exemple le plus
courant est 1’ozone) qui proviennent de la transformation chimique des polluants primaires
dans I’atmosphere (Degobert, 1992).

Le rdle de la pollution sur la genese de 1’asthme était contesté par de nombreux auteurs. En
effet, les études épidémiologiques montrent que les marqueurs de morbidité de 1’asthme
(consultations, hospitalisations, prise de médicaments de secours, fonction respiratoire,
marqueurs d’inflammation), sont en relation avec les pics de pollution (Just, 2011).
L’anhydride carbonique (CO;) par exemple conduit a I’apparition de 1’asthme lorsque sa
concentration est de 1’ordre de 1000 ppm (0.1%) (Degobert, 1992). L’exposition au dioxyde
de soufre (SO;) est associé avec les symptomes d’asthme surtout le sifflement d’asthme
(Chen et al., 1998 ; Zhang et al., 2002). Aussi, le NO, qu’on retrouve principalement dans
les zones urbaines liées au trafic automobile, est 1ié¢ au risque d’allergies et aux symptomes

respiratoires (Studnicka et al., 1997 ; Pattenden ef al., 2006).
2-1-4 Infections respiratoires

Les infections ont une relation complexe avec 1’asthme. Elles ont été associées, selon les
études, aussi bien a I’augmentation qu’a la diminution du risque de développement de
I’asthme. Le fait que certaines infections, particulierement celles acquises au cours de
I’enfance, peuvent prévenir I’apparition de I’atopie, est hautement controversé (Hypothése de

I’hygiene).
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2-1-4-1 Infections respiratoires virales

L’existence de 200 sérotypes viraux différents, pouvant affecter les voies respiratoires,
et la fréquence ¢levée de D’infection virale chez 1’enfant, plaident en faveur d’une

participation des virus dans 1’exacerbation de 1’asthme (Adel et al., 1998).

L’association entre infection respiratoire virale et asthme, provient d’un déséquilibre
préexistant dans le systéme immunitaire (déficit de la réponse de type Thl et hausse de
I’immunité de type Th2) (NHLBI, 2002).

Les virus les plus fréquemment mis en cause, sont les picornavirus, dont essentiellement les
rhinovirus, responsables des deux tiers des épisodes d'aggravation respiratoire objectivés par
une baisse significative du débit de pointe. Mais on peut citer aussi le coronavirus, I’influenza,
le parainfluenza, le virus respiratoire synsicial (VRS) et ’adénovirus (NHLBI, 2002).

Les infections virales a manifestation respiratoire, sont particulierement fréquentes chez
I’enfant en bas age. La plupart des études épidémiologiques soulignent 1’association entre la
symptomatologie sifflante secondaire a une agression virale durant la petite enfance et le
risque ultérieur de développement d’un asthme (Brouard et al., 2013). Des études récentes
ont retrouvé que plus de 80% des épisodes de sibilance étaient associ€s a des infections
respiratoires virales (Johnson et al, 1995). Chez plus de 60% de ces enfants, le virus
respiratoire synsicial (VRS), a été détecté (Johnson et al., 1996). Le lien étroit entre la
bronchiolite induite par des virus et le développement de 1’asthme a été mis en évidence dans
plusieurs études (Murray et al., 1992). Certaines études indiquent que la bronchiolite 8 VRS
a un age précoce, conduit a une hyperréactivité bronchique (HRB) qui persiste plus de 10 ans
(Pullan et Hey, 1991). La synthése des différentes études indique que les infections
respiratoires virales chez les jeunes enfants, peuvent causer des symptomes asthmatiques
transitoires ou bien déclencheraient un développement précoce d’un asthme latent (chez des
sujets génétiquement prédisposés a I’atopie (Brouard ef al., 2013).

Chez 'adulte, la survenue d'une infection respiratoire virale, semble responsable de 37% des
hospitalisations pour asthme, surtout en période hivernale et au décours d'infections a

Influenza A ou a Rhinovirus (Teichtahl ef al., 1997).
2-1-4-2 Infections respiratoires bactériennes:

Les infections bactériennes chroniques chez I’enfant, semblent jouer un rdle important

dans le développement de l’asthme dans la vie adulte (NHLBI, 2002). Les données
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disponibles concernent surtout 1’association entre d’une part, infection bactérienne chronique
des voies respiratoires et asthme sévere (Gencay et al., 2001), d’autre part, entre infection
bactérienne et exacerbations de 1’asthme (Allegra, et al., 1994).

Deux organismes se distinguent comme probables facteurs contribuant a la pathogénie de
I’asthme :Mycoplasma pneumoniae et chlamydia pneumoniae (Kraft et al., 1999 ). Des
¢tudes confortent 1’hypothése que ces deux germes sont présents au niveau des voies
aériennes des asthmatiques chroniques de facon plus fréquente que dans la population
générale. Les surinfections par hémophilus et streptoccocus pneumoniae, compliquent parfois

les crises d’asthme, mais ne les déclenchent pas (Freymuth et al., 1999).
2-1-4-3 Hypothése de I’hygiéne:

L’amélioration de I’hygiéne et la limitation de la circulation de certaines infections dans
la population sont associées a 1’augmentation de la prévalence de 1’atopie et des maladies
allergiques dans les pays occidentaux (Matricardi ef al., 2000 ; GINA, 2016).

Selon I’hypotheése de 1’hygiene, certaines infections durant 1’enfance, peuvent prévenir le
développement de I’atopie, tandis qu’au contraire, I’amélioration de I’hygiéne et le style de
vie occidental, peuvent faciliter le développement de 1’atopie (Matricardi ef al., 2000 ). Des
¢tudes ont montré qu’un grand nombre de grands fréres/sceurs ou un mode de garde collectif,
favorisant les infections, pouvaient diminuer le risque d’asthme (Schaub et al., 2006).
Grandir dans un environnement microbien diversifié, comme dans des fermes ou en présence
d’animaux domestiques, est associé a un risque plus faible de maladies allergiques dont

I’asthme (Schaub et al., 2006).
2-1-5 L’exposition professionnelle a des produits chimiques ou biologiques:

Plus de 400 agents sont connus pour étre impliqués dans le développement de 1’asthme
professionnel (Brisman et al, 2001) , c’est-a-dire a un asthme causé par 1’exposition a un
agent rencontré dans I’environnement de travail et sont classés en: (i) agents de haut poids
moléculaire (surtout des protéines animales ou végétales agissant a travers un mécanisme IgE
dépendant) et (i1) agents de bas poids moléculaire (composés organiques et inorganiques
généralement non associés a un mécanisme IgE dépendant), ou sont des substances hautement
irritantes (sous forme de fumées, vapeurs ou gaz) (Gautrin et al, 2001). Les allergénes de

moisissures sont également incriminés dans ce type d’asthme (Ameille et al., 2007). Ce
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nombre est en constante augmentation du fait de la mise sur le marché, chaque année,
d’agents potentiellement actifs.

Les agents le plus fréquemment incriminés, sont les isocyanates, le latex, produits chimiques
inorganiques (par exemple les sels de platine connus tels qu’immunogenes), protéines
d’origine animale ou végétale (farines, poussiére de bois...) et les produits chimiques
organiques (antibiotiques, désinfectants...). Plusieurs métiers sont concernés (plus de 140
professions): boulangers, éleveurs, peintres, industrie des matieres plastiques, industrie
pharmaceutique, professions médicales, coiffeurs, menuisiers, soudeurs, travailleurs sur bois
(Acouetey, 2012).

Les sensibilisants professionnels, peuvent entrainer une altération de la réactivité bronchique,
une bronchoconstriction directe du muscle lisse et une stimulation de la production des IgE

(Acouetey, 2012).
2-1-6 Facteurs socio-économiques:

Les facteurs liés au mode de vie et au niveau socio-économique, paraissent €tre impliqués
dans I’expression des manifestations de 1’asthme. Au sein d’une méme société, la prévalence
de I’asthme peut varier selon les modes de vie, elle est plus élevée chez les enfants vivant en
milieu rural, surtout s’ils vivent a la campagne durant les deux premiéres années de vie
(Nilson et al., 1999 ; Hulin et Annesi-Maesano, 2010). La prévalence de I’asthme varie
également suivant le niveau socio-économique. L’asthme serait plus fréquent dans les
populations de classe sociale élevée comme I’ont montré les études anglaises et suisses avec
des prévalences respectives de 13 et 9% dans la classe la plus élevée contre 8 et 5% dans la
plus faible (Wuthrich, 1996). La différence de classe sociale fait intervenir de multiples
facteurs environnementaux pouvant étre impliqués plus directement dans le déterminisme de
I’asthme. En plus des différents modes de vie (chauffage, types de literie, tapis, moquette...),
d’autres ¢€léments peuvent expliquer cette prédominance: une consommation médicale
excessive et une utilisation de produits d’hygiene plus €levée, enfin, I’age maternel plus €levé.
D’autre part, le taux de mortalit¢ par asthme est augmenté chez les malades jeunes
économiquement défavorisés (Weiss et Wagener, 1990). Pour cette catégorie de patients,
I’asthme peut, d’une part, représenter une charge économique, quelquefois difficile et méme

impossible a assumer.
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Les malades qui appartiennent a des groupes défavorisés, affichent un plus grand nombre de
symptdmes ressentis et utilisent beaucoup moins de traitements de la crise et de traitements de

fond (Adel et al., 1998).
2-1-7 L’air froid:

L’air froid, surtout 1’air froid et sec, peut causer les symptomes d’asthme chez certaines
personnes. Il est démontré que ’inhalation d’un air froid réduit la fonction pulmonaire chez
les patients asthmatiques et favorise une broncho-constriction (Nolard et Detandt, 2004). 11
s’agit cependant, d’un effet a court terme. La prévalence de I’asthme n’est d’ailleurs pas plus

importante 1a ou le climat est plus froid (Gold et Kemp, 2005).
2-2 Facteurs lies a I’hote:

Certains facteurs liés a I’hote, peuvent prédisposer au développement de I’asthme. Cela
n’implique pas une apparition systématique de I’asthme. Ces facteurs révelent en fait, une
vulnérabilité a celui-ci, vulnérabilité qui se traduira ou non par I’apparition de la maladie

selon les individus et le contexte dans lequel ils évoluent.
2-2-1 Prédisposition génétique:

Plusieurs études familiales ont montré que 1’asthme est une maladie héréditaire, il est ainsi
fréquent de retrouver dans la famille d’un asthmatique des ascendants (parents), des
collatéraux ou des descendants (enfants) souffrant de la méme maladie (Sibbald et al., 1980).
Depuis longtemps, la comparaison de la prévalence de 1’asthme chez les personnes ayant un
lien de parenté avec des personnes atteintes (13%) et chez les personnes ayant un lien de
parent¢ avec des personnes non atteintes (4%), a permis de montrer qu’il existe une
concentration familiale de I’asthme (Bonnie et al., 1980).

Des études portant sur des jumeaux, ont démontré que le taux de concordance de 1’asthme est
substantiellement plus élevé chez les vrais jumeaux que chez les faux jumeaux, suggérant
ainsi une forte contribution génétique. Dans les études de population sur des jumeaux, 1’effet
estimé des facteurs génétiques, peut varier de 35 a 70% (Holloway et al., 1999 ; Wiesch et
al., 1999).

Il semble que I’hérédité de I’asthme ne suit pas les schémas mendéliens classiques. On se
retrouve dans la méme situation que les autres maladies dites multifactorielles comme le

diabéte, I’hypertension arterielle et 1’osteoporose (Emery, 1986), 'Le composant héréditaire
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dans I’asthme n'est pas simple. Les données actuelles montrent que plusieurs génes sont
impliqués dans la pathogénese de l'asthme et qui pourraient étre différents dans différents
groupes ethniques. La diversité et le poids respectif de ces différents facteurs, expliquent les
multiples phénotypes. Il est fort probable, que c'est 1'association de plusieurs genes a effets
modérés qui importe et que de multiples associations existent, expliquant également
I'hétérogénéité clinique de l'asthme. Les études des familles et les analyses des associations
cas-témoin, ont identifié un nombre de régions chromosomiques qui sont associées a la
susceptibilité de 1’asthme. Outre les génes qui prédisposent a la susceptibilité de la maladie, il
y a également les genes qui sont associés a la réponse a différents traitements comme les
glucocorticostéroides, les b2-agonistes, les antagonistes des leukotriénes... (Wiesch et al,

1999).
2-2-2 Atopie:

Classiquement, 1’atopie se définit comme une prédisposition a développer une réponse
IgE vis-a-vis des allergénes environnementaux qui ne provoquent aucune réaction chez les
sujets ne présentant pas d’atopie (Magnan et Vervloet, 2000). Elle est caractérisée par
I’activation des lymphocytes T qui induisent une production anormalement élevée d’anticorps
IgE et Dl’activation des éosinophiles. Cette sensibilisation lorsqu’elle survient, peut rester
asymptomatique ou créer les conditions de survenue d’une affection atopique: la dermatite
atopique, la rhinite allergique et ’asthme allergique. Elle est bien évidemment liée a
I’exposition aux pneumallergenes et tant qu’il n’y a pas d’exposition, il n’y a pas moyen de
mettre en évidence le terrain atopique méme chez des sujets a risque (Magnan et Vervloet,
2000).

L’atopie semble un important facteur de risque qui prédispose les individus a développer
I’asthme. Les preuves fournies par quelques études, semblent indiquer que 50% des cas
d’asthme dans la population générale, sont attribuables a I’atopie (Pearce et al., 1999). Chez
les enfants par contre, cette proportion est beaucoup plus importante: 90 a 95% des cas
d’asthme chez ’enfant sont liés a 1’atopie. Seulement 25 a 30% des enfants atopiques sont
asthmatiques (Bousquet et al., 2001).

Chez les nourrissons, la présence simultanée d’atopie et des premiers symptomes d’allergies
comme par exemple 1’eczéma infantile et les allergies alimentaires, est un signe de risque

d’apparition ultérieure de I’asthme. Effectivement, les nourrissons qui présentent encore des
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sifflements respiratoires durant 1’enfance, semblent de préférence souffrir d’'un asthme li¢ a
I’atopie (Bousquet et al., 2001).

Chez les enfants susceptibles, l'atopie semble prédisposer les voies aériennes a la
sensibilisation par des pneumallergenes, et donc a présenter des épisodes récurrents de
respiration bruyante (Martinez, 2000).

L’association entre la sensibilisation aux allergénes et I’asthme est dge-dépendante. En effet,
la plupart des enfants qui se sont sensibilisés aux allergénes environnementaux pendant les

trois premiéres années de vie, développe 1’asthme a I’age adulte (Martinez, 2000).
2-2-3 L’age et le sexe:

Le jeune age, constitue un facteur de risque : le nourrisson est vraisemblablement plus a
risque par son immaturité physiologique, qu’elle soit anatomique (étroitesse des voies
aériennes rendant le syndrome obstructif plus important) ou immunologique (immaturité¢ des
défenses de I’appareil respiratoire) (Gissleret al., 1999).

La prévalence de I’asthme a différentes périodes de la vie varie selon le sexe. De 7 jours apres
la naissance et jusqu’a 7 ans, les garcons ont une incidence cumulée de 1’asthme de 64% plus
élevée que les filles (Gissleret al., 1999). Une étude multicentrique (de Marco et al., 2000), a
¢tudié la différence dans I’incidence de I’asthme selon 1’age et le sexe. Le risque d’asthme est
plus élevé chez les gargons durant I’enfance. La différence entre les sexes disparait apres 1’age
de 10 ans. Apres la période de la puberté, le risque d’asthme devient plus élevé chez les
femmes (de 2 a 5 fois plus élevé chez les femmes par rapport aux hommes dans les différents
pays d’¢tudes). Cette différence persiste au cours de la vie adulte. Les raisons de ces
différences ne sont pas treés claires mais elles pourraient étre liées a la dimension des voies
respiratoires, plus petites chez les garcons a la naissance mais plus larges a 1’age adulte par
rapport a celles des filles. (Gissleret al., 1999), ainsi que des facteurs hormonaux intervenant
au cours de la puberté, semblent jouer un role important dans la variation du risque d’asthme

selon I’age chez les hommes et les femmes (de Marco ef al., 2000).
2-2-4 Reflux gastro-cesophagien:

La prévalence du reflux gastro-cesophagien (RGO) pathologique, varie selon les études, de
45 a 78% chez les asthmatiques alors qu’elle est estimée entre 8 et 18% dans la population

générale (Didier, 2004).
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D’autres études trouvent une association de RGO dans 75% de la population asthmatique et
reconnaissent le RGO comme facteur déclenchant et aggravant (Dalnegro, 2003). Parmi les
mécanismes possibles reliant le RGO a 1’asthme, on retrouve une broncho-constriction réflexe
induite soit par un mécanisme aspiratif soit par un mécanisme réflexe vagal. Le traitement du
RGO améliore les symptomes de I’asthme chez environ 70% des patients. Selon une étude
réalisée en 2004, le RGO constitue un facteur de risque de 1’asthme et des symptomes
respiratoires. Cependant, la relation de cause a effet entre ces deux pathologies, n’a pas encore
été établie (Gunnbjornsdottir ef al., 2004). Selon cette méme étude, il a ét€ démontré que la
prévalence du RGO est plus importante chez les patients asthmatiques que chez les sujets sans
asthme et qu’un traitement anti reflux peut réduire les symptomes de 1’asthme

(Gunnbjornsdottir et al., 2004).

Le National Instituetes of Health (NIH), a recommandé d’essayer le traitement du RGO chez
les patients présentant un asthme mal contrdlé, méme en absence classique des symptomes du
RGO (Risclin, 2010). Le reflux gastro-cesophagien semble capable d’aggraver certains

asthmes mais sa correction n’améliore pas I’asthme (Leggettet al., 2005)
2-2-5 L’obésité:

Méme si I’asthme pourrait favoriser le gain de poids par la prise de corticostéroides oraux
chez certains ou réduire la capacité a effectuer de 1’exercice, les données disponibles pointent
plutot en faveur d’un role de I’obésité dans le développement de 1’asthme (Boulet et Lessard,
2007). Certaines études ont montré une corrélation entre un Indice de Masse Corporelle
(Body Mass Index) ¢élevé et un risque plus important de développer I’asthme (Camargo et al.,
1999; Huang et al., 1999 ; Ford, 2005). Plus récemment, 1’association entre surpoids et
asthme incident, a été quantifiée par une Meta analyse réunissant les données des études de
cohorte: le risque d’asthme incident était augmenté chez les hommes comme chez les femmes
en surpoids, avec un effet dose-réponse, le risque d’asthme incident étant multipli¢ par 1,4
chez les personnes en surpoids sans obésité et par 1,9 chez les personnes obeéses. De plus,
chez les personnes obeses et asthmatiques, la perte de poids améliorerait la fonction
pulmonaire (essentiellement la variabilit¢é du débit expiratoire maximal (DEM), les
symptomes, la morbidité et le statut de santé. Ceci suggere que I’obésité pourrait contribuer a
I’aggravation des symptomes respiratoires et de la qualit¢ de vie chez les asthmatiques

(Stenius-Aarniala et al., 2000).
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Plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer comment I’obésité pouvait mener a
I’asthme, parmi elles, 1’obésité est associée a un processus inflammatoire systémique pour
lequel certains changements hormonaux, telles 1’augmentation de la leptine (pro-
inflammatoire) et la réduction de 1’adiponectine (anti-inflammatoire), pourraient jouer un role
dans I’inflammation des voies respiratoires liée a 1’asthme. L’obésité pourrait également
encourager le développement de 1’asthme ou influencer son expression clinique en
augmentant la prévalence de certaines maladies telles le reflux gastro-cesophagien ou le

syndrome d’apnées-hypopnées du sommeil (Boulet et Lessard, 2007).
2-2-6 Facteurs hormonaux:

Le poumon exprime un grand nombre de récepteurs hormonaux au cours de la
différenciation pulmonaire, comme a I’état mature. Il est capable également de synthétiser un
certain nombre d’hormones, notamment issues du métabolisme lipidique. Le role de ces
hormones sur la physiologie respiratoire, reste encore trés hypothétique (Martinat et al.,
2011).

Le role des hormones sexuelles sur 1’apparition, la gravité et le contrdle de 1’asthme, a été le
plus exploré. Si les hommes et les femmes présentent des différences en matiere d'asthme, ce
serait vraisemblablement du fait des hormones sexuelles, les androgenes (hormones maéles) et
les cestrogenes (hormones femelles), et de leurs effets sur les poumons. Mais le mécanisme
n'est pas parfaitement élucidé. Les différentes phases du cycle menstruel peuvent étre
associées a une aggravation des symptomes chez une partie des sujets asthmatiques. A noter
qu’une proportion comparable de sujets est améliorée, sans aucune explication précise de ce
phénomene. L’asthme prémenstruel est ressenti subjectivement par 30 a 40 % des femmes
asthmatiques. Un traitement hormonal, destiné a bloquer la chute des cestrogeénes, pourrait étre
utile dans cette situation (Martinat ef al., 2011).

La grossesse peut avoir un effet variable sur le contrdle de 1’asthme, laissant suggérer que cet
effet est 1ié a un mécanisme plus complexe que les seules variations des hormones sexuelles,
impliquant également les modifications de I’immunité et de I’inflammation (Nocent-Ejnaini,
2016). Lors de la ménopause, on observe la encore, une aggravation des symptomes et une

réduction de la fonction respiratoire (Martinat ef al., 2011).
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2-2-7 L’exercice physique:

L’exercice physique favorise la respiration par la bouche, augmente la ventilation et
facilite donc I’inhalation des polluants et des allergénes, ce qui peut favoriser le
déclenchement d’une crise d’asthme. Par ailleurs, 1’activité physique intense, est également
responsable de 1’asthme d’effort. Il s’agit en fait, d’'un bronchospasme et non d’un asthme
réel. (Puddu et al., 2003). Une augmentation transitoire de la résistance des voies
respiratoires entraine des symptomes d’asthme dans les 5 @ 10 minutes qui suivent le début de
I’activité physique. Ceux-ci disparaissent en général une heure a une heure trente apres la fin

de I’exercice. (Puddu et al., 2003).

2-2-8 Facteurs psychologiques:

Les troubles psychologiques sont relativement fréquents dans I’asthme de 1’adulte ou de
I’enfant. Cependant, leur fréquence n’est pas majorée par rapport aux autres affections
chroniques et il y a un consensus général pour affirmer que les facteurs psychologiques ne
représentent pas un facteur déterminant la survenue d’un asthme. En revanche, ils modulent
souvent le cours de I’asthme. (Demoly et al., 2005). Les grandes émotions (peur, colére, rires
et pleurs), pourraient favoriser le déclenchement de symptomes chez les asthmatiques par
hyperventilation et hypocapnie (GINA, 2006). En cas de stress, la perception des symptomes

par le malade pourrait également étre aggravée (Puddu et al., 2003).
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3 CYTOKINES ET L’ASTHME

3- 1 Définition et propriétés générales des cytokines

Les cytokines sont des messagers qui régulent et orchestrent le développement et la
nature de la réponse immunitaire (Hulkkonen , 2002). Ce sont des polypeptides solubles de
faible poids moléculaire qui ne sont pas exprimées de facon constitutive, mais produites sous
effet d'un stimulus par la majorité des cellules inflammatoires et non inflammatoires (L.e Thi
Thu et al., 2014). Elles ont une fonction de transmetteur pour moduler la réponse
inflammatoire et immunitaire (innée et spécifique). De plus elles agissent sur les cellules
cibles afin de causer un large éventail de fonctions cellulaires, y compris l'activation, la
prolifération, le chimiotactisme, immuno-modulation, libération d'autres cytokines ou de
médiateurs, la croissance et la différenciation cellulaire et 1'apoptose (Chung et Barnes,
1999). Quelle que soit leur origine, les cytokines ont quatre caractéristiques fondamentales

(Le Thi Thu et al., 2014):

Redondance: capacité d’une cytokine a entrainer un effet spécifique sur plusieurs types

cellulaires

Pléiotropie: une méme cytokine peut avoir plusieurs effets a une méme cellule

Multi-orientations: une seule cytokine peut activer plusieurs cellules.

Activité en cascade: la plupart des cytokines entrainent des réactions en cascade en induisant

la production d’une autre cytokine par les cellules cibles.

Il existe d’autres propriétés communes aux cytokines: faible poids moléculaire (10 — 25 kD),
peu d’homologie de séquence entre elles (maximum 30% d’homologie), et réaction

synergique.

Les cytokines se lient a des récepteurs membranaires spécifiques de leurs cellules cibles; elles
déclenchent des voies de transduction du signal qui modifient I’expression des genes de leurs
cellules cibles. La sensibilité d’une cellule cible a une cytokine particuliere, est déterminée
par la présence de récepteurs membranaires spécifiques. En général, les cytokines ont une
grande affinité pour leurs récepteurs, caractéristique qui les rend actives a de trés faibles

concentrations (de 1014 10" mol/l). Ce sont des molécules qui agissent localement; elles
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ont une action qui pourrait ressembler a celle d’'un médiateur, c'est-a-dire qu’elles agissent
soit de facon autocrine (une cellule secréte une cytokine qui agit sur la méme cellule), soit
paracrine (sur une autre cellule mais a une trés faible distance). Beaucoup plus rarement, elles
peuvent avoir une action endocrine (qui emploie la circulation générale) comme 1I’'IL-6 et le

TNF par exemple (Bachoual et Bozkowski, 2005)

3-2 Classes de cytokines et d'asthme

II n'est pas simplede classer les nombreuses cytokines qui sont potentiellement
impliquées dans l'asthme; en raison de leur nature et les propriétés pléiotropeiques qui se
chevauchent. Cependant, en ce qui concerne les anomalies spécifiques de 1'asthme et a
notre compréhension actuelle de la pathogénie de 1'asthme, ils peuvent étre regroupés ou
classés en lymphokines, des cytokines pro-inflammatoires, les cytokines anti-inflammatoires

(inhibitrices), facteurs de croissance et chémokines (Chung et Barnes, 1999).

3-2-1 Lymphokines

Lymphokines ou cytokines dérivés de lymphocytes T auxiliaires de type 1 et 2, elles
comprennent essentiellement les interleukines. Elles sont produites par les
lymphocytes T, mais il est maintenant reconnu que de nombreux autres types de
cellules peuvent libérer ces cytokines (Mahajan et Mehta, 2006), ils jouent unrole
important dans I'immuno-régulation de la réponse immunitaire, de nombreuses études ont
indiqué que dans cette classe de cytokines de type Th2, IL4 et IL5 ont recu un intérét
considérable a ce jour. Cette catégorie comprend d'autres cytokines tels que I1L-2 ,IL-3, IL-7

JL-9 IL-15 ,IL-16 ,IL-17 (Kips, 2001).

3-2-2 Cytokines pro-inflammatoires

Un autre groupe de cytokines qui doit étre pris en considération sont les cytokines pro-
inflammatoires comme  I'lL-1, TNF-a, IL8, GM-CSFet 1le SCF.Ils peuvent é&tre
importants dans la gravité des maladies et la résistance a la thérapie pro-inflammatoire dans
I'asthme. De méme, le liquide de lavage broncho-alvéolaire de sujets qui nécessitent une
ventilation en raison de I'état asthmatique, contiennent des niveaux accrus de cytokines pro-
inflammatoires dont le TNF-a (Kips, 2001), les cytokines pro-inflammatoires stimulent le

recrutement, la différenciation en effecteurs de I’inflammation tels que les monocytes,
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macrophages, lymphocytes et leur prolifération a traversla régulation positive de
I'adhérence moléculaire sur les cellules endothéliales vasculaires et 1'induction de la synthése

d’autres cytokines et chimiokines (Hirata et al., 1998).

3-2-3 Cytokines anti-inflammatoires

Lors de 1'évaluation du rdle fonctionnel des cytokines dans l'asthme, il est important de
garder a l'esprit qu’elles agissent au sein d'un réseau de cytokines interagissant entre elles,
L'inflammation des voies respiratoires pourrait par conséquent, €tre induite non seulement
par I'expression accrue de cytokines de type Th2, mais aussi par une diminution de
I’expression des cytokines antagonistes (cytokines anti-inflammatoires). La définition
fonctionnelle d’une cytokine anti-inflammatoire est la capacité de la cytokine a inhiber la
synthése de I’IL-1, facteur de nécrose tumorale (TNF) et d’autres cytokines pro-
inflammatoires. Cette classe de cytokines renferme principalement : 1L-10, IL-12, IL-18 et

IFN-X (Kips, 2001).

3-2-4 Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont impliqués dans la prolifération et la différenciation des
cellules musculaires lisses provenant de divers tissus, y compris le systtme vasculaire
et les voies respiratoires. Ils sont des contributeurs potentiels a une augmentation de la masse
musculaire lisse des voies aériennes (ASM), que l'on trouve chez les patients souffrant
d'asthme persistant sévere, en stimulant la prolifération des muscles lisses des voies aériennes.
Les différents facteurs de croissance impliqués dans la physiopathologie de 1'asthme sont :
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), facteur de croissance transformant-f3
(TGF-p) , facteur de croissance des nerfs (NGF), facteur de croissance des fibroblaste (FGF),
facteur de croissance épidermique (EGF) et le facteur de croissance 1 ressemblant a l'insuline

(IGF) (Kelley et al., 1991 ;Chanez et al., 1995 ; Ohno et al., 1995).

3-2-5 Chémokines

Les chemokines sont un groupe de protéines de 8-15kD. Elles sont capables
d’orqu*/ésetrer la migration et ’activation des leucocytes, et participent aux épisodes
inflammatoires en permettant le recrutement, I’activation et I’accumulation des cellules

immunitaires dans les tissus enflammés. Elles ont été divisés en quatre groupes: CXC, CC, C
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et CX3C selon les cystéines conservées (Luster, 1998). Les chemokines CXC, y compris 1'IL-
8, NAP-1, NAP-2 et MIP-2, ciblent les neutrophiles, les lymphocytes (Homey et
Zlotnik , 1999). les chemokines CC, y compris MCP-1,RANTES et éotaxine ciblent de
nombreuses cellules inflammatoires, y compris les macrophages, les éosinophiles, les
basophiles, les lymphocytes et les cellules dendritiques (Yung-Chang, 2006). Les
chemokines CC peuvent étre détectées dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire. Des
niveaux accrus de MCP-1 RANTES, Macrophage inhibitory protein (MIP-1) et éotaxine ont
été signalés chez des patients asthmatiques, et l'activité chimiotactique des éosinophiles du
liquide de lavage broncho-alvéolaire des asthmatiques ont été bloqués par des anticorps
dirigés contre RANTES et MCP-3 (Jose et al, 1994). L’augmentation du
volume de I'expression ARNm de RANTES et MCP-3a été rapportée dansla sous-
muqueuse des voies aériennes des patients atteints d'asthme allergique et non allergique

(Mahjan et Mehta, 2006).

3-3 Réponses Th1/Th2

Il existe deux types de réponse immunitaire, appelés respectivement Thl et Th2
(Romagnani, 1997). Les lymphocytes T helper de type I (Th1) produisent de ’IFN-y, del’IL-
2, del’ IL-3 et du TNF-. Ces cytokines favorisent la production des isotypes IgGl et IgG3 par
les cellules B, activent les cellules phagocytaires et les cellules T cytotoxiques. L'immunité
cellulaire se trouve donc augmentée par la présence de cellules Thl. Par opposition, les
lymphocytes de type Th2, plus nombreuses chez les asthmatiques par rapport aux sujets sains,
produisent de 1’IL-4, de I’IL-5, de I’IL-10 et de I’IL-13, et sont impliqués dans les réponses
allergiques en induisant une forte production d'IgG4 et d'IgE par les cellules B et favorisent
ainsi l'immunité humorale, de méme que la différenciation et la croissance des mastocytes et
des éosinophiles (Mosmann et Coffman, 1989) (Figure 6). Ce caractere dichotomique s'est
par la suite étendu aux cytokines selon le type de cellule Th qui les secrétaient (O'Garra et
Murphy, 1994). Par la suite, d'autres cytokines non lymphocytaires, ont également fait 1'objet
de cette classification, en fonction de leur induction d'un phénotype Thl ou Th2 (Pulendran
et al., 1999). Le phénotype Thl étant impliqué dans la résolution d'infections bactériennes ou
virales, ces dernieres ont été qualifiées de maladies de type Thl. A l'inverse, les maladies

parasitaires, l'atopie et I'asthme, sont des maladies de type Th2.

De facon générale, les cellules Thl produisent l'interféron-y (IFN-y), IL-12, 1L-23, IL-2, la

lymphotoxine, le tumor necrosis factor (TNF) et IL-15 et sont impliquées dans la réponse
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immune de type cellulaire. Les cellules Th2 produisent, entre autres, [L-4, I'IL-5, IL-10 et IL-
13 et sont impliquées dans la réponse immune de type humorale (O'Garra et Murphy,

1994).

La polarisation Thl ou Th2 de la réponse immunitaire se fait sous I’influence de facteurs
environnementaux et génétiques agissant au niveau de la présentation de [’antigéne
(Romagnani, 1997 ; Elias et al., 2003) . Parmi les facteurs environnementaux considérés, la
nature et la concentration de I'immunogene, sa voie d’entrée et le type de 1’adjuvant, jouent
des roles importants. Les facteurs génétiques, en revanche, sont moins bien connus.
L’environnement et les facteurs génétiques influencent la différenciation Th1 ou Th2 a travers
I’action de différentes cytokines (Bachoual et Boczkowski, 2005). La présence précoce d’IL-
4 est le plus grand stimulus pour la différenciation Th2, alors que I’'IL-12 et les IFN favorisent
I’orientation Thl (figure 06). L’IL-6 produite par les cellules présentatrices d’antigeénes, est
¢galement capable d’orienter la différenciation des cellules naives Th en cellules Th2, en
induisant la production de I’'IL-4 par les lymphocytes T CD4+ (Rincon et al., 1997). D’autres
études suggerent que les prostaglandines aussi, favorisent la différenciation en Th2 en
inhibant la production d’IL-12 par les cellules dendritiques et la production d’IFN-y par les
cellules T (Kalinski et al.,1997). Le mécanisme moléculaire par lequel I'IL-4 et I’'IL-12
favorisent le développement des cellules T naives en Thl ou Th2, est actuellement bien établi.
La liaison de ces cytokines a leurs récepteurs, entraine la phosphorylation de protéines
appelées «transducteurs du signal et activateurs de la transcription» (STAT) (Takeda et
Akira, 2000). Il a été démontré que le STAT-4 est spécifiquement activé par I’IL-12 et que la
délétion du gene STAT-4 entraine I’inhibition de la réponse de type Thl (Jacobson et al.,
1995 ; Kaplan et al., 1998). Par ailleurs, le STAT-6 est activé par I’'IL-4 (Hou et al., 1994), et
les souris déficientes pour le géne STAT-6 n’ont pas de réponse de type Th2 (takeda et al.,
1997).
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Figure 6: La polarisation Th1l ou Th2 de la réponse immunitaire (Bachoual et Boczkowski,

2005)
3-4- Le déséquilibre des cytokines et 1'expression de 1'asthme:

Il est important de comprendre que les cytokines font toujours partie d'un réseau complexe.
Chaque cytokine a de nombreuses fonctions qui se chevauchent; chaque fonction étant
potentiellement médiée par plus d'une cytokine (Chung et Barnes, 1999). Ce réseau
complexe de cytokines interagit de facon dynamique pour réguler les réponses immunitaires
et d'autres voies biologiques. Il est, par conséquent, pas surprenant que la variation du niveau
de cytokines a été mise en corrélation avec la susceptibilité et le développement des maladies
(Ollier, 2004). La relation entre le déséquilibre des cytokines et les expressions de 1'asthme, a
été d'un intérét et une importance considérable. Les réponses de type Th2, sont associées a la
production de cytokines pro-inflammatoires comme 1'1L-4, IL-5, 1L-6, IL-9, IL-10 et IL-13. A
leur tour, ces cytokines stimulent la production d'IgE et induisent une éosinophilie tissulaire et
hyperréactivité des voies aériennes, qui sont caractéristiques de l'asthme. En revanche, les
réponses de type TH1 sont caractérisées par une production accrue d'IL-2 et d'IFN-y qui ont
un effet protecteur contre l'asthme (Lemanske, 2002). (El-Mezayen et Matsumoto, 2004;
Malerba et Pignatti,2005). D'aprés ces observations, défectueuse production d'TFN-y
prédispose vers le développement des maladies allergiques et 1'asthme. On peut imaginer une
correction du déséquilibre entre Th1 et Th2 serait soit associé ou contribuer a la résolution de

la maladie (Busse et Rosenwasser, 2003).
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4- GENETIQUE DE L’ASTHME

4-1 Etudes familiales

Les études familiales sont utilisées pour déterminer s’il y a concentration familiale d’une
maladie (étude de prévalence familiale), et pour déterminer le mode de transmission de la

maladie (études de ségrégation familiale)
4-1-1 Etudes de prévalence familiale

Ces ¢études permettent de montrer s’il existe une concentration familiale par La
comparaison de la prévalence d'une maladie chez les apparentés d'individus atteints et chez
les apparentés d'individus non atteints. Ce genre d'étude peut déterminer une composante
génétique de la maladie mais également l'effet d'un environnement commun puisque les
membres d'une méme famille sont généralement exposés aux mémes facteurs
environnementaux (Dizier et Lockhart, 1991).

Les études de prévalence familiale ont permis de montrer une concentration familiale de
1’asthme, avec une prévalence de 13 % chez les apparentés d'asthmatiques et une prévalence

de 4 % chez les apparentés de non asthmatiques (Schwartz, 1952).
4-1-2 Etudes de ségrégation familiale

Les études d'analyse de ségrégation familiale permettent de préciser le déterminisme
génétique de la maladie. Une telle analyse permet habituellement d'identifier le modele
génétique le plus simple expliquant le mieux la répartition du trait observée dans un
échantillon de familles (Morton et Maclean, 1974). Cette méthode permet en particulier, de
rechercher l'effet d'un géne majeur et/ou d'une composante polygénique (effet individuel
minime de plusieurs genes) et d'estimer la fréquence du geéne majeur et son mode de
transmission, récessif ou dominant (Dizier et Lockhart, 1991).

Les premicres études de ségrégation remontent au début du siecle précédent. En 1916, Cooke
et Van der Veer, ont réalisé une étude familiale a partir de 504 familles. Ils sont arrivés a la
conclusion que la transmission de la sensibilisation a l'asthme se faisait selon un mode
autosomique dominant (Demoly et al, 1996). C'est seulement a partir des années 1950, que la
théorie monogénique a été mise de c6té au profit d'une théorie polygénique. Ainsi, en 1954,

Tips fut parmi les premiers a suggérer que non pas un seul mais plusieurs genes étaient

responsables de 1'asthme (Demoly et al, 1996).
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Ces études d'analyse de ségrégation familiale ont donné des résultats treés discordants (Leigh
et Marley,1967 ; Snyder et al., 1967) et le déterminisme génétique de I'asthme n'est toujours
pas clairement défini, vraisemblablement en raison de sa complexité. Cette complexité vient
de l'absence de correspondance entre le phénotype et le génotype soit parce que le génotype
résulte en différents phénotypes (par chance, par 1'environnement ou par l'interaction avec
d'autres genes), soit différents génotypes résultent en un seul phénotype (Lander et Schork,
1994). 1l est souvent impossible de trouver un geéne qui montre une parfaite coségrégation
avec un trait complexe. Plusieurs raisons expliquent ce probléme, comme la pénétrance
incompléte du gene (un individu porteur ne développera pas la maladie), les phénocopies (un
individu qui n'est pas porteur mais présente la maladie), I'hétérogénéité génétique (plusieurs
mutations sur des genes différents peuvent résulter au méme phénotype) ou la transmission
polygénique (plusieurs genes doivent €tre transmis simultanément pour voir 1'apparition de la

maladie) (Lander et Schork, 1994 ; Hoffjan et Ober, 2002).
4-2 Etude de jumeaux

Les études de jumeaux sont tres efficaces dans les projets qui visent a mesurer la
composante génétique d'une maladie. La comparaison du taux de concordance pour la
maladie entre des couples de jumeaux monozygotes et des couples de jumeaux dizygotes, est
tres informative pour rechercher 1'effet d'une composante génétique dans la famille. En effet,
les couples de jumeaux monozygotes sont génétiquement identiques tandis que des couples de
jumeaux dizygotes se ressemblent génétiquement comme des fréres ou sceurs, c'est-a-dire qu'il
y a en moyenne 50 % de ressemblance pour le génome entier. On peut supposer que la
ressemblance pour 1'exposition a I'environnement est la méme entre les jumeaux monozygotes
et entre les jumeaux dizygotes. Un taux de concordance pour la maladie plus élevé chez les
couples de jumeaux monozygotes que chez les couples de jumeaux dizygotes, permet donc de
conclure a l'effet de facteurs génétiques. Cependant, lorsqu'on observe la méme différence
chez un couple de jumeaux dizygotes, la génétique et 1'environnement peuvent tous deux en
étre responsables. Par ailleurs, si le trait étudié ne dépend que de facteurs génétiques, on
attend un taux de concordance de 1 00 % chez les jumeaux monozygotes. Un taux de
concordance inférieur a 100% permet alors de conclure a I'effet de facteurs environnementaux
surajoutés. Une étude effectuée en Finlande au début des années 1970 aupres de 7000 couples
de jumeaux, a démontré que la concordance clinique de l'asthme chez les jumeaux

~

monozygotes (19%) était supérieure a celle des jumeaux dizygotes (4,8%) (Edfors-Lubs,
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1971). Cette forte concordance chez les jumeaux monozygotes met en relief l'influence de la
génétique sur le phénotype associé a l'asthme. Plusieurs autres études de jumeaux ont été
réalisées depuis cette époque et un grand nombre d'entre-elles ont permis de confirmer que
cette maladie dépendait a la fois de la génétique et de 1'environnement (Hopper et al, 1990 ;

Duffy et al, 1998).
4-3 Etudes de liaison (Linkage)

Les études de liaison ou linkage, ont comme objectif d'analyser la ségrégation a la méiose
d'alleles situés a des loci différents sur le génome a l'intérieur de familles porteuses de la
maladie dans le but de mettre en évidence le locus morbide inconnu qui ségrégue avec un
marqueur connu (Demoly et al, 1996). Les données familiales sont utilisées afin de suivre la
transmission des genes entre les générations. La distance génétique entre deux loci est
mesurée en centimorgans qui est le pourcentage de recombinaison entre deux alleles. Plus les
alleles recombinent souvent, plus ils sont éloignés 1'un de l'autre sur le génome (Sandford et
al, 1996). L'analyse de liaison a été et est toujours extrémement utile dans 1'identification des
genes responsables des maladies a transmission mendélienne classique (monogénique)
(Rommens et al, 1989). Toutefois, l'application des analyses de liaison aux maladies
complexes comme l'asthme, n'est pas aussi efficace, car, les traits complexes sont influencés
par de nombreux parametres comme 1'hétérogénéité génétique, les phénocopies, la pénétrance
incomplete, les interactions gene-geéne et gene-environnement (Lander et Schork, 1994;
Palmer et Cookson, 2000). Le principal avantage lié a l'utilisation de l'analyse de liaison
dans I'asthme est la découverte de régions chromosomiques contenant des genes et des voies
biologiques encore non soupconnés dans sa physiopathologie. Par conséquent, ces genes, dus
a leur localisation dans une région chromosomique liée a l'asthme, deviennent des «genes
candidats» pour les études d'association subséquentes (Ober et Hoffjan, 2006).

A ce jour, plusieurs criblages génomiques (ou full genome-scan) pour l'asthme et les
phénotypes reliés a 1'asthme (atopie, taux élevés d'IgE ou hyperréactivité bronchique (HRB))
ont été publiés chez I'humain et les modeles d’animaux. Ces publications rapportent une
liaison positive entre l'asthme et plusieurs régions chromosomiques différentes, lesquelles
varient en fonction des études et des populations étudiées (tableau 01). De ces régions
chromosomiques, quelques-unes ont été répliquées dans plus d'une étude et les plus
rapportées se situent dans les chromosomes 5, 6,11, 12, 13, et 16. Ces régions contiennent des

genes impliqués dans les processus de régulation immunologique, inflammatoire et de
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remodelage qui ont potentiellement un rdle dans la pathogénése de 1'asthme (Hakonarson et
Halapi, 2002).

Le chromosome 5 représente une des régions chromosomiques les plus étudiées pour

I'asthme et l'atopie et les évidences d'une liaison génétique entre les marqueurs dans cette
région et I'asthme ont été rapportés par plusieurs études (Marsh et al., 1994 ; Meyers et al.,
1994). Cette région chromosomique contient plusieurs geénes qui sont importants dans la
régulation des IgE et dans le développement ou la progression de 1'inflammation qui a lieu
dans l'asthme et l'allergie. Parmi ces genes, sont retrouvés ceux de plusieurs cytokines
inflammatoires (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 et IL.-13), du récepteur p2-adrénergique (ADR B2), de
la synthétase du leucotricne C4 (LTC4) (Bleecker et al, 1997), du facteur stimulant des
colonies de granulocytes/macrophages (GM-CSF) et du marqueur de cellules CD 14
(Cookson et Moffatt, 2000).

Le chromosome 6 montre aussi une liaison avec l'asthme et ses phénotypes (Daniels et al.,

1996) et contient plusieurs loci impliqués dans la régulation immunitaire, il contient le
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) qui est fortement 1i¢ au phénotype de 1’asthme
dans la plupart des études et peut €tre considéré comme le majeur locus influencant les
maladies allergiques (Carroll, 2005). Le CMH exprime plusieurs molécules impliquées dans
I’immunité innée et adaptative. Les molécules du CMH de classe II, ont le pouvoir de
reconnaitre des allergenes spécifiques. Alors que les génes qui expriment le CMH de classe I,
sont suggérés d’avoir un important effet dans les réponses atopiques (Cookson, 2002). Ce
chromosome contient aussi le facteur nécrosant des tumeurs alpha (TNFa) (Moffatt et
Cookson, 1997).

Le chromosome 11q est la premiére région génétique prouvé d'étre lié¢ a I’asthme et 1’allergie

(Moffatt et Cookson, 1998), il a été décrit comme une région génétique li€e a l'atopie pour la
premiere fois en 1989 par Cookson et ses collegues (Cookson et al., 1992). Ce chromosome
contient plusieurs genes candidats a I’asthme (Carroll, 2005), le géne FceRI-B, a été le
premier gene de susceptibilité identifié, associé au taux élevés d’IgE totales, I’asthme ou
rhinite allergique voire la dermatite atopique. Ce geéne code la chaine § du récepteur de forte
affinité pour I’IgE exprimée par les mastocytes et les basophiles (Nashiyama et al., 2004).
D'autres genes ont aussi été liés dans cette région comme le CCI6 (Laing et al., 2000), le
GSTP1 et I'IL-18 (Fryer et al, 2000a).

Le chromosome 12q a été lié a I'asthme initialement par les travaux de Barnes (1999), et a

été confirmé par la suite par de nombreuses études d'association et par d'autres criblages

génomiques (Barnes et al., 1999). Ce chromosome contient plusieurs génes susceptibles de
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développer I’atopie et I’asthme comme le géne de la nitric oxide synthetase 1 (NOSI1)
(Grasemann et al., 2000), le géne de l'interféron -y (IFNy) (Nakao et al., 2001), mast cell
growth factor (MCG) et insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (Holloway et al., 1999 ;
Immervoll et al., 2001).

Le chromosome 13 contient le premier locus prouvé d'€tre génétiquement lié aux taux

sériques d’IgE totales (Cookson, 2002). Il a été lié a I'asthme et a l'atopie dans au moins trois
criblages génomiques distincts (Daniels et al., 1996 ; Kimura et al, 1999). Cette région est
aussi liée génétiquement aux concentrations sériques d’autres immunoglobulines,
particulierement IgA (Cookson, 2002) et il contient de nombreux genes qui peuvent
contribuer au phénomene de 1'asthme tels queles protéines PHF 11 (un facteur de
transcription dont le gene est situé en 13q14 et associé a I'asthme sévere et aux IgE totales), le
domaine SET bifurqué 2 (SETDB2P), est un régulateur (activateur, répresseur ou les deux) de
la condensation des genes du chromosome (RCBTBI1) (Malerba et Pignatti, 2005), le
RANTES et le récepteur de I'endothéline de type B ou le STATS (Deloukas et al, 1998).

Le chromosome 16 a été lié a l'atopie (Deichmann et al., 1998 ; Ober et al., 1999). Le geéne

du récepteur de I’'IL-4 est localisé sur ce chromosome et certains de ses variants ont été
associés a l'atopie (Deichmann et al, 1998). La liaison a la région 16pl2 est d'un grand intérét
non seulement parce qu'elle renferme le géne IL4RA, mais aussi parce qu'elle contient une
série d'autres genes dont les protéines sont possiblement impliquées dans l'inflammation
allergique, comme la phospholipase A2, le CD 19, le CD43 ou le CD1 la (Borish, 1999).
Plusieurs autres régions (chromosomes 1, 2,7, 14, 17, 19, 20 et 21), contiennent également
des génes candidats pouvant étre associés a I'asthme (Sandford et Paré, 2000).

Ces études montrent que les régions chromosomiques liées a 'asthme ou l'atopie, contiennent
des genes de fonctions biologiques importantes dans le développement de la maladie. Bien
que cette description des principales régions chromosomiques liées a 1'asthme, ne soit pas
exhaustive, ces analyses de liaison permettent de noter une contribution des genes impliqués
dans la présentation des antigenes, dans l'activation des cellules T et dans d'autres processus

immunologiques impliqués dans la pathogénéese de 1'asthme (Hakonarson et Halapi, 2002).
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Tableau 1: quelques régions chromosomiques prouvées d’étre liées a 1’asthme dans les

études de liaison.

Région Phénotype Population Référence
chromosomique
5q23-33 IgE Totaux Hollandaise, Caucasienne (UK) Mayers et al., 1994 ; Doull
et al., 1996.
IgE totaux, IgE spécifiques, Australienne Palmer et al., 1998
eosinophilie
IgE spécifiques Africaine Américaine Hizawa ef al., 1998
Asthme/ Atopie Japonaise Noguchi et al.,1997;
Yokouchi et al.,
Eosinophilie Caucasienne (US) Martinez et al., 1998
Hypersensibilité bronchique = Hollandaise Ober et al., 1998
6p21-23 Asthme Allergique Colombienne Caraballo ef al., 1990
IgE spécifiques Caucasienne (US) Hizawa ef al., 1998 ;
Asthme, IgE Allemande, Suédoise Wjst et al., 1999
Eosinophilie Caucasienne (Australienne) Daniels et al., 1996
11q13 IgE Caucasienne (UK) Cookson et al., 1989 ;
Young et al., 1992
IgE spécifiques Caucasienne (Australienne), Palmer et al., 1998 ;
Africaine Américaine Hizawa ef al., 1998
Hypersensibilité bronchique  Caucasienne (UK) Doull et al., 1996.
Asthme allergique Caucasienne Collee et al., 1993
12q14-24 Asthme Allemande, Suédoise Wijst et Wichmann, 1995
Asthme allergique Afro-caribéenne Barnes et al., 1999
IgE Totaux Allemande Nickel et al., 1997
Eosinophilie Francaise Dizier et al., 2000
13q11-32 IgE spécifiques Caucasienne (UK) s Hizawa et al., 1998
Eosinophilie Francaise Dizier et al., 2000
Asthme Japonaise Yokouchi et al., 2000
16p12-p11 IgE élevés Américaine Hershey et al., 1997
IgE totaux Britannique Heinzmann et al., 2000b
Asthme Caucasienne Fryer et al., 2000a

@
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4-4 Etudes d’association

Les études d'association sont utilisées afin d’évaluer l'importance d'un geéne dans
'apparition d'une maladie (Sandford et al, 1996). Elles cherchent le lien entre la présence du
gene et le phénotype. Elles sont basées sur deux types d'approche: le clonage positionnel ou
les genes candidats (Palmer et Cookson, 2001).

Le clonage positionnel tente d'isoler des genes (ou des loci) de susceptibilité a I'asthme a
l'intérieur des régions chromosomiques déja identifiées par les analyses de liaison (Moffatt
et Cookson, 1998). Cette approche consiste a identifier un gene d’intérét a partir de la seule
connaissance de sa localisation chromosomique. Cette stratégie est utilisée lorsqu’il n’existe
aucun défaut biochimique spécifique ou aucun gene candidat évident. Elle comprend une
localisation primaire, faite généralement par une analyse de liaison classique, puis une
cartographie fine de la région d’intérét afin de réduire I’intervalle critique contenant le gene,
enfin I’étape ultime est ’identification du gene d’intérét. Ce geéne doit étre identifié par la
présence de mutations chez les individus porteurs du phénotype étudié et par une absence de
mutation chez les individus non porteurs. Cette étape représente un défi majeur car, il est
essentiel, une fois qu’une variation de séquence a été détectée, de pouvoir distinguer un
simple polymorphisme d’une mutation causale du caractére étudié. Cette approche est souvent
associée a une cartographie comparée et de geénes candidats (Eggen, 2000).

L’approche des genes candidats est basée sur 1'étude des variations présentes a l'intérieur de
genes candidats (Hoffjan et Ober, 2002). Les genes candidats sont sélectionnés pour leur
role biologique potentiellement important dans la physiopathologie relative a la maladie ou
pour leur expression dans les tissus (Sandford et al, 1996; Hoffjan et Ober, 2002). Pour
qu'un gene soit un bon candidat dans les études d’associations d’asthme, un certain nombre
de criteres doivent étre pris en considération, tout d'abord, la protéine produite par le gene
candidat, doit influencer la pathophysiologie de la maladie. Deuxiémement, le géne doit
contenir soit dans sa séquence codante ou régulatrice des variations qui causent des
différences fonctionnelles dans la quantité ou la structure de la protéine. Troisiemement, ces
variantes structurelles doivent étre li€ées a la maladie dans les études d’association. Enfin, le
gene candidat soit localisé dans une région chromosomique prouvée d’étre liée a 1’asthme
dans les études de liaisons (Hall, 1999). Une fois que le geéne est sélectionné, le ou les
polymorphismes d'un seul nucléotide (SNPs), qui serviront de marqueur génétique, sont
choisis (Gray et al, 2000). Un résumé des principaux polymorphismes dans les genes

candidats qui ont été étudiés présentés dans le tableau 2. Les études d'association utilisent les
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alleles des différents SNPs et vérifient le déséquilibre de transmission qu'ils provoquent dans
le développement d'une maladie (Gray et al, 2000). Ainsi, une association statistiquement
significative entre un variant d'un geéne candidat et le phénotype d'une maladie sera le résultat
d'une de ces trois explications: 1) 1’allele a des conséquences fonctionnelles et affecte
l'expression du phénotype; 2) I’allele est en déséquilibre de liaison avec un autre locus lequel
affecte l'expression du phénotype et 3), l'association est un faux-positif qui résulte d'une
erreur de type I (erreur de génotypage, de phénotypage ou d'échantillonnage) (Silverman et
Palmer, 2000 ; Hoffjan et al, 2003).

Parfois, les associations positives peuvent ne pas €tre démontrées soit parce que les réplicats
ont été effectués dans d'autres populations, soit parce que le modele de la maladie est trop
complexe (maladie multifactorielle). En effet, il est plus probable que la susceptibilité d'un
variant particulier ait un effet mineur sur le phénotype et que 1'amplitude de son effet soit
influencée par des genes situés sur d'autres loci ou par des facteurs environnementaux. En fait,
ou dans un environnement particulier (Hoffjan et al., 2003). C'est pourquoi les études visant a
identifier les interactions entre facteurs génétiques et environnementaux, prennent de plus en
plus d'importance et qu'il s'avere de plus en plus pressant de découvrir des modeles
mathématiques afin de trouver des explications aux résultats observés depuis maintenant

plusieurs années dans les analyses de liaison et d'association (Hoffjan et al., 2003).

ry
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Tableau 2: les principaux genes candidats probablement impliqués dans 1’asthme

Geénes candidats Localisations  Populations Références

CD28 2q33-33 Caucasienne Heinzmann et al ., 2000a

CTLA-4 2q33-34 Caucasienne Heinzmann ef al., 2000a

CCR5 3p21 Caucasienne Hall et al., 1999
Australienne Mitchell et al., 2000

IL-4 5q31-34 Japonaise Noguchi et al ., 1998
Américaine Rosenwasser., 1995
Australienne Walley et al., 1996
Caucasienne Burchard et al., 1999

IL-5 5q31-34 Australienne Pereira et al., 1998

IL-13 5q31-34 Hollandaise van der Pouw Kraan ef al., 1999
Américaine/Allemande Graves et al., 2000
Allemande Liu et al., 2000

B,-AR 5q31-34 Caucasienne Drysdale et al., 2000
Africaine Américaine Drysdale et al., 2000

IRf-1 5q31-34 Japonaise Noguchi et al., 2000

CD14 5q31-34 Caucasienne Baldini et al., 1999
Britannique Gao et al., 1999

LTC4 synthéthase 5935 Caucasienne Sanak et al., 2000
Américaine Van Sambeek et al., 2000

HLA-II 6p21 Multiple Moffatt et Cookson, 1996

TNF 6p21 Caucasienne Li et al., 1999

LT-a 6p21 Britannique Moffatt et Cookson, 1997
Australienne Albuquerque et al., 1998

PAF-AH 6p21-12 Allemande/Britannique Kruse et al., 2000

5-LO 10 Non spécifiée Drazen et al., 1999

CcClé 11q12-13 Australienne Laing et al., 1998
Japonaise/Britannique Gao et al., 1998

FcERI-f 11q12-13 Britannique Shirakawa et al., 1994
Japonaise Shirakawa et al., 1996

GSTP1 11q12- Caucasienne Fryer et al., 2000b

IL-18 11922 Caucasienne Heinzmann et al., 2004
Chinoise Lee et al., 2006a

STAT6 12q13 Japonaise Gao et al.,; 2000
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IFNy 12q14 Australienne Hayden et al., 1997

NO-synthéthase 1 12q24 Mixe Wechsler et al., 2000

TCR 14p11 Caucasienne Moffatt et al., 1997

IL-4Ra 16p12-pl1 Américaine Hershey et al., 1997
Italienne Patuzzo et al., 2000
Japonaise Oiso et al., 2000

RANTES 17q11-q12 Caucasienne Hall et al., 1999

IL-1 3Ral Xq Britannique Heinzmann et al ., 2000b
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4-5 Etudes d’association du génome entier «Genome Wide Association Studies»

Les Etudes d’association du génome entier ou GWAs «Genome wide association studies»,
constituent une nouvelle approche d’étude des maladies multifactorielles, basée sur 1’analyse
de (plusieurs centaines voire des milliers) variants génétiques de type SNP (Single Nucleotid
Polymorphism) simultanément chez plusieurs individus afin de déterminer leur association
avec le phénotype étudié (Vercelli, 2008). Le principal avantage de ces études est la
possibilit¢é de découvrir des nouveaux locus associés aux traits étudiés non identifiés
auparavant (Vercelli, 2008). Dans cette approche, les fréquences génotypiques de chaque
SNP, sont comparées entre les cas et les témoins, toutefois, un tel nombre de comparaisons
nécessite 1’utilisation d’une correction statistique extrémement grande. Cela veut dire qu'une
valeur de P<0.05 entre le SNP et un phénotype testé ne suffit pas pour étre considérée comme
significative. Celle-ci doit avoir une valeur inférieure au seuil Bonferoni. Par exemple, dans
une étude GWA examinant 500 000 SNP, la valeur de p doit étre inférieure a 1x107 (0.05/500
000). Par conséquent, de trés grandes tailles d’échantillons (plusieurs centaines voire des

milliers d’individus), sont nécessaires dans ce type d’études (Akhabir et Sandford, 2011).

La premiere grande é¢tude GWA pour I’asthme, a été réalisée en 2007 par Moffatt et ses
collaborateurs (Moffatt et al., 2007). 31 700 SNP ont été testés chez 994 asthmatiques et
1243 témoins. Dans cette étude, une forte association a été trouvée entre les SNP situés dans
la région chromosomique 17q21 et I’asthme de I’enfant, cette région inclut 3 genes
(ORMDL3, GSDMB et ZPBP2) qui n’ont jamais été sélectionnés comme geénes candidats a
I’asthme auparavant. La méme étude a montré que les SNPs associés a I’asthme, sont associés
au niveau d’expression du géne ORMDL3. Ces résultats suggerent que les SNP régulant
I’expression d’ORMDL3, sont des déterminants de susceptibilité a I’asthme de 1’enfant. Cette
étude a été répliquée dans de nombreuses populations de différentes origines ethniques
(tableau 3) et I’ensemble de ces études ont confirmé 1’association entre les SNP de cette
région et I’asthme, ce qui a rendu le 17g21 un vrai locus de susceptibilité a 1’asthme (Akhabir

et Sandford, 2011).

La seconde étude GWA, a été publiée en 2009 (Himes et al., 2009), qui a identifié deux
autres locus liés a I’asthme; 8q21 et 5q12 en examinant 500 000 SNP chez 359 patients
d’asthme 846 témoins. Le polymorphisme du chromosome 8q21, était dans le g¢ne CHRNA2
(genePDE4D (phospho-diestérase spécifique cAMP 4D), récemment, les inhibiteurs de la
PDE4D ont été développés pour le traitement d’asthme (Kodimuthali et al., 2008 ; Gross et
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al., 2010). Dans la méme année, Hancock et ses collaborateurs (Hancock et al., 2009), ont
¢tudi¢ I’asthme de I’enfant chez 495 patients d’asthme ainsi que leurs parents, dans cette
étude des SNP sur le chromosome 9q21 en amont du TLE4 (transducin-like enhancer of split
4), ont montré des valeurs de P significatives. Une GWAS réalisée par Mathias et ses
colleges, a été publiée en 2010 (Mathias et al., 2010), elle a ét€ menée dans deux populations
de descendance africaine avec une taille de 1'échantillon total de 1864 individus. Cette étude a
permis d’identifier 3 locus associés a I’asthme DPP10, ADRAI1B et PRNP. Le gene DPP10
localisé sur le chromosome 2q14, code pour l'inactif dipeptidyl peptidase 10 et bien que cette
protéine ne possede pas d'activité protéase, elle est impliquée dans la régulation des canaux de
potassium. Certaines études de clonage positionnel ont montré I’association de DPP10 a la
pathogenese de 1'asthme (Allen et al., 2003), Cette association a été répliquée dans d’autres
populations (Gao et al.,2010; Wu et al.,2010). ADRAIB codes pour le récepteur
adrénergique alp, qui est exprimé dans les poumons et il a été démontré qu'il induit une
prolifération des cellules musculaires lisses. (Hu et al., 1996). Le géne PRNP situé sur le
chromosome 20p code pour la protéine prion; la fonction de cette protéine n'est pas bien
caractérisée. Récemment, elle a été liée a I’Inflammation par régulation de la phagocytose (de
Almeida et al., 2005) et I'apoptose (Sunyach et al., 2005) et il a été démontré qu'elle était
abondante dans les lavages alvéolaires des asthmatiques par rapport aux témoins (Madore et
al., 2010). Le tableau 4 et la figure 7, résument les résultats significatifs des principaux

GWAs pour I’asthme et ses phénotypes.

o]
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Tableau 3 : Les GWAs répliquées pour I’association de 1’asthme au chromosome 17q21

Phénotypes Groupes ethniques Geénes Références

Asthme de I’enfant Européen GSDMB Moffatt et al., 2007
Asthme Européen Inter-génique Sleiman et al., 2008
Asthme Européen GSDMB Tavendale et al., 2008
Asthme de I’enfant Européen IKZF3 Bouzigon et al., 2008
Asthme Portoricain ORMDL3 Galanter ef al., 2008
Asthme Africain Américain ORMDL3 Galanter et al., 2008
Asthme Mexicain ORMDL3 Galanter ef al., 2008
Asthme de I’enfant Japonais GSDMB Hirota ef al., 2008
Asthme de ’enfant Européen Inter-génique Rogers et al., 2009
Asthme de I’enfant Mexicain ORMDL3 Wau et al., 2009
Asthme de ’enfant Européen GSDMB Bisgaard et al., 2009
Asthme de I’enfant Chinois GSDMB Leung et al., 2009
Asthme Européen GSDMB Flory et al., 2009
Asthme Africain Américain Inter-génique Flory et al., 2009
Asthme de I’enfant Européen GSDMB Halapi et al., 2010
Asthme de I’enfant Coréen GSDMB Halapi et al., 2010
Asthme Européen GSDMB Madore et al., 2008
Asthme de I’enfant Européen GSDMB Moffatt et al., 2010

Tableau 4 : Résumé

des GWAs présentant les associations les plus significatives avec

I’asthme.

Phénotypes SNPs Chromosomes Genes Références
Asthme de I’enfant rs2786098 1 CRBI Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs12134409 1 CRBI Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs2111931 1 DENNDIB Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs1747815 1 DENNDIB Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs1775456 1 DENNDIB Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs1924518 1 DENNDIB Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs1775444 1 DENNDIB Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs12026183 1 Clorf53 Sleiman et al., 2010
Asthme de I’enfant rs10924993 1 EROILB Moffatt et al., 2007

@
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Figure 7: Les principaux locus probablement associés avec I’asthme identifiés par les études

d’association du génome entier GWAs
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4-6 Etudes d’interaction

Les études d'interaction entre les facteurs environnementaux et génétiques dans le
développement de 1'asthme, prennent de plus en plus d’importance depuis la derniére décenie
(Wong et al., 2004), mais elles sont confrontées a la puissance statistique des cohortes
étudiées (Luan er al, 2001).Ll'asthme est une maladie résultante entre l'interaction des
facteurs génétiques et environnementaux dans son développement, chaque gene possédant sa
propre tendance a étre exprimé, certains ayant un effet protecteur, d'autres contribuant au
développement de la maladie (Hakonarson et Halapi, 2002). Or, a ce jour, la recherche dans le
développement de modeles mathématiques considérant 1'effet cumulatif de ces deux facteurs
de risque est en exploration. En 1999, Barnes et ses colaborateurs ont conclut, dans leur
travaux sur les interactions gene-gene et gene-environnement dans l'analyse génétique
moléculaire de 1'asthme et de 1'atopie, que les interactions des différents génes sont sans aucun
doute un préalable pour I'expression d'une maladie atopique telle 1'asthme (Barnes, 1999). En
autrement dit, un polymorphisme dans un seul géne ne peut résulter a l'apparition des
phénotypes de l'asthme ou de l'atopie. C'est l'interaction des genes qui déterminera
I'expression de la maladie. En conclusion, les geénes et I'environnement sont nécessaires mais

pris isolément, sont insuffisants pour induire 'expression de la maladie (Barnes, 1999).

Etudier les interactions entre les génes, représente un défi. Il est donc trés important de
sélectionner des genes candidats dont le role physiologique est connu afin de trouver leur
association, mais surtout afin de déterminer quelle est leur relation avec le développement de

la maladie.
4-7 Geénes candidats a I’étude
4-7-1 Géne d’interleukine-18

L’interleukine-18 initialement appelée interferon-y inducing factor (IGIF), fut
secondairement nommée IL-18 en 1996 aprés la publication de sa séquence par 1’équipe
d’Uschio et al (1996). Elle est codée par un gene situé sur le bras long du chromosome 11, en
position 22.2-22.3, dans le locus du complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) de classe 11
(Nolan et al., 1998), dans une région qui a été liée a I'asthme et 1'atopie dans plusieurs études
de liaison (Blumenthal et al., 2003 ; Liang et al., 2005 ) il est composé de 6 exons et
son expression est régulée par deux promoteurs distincts en amont de I'exon 1(promoteur 1) et

de 1'exon 2 (promoteur 2) (Bioniotto et al., 2005 ; Sebelova , 2007). C’est une cytokine pro-
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inflammatoire qui est produite par un grand nombre de cellules telles que les monocytes, les
macrophages, des cellules de Langerhans, et les cellules dendritiques (Cardoso et al., 2004 ;
Novak et al.,, 2005). L’IL-18 est synthétisé comme un précurseur inactif ou dépourvu
d’activité biologique (pro-IL18), qui est un polypeptide de 24 kDa, etil est clivé par la
caspase-1 (interleukin-1 beta converting enzyme ou ICE) a fin d'obtenir la forme active de 18
kDa qui présente une séquence peptidique de 192 acides aminés.

L'TL-18 est un membre dela famille IL-1 qui induit 1'expression de 1'IFN-y, il oriente la
différenciation des lymphocytes T vers un phénotype de réponse immunitaire de type T-
helper let il inhibe la syntheése d'IgE en agissant en synergie avec I'lL-12. IL-18 est essentielle
pour la défense de 1'hdte contre les bactéries, les champignons, les protozoaires et les
virus grice al'induction de I'hdte a fin de produire d'IFN-y. D'autre part, I'lL-18 pourrait
également initier des  réponses Th2 avec production d'IgE parla  stimulation des
mastocytes et les basophiles en synthétisant 1'[L-4 et IL-13 dans certaines conditions

(Heinzmann et al., 2004 ; Kim et al ., 2007) (Figure 8).

IL-18

. IL-4
— IL-12 (® IL-13 - T

Figure 8 : Régulation de IgE par IL-18 (kim et al., 2007).

IL-18 pourrait avoir un role important dans le développement de
maladies inflammatoires comme I'asthme, 1'implication de cette cytokine dans les maladies
atopiques, a été étayée par des observations cliniques et épidémiologiques de 1'augmentation
des concentrations circulantes d'IL-18 dans le sérum de patients pendant la phase aigué€ de
'asthme (Giedraitis et al., 2001; Imboden et al., 2006a). L’IL-18 augmente aussi la synthese
d’éotaxine dans des macrophages et des cellules épithéliales bronchiques, et induit le
recrutement d’éosinophiles dans les voies aériennes (Wild ef al., 2000). Cependant, son rdle
dans I'inflammation allergique, semble complexe, cette complexité est retrouvée dans des
études utilisant ’administration exogéne d’IL-18 chez des souris immunisées et provoquées

avec un allergéne. Dans certaines de ces études, I’administration d’IL-18 juste apres
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I’immunisation ou juste avant la provocation allergénique, exacerbe I’infiltration
€osinophilique dans les voies aériennes (Kumano ef al., 1999). Alors que dans d’autres elle
inhibe ce phénomene. Clairement, d’autres études sont nécessaires pour mieux comprendre
les effets de I'IL-18 dans I’inflammation des voies aériennes (Bachoual et BoczkowskKi,

2005).

De nombreux polymorphismes dans le gene de I'lL-18 ont été associés a un risque accru a
I'atopie et l'asthme (Imboden et al., 2006a). Malheureusement, peu d'études ont é&té
menées sur  l'association entreles SNP dans le gene d'IL-18 et d'autres
maladies allergiques (Sebelova et al., 2007). Les polymorphismes du promoteur du gene de la
cytokine IL-18, ont été associés a des niveaux variables de la production ARNm d'IL-18 et la

production IFN-y (Stassen et al., 2003 ; Liang ef al., 2005 ; Imboden et al., 2006a) .

La recherche de variations nucléotidiques dans la région promotrice du gene capable
d'affecter la synthese de 1'IL-18 et la production d'IFN-y, a abouti a la découverte de plusieurs
nouveaux polymorphismes. Parmi ces derniers, deux polymorphismes ont été décrits comme
ayant un effet sur la quantité de d’IL-18 produite, leur conférant donc un role important dans
la régulation de la réponse inflammatoire (Hurme et al., 1998).

Le premier SNP (rs 187238) (-137G / C), lequel résulte du changement de base (cytosine par
thymine), ce SNP est situé au nucléotide -137 dans le site de liaison d’un facteur de
transcription appelé le facteur nucléaire H4TF-1. Le deuxiéme polymorphisme (rs 1946518)
(-607C/A), c’est une substitution d’une cytosine par une adénine, il se trouve en position

-607 dans le site de liaison pour facteur de transcription CREB (C-AMP Response Element
binding protein). Ces deux SNPs ont une influence sur le niveau d'IL-18 produit in vitro par
les monocytes périphériques (Arimitsu et al., 2000) ; ils causent une répression dramatique
de I’expression du promoteur du gene d’IL- 18 (Giedraitis et al., 2001 ; Wen et al., 2014).
Les alleles résultantes de ces polymorphismes ont été montré pour étre associés a l'asthme
dans de nombreuses populations (Liang et al., 2005 ; Arimitsu, 2006 ; Pawlik et al., 2007 ;
Lachheb et al., 2007 ; Chen et al., 2008 ; Wu et al., 2012 ; Birbian et al., 2013).
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4-7-2 Géne d’Interleukine-4:

Le geéne IL4 est localisé sur le chromosome 5q31-33, région chromosomique liée aux IgE
sériques totaux rapportée dans deux populations différentes (Mayers ef al., 1994 ; Palmer et
al., 1998 ; Hizawa et al., 1998 ). La région 5q31 a également été associée a 'HRB (Postma
et al., 1995; Doull et al, 1996 ; Ober et al., 1998), a I’éosinophilie (Martinez ef al, 1998) et
a d'autres conditions reliées a 1'asthme ou l'atopie ( Martinez et al., 1998 ; Palmer et al,
1998). Le gene IL4 code pour D'interleukine-4 (IL-4), une glycoprotéine de 153 acides
aminés. Son poids moléculaire est 17.5 kDa. Il s’agit d’une cytokine pleitropique produite
essentiellement par les lymphocytes T (Th2), mais aussi par les polynucléaires basophiles et
les mastocytes (Nakayama et al., 2000). Elle agit sur des récepteurs de forte affinité qui sont
exprimés sur de nombreux types de cellules, d’ou un tres large spectre d’actions (Cavaillon,
1993).

Cette cytokine peut étre décrite comme la cytokine principale impliquée dans la pathogénése
des réactions allergiques, elle joue un role crucial dans le développement de I’asthme au
travers de plusieurs mécanismes: D’abord elle contribue a la production d’IgE par les
lymphocytes B (LB) conduisant a la dégranulation des mastocytes (Pawankar et al., 1997).
Par ailleurs, 1'lL-4 stimule l'expression de chimiokines (comme 1'éotaxine), de cytokines
inflammatoires et de molécules de surface comme le récepteur IL-4R, le récepteur de haute
affinité¢ aux IgE (FceRIP) dans les mastocytes et les basophiles (Pawankar et al., 1997), le
complexe majeur dhistocompatibilit¢ (CMH) de classe II dans les lymphocytes B ou les
récepteurs de faible affinité (FCERII OU CD23) dans les lymphocytes B et les cellules
phagocytaires mononucléées (Defiance et al., 1987). Cette habilité de I'lL-4 a promouvoir
I'expression de différentes molécules, contribue a l'inflammation et au remodelage du tissu
pulmonaire dans l'asthme chronique (Doucet et al., 1998; Kabesch ef al., 2003). L’IL-4 est
aussi connue pour induire 1’expression des molécules d’adhésion VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) a la surface de I’endothélium, permettant ainsi ’extravasation des
€osinophiles (Moser et al., 1992 ; Schleimer et al., 1992). Conjointement avec I’'IL-13, elle
agit sur les cellules des fibroblastes dans les voies respiratoires épithéliales, ce qui augmente
la prolifération des muscles lisses (Begge et al, 2003). Des effets supplémentaires qui
paraissent d'une importance particuliere pour 1'asthme comprennent la stimulation des cellules
produisant du mucus, ce qui implique également I'lL-4 dans la pathogenese de remodelage
des voies aériennes_(Doucet et al.,. 1998; Dabbagh_ et al, 1999) . L'inhalation de IL-4

recombinante humaine, a ét€ montrée ‘pour induire éosinophilie 'des, voies aériennes et a
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provoquer un certain degré d'hyperréactivité bronchique chez les asthmatiques atopiques (Shi
et al., 1998). En outre, les études de biopsies bronchiques ont confirmé une expression accrue
de IL-4 a la fois les taux d'ARNm et de protéines dans la muqueuse des voies aériennes de
atopique et méme les asthmatiques non atopiques par rapport aux témoins non asthmatiques
(Kips, 2001). Enfin, un des roles primordial de 1’IL-4, est de promouvoir la différenciation
des lymphocytes T naifs en lymphocytes Th2 sécrétant de 1’'IL-4, IL-5 et IL-13 et controle
négativement la différenciation en lymphocytes Th1l (Paul, 1991; Steinke et Borish, 2001).
En absence d’IL-4, la différenciation des lymphocytes Th2 est inhibée ainsi que la sécrétion
d’IL-4 et d’IL-5 (Seder et al., 1992).

Plusieurs études d'association ont été effectuées entre l'asthme et ses phénotypes et les
différents SNPs connus du gene de I'IL-4. Le SNP IL4 (-590C/T) (rs2243250) est le plus
connu et il consiste en changement d'une cytosine (C) par une thymine (T) a la position -590
du promoteur. Il est situ¢ en amont de tous les éléments de controle du géne d’interleukine-4
(figure 10). cette substitution conduit a la transition d'un site de liaison faible pour le facteur
de transcription NF-AT1 (GGAGAA) vers un site de liaison plus fort (GGAAAA), ce que
influence I’expression du gene IL-4 (Nguyen et al., 2004). Ce polymorphisme a été associé a
I'asthme dans une cohorte cas-témoins composée d'un groupe de sujets asthmatiques (n = 306)
et de sujets témoins provenant de la population générale japonaise (n = 215) (Noguchi et al.,
1998). D'apres ces travaux, 1’alléle muté (IL4-590T) serait responsable d'une augmentation de
l'expression du gene IL4 in vitro (Noguchi et al., 1998). Différentes études dans d'autres
populations caucasiennes (Australie, Canada, Etats-Unis), ont également montré que 1'all¢le
IL4 -589T est associé a la respiration sifflante (Walley et Cookson, 1996), a I'asthme, a
l'atopie (Zhu et al., 2000) et a de faibles valeurs de VEMS (Volume expiratoire maximal en
une seconde) chez des sujets asthmatiques (Burchard et al, 1999). Ces données et plusieurs
autres, suggerent que le polymorphisme IL4 (-590C/T) influencerait la sévérité de I'asthme
(Rosenwasser et al, 1995; Suzuki et al., 2000; Beghe et al, 2003). En 2012, Huang et ses
collaborateurs ont prouvé 1’association de 1’alléle T de ce polymorphisme avec 1’asthme de

I’enfant et 1’¢élévation des IgE totaux dans une population chinoise (Huang et al., 2012).
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Figure 9 : Représentation schématique d'éléments de contrdle connus dans le promoteur de

I'IL-4 par rapport au polymorphisme -590 C/T (Walley et cookson, 1996)

NRE-1 = élément régulatoire négatif 1, NRE-2 = élément régulatoire négatif 2, Negl = facteur nucléaire qui
suppresse la transcription d’IL-4, Neg2 = deuxiéme facteur nucléaire qui suppresse la transcription d’IL-4, PRE
= élément régulatoire positif, NF-P = facteur nucléaire P, NF-Y = facteur nucléaire Y, Y Box = séquence de
reconnaissance de NF-Y, PO, P1, P2, P3, P4 = séquences de reconnaissance de NF-P , OAP40= protéine associée

a Oct-i, OAP box = séquence de reconnaissance d’ OAP40, TATA = signal d'initiation de la transcription.




Revue Bibliographique

4-7-3 Gene d’Interféron-y:

L’interféron-y est le seul interféron de type II. Il s’agit d’une glycoprotéine de 17 a 25
kDa (Devos et al., 1982 ; Sareneva et al., 1995). 1l est synthétisé par plusieurs cellules
immunitaires telles que les lymphocytes de type Thl, les cellules NK et les cellules naturelles
tueuses T (NKT). Il est également produit par les cellules présentatrices de I’antigéne telles
que les macrophages, les cellules dendritiques (CD4+, CD8+) et les lymphocytes B (Sad et
Mosmann, 1995 ; van Boxel-Dezaire et Stark, 2007). L’IFN-y est produit durant la réponse
immunitaire innée sous 1’influence et la régulation de plusieurs effecteurs tels que I’IL-12, IL-
18 et IFN-0/p qui stimulent les cellules dendritiques et les cellules T favorisant la réponse
immunitaire Th1 et atténuant la réponse Th2 (Frucht et al., 2001 ; Munder et al., 2001). Les
roles d’IFN-y sont variés : Il induit I'expression des antigénes HLA de classe I surtout sur les
cellules qui ont un faible niveau d'expression constitutionnel et les molécules de classe II
notamment sur des cellules ne l'exprimant pas de maniere constitutive (lymphocytes T) ; 1l
oriente la différenciation des monocytes en macrophages ; Seul ou en association avec le
TNF-q, il joue un rdle essentiel dans la destruction des pathogénes intra-cellulaires au sein des
macrophages, en régulant la transcription de genes responsable de la production du monoxyde
d’azot . ; Il joue aussi un role dans la commutation des génes de chaines lourdes, en favorisant
la production des isotypes IgG2a et IgG3, et en inhibant celle des IgE ; Il est antagoniste des
cellules Th2, en inhibant leurs clones in vitro (Lopez-Maderuelo ef al., 2003).

Dans le cadre de I’inflammation allergique de 1’asthme, 1’iterferon-y joue un réle protecteur,
car il module négativement la réaction allergique Th2 (Bachoual et Boczkowski, 2005) ;
I’administration d’IFN-y inhibe I’€osinophilie et le recrutement de lymphocytes CD4+ dans
les bronches et I’hyperréactivit¢ des voies aériennes chez des souris immunisées et
provoquées avec un allergéne (Hofstra et al., 1998). Un effet similaire est observé avec la
diminution d’expression de ’IFN-y dans les cellules épithéliales des voies aériennes chez les
patients asthmatiques (Le Thi Thu et al., 2014) . ainsi, la souris délétée pour le gene de
I’IFN-y présente une augmentation de 1’inflammation éosinophilique et de la concentration de
cytokines Th2 dans le Liquide broncho-alvéolaire (Lwamoto et al., 1993). I'IFN-y a
également été utilisé avec un certain succes dans le traitement de I'allergie (Cavaillon, 1994).

Le geéne d’IFN-y est de 5.4 kb situé¢ en 12q24. Il comprend quatre exons et trois introns
(Gray et Goeddel, 1982 ; Naylor ef al.,, 1983). Comme la plupart des cytokines, la région
codante du geéne IFN-y s'est avérés conservée (invariante) (Hayden et al., 1997). Cependant,

certains polymorphismes conduisant a différentes maladies incluant 1’asthme, sont répertoriés
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sur la région non codante du géne de ’IFN-y (Cavet et al., 2001). Le SNP le mieux étudié au
niveau de ce geéne se situe au niveau de I’intron 1 en +874, c’est une substitution d’une
adénine par une thymine (rs2430561). Concernant les conséquences fonctionnelles de ce
variant, des études réalisées in vitro ont montrés une augmentation de I’INF-y en présence de
I’allele T par la création d’un site de liaison au facteur nucléaire-KB (NF-KB), ce dernier se
lie préférentiellement a I’alléle T et il est corrélé a une forte production d’interféron y
(Pravica et al., 2000 ; Rossouw et al., 2003 ; Safonova ef al., 2011 ; Dwivedi ef al., 2013).
Certaines études ont rapportés une association entre ce polymorphisme avec les phénotypes
de l'asthme (Li ef al, 2007 ; Hussein et al., 2009 ; Bermudez et al., 2012 ; Abd-ElShafy et
al., 2014 ; Huang et al., 2014 ; Yao et al., 2015).
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Population d’étude et Méthodes

1- Population d’étude

L’¢étude, que nous avons entreprise, est de type cas-témoins et a concerné 358 individus
non apparentés qui résident a Oran. Leur recrutement s’est fait entre les années 2011-2014.

1-1 Groupe des cas

Le groupe des cas est composé de 176 patients (70 hommes et 106 femmes) souffrant
d’asthme allergique. Les sujets asthmatiques sont des individus qui souffrent de 1’oppression
thoracique, une respiration sifflante, I’essoufflement et qui visitent 1’hopital régulierement
pour des séances de nébulisation avec des symptomes typiques de 1’asthme.

Le recrutement a eu lieu au service de pneumologie du centre hospitalo-universitaire d’Oran,
(CHUO). Au moment de recrutement, les patients étaient agés entre 18 et 75 ans. L ensemble

des données a €té recueilli au sein du service et aupres des médecins traitants.
1-2 Groupe des témoins

Le groupe des témoins comprend 182 volontaires (113 hommes et 69 femmes) agés entre
21 et 65 ans. Les individus témoins, sont des sujets qui ne souffrent d’aucune maladie au
moment de recrutement.
Le recrutement de ce groupe a été fait au sein du centre de transfusion sanguine de I’hdpital
universitaire d’Oran (CHUO).

Les sujets, dont le sang a été prélevé, ont été soumis a un questionnaire retracant les
informations personnelles et familiales d’exposition aux différents facteurs de risque de la
maladie (Annexe 2). Chaque questionnaire ¢&tait accompagné d’un formulaire de

consentement éclairé, signé par toutes les personnes participantes a cette étude (Annexe 3).
2- Méthodes
2-1 Collections des échantillons

4 a 5 ml de sang total ont été prélevés par les infirmieres spécialisées, dans des tubes
contenant ’EDTA (Ethyléne Diamine Tétra a Acétique) a 0.5 molaire (M). Tous les
échantillons ont été étiquetés soigneusement portant la numérotation d’enregistrement. Les
malades ont été désignés par la mention «A» et les témoins par la mention «T», suivis d’un

numéro correspondant. Toutes les précautions visant le respect de I’anonymat et la
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confidentialité des informations ont été rigoureusement respectées. Les échantillons sanguins

ont été conservés a -20°C jusqu’a I’extraction de I’ADN.
2-2 Extraction de ’ADN génomique

L’Extraction d'ADN génomique a été effectuée a partir du sang total selon la technique
NaCl "Salting out", qui est une technique rapide, simple a réaliser, peu cofiteuse et sans risque
de contamination ou d'intoxication par des produits dangereux (Loncle et al., 1993).
Développée par Miller et ses collaborateurs (Miller ef al., 1988).

La technique "Salting out" consiste en une élimination des protéines cellulaires par
déshydratation et précipitation avec une solution saturée de chlorure de sodium NaCl. Le

protocole de I’extraction par cette technique comporte 4 étapes principales:
1- Lyse des globules rouges et lavage des cellules

Le sang est initialement et vigoureusement mélangé a une solution hypotonique (TE 10/10)
(Annexe 4) pour faire éclater les globules rouges, puis une incubation dans la glace pendant
30 minutes et une centrifugation a 3000 trs/min pendant 15 minutes. Le surnageant est éliminé
et le culot est resuspendu dans 14 ml de TE 10/10 suivi d'une centrifugation a 3000 trs/min
pendant 15 minutes. Trois a quatre lavages successifs sont effectués jusqu'a 1'obtention d'un

culot blanchatre.
2- Lyse des globules blancs et protéolyses

Le culot cellulaire contenant les leucocytes est traité par Sml de solution de lyse des globules
blancs (Annexe 4) et 20ul de protéinase K, a 20mg/ml, qui digere les protéines cellulaires.

Apres homogénéisation, le mélange est incubé au bain-marie a 37°C pendant toute la nuit.
3- Précipitation des protéines par NaCl

Un volume de 2ml de NaCl 5SM (Annexe 4) sont ajoutés a faire précipiter les protéines. Une
agitation vigoureuse et une centrifugation pendant 10 minutes a 4000 trs/min, sont nécessaires

pour obtenir un surnageant contenant probablement de I'ADN.
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4- Précipitation de ’ADN par I’éthanol absolu

La précipitation de I'ADN est effectuée par 1'addition de 2 volumes d'éthanol absolu a -20°C,
ceci, en le précipitant par des retournements lents. C’est ainsi qu'une méduse va apparaitre

sous forme d'une masse filamenteuse blanchatre.

La méduse aussi formée est récupérée et lavée dans un bain d'éthanol a 70%. Elle est séchée
pendant quelques minutes a 37°C puis réhydratée et solubilisée dans 200 ul de TE 10/1

(Annexe 4) et conservée a 4°C.
2-3 Vérification de qualité et quantité d'ADN
2-3-1 Dosage d'ADN par spectrophotométrie

Le dosage d'ADN par spectrophotométrie constitue une méthode de choix non
dénaturante et assez précise de quantification et de contrdle de puret¢é de I'ADN extrait
(Loncle et al., 1993), deux lectures de densité optique ont été effectuées apres une dilution de
I'ADN extrait, une a A= 260 nm qui correspond a la longueur d'onde d'absorption maximale
des acides nucléiques, et une autre a 280 nm qui correspond a la longueur d'onde d'absorption
maximale des protéines qui absorbe €galement a 260 nm.

Dans le but d'estimer la pureté de 'ADN extrait, le rapport R = DO 260 /DO 280 doit étre
calculé. Un ADN de bonne qualité, dépourvu de contaminations doit présenter un rapport
compris entre 1,8 et 2. Si R est inférieur a 1,8, indique contamination de la solution par les
protéines. Une valeur supérieure a 2, indique une probable contamination par des ARN.
La concentration des ADN extraits peut étre estimée par la formule suivante:

C=DO20mm X 50 x F
50: Unité de densité optique a 260 nm de I'ADN double brin.

F : Le facteur de dilution.
2-3-2 Electrophorese sur gel d'agarose

La qualité¢ des ADNSs extraits, est vérifiée par une €lectrophorese sur gel d’agarose a 0,8%
(Annexe 4). Le gel est coloré par le bromure d’éthidium (BET) lors de la préparation.
L’¢électrophorése est réalisée a 100V pendant 30 min. les ADNs sont visualisésaux rayons
ultra violet (UV). Des bandes intactes non fragmentées, indiquent que I’ADN extrait, est de

bonne qualité.
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2-4 Génotypage des polymorphismes

La détection de I’ensemble des polymorphismes analysés dans notre travail, a été réalisée
par la PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primers), qui repose sur
le principe de PCR, dont I’amplification est basée sur la sélection de couples d’amorces

choisis dans les régions polymorphes.
2-4-1 Principe de la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction), fut inventée par K. Mullis en 1983 et brevetée en
1985 (Mullis et al, 1986). 1l s’agit d’une réplication in vitro de séquences spécifiques d”’ADN.
Cette technique consiste a utiliser de maniere répétée, I’activité polymérasique d’une ADN
polymérase thermorésistante (Taq polymérase), extraite d’une bactérie thermophile «Thermus
acquaticus», par un procédé d’extension de deux amorces spécifiques encadrant la séquence a
amplifier. La taille des oligonucléotides utilisés comme amorces, est généralement comprise
entre 18 et 25 bases. La PCR permet de générer a des dizaines de milliards d’exemplaires un
fragment d’ ADN particulier (la séquence d’intérét, ADN d’intérét ou ADN cible) a partir d’un
extrait d’ADN (ADN matriciel).

La PCR repose sur un processus cyclique de 3 périodes (Figure 10).
1. Dénaturation de la matrice

La premiére période s’effectue a une température de 94°C, dite température de dénaturation.
A cette température, I’ADN matriciel qui sert de matrice, est dénaturé: les liaisons hydrogénes
ne peuvent pas se maintenir a une température supérieure a 80°C et les ADN double-brin, se

dénaturent en ADN simple-brin (ADNs monocaténaires).
2. L’hybridation des amorces

La deuxieme période s’effectue a une température généralement comprise entre 40 et 70°C,
dite température d’hybridation des amorces. La diminution de la température permet aux
liaisons hydrogeénes de se reformer et donc aux brins complémentaires de s’hybrider. Les
amorces, courtes séquences monocaténaires complémentaires de régions qui flanquent I’ADN
a amplifier, s’hybrident plus facilement que les longs brins d’ADN matriciel. Plus la

température d’hybridation est élevée, plus ’hybridation est sélective, plus elle est spécifique.
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3. L’élongation

A 72°C (dite la température d’élongation), 1’enzyme se lie aux ADNs monocaténaires
amorcés et catalyse la réplication en utilisant les désoxy-ribonucléosides triphosphates

présents dans le mélange réactionnel. Les régions de I’ADN matriciel en aval des amorces

sont ainsi sélectivement synthétisées.

30 - 40 cycles of 3 steps :

- ﬂhwm#mw % A/ Step | : denaturation

My

Step 2 : annealing

forward and reverse
primers !!!

G 7N T iy s Step 3 : extension

e “ L= o s

7
R TN 10N onlydNTRs

Figure 10 : Principe de la PCR.

http://allserv.rug.ac.be/~avierstr/principles/pcr.html consulté le 15/05/2017

2-5-2 Principe de la PCR-SSP

La réaction de polymérisation en Chain en utilisant des amorces spécifiques (PCR-SSP),

est une méthode de détection simple et rapide (Bagheri et al., 2006). Cette technique utilise

E
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des amorces spécifiques avec des différences a l'extrémité 3’ et identifie la présence des
variantes alleliques par une simple amplification par PCR (Jarssen et al., 2004).

Cette technique repose sur le principe suivant: seules les amorces possédant des séquences 3’
terminales totalement appariées aux séquences cibles, permettent 1’amplification de la zone
d’intérét. Les amorces partiellement appariées, ne conduisent pas a la formation de produits
d'amplification positifs. Un jeu d'amorces controle complémentaire d’une région génomique
conservée et ubiquitaire, est présent dans chaque réaction, Il sert de contrdle interne et est un
indicateur de 1'intégrité de la réaction PCR. Le génotypage par SSP requiert généralement de
multiples réactions qui, lorsqu’elles seront analysées ensemble, permettront d'indiquer le
génotype de 1’échantillon. La visualisation des produits amplifiés, peut étre réalisée en
utilisant les systemes d'électrophorese sur gel d'agarose qui séparent les fragments amplifiés

en fonction de leur taille (Figure 11).

™ h YR W, Y
\ \ '

4 ‘ | :
W TN NN
DNA amplified in multiple wells using sequence specific

primers for different alleles

Matched Mismatched

Amplification No amplification

\ 4 \ 4

Detection via Agarose gel electrophoresis

Positive band .

Control band ’

Figure 11: Le principe de la PCR-SSP
http://www.topdiag.com/top:0.27tipizare.hla-ssp.html consulté le 20/05/2017.
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2-4-3 Détection du polymorphisme IL-18 (-137G/C)

Le génotypage du polymorphisme IL-18 (-137G/C), a été effectué en utilisant la réaction
de polymérisation en chaine en utilisant des amorces spécifiques (PCR-SSP).
La PCR a été performée en utilisant une amorce anti sens commune 5'-AGG AGG GCA AAA
AGC ACT GG-3'et deux amorces sens 5'-CCC CAA CTT TTA CGG AAG AAA AG-3'et 5'-
CCC CAA CTT TTA CGG AAG AAA AAC-3'. Le produit d'amplification est de taille de
261pb. une amorce sens controle 5'-CCA ATA GGA CTG ATT ATT CCG CA-3" a été utilisé
pour donner un produit de 446pb qui couvre le site du polymorphisme et sert comme un

controle positif (Baraska et al., 2006) (Figure 12).

ttgtaggaattacccccaataggactgattattccgcattgtaaaataagaaaaa
gtttctgaagtgtgaccaggaagtctgaaaatgaagagagacagatgacaaaaga
agat ctaatggactaaggaggtgctttcttaaagtcagaaagagatactcagaa

agaggta gttttggaaggcacaga ccccaacttttacggaagaaaaG attt N
ccccaacttttacggaagaaaal

catgaaaatagtgatattacattaaaagaagtactcgtatcctctgccactttat
ttcgacttccattgcccagaaagagecctgtttgaaggecgggecccaaggagtgecyg
acagcagtctcctccecctceccacttectcattctcectecceccagettgetgageecettt >> 446pb
gctccectggegactgectggacagtaaggaattgtcteccagtgecattttgece 261pb

tcect cctagceccecctttaggcecctaaactagtactggctactaaaaggctagetttt

Figure 12: Séquence de la région d’intérét avec les amorces utilisées pour la détection du
polymorphisme IL-18 (-137 G/C).
| Amorce sens controle.
| Amorce anti-sens commune.
— | Amorces spécifiques pour I’alléle G et C.
Site du SNP.
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La réaction de PCR a été effectuée dans un volume final de 25ul, contenant 200 ng d'ADN,
0,25 uM de I'amorce sens contrdle 0.5 uM d'amorce reverse commune, et 0,25uM de 1'amorce
spécifique G ou l'amorce spécifique C, dNTP a 0,2mM, 1U de la Taq polymérase (Green
Gotaq, Promega, Etats-Unis), 2,5 ul du tampon 10X, 2,5mM Mg Cl,, et ainsi d’'un volume
d’eau distillée.
Les réactions de PCR ont été performées dans un thermocycleur (Eppendorf, Allemagne)
selon le programme suivant:
Phase 01 :

- pré-dénaturation a 95°C pendant 2 minutes
Phase 02 : comprend 5 cycles

- Dénaturation a 95°C pendant 20 secondes

- Hybridation a 68°C pendant 1 minute.
Phase 03 : comprend 25 cycles.

- Dénaturation a 95°C pendant 40 secondes

- Hybridation a 62°C pendant 40 secondes.

- Elongation a 72°C pendant 40 secondes.
Phase 04 :

- Elongation finale a 72°C pendant5 minutes.
Apres 1’amplification, 8ul de chaque produit de PCR sont analysés sur un gel d’agarose a 2%
et soumis a une migration €lectrophorétique a 100 Volt (V) pendant 30 minutes en présence
de BET (0.5pg/ml). Un marqueur de taille (100 pb, Sigma, Allemagne), a été utilisé pour
permettre la détermination de la taille des fragments d’ADN amplifiés. Les résultats ont été

visualisés sous UV grice a la fluorescence du BET incorporé dans le gel.
2-4-4 Détection du polymorphisme IL-18 (-607C/A)

Le génotypage du polymorphisme IL-18 (-607C/A), a aussi été effectué en utilisant la
PCR-SSP, en utilisant une amorce anti sens commune 5’-TAA CCT CAT TCA GGA CTIT
CC—3’et deux amorces sens 5-‘GTT GCA GAA AGT GTA AAA ATT ATT AC-3’ et 5’-
GTT GCA GAA AGT GTA AAA ATT ATT AA-3’. Le produit d’amplification attendu est
de taille de 196 bp. Une amorce sens contrdle 5’-CTT TGC TAT CAT TCC AGG AA-3’ a
été utilisé pour donner un produit de 301pb qui sert comme un contrdle interne (Ide et al.,

2004). (Figure 13)
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Taagtggaagttttggggctccttactgetttgctatcattccaggaacaccatgtg
Aacacaggaatcaaggaaggttcttagatcgactcatccctccaggectttggttte
Cttgctccttttcceccgactacaggtgtttcatttcaactcatccecctagggecttg
agttttcttgctctgtcttceccccac ¢ gttgcagaaagtgtaaaaattattal la
gttgcagaaagtgtaaaaattattaA
Ttttattccccectcececttttccaaggcaagatccagatggattaaaaattgtaccaagt >

Ccctcctactagtttgectcectcecttaacctcattcaggacttccaggatctggaatet 196pb

Ggtcagcaatcaggccaatcccttcatcgtgacccecgecatgggcaaaggecttcecectyg J

301pb

Figure 13: Séquence de la région d’intérét avec les amorces utilisées pour la détection du
polymorphisme IL-18 (-607 C/A).
| Amorce sens controle —lmorces spécifiques pour I’all¢le C et A.

Site du SNP lmorce anti-sens commune

L’amplification a été réalisée dans un volume final de 25ul contenant 200 ng d’ADN, 0,25
uM de I’amorce sens controle 0,5 puM d’amorce reverse commune, et 0,25uM de 1’amorce
spécifique a I’allele C ou I’amorce spécifique a ’allele A, dNTP a 0,2mM et 1U de la Taq
polymérase (Green Gotaq, Promega, Etats-Unis), 2,5 mM MgCl,, 2.5 pul du tampon 10X et
QSP de H20.

Les réactions de PCR ont été effectuées dans un thermocycleur (Eppendorf, Allemagne)

selon le programme suivant:

Phase 01 :
Pré-dénaturation a 95°C pendant 2 minutes.
Phase 02 : Comprend 7 cycles
- Dénaturation a 95°C pendant 20 secondes
- Hybridation a 64°C pendant 40 secondes

- Elongation a 72°C pendant 40 secondes
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Phase 03 : Comprend 25 cycles
- Dénaturation a 95°C pendant 20 secondes
- Hybridation a 57°C pendant 40 secondes
- Elongation a 72°C pendant 40 secondes
Phase 04 :

Elongation finale a 72°C pendant 5 minutes.

Apres la PCR, la lecture des génotypes était directement faite aprés une migration sur un gel

d’agarose a 2% pendant 30 min a 100 Volt, colorée par BET lors de la préparation, puis

visualisée sur UV.

2-4-5 Détection du polymorphisme IL-4 (-590 C/T)

La détection de ce polymorphisme a aussi été faite par PCR-SSP, la PCR, a été
performée en utilisant une amorce anti-sens commune 5'-TTT GCA TAG AAG GGA GAG
GCC-3' et deux amorces sens 5'-CTA AAC TTG GGA GAA CAT TGT CC-3' et 5'- CTA
AAC TTG GGA GAA CAT TGT CT-3' la PCR nous donne un produit d'amplification de
251bp. pour le contrdle interne, une amorce sens 5'-AAC TAG GCC TCA CCT GAT ACG-

3" a été utilisée qui donne avec I’amorce anti-sens commune un produit de 291pb (Mullighan

et al., 1999) (figure 14).

cttatgggtaaggaccttatggacctgctgggacccaaactaggcctcacctgatacg

ctgtccttctcaaaace ctaaacttgggagaacattgtcC agtgctggggtcagg
ctaaacttgggagaacattgtcT

gtctgcctgttattctgcctctatgcagagaaggagccccagatcatcttttceccatg
ggacagtttccaagatgccacctgtacttggaagaagccaggttaaaatacttttca
aaaactttcttgatattactctatctttcecceccaggaggactgcattacaacaaatte

cacctgtggcctctcecccecttctatgcaaagcaaaaagccagcagcagccccaagctga

251pb

291pb

Figure 14: Séquence de la région d’intérét avec les amorces utilisées pour la détection du

polymorphisme IL-4 (-590 C/T).
| Amorce sens contrdle.
| Amorce anti-sens commune.
— | Amorces spécifiques pour I’alléle C et T.
Site du SNP.
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La réaction d’amplification a été effectuée dans un volume final de 25ul, contenant 200 ng
d’ADN , 0.25 uM de I’amorce sens controle, 0.5 uM d’amorce reverse commune et 0,25uM
de I’amorce spécifique a 1’allele C ou I’amorce spécifique a I’alleéle T, 0.2 mM de dNTP et
1U de la Taq polymérase (Green Gotaq, Promega, Etats-Unis), 2,5 ul du tampon 10X, 2,5
mM du MgCl, et un volume de H20.
Les réactions de PCRs ont été performées dans un thermocycleur (Applied Biosystems,
Allemagne) selon les conditions suivantes:
Phase 01 :
Pré-dénaturation a 95°Cpendant 1 minute
Phase 02 : Comprend 7 cycles

- Dénaturation a 95°C pendant 25 secondes

- Hybridation a 70°C pendant 44 secondes
Phase 03 : Comprend 21 cycles

- Dénaturation a 95°C pendant 25 secondes

- Hybridation a 65°C pendant 45 secondes

- Elongation a 72°C pendant 50 secondes
Phase 04 : Elongation finale a 72°C pendant 2 minutes
Apres I’amplification, les produits de PCR ont été déposés sur un gel d’agarose a 2 % et
soumis a une migration a 100 Volts pendant 30 minutes en présence de bromure d’éthidium

(BET) (0.5pg/ml). Apres migration, les génotypes ont été directement lus sous UV.
2-4-6 Détection du polymorphisme IFN-y (+874 A/T):

La caractérisation de ce polymorphisme a aussi été réalisée par PCR-SSP en utilisant les
amorces suivantes : amorce anti-sens commune 5°- TCA ACA AAG CTG ATA CTC CA- 3,
amorce sens spécifique a I’allele T 5°-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCT-3’ et
amorce sens speécifique a lallele A 5°-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCA-3’ (Rad
et al., 2010) (figure 15).
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Aatgcaggtcattcagatgtagcggataatggaactcttttcttaggcattttgaagaaat
Tggaaagaggagagtgacagaaaaataatgcagagccaaattgtctccttttacttcaaa

Ctttttaaaaactttaaa ttcttacaacacaaaatcaaatcA tggagaccatcaa

ttcttacaacacaaaatcaaatcT

gacatgaatgtcaagtttttcaatagcaacaaaaagaaacgagatgacttcgaaaagcttg
300pb
actaattattcggtaactgacttgaatgtccaacgcaaagcaatacatgaactcatccaaa

gtgatggctgaactgtcgccagcagctaaaacagggaagcgaaaaaggagtcagatgecttg >

tttcgaggtcgaagagcatcccagtaatggttgtcctgecctgcaatatttgaattttataa

tcaacaaagctgatacteca |l tttaacatttttagactcatcaatcaaataagtatttat

atagcaacttttgtgtaatgaaaatgaatatctattaatatatgtattatttataattcct

Figure 15: Séquence de la région d’intérét avec les amorces utilisées pour la détection du
polymorphisme IFN-y (+874 A/T).
-1 Amorce anti-sens commune
-1 Amorces spécifiques pour I’allele T et A
| Site du SNP
L’amplification a été réalisée dans un milieu réactionnel contenant 200 ng d’ADN, 0.25 uM
d’amorce reverse commune, et 0,25uM de I’amorce spécifique a 1’allele A ou 1’amorce
spécifique a l’allele T, ANTP a 0.2mM et 1U de la Taq polymérase (Green Gotaq, Promega,
Etats-Unis), 2.5 mM MgCl,, 2.5 pl du tampon 10X et un volume de H2O distillée. Les
réactions de PCR ont été effectuées dans un thermocycleur (Applied Biosystems,
Allemagne).
Les conditions d’amplification sont les suivantes :
Phase 01 : Pré-dénaturation a 95°C pendant 1 minute
Phase 02 : comprend 10 cycles
- Dénaturation a 95°C pendant 15 secondes
- Hybridation a 62°C pendant 50 secondes
- Elongation a 72°C pendant 40 secondes
Phase 03 : comprend 20 cycles

- Dénaturation a 95°C pendant 20 secondes
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- Hybridation a 56°C pendant 50 secondes
- Elongation a 72°C pendant 50 secondes

Phase 04 :
Elongation finale a 72°C.pendant 2 minutes
Les produits d’amplification ont été vérifiés par migration €lectrophorétique sur gel d’agarose
a 2%, puis visualisés sur UV.
2-5 Analyse statistique:

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel SPSS (Statistical Program for the
Social Science) version 22.0.
La premiere démarche statistique consiste a caractériser les différents facteurs de risque de
I’asthme chez les populations cas et témoins. L’age est une variable quantitative qui a été
exprimée en moyenne (M) * déviation standard (DS). Elle est obtenue par la somme des
valeurs observées divisée par le nombre d’observations. L’écart type (£SD) est ensuite estimé
pour mesurer la dispersion de I’age dans notre population d’étude. Plus 1’écart type est faible,
plus les valeurs sont regroupées autour de la moyenne. Toutes les données ont été décrites en
nombre (n) et pourcentage (%). La comparaison de la distribution des différentes variables
entre les deux populations a été effectuée a I’aide du test d’homogénéité du Khi2 (X %) de
Pearson.
Pour chaque polymorphisme (SNP), les deux populations ont été classées en 3 groupes:
homozygotes pour ’alléle normal, hétérozygote et homozygote pour 1’allele muté. Le calcul
des fréquences alléliques et génotypiques a été effectué a partir du nombre de sujets
exprimant 1’alléle ou le génotype en question. La vérification du respect de 1’équilibre de
Hardy Weinberg dans la distribution des polymorphismes au sein de la population des
témoins a été réalisée grace a un test de conformité de Khi2 (X ?). Ce test a été utilisé pour
comparer la fréquence de chacun des alleles avec sa fréquence attendue selon les lois de
répartition homogene dans la population générale de Hardy-Weinberg.
L’association entre un polymorphisme et la maladie est attribuée par la recherche d’une
distribution significative des fréquences de ce polymorphisme entre les cas et les témoins. Le
test utilisé est le Khi carré, il permet d’estimer si la différence de distribution est due au
hasard ou a I’effet du polymorphisme étudié dans le développement de la maladie.
L’¢évaluation de 1’association des polymorphismes avec le risque de développer I’asthme a été
réalisé par [utilisation du modele de régression logistique simple. Dans la régression

logistique, 1’évaluation de I’influence de ces polymorphismes est déterminée en calculant
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’odds ratio (OR) de chaque polymorphisme avec un intervalle de confiance (IC) fixé a 95%.
L’OR est une mesure statistique qui permet d’estimer 1’association en comparant les alléles
et/ou les génotypes du groupe «cas» et du groupe «témoiny». L’association est jugée
statistiquement significative lorsque I’intervalle de confiance a 95 % de I’OR ne comporte pas
la valeur 1

Dans le but d’étudier 1’association entre certains facteurs de risque liés a I’hote (sexe,
antécédents personnels allergiques et antécédents familiaux d’asthme) et les polymorphismes
étudiés chez de la population d’asthmatiques un test X” a été utilisé.

Les résultats sont considérés significatifs lorsque la valeur de la probabilité p (valeur p) est
égale ou inférieure a 0,05 (p< 0,05). La valeur «p» représente le degré de signification qui
correspond a la probabilité qu’un résultat d’une étude épidémiologique puisse étre attribué au

seul hasard.
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Résultats

Résultats

1- Caractéristiques générales et cliniques de la population étudiée

Un échantillon de 358 individus de la population algérienne de la ville d’Oran,
comprenant 176 asthmatiques et 182 témoins, a été impliqué dans cette étude. Les
caractéristiques générales et cliniques de la population étudiée sont représentées dans le
tableau 5. D’apres ce tableau nous remarquons que 1'dge moyen des patients est de 45,35 +
14,326 alors qu’il est de 35.62+12,033chez les témoins. Cette différence est statistiquement
significative (p<0.0001). Il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les
patients asthmatiques et les contrdles en terme de sexe et I'environnement (rural ou urbain)
(p>0.05).

Cependant, il y a une différence significative par rapport aux autres caractéristiques
(consanguinité parentale, antécédents personnels allergiques, antécédents familiaux d’asthme,
pollution professionnelle et atmosphérique, pollution domestique, humidité, tabagisme actif,

passif et les animaux a domicile).
2-Extraction et vérification de la qualité et la quantité de ’ADN génomique

L'ADN génomique a été extrait a partir de 358 échantillons par la méthode salting-out.
Les valeurs du rapport R (DO 260 nm/ DO 280 nm) de la plupart des échantillons, signifie
qu’il y a une contamination par les ARN, alors que les concentrations des ADN extraits,
varient entre 435ug/ml et 4525ug/ml (Annexe S, 6).

L'électrophorese sur gel d'agarose a 0,8% des ADNs génomiques, nous a renseignés sur une
bonne qualité des ADN extraits (Figure 16).
3 Association du polymorphisme -137G/C de I'IL-18 avec le risque d’asthme

3-1 Etude de la distribution des fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

-137G/C du géne d’IL-18 chez les cas d’asthme et les témoins

La figure 17 montre les produits d'amplification par PCR-SSP du gene de I'IL-18 a la position
-137 chez des sujets asthmatiques. Les deux amorces spécifiques produisent un fragment de
261 pb. La taille du fragment contrdle est de 446 pb.

La distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme -137 G/C du
gene IL-18 chez les cas et les témoins sains, est rapportée dans le tableau 6. Le groupe des

témoins étant en équilibre d'Hardy-Weinberg (X? calculé = 0,97).
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Tableau 5: Caractéristiques générales et cliniques de la population étudiée

Parametres Cas Témoins p
(n=176) (n=182)
N(%) N(%)
Sexe, H/F 70/106 (40/60) 113/69 (62/38) NS
Age 45.35+14,326 35.62+12,033 P<0,0001
Consanguinité Parentale 47 (27) 29 (16) P<0,05
Antécédents personnels 147 (84) 46 (26) P<0,05
allergiques
-Pollution professionnelle 66 (38) 33 (18) P<0,0001
- Pollution atmosphérique 107 (61) 30 (16) P<0,0001
Pollution domestique 110 (63) 50 (27) P<0,0001
-Humidité 132 (75) 95 (52) P<0,0001
Tabagisme actif 42 (24) 83 (46) P<0,0001
Tabagisme passif 58 (33) 100 (55) P<0,0001
Environnement 155/21 (88/12) 154/28 (85/15) NS
Urban / Rural
Animaux a domicile 41 (23) 25 (14) P<0,01
Antécédents familiaux d’asthme 75 (43) 36 (20) P<0,0001
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Figure 16 : Figure représentative d'électrophorése sur gel d'agarose 1,5 % des ADNs
génomiques.
M : marqueur de taille

1 —»15 : Echantillons d’ADN analysés
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La distribution des fréquences alléliques du polymorphisme -137G/C du gene IL-18 dans la
population des témoins explorée, nous a révélé que Ialleéle -137G est 1’alléle majeur avec une
fréquence de 72% et que I’allele -137C qui constitue 1’allele mineur, est présent avec une
fréquence d’environ 28%. Par ailleurs, I’analyse des distributions des fréquences alléliques de
ce polymorphisme entre le groupe des asthmatiques et les témoins, montre que la fréquence
de I’allele majeur -137G était 60% (204) parmi les patients asthmatiques tandis qu’elle était
72% (244) chez les témoins et la fréquence de ’allele mineur -137C était 40% (136) chez les
asthmatiques tandis qu’elle était 28% (96) chez le groupe des témoins, la différence était

significative (P =0.001, OR=1,694 [1.230-2.335]). (Tableau 6).

Concernant la distribution des fréquences génotypiques de ce SNP, les fréquences des trois
génotypes chez les asthmatiques sont : 35% des asthmatiques sont de génotype GG, 50% sont
de génotype GC et 15 % présentent le génotype CC. Par ailleurs, chez les sujets témoins, les
fréquences des génotypes sont les suivantes: 51% des témoins sont de génotype GG ,41% sont
de génotype GC et 8% sujets sont de génotype CC.

La distribution des fréquences des génotypes groupés GC+CC était de 65% dans le groupe de

cas et de 49% dans le groupe des témoins.

L’analyse de la différence de distribution des fréquences génotypiques entre les patients
asthmatiques et les témoins, s’avere statistiquement significative avec une valeur de p =
0,005. Ceci a été confirmé par 1’analyse de la distribution des génotypes groupés (p = 0,002 ;
OR =1,972[1,275-3,050]) (Tableau 6).
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261pb
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Figure 17 (a, b): Figure représentative d'électrophorese sur gel d'agarose 2% des produits de

PCR du gene IL-18 a la position -137 G/ C

M : marqueur de taille

1, 2, 3, 6 et 8: individus hétérozygotes GC
4,5, et 7 : individus homozygotes GG

9,10, 11, 12 et 13 : individus homozygotes CC
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Tableau 6: Distribution des fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme (— 137

G/C) de I'IL-18 dans les groupes d’asthmatiques et des témoins.

Asthmatiques Témoins
(170) N(%) (170) N(%)
Génotypes
GG 59 (35) 87 (51)
GC 86 (50) 70 (41)
CC 25(15) 13 (8)
r 10,80
valeur P 0,005
Génotypes
groupés
GG 59 (35) 87 (51)
GC+CC 111 (65) 83 (49)
r 9,411
valeur P 0,002
OR 1,972
(95% CI) (1,275-3,050)
G 204 (60) 244 (72)
C 136 (40) 96 (28)
r 10.468
valeur P 0.001
OR 1,694
(95% CI) (1.230-2.335)

GG homozygote pour 1'all¢le normal, GC hétérozygote, CC homozygote pour l'allele muté. G:allele normal, C:

alléle muté. xz : Khi Deux, OR : Odds ratio, CI : Intervalle de confiance. La valeur P < 0,05 indique la

signification statistique.
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Figure 18: Les fréquences génotypiques du polymorphisme d’IL-18 a la position -137 chez

les asthmatiques et les témoins

groupe

M temoin

Ecas

allele

Figure 19: Distribution des fréquences alleliques du polymorphisme -137 G/C du gene de

['IL-18 chez les asthmatiques et les témoins.
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Figure 20: Distribution des génotypes groupés du polymorphisme -137 G/C du gene de /'IL-

18 chez les asthmatiques et les témoins.
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3-2 Impact du polymorphisme -137G/C du géne IL-18 sur la survenue de I’asthme selon

le sexe

Les résultats des distributions alléliques et génotypiques du polymorphisme -137G/C de
I'TL-18 parmi les hommes et les femmes chez les cas d’asthme sont représentés dans le
tableau 7.

D’aprés ce tableau, nous avons constaté une différence significative par rapport aux
fréquences génotypiques et alleliques entre les hommes et les femmes asthmatiques. La
prévalence de D’allele polymorphe C était significativement plus élevée chez les femmes
souffrant d’asthme comparées aux hommes. En effet, I’étude en régression logistique, a
montré que le risque d’avoir 1’allele polymorphe chez les femmes asthmatiques est de

1,1913.

3-3 Impact du polymorphisme -137G/C du géne IL-18 sur la survenue de I’asthme selon

les antécédents familiaux d’asthme

Dans la présente étude, nous avons trouvé que 41% des asthmatiques avaient des
antécédents familiaux d’asthme contre 21% chez les sujets sains.
Dans I’objectif d’étudier I’association entre le polymorphisme IL-18 (-137G/C) et les
antécédents familiaux d’asthme, un test de X° a été utilisé et les résultats sont présentés dans
le tableau 8. Selon ce tableau nous observons une différence statistiquement significative pour
les différents génotypes chez les cas d’asthme en fonction de la présence ou I’absence
d’antécédents familiaux.
L’allele polymorphe -137C était significativement plus élevé chez les asthmatiques ayant des

antécédents familiaux d’asthme par rapport aux cas n’ayant pas ce facteur de risque (p<0.05).

3-4 Impact du polymorphisme -137G/C du géne IL-18 sur la survenue de I’asthme selon

les antécédents personnels allergiques

Lors de cette étude, nous avons trouvé que la fréquence des asthmatiques qui avaient des
antécédents allergiques personnels, était de 85% contre seulement 27% chez les témoins
(tableau 5).

Le test X° était utilisé pour chercher ’association entre le polymorphisme IL-18 (-137G/C) et
les antécédents personnels allergiques chez les cas d’asthme (tableau 9). D’apres le tableau,
aucune différence statistiquement significative n’est révélée pour la distribution génotypique

et allelique en fonction des antécédents personnels allergiques chez les cas (p>0.05).
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Tableau 7 : Distribution alléliques et génotypiques du polymorphisme -137G/C de I'IL-18

parmi les hommes et les femmes chez les asthmatiques

Les cas
Hommes (68) Femmes (102)
n (%) n (%)
Génotypes
GG 32 47) 27 (27)
GC 30 (44) 56 (55)
CC 6 9 19 (19)
X°=5 588
P=0,014
Alleles
G 94 (69) 110 (54)
C 42 (31) 94 (46)
X°=7.851
P=0.005
OR=1.913

95% IC (1.112-3.018)

Tableau 8 : Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme IL-18

(-137G/C) chez les cas selon la présence des antécédents familiaux

Les cas
Présence (70) Absence (100)
n (%) n (%)
Génotypes
GG 18 (26) 41 41)
GC 37 (53) 49 (49)
CC 15 (21 10 (10)
X*=6,550
P= 0,038
Alleles
G 73 (52) 131 (66)
C 67 (48) 69 (34)
X°=6,122
P=0,013
OR= 0,574

95% IC (0,369-0,892)
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Tableau 9 : Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme IL-18

(-137G/C) chez les cas selon la présence des antécédents personnels allergiques.

Asthmatiques
Présence (144) Absence (26)
n (%) n (%)
Génotypes
GG 49 (34) 10 (39)
GC 75 (52) 11 (42)
CC 20 (14) 5 (19)
X°= 0,968
P=0,616
Alleles
G 173 (60) 31 (60)
C 115 (40) 21 (40)
X*=0,004
P=0,951
OR=1,019

95% IC (0,558-1,861)
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4- Association du polymorphisme -607C/A de I'IL-18 avec le risque d’asthme

4-1 Etude de la distribution des fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

-607C/A du géne d’IL-18 chez les cas d’asthme et les témoins

La figure 21 montre les produits d'amplification par PCR du gene de ['[L-18 a la position
-607 chez des sujets asthmatiques. Pour ce polymorphisme, les deux amorces spécifiques
produisent un fragment de 196 pb. La taille du fragment controle est de 301 bp.

Le tableau 10 présente la distribution des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphisme -607C/A du geéne IL-18 chez 173 malades et 180 témoins de la population de

I’ouest algérien. Le groupe des témoins est en équilibre d'Hardy-Weinberg (X calculé = 1,00).

La distribution des fréquences alléliques de ce polymorphisme chez les témoins, montre que
I’allele -607C est I’alléle majeur avec une fréquence de 67% et ’allele -607A est 1’allele
mineur avec une fréquence de 33%. Par ailleurs, 1’alléle mineur -607A, a montré une plus
forte valeur de fréquence chez les cas d’asthme (43%) tandis que chez les témoins la

fréquence de ce méme allele était de 33%.

La distribution génotypique indique que 36 % des patients d’asthme sont homozygotes (CC),
42% sont hétérozygotes (CT) et 22% sont homozygotes (AA). Dans le cas des témoins, 46 %
sont de génotype (CC), 41 % sont de génotype (CT) et seulement 13 % sont de génotype
(AA).

L’analyse statistique de la distribution des fréquences génotypiques de 1I’'[L-18 (-607C/A)
entre le groupe de patients asthmatiques et les témoins, a révélé une différence statistiquement
significative avec une valeur de p=0,029. Nous avons également observé une différence
significative dans la distribution des fréquences alléliques entre les deux groupes (p = 0,006 ;

OR= 1,531 [1,128-2,077]).

L’analyse de la distribution des fréquences des génotypes groupés de ce polymorphisme chez
la population étudiée a montré que le génotype groupé CA+AA est plus fréquent chez les cas
souffrant d’asthme (64%) comparé aux témoins (54%), cette augmentation est

statistiquement significative (P=0.05).
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301 pb
198 pb

Figure 21: Figure représentative d'électrophorese sur gel d'agarose 2% des produits de PCR
du gene IL-18 a la position -607 C/A.

M : marqueur de taille

2 et 4 : individus homozygotes CC

1 et 6 : individus hétérozygotes CA

3 et 5 : individus homozygotes AA
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Tableau 10: Distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme (— 607
C/A) de I'IL-18 dans les groupes d’asthmatiques et des témoins.

Asthmatiques Témoins
(173) N(%) (180) N(%)
Génotypes
CC 62 (36) 83 (46)
CA 72 (42) 74 (41)
AA 39 (22) 23 (13)
e 7,062
valeur P 0,029
Génotypes
groupés
CC 62 (36) 83 (46)
CA+AA 111 (64) 97 (54)
v 3.846
valeur P 0,05
OR 1,532
(95% CI) (0,999-2,348)
Alleles
C 196 (57) 240 (67)
A 150 (43) 120 (33)
r 7,499
valeur P 0,006
OR 1,531
95% CI) (1,128-2,077)

CC homozygote pour l'allele normal, CA hétérozygote, AA homozygote pour l'allele muté. C:allele normal, A :
alléle muté.y” : Khi Deux, OR: Odds ratio, CI: Intervalle de confiance. La valeur P < 0,05 indique la signification

statistique.
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Figure 22: Les fréquences des génotypes de I'IL-18 a la position -607 chez les asthmatiques et
les témoins.

Graphique a barres

alléle
250

Wc
WA

200

150

Effectif

100

507

témoins

population

Figure 23 : Distribution des fréquences alleliques du polymorphisme -607 C/A du gene de
I'IL-18 chez les asthmatiques et les témoins.
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Figure 24: Distribution des génotypes groupés du polymorphisme -607 C/A du gene de ['IL-

18 chez les asthmatiques et les témoins.
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4-2 Impact du polymorphisme -607C/A du géne IL-18 sur la survenue de I’asthme selon

le sexe

Le tableau 11 présente les distributions alléliques et génotypiques du polymorphisme -
607 C/A de I'IL-18 parmi les hommes et les femmes chez les asthmatiques. Selon ce tableau,
nous avons remarqué une différence statistiquement significative par rapport aux fréquences
génotypiques et alleliques parmi les hommes et femmes dans le groupe des asthmatiques.
L’allele muté A était significativement plus fréquente chez les femmes par rapport aux
hommes asthmatiques (p<0.05). L’¢étude de la régression logistique a montré que le risque

d’avoir I’allele polymorphe A chez les femmes asthmatiques est de 2,275.

4-3 Impact du polymorphisme -607C/A du gene IL-18 sur la survenue de I’asthme selon

les antécédents familiaux d’asthme

Dans le but de déterminer la corrélation entre le polymorphisme IL-18 (-607C/A) et la
présence ou absence des antécédents familiaux d’asthme, un test X° a été utilisé et les résultats
sont présentés dans le tableau 12. La comparaison des fréquences génotypiques et alléliques
en terme de présence ou absence des antécédents familiaux d’asthme chez le groupe des cas, a
permis de noter une différence statistiquement significative (p<0.05), I’allele muté -607A,
¢tait plus fréquent chez les asthmatiques possédant des antécédents familiaux d’asthme par

rapport aux asthmatiques sans antécédents familiaux d’asthme .

4-4 Impact du polymorphisme -607C/A du géne IL-18 sur la survenue de I’asthme selon

les antécédents personnels allergiques

La distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme IL-18 (-
607C/A) chez les cas d’asthme en terme de présence ou absence des antécédents personnels
d’asthme, est présentée dans le tableau 13. Le test Chi carré a été utilisé pour étudier
I’association entre le polymorphisme IL-18 (-607C/A) et la présence ou absence des
antécédents personnels allergiques. Aucune différence statistiquement significative n’a été
observée entre les fréquences génotypiques et alléliques de ce polymorphisme chez le groupe

des cas (p>0.05).
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Tableau 11 : Distribution alléliques et génotypiques du polymorphisme -607 C/A de ['IL-18

parmi les hommes et les femmes chez les asthmatiques.

Les cas
Hommes (69) Femmes (104)
n (%) n (%)
Génotypes
CC 35 (51) 27 (26)
CA 23 (33) 49 47)
AA 11 (16) 28 (27)
X’=11,209
P= 0,004
Alleles
C 93 (67) 103 (49)
A 45 (33) 105 (51)
X°= 11,659
P=10,001
OR=2,175

95% IC (1,388-3,410)

Tableau 12: L’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

IL-18 (-607C/A) et les antécédents familiaux d’asthme

Les cas
Présence (72) Absence (101)
n (%) n (%)
Génotypes
CcC 15 (21) 47 (47)
CA 34 (47) 38 (38)
AA 23 (32) 16 (16)
X°=13.513
P= 0,001
Alléles
C 64 (44) 132 (65)
A 80 (56) 70 (35)
X°= 14,956
P< 0,0001
OR=0.501

95% IC (0,274-0,658)
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Tableau 13 : L’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

IL-18 (-607C/A) et les antécédents personnels allergiques.

Génotypes
CcC
CA
AA

Alléles
C
A

Les cas

Présence (145)

n (%) n (%)

54 (37) 8 (29)
58 (40) 14 (50)
33 (23) 6 (21)
X°=1.075
P= 0,584

166 (57) 30 (54)
124 (43) 26 (46)
X°=0,257
P=0,612
OR= 1,160
95% IC (0,653-2,061)

Absence (28)
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5- Association du polymorphisme -590 C/T de I'IL-4 avec le risque d’asthme

5-1 Etude de la distribution des fréquences génotypiques et alleliques du

polymorphisme -590C/T du gene d’IL-4 chez les cas d’asthme et les témoins

Le tableau 14 présente la distribution des fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme -590 C/T du gene IL-4 chez 176 patients asthmatiques et 182 sujets sains de
la population oranaise, le groupe des témoins étant en équilibre d'Hardy-Weinberg (X calculé
=2.25).

La distribution des fréquences alléliques du polymorphisme -590 C/T du gene IL-4 dans la
population d’individus témoins, a montré que 1’allele -590C représente 1’alléle majeur et que
I’allele -590T constitue 1’alléle mineur dans la population Etudiée; leurs fréquences sont
respectivement de 83% et 17%. Chez les patients, les fréquences de ces deux alléles sont de
78% et 22% (Tableau 14).

Le tableau montre que chez les témoins, 71% des sujets sont homozygotes (CC), 25% sont
hétérozygotes (CT) et 4% sont homozygotes (TT). Chez les patients d’asthme, le génotype
(CC) a été retrouvé a une fréquence de 65%, le génotype (CT) a 25% et le génotype (TT) a
10%.

La distribution des fréquences des génotypes groupés CT+TT, était de 35% dans le groupe de
cas et de 29% dans le groupe des témoins.

L’analyse de la distribution des fréquences génotypiques et alléliques, nous a permis
d’observer une légere augmentation de ’allele mineur -590T chez les cas d’asthme comparé
aux témoins. Cependant, cette augmentation est non statistiquement significative (p>0.05).
Nous pouvons toutefois, noter que 1’analyse de la régression logistique suggére que ce
polymorphisme est associé a un risque d’asthme de 1.437, mais la valeur de p reste non

significative.

La figure 25 montre le produit d'amplification par PCR du gene de ['IL-4 a la position -590.
Les deux amorces spécifiques produisent un fragment de 251 pb. La taille du fragment

contrdle est de 291 pb.
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291 pb

Figure 25: Figure représentative d'électrophorése sur gel d'agarose 2% des produits de PCR
du gene IL-4 a la position -590 C / T.

M : marqueur de taille

1,2 et 7 : hétérozygote CT

3 et 4 : homozygote CC

5 et 6 : homozygote TT
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Tableau 14: Distribution des fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme (— 590

C/T) de I'IL-4 dans les groupes d’asthmatiques et des témoins.

Génotypes
CcC
CT

TT

XZ

valeur P

Génotypes groupés

CC

CT+TT

valeur P

OR
95% CI)

Alléles
C

T

XZ

valeur P
OR
95% CI)

Asthmatiques
(176) N(%)

114 (65)

45 (25)
17 (10)

114 (65)

62 (35)

273 (78)
79 (22)

Témoins
(182) N(%)
129 (71)
45 (25)
8 (4)
4,067
0,131
129 (71)
53 (29)
1,530
0,216
1,324
(0,848-2,065)
303 (83)
61 (17)
3,677
0,055
1,437

(0,991-2,085)

CC homozygote pour 1'alléle normal, CT hétérozygote, TT homozygote pour l'allele muté. C:alleéle normal, T :

allele muté : Khi Deux, OR: Odds ratio, CI: Intervalle de confiance. La valeur P < 0,05 indique la signification

statistique
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Figure 26: Les fréquences génotypiques du polymorphisme d'/L-4 a la position -590 chez les
asthmatiques et les témoins.
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Figure 27 : Distribution des fréquences alleliques du polymorphisme -590 C/T du gene de
I'IL-4 chez les asthmatiques et les témoins.
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Figure 28: Distribution des génotypes groupés du polymorphisme -590 C/T du gene de ['IL-4
chez les asthmatiques et les témoins.
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5-2 Impact du polymorphisme -590C/T du géne IL-4 sur la survenue de I’asthme selon

le sexe

Le tableau 15 montre la distribution des fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme -590 C/T de /'IL-4 parmi les hommes et les femmes asthmatiques. Apres
comparaison des fréquences alléliques et génotypiques entre les femmes et hommes souffrant
d’asthme, une différence statistiquement significative a été constatée. L’allele muté -590T,
était significativement plus fréquent chez les femmes asthmatiques par rapport aux hommes
(p<0.05). L’étude de la régression logistique a révélé que le risque d’avoir [’all¢le

polymorphe -590T chez les femmes asthmatiques est de 2,314.

5-3 Impact du polymorphisme -590C/T du gene IL-4 sur la survenue de I’asthme selon

les antécédents familiaux d’asthme

Le tableau 16 montre la distribution des fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme IL-4 (-590C/T) chez les cas d’asthme par rapport a la présence ou I’absence
des antécédents familiaux.

Apres comparaison des fréquences alléliques et génotypiques en fonction de la présence ou
I’absence des antécédents familiaux dans le groupe des asthmatiques, il ressort qu’il n’existe

aucune différence statistiquement significative (p>0,05).

5-4 Impact du polymorphisme -590C/T du géne IL-4 sur la survenue de I’asthme selon

les antécédents personnels allergiques

La distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme /L-4 (-590C/T)
chez les cas en terme de présence ou absence des antécédents personnels d’asthme, est
présentée dans le tableau 17. L’analyse statistique a révélé une association entre ce
polymorphisme et la présence des antécédents personnels allergiques (p<0,05). L’analyse de
la régression logistique a montré un risque de 2,541 d’avoir I’asthme chez les patients

asthmatiques avec antécédents personnels allergiques.
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Tableau 15 : Distribution alléliques et génotypiques du polymorphisme -590 C/T de ['IL-4

parmi les hommes et les femmes chez les asthmatiques.

Génotypes
CC
CT
TT

Alleles
C
T

Les cas
Hommes (70) Femmes (106)
n (%) n (%)
54 (77) 60 (57)
12 (17) 33 (31)
4 (6) 13 (12)
X*=7,845
P=0,02
120 (86) 153 (72)
20 (14) 59 (28)
X°= 8,887
P=0,003
OR=27314

95% IC (1,321-4,053)

Tableau 16: L’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

IL-4 (-590C/T) et les antécédents familiaux d’asthme.

Génotypes
CcC
CT
TT

Alleles
C
T

Les cas

Présence (75)

Absence (101)
n (%) n (%)
45 (60) 69 (68)
20 (27) 25 (25)
10 (13) 7(7)
X°=12,348
P=0,309

110 (73)
40 (27)
X*=2,679
P=0,102
OR= 0,658
95% IC (0,398-1,088)

163 (81)
39 (19)

E
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Tableau 17 : L’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

IL-4 (-590C/T) et les antécédents personnels allergiques.

Génotypes
CC
CT
TT

Alléles
C
T

Les cas

Présence (147)

n (%) n (%)

103 (70) 11 (38)

31 (21) 14 (48)

13 (9) 4 (14)
X*= 11,479
P=0,003

237 (81) 36 (62)
57 (19) 22 (38)
X’=9,570
P= 0,002
OR= 2,541
95% IC (1,389-4,649)

Absence (29)

E
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6 Association du polymorphisme +874A/T de I'IFN-y avec le risque d’asthme

6-1 Etude de la distribution des fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

+874A/T du géne d’IFN-y chez les cas d’asthme et les témoins

La distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme IFN-y
(+874A/T) entre les cas et les témoins, est reportée dans le tableau 18. Le test X? dans le
groupe témoins, a montré que notre population est en équilibre de Hardy-Weinberg (X

calculé = 2,18).

La distribution des fréquences alléliques chez les témoins, montre que [’allele +874A est
I’allele majeur avec une fréquence de 0,53 et que ’alléle +874T est 1’allele mineur dans la

population étudiée avec une fréquence de 0,47.

La distribution génotypique indique que 32 % des patients d’asthme sont homozygotes (AA),
47% sont hétérozygotes (AT) et 21% sont homozygotes (TT). Dans le cas des témoins, 25 %
sont de génotype (AA), 55 % sont de génotype (AT) et 20 % sont de génotype (TT). La
fréquence des génotypes groupés AT+TT, a été estimée a 68% chez les cas et 75% chez les

témoins.

Apres comparaison des fréquences alléliques et génotypiques entre les cas et les témoins, il
ressort qu’il n’existe aucune différence statistiquement significative dans la distribution des
fréquences alléliques et génotypiques (p>0,05). Ces résultats suggerent qu’il n’y a pas

d’association entre ce polymorphisme et le risque d’asthme dans notre population.

La figure 29 montre le produit d'amplification par PCR du gene de /’/FN-y a la position +874.
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(b)
Figure 29 (a,b) : Figure représentative d'électrophorese sur gel d'agarose 2% des produits de

PCR du geéne IFN-y a la position +874 A / T.

M : marqueur de taille
3,4,5,6 et 7: Hétérozygote AT
1,2, 8 et 1() : Homozygote|AA

9 : Homozygote TT
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Tableau

18: Distribution des fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

(+874A/T) de I'IFN-y dans les groupes d’asthmatiques et des témoins.

Asthmatiques Témoins
(168) N(%) (173) N(%)

Génotypes
AA 53 (32) 43 (25)
AT 79 (47) 96 (65)
TT 36 (21) 34 (20)
v 4,942
Valeur P 0,085
Génotypes groupés
AA 53 (32) 43 (25)
AT+TT 115 (68) 130 (75)
1 1,887
Valeur P 0,170
OR 0,718
95% CI) (0,447-1,153)
Alleles
A 185 (55) 182 (53)
T 151 (45) 164 (47)
i« 0414
Valeur P 0,520
OR 0,906
95% CI) (0,670-1,224)

CC homozygote pour l'allele normal, CT hétérozygote, TT homozygote pour l'allele muté. C:allele normal, T :

allele muté : Khi Deux, OR: Odds ratio, CI: Intervalle de confiance. La valeur P < 0,05 indique la signification

statistique
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Figure 30: Les fréquences génotypiques du polymorphisme d’/FN-y a la position +874 chez

les asthmatiques et les témoins.
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Figure 31 : Distribution des fréquences all¢liques du polymorphisme +874
chez les asthmatiques et les témoins.
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Figure 32: Distribution des génotypes groupés du polymorphisme +874 A/T du

I'IFN-y chez les asthmatiques et les témoins.
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6-2 Impact du polymorphisme +874 A/T de I'IFN-y sur la survenue de ’asthme selon le

sexe

Le tableau 19 présente la distribution des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphisme IFN-y (+874A/T) dans le groupe des asthmatiques en fonction du sexe.
Apres la comparaison des fréquences génotypiques et alléliques entre les femmes et les
hommes asthmatiques, aucune différence statistiquement significative n’a été constatée

(p>0.05).

6-3 Impact du polymorphisme +874 A/T de I'I FN-y sur la survenue de ’asthme selon les

antécédents familiaux d’asthme

La distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme IFN-y (+874A/T)
chez les cas en terme de présence ou absence d’antécédents familiaux d’asthme, est reportée
dans le tableau 20. D’apres ce tableau, aucune différence statistiquement significative n’a été
observée entre les fréquences génotypiques de ce polymorphisme chez les cas asthmatiques
en fonction de la présence ou absence d’antécédents familiaux d’asthme (p>0.05). Cependant,
I’allele +874 A était significativement plus fréquent chez les asthmatiques n’ayant pas des

antécédents familiaux d’asthme (p<0,05).

6-4 Impact du polymorphisme +874 A/T de I'IFN-y sur la survenue de I’asthme selon les

antécédents personnels allergiques

Le tableau 21 montre la distribution des fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme IFN-y (+874A/T) chez les cas d’asthme en terme de présence ou absence des
antécédents personnels allergiques. D’apres ce tableau, aucune différence statistiquement
significative n’a été constatée chez la population des asthmatiques étudiée en fonction de la

présence d’antécédents personnels allergiques (p>0.05).
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Tableau 19 : Distribution alléliques et génotypiques du polymorphisme +874 A/T de I'IFN-y

parmi les hommes et les femmes chez les asthmatiques.

Les cas
Hommes (67) Femmes (101)
n (%) n (%)
Génotypes
AA 18 (27) 35 (35)
AT 33 (49) 46 (46)
TT 16 (24) 20 (20)
X*=1,205
P=0,547
Alleles
A 69 (52) 116 (57)
T 65 (48) 86 (43)
X°=1,146
P=0,284
OR=0,787

95% IC (0,507-1,221)

Tableau 20: L’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du polymorphisme

+874 A/T du gene IFN-y et les antécédents familiaux d’asthme.

Les cas
Présence (70) Absence (98)
n (%) n (%)
Génotypes
AA 28 (40) 25 (26)
AT 32 (46) 47 (48)
TT 10 (14) 26 (26)
X°=5618
P= 0,060
Alleles
A 88 (63) 97 (49)
T 52 (37) 99 (51)
X°=5,897
P< 0,015
OR=1,727

95% IC (1,109-2,689)
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Tableau 21: L’association entre les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme

IFN-y (+874A/T) et les antécédents personnels allergiques.

Génotypes
AA
AT
TT

Alléles
A
T

Asthmatiques
Présence (142) Absence (26)
n (%) n (%)
45 (32) 8(31)
67 (47) 12 (46)
30 (21) 6 (23)

X*= 0,050
P=0,975
157 (55) 28 (54)
127 (45) 24 (46)
X°=0,037
P= 0,848
OR= 1,060

95% IC (0,585-1,918)
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Discussion générale

L’asthme est 1'une des affections chroniques les plus fréquentes et représente un

probléme de santé publique mondial (Bousquet et al, 1999). 1l s’agit d’une maladie
multifactorielle dépendant a la fois des facteurs de risques liés a 1’hote (génétique, sexe,
facteurs hormonaux...), et des facteurs de risques environnementaux (allergeénes, tabac,
infections, pollution de 1’air...) (Busse et Lemanske, 2001). Un des principaux facteurs de
risques de I’asthme est le facteur génétique (Holloway et al., 1999). Plusieurs génes sont
associés a la maladie. Différentes régions chromosomiques ont été identifiées comme
associées a I’asthme, (Bleecker ef al, 1997). Les é&tudes génétiques, permettent
I’identification de geénes ainsi que des voies biologiques qui pourraient expliquer la
composante moléculaire de la maladie. Par conséquent, I'étude des polymorphismes
génétiques de différents genes, a pour but de clarifier la relation entre la prédisposition
génétique a 1'asthme et son développement. La connaissance de l'association entre 1'asthme et
divers marqueurs génétiques, a permis d'accroitre l'interprétation de la pathogenese de
I'asthme (William et al. 2001).
Dans cette étude nous avons analysé les fréquences génotypiques et alleliques de quatre
polymorphismes dans des genes des cytokines ; IL-18(-137G/C), IL-18(-607C/A), IL-4(-
950C/T et IFN-y (+874A/T). Par ailleurs, nous avons recherché une éventuelle association
entre ces polymorphismes et I’asthme et également leurs associations avec trois facteurs de
risques de la maladie (sexe, antécédents familiaux d’asthme et antécédents personnels
allergiques).

1- Caractéristiques générales et cliniques de la population étudiée

L’analyse statistique des caractéristiques générales et cliniques de la population étudiée,
a révélé une différence significative par rapport a la consanguinité parentale, les antécédents
personnels allergiques, les antécédents familiaux d’asthme, la pollution professionnelle,
pollution atmosphérique, la pollution domestique, I’humidité, le tabagisme actif, passif et la
présence d’animaux a domicile. Nos résultats sont en accord avec les études de (Kim et al.,
2007; Lachheb et al., 2007; Dahmani et al., 2016), qui ont confirmé 1’association de ces
facteurs de risques avec I’asthme. Cependant, les autres facteurs (sexe et le type
d’environnement), n’ont révélé aucune association avec la maladie, ce qui concorde avec
d’autres ¢études (Rigoli et al., 2004 ; Daneshhmandi et al., 2011 ; Su et al., 2012 ; Abd-
Elshafy et al., 2015 ).
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2- Le polymorphisme -137G/C du géne d’interleukine-18

L'interleukine-18 (IL-18) est un membre de la famille IL-1 qui induit I'expression de
I'TFN-y et qui oriente la différenciation des lymphocytes T vers un phénotype de réponse
immunitaire de type T-helper 1(Heinzmannet al., 2004). C’est un important régulateur de la
réponse immunitaire innée et acquise. Elle induit la prolifération des Thl et NK, leur
production de cytokine et leur cytotoxicité, en synergie avecl’IL-12; elle stimule les
deux réponses Thl et Th2 en fonction de la présence ou absence d'IL-12 (Kim et al., 2007).
L'TL-18 acte en synergie avec I'IL-12 pour pousser la réponse immunitaire de type Thl a la
cellule afin de produire de 1'IFN-y et pour inhiber la production d'IgE, mais en 1'absence d'IL-
12, IL-18 induit la production d'IgE qui est directement associée ala pathogenese de
la maladie atopique et favorise les réactions immunitaires de type Th2 (Kim ef al., 2007).

Le polymorphisme -137G/C du geéne d'IL-18, a été proposé dans de nombreuses études de
nuire a l'expression d'IL-18 (Higa et al., 2003; Folwaczny et al., 2005; Jang et al., 2005; Xu
et al., 2007). Constamment, il a été montré que ce polymorphisme a un impact significatif sur
la physiopathologie de diverses maladies inflammatoires comme l'asthme (Kretowski et al.,
2002; Yoshizawa et al., 2002; Kruse ef al.,2003; Novak ef al., 2005; Lee et al.,2008). Ce
polymorphisme consiste en une substitution d'une guanine par une cytosine au niveau du
nucléotide -137 de la région promotrice du gene /L-18; dans le site de liaison d’un facteur de
transcription appelé le facteur nucléaire H4TF-1. 11 a été suggéré que 1’allléle -137C modifie
ce site a un site de liaison d’un inconnu facteur de transcription trouvé dans le promoteur de
GM-CSF (Takada et al., 2002). La conséquence fonctionnelle de la résultante allele (-137C),
est une répression dramatique du promoteur du géne d’IL-18, ainsi que 1’activation de la
réponse inflammatoire et des cellules immunitaires (Giedraitis ef al., 2001; Bossu et al.,

2007; Wen et al., 2014).

La distribution allélique du polymorphisme /L-18 (-137G/C) dans la population des controles,
a montré que 1’allele majeur est ’allele -137G avec une fréquence de 0,72 et que 1’allele
mineur est -137C et son MAF (Minor Allele frequency), est égal a 0,28. Cette fréquence est
similaire a celle retrouvée dans la population allemande (0,28) (Kruse et al,2003;
Heinzmann ef al.,2004), polonaise (0,28) (Pawlik et al.,2007), tcheque (0,28) (Novota et al.,
2005; Sebelova et al., 2007 ) et des Etats-Unis (0.285) (Johnson et al., 2012), elle est proche
de celles des populations : suisse (0,26) (Imboden ef al., 2006b), iranienne, italienne et

irlandaise (0,27) (Naeimi et al., 2006 ; Boniotto et al.,2005 ; Brophy et al.,2010), population
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croate (0,29) (Boraska et al.,2006), suédoise et polonaise (0,30) (Giedraitis et al., 2001;
Pawlik et al., 2012), allemande (0.31) (Haas et al., 2005), tandis qu'elle est plus élevée que
celles décrites chez les populations japonaise, néerlandaise et espagnole (0,25) (Takada et al.,
2002; Janssen et al.,2004; Palomino-Morales et al., 2010), chinoise (0,21) (Li et al., 2011),
indienne et turque (0,20) (Liang et al., 2005 ; Htoon et al., 2012), allemande et coréenne
(0,18) (Novak et al.,2005 ; Myung et al.,2 015), jordanienne (0,17) (Attab et al., 2008),
singapourienne et chinoise (0,12) (Sivalingam et al., 2003 ; Liu et al., 2016), japonaise (0,11)
(Ide et al., 2004),taiwanaise (0,10) (Tsai et al., 2013). Cependant, qu’elle est inférieure a
celle de la population tunisienne (0,34) (Bouzgarrou et al., 2008), du Danemark (0,46) (Dato
et al., 2009), colombienne (0,41) (Rodriguez et al., 2016), égyptienne (0,40) (Ibrahim et al.,
2012) . Toutefois, dans la population brésilienne, une étude a démontré que 1’alléle mineur

est I’allele -137G (0,48) et non pas ’allele -137C (0,52) (Santos et al., 2015) (Tableau 19).

L’analyse de la distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme IL-18 (-137G/C),
a montré une différence significative entre les patients souffrant d’asthme et les témoins
(p=0,005). Cette distribution est caractérisée par des fréquences des génotypes homozygotes
mutés CC et hétérozygotes GC plus élevées chez les cas que chez les controles, aussi celle des
génotypes groupés GC+CC avec une valeur de p= 0.002. De plus, la fréquence allélique de
l'allele muté C, était significativement plus élevée chez les asthmatiques par rapport aux
témoins (p=0,001) (Tableau 06). Suggérant ainsi une association de l’alléle -137C avec
I’asthme dans la population étudiée. Notre constatation est en concordance avec les
observations de (Wu et al, 2012) qui ont révélé une association significative de ce SNP a
'asthme bronchique dans une population chinoise (p <0,05), de méme Pawlik et al., (2007)
ont montré une association significative de 1’allele -137C avec l'asthme modéré dans la
population polonaise (p = 0,006). Kruse et al., (2003) ont étudié la relation entre le
polymorphisme IL-18 (-137G/C) et la sensibilisation spécifique aux différentes allergenes et
la rhinite allergique, les auteurs ont observé une association significative de ce
polymorphisme et des nivéaux élevés des I'IgE spécifiques (p <0,005). Berbian ef al., en
2013, ont étudié l'association du polymorphisme IL-18 (-137G / C) avec l'asthme dans la
population indienne, Les auteurs ont trouvé une association significative de ce
polymorphisme avec l'asthme dans la population étudiée. En outre, une étude menée sur une
population allemande, a révélé une association significative entre ce polymorphisme et
I’eczéma atopique a (p <0,001) (Novak et al., 2005). Dans la méme population, Kruse ef al.,

(2003) ont trouvé une association entre les SNPs dans I’exon 1 (+ 133T /G et + 127C/ T), le
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promoteur 1 (-137G / C) et dans le promoteur 2 (133C / G) avec des niveaux élevés d'IgE (p
<0,005) conférant un risque accru de rhinite allergique. Aussi, dans une population japonaise,
IL-18 (- 137G / C), était positivement associé a l'asthme et il a été déduit qu'il y avait une
tendance génétique a produire des niveaux plus élevés de la cytokine IL-18 par les monocytes
avec le génotype 137GC, ce qui peut contribuer au développement de l'asthme et du
phénotypes allergiques (Arimitsu et al., 2006). L'association entre le polymorphisme IL-18 (-
137G /C) et I’asthme allergique, a été également confirmée dans des populations suisses
(Imboden et al., 2006 ) et coréennes (Shin ef al.,2005).

En revanche, d’autres études n’ont pas trouvé une association significative de ce
polymorphisme avec I’asthme, notamment celles menées sur la population jordanienne (Attab
et al., 2008), allemande (Heinzmann et al., 2004), singapourienne, chinoise et malaisienne
(Liang et al., 2005). En outre, une méta-analyse de 6 études effectuées sur la population
chinoise impliquant 1883 cas et 6645 témoins, a révélé une absence d’association entre le
polymorphisme IL-18 (-137G / C) et I’asthme (Ma et al.,2012). Une autre méta-analyse de 20
études de différents groupes ethniques regroupant 5331 cas et 9658 témoins, a déduit a
I’absence d’association entre ce polymorphisme et les maladies allergiques (Cheng et al.,
2014).

La comparaison de la distribution génotypique et allelique du polymorphisme IL-18 (-
137G/C) en fonction du sexe chez les cas d’asthme, a révélé une augmentation significative
de l’alléle muté -137C chez les femmes asthmatiques comparées aux hommes (p<0,05). Ce
résultat ne concorde pas avec les observations de Biribian et al., (2013) qui ont trouvé que

I’allele muté est plus fréquent chez les hommes asthmatiques par rapport aux femmes .

Concernant 1’étude d’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du
polymorphisme IL-18 (-137G/C) et les antécédents familiaux d’asthme, I’analyse statistique,
a révélé une différence significative pour les différents génotypes chez les cas en terme de la
présence ou I’absence d’antécédents familiaux d’asthme. En plus, 1’allele polymorphe -137C,
était significativement plus élevé chez les asthmatiques ayant des antécédents familiaux
(p<0.05) par rapport aux cas ne possédant pas ce facteur de risque. Ce résultat ne concorde
pas avec les observations de Biribian ef al,, (2013) qui n’ont pas trouvé une association
significative entre ce polymorphisme et les antécédents familiaux d’asthme dans la population
indienne.

En ce qui concerne I’étude d’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du

polymorphisme -137G/C du gene d’IL-18 et les antécédents personnels allergiques, 1’étude
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statistique n’a montré aucune signification statistique dans la distribution des fréquences
génotypiques et alléliques de ce polymorphisme en terme de la présence de ce facteur de
risque (p>0,05). Ceci, est en accord avec les conclusions d’autres études réalisées dans
différents groupes ethniques (Sebelova et al, 2007; Ibrahim et al.,2012; Biribian et
al.,2013).
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Tableau 22: Distribution allelique du polymorphisme IL-18 (-137G/C) dans les différentes

populations étudiées (cas/témoins) dans le monde.

Année  L’ethnie Pays Nombre Fréquence Fréquence Références

de témoins de I’allele de P’alléle

(n) G C
2016 Arabe Algérie 170 0,72 0,28 Attab et al., 2016
2001 Caucasien Suede 278 0,70 0,30 Giedraitis et al., 2001
2002 Asiatique Japon 130 0,75 0,25 Takada et al., 2002
2003 Asiatique Singapore 470 0,88 0,12 Sivalingam et al., 2003
2003 Caucasien Allemagne 105 0,72 0,28 Kruse et al., 2003
2004 Caucasien Allemagne 133 0,72 0,28 Heinzmann et al., 2004
2004 Caucasien Nederland 103 0,76 0,24 Janssen et al., 2004
2004 Asiatique Japon 114 0,89 0,11 Ide et al., 2004
2005 Asiatique Corée 140 0,87 0,13 Shin et al., 2005
2005 Caucasien RépubliqueTcheque 278 0,72 0,28 Novota et al., 2005
2005 Caucasien Allemagne 347 0,69 0,31 Haas et al., 2005
2005 Asiatique Malaisie 23 0,83 0,17 Liang et al., 2005
2005 Asiatique Inde 43 0,87 0,13 Liang et al., 2005
2005 Caucasien Italie 131 0,73 0,27 Boniotto et al., 2005
2005 Caucasien Allemagne 175 0,81 0,19 Novak et al., 2005
2006 Caucasien Croatie 132 0,71 0,29 Boraska et al., 2006
2006 Caucasien Suisse 5204 0,74 0,26 Imboden ef al., 2006
2006 Caucasien Angleterre 1721 0,73 0,27 Szeszko et al., 2006
2006 Asiatique Corée 103 0,89 0,11 Lee et al., 2006a
2006 Iran 103 0,73 0,27 Naeimi ef al., 2006
2007 Caucasien RépubliqueTcheque 312 0,72 0,28 Sebelova et al., 2007
2007 Caucasien Pologne 305 0,72 0,28 Pawlik et al., 2007
2007 Asiatique Japon 100 0,87 0,13 Osawa et al., 2007
2008 Arabe Jordanie 40 0,83 0,17 Attab et al., 2008
2008 Arabe Tunisie 81 0,66 0,34 Bouzgarrou et al., 2008
2009 Caucasien Danemark 1651 0,54 0,46 Dato et al., 2009
2010 Asiatique Chine 210 0,83 0,17 Chen et al., 2010
2010 Caucasien Irlande 337 0,73 0,27 Brophy et al., 2010
2010 Caucasien Espagne 403 0.,6 0,24 Palomino-Morales et al.,

2010

2011 Asiatique Chine 614 0.90 0.10 Ming et al., 2011
2011 Caucasien Turquie 253 0,80 0,20 Htoon et al., 2011
2012 Caucasien Etats-Unis 300 0,72 0,28 Johnson et al., 2012
2012 Arabe Egypte 25 0,60 0,40 Ibrahim et al., 2012
2013 Caucasien Pologne 62 0,37 0,30 Pawlik et al., 2012
2013 Asiatique Inde 414 0,81 0,19 Birbian et al., 2013
2013 Asiatique Thailande 466 0,90 0,1 Tsai et al.,2013
2014 Asiatique Corée 243 0,85 0,15 Kim et al., 2014
2014 Asiatique Pakistan 115 0,67 0,33 Imran et al., 2014
2015 Amérique Brésil 376 0,48 0,52 Santos et al., 2015
2015 Asiatique Corée 222 0,82 0,18 Myung et al., 2015
2016 Asiatique Chine 473 0,88 0,12 Liu et al., 2016
2016 Amérique Colombie 590 0,59 0,41 Rodriguez et al., 2016
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3- Le polymorphisme -607C/A du gene d’interleukine-18

Le polymorphisme IL-18 (-607C/A), consiste en une substitution d'une cytosine par une
adénine a la position -607 du promoteur 1 du géne d’interleukine 18 dans le site de liaison du
facteur de transcription CREB (C-AMP Response Element-binding protein). Il a été montré
que ce polymorphisme influence 1’expression du gene d’IL-18 (Giedraitis et al., 2001). De
nombreuses études ont suggéré 1’association de ce polymorphisme avec des niveaux élevés
des IgE sériques, 1’atopie et I’asthme (Watanabe et al., 2002; Higa et al., 2003; Kruse et
al., 2003; Heinzmann et al., 2004; Imboden et al., 2006 ; Liang et al.,2005; Lee et
al.,2006b).

D’aprées I’analyse de la distribution allélique du SNP IL-18 (-607C/A) dans notre population
témoin, il ressort que 1’allele majeur est représenté par 1’allele -607C (0,67) et que ’allele
mineur est -607A et sa fréquence (MAF) est égale a 0,33. Cette fréquence est d’une part
similaire a celle retrouvée chez la population tunisienne (0,33) (Lachheb et al., 2007),
estonienne (0,33) (Pullat et al., 2007), chinoise (0,33) (Ming et al., 2011), malaisienne (0,34)
(Chen et Gan, 2012), singapourienne (0,34) (Xu et al., 2007) et indienne (0,32) (Chen et
Gan, 2012). D'autre part, cette fréquence est inférieure a celle rapportée dans les populations:
turque (0,36) (Htoon et al., 2012), néerlandaise (0,37) (Janssen et al., 2004), anglaise et
tcheque (0,38) (Szeszko et al., 2006 ; Sebelova et al., 2007), des Etats-Unis et chinoise
(0,40) (Cardoso et al., 2004 ;Bao et al., 2015), suédoise, polonaise, croate et espagnole
(0,41) (Giedraitis et al ., 2001 ; Pawlik et al., 2007; Boraska et al., 2006 ;Palomino-
Morales et al., 2010), allemande et tchéque (0,42) (Heinzmann et al., 2004 ; Novota et
al.,2005), iranienne et brésilienne (0,43) (Naeimi et al., 2006 ; Santos ef al., 2015), Italienne
(0,44) (Boniotto et al., 2005), irlandaise (0,45) (Brophy et al.,2010), singapourienne (0,46)
(Sivalingam et al., 2003), colombienne (0,47) (Rodriguez et al.,2016), coréenne (0,49) (Lee
et al.,2006b). Inversement, d’autres études ont rapporté que 1’allele mineur est I’allele -607C
au lieu de l’allele -607A dans les populations pakistanaise (0,51) (Imran et al.,, 2014),
taiwanaise (0,53) (Tsai et al.,, 2013), chinoise (0,54) (Wu et al., 2012), coréenne (0,55)
(Myung et al., 2015), égyptienne (0,57) ( Shaaban et al., 2014), allemande (0,60) (Kruse et
al., 2003) et japonaise (0,63) (Takada et al., 2002) (Tableau 20).

Nous avons analysé la distribution des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphisme ILI8 (-607C/A) entre les cas asthmatiques et les témoins afin d’étudier

I’association génétique entre ce polymorphisme et la survenue de 1’asthme (Tableau 10). Les
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résultats de 1’étude statistique, ont montré une différence statistiquement significative dans la
distribution des fréquences génotypiques et alléliques entre les deux groupes avec une
augmentation significative de la fréquence du génotype homozygote pour 1’allele muté AA
(p= 0,029) et de l’allele muté -607A dans le groupe des cas par rapport aux témoins
(p=0,006). L’¢étude de la régression logistique, montre que le risque d’asthme associé a
I’allele A du polymorphisme -607C/A, est de 1,531. Ces résultats nous ont permis de
suggérer que ce polymorphisme peut étre associé a 1’asthme dans notre population. Nos
résultats sont en accord avec les conclusions d’autres études réalisées dans différentes
populations. Cette association a ét¢ montré notamment dans les populations tunisienne
(Lachheb et al., 2007), chinoise (Chen et al., 2008 ; Wu et al., 2012), coréenne (Lee ef al.,
2006b) et polonaise (Pawlik et al.,2007). De plus, une méta-analyse portant sur 5 études
cas/témoins regroupant pres de 1411cas d’asthme et 1525 témoins, a conclu a la présence
d’association entre ce polymorphisme et le risque d’asthme (Ma et al., 2012). En revanche,
d’autres études ont rapporté une absence d’association entre ce polymorphisme et 1’asthme,
notamment celles menées sur la population égyptienne (Shaabane et al.,, 2014), allemande
(Kruse et al., 2003; Heinzmann et al., 2004) et tcheque (Sebelova et al, 2007).
Similairement, une méta-analyse portant sur 21 études impliquant 5331 cas d’asthme et 9658
témoins d’origines ethniques différentes, rapporte [’absence d’association entre ce
polymorphisme et les maladies allergiques (Cheng et al., 2014).

L’étude de I’effet du sexe sur la distribution des fréquences du polymorphisme -607C/A de
I'IL-18 dans le groupe cas, a révélé que ’allele muté -607A, était significativement plus
fréquent chez les femmes asthmatiques que chez les hommes (p<0.05). A notre connaissance,
aucune étude ne s’est intéressée, mis a part la notre, a I’association entre le sexe et le
polymorphisme IL18 (-607C/A) chez les sujets asthmatiques.

L’analyse statistique de la distribution des fréquences génotypiques et alléliques en terme de
présence ou absence des antécédents familiaux d’asthme chez les cas d’asthme, a permis de
noter une différence statistiquement significative (p<0.05), I’alléle muté était plus fréquent
chez les asthmatiques possédant des antécédents familiaux d’asthme que chez les
asthmatiques sans antécédents familiaux d’asthme. A notre connaissance, notre étude est la
premiere intéressée a rechercher 1’association entre ce facteur de risque et le

polymorphisme /L18 (-607C/A) chez cas asthmatiques.

Concernant 1’¢tude d’association entre les fréquences génotypiques et alleliques du

polymorphisme IL-18 (-607C/A) et les antécédents personnels allergiques, nous n’avons pas
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pu trouver une différence statistiquement significative dans la distribution des fréquences
génotypiques et alléliques de ce polymorphisme en fonctions de la présence ou I’absence des
antécédents personnels allergiques. Notre résultat concorde avec les travaux de Sebelova et
al., (2007) qui n’ont pas trouver une association significative entre ce polymorphisme et les

antécédents atopiques chez des sujets asthmatiques dans une population Tcheque.
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Tableau 23 : Distribution allélique du polymorphisme IL-18 (-607C/A) dans les différentes

populations étudiées dans le monde.

Année  L’ethnie Pays Nombre Fréquence Fréquence Références

de témoin de Dallele de IPalléle

(n) C A
2001 Caucasien Suede 278 0,59 0,41 Giedraitis et al.,2001
2002 Asiatique Japon 130 0,37 0,63 Takada et al.,2002
2003 Asiatique Singapore 470 0,54 0,46 Sivalingam et al., 2003
2003 Caucasien Allemagne 105 0,40 0,60 Kruse et al., 2003
2004 Caucasien Allemagne 224 0,58 0,42 Heinzmann et al., 2004
2004 Caucasien Nederland 103 0,63 0,37 Janssen et al., 2004
2004 Asiatique Japon 114 0,45 0,55 Ide et al., 2004
2004 Caucasien Etats-Unis 157 0,60 0,40 Cadoso et al., 2004
2005 Asiatique Corée 140 0,54 0,46 Shin et al., 2005
2005 Caucasien RepubliqueTchéque 278 0,58 0,42 Novota et al., 2005
2005 Caucasien Allemagne 121 0,60 0,40 Fowaczny et al., 2005
2005 Caucasien Italie 131 0,56 0,44 Boniotto et al., 2005
2006 Asiatique Corée du Sud 166 0,51 0,49 Lee et al., 2006b
2006 Caucasien Croatie 132 0,59 0,41 Boraska ef al., 2006
2006 Caucasien Angleterre 1715 0,62 0,38 Szeszko et al., 2006
2006 Asiatique Corée 103 0,48 0,52 Lee et al., 2006a
2006 Asiatique Iran 103 0,57 0,43 Naeimi et al., 2006
2006 Asiatique Chine 179 0,51 0,49 Leung et al., 2006
2006 Américain Brésil 104 0,54 0,46 Segat et al., 2006
2006 Caucasien Italie 139 0,53 0,47 Bossu et al., 2006
2007 Caucasien RépubliqueTcheque 312 0,62 0,38 Sebelova et al., 2007
2007 Caucasien Pologne 305 0,59 0,41 Pawlik et al., 2007
2007 Caucasien Estonie 19 0,67 0,33 Pullat et al., 2007
2007 Arabe Tunisie 112 0,67 0,33 Lachheb et al., 2007
2007 Asiatique Singapour 436 0,66 0,34 Xu et al., 2007
2008 Arabe Tunisie 81 0,53 0,47 Bouzgarrou et al., 2008
2009 Caucasien Allemagne 791 0,61 0,39 Stephan et al., 2009
2010 Asiatique Chine 348 0,52 0,48 Zhang et al., 2010
2010 Caucasien Irlande 322 0,55 0,45 Brophy et al., 2010
2010 Caucasien Espagne 405 0,59 0,41 Palomino-Morales et al., 2010
2011 Asiatique Chine 614 0.67 0.33 Ming et al., 2011
2011 Caucasien Turquie 253 0,64 0,36 Htoon et al., 2011
2011 Asiatique Chine 296 0,53 0,47 Han et al., 2011
2012 Asiatique Chine 120 0,46 0,54 Wu et al., 2012
2012 Caucasien Etats-Unis 300 0,72 0,28 Johnson et al., 2012
2012 Asiatique Inde 122 0,68 0,32 Chen et Gan, 2012
2012 Asiatique Malaisie 153 0,66 0,34 Chen et Gan, 2012
2013 Caucasien Pologne 62 0,53 0,47 Pawlik et al., 2012
2013 Asiatique Thailande 466 0,47 0,53 Tsai et al.,2013
2014 Arabe Egypte 20 0,43 0,57 Shaaban et al., 2014
2014 Arabe Egypte 123 0,45 0,55 Mandour et al., 2014
2014 Asiatique Pakistan 120 049 0,51 Imran et al., 2014
2015 Américain Brésil 376 0,57 0,43 Santos et al., 2015
2015 Asiatique Corée 222 0,45 0,55 Myung et al., 2015
2016 Asiatique Chine 165 0,60 0,40 Bao et al., 2015
2016 Amérique Colombie 588 0,53 0,47 Rodriguez et al., 2016
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4- Le polymorphisme -590C/T du géne d’interleukine-4

La sélection du gene interleukine-4 (IL-4) a été motivée par plusieurs raisons, telle son
role primordial dans la différenciation des lymphocytes ThO en lymphocytes Th2, cellules
productrices de cytokines pro-inflammatoires telles 1'lL-4, I'IL-5, I'IL-9 et I'lL-13 (Paul,
1991; Steinke et Borish, 2001), son r6le important dans la régulation et la production des IgE
(Coffman et al.,1986; Pawankar et al.,1997), son implication dans le recrutement et la
migration des lymphocytes T, des monocytes, des basophiles et des €osinophiles au site
d'inflammation dans la sous-muqueuse et la lumiére bronchiques, sa surexpression dans la
muqueuse bronchique des patients asthmatiques (Humbert et al,1996), pour les travaux
génétiques et fonctionnels que 1'on retrouve abondamment dans la littérature ou pour valider
les études d'association génétique antérieures. Le géne IL-4 est situé dans le chromosome
5q31-33, région chromosomique liée a l'asthme et 1'atopie dans plusieurs études de liaison
(Noguchi et al., 1997; Palmer et al., 1998 ; Hizawa et al., 1998 ; Ober et al., 1998). L’IL-4
est un géne polymorphe avec un nombre important de SNPs qui ont été rapportés dans de
nombreuses études (Uboldi de Capei., 2002 ; Gyan et al.,2004 ; Verra et al.,2004 ; Lai et
al., 2005 ; Scorpil et al., 2007 ; Amirzargar et al., 2007; Miaskowski ef al., 2012). Parmi
eux, quelques uns ont été associés a l'asthme et a l'atopie (Kawashima et al., 1998; Beghé et
al., 2003; Lu et al., 2011; Chiang et al., 2012). Le SNP étudié dans la présente étude IL-4 (-
590C/T) (rs2243250), est le plus connu, lequel résulte du changement de base (cytosine par
thymine) a la position -590 du promoteur. Les études ont montré qu'une substitution de
I’allele -590C par I’allele -590T, entraine la transition d'un site de liaison faible pour le facteur
de transcription NF-AT1 (GGAGAA) vers un site de liaison plus fort (GGAAAA), ce qui
influence la régulation transcriptionnelle de 11L-4 (Nguyen et al., 2004). Un tel
polymorphisme fonctionnel dans le géne IL-4, peut élever les niveaux de IL-4 et influence
ainsi les événements dépendants de 1'lL-4 qui déterminent la progression de la maladie.
Plusieurs études récentes, ont démontré une association de l'allele T a la position -590 du
geéne de ['IL-4 avec l'asthme et l'atopie. En 1995, Rosenwasser et al., ont d'abord rapporté une
association entre le polymorphisme IL-4 (-590 C / T) et des niveaux sériques d'IgE totale dans
la population américaine. Depuis leurs travaux, plusieurs articles ont rapporté des études sur
l'association de ce polymorphisme avec 1'asthme (Kawashima et al., 1998; Zhu et al., 2000 ;
Snadford et al ., 2000 ; Beghé et al., 2003 ; et al. 2004 ; Trajkov et al.,2008; Amirzargar
et al.,2009; Lu et al.,2011; Chiang et al.,2012; Micheal et al.,2013; Caniatti et al.,2014;
Dahmani ef al., 2016).
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La distribution allélique du polymorphisme /L-4 (-590C/T) dans la population des témoins, a
révélé que Dallele -590C représente ’alléle majeur (0,83) tandis que 1’allele -S90T représente
I’allele mineur (0,17). La fréquence de 1’allele mineur de ce ‘polymorphisme est
particulierement identique de celle d’une population de I’ouest algérien (région de Chlef)
(0,18) (Ziani et Baba Hamed, 2016), de la population italienne (0,18) (Verra et al., 2004),
des Pays-Bas (0,18) (Paffen et al., 2008), allemande (0,17) ( Schwarz et al., 2006), des
Etats-Unis (0,16) (Donfack et al., 2005), espagnole (Urcelay et al., 2005), taiwanaise (0,18)
(Su et al, 2012) et iranienne (0,18) (Rad ef al., 2010). Elle est proche de celles des
populations polonaise (0,15) (Pawlik et al., 2005), norvégienne (0,15) (Ekstrom et al., 2002),
de la Nouvelle-Zélande et anglaise (0,14) (Hunt et al., 2000 ; ef al., 1999; Beghé et al.,
2003), tandis qu'elle est plus élevée que celle décrite chez les populations jordanienne et
portugaise (0,1) ( Attab et al., 2008 ; Berenguer et al.,2014) . D'autre part, cette fréquence
est inférieure a celle rapportée dans les populations: suédoise (0,27) (Gyan et al.,2004),
macédonienne (0,34) (Trajkov et al., 2008), indienne et brésilienne (0,35) (Jha et al.,2012;
Caniatti et al.,2014), pakistanaise (0,39) (Michel et al., 2013) et une population de 1’est
algérien (Dahmani et al.,2016). Toutefois, il a été rapporté dans d’autres études, que 1’allele
mineur est I’allele -590C au lieu de I"allele -590T dans les populations: mexicaine (0,59)
(Lopez et al., 2007), japonaise (0,70) (Tanaka et al.,2001), koweitienne et malienne (0,76)
(Hijazi et Haider, 2000; Toure et al., 2012), taiwanaise (0,78) (Hsieh et al., 2002),
coréenne (0,81) (Jun et al., 2002) et chinoise (0,83) (Lu ef al.,2014) (Tableau 21).

Les résultats de 1’analyse d’association nous a permis d’observer une augmentation de 1’all¢le
mineur T chez les cas d’asthme comparé aux témoins. Cependant, cette augmentation est non
statistiquement significative (p=0,055), ce résultat nous a permis de suggérer que le
polymorphisme du promoteur IL-4 & la position -590 ne semble pas étre associé a l'asthme
dans la population oranaise étudiée. Nos résultats supportent de nombreuses études sur
différentes populations qui n'ont pas trouvé une forte association de ce polymorphisme avec
I'asthme. Dans une population koweitienne, Hijazi et Haidar (2000), ont échoué a trouver
une association significative du polymorphisme IL-4 -590 avec 1'asthme. Ce SNP n'a pas été
associé a l'asthme également dans les populations jordanienne (Attab et al., 2008),
saoudienne (Hussein ef al., 2016), australienne (Elliott et al., 2001), chinoise (Cui et al.,
2003 ; Ramphul ef al., 2014), iranienne (Kamali-Sarvestani et al., 2007; Rad ef al., 2010;
Daneshmandi et al., 2011), italienne (Rigoli et al., 2004), russe (Freiden et al.,2002),
britannique (Walley et Cookson, 1996), espagnole (De Faria et al.,2008), indienne
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(Nagarkatti et al. 2004; Bijanadeh et al., 2010) et mexicaine (Lopez et al., 2007). En
revanche, deux études cas/témoins menées sur la population algérienne, ont trouvé une
association significative entre ce polymorphisme et I’asthme (Ziani et Baba Hamed, 2016;
Dahmani et al., 2016), En outre, une autre étude a montré 1’association de ce polymorphisme
avec I’asthme et le taux des IgE totaux chez des enfants allemands asthmatiques (Kabesch et
al., 2006). De méme, Micheal et al.(2013), ont montré une association significative de ’all¢le
-590 T avec l'asthme et la rhinite allergique dans une population pakistanais. Ainsi, cette
association a été rapportée chez des populations japonaise (Kawashima ef al., 1998),
iranienne (Farahabadi et al.,2007; Amirzargar et al., 2009), des Etats-Unis (Basehore,
2004; Donfack et al., 2005), macédonienne (Trajkov et al., 2008), chinoise ( Lu ef al.,2011),
taiwanaise (Beghé et al.,2003; Chiang et al.,2012), brésilienne (Caniatti et al.,2014),
portugaise (Berneguer et al., 2014) et de la Colombie Britannique (Sandford et al., 2000).
De plus, en 2008, Li et al., ont réalisé une méta-analyse portant sur 14 études cas/témoins
regroupant 2401 cas et 3205 contrdles. Les résultats de cette analyse ont montré que I’alléle T
du polymorphisme 1I-4 (-590 C/T), pourrait contribuer au développement de 1’asthme. En
2014, une seconde méta-analyse portant sur 21 études cas/témoins regroupant pres de 6421
cas d’asthme et 4755 témoins, a confirmé ces résultats dans les populations européennes

(Tang et al., 2014).

Nos résultats concernant le polymorphisme /-4 (-590 C/T) ne permettent pas de confirmer
les associations observées dans d'autres populations, mais permettent de se rallier aux autres
études ol ce variant de 1'lLL4 n'a pas été associé a 'asthme ou a ses phénotypes reliés (Walley
et Cookson, 1996; Hijazi et Haidar, 2000 ; Heinzmann et al, 2000a ; Attab ef al., 2008 ;
Hussein et al., 2016 ). Dans la plupart des études d'association rapportées, 1'allele muté du
géne IL4 est associé a une augmentation de l'expression du géne (Noguchi ef al, 1998).
L'explication serait que la dite mutation (-590 C/T) favoriserait l'activité du promoteur afin de
permettre la surproduction d'IL-4 dans les différents tissus (Kawashima et al., 1998). Ainsi,
on pourrait déduire que cette mutation serait responsable de la surproduction d'IL-4 observée
dans les tissus bronchiques de sujets asthmatiques (Humbert et al, 1996). 11 est possible que
le polymorphisme /-4 (-590 C/T) soit suffisant, mais non nécessaire a une surexpression
d'IL-4 dans le tissu bronchique d'asthmatique. Des études génétiques haplotypiques utilisant
d'autres SNPs et des études fonctionnelles supplémentaires seraient nécessaires afin de
déterminer le role exact de I’IL-4 dans l'asthme et aussi, afin de confirmer si ce géne est

réellement un geéne de susceptibilité a I'asthme.
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L’analyse de la distribution génotypique et allelique du polymorphisme IL-4 (-590C/T) en
terme du sexe chez les cas d’asthme a révélé une augmentation significative de 1’alléle muté
-590T chez les femmes asthmatiques (p<0,05) par rapport aux hommes. Notre résultat ne
concorde pas avec les travaux de (Daneshmandi et al., 2011), qui n’ont pas pu trouver une
différence statistiquement significative dans la distribution des fréquences génotypiques et
alléliques de ce polymorphisme en fonction du sexe chez la population iranienne. Dans la
méme étude, Daneshmandi et al., n’ont pas trouvé une association significative entre 1’all¢le
muté -590T et I’asthme en fonction de la présence des antécédents familiaux, ce qui concorde
avec nos résultats (p>0,05).

L’étude d’association entre le polymorphisme -590C/T du géne d’IL-4 et les antécédents
personnels allergiques au sein de la population des cas a révélé une différence statistiquement
significative dans la distribution des fréquences génotypiques et alléliques de ce
polymorphisme en fonction de la présence d’un historique personnel allergique. Nos résultats
concordes avec d’autres études qui ont rapportés une association significative entre ce
polymorphisme et les antécédents allergiques chez les sujets asthmatiques (He et al., 2003 ;
Qiao et al., 2005; Lu et al., 2011), notamment une étude qui a été mené sur la population
algérienne par Dahmani et al., (2016), ou les chercheurs ont trouvé une forte association
entre le génotype homozygote muté TT et la présences d’antécédents allergiques chez les

asthmatiques .
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Tableau 24 : Distribution allélique du polymorphisme IL-14 (-590C/T) dans les différentes

populations étudiées dans le monde.

Année  L’ethnie Pays Nombre Fréquence Fréquence Références
de témoin de I’alléle de Dalléle
(n) C T
1998 Asiatique Japon 215 0,30 0,70 Kawashima et al., 1998
1999 Caucasien Angleterre 101 0,86 0,14 Mullighan ef al., 1999
2000 Arabe Kuwait 83 0,24 0,76 Hijazi et Haider, 2000
2000 Caucasien Nouvelle Zélande 101 0,86 0,14 Hunt et al., 2000
2000 Caucasien Colombie 143 0,87 0,13 Sandford et al., 2000
Britannique
2001 Caucasien Pays-Bas 36 0,77 0,23 Bijlsma et al., 2002
2001 Asiatique Japon 116 0,32 0,68 Tanaka et al., 2001
2002 Asiatique Iran 42 0,77 0,23 Kamail-Sarvestani ef al.,2002
2002 Caucasien Norvege 4000 0,85 0,15 Ekstrom et al., 2002
2002 Américain Brésil 114 0,63 0,37 Scarel-Caminaga ef al., 2003
2002 Asiatique Corée du Sud 165 0,19 0,81 Jun et al., 2002
2002 Asiatique Taiwan 103 0,22 0,78 Beghé et al., 2002
2002 Caucasien Russie 64 0,61 0,39 Freiden et al., 2002
2002 Caucasien Tadjikistan 33 0,65 0,35 Freiden et al., 2002
2003 Caucasien Royaume-Uni 182 0,86 0,14 Sivalingam et al., 2003
2003 Caucasien Italie 140 0,89 0,11 Uboldi de Capei et al., 2003
2004 Caucasien Etats-Unis 245 0,86 0,14 Basehore et al., 2004
2004 Africain- Etats-Unis 269 0,33 0,67 Basehore et al., 2004
American
2004 Hispanique =~ Mexique 130 0,65 0,35 Basehore et al., 2004
2004 Caucasien Italie 280 0,82 0,18 Verra et al., 2004
2004 Caucasien Suede 135 0,73 0,27 Gyan et al., 2004
2005 Asiatique Malaisie 54 0,40 0,60 Zhang et al., 2005
2005 Caucasien Espagne 354 0,84 0,16 Urcelay et al., 2005
2005 Caucasien Pologne 410 0,80 0,20 Kurzawaki et al., 2005
2005 Caucasien Allemagne 347 0,69 0,31 Haas et al., 2005
2005 Caucasien Etats-Unis 205 0,84 0,16 Donfack et al., 2005
2005 Asiatique Iran 40 0,65 0,35 Amirzargar et al., 2005
2005 Asiatique Taiwan 163 0,20 0,80 Chou et al., 2005
2005 Asiatique Chine 103 0,22 0,78 Wau et al., 2005
2005 Caucasien Pologne 102 0,85 0,15 Pawlik et al., 2005
2006 Caucasien Grece 63 0,76 0,24 Vairaktaris et al., 2006
2006 Caucasien Russie 68 0,58 0,42 Gervaziev et al., 2006
2006 Caucasien Allemagne 251 0,83 0,17 Schwarz et al., 2006
2006 Caucasien Italie 280 0,89 0,11 De Filippi et al., 2006
2006 Asiatique Inde 127 0,89 0,11 Vidyarani et al., 2006
2007 Américain Mexique 54 0,47 0,53 Lopez et al., 2006
2007 Asiatique Hong Kong 170 0,22 0,78 Mak et al., 2007
2007 Asiatique Iran 139 0,54 0,46 Amirzargar et al., 2007
2007 Caucasien Allemagne 103 0,84 0,16 Skorpil et al., 2007
2007 Caucasien République Tcheque 102 0,85 0,15 Skorpil et al., 2007
2007 Asiatique Iran 50 0,88 0,12 Hosseini-Farahabadi et al.,
2007
2007 Asiatique Chine 119 0,20 0,80 Shiau et al., 2007

2008 Arabe Jordanie 40 0,90 0,10 Attab et al., 2008
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2008 Caucasien Macédoine 301 0,66 0,34 Trjkov et al., 2008

2008 Caucasien Pays-Bas 282 0,82 0,18 Paffen et al., 2008

2010 Asiatique Iran 109 0,82 0,18 Rad et al., 2010

2011 Caucasien Etats-Unis 298 0,88 0,12 Baye et al., 2011

2011 Africain- Etats-Unis 55 0,53 0,47 Baye et al., 2011
Américain

2011 Asiatique Chine 275 0,24 0,76 Lu et al., 2011

2012 Asiatique Inde 156 0,65 0,35 Jha et al., 2012

2012 Asiatique Taiwan 106 0,23 0,77 Chiang et al., 2012

2012 Africain Mali 450 0,24 0,76 Toure et al., 2012

2012 Asiatique Taiwan 1075 0,82 0,18 Su etal, 2012

2012 Asiatique Iran 124 0,86 0,14 Daneshmandi et al., 2012

1013 Asiatique Pakistan 120 0,61 0,39 Micheal et al., 2013

2014 Asiatique Chine 170 0,17 0,83 Lu etal.,2014

2014 Américain Brésil 116 0,65 0,35 Caniatti et al., 2014

2014 Caucasien Portugal 105 0,90 0,1 Berenguer et al., 2014

2014 Asiatique Chine 298 0,20 0,80 Li etal., 2014

2016 Arabe Algérie 80 0,61 0,39 Dahmani et al., 2016

2016 Arabe Algérie 100 0,82 0,18 Ziani et Baba Hamed, 2016

2016 Américain Mexique 200 0,56 0,44 Torres-poveda ef al., 2016
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5- Le polymorphisme +874 A/T du gene d’interféron-y

L’INF-y appartient a la famille des interférons de type II. C’est une cytokine sécrétée par
les lymphocytes T, NKT, B et les cellules présentatrices d’antigéne (Lee et al., 2012). Elle
joue un role crucial dans 1’activation des macrophages, I’inflammation, la défense de I’hdte
contre les pathogenes intracellulaires, la réponse Thl et le controle des tumeurs (Stark,
2007). Le gene d’IFNy est situé sur le chromosome 12924 couvrant 5,4 kb, il est composé de
4 exons et 3 introns (Gray et Goeddel, 1982). La région codante du gene d’IFN-y, est
invariante, sans polymorphismes rapportés (Hayden et al, 1997). Cependant, il existe
quelques SNPs dans la région non-codante du gene (pravica ef al., 1999). Le plus important
est le +874 A/T qui est situé¢ a I’extrémité 5’de la région répétitif CA (Nieters et al., 2001). 11
a ¢t¢ montré que l’allele T de ce polymorphisme est lié & une forte expression du geéne
d’interféron-y. En effet, la présence de ce polymorphisme crée un site de liaison au facteur
nucléaire-KB (NF-KB), ce dernier, se lie préférentiellement a 1’allele T et il est corrélé a une
forte production d’interféron y (Pravica ef al., 2000). Cette liaison préférentielle a I’alléle T,
suggere que la variabilité génétiquement déterminée de l'expression de I'[FN pourrait €tre
importante pour la réponse inflammatoire activée par la voie NF-kB. Le polymorphisme IFN-
v (+874A/T), a été montré d’étre associ¢ a 1’asthme et d’autres maladies inflammatoires dans
différentes études (Li et al, 2007 ; Hussein et al., 2009; Bermudez et al., 2012; Abd-
ElShafy et al., 2014; Huang et al., 2014; Yao et al., 2015).

D’apres I’analyse de la distribution allélique du polymorphisme IFN-y (+874A/T) dans la
population témoin, 1’allele +874A, représente 1’allele majeur avec une fréquence de 0,53
tandis que 1’allele +874 T représente I’allele mineur et sa fréquence (MAF) est égale a 0,47.
Cette fréquence est similaire a celle retrouvée dans les populations britannique, (0,47)
(Howell et al., 2003), croate (0, 47) (Etokebe et al., 2006), des Etats-Unis (0,47) (Hoffmann
et al., 2002; Hoffmann et al., 2004), brésilienne (0,47) (do Carmo et al., 2012), iranienne
(0,47) (Tamandani et al.,2014), indienne (Jain et al., 2017) et francaise (0,48) (Ghesquieres
et al., 2013), elle est proche de celles des populations : italienne (0,49) (Pes et al., 2004 ;
Forte et al., 2009), chinoise et indienne (0,45) (Gao et al., 2009 ; Gangwar et al., 2009),
espagnole (0,44) (Lopez-Maderuelo ef al., 2003), suédoise et turque (0,43) (Dilek et al.,
2009 ; Ivansson et al., 2010) et tunisienne (0,50) (Bouzgarrou et al., 2009). Cette fréquence
est plus ¢levée que celle décrite chez les populations d’Argentine (0,41) (Prigoshin et al.,

2004), finlandaise et syrienne (0,39) (Pertovaara et al., 2007 ; Al Kadi et al.,2017),
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allemande (0,38) (Pullat et al., 2007), pakistanaise (0,37) (Ansari et al.,2011), saoudienne
(0,33) (Al-Mohaya et al. 2016), sénégalienne (0,17) (Cooke et al. 2006) coréenne (0,13)
(Cheong et al.,2006) et japonaise (0,1) (Migita et al.,2005). Inversement, d’autres études ont
rapporté que 1’alléle mineur est 1’alléle +874A au lieu de ’alléle +874T dans les populations
égyptienne (0,80) (Abd-Elshafy et al.,2015), taiwanaise (0,85) (Lee et al., 2013), chinoise
(0,84) (Wang et al., 2014), des Pays-Bas (0,61) (Boer et al., 2011) et macédonienne
(Trajkov et al., 2009) (Tableau 22).

Tres peu d’études d’association se sont intéressées a évaluer I’impact du polymorphisme +874
A/T du gene IFN sur la susceptibilité et le développement d’asthme. Dans la présente étude,
nos résultats n’ont pas abouti a une association significative entre ce SNP et le risque
d’asthme dans notre population. En effet, la comparaison de la distribution génotypique et
allelique du polymorphisme IFN-y (+874 A/T) entre les cas et les témoins a révélé une
augmentation du génotype AA et de I’allele +874A chez les asthmatiques par rapport aux
témoins (32%, 25% respectivement), Cependant, ce résultat n'a pas atteint la signification
statistique requise pour établir une association certaine entre les deux (p>0,05). Ceci est en
accord avec les conclusions d’autres études réalisées dans d’autres groupes ethniques. Cette
absence d’association a été montrée notamment dans les populations iranienne (Rad et al.,
2010; Daneshmandi et al., 2012), macédonienne (Stavric et al., 2012), des Etats-Unis
(Loisel et al., 2011) et allemande (von Ohly, 2006). En revanche, deux études cas/témoins
menées sur la population égyptienne ont indiqué que l'allele +874 A est fortement associé a
I’asthme (Hussein et al., 2009 ; Abd-Elshafy et al., 2015). En outre, une autre étude a
montré que cet allele est associé a I’asthme atopique chez la population saoudienne (Husein
et al., 2014). De méme, les résultats de Li et ses collaborateurs en 2007, ont montré que
l'allele +874A a été associé a une augmentation significative du risque d’asthme dans la
population chinoise. De plus, une premieére méta-analyse portant sur 9 études cas/témoins
regroupant pres de 470 cas d’asthme et 517 témoins, a suggéré une possible association de ce
polymorphisme avec le risque d’asthme (Huang et al., 2014). En 2015, Yao ef al., ont réalisé
une seconde méta-analyse portant sur 5 études et regroupant 350 cas et 454 témoins. Les
résultats de cette analyse, ont montré que 1’allele +874 A pourrait contribuer a la susceptibilité
de I’asthme.

Dans le présent travail, le variant +874A/T du geéne IFN-y n'est pas associé a l'asthme dans la
population étudiée. Cependant, ces résultats ne permettent pas d’exclure son role dans la

physiopathologie de 1’asthme. Il se pourrait que le SNP IFN-y (+874 A/T) ne soit pas
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suffisant a lui seul pour induire le développement de la maladie, mais ceci pourrait €tre
possible s'il était en déséquilibre de liaison avec un ou plusieurs autres SNPs (des analyses

haplotypiques seraient nécessaires pour vérifier cette hypothése).

Concernant 1’étude de 1’association entre le polymorphisme IFN-y (+874A/T) et le sexe chez
les asthmatiques, nous n’avons pas trouvé une différence statistiquement significative dans la
distribution des fréquences génotypiques et alléliques de ce polymorphisme en fonction de ce
facteur de risque. Cette constatation concorde avec les observations de Daneshhmandi et al.,
(2011), L’¢étude menée sur une population iranienne constituée de 81 patients d’asthme et 124
témoins, n’a pas révélé une association significative entre le polymorphisme IFN-y (+874A/T)
en fonction du sexe. Ce résultat a été confirmé par Abd-Elshafy et al., (2015) sur la
population égyptienne. En revanche, une étude cas/témoins menée sur une population des
Etats-Unis a noté une forte prévalence de I’alléle + 874A chez les femmes asthmatiques
comparées aux hommes (Loisel et al., 2011).

D'autre part, notre étude nous a révélé une différence statistiquement significative dans la
distribution des fréquences alléliques de 1'I/FN-y (+874A/T) chez des patients d’asthme en
terme de présence ou absence d’antécédents familiaux. L’allele +874A était significativement
plus fréquent chez les patients d’asthme ne possédant des antécédents familiaux d’asthme
comparés aux asthmatiques ayant des antécédents familiaux de la maladie. Cependant, la
distribution des fréquences génotypiques n’a pas été statistiquement significative (p>0,05).
Notre résultat ne concorde pas avec les travaux de Daneshhmandi et al., (2011) qui n’ont pas
révélé une forte association entre le polymorphisme +874A/T du géne IFN-y et ’asthme en
fonction des antécédents familiaux de la maladie d’asthme.

En ce qui concerne I’analyse de la distribution des fréquences génotypiques et alleliques chez
les cas d’asthme en fonction de la présence ou I’absence des antécédents personnels
allergiques, nos résultats n’aboutissent a aucune association significative entre ce
polymorphisme et I’existence des antécédents personnels allergiques. Ceci est en accord avec

les observations notées sur la population iranienne (Daneshhmandi et al., 2011).

Finalement, les résultats de la présente étude ne sont toutefois que tout a fait préliminaires. Ils
correspondent a une étude plus exploratoire que confirmatoire. La comparaison de nos
résultats avec d’autres études et la divergence des conclusions dans les différentes populations
est probablement la conséquente d’un co6té, a la différence entre les tailles des échantillons

étudiés par chaque équipe et d’un autre c6té, de la variation de la fréquence des alleles de ces
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polymorphismes entre différentes populations ethniques. De plus, bien que l'accent n'ait pas
été mis sur les facteurs environnementaux pour ce travail, leur importance est fondamentale
dans le développement du trait complexe que représente 1’asthme. A cet effet, il faudra

effectuer des analyses d'interaction gene-environnement afin de mesurer l'impact que

représente leur exposition.
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Tableau 25 : Distribution allelique du polymorphisme IFN-y (+874A/T) dans les différentes

études cas/témoins.

Année  Groupe Pays Nombre Fréquence Fréquence Références

ethnique de témoins de I’alléle de Dalléle

(n) A T

2002 Caucasien Etats-Unis 186 0,53 0,47 Hoffmann et al., 2002
2003 Caucasien Espagne 100 0,56 0,44 Lopez-Maderuelo et al., 2003
2003 Caucasien Royaume-Uni 164 0,53 0,47 Howell et al., 2003
2003 Africain Sud-Afrique 140 0,84 0,16 Govan et al., 2003
2004 Caucasien Italie 94 0,51 0,49 Pes et al.,2004
2004 Caucasien Etats-Unis 264 0,53 0,47 Hofmann et al., 2004
2004 Américain Argentine 106 0,59 0,41 Prigoshin et al., 2004
2005 Asiatique Taiwan 70 0,45 0,55 Dai et al., 2005
2005 Asiatique Japon 188 0,90 0,10 Migita et al., 2005
2005 Américain Brésille 106 0,59 0,41 Visentainer et al., 2005
2005 Caucasien Finlande 63 0,61 0,39 Pertovaara et al., 2005
2006 Asiatique Iran 145 0,54 0,46 Kamali-Sarvestani et al., 2006
2006 Caucasien Turquie 50 0,63 0,37 Oral et al., 2006
2006 Asiatique Chine 449 0,66 0,34 Chong et al., 2006
2006 Asiatique Inde 127 0,64 0,36 Vidyarani et al., 2006
2006 Caucasien Angleterre 164 0,47 0,53 Dashash et al., 2006
2006 Caucasien Croatie 519 0,53 0,47 Etokebe et al., 2006
2006 Asiatique Corée du sud 201 0,87 0,13 Cheong et al., 2006
2007 Américain Brésil 266 0,58 0,42 Amim et al., 2007
2007 Caucasien Allemagne 19 0,62 0,38 Pullat et al., 2007
2007 Caucasien ITtalie 96 0,58 0,42 Falleti et al., 2007
2008 Asiatique Inde 230 0,73 0,27 Kordi et al., 2008
2009 Caucasien Tunisie 113 0,50 0,50 Bouzgarrou et al., 2009
2009 Caucasien Turquie 126 0,57 0,43 Dilek et al., 2009
2009 Caucasien ITtalie 288 0,51 0,49 Forte et al., 2009
2009 Asiatique Chine 74 0,55 0,45 Gao et al., 2009
2009 Caucasien Turquie 85 0,64 0,34 Karaoglan et al., 2009
2009 Asiatique Inde 230 0,55 0,45 Gangwar et al., 2009
2009 Caucasien Macédoine 301 0,48 0,52 Trajkov et al., 2009
2009 Américain Brésil 191 0,56 0,44 Wastowski et al., 2009
2009 Finlande Finlande 176 0,64 0,36 Ohman et al., 2009
2009 Caucasien Italie 66 0,48 0,52 Bevilacqua et al., 2009
2009 Caucasien Egypte 25 0,10 0,90 Hussein et al., 2009
2010 Caucasien Suede 802 0,57 0,43 Ivansson et al., 2010
2010 Asiatique Chine 369 0,61 0,39 Chang et al., 2010
2010 Asiatique Iran 109 0,51 0,49 Rad et al., 2010
2010 Caucasien Egypte 118 0,30 0,70 Mosaad et al., 2010-
2011 Caucasien Pays-Bas 61 0,39 0,61 Boer et al., 2011
2011 Asiatique Pakistan 166 0,63 0,37 Ansari et al., 2011
2011 Asiatique Chine 200 0,57 0,43 Wang et al., 2011
2012 Caucasien Espagne 1243 0,50 0,50 Garcia-Bermudez et al., 2012
2012 Caucasien Pays-Bas 300 0,46 0,54 Johnson et al., 2012

2012 Mixte Brésille 76 0,53 0,47 Do Carmo et al., 2012
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Le premier objectif de cette étude était d’évaluer la fréquence des polymorphismes
(SNPs) IL-18(-137G/C), IL-18(-607C/A), IL-4(-950C/T) et IFN-y (+874A/T) dans un
échantillon d’individus sains de la population de I’Ouest algérien. Ces polymorphismes sont
également étudiés par rapport a leur association avec la susceptibilité et le développement de
la maladie d’asthme allergique. L’impact de quelques facteurs de risque liés a 1’hote (sexe,
antécédents familiaux d’asthme et antécédents personnels allergiques) sur la distribution des
fréquences génotypiques et alleliques des polymorphismes étudiés au sein du groupe des
asthmatiques est aussi recherché.

La recherche des fréquences de ces SNPs chez la population des témoins a révélé que les
alleles mineurs des polymorphismes IL-18(-137G/C), IL-18(-607C/A), IL-4(-950C/T) et IFN-
y (+874A/T), sont respectivement les alleles: -137C, -607A, -590T et +874T.
L’étude d’association entre les quatre polymorphismes étudiés dans cette thése avec la
susceptibilité de la maladie asthmatique, a permis de suggérer que dans notre population de
I’ouest algérien:
e Le polymorphisme /L-18(-137G/C) étudié sur une population de 340 individus (170
cas et 170 témoins) et le polymorphisme IL-18(-607C/A) analysé sur un échantillon de

353sujets (173 cas et 180 témoins), sont associés a la pathologie de I’asthme.

e Le polymorphisme -590 C/T du gene dinterleukine-4 testé sur une population de 358
individus (176 cas et 182 témoins) et le polymorphisme +874A/T du gene
d’interferon-y étudié sur un échantillon de 168 cas et 173 témoins, ne sont pas associés

a I’asthme dans la population de la wilaya d’Oran.

Concernant 1’analyse de I’impact des facteurs de risque sur la distribution des fréquences
génotypiques et alleliques des polymorphismes étudiés chez les patients d’asthme, nous avons
constaté que:
e Les alleles mutés -137C, -607A et -590T des polymorphismes IL-18(-137G/C), IL-
18(-607C/A) et IL-4(-950C/T) respectivement sont associ€s au sexe féminin chez la
population d’asthmatique étudiée. Par contre aucune association par rapport au sexe

n’est trouvé concernant le polymorphisme IFN-y (+874A/T).
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e Les polymorphismes IL-18(-137G/C), IL-18(-607C/A) et IFN-y (+874A/T) sont
associés aux antécédents familiaux d’asthme dans la population des asthmatique. par
contre aucune association n’est trouvée entre le polymorphisme IL-4 (-590C/T) et ce

facteur de risque

e Le polymorphisme IL-4 (-590C/T) est associé a la présence des antécédents
personnels allergique au sein du groupe des cas. Cependant, 1’étude statistique n’a

révélé aucune association entre les autres polymorphismes et ce facteur de risque.

Notre étude s’inscrit suite a une longue liste de travaux qui consiste a étudier les déterminants
de la susceptibilité génétique de la pathologie de 1’asthme. En revanche celle-ci représente la
premicre étude ayant caractérisé les polymorphismes IL-18(-137G/C), IL-18(-607C/A), IL-4(-
950C/T) et IFN-y (+874A/T) dans la population oranaise.

De plus, la comparaison de la distribution des fréquences des différents polymorphismes
¢tudiés avec celles des populations d’origines ethniques différentes, nous a permis, de
caractériser notre population et de la positionner par rapport a d’autres populations. En outre,
toutes les données obtenues dans cette étude sur la distribution des différents alleles de chacun
des genes des cytokines explorés dans notre population témoin, peuvent dorénavant étre mises
a profit afin de rechercher d’autres associations avec d’autres pathologies inflammatoires ou
non qui font intervenir ces mémes genes.

En perspectives, notre étude devrait étre complétée par I’exploration d’un échantillon plus
important des cas et des témoins afin de confirmer ou d’infirmer les associations révélées par
cette étude. Par ailleurs, il serait nécessaire d’étudier d’autres polymorphismes localisés sur
ces mémes genes et d'autres génes candidats pour la pathologie de 1’asthme qui présentent des
polymorphismes dont I’impact a été démontré sur la susceptibilité et le développement de la
maladie. Il serait également intéressant de compléter ces études par des dosages biochimiques
explorant I’effet des ces polymorphismes sur la production des différents cytokines impliqués
dans la pathophysiologie d’asthme. Il serait également intéressant d’étudier I’interaction
genes-environnement, sachant qu’une bonne caractérisation des interactions entre des facteurs
environnementaux et génétiques, constitue un élément clé dans la compréhension des
maladies complexes.

Finalement, hormis les acquis sur le plan scientifique, cette étude nous a permis sur le plan
technique, d’acquérir des compétences dans le domaine de I’épidémiologie génétique, ces
connaissances pourraient toutefois étre exploitées lors d’études futures sur d’autres

pathologies et/ou d’autres populations.
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Association study between-137 G/C IL-18
polymorphism and asthma in a sample of Algerian
population
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Abstract

Like other allergic diseases, asthma results from multiple conditions. Its
susceptibility and severity are mediated by both environmental and genetic
factors. In asthma studies, the important work is realization of the genetic
background and identification of genetic factors resulting in asthma
development and phenomena. Here, we investigated whether the single
nucleotide polymorphism IL-18 (-137G/C) is associated with asthma in
Algerian population. IL-18 (-137G/C) SNP was detected by polymerase chain
reaction with sequence specific primers analysis (PCR-SSP) in 170 patients
with asthma and 170 normal controls. Our results showed a significant
difference in the genotype distribution of IL-18 SNP between asthma
patients and controls (x2 = 10.80, P = 0.005). The Allelic frequency of the G
allele was significantly higher in the asthma group compared to the controls
(x2 = 10.468, P = 0.001, OR = 1.694, 95% CI (1.230-2.335). The results revealed
that there is a possible association of IL-18 (-137G/C) with asthma in the
studied population. This polymorphism can be considered as a marker of
susceptibility to asthma. More studies in larger populations are needed to
confirm our results.
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INTRODUCTION
Asthma is a multifactorial respiratory disease caused by a

interaction of multiple susceptibility genetic and
environmental factors, which is associated with Th2 and

cells (Sivalingam et al., 2003). IL-18 is a member of the
IL-1 family that was originally described as IFN-y-inducing
factor; it is generally considered to be involved in the T-

Th1 cytokines (Ma et al., 2012).

Whole-genome scan analyses have revealed that
SNP in chromosomal regions 11p15, 1113, 11g12-13
(Daniels et al., 1996) and 11922 (Koppelman et al., 2002)
are possibly linked to asthma and atopy (Liang et al.,
2005). Besides, interleukin 18 (I-18), located on
chromosome 11q22, 2-22.3, it regulates the Th1/Th2
balance, and it is considered as a candidate asthma
susceptibility gene (Lachheb et al., 2007). IL -18 is a pro-
inflammatory cytokine that is produced by a wide range of
cells such as monocytes, macrophages and dendritic

helper type 1 mediated immune response and it inhibits
IgE synthesis, usually by acting synergistically with IL-12.
IL-18 is essential for the host's defense against bacteria,
fungi, protozoa and viruses through the induction of host-
derived IFN-y. On the other hand, IL-18 might also initiate
Th2 responses with production of IgE via the stimulation
of IL-4 and IL-13 synthesis in mast cells and basophils
under certain conditions, as measured by Th2 cytokine
production (Kim et al., 2007). Being involved in the pro -
inflammatory cytokine network, IL-18 could have an
important role in the development of inflammatory
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diseases including asthma. The involvement of this
cytokine in atopic disorders was supported by clinical and
epidemiological observations of increased circulating IL-
18 levels in the serum of patients during acute phase of
asthma (Giedraitis et al., 2001). It has been also
suggested that IL-18 may play a potential role to activate
immunologic responses and may reflect disease activity
inmild and moderate asthma exacerbation (Mahajan and
Mehta, 2006).

IL-18 gene promoter polymorphism genotypes have
been associated with variable levels of IL-18 mRNA
production and thus IFN-y production (Stassen et al,,
2003). The search for nuclectide variations in the
promoter region of the gene, able to affect IL-18
synthesis and IFN-y production, resulted in the
discovery of several new polymorphisms. One of them
is (- 137G>C) transversion, which modifies a
transcription binding site influencing the quantity of
transcribed mRNA (Boniotto et al., 2005). This SNP has
been shown to be associated with asthma in several
populations (Liang et al., 2005; Arimitsu et al., 2006;
Novak et al., 2005), but no previous study has reported
the association between this polymorphism and asthma
in Algeria. Because of that, the aim of this work was to
study the status IL-18 (-137G=>C) polymorphism and its
potential association with asthma in Algerian population.

SUBJECTS AND METHODS
Subjects

A total of 170 diagnosed asthmatic patients (68 males
and 102 females) and a total of 170 control subjects (108
males and 62 females) were included in this study. All
subjects were chosen from those visiting CHUO hospital
in western Algeria.

The asthmatic subjects are patients who suffer from
cough, wheezing and shoriness of breath, and they are
visiting the emergency unit for nebulization with typical
symptoms of asthma. The controls are healthy subjects
who don't have any history of asthma and do not suffer
from any chronic disease and did not have any allergic
disease. Written informed consent was obtained from all
participating subjects.

Blood collection

5 milliliters of peripheral blood samples were collected by
specialized nurses in the hospital and stored at -20°C
until DNA extraction.

Genomic DNA extraction

The genomic DNA from the blood subjects was extracted
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using a genomic DNA extraction kits (Stratagenelnc,
Canada) as per manufacturer procedure. The quality of
the extracted DNA was verified by running on 1.5%
agarose gel and detected by standard ethidium bromide
staining. The DNA samples were then stored at 4 °C until
needed.

Genotyping

The IL-18 (-137G>C) genotyping was performed using
polymerase chain reaction with specific primers (PCR-
SSP) assay, which uses identical amplification and
detection conditions, enabling rapid and cost-efficient
analysis of polymorphisms (Bagheri et al., 2006). This
technique utilizes sequence specific primers with 3'-end
mismatches and identifies the presence of specific allelic
variants through the PCR amplifications (Janssen et al.,
2004). a common reverse primer, 5-AGG AGG GCA
AAA TGC ACT GG-3, and two sequence-specific
forward primers, 5-CCC CAA CTT TTA CGG AAG
AAA AG-3 and 5-CCC CAACTT TTA

CGG AAG AAA AAC-3' were used to amplify a 261 bp
PCR product. A control forward primer, 5-CCA ATAGGA
CTG ATT ATT CCG CA-3', was used to amplify a 446 bp
fragment covering the polymorphic site as an internal
positive amplification control (Boraska et al., 2006). All
PCR reactions were performed in a total volume of 25 i,
containing 2 pl genomic DNA, 25 pl of 10X Taq
polymerase buffer, 2U of taq polymerase, 200uM of
dNTPs, 0.25 uM of the control forward primer and each
sequence specific primer and 0.5 uM of common reverse
primer. PCR reactions were performed in thermocycler
(Eppendorf, Germany) according to the following cycling
conditions:

2 min at 94 °C, followed by five cycles for 20 s at 94
°C, 1 min at 68 °C and 25 cycles of 20 s at 94 °C, 40 s at
62 °C, 40 s at 72 °C and a final elongation at 72 °C for 5
min. All PCR products were separated in 1.5 % agarose
gels stained with  ethidium bromide. Gels were
visualized under UV transillumination.

Statistical analysis

Data were analyzed with SPSS 21.0 software. All
genotype frequencies were tested for the Hardy-
Woeinberg equilibrium the fit to the equilibrium was tested

by calculating the )(2 test. Comparison of allelic
frequencies and genotypes among groups, and
association of this polymorphism with asthma were
examined for statistical significance with Chi square ()(2)
test. The quantification of the relative risk, the odds ratio
(OR) and the confidence interval (Cl) were calculated at
the 95% level. Statistical significance was assumed for P
values less than 0.05



Table 1. Baseline characteristics of all the subjects.
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Parameters Case (n=170) control (n=170) P-value
N(%) N(%)

Gender, M'F 68/102 (40/60) 108/62 (64/36) NS
Age Parental 45.35+14,326 35.62+12,033

45 (286) 28 (16) P<0.05
consanguinity
Personnal history 144 (85) 46 (27) P<0.05
Professional 65 (38) 31 (18) P<0.0001
Pollution
Air pollution 107 (63) 25 (15) P<0.0001
Professional pollution 108 (64) 47 (28) P<0.0001
Humidity 129 (76) 90 (53) P<0.0001
Tobacco smoke 41 (24) 78 (46) P<0.0001
Passive smoke 54 (32) 94 (55) P<0.0001
Urban / Rural 151/19 (89/11) 146/24 (86/14) NS
Environment Presence 40 (24) 22 (13) P<0.01
Animals at home
Parental history asthma 70 (41) 35 (21) P<0.0001

Table 2. The genotype and allele frequencies of IL-18 (-137G=C) polymorphism in asthma patients

and healthy controls

polymorphism Controls Asthma x2 P value (gsc;f:‘cn
N=170 Patients
%) N= 170 (%)
Genotype
GG 59 (35%) 87 (51%)
GC 86 (50%) 70 (41%) 1080 0.005
ccC 25 (15%) 13 (8%)
Alleie
G 204 (60%) 244 (72%) 10468 0.001 1694
C 136 (40%) 96 (28%) (12302335

RESULTS
Baseline characteristics

Patients and healthy controls characteristics are shown in
Table 1. The mean age of patients was 45.35+1.099
Versus 35.62+0.923 in the control group, and it was
statistically different between the two groups (p<0.005).
There was no statistical difference between asthma
patients and controls in term of gender and the
environment (rural or urban) factors. However there was
a significant difference with respect to the other
characteristics.

Detection of the IL-18 (-137 G>C) polymorphism

Genotype and allele frequencies for IL-18 (-137G>C)
polymorphism are summarized in table 2. The genotype

frequencies were in agreement with the Hardy-Weinberg
equilibrium.

The frequencies of the three genotypes among control
subjects were as follows: GG in 59 patients (35%), GC in
86 patients (50%) and CC in 25 patients (15%).

Whereas the frequencies among asthma patients
were: GG in 87 subjects (51%), GC in 70 subjects (41%)
and CC in 13 subjects (8%).

Genotypes frequencies distribution was significantly

different in asthma patients and controls ()(2 =10.80, P
= 0.005). The homozygous genotype GG was significantly
higher in asthmatic patients compared to the control
group. Carriers of the G allele were significantly more

frequent in asthmatic group than in controls (x2 = 10.468,
P = 0.001). We can suggest that the asthma patients
carrying the -137 G allele exhibited an increased risk of
developing asthma than controls (OR = 1.694, 95% ClI
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(1.230 -2.335 ))( table 2).

DISCUSSION

In the current study we investigated the association of
one promoter SNP of the IL -18, which is -137G/C with
asthma in Algerien population.

IL-18 is a proinflammatory cytokine that have a
promoting or inhibitory effect on the pathogenesis of
asthma (Okamura et al., 1995; Dinarello, 1999). IL-18
acts synergistically with IL-12 to promote immune
responses of the Th1 cell to produce IFN-y and to inhibit
IgE production (Kim et al., 2007). However, in the
absence of IL-12, IL-18 can induce IL-4, IL-13, and
histamine release by basophils and mast cells, Th2
differentiation by T cells, and IL-4 production by NK cells
and NKT cells (Yoshimoto et al., 1999; Yoshimoto et al.,
2000). It was also shown that IL-18 causes Thi cells to
produce IL-13, eotaxin, GM-CSF, and RANTES, which
led to eosinophilic inflammation and bronchial hyper-
reactivity in a mouse (Sugimoto et al., 2004). It has
been suggested that IL_18 may play an important role in
the pathophysiology of patients with asthma. Higher
serum levels of I1L-18 have been previously identified in
asthmatic subjects in comparison to healthy control
subjects (Giedraitis et al., 2001; Wong et al., 2001). IL-
18 gene maps to the chromosomal region 11q22.2-
g22.3 in a region suggested in many studies to be
associated with allergic diseases (Koppelman et al,
2002; Ober and Moffatt, 2000). The promoter region of
IL-18 gene contains multiple transcription initiation sites.
It was reported that IL-18 gene promoter polymorphisms
could influence IL-18 mRNA expression and thus affect
its serum levels (Giedraitis et al., 2001; Wong et al.,
2001; Wen et al, 2014). Position -137 of IL-18 gene
promoter fall within a potential histone H4 gene
transcription factor 1 (H4TF-1) binding site, with the C
allele possibly demolishing the binding site of H4TF-1,
as the resulting sequence is similar to a binding site for
unknown found in the granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) promoter (Takada et al,
2002). The functional consequence of the resulting -137
allele is a dramatic repression of the IL-18 promoter, as
well as activation of immune cells and inflammatory
response (Giedraitis et al., 2001; Wen et al., 2014). IL-
18 (-137G/C) polymorphism has been reported to
contribute to a variety of inflammatory diseases
including asthma, however, conflicting results have
been observed in various populations. Indeed, Berbian
et al studied the association of IL-18 (-137G/C)
polymorphism with asthma in Indian population, the
authors found a significant association of this
polymorphism with asthma in the studied population
(Birbian et al., 2013). Additionnaly, in a German
study, a population suffering from atopic eczema was
genotyped for IL-18 _137G/C promoter 1 polymorphism

Annexes

revealing significant association, with the highest allelic
frequency in patients with intrinsic and non-atopic
eczema, especially in patients with low serum IgE levels
(Novak et al., 2005). In the same population, the SNPs in
exon 1 (+133T/G and +127C/T), promoter 1 (-137G/C)
and in promoter 2 (_133C/G), showed significant
associations with high IgE levels (p < 0.005) conferring
increased risk towards allergic rhinitis (Kruse et al,
2003). Also in a Japanese population, IL-18- 137G/C
was positively associated with asthma and it was inferred
that there was genetic tendency to produce higher levels
of IL-18 cytokine by monocytes with _137G/C genotype,
which may contribute to the development of asthma and
allergic phenotypes (Arimitsu et al, 2006). The
association between _137G/C polymorphism has also
been confirmed with atopic asthma in a Swiss study
(Imboden et al., 2006b).

On the contrary, some studies report no association of
the -137 G/C polymorphism with asthma, as in a
Jordanian (Attab et al., 2008), German [30], and
Singaporean Chinese Malays populations (Liang et al.,
2005). Further, a meta-analysis conducted in the people
republic of china on five studies inducting 1883 cases
and 6645 controls reported no significant association
between asthma risk and the -137G/C polymorphism (Ma
etal, 2012).

In the present study a comparison of the
genotype frequencies of the -137 G/C polymorphism
between patients with asthma and controls reveals a

significant differences ()(2 = 10.80, P = 0.005), moreover
allelic frequency of the C allele was significantly higher in

asthmatic group (x2 = 10.468, P = 0.001). our finding are
in concordance with observations by Novak et al, which
revealed a significant association of this SNP with atopic
eczema in a German population (p<0.001, OR= 4.2824,
95% Cl (1.2413-14.7716) (Novak et al., 2005), similarly
Pawlik et al showed a significant association of -137 C
allele with the mild and moderate asthma in a Polish
population (p= 0.008) (Pawlik et al., 2007). Kruse et al
investigated the relationship between IL-18 (-137G>C)
polymorphism and specific sensitization to common
allergens and allergic rhinitis, the authors observed a
significant association of this polymorphism and IgE
levels and specific sensitization (p<0.005) (Kruse et al.,
2003).

CONCLUSION

Our results suggest that the C allele might be a risk factor
for asthma in this population. However, since our sample
size was relatively small, association or linkage study in
larger sample size is needed to confirm the obtained
results. Also, future studies should include the relatives of
asthma patients to be certain the association between
this SNP and the disease. Moreover, it may be interesting
to investigate the implication of other polymorphisms in
IL-18 gene that are in linkage disequilibrium with the IL-



18 (-137G/C) polymaorphism and that
responsible for the noted association.

might be
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Annexe 2 : Questionnaire
Questionnaire

Date du jour :

1-Etat civil :

-Nom et Prénom :

-Date de naissance :

-Sexe :

-Profession :

-Adresse :

-Téléphone (facultatif) :

2- Facteurs de risques personnels :

-Antécédents personnels allergiques : Oui
-Dermatite atopique : Oui
-Bronchite répétitive et sifflante : Oui
- Rhinite Allergique : Oui
-Allergie médicamenteuse : Oui

i

Si oui, quel médicament :

-Allergie alimentaire : Oui

Si oui, quel aliment :
-Antécédents familiaux allergiques : Oui

-Consanguinité Parental : Oui

3- Facteurs de risques environnementaux :

-Environnement : Urbain

- Pollution atmosphérique :

-Pollution domestique (par la poussiere, blattes, moisissures... ) :

-Pollution professionnelle (organique/chimique) :

-Humidité : Oui [ ]
-Tabagisme : Oui [ ]
-Tabagisme passif : Oui L 1]
-Animaux a domicile : Oui [ |
-effort : Oui [ 1]

3- Symptomes:

L

1

Non

Non

Non
Non
Non

Non

Non
Non

rural

Non

Non
Non

Non
Non

10 p HODOC

JO00
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-Age de début de manifestation des symptomes :
-les symptdmes les plus fréquents :

-Difficulté respiratoire
-respiration sifflante

-toux

100L

-Crachats

-autres symptomes :
-Le moment de manifestation des symptomes :

Le petit matin [ ] pendant lajournée [ |  pendant la nuit [ ]
Leprintemps [ | Ihiver [ ] et [ | ’automne [ |
loisirs, scolarité ou travail perturbé ]

La fréquence de crises:

-Par jour :

-par semaine :

-par mois :

4-Exploration:

-Dosage des IgE spécifiques :

- Fonctionnels :

-Formule :

-Tests cutanés : Oui [ ] Non [ ]
Sensibilisations retenues : Oui [ ] Non [ ]

Si oui, contre quels allergenes :

5-Traitements:

-Durée :
- Efficacité du traitement :
-Tres
-moyenne :
-ca dépend :

Pas du tout :

JUUL

Résultat :



Annexes

Annexe 3 : Consentement du prélevement sanguin

Consentement éclairé
Je soussigné (e) :
Nom :
Prénom :
Age:
Autorise des prélevements de sang sur ma personne et des études scientifiques

sur ce matériel.

Je désire connaitre les résultats me concernant Oui Non

Je ne souhaite pas connaitre les résultats Oui Non

Signature du patient
Signature du médecin
Signature 'du chercheur

Signature du chef du projet




Annexes

Annexe 4 :

Extraction de ’ADN génomique :
1- TE 10/10, pH= 8

e EDTA 10 mM

e Tris-HCI 10mM.
2-TE 10/1, pH=8

e Tris-HCI 10 mM

e EDTA1mM
3- Solution de lyse des globules blancs, pH= 8.

e Tris-HCI 10 mM

e EDTA1mM

e SDS 0,5%
2- Electrophorése sur gel d’agarose

e Préparation du gel d’agarose (0,8%)
- Préparation du dispositif de coulage du gel d’agarose : Placer les joints fournis avec la cuve
pour fermer le support de gel et positionner le peigne a 1 mm du fond et a environ 1 cm de
I’extrémité du support.
- Mélanger, dans un Erlenmeyer, 0,8 g d'agarose a 100 ml de tampon TBE;
- Faire fondre I'agarose au four a micro-ondes (ou au bain marie) en surveillant pour éviter les
projections. Agiter de temps a autre pour homogénéiser le mélange. Le gel doit devenir
limpide et transparent ;
- Laisser refroidir jusqu'a ce qu’il devienne possible de saisir le flacon a main nue ;

- Ajouter 5 pl de BET concentré a 200 pg/ml au gel d’agarose et bien mélanger ;

- Couler lentement le gel sur 3 a 5 mm d'épaisseur, en évitant toute formation de bulles,
chasser les éventuelles bulles avec un cone ;

- Laisser le gel polymérisé (15 a 30 minutes), enlever le peigne et les joints ;

- Le gel est prét pour le dépdt des échantillons.
e Dépot des échantillons et condition de migration :
- Placer le support avec le gel dans la cuve d'électrophorese en positionnant les puits du coté

de la cathode (pole noir) ;

- Remplir la cuve de tampon TBE 1X pour qu’il recouvre légerement le gel ;
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- Pour le remplissage de chaque puits, mélanger 4 pL de colorant de charge avec 10 pL
d’ADN sur un morceau de parafilm et prélever le mélange avec une micropipette réglée sur le

volume approprié;

- Remplir les puits en faisant attention de ne pas toucher le fond du gel avec la pointe de la
pipette. Le premier puits sera rempli par le marqueur de taille (2ul + 4 pl de tampon de
charge) ;

- Fermer la cuve, brancher les fils et mettre sous tension (100V).

- Laisser migrer jusqu’a ce que le colorant de charge arrive approximativement a la moitié¢ du

gel.
» Tampon Tris Borate EDTA 10X (TBE 10X) pH=8, V= llitre.
e 109g Tris-HCI
e 5,5g acide borique
e 93gEDTA
» Tampon Tris Borate EDTA 1X (TBE 1X), pH= 8, V=1 litre.

100ml de TBE10X + 900 ml d’H,O distillée.
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Annexe 5: Résultats du dosage par spectrophotométrie des ADN extraits a partir des

asthmatiques.

Echantillons DO a 260nm DO a 280nm R Concentrations
Al 0.055 0.025 2,2 825
A2 0.029 0.019 1,55 435
A3 0.061 0.032 1,9 915
A4 0.072 0.045 1,6 1080
A5 0.086 0.039 2,2 1290
A6 0.093 0.045 2,1 1395
A7 0.070 0.03 2,1 1050
A8 0.048 0.029 1,65 720
A9 0.198 0.094 2,10 2970

A10 0.075 0.026 2,38 1125
All 0.079 0.033 2,39 1185
Al2 0.111 0.049 2,26 1665
Al3 0.063 0.025 2,52 945
Al4 0.045 0.016 2,81 675
Al5 0.093 0.039 2,38 1395
Al6 0.037 0.02 1,85 555
Al7 0.085 0.035 2,42 1275
Al8 0.06 0.025 2,4 900
Al19 0.070 0.032 2,18 1050
A20 0.082 0.039 2,10 1230
A21 0.088 0.034 2,58 1320
A22 0.041 0.016 2,56 615
A23 0.093 0.032 2.9 1395
A24 0.066 0.025 2,64 990
A25 0.150 0.069 2,17 2250
A26 0.063 0.026 2,42 945
A27 0.088 0.045 1,95 1320
A28 0.075 0.033 2,2 1125
A29 0.135 0.06 2,25 2025
A30 0.065 0.021 3,09 975
A31 0.059 0.026 2,03 885
A32 0.034 0.015 2,26 510
A33 0.075 0.049 1,53 1125
A34 0.077 0.032 2,4 1155
A35 0.093 0.04 2,32 1395
A36 0.07 0.047 1,48 1050
A37 0.073 0.033 2,21 1095
A38 0.088 0.028 3,14 1320
A39 0.095 0.041 2,31 1425
A40 0.093 0.041 2,26 1395
A4l 0.065 0.03 2,16 975
A42 0.054 0.027 2 810
A43 0.045 0.022 2,04 675
Ad4 0.092 0.054 1,7 1380
A45 0.101 0.049 2,06 1515
A46 0.088 0.065 1,35 1320
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A47 0.067 0.036 1,86 1005
A48 0.057 0.025 2,28 855

A49 0.058 0.034 1,7 870

A50 0.063 0.040 1,57 945

AS51 0.060 0.035 1.71 900

AS52 0.045 0.020 2.25 675

AS53 0.069 0.036 1,92 1035
A54 0.055 0.033 1,67 825

A55 0.090 0.042 2,14 1350
A56 0.092 0.049 1,88 1380
A57 0.069 0.045 1.53 1035
A58 0.096 0.053 1,81 1440
A59 0.098 0.041 2,24 1470
A60 0.078 0.034 2,29 1170
A61 0.092 0.040 2,3 1380
A62 0.111 0.051 2,17 1665
A63 0.075 0.028 2,67 1125
A64 0.085 0.036 2,36 1275
A65 0.093 0.044 2,11 1395
A66 0.068 0.032 2,12 1020
A67 0.101 0.055 1,84 1515
A68 0.066 0.023 2,86 990

A69 0.075 0.042 1.78 1125
A70 0.096 0.04 24 1440
A7l 0.082 0.029 2,82 1230
AT2 0.041 0.020 2,05 615

A73 0.093 0.032 2,9 1395
A74 0.069 0.028 2,46 1035
A75 0.142 0.075 1,89 2130
AT6 0.089 0.033 2,70 1335
AT7 0.092 0.045 2,04 1380
A78 0.123 0.046 2,67 1290
A79 0.132 0.072 1.83 1980
A80 0.210 0.102 2.05 3150
A81 0.059 0.021 2,80 885

A82 0.1034 0.075 1.38 1551
A83 0.095 0.049 1,93 1425
A84 0.077 0.038 2,02 1155
A85 0.123 0.057 2.15 1845
A86 0.07 0.041 1,71 1050
A87 0.097 0.033 2,94 1455
A88 0.088 0.039 2.25 1320
A89 0.111 0.081 1.37 1665
A90 0.095 0.045 2,11 1425
A91 0.082 0.038 2,10 1230
A92 0.074 0.037 1.96 1110
A93 0.085 0.032 2,66 1275
A%4 0.192 0.081 2.37 2880
A95 0.105 0.044 2,38 1575
A96 0.088 0.059 1,49 1320
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A97 0.069 0.031 222 1035
A98 0.093 0.045 2,06 1395
A99 0.150 0.084 1,78 2250
A100 0.084 0.040 2.1 1260
A101 0.122 0.095 1.28 1830
A102 0.079 0.039 2.02 1185
A103 0.061 0.029 2.10 915

A104 0.09 0.045 2 1053
A105 0.097 0.056 1.73 1455
A106 0.093 0.042 2,21 1395
A107 0.085 0.039 2,17 1275
A108 0.055 0.025 2.2 825

A109 0.118 0.084 1.40 1770
Al110 0.075 0.031 2,41 1125
Alll 0.102 0.043 2,37 1530
Al12 0.096 0.049 1.95 1440
All13 0.075 0.035 2,14 1125
All4 0.145 0.086 1,68 2175
AllS5 0.083 0.036 2,30 1245
All6 0.086 0.042 2.04 1290
All17 0.095 0.065 1,46 1425
Al18 0.079 0.045 1.66 1185
Al19 0.068 0.041 1.65 1020
A120 0.086 0.059 1.45 1290
Al21 0.088 0.043 2,04 1320
Al122 0.045 0.022 2,04 675

A123 0.108 0.072 1.5 1620
Al24 0.066 0.036 1.83 990

A125 0.102 0.069 1.48 1530
A126 0.087 0.036 2,42 1305
A127 0.081 0.044 1,84 1215
Al128 0.093 0.046 2,02 1395
A129 0.135 0.081 1.66 2025
A130 0.091 0.060 1.51 1365
A131 0.078 0.036 2,16 1170
A132 0.089 0.041 2,11 1335
A133 0.085 0.049 1,12 1275
Al34 0.077 0.035 2,2 1155
A135 0.062 0.04 1.55 930

A136 0.09 0.032 2.81 1350
A137 0.085 0.033 2,57 1320
A138 0.088 0.028 3,14 1320
Al139 0.056 0.031 1.81 840

Al140 0.065 0.041 1.58 975

Al41 0.088 0.045 1.95 1320
Al142 0.056 0.037 1.51 840

Al143 0.045 0.025 1.8 675

Al44 0.075 0.054 1,38 1125
Al45 0.120 0.089 1.35 1800
Al46 0.081 0.065 1,26 1215
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Al147 0.070 0.031 2.25 1050
Al48 0.076 0.045 1.68 1140
Al49 0.098 0.054 243 1470
A150 0.073 0.030 1,57 1095
Al51 0.113 0.076 1.49 1695
Al152 0.185 0.085 2.18 2775
Al153 0.091 0.073 1.25 1365
Al54 0.077 0.028 2,75 1155
Al155 0.146 0.103 1.42 2190
A156 0.065 0.039 1,67 975

A157 0.093 0.053 1.75 1395
Al158 0.088 0.056 1.57 1320
Al159 0.097 0.046 2,10 1455
A160 0.093 0.035 2,65 1395
Al61 0.112 0.09 1.24 1680
Al62 0.073 0.027 2.7 1095
A163 0.045 0.019 2,36 675

Al64 0.136 0.084 1,61 2040
A165 0.101 0.06 1.68 1515
Al66 0.096 0.065 1,45 1440
Al167 0.142 0.076 1,86 2130
A168 0.088 0.045 1.95 1320
A169 0.123 0.084 1,46 1845
Al170 0.093 0.040 2.32 1395
Al71 0.188 0.092 2.04 2820
Al172 0,095 0,049 1.93 1425
Al173 0,125 0,078 1.60 1875
Al74 0.201 0.132 1.52 3015
Al175 0.136 0.082 1.65 2040
A176 0.196 0.097 2.02 2940




Annexes

Annexe 6: Résultats du dosage par spectrophotométrie des ADN extraits a partir des témoins.

Echantillons DO a 260nm DO a 280nm R Concentrations
T1 0.085 0.050 1.7 1275
T2 0.061 0.027 2.4 915
T3 0.077 0.032 24 1155
T4 0.047 0.028 1.67 705
TS5 0.049 0.031 1.58 735
T6 0.041 0.019 2.2 615
T7 0.035 0.020 1.75 525
T8 0.054 0.022 2.6 810
T9 0.030 0.013 2.5 450

T10 0.075 0.036 1.9 1125
TI11 0.080 0.038 2.2 1200
T12 0.030 0.012 2.7 450

T13 0.055 0.023 2.4 815

T14 0.076 0.033 2.5 1140
T15 0.070 0.032 24 1050
T16 0.087 0.04 2.2 1305
T17 0.093 0.054 1.7 1395
T18 0.062 0.027 2.4 930

T19 0.055 0.025 2.2 825

T20 0.045 0.019 2.4 675

T21 0.065 0.028 2.3 975

T22 0.055 0.021 2.4 825

T23 0.061 0.029 2.1 915

T24 0.076 0.035 2.01 1140
T25 0.084 0.043 1.9 1260
T26 0.059 0.024 2.5 885

T27 0.083 0.038 2.2 1245
T28 0.079 0.037 2.1 1185
T29 0.101 0.055 1.9 1515
T30 0.065 0.022 2.95 975

T31 0.179 0.089 2.01 1685
T32 0.141 0.068 2.07 2115
T33 0.190 0.073 2.6 2850
T34 0.204 0.103 1.9 3060
T35 0.095 0.033 2.99 1425
T36 0185 0.70 2.64 2775
T37 0.193 0.087 2.21 2895
T38 0.090 0.042 2.14 1350
T39 0.075 0.023 3.26 1125
T40 0.088 0.036 2.44 1320
T41 0.082 0.035 2.73 1200
T42 0.077 0.021 3.66 1155
T43 0.082 0.039 2.10 1230
T44 0.098 0.044 2.22 1470
T45 0.069 0.023 3 1035
T46 0.102 0.065 1.56 1530
T47 0.087 0.03 2.9 1305
T48 0.112 0.054 2.07 1680
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T49 0.092 0.033 2.78 1380
T50 0.071 0.023 3.08 1065
T51 0.029 0.012 23 435

T52 0.075 0.045 1.66 1125
T53 0.096 0.062 1.54 1440
T54 0.057 0.023 247 855

T55 0.056 0.033 1.69 840

T56 0.045 0.022 2.04 675

T57 0.047 0.018 2.5 675

T58 0.098 0.035 2.8 1470
T59 0.077 0.054 1.42 1155
T60 0.079 0.04 1.97 1185
T61 0.09 0.052 1.73 1350
T62 0.065 0.023 2.82 975

T63 0.074 0.031 2.38 1110
T64 0.085 0.035 243 1275
T65 0.064 0.039 1.64 960

T66 0.102 0.082 1.24 1530
T67 0.193 0.085 12.27 2895
T68 0.094 0.035 2.68 1410
T69 0.130 0.075 1.73 1950
T70 0.048 0.022 2.18 720

T71 0.096 0.056 1.71 1440
T72 0.103 0.049 2.1 1545
T73 0.096 0.038 2.52 1440
T74 0.112 0.079 1.41 1680
T75 0.188 0.077 2.44 2820
T76 0.120 0.044 2.72 1800
T77 0.092 0.04 23 1380
T78 0.152 0.067 2.26 2280
T79 0.107 0.05 2.14 1125
T80 0.140 0.049 2.85 2100
T81 0.186 0.069 2.69 1970
T82 0.095 0.045 2.11 1425
T83 0.077 0.035 22 1155
T84 0.155 0.1 1.55 2325
T85 0.096 0.045 2.13 1440
T86 0.255 0.145 1.75 3825
T87 0.079 0.031 2.54 1185
T88 0.130 0.088 1.47 1950
T89 0.085 0.034 2.5 1275
T90 0.126 0.058 2.17 1890
T91 0.095 0.035 2.71 1425
T92 0.098 0.042 2.33 1470
T93 0.251 0.101 2.48 3765
T94 0.091 0.032 2.84 1365
T95 0.069 0.031 222 1035
T96 0.135 0.065 2.07 2025
T97 0.079 0.035 2.25 1185
T98 0.096 0.042 2.28 1440
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T99 0.105 0.072 1.45 1575
T100 0.071 0.038 1.86 1065
T101 0.095 0.036 2.66 1425
T102 0.125 0.075 1.66 1875
T103 0.084 0.042 2 1260
T104 0.065 0.034 1.91 975
T105 0.197 0.071 2.77 2955
T106 0.093 0.034 2.73 1395
T107 0.072 0.032 2.25 1080
T108 0.205 0.11 1.86 3057
T109 0.146 0.085 1.72 2190
T110 0.097 0.036 2.69 1455
TI111 0.080 0.029 3.2 1200
T112 0.097 0.032 3.03 1455
T113 0.075 0.034 22 1125
T114 0.156 0.073 2.13 2340
T115 0.285 0.111 2.56 4275
T116 0.093 0.048 1.93 1395
T117 0.104 0.074 1.40 1560
T118 0.095 0.055 1.73 1425
T119 0.201 0.115 1.47 3015
T120 0.145 0.072 2.01 2175
T121 0.091 0.036 2.53 1365
T122 0.122 0.066 1.84 1830
T123 0.106 0.059 1.8 1590
T124 0.123 0.052 2.36 1845
T125 0.084 0.041 2.04 1260
T126 0.063 0.029 2.17 945
T127 0.099 0.046 2.15 1485
T128 0.095 0.052 1.83 1425
T129 0.123 0.065 1.89 1840
T130 0.165 0.074 2.23 2475
T131 0.082 0.066 1.24 1230
T132 0.205 0.109 1.88 3075
T133 0.090 0.037 243 1350
T134 0.204 0.122 1.64 3060
T135 0.095 0.033 2.99 1425
T136 0.145 0.066 2.20 2175
T137 0.191 0.088 2.17 2865
T138 0.152 0.064 2.37 2280
T139 0.158 0.073 2.16 2370
T140 0.205 0.101 2.02 3075
T141 0.182 0.073 2.49 2730
T142 0.117 0.061 1.19 1755
T143 0.161 0.078 2.06 2415
T144 0.108 0.050 2.16 1620
T145 0.069 0.027 2.55 1035
T146 0.172 0.085 2.03 2580
T147 0.214 0.101 2.11 3220
T148 0.103 0.051 2.01 1545
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T149 0.292 0.100 2.92 4380
T150 0.071 0.023 3.08 1065
T151 0.065 0.029 22 975
T152 0.125 0.048 2.6 1875
T153 0.146 0.055 2.65 2190
T154 0.201 0.097 2.07 3015
T155 0.204 0.103 1.9 3060
T156 0.095 0.033 2.99 1425
T157 0.175 0.067 2.61 2625
T158 0.093 0.047 1.97 1395
T159 0.050 0.022 2.27 750
T160 0.175 0.080 2.18 2625
T161 0.267 0.136 1.96 4005
T162 0.100 0.048 2.08 1500
T163 0.077 0.032 2.40 1155
T164 0.145 0.087 1.66 2175
T165 0.128 0.064 2.84 1920
T166 0.204 0.087 2.34 3060
T167 0.202 0.082 2.46 3030
T168 0.192 0.074 2.59 2880
T169 0.189 0.098 1.92 1835
T170 0.244 0.113 2.15 3660
T171 0.187 0.096 1.94 2805
T172 0.095 0.04 2.37 1425
T173 0.155 0.079 1.96 2325
T174 0.301 0.136 221 4515
T175 0.134 0.086 0.59 2010
T176 0.148 0.053 2.79 2220
T177 0.094 0.039 241 1410
T178 0.226 0.1 2.26 3390
T179 0.173 0.085 2.03 2595
T180 0.162 0.074 2.18 2430
T181 0.196 0.095 2.06 2940
T182 0.142 0.084 1.69 2130
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INTRODUCTION

Abstract

Like other allergic diseases, asthma results from multiple conditions. Its
susceptibility and severity are mediated by both environmental and genetic
factors. In asthma studies, the important work is realization of the genetic
background and identification of genetic factors resulting in asthma
development and phenomena. Here, we investigated whether the single
nucleotide polymorphism IL-18 (-137G/C) is associated with asthma in
Algerian population. IL-18 (-137G/C) SNP was detected by polymerase chain
reaction with sequence specific primers analysis (PCR-SSP) in 170 patients
with asthma and 170 normal controls. Our results showed a significant
difference in the genotype distribution of IL-18 SNP between asthma

patients and controls ()(2 = 10.80, P = 0.005). The Allelic frequency of the G
allele was significantly higher in the asthma group compared to the controls

(X2 = 10.468, P = 0.001, OR = 1.694, 95% CI (1.230-2.335). The results revealed
that there is a possible association of IL-18 (-137G/C) with asthma in the
studied population. This polymorphism can be considered as a marker of
susceptibility to asthma. More studies in larger populations are needed to
confirm our results.

Key words: Algerian population, Asthma, Cytokines, Polymorphism, IL-18 (-137
G/C)

Asthma is a multifactorial respiratory disease caused by a
interaction of multiple susceptibility genetic and
environmental factors, which is associated with Th2 and
Th1 cytokines (Ma et al., 2012).

Whole-genome scan analyses have revealed that
SNP in chromosomal regions 11p15, 1113, 11q12-13
(Daniels et al., 1996) and 11922 (Koppelman et al., 2002)
are possibly linked to asthma and atopy (Liang et al.,
2005). Besides, interleukin 18 (lI-18), located on
chromosome 11922, 2-22,3, it regulates the Th1/Th2
balance, and it is considered as a candidate asthma
susceptibility gene (Lachheb et al., 2007). IL -18 is a pro-
inflammatory cytokine that is produced by a wide range of
cells such as monocytes, macrophages and dendritic

cells (Sivalingam et al., 2003). IL-18 is a member of the
IL-1 family that was originally described as IFN-y-inducing
factor; it is generally considered to be involved in the T-
helper type 1 mediated immune response and it inhibits
IgE synthesis, usually by acting synergistically with IL-12.
IL-18 is essential for the host’'s defense against bacteria,
fungi, protozoa and viruses through the induction of host-
derived IFN-y. On the other hand, IL-18 might also initiate
Th2 responses with production of IgE via the stimulation
of IL-4 and IL-13 synthesis in mast cells and basophils
under certain conditions, as measured by Th2 cytokine
production (Kim et al., 2007). Being involved in the pro -
inflammatory cytokine network, IL-18 could have an
important role in the development of inflammatory
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diseases including asthma. The involvement of this
cytokine in atopic disorders was supported by clinical and
epidemiological observations of increased circulating IL-
18 levels in the serum of patients during acute phase of
asthma (Giedraitis et al.,, 2001). It has been also
suggested that IL-18 may play a potential role to activate
immunologic responses and may reflect disease activity
in mild and moderate asthma exacerbation (Mahajan and
Mehta, 2006).

IL-18 gene promoter polymorphism genotypes have
been associated with variable levels of IL-18 mRNA
production and thus IFN-y production (Stassen et al.,
2003). The search for nucleotide variations in the
promoter region of the gene, able to affect IL-18
synthesis and IFN-y production, resulted in the
discovery of several new polymorphisms. One of them
is (- 137G>C) transversion, which modifies a
transcription binding site influencing the quantity of
transcribed mMRNA (Boniotto et al., 2005). This SNP has
been shown to be associated with asthma in several
populations (Liang et al., 2005; Arimitsu et al., 2006;
Novak et al., 2005), but no previous study has reported
the association between this polymorphism and asthma
in Algeria. Because of that, the aim of this work was to
study the status IL-18 (-137G>C) polymorphism and its
potential association with asthma in Algerian population.

SUBJECTS AND METHODS
Subjects

A total of 170 diagnosed asthmatic patients (68 males
and 102 females) and a total of 170 control subjects (108
males and 62 females) were included in this study. All
subjects were chosen from those visiting CHUO hospital
in western Algeria.

The asthmatic subjects are patients who suffer from
cough, wheezing and shortness of breath, and they are
visiting the emergency unit for nebulization with typical
symptoms of asthma. The controls are healthy subjects
who don’t have any history of asthma and do not suffer
from any chronic disease and did not have any allergic
disease. Written informed consent was obtained from all
participating subjects.

Blood collection

5 milliliters of peripheral blood samples were collected by
specialized nurses in the hospital and stored at -20°C
until DNA extraction.

Genomic DNA extraction

The genomic DNA from the blood subjects was extracted

using a genomic DNA extraction kits (Stratagenelnc,
Canada) as per manufacturer procedure. The quality of
the extracted DNA was verified by running on 1.5%
agarose gel and detected by standard ethidium bromide
staining. The DNA samples were then stored at 4 °C until
needed.

Genotyping

The IL-18 (-137G>C) genotyping was performed using
polymerase chain reaction with specific primers (PCR-
SSP) assay, which uses identical amplification and
detection conditions, enabling rapid and cost-efficient
analysis of polymorphisms (Bagheri et al., 2006). This
technique utilizes sequence specific primers with 3'-end
mismatches and identifies the presence of specific allelic
variants through the PCR amplifications (Janssen et al.,
2004). a common reverse primer, 5-AGG AGG GCA
AAA TGC ACT GG-3, and two sequence-specific
forward primers, 5-CCC CAA CTT TTA CGG AAG
AAA AG-3'and 5-CCC CAACTT TTA

CGG AAG AAA AAC-3' were used to amplify a 261 bp
PCR product. A control forward primer, 5'-CCA ATAGGA
CTG ATT ATT CCG CA-3', was used to amplify a 446 bp
fragment covering the polymorphic site as an internal
positive amplification control (Boraska et al., 2006). All
PCR reactions were performed in a total volume of 25 pl,
containing 2 pl genomic DNA, 2.5 ul of 10X Taq
polymerase buffer, 2U of tag polymerase, 200uM of
dNTPs, 0.25 pM of the control forward primer and each
sequence specific primer and 0.5 yM of common reverse
primer. PCR reactions were performed in thermocycler
(Eppendorf, Germany) according to the following cycling
conditions:

2 min at 94 °C, followed by five cycles for 20 s at 94
°C, 1 min at 68 °C and 25 cycles of 20 s at 94 °C, 40 s at
62 °C, 40 s at 72 °C and a final elongation at 72 °C for 5
min. All PCR products were separated in 1.5 % agarose
gels stained with  ethidium bromide. Gels were
visualized under UV transillumination.

Statistical analysis

Data were analyzed with SPSS 21.0 software. All
genotype frequencies were tested for the Hardy-
Weinberg equilibrium the fit to the equilibrium was tested

by calculating the X2 test. Comparison of allelic
frequencies and genotypes among groups, and
association of this polymorphism with asthma were

examined for statistical significance with Chi square (x2)
test. The quantification of the relative risk, the odds ratio
(OR) and the confidence interval (Cl) were calculated at
the 95% level. Statistical significance was assumed for P
values less than 0.05
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Parameters Case (n=170) control (n=170) P-value
N(%) N(%)

Gender, M/F 68/102 (40/60) 108/62 (64/36) NS
Age Parental 45.35+14,326 35.62+12,033

45 (26) 28 (16) P<0.05
consanguinity
Personnal history 144 (85) 46 (27) P<0.05
Professional 65 (38) 31 (18) P<0.0001
Pollution
Air pollution 107 (63) 25 (15) P<0.0001
Professional pollution 108 (64) 47 (28) P<0.0001
Humidity 129 (76) 90 (53) P<0.0001
Tobacco smoke 41 (24) 78 (46) P<0.0001
Passive smoke 54 (32) 94 (55) P<0.0001
Urban / Rural 151/19 (89/11) 146/24 (86/14) NS
Environment Presence 40 (24) 22 (13) P<0.01
Animals at home
Parental history asthma 70 (41) 35 (21) P<0.0001

Table 2. The genotype and allele frequencies of IL-18 (-137G>C) polymorphism in asthma patients

and healthy controls

polymorphism Controls Asthma x2 P value (95(;?0')
N=170 Patients
(%) N= 170 (%)
Genotype
GG 59 (35%) 87 (51%)
GC 86 (50%) 70 (41%) 10.80 0.005
CC 25 (15%) 13 (8%)
Allele
G 204 (60%) 244 (72%) 10.468 0.001 1.694
C 136 (40%) 96 (28%) (1.230-2.335)

RESULTS
Baseline characteristics

Patients and healthy controls characteristics are shown in
Table 1. The mean age of patients was 45.35+£1.099
Versus 35.621+0.923 in the control group, and it was
statistically different between the two groups (p<0.005).
There was no statistical difference between asthma
patients and controls in term of gender and the
environment (rural or urban) factors. However there was
a significant difference with respect to the other
characteristics.

Detection of the IL-18 (-137 G>C) polymorphism

Genotype and allele frequencies for IL-18 (-137G>C)
polymorphism are summarized in table 2. The genotype

frequencies were in agreement with the Hardy-Weinberg
equilibrium.

The frequencies of the three genotypes among control
subjects were as follows: GG in 59 patients (35%), GC in
86 patients (50%) and CC in 25 patients (15%).

Whereas the frequencies among asthma patients
were: GG in 87 subjects (51%), GC in 70 subjects (41%)
and CC in 13 subjects (8%).

Genotypes frequencies distribution was significantly

different in asthma patients and controls ()(2 =10.80, P
= 0.005). The homozygous genotype GG was significantly
higher in asthmatic patients compared to the control
group. Carriers of the G allele were significantly more

frequent in asthmatic group than in controls (x2 = 10.468,
P = 0.001). We can suggest that the asthma patients
carrying the -137 G allele exhibited an increased risk of
developing asthma than controls (OR = 1.694, 95% ClI
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(1.230 -2.335 ))( table 2).

DISCUSSION

In the current study we investigated the association of
one promoter SNP of the IL -18, which is -137G/C with
asthma in Algerien population.

IL-18 is a proinflammatory cytokine that have a
promoting or inhibitory effect on the pathogenesis of
asthma (Okamura et al., 1995; Dinarello, 1999). IL-18
acts synergistically with IL-12 to promote immune
responses of the Th1 cell to produce IFN-y and to inhibit
IgE production (Kim et al., 2007). However, in the
absence of IL-12, IL-18 can induce IL-4, IL-13, and
histamine release by basophils and mast cells, Th2
differentiation by T cells, and IL-4 production by NK cells
and NKT cells (Yoshimoto et al., 1999; Yoshimoto et al.,
2000). It was also shown that IL-18 causes Th1 cells to
produce IL-13, eotaxin, GM-CSF, and RANTES, which
led to eosinophilic inflammation and bronchial hyper-
reactivity in a mouse (Sugimoto et al., 2004). It has
been suggested that IL_18 may play an important role in
the pathophysiology of patients with asthma. Higher
serum levels of IL-18 have been previously identified in
asthmatic subjects in comparison to healthy control
subjects (Giedraitis et al., 2001; Wong et al., 2001). IL-
18 gene maps to the chromosomal region 11922.2-
g22.3 in a region suggested in many studies to be
associated with allergic diseases (Koppelman et al.,
2002; Ober and Moffatt, 2000). The promoter region of
IL-18 gene contains multiple transcription initiation sites.
It was reported that IL-18 gene promoter polymorphisms
could influence IL-18 mRNA expression and thus affect
its serum levels (Giedraitis et al., 2001; Wong et al,,
2001; Wen et al., 2014). Position -137 of IL-18 gene
promoter fall within a potential histone H4 gene
transcription factor 1 (H4TF-1) binding site, with the C
allele possibly demolishing the binding site of H4TF-1,
as the resulting sequence is similar to a binding site for
unknown found in the granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) promoter (Takada et al.,
2002). The functional consequence of the resulting -137
allele is a dramatic repression of the IL-18 promoter, as
well as activation of immune cells and inflammatory
response (Giedraitis et al., 2001; Wen et al., 2014). IL-
18 (-137G/C) polymorphism has been reported to
contribute to a variety of inflammatory diseases
including asthma, however, conflicting results have
been observed in various populations. Indeed, Berbian
et al studied the association of IL-18 (-137G/C)
polymorphism with asthma in Indian population, the
authors found a significant association of this
polymorphism with asthma in the studied population
(Birbian et al.,, 2013). Additionnaly, in a German
study, a population suffering from atopic eczema was
genotyped for IL-18 _137G/C promoter 1 polymorphism

revealing significant association, with the highest allelic
frequency in patients with intrinsic and non-atopic
eczema, especially in patients with low serum IgE levels
(Novak et al., 2005). In the same population, the SNPs in
exon 1 (+133T/G and +127C/T), promoter 1 (-137G/C)
and in promoter 2 (_133C/G), showed significant
associations with high IgE levels (p < 0.005) conferring
increased risk towards allergic rhinitis (Kruse et al.,
2003). Also in a Japanese population, IL-18- 137G/C
was positively associated with asthma and it was inferred
that there was genetic tendency to produce higher levels
of IL-18 cytokine by monocytes with _137G/C genotype,
which may contribute to the development of asthma and
allergic phenotypes (Arimitsu et al.,, 2006). The
association between _137G/C polymorphism has also
been confirmed with atopic asthma in a Swiss study
(Imboden et al., 2006b).

On the contrary, some studies report no association of
the -137 G/C polymorphism with asthma, as in a
Jordanian (Attab et al., 2008), German [30], and
Singaporean Chinese Malays populations (Liang et al.,
2005). Further, a meta-analysis conducted in the people
republic of china on five studies inducting 1883 cases
and 6645 controls reported no significant association
between asthma risk and the -137G/C polymorphism (Ma
etal., 2012).

In the present study a comparison of the
genotype frequencies of the -137 G/C polymorphism
between patients with asthma and controls reveals a

significant differences ()(2 = 10.80, P = 0.005), moreover
allelic frequency of the C allele was significantly higher in

asthmatic group ()(2 = 10.468, P = 0.001). our finding are
in concordance with observations by Novak et al, which
revealed a significant association of this SNP with atopic
eczema in a German population (p<0.001, OR= 4.2824,
95% CI (1.2413-14.7716) (Novak et al., 2005), similarly
Pawlik et al showed a significant association of -137 C
allele with the mild and moderate asthma in a Polish
population (p= 0.006) (Pawlik et al., 2007). Kruse et al
investigated the relationship between IL-18 (-137G>C)
polymorphism and specific sensitization to common
allergens and allergic rhinitis, the authors observed a
significant association of this polymorphism and IgE
levels and specific sensitization (p<0.005) (Kruse et al.,
2003).

CONCLUSION

Our results suggest that the C allele might be a risk factor
for asthma in this population. However, since our sample
size was relatively small, association or linkage study in
larger sample size is needed to confirm the obtained
results. Also, future studies should include the relatives of
asthma patients to be certain the association between
this SNP and the disease. Moreover, it may be interesting
to investigate the implication of other polymorphisms in
IL-18 gene that are in linkage disequilibrium with the IL-



18 (-137G/C) | polymorphism | and that
responsible for the noted association.

might be
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Abstract

The association of polymorphisms in IL-4 (Th2 cytokine), IL-18 (Thl cytokine) and eotaxin (eosinophil
chemoattractant) with asthma and allergic diseases genes is thoroughly investigated. This study aimed to reveal
the single nucleotide polymorphisms (SNPs) in IL-4 (-590C>T), IL-18 (-137G>C), and eotaxin (-384A>QG)
genes and their possible association with asthma in Jordanian population. Results showed that GG homozygous
genotype of the eotaxin gene promoter at -384 position as will as the frequency of the mutant allele were
significantly higher among asthma patients compared to control subjects. However, no significant differences in
either the genotype distribution or the allelic frequencies of the IL-4 and IL-18 gene polymorphism were
observed between asthma patients and controls. From the genotypes of IL-4, IL-18 and eotaxin polymorphisms,
27 genotypes were deduced, of which only 13 combinations appeared in the study. The genotype combination
frequencies of asthma patients are quite similar to those observed in healthy controls. Only the genotype
combination CT GG GG which is composed of the heterozygous genotype of IL-4 CT, the normal genotype of
IL-18 GG and the homozygous genotype of eotaxin GG was preferentially transmitted to the asthmatic children.
The results of this study suggest a possible association of asthma with the eotaxin -384A>G. Moreover, the
genotype combination CT GG GG, may be one of the factors that participate in the pathogenesis of asthma or its

intermediary phenotypes.

Keywords: IL-4; IL-8; eotaxin; asthma.

INTRODUCTION

Asthma is one of the most common chronic disorders
affecting children and young adults in industrialized
countries (Palmer et al., 2001). There has been a
dramatic increase in the prevalence of asthma over the
last few decades (Arshad, 2005). It has become an
epidemic affecting 155 million individuals in the world.
The cost of this disease is substantial, and the market
for the pharmaceutical industry is estimated at 5.5 $
billion/year (Palmer and Cookson, 2000). Both
environmental and genetic factors contribute to the
inception and evolution of asthma (Renaulds 2001).
Although environmental factors are known to
contribute to development of the disease,
epidemiological studies point towards a strong genetic
influence (Busse and Lemanske, 2001).
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It is a commonly held view that asthma is caused by
multiple interacting genes, where some have a
protective effect and others contribute to the
pathogenesis of disease, however, each gene has its
own tendency to be influenced by the environment.
Thus, the complex nature of the asthma phenotype,
together with substantial locus heterogeneity and
environmental influence has made it difficult to unravel
the genetic factors that underline asthma (Hakonarson
et al., 2002). More than 100 linkage and association
studies have reported more than 500 atopy and asthma
loci throughout the genome. However, none of the
linkage studies found loci that meet reasonable criteria
for significance and only a few of the association
studies reported, qualify for possible significance
(Hakonarson et al., 2001). At least five regions in the
human genome (chromosomes 5, 6, 11, 12 and 13)
contain genes consistently found to be associated with
asthma, but several other regions (chromosomes 2, 7,
14, 19, 17 and 21) could also contain candidate genes
(Hakonarson et al., 2001).
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Asthma and allergic diseases are thought to be due to
an imbalance between Thl and Th2 branches of the
immune system, which are responsible for allergic
inflammatory reactions and delayed hypersensitivity
reactions respectively (Peters, 2003). Cytokines play a
crucial role in the balance between Thl and Th2
immune responses (Renaulds, 2001). In recent years
polymorphisms in various cytokine genes have been
identified and an indication of functional relevance
exists for some of them. They have been associated
with atopic disorders such as hay fever, asthma, eczema
or elevated IgE level (Liang et al., 2005; Imboden,
2006a; Raby, et al., 2006).

Numerous studies have shown the association of
polymorphisms in IL-4 (Th2 cytokine), IL-18 (Thl
cytokine) and eotaxin (eosinophil chemoattractant)
genes with asthma and allergic diseases in many
populations (Bagheri et al., 2006), but no previous
study has reported the association between these
polymorphisms and asthma in Jordan. Because of that,
the aim of this work was to study the status of IL-4 (-
590C>T), IL-18 (-137G>C), and eotaxin (-384A>QG)
polymorphisms and their potential association with
asthma in Jordanian population.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

A total of 40 diagnosed asthmatic children (22 males
and 18 females) and a total of 40 age matched control
subjects (25 males and 15 females) were included in
this study. All children were chosen from those visiting
the pediatric clinic at Princess Rahmah hospital in
northern Jordan. The asthmatic children are patients
who suffer from cough, wheezing and shortness of
breath, and they are visiting the emergency unit for
nebulization with typical symptoms of asthma. The
control subjects are healthy children who don’t have
any history of asthma and do not suffer from any
diseases at the time of visit and blood collection.
Families were informed about the study and gave
consent to be involved in the study.

Blood collection

Two to 5 milliliters of peripheral blood samples were
collected by specialized nurses in the children clinic
and stored at -20°C until DNA extraction.

Genomic DNA extraction

The genomic DNA from the blood subjects was
extracted using a genomic DNA extraction Kkits;
Generation Capture Column Kit (Gentra, USA) as per
manufacturer procedure. The quality of the extracted
DNA was verified by running on 1.5% agarose gel and

detected by standard ethidium bromide staining. The
DNA samples were then stored at 4°C until needed.

Polymerase chain reaction with sequence-
specific primers (PCR-SSP)

IL-4 (-590C>T) and IL-18 (-137G>C) genotyping was
performed using polymerase chain reaction with
specific primers (PCR-SSP) assay, which uses identical
amplification and detection conditions, enabling rapid
and cost-efficient analysis of polymorphisms (Bagheri
et al., 2006). This technique utilizes sequence specific
primers with 3'-end mismatches and identifies the
presence of specific allelic variants through the PCR
amplifications (Janssen, et al., 2004). For the IL-4 (-
590C>T) SNP, PCR was performed using a common
reverse primer, 5-TTT GCA TAG AAG GGA GAG GCC-3',
and two sequence specific forward primers, 5-CTA AAC
TTG GGA GAA CAT TGT CC-3' and 5-CTA AAC TTG GGA
GAA CAT TGT CT-3'. PCR gives an amplification product
of 251 bp. A control forward primer, 5'-AAC TAG GCC
TCA CCT GAT ACG-3', was used to amplify a 291 bp
fragment covering the polymorphic site to serve as an
internal positive amplification control (Mullighan.,
1999). PCR for the polymorphism IL-18 (-137G>C)
was performed using a common reverse primer, 5-AGG
AGG GCA AAA TGC ACT GG-3', and two sequence-specific
forward primers, 5'-CCC CAA CTT TTA CGG AAG AAA AG-
3" and 5-CCC CAA CTT TTA CGG AAG AAA AAC-3' were
used to amplify a 261 bp PCR product. A control
forward primer, 5-CCA ATAGGA CTG ATT ATT CCG CA-3',
was used to amplify a 446 bp fragment covering the
polymorphic site as an internal positive amplification
control (Boraska et al., 2006). All PCR reactions were
performed in a total volume of 25 pl, containing 2 pl
genomic DNA, 12.5 pl 2X PCR Master Mix (Go Taq®
Green Master mix, Promega, USA) ), 0.25 uM of the
control forward primer and each sequence specific
primer and 0.5 pM of common reverse primer. PCR
reactions were performed in thermocycler (Biometra,
Germany) according to the following cycling
conditions:

For IL-4 (-590C>T) SNP were 1 min at 95 °C,
followed by five cycles for 25 s at 95 °C, 45 s at 70 °C,
45 s at 72 °C, and 21 cycles of 25 s at 95 °C, 45 s at 65
°C, and 50 s at 72 °C, followed by four cycles of 95 °C
for 25 s, 55 °C for 60 s and 72 °C for 2 min. The
cycling conditions for IL-18 (-137G>C) SNP were 2
min at 94 °C, followed by five cycles for 20 s at 94 °C,
1 min at 68 °C and 25 cycles of 20 s at 94 °C, 40 s at 62
°C, 40 s at 72 °C and a final elongation at 72 °C for 5
min. All PCR products generated for the two
polymorphisms were separated in 1.5% agarose gels
stained with ethidium bromide. Gels were visualized
under UV transillumination and documented by
BioDocAnalyze (Biometra, Germany) imaging system.
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Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP)

The subjects were genotyped for eotaxin (-384 A>G)
polymorphism by means of PCR-RFLP. This involved
a combination of PCR amplification and digestion with
restriction endonuclease Taq [ (Promega, USA)
followed by gel electrophoresis analysis.

The region of interest was amplified with a primer pair
(5-GGT TTC CTT GCT CCT TTC CTC-3' (forward), and 5'-
GCA GAA CAG AAG AGA GAG GCA A-3' (reverse) and the
resulting PCR product was 204bp (Tsunemi et al.,
2002). The original sequence at position -410—387
upstream the eotaxin promoter for the forward primer is
5-GGT TTC CTT GCT CCT TTC CCC-3. The mismatch 5'-
GGT TTC CTT GCT CCT TTC CTC-3' was introduced in the
upstream primer in order to obtain the restriction site
for Taq I, which can cleave the PCR product into two
fragments: 187bp and 17bp. The presence of
polymorphism (G allele) abolishes the cleavage site for
Taql (Tsunemi et al., 2002). This establishes an
efficient and simple RFLP method to detect the -384
A>G polymorphism in the eotaxin gene.

The PCR reactions were carried out in a total volume of
50 pl containing 4 pl of genomic DNA, 12.5 pl 2X
PCR Master Mix and 0.2 pM of each primer. The cycle
conditions consisted of an initial 5 min denaturation at
94°C, and then 40 cycles at 95°C, 1 min annealing at
55°C, and 1 min extension at 72°C followed by 7 min
extension at 72°C. The resulted PCR product was
verified using a 1.5% agarose gel after electrophoresis
and ethidium bromide staining. The remaining PCR
product was digested with Taql. The restriction mixture
was prepared by mixing 20 pl of PCR product, 0.5 pl
(5U) of restriction enzyme, 2.5 pl of restriction enzyme
10X buffer F, 0.5 ul of acetylated BSA, 13.5 ul of
nuclease free water and 10 U of the restriction enzyme.
The restriction digestion was then allowed to proceed
for 3 h at 65 °C. The generated fragments were
separated on 15% acrylamide gel with ethidium
bromide staining and visualized in UV light.

Statistical analysis

Data were analyzed with SPSS 13.0 software.
Comparison of allelic frequencies and genotypes
among groups, and association of the three
polymorphisms with asthma were examined for
statistical significance with Chi square (y°) test. The
quantification of the relative risk, the odds ratio (OR)
and the confidence interval (CI) were calculated at the
95% level. Statistical significance was assumed for P
values less than 0.05.

RESULTS

Detection of the IL-4 (-590C>T)
polymorphism

The frequencies of the different genotypes for IL-4 (-
590C>T) among asthma patients and healthy control
subjects are summarized in Table 1 [Supplementary data].
As shown in the Table, the genotype frequencies for the
-590 bp SNP in asthma patients were as follows: CC in
31 patients (77.5%) and CT in 9 patients (22.5%).
Whereas in control subjects the genotype frequencies
were: CC in 33 subjects (82.5%) and CT in 7 subjects
(17.5%). The homozygous genotype TT was missing
among the population under study. The frequency of
the heterozygous genotype tended to be higher in
asthma patients compared to control subjects but this
was not statistically significant (x*= 0.313, P = 0.390).
Distribution of allelic frequencies of IL-4 (-590C>T)
among the asthma patients and the healthy control
subjects are presented in Table 2 [Supplementary data].
The T allele frequencies were slightly higher in the
asthmatic group (11.25%) than the control group
(8.75%), which was not statistically significant (x* =
0.278, P = 0.397). Representative PCR products of the
IL-4 gene at the position -590 is shown in figure 1.

1500 bp

500 bp
300 bp
200 bp

Figure 1: 1.5% agarose gel electrophoresis of PCR products of 1L-4
gene at the position -590. The 291 bp bands represent the PCR
internal control amplified using the forward control primer and the
common reverse primer. The 251 bp represent the PCR amplification
product of the alleles C and T amplified using the sequence specific
primers with the common reverse primers. M: 100bp DNA ladder; 1:
heterozygous genotype CT; 2,3 and 4: normal genotype CC.

Detection of the IL-18 (-137 G>C)
polymorphism

The frequencies of the three genotypes for IL-18 (-137
G>C) among asthma patients were as follows: GG in
21 patients (52%), GC in 18 patients (45%) and CC in
1 patient (2.5%). Whereas the frequencies among
control subjects were: GG in 26 patients (65%), GC in
14 patients (35%). The homozygous genotype for the
mutant allele did not appear in this group (Table 1).
Since only one asthma patient exhibited the
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homozygous genotype for the mutant allele (C allele) it
was included in the group of heterozygous for purposes
of statistical analysis and calculations of OR. The
prevalence of heterozygous was higher in asthmatic
patients compared to the control subjects but this
difference did not reach the statistical significance (x*=
2.032, P = 0.362). The C allele was higher in asthma
patients compared to controls, but it was not

statistically significant (x> = 1.345, P = 0.167) (Table 2).

The PCR amplification products of the IL-18 gene at
the position -137 from some representative samples are
shown in figure 2.

Figure 2: 1.5% agarose gel electrophoresis of PCR products of [L-18
gene at the position -137. The 446 bp bands represent the PCR
internal control amplified using the forward control primer and the
common reverse primer. The 261 bp represent the PCR amplification
product of the alleles G and C amplified using the sequence specific
primers with the common reverse primers. M: 100bp DNA ladder;
1,2 and 3: normal genotype GG; 4 and 5: heterozygous genotype GC.

Detection of the Eotaxin (-384 A>G)
polymorphism

The PCR amplification of the eotaxin gene at the
position -384 produced a product of 204 bp that is

cleaved into 187 bp and 17 bp fragments after Taql
treatment in wild type allele (Figure 3).

M 1 248 6 7 89 10

1500 bp
500 bp
200 bp 204 bp
100 b

2 187 bp

Figure 3: Taqgl restriction digestion of the eotaxin -384A>G PCR
products from the representative samples separated by 15% native
polyacrylamide gel electrophoresis. The size of PCR product is 204
bp and digested fragments derived from the A—384 allele are 187 bp
and 17 bp (invisible in gel). The PCR products from the G-384 allele
are not cut with Taql. Lane M: 100 bp DNA ladder;: 1, 3, 5, 7, 9:
negative controls; 4: normal genotype AA; 2 and 6: homozygous
genotype GG; 8 and 10: heterozygous genotype AG.

The frequencies of the different genotypes among the
group of asthmatics were AA in 4 patients (10%), AG
in 12 patients (30%) and GG in 24 patients (60%).
However in the group of controls the frequencies of the
three genotypes were AA in 10 subjects (25%), AG in
14 subjects (35%) and GG in 16 subjects (40%) (Table

1.

The frequency of the homozygous genotype was
significantly higher in asthma patients than in control
subjects (y° = 4.103, P = 0.043, OR = 3.750, 95%
confidence interval (CI) = 1.001-14.05). The
heterozygous genotype AG tended to be slightly lower
in asthma patient compared with the group of controls,
but this was not statistically significant (x*= 1.172, P =
0.230). When the Eotaxin -384 allele frequencies were
analyzed, the frequency of the G allele was found to be
significantly higher in asthma patients than in control
subjects (x* = 5.479, P = 0.015, OR = 2.217, 95%
confidence interval (CI)=1.132-4.345). The distribution
of allelic frequencies of eotaxin (-384 A>G) among
asthma patients and the healthy control subjects is
shown in Table 2.

Genotype combinations of IL-4 (-590C>T),
IL-18 (-137G>C) and eotaxin (-384A>G)

Each SNP had two alleles and three genotypes. When
combining the genotypes of the three SNPs (IL-4 (-
590C>T), IL-18 (-137G>C) and Eotaxin (-384A>Q)),
27 genotype combinations were possible, from which
only 13 combinations appeared in the study groups
(Table 3 [Supplementary data]). The genotype combination
frequencies of asthma patients are quite similar to those
observed in healthy controls, no statistically significant
differences are reported between subjects and asthma
patients. One exception is for the genotypes
combination CT GG GG, which was preferentially
transmitted to the asthmatic children (x> = 5.238, P =
0.045). This genotype combination is composed of the
heterozygous genotype of IL-4 CT, the normal
genotype of IL-18 GG and the homozygous genotype
of eotaxin GG.

DISCUSSION

In the current study, the association of three different
promoter SNPs of the IL-18, IL-4 and eotaxin, which
are respectively -137G/C, -590C/T and -384A/G with
asthma in Jordanian population was investigated. These
three SNPs were selected in this study for their frequent
investigation worldwide.

To date there have been several reports about
polymorphisms of the IL-4 gene and their association
with asthma. So far, IL-4 promoter polymorphism C/T
at position -590 counting from the first ATG codon is
the only reported polymorphism of the IL-4 gene
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promoter (Lai et al., 2006). It is known that the specific
genotype (C or T) at position -590 of the open reading
frame of IL-4 gene is correlated with the expression of
IL-4 as well as with IL-4 mediated activity as this
polymorphism results in the transition from a weak
binding site for transcription factor NF-ATI1
(GGAGAA) to a strong binding site (GGAAAA) and
thus mediates a transcriptional up-regulation of IL-4
(Nguyen et al., 2004). Such a functional polymorphism
in the IL-4 gene may elevate IL-4 levels and thereby
influences the IL-4 dependant events which determines
disease progression. Several recent studies have
demonstrated an association of the allele T at the
position -590 from the open reading frame of the 1L-4
gene with asthma and atopy in different populations
and ethnic groups (Rosenwasser et al., 1995; Walley
and Cookson, 1996; Zhu et al., 2000; Noguchi et al.,
2001; Beghe et al., 2005).

Results from the present study showed that IL-4
promoter polymorphism at position -590 do not seem to
be associated with asthma in the Jordanian population.
Our findings are not in accordance with the previous
reports. They support many studies on different
populations which failed to find strong association of
this polymorphism with asthma. In a Kuwaiti cohort,
Hijazi and Haidar (2000) failed to find significant
association of IL-4 -590 polymorphism with asthma.
This SNP was not associated with asthma also in
Australian population (Elliott et al., 2001) and in
Mexican population (Lopez et al., 2006).

The IL-18 promoter polymorphism (-137G>C) was
suggested in many studies to impair IL-18 expression
(Jang et al., 2005; Xu et al., 2007). This SNP was
predicted to fall within a potential histone H4 gene
transcription factor 1 (H4TF-1) binding site, with the C
allele possibly demolishing the binding site of H4TF-1.
The functional consequence of the resulting -137
haplotype is a dramatic repression of the IL-18
promoter (Naeimi et al., 2006). Consistently, it was
shown that this polymorphism has reached significant
impact on asthma pathophysiology in German (Kruse et
al., 2003) and in Japanese populations (Yoshizawa et
al., 2002).

In the current study, we failed to detect significant
associations between IL-18 (-137G>C) polymorphism
and susceptibility to asthma. This is consistent with
many previous studies that showed no association with
asthma in many population as German (Heinzmann.,
2004), Swiss (Imboden et al., 2006b), and Korean
populations (Lee et al., 2006). Our negative association
study cannot exclude the significance if IL-18 variants
on the atopic diseases but might be just influenced by
the opposing effects of IL-18. IL-18 represents a
pleitropic cytokine with varying and sometimes
opposing effects in the pathogenesis of asthma (Liang
et al., 2005).

G to A single nucleotide substitution at position -384
was detected in the promoter region of eotaxin gene.
This SNP has been associated with asthma and allergic
phenotypes in many populations (Tsunemi et al., 2002;
Chang et al., 2005; Raby et al 2006; Batra et al., 2007).
The presence of -384G allele was shown to be
associated with increased eotaxin expression (Raby et
al., 2006). Chang et al., (2005) have reported that the
eotaxin promoter region around -384A>G may be the
binding site for a transcription factor, and the factor
that binds to this locus may be a negative regulator of
eotaxin expression. The presence of -384G allele seems
to decrease the affinity of this DNA-binding factor and
consequently increase the eotaxin expression.

In the present study we found that the frequency of
asthmatic patients with the homozygous genotype for
eotaxin GG was significantly higher compared with
that of the controls (P = 0.043, OR = 3.75), also
frequency of the mutant allele was significantly higher
in the asthma group than in controls (P = 0.015, OR =
2.217). These results are in agreement with previous
studies (Miyamasu et al., 2001; Chang et al., 2005;
Batra et al., 2007), and suggest that the G allele might
be a risk factor for asthma in this population. However,
since our sample size was relatively small, association
or linkage study in larger sample size is needed to
confirm the obtained results. Also, future studies should
include the relatives of asthma patients to be certain the
association between this SNP and the disease.

It has been previously suggested that these three SNPs
(IL-4 -590C>T, IL-18 -137G>C and eotaxin A>QG)
contribute to susceptibility to asthma or atopic asthma.
But no previous study has investigated the association
of combination of these three SNPs with asthma and
allergic disorders. In the present study we found some
association of the genotypes combination CT GG GG
with asthma in this Jordanian population. As long as
this study was performed in a small population, more
studies in other or larger population are needed to
confirm these results.

In conclusion, the genetic study of cytokines is likely to
provide relevant information on their polymorphisms
and a possible relationship between these
polymorphisms and diverse diseases including asthma.
Our understanding of this relationship may help both to
explain the biological events and to indicate to
clinician’s ways of predicting, preventing or managing
harmful situations in diseases with immunological
components. Moreover, our findings are not only of
interest to asthma, but may also be of relevance to other
inflammatory and autoimmune diseases. Further
examination of polymorphisms in cytokine genes
should enhance our understanding of the cytokine
network and provides clues to the pathogenesis of
multiple diseases.
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Résumé

L'asthme est une maladie chronique du systéme respiratoire qui touche toutes tranches d'ages, sa prévaence est en
constante augmentation dans tous les pays du monde. Cette maladie et d'autres mal adies allergiques sont dues a un
désequilibre dans les réponses immunitaires de type T-helper 1(Thl) et T-helper 2 (Th2).De nombreux
polymorphismes dans divers genes de cytokines ont été prouvés d’ étre associés a I'asthme et d'autres maladies
inflammatoires dans plusieurs populations. Notre travail a pour but de rechercher une éventuelle association entre
les polymorphismes des génes de cytokines IL-18 (-137G/C) (rs 187238), IL-18 ( -607C/A) (rs 1946518), IL-4 (-
590 CIT) (rs 2243250) et IFN-y ( +874A/T) (rs 2430561) et |'asthme dans un échantillon de la popul ation de I'ouest
Algérien (wilaya d'Oran). Ainsi, que leur association avec trois facteurs de risques de I’ asthme (sexe, antécédents
familiaux d’ asthme et antécédents personnels allergiques).La population étudiée est composeé de 176 patients
d’ asthme et 182 témoins sains. La détection des polymorphismes a été performé par la méhode PCR-SSP. Nos
résultats ont montré qu'il existe une différence statistiquement significative dans la distribution des fréguences
génotypiques et aldigues des SNPs -137G/C et -607C/A du géene IL-18 entre les cas et les témoins (P <0,05).
Ces résultats suggerent que ces deux SNPs ont une association avec |'asthme. Ces deux polymorphismes peuvent
étre considérés comme des marqueurs de prédisposition al'asthme. En revanche, les polymorphismes IL-4 (-590C/
T) et IFN-y (+874A/T) ne semblent pas étre associés a I’ asthme dans la population éudiée (P >0,05). Le sexe
féminin, la présence d’ antécédents familiaux d’ asthme et d’ antécédents personnels allergiques ont un impact sur la
distribution des fréquences genotypiques et aléliques de certains polymorphismes étudiés chez la population des
asthmatiques. En conclusion il serait intéressant d’ augmenter la taille de la population étudiée afin de confirmer

nos résultats, mais aussi d’ explorer d’ autres polymorphismes de géenes impliqués dans la pathologie d’ asthme

Motsclés:

Asthme; Cytokines; Polymorphisme; IL-18 (-137G/C); 1L-18 (-607 A/C); IL-4 (-590C/ T); IFN-y (+874A/T);
Popul ation oranaise; SNP; Facteurs de risque.
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