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RESUME

Introduction : 1’asthme est une maladie multifactorielle hétérogéne résultant des effets et
des interactions de nombreux facteurs génétiques et environnementaux. Les objectifs de
cette ¢tude sont multiples incluant : la recherche de 1’origine de D’allele mut¢ T du
polymorphisme -590C/T au niveau du promoteur du géene codant pour IL-4, 1’étude de la
composante génétique de ’asthme et l'effet d'un environnement commun a des sujets
partageant le méme habitat. Méthodes : Notre étude incluait 50 familles sélectionnées de la
ville de Constantine. Au total, 150 sujets constituent note cohorte dont le pére, la mere et de
I’enfant souffrant d’asthme allergique depuis plus de 2 ans, pour chaque famille et 50
personnes sains. Le statut atopique de I'asthme a été confirmé par les tests cutanés, le dosage
turbidimétrique des IgE et 1’évaluation de la concentration d’IL-4 par la technique ELISA.
Le polymorphisme -590C/T a été déterminé par PCR/RFLP en utilisant les enzymes BamF1.
Résultats : Nos données montrent que 90% des enfants asthmatiques sélectionnés ont des
antécédents familiaux de I’asthme (p < 0.0001) que 92% des enfants asthmatiques
sélectionnés ont des antécédents familiaux de 1’allergie (p < 0.0001). De plus, 50 % des
enfants asthmatiques habitent dans des logements insalubres. Les résultats de la
comparaison des taux des IgE totales des enfants avec ceux de leurs parents asthmatiques
ont montré que le taux des IgE des enfants est significativement associé aux taux des IgE de
leurs meres asthmatiques (P = 0.4254) et non pas a leurs péres (P = 0.0006). De méme pour
I’IL-4, nous avons trouvé que le taux sérique de 1’IL-4 des enfants est significativement
associé aux taux d’IL-4 de leurs méres asthmatiques (P = 0.7996) et non pas a leurs peres (P
= 0.0003). L'analyse génétique révele que I’allele T du polymorphisme -590C/T est
d’origine maternelle (p = 0.001) et il est plus transmis au sexe féminin que masculin (P =
0.009) et que les taux les plus élevés d’IgE totale et d’IL-4 serique est associé aux génotypes
maternel CT et TT (P = 0.009 pour les IgE et P = 0.003 pour I’IL-4). Conclusion : Le
caractére familial de la maladie asthmatique peut s'expliquer a la fois par la composante

génetique et I'effet d'un environnement commun.

Mots clés : Asthme, Allergie, Atopie, IgE, IL-4, SNP, -590 C/T.



ABSTRACT

Introduction: Asthma is a heterogeneous and multifactor disease, resulting from complex
interactions between genetic and environmental factors. The ultimate aims of this study were
to investigate the parental origin of the T allele of -590C/T polymorphism of the IL-4 gene;
to study the family history of asthma and the effect of environmental factor on people
sharing the common habibat. Methods: The study includes 50 families from Constantine
city. The total participants were 150 subjects composed of father, mother and child with
allergic asthma, for more than 2 years, and 50 healthy subjects. The atopic status was
confirmed by skin prick test, the IgE levels were measured by the Quantia IgE
immunoturbidimetric assay, and the interleukin IL-4 concentration was determined by
immunosorbent assay. Finally, the -590C/T polymorphism was determined by RFLP-PCR
using BsmF1 enzyme. Results: Our data show that 90% of asthmatic children have a family
history of asthma (p <0.0001) and 92% of them have a family history of allergy (p <0.0001).
In addition, 50% of children with asthma live in substandard housing. However, the
comparison Total IgE levels of children with those of their parents showed that the IgE
levels of children were significantly associated with the IgE levels of their mothers (P =
0.4254) and not with those of their fathers (P = 0.0006). Similarly for IL-4, we found that
children's 1L-4 serum levels were significantly associated with IL-4 levels of their mothers
(P =0.7996) and not with father’s 1L-4 levels (P = 0.0003). The genetic analysis reveals that
the T-allele of the -590C / T polymorphism is inherited from mothers (p = 0.001) and is
more transmitted to the female than male (P = 0.009) and that the highest rates of Total IgE
and serum IL-4 is associated with CT and TT maternal genotypes (P = 0.009 for IgE and P =
0.003 for IL-4). Conclusion: the familiales statut of may be due to the genetic background
and the common environment factors because the members of the same family are sharing

the same habitat.

Keywords : Asthma, Allergy, Atopy, IgE, IL-4, SNP, -590 C/T.
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INTRODUCTION

Le terme « asthme » apparait, pour la premiere fois, au XII siecle avant notre ére dans
I’lliade de Homer lorsqu’il a décrira I’état respiratoire d’Hector. Donc le mot « asthme »

vient du grec « asthma » qui fut repris au sens de « respiration difficile » [1].

L’asthme est une maladie fréquente qui représente un probléme principale de santé
publique, il affecte les personnes de tous les groupes d’age avec une estimation de 339.4
million asthmatiques a travers le monde [2]. L’étude GBD (Global Burden of Disease) a
estimé en 2016 que ’asthme a contribué a 23.7 millions de DALYSs (Disability Adjusted
Life Years) et il a été classé le 16°™ parmi les causes de YLD (Years of Life lived with

Disability) dans le monde [2].

Vers les années 1860, 1’état d’obstruction réversible des voies bronchique était
considéré comme la seule manifestation clinique pour caractériser 1’ Asthme. Par la suite, la
notion d’hyperréactivité bronchique (HRB) était ajoutée dans le profil du diagnostic de cette
maladie [3]. Aujourd’hui, d’aprés GINA (Global Initiative for Asthma), L’asthme peut étre
défini comme un syndrome inflammatoire chronique de la muqueuse bronchique caractérisé
par un trouble ventilatoire obstructif réversible, une hyperréactivité bronchique et des
épisodes récurrents [4] résultant d’interactions complexes entre des prédispositions

génétiques et des facteurs environnementaux [5].

Bien que I’Asthme ait été considéré, depuis longtemps, comme un syndrome
homogeéne, des études récentes ont montré que 1’Asthme consiste a plusieurs phénotypes ce
qui confirme 1’hétérogénéité de cette maladie. Parmi ces phénotypes on distingue 1’ Asthme
allergique (atopique) [6]. De nombreuses études épidémiologiques sont arrivé a prouver que
I’atopie est un facteur de risque constant de 1’asthme et ils ont estimé que la proportion de
I’asthme attribué a 1’atopie chez les enfants est de 38% [7]. pas tout asthme est atopique et la

plupart des atopies ne développent pas de I’asthme [8].

Cependant I’hérédité dans I’asthme a été démontré dés les premiéres études sur les
familles et les jumeaux, mais aujourd’hui, et grice au développement des progres de la
biologie moléculaire et les outils statistique les génes de susceptibilité a 1’asthme et a
I’atopie ont été cartographies [9]. Chaque géne a sa propre tendance a étre influencé par des
facteurs environnementaux [5] et il est intéressant de noter que la plupart de ces génes sont
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impliqués dans le processus d’inflammation et du remodelage de la maladie [4]. De
nombreuses Cytokines jouent un role fondamentale dans le développement de 1’état
d’inflammation chez I’asthmatique parmi ces Cytokines nous avons : I’IL-4, IL-5, IL-9, IL-
13 et IL-33, dans notre étude nous allons mettre 1’accent sur 1’IL-4 [10] qui est un Cytokine
de faible poids moléculaire (polypeptide de 129 acides aminés) codé par le géne IL-4
localisé au niveau du chromosome 5¢23.31 :IL-4, elle est essentiel pour la maturation des
cellules T naives aux cellules Th2 et la production de I’IgE qui est essentiellement impliquée

dans la pathogénéese de 1’asthme.

Il est a noter que la présence d’un polymorphisme au niveau des régions régulatrice
jouent un role clé dans la régulation de 1I’expression de gene ce qui aura une répercussion sur
la quantité¢ de cytokines produits, le meilleur exemple qu’on pourra citer ici et celui de
I’hypersécrétion de 1’IL-4 issue de la substitution de C par T au niveau de la position -589
du promoteur du géne codant pour I’IL-4 [5]. Cette hypersécrétion va induire un
déséquilibre dans la balance TH1/TH2 en faveur des cellules TH2 et par conséquence on
aura 1’augmentation du taux sérique de I’IgE qui représente un facteur exacerbant de

I’asthme d’origine allergique [10].

De nombreuses études d’association et familiales suggérent également I’existence
d’une empreinte maternelle ou paternelle dans la composante génétique de 1’asthme en
utilisant des marqueurs génétiques comme les polymorphismes situés dans des régions

chromosomiques candidats.[11]

Dans ce contexte, L’objet de notre travail de mémoire consistait & répondre aux

objectifs suivants :

= Evaluer D’association entre [’histoire familiale de [’asthme, [’allergie et la
susceptibilité a développer 1’asthme allergique.

= Tester si I’asthme est associé au statut asthmatique maternel ou bien paternel.

= Exploiter P’effet des facteurs de risques environnementaux (le type d’habitat, la
sensibilisation aux allergénes et 1’exposition intra-utérine au tabagisme maternel
passive) sur la susceptibilité a I’asthme allergique.

= Montrer I’association du polymorphisme -590 C/T du promoteur du geéne de I’IL-4
avec la triade atopique (asthme, eczéma, rhinite allergique).
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Exploiter le statut parental de 1’asthme afin de déterminer 1’origine de 1’alléle muté T
soit maternelle ou paternelle par le calcul des fréquences génotypique et alléliques et
enfin la confirmation de nos résultats par le test TDT.

Montrer 1’association entre la présence de ’allele muté T du SNP étudié et les taux
¢levés des IgE et d’IL-4 chez les enfants et leurs parents.

Evaluer la relation entre le sexe et les différents génotypes du polymorphisme -
590C/T.

Evaluer D’effet du génotype maternel sur 1’environnement intra-utérin et la

susceptibilité a développer 1’asthme allergique chez I’enfant au cours de sa vie.
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I. Atopie

En 1923, Coca et Cooke proposent de réunir sous un méme terme les
manifestations cliniques d’allergie : ils choisissent le terme d’atopie du grec a (privatif) et
topos (lieu). C’est la tendance héréditaire a avoir des réactions allergiques. Classiquement
I’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 [12]. Elle est caractérisée par 1’activation des lymphocytes T qui
induisent une production anormalement ¢levée d’anticorps IgE et 1’activation des
¢osinophiles. Le diagnostic de 1’atopie est habituellement fait sur base de la positivité des
tests cutanés aux pneumallergenes les plus courants (pollens, acariens, phaneres
d’animaux). Parfois 1’atopie est assimilée a I1’¢lévation du taux d’IgE circulante
indépendamment de leur réactivité aux allergenes de I’environnement. Cette sensibilisation
lorsqu’elle survient, peut rester asymptomatique ou créer les conditions de survenue d’une
affection atopique : 1’asthme, 1’allergie, la dermatite atopique, la rhinite allergique. Elle est
bien évidemment liée a D’exposition aux pneumallergénes 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.

I1. Asthme
11.1.Définition

L’Asthme est une maladie inflammatoire chronique de la muqueuse des voies
aériennes dont ces derniers s’obstruent lorsque I’individu prédisposé est exposé a des
déclencheurs spécifiques (allergénes, virus et exercice). Cette inflammation provoque des
troubles fonctionnels ventilatoires de manifestations cliniques persistantes ou intermittentes
tels : la toux (qui peut étre séche ou productive), Dyspnée, expectorations, intolérance a
I’effort, oppression thoracique et le sifflement. Ces signes cliniques sont associeés a une
obstruction bronchique, généralement réversible, améliorée par un traitement (des
bronchodilatateurs et des corticoides inhalés) ou spontanément ainsi a une hyperréactivité

des voies bronchiques a divers stimuli [6].

Des études récentes ont montré que, des modifications anatomopathologiques au
niveau de la muqueuse bronchique a cause de I’inflammation chronique peuvent étre
irréversibles et que c’est symptomes sont ¢té¢ observés chez des sujets décédés d’asthme

[13].
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En effet, la forme familiale de 1’asthme allergique ajoute la notion d’hérédité comme
facteur génétique qui s’accompagne de facteurs environnementaux déclenchant les crises
d’asthme. Il s’agit donc, au plan ¢étiologique, d’une prédisposition héréditaire

multifactorielle hétérogéne [14].

11.2.Phénotypes de I’Asthme

La détermination du phénotype de 1’asthme est basé¢ sur la combinaison des
caractéristiques cliniques, pathologique et démographiques ainsi que les processus
physiopathologiques et inflammatoires de I’asthme et la réponse attendue aux traitements
[15]. La caractérisation de ces phénotypes est importante afin d’identifier les causes et les
mécanismes ¢€tiologiques de 1’asthme et de guider le développement des processus

thérapeutiques [16]. Plusieurs phénotypes ont été identifiés, parmi lesquels :

11.2.1. Asthme allergique (extrinséque)

L’asthme allergique, qui fait I’objet de notre présente étude, est le plus répondu entre
les phénotypes de I’asthme qui peut se développer a un age précoce (avant 6 ans). Il est
associé a I’atopie et aux antécédents familiaux de maladies allergiques comme 1’eczéma, la
rhinite allergique, les allergies alimentaires et médicamenteuses et qui se caractérise par une
inflammation a éosinophiles des voies respiratoires. Les patients souffrant d’asthme

allergique répondent bien a la corticothérapie [17].

11.2.2. Asthme non-allergique (intrinséque)

Survient généralement a un age plus tardif. 11 n’est pas associé a une maladie
allergique mais fréquemment associé a une sinusite chronique et une polypose nasale. Le
profil cellulaire des expectorations chez les patients souffrant de ce phénotype d’asthme peut
étre de nature neutrophilique, éosinophilique ou contenant seulement quelques cellules

inflammatoires (pauci granulocytaire) avec une moins bonne réponse aux corticoides [17].

11.2.3. Asthme d’exercice

Bien que ce phénotype soit décrit depuis longtemps mais on sait peut sur son
processus inflammatoire. 1l est susceptible de se déclenché apres un exercice (il y a une

diminution du VEMS de 10 a 15%) et s’aggrave avec le froid et le climat sec [15].
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11.3.Epidémiologie de I’asthme
11.3.1. Prévalence

La prévalence de 1’asthme a été largement étudiée a 1’échelle mondiale chez les
enfants et les adultes. Cependant, plusieurs études se concentrent sur la prévalence de
I’asthme chez les enfants notamment les études ISAAC (International Study of Asthma and

Allergy in Childhood) [2].

En 2008, I’étude AIRMAG (Asthma Inside Reality in Maghreb), qui a pour but
d’estimer la prévalence de I’asthme et son niveau de controle dans la population maghrébine
(en Algérie, en Tunisie et au Maroc), a retrouvé que la prévalence de la maladie en Algérie
est de 3.1 % pour les adultes et de 4.1 %pour les enfants et que le niveau de controle de
I’asthme est de 24.1 % chez les adultes et de 31.6 % chez les enfants [18].

11.3.2. Mortalité

La mortalité a cause de I’asthme est relativement faible dans tous les ages et cela serait
attribué au meilleure controle des symptomes ainsi que 1’amélioration du traitement des
exacerbations [19]. 1l a été estimé que I’asthme entraine 346 000 déces chaque année dans
le monde entier [20] et représente 3.3 % des causes de mortalité parmi les maladies

respiratoires avec une estimation de 5000 décés par ans en Algerie[21], [3].

11.3.3. Morbidité

L’asthme a des répercutions socio-économiques dont le colt économique global de
I’asthme est vraiment considérable que ce soit le codt direct (médicaments, hospitalisation et
les visites médicales) ou indirect (congé de maladie, les jours d’absences ainsi que le décés
prématuré) [22]. Cependant, au-dela des couts économiques, il a été estime en 2016 que 23.7
millions de DALYSs sont perdues chaque année. Bien que la mortalité attribuée a I’asthme
est faible, ’asthme a été classé le 23°™ cause d’années de vie perdue (YLL) due a la
mortalité prématuré parmi les autres maladies et le 16°™ cause d’années vécues avec
I’incapacité (YLD) [2].

En 2007, I’institut national de la santé publique INSP a reéalise une enquéte TAHINA

et il a classé ’asthme au 3°™ rang parmi les maladies chroniques en Algérie [3].
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I1.4.Facteurs de risque de ’asthme

L’étiologie de 1’asthme est multifactoriel dont ces facteurs sont complexes et
interactive et pouvant étre de deux types : les facteurs de susceptibilité individuelle et les

facteurs environnementaux favorisants ou aggravants la maladie [20].

11.4.1. Facteurs de susceptibilité individuelle
11.4.1.1. Predisposition génétique

Des études familiales et jumelles indiquent que 1’hérédité est un facteur de risque qui
joue un rdle crucial dans la prédisposition et le développement de I’asthme. C’est une
maladie polygénique dont de nombreux genes identifiés sont impliqués dans son processus
physiopathologique [23]. En effet, les recherches réalisées sur les genes liés au
développement de I’asthme sont concentrés sur quatre champs : la production des anticorps
immunoglobuline E (IgE) spécifiques pour I’allergéne (terrain atopique), I’expression de
I’hypersensibilité des voies respiratoires, la production des médiateurs de I’inflammation
comme les cytokines et les facteurs de croissance, et la détermination du rapport Th1/Th2.
L’inflammation bronchique associée a ’asthme est fortement li¢ aux genes localisé au

niveau du chromosome 5q [20].

11.4.1.2. Sexe et age

Le sexe influence le développement de I’asthme de maniére dépendante de 1’age.
Durant I’enfance, le sexe male est un facteur de risque de 1’asthme dont I’incidence et la
prévalence de ’asthme est plus €levée chez les garcons que chez les filles jusqu’a I’age de
13 & 14 ans [23] et cela peut étre attribué a la différence de la taille des poumons et des voies
respiratoires qui sont plus petites chez les garcons que chez les filles ce qui rend
I’obstruction bronchique plus importante alors que 1’asthme commencgant a 1’dge adulte

concerne plus souvent les femmes que les hommes [20].

11.4.1.3. Obésité
La prévalence de I’asthme est augmentée chez les individus obeses dont 1’indice de
masse corporel est supérieur & 30 Kg/m? , cette augmentation est observée en particulier

chez les femmes symptomatiques de 1’obésité abdominale que chez les hommes [20].

Aujourd’hui, il est bien connu que ’obésité est un facteur de risque prédisposant
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I’expression de 1’asthme et elle est associée au mauvais contr6le et a la gravité des

symptomes de la maladie constituant ainsi un phénotype de 1’asthme a part entiére [22].

11.4.2. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux peuvent étre des facteurs de la survenue et/ou
d’aggravation des symptomes, parmi lesquels : I’exposition aux allergénes, le tabagisme, la

pollution atmosphérique, les infections, I’exercice.

11.4.2.1. Exposition allergénique

La sensibilisation des voies aériennes est en relation avec 1’exposition aux allergénes,
cette sensibilisation allergique est en cause de 1’augmentation de 1’incidence de 1’asthme

chez les enfants et la persistance de cette maladie jusqu’a 1’age adulte [22].

Les allergénes en cause de I’asthme sont multiples, signalons en particulier : les

allergenes domestiques et les allergénes extra-domestique.

11.4.2.2. Facteurs favorisants et/ou aggravants
11.4.2.2.1.  Tabagisme

Le tabagisme, qu’il soit actif ou passif, est associé a la survenue et a I’aggravation de
I’asthme. Chez les asthmatiques, le tabac est délétére par son action irritante sur les voies
respiratoires, il contribue a la sévérité de 1’asthme et rend le controle et la réponse au

traitement plus difficile [22].

La combustion de la cigarette provoque la formation de trés nombreuses substances
toxiques pour I’organisme. la fumée de tabac est un mélange de gaz et de particules qui
contient environ 4500 constituants différents, parmi lesquels les plus importants sont la

nicotine, le monoxyde de Carbone (CO), les hydrocarbures polyaromatiques etc. [24], [25].

= Tabagisme passif

Des études ont montré que le tabagisme in utéro est a 1’origine de modifications
structurelles est fonctionnelles importantes des bronches respiratoires dont les conséquences
seront une diminution de la compliance pulmonaire, une augmentation de la résistance des
voies aériennes et une hyperréactivité bronchique et donc une altération des propriétés
mécaniques du systéme respiratoire. De ce fait, il a été associé a la survenu de 1’asthme chez

les enfants [25], [24] .
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= Tabagisme actif

Actuellement, il y a peu de donnés de la littérature concernant le role du tabagisme
actif comme facteur de risque du développement de 1’asthme mais il est évident que le
tabagisme actif est un facteur aggravant. Cependant, il a été associé a la séverité et au

mauvais contrdle ainsi qu’aux nombres ¢élevé d’hospitalisations [26].

11.4.2.2.2. Pollution atmosphérique

Plusieurs études ont démontré le role de I’exposition aux polluants atmosphériques

dans I’exacerbation de 1’asthme préexistant [27], [28].

11.4.2.2.3. Infections

Les infections des voies respiratoires peuvent contribuer au développement et a
I’expression clinique de 1’asthme [29]. Chez les asthmatiques, les infections, en particulier
les infections virales, induites notamment par le virus respiratoire syncytial (VRS) et le
rhinovirus humain et le virus de la grippe sont des facteurs d’aggravation qui pourraient

exacerber la symptomatologie asthmatique[29], [30].

11.4.2.2.4. Autres facteurs d’exacerbation de I’asthme

¢ D’entrainement et le niveau élevé de I’activité physique [31]

e Le reflux gastro-cesophagien (RGO)[32].

e Les pathologie ORL.

e Les hormones sexuelles pourraient jouer un réle dans la régulation de
I’hyperréactivité bronchique et alors dans les exacerbations asthmatiques[33].

e Les medicaments peuvent étre parfois un facteur d’exacerbation de 1’asthme
notamment les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) qui peut induire des crise

de survenue rapide et sévéres, les bétabloquants et 1’aspirine [33].

11.4.3. Facteurs protecteurs

En dehors des facteurs de risque nuisibles, il a été démontré que la diversité du
microbiote intestinal et du microbiote pulmonaire est associée a 1’apparition de I’asthme.
Bien que les microbiotes ont un effet protecteur grace a I’exposition a 1’environnement dans
I’enfance ou durant la grossesse mais ils sont arrivé & changer a cause de différentes

expositions tels que la pollution atmosphérique, le tabac, les pesticides, etc. et dans ce cas-I3,
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ils pourrait devient alors des facteurs de risque du développement de I’asthme au lieu d’étre

des facteurs protecteurs contre cette maladie [22].

I11.Allergie
111.1. Définition

Le terme « allergie » a été utilisé pour la premiére fois par Clemens von Pirquet pour
faire la distinction entre les réponses immunitaires protectrice et celles dommageables de
I’organisme [34]. L’allergie est une des maladies les plus fréquentes dans les pays
développés surtout les pays industriels dont 25% de leurs populations souffrent d’allergies.
Selon AAFA (Asthma and Allergy Foundation of America) en 2002, les allergies sont la
sixieme cause principale des maladies chroniques dans les U.S [35].

L’allergie peut étre définit comme 1’ensemble des manifestations cliniques apparait
suite a une réponse immunologique liée a la synthése des anticorps (IgE et autres types)
specifiques [36], cette réponse est caractérisé par l’excessivité conte des substances,
appelées allergénes, qui ne sont pas inoffensifs pour la plupart des gens [35]. On devrait
faire la distinction entre le terme d’ « allergie » et le terme de « sensibilisation » dont
I’individu prédisposé génétiquement a la tendance de développer une sensibilisation
dépendante d’IgE spécifique lorsqu’il est exposé¢ d’une maniére suffisante aux allergénes.
Lors d’un deuxiéme contact avec [’allergéne, des manifestations cliniques peuvent
apparaitre suite a la sensibilisation (réaction antigene-anticorps). Donc 1’allergie est une

expression clinique d’une sensibilisation [36].
111.2. Allergenes
Les allergénes sont des antigénes capables de déclencher une réaction immunologique
spécifique, lls sont de nature protéique [36]. On distingue deux caractéristiques pour
’allergene :
= Le pouvoir allergénique : c’est la capacité d’un allergéne de développer une allergie.

= Le poids moléculaire : si on se concentre sur les pneumallergenes, les particules
allergéniques de poids moléculaire supérieur a 10 um s’arréts dans les fosses nasales et
ceux de 2 a 5 um vont arriver et se déposer dans les bronches et les petites particules de

taille inférieure & 1 um arrive jusqu’aux alvéoles [37].
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111.3. Types d’allergénes
On distingue cinq catégories d’allergénes :

A. Les pneumallergénes ou aéro-allergenes: lls sont présents dans 1’air
ambiant et pénctrent dans 1’organisme par voie respiratoire comme les

acariens, les poils d’animaux, les pollens.

B. Les trophallergénes : pénétrent 1’organisme par voie alimentaire. Ces

allergénes alimentaires sont contenus dans les aliments.

C. Les allergénes de contact : ils sont a 1’origine d’allergies lorsqu’ils sont en
contact direct avec la peau comme les accessoires qui continents du Nickel

ou du Chrome.

D. Les venins d’hyménopteres : certains individus sont allergiques aux venins

d’hyménopteres comme les abeilles, les guépes, les bourdons.

E. Les médicaments : se trouvent dans certains médicaments comme : les
antibiotiques, les anti-inflammatoires non-stéroidiens ou utilisés en

anesthésie comme les curares [38].
I11.4. Hypersensibilité

Les réactions d’hypersensibilité corresponds a un état d’une réactivité altérée dont le
corps développe une réponse immunitaire excessive vis-a-vis des antigenes [39]. Ces
antigénes sont soit endogenes ou exogenes. Les réactions immunitaires contre les antigénes
endogenes ont lieu dans les maladies auto-immunes. Dans I’autre coté, la plupart des
réactions développées contre les antigénes exogénes sont en cause de multiples maladies

comme 1’asthme allergique [40].

L’hypersensibilit¢ regroupe des mécanismes immunologiques impliquant les
anticorps ou les lymphocytes qui attaquent les cellules et les tissus qui ne sont pas,
normalement, les cibles de ces mécanismes [36]. En 1963, Gell et Coombs ont proposé une
classification des hypersensibilités en quatre types différents. Cette classification est fondée

sur la séveérité et la latence de la réaction immunitaire [39].
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111.4.1. Hypersensibilité de type I

L’hypersensibilité¢ de type I est une réaction allergique immédiate qui peut avoir des
manifestations systémiques ou locales aprés le contact avec les allergenes [40]. Elle est

induite par la présence des anticorps de type IgE spécifiques d’un antigene dans le corps
[36].

111.4.2. Hypersensibilité de type 11

Aussi appelés hypersensibilité cytotoxique, est une réponse immunitaire rare a
médiation d’anticorps de types IgM et IgG. Dans les réactions cytotoxiques, les anticorps se
lient spécifiguement aux antigénes attachés a la membrane plasmiques des cellules
aboutissant a la formation d’un complexe et a I’activation du complément, qui & son tour,

induit la lyse des cellules ou des tissus [39].

111.4.3. Hypersensibilité de type 111

Comme I’hypersensibilité de type I, les réactions d’hypersensibilité de type III sont
médiées par les IgG et les IgM a la différence que dans ce type de réponse, les antigénes
sont solubles dans le sang et non pas attachés a la surface des cellules. Par conséquence, les
anticorps se lient aux antigénes aboutissant a la formation des complexes antigéne-anticorps.
L’augmentation du nombre des complexes conduit a leur déposition dans divers régions du

corps comme les poumons, les riens, la peau et les yeux [39].

111.4.4. Hypersensibilité de type IV

Ce type de réponses correspond a I’hypersensibilité retardée car elles se développent
plus de 12 a 24 heures apres le contact avec 1’antigene et persistent pendant 2 a 3 jours. Les
réactions de type 4 sont introduit par les lymphocytes T et d’autres types de cellules comme
les macrophages et les cellules T effectrices dont 1’antigéne est attaché et expos¢ par des

cellules présentatrices [40].
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Tableau.1 : Classification de Gell et Coombs [41]
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IV. Physiopathologie de I’asthme allergique

Comme il a ét¢ mentionné précédemment, que ’asthme est une maladie chronique
complexe et multifactorielle qui implique de multiples genes et influencée par de nombreux
facteurs environnementaux responsables des manifestations cliniques hétérogenes
permettant également de distinguer différents phénotypes d’asthme. Dans le plus souvent, la
physiopathologie de I’asthme est abordée sous 1’angle de 1’allergie dont 75 % a 80 % des cas
d’asthme sont générés a cause de réponses allergiques suite a 1’expositions a des allergeénes
inhalés [4]. En effet, ’hétérogénéité phénotypique de I’asthme partages des mécanismes

physiopathologiques communs impliqués dans le développement de cette maladie :

e L’inflammation bronchique.
e Le remodelage bronchique.

e L’hyperactivité bronchique.

IV.1. Inflammation bronchique

L’inflammation bronchique observée chez les sujets asthmatiques reflete un
déséquilibre dans les interactions entre les cellules inflammatoires et les cellules de structure

de I’arbre bronchique qui conduit & un ensemble de modifications structurelles regroupée
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sous le terme de remodelage bronchique qui participent a 1’épaississement de la paroi
bronchique et donc a I’aggravation de [’obstruction des Vvoies respiratoires et le

développement de I’asthme [42].

Dans ce contexte, il est intéressant de décrire tout d’abord les principaux acteurs du

processus inflammatoire bronchique avant d’aborder son mécanisme physiopathologique.

Al QONOS Pathogones Dactérleons, viraux, parasitares

o — .

o

////(/// .////////M/zl///// ////// %I /w///f ////«/ W/{z///////(/
l
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Figure.l : ’initiation et I’entretien de la réponse inflammatoire dans 1’asthme [42]

Lorsque un individu asthmatique est réexposé a un allergéne sensibilisant (poils
d’animaux, poussiere, pollens, etc.) et que ce dernier pénéetre dans les voies respiratoire et
devient en contact avec la muqueuse bronchique, 1’allergene interagie via son complexe
protéique avec les IgE spécifiques exprimés a la surface des mastocytes et des basophiles
par les récepteurs FceRI. Cette interaction conduit au déclenchement d’un processus
effecteur durant lequel une variété de médiateurs sera libérée tels que I’histamine, des

leucotriénes, des prostaglandines et des cytokines dont IL-4 par des cellules inflammatoires
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(mastocytes, éosinophiles, monocytes, lymphocytes) et des cellules non-inflammatoires. Ces
médiateurs vont déclencher une cascade de réactions inflammatoires au niveau des voies

aériennes qui sont a I’origine du développement de 1’asthme.
On distingue plusieurs phases de la réponse inflammatoire dans 1’asthme allergique :

* Phase d’initiation de la réponse allergique appelée aussi de sensibilisation
dépendante de cellules dendritiques.

» Phase effectrice caractérisé par la libération de plusieurs catégories de
médiateurs inflammatoires qui vont coordonner la réponse inflammatoire.

» Phase de réparation qui apparait dans le cas d’asthme chronique [43].

IVV.2. Remodelage bronchique

Le remodelage bronchique est I’ensemble des remaniements de la paroi des voies
aériennes qui conduit chez les personnes asthmatiques a un déclin progressif et irréversible
de leur fonction respiratoire. 1l se caractérise, sur le plan histopathologie, par des Iésions au
niveau de 1’épithélium bronchique a cause d’une desquamation de celui-Ci accompagnée
d’une fibrose sous-épithéliale, d’une hypertrophie, d’une hyperplasie du muscle lisse
bronchique [43]. Ces modifications associant une infiltration par des cellules
inflammatoires, une hypertrophie des cellules glandulaires associé a une hypersécrétion de

mucus et une augmentation de la vascularisation [42].

Cependant, I’ensemble de ces altérations structurales sont observé dans les bronches
segmentaires des personnes asthmatiques, participants a I’épaississement de la paroi des

voies aériennes et donc a une obstruction bronchique [43].
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AIRWAY PATHOLOGY IN ASTHMA
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Figure.2 : Présentation schématique de ’interaction entre I’inflammation et le remodelage

bronchique dans 1’asthme [44]

IV.3. Hyperactivité bronchique

C’est I’aptitude des voies aériennes de développer une obstruction bronchique, il s’agit
donc d’une bronchoconstriction en réponse a une stimulation (allergénes, air froid,
polluants, effort physique) [43]. En effet, il faut faire la distinction entre I’HRB non
spécifique, observée fréquemment dans 1’asthme et d’autres pathologies et I"HRB spécifique

observée uniquement chez les personnes ayant un asthme allergique.

L’HRB spécifique se déclenche suite a I’inhalation d’un allergéne contre lequel le
patient asthmatique est sensibilisé [45]. Des études ont montré que la desquamation
épithéliale résultante du remodelage bronchique facilite 1’accés de ’allergene inhalé aux
terminaisons nerveuses de la paroi bronchique qui contrdlent la contraction du muscle lisse

en favorisant alors I’hyperactivité bronchique [46].
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V. Diagnostic
V.1. Diagnostic clinique

Le diagnostic de I’asthme est essentiellement clinique. Les symptomes de 1’asthme ont
été définis depuis 2008 par le groupe GINA : les sibilants, la toux, la dyspnée sifflante, la
géne respiratoire parfois grave (asthme aigu grave ou crise d’asthme sévére), les symptomes

surviennent surtout le soir qui sont Généralement réversibles sous bronchodilatateurs.

V.2. Examens complémentaires

o Radiographie du thorax: utilise a la recherche de signes de distension afin
d’éliminer une compression extrinséque des bronches (Tumeur).

o Radiographie des sinus : la radiographie des sinus permet de rechercher une sinusite
notamment allergique se manifestant par un épaississement en cadres des deux sinus
maxillaires.

o Les tests cutanés : les tests cutanés sont un examen avantageux, sensible et spécifique
pour détériminer ’aspect allergique de I’asthme. Dont surtout le test épicutané et le
skin-prick-test. Les tests cutanés peuvent confirmer la présence ou I’absence de
sensibilisation. Un test cutané positif doit absolument étre mis en relation avec les

symptomes anamnestiques.

V.3. Exploration fonctionnelle respiratoire EFR (Spirométrie)

Basés sur la spirométrie. Grace a la mesure des débits et volumes pulmonaires et la
courbe débit volumes, I’obstruction bronchique est mise en évidence et chiffrée.
L’obstruction bronchique se caractérise par une augmentation des résistances des voies
aériennes a I’écoulement gazeux et elle est définie sur le plan fonctionnel par un rapport
VEMS/CV appelé rapport de Tiffeneau < 0.7 ou < a la limite inférieure de la norme,
contrairement a la BPCO 1’obstruction bronchique dans 1’asthme est totalement réversible.
La réversibilité est évaluée en utilisant des bronchodilatateurs de courte durée d’action
(Ventoline). D’un point de vue pratique, on administre 400 mg ou 04 bouffées et on refait
I’examen apres 15 mn. L’obstruction est réversible s’il y’a une augmentation du VEMS et
ou de la CVF de 12% et 200 ml par rapport a la valeur initiale avec normalisation du rapport
de Tiffeneau. Mais le suivi de I’asthme se fait uniquement par la mesure du VEMS (GINA

2008- 20015). Parfois dans certains asthmes séveres, il est souhaitable de mesurer les
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volumes pulmonaires a 1’aide d’une pléthysmographie pour objectiver une distension

pulmonaire et surtout si elle est visible radiologiquement.

V.4. Diagnostic Biologique

Si I’asthme est allergique un bilan allergologique s’impose :

V.4.1. Recherche d’hyperéosinophilie

Il est recommandé au départ de demander une formule sanguine compléte, une
glycémie, les tests hépatiques et rénaux. Chez 1’asthmatique non traité, il peut y avoir une
discrete eosinophilie périphérique. Si elle est toujours importante, il faut penser au syndrome
de I’hyperéosinophilie. Certaines infections parasitaires s’accompagnent d’une €osinophilie
et de difficultés respiratoires. Mais 1’examen du sang est souvent peu parlant dans I’asthme
non infectieux non exacerbé. En fonction du diagnostic différentiel et du moment, il faut
penser spécifiqguement a doser la protéine C-réactive (CRP), les hormones thyroidiennes
(TSH, fT4), la créatinine, et a demander une formule sanguine. L’asthme en lui-méme ne
fait pas augmenter la CRP. La CRP est donc un élément du diagnostic d’une infection, en
fonction de la situation clinique. Une hyperéosinophilie sanguine modérée (inférieure a
1000/mm?®) est fréquente au cours de I’asthme atopique ; elle peut étre importante dans

certains cas d’asthme intrinseque.

V.4.2. IgE sériques globales

Le dosage des IgE globales explore les IgE circulantes et non celles fixées sur les
mastocytes qui seules ont un rdle immunologique. Ce dosage ne doit pas étre un examen de
routine dans 1’exploration du sujet asthmatique, a I’exception du nourrisson. Un taux d’IgE
¢levé peut s’observer en dehors de I’asthme et a I’inverse un sujet authentiquement atopique

peut avoir un taux normal d’IgE. La valeur normale pour ’adulte est inférieure a 150 KUI/L.

V.4.3. Dosage des IgE spécifiques

IIs explorent les IgE spécifiques contre un allergéne donné (RAST, CAP SYSTEM) ou
contre un panel d’allergénes, faisant appel a des techniques radio-immunologiques ou
surtouts immuno-enzymatiques. Leur dosage doit étre orienté en fonction des données
cliniques. Ces tests trés colteux doivent étre réservés aux cas discordants ou difficiles. Il
existe actuellement des tests multiallergéniques de dépistage (TMA) pour les

pneumallergénes (ex Phadiatop) et les trophallergenes usuels. Ces tests qui apportent

20| Page



CHAPITRE | RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

uniquement une réponse qualitative (positive ou négative) sont des tests de dépistage. Leur
apport dans le diagnostic étiologique est limité et leur colt élevé.

V.5. Diagnostic de I’asthme : visions futures

L’asthme est un syndrome clinique fait d’inflammation (plusieurs étiologies possibles)
et d’hyperactivité bronchique, qui pose de grandes exigences diagnostiques. Il n’y a
actuellement encore aucun examen parfaitement fiable, diagnostique ou pronostique. Nous
espérons que les nouveaux marqueurs géniques, ou la détermination des polymorphismes et
de I’expression géniques combleront cette lacune. La biologie Moléculaire offre de grande
possibilité d’amélioration du diagnostic, il existe actuellement des polymorphismes géniques
favorisant la survenue d’un asthme chez les porteurs de ces caractéristiques (polymorphisme
de la famille génique protéine-phosphatase (PPP), interleukine- 1, tumor necrosis factor,
glutathion-Stransférase). D’autres polymorphismes ont été décrits pouvant expliquer les
réponses différentes des patients a un certain traitement, ou les prédire. Cela surtout pour le
traitement par béta-2 mimétiques et antagonistes des leucotrienes.

L’analyse de 1’expression génique par «genchips » est trés prometteuse. Il a par
exemple été possible de définir un score génique diagnostique, permettant de prouver une
atopie avec une sensibilité et une spécificité de pres de 95%. Nous pouvons imaginer mettre
au point des scores spécifiques pour le degré de I’inflammation et de dérégulation des géenes

cortico-dépendants, pour la gravité de 1’asthme et le «remodelling» [47].
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Deuxieme partie : La génétique de I’asthme allergique

Introduction

Comme nous ’avons déja mentionné dans la premiére partie de notre travaille que
I’asthme est une maladie multifactorielle a prédisposition génétique dans laquelle
interviennent des facteurs environnementaux pour I’exprimé ou 1’aggravé. Cependant,
plusieurs évidences indiquent la ressemblance familiale de 1’asthme et que le risque qu’un
enfant développe de I’asthme dont 1’un des parents est atteint est d’environ 25%, alors que le
risque si les deux parents sont atteints est d’environ 50% [48]. En réalité, ’hérédité dans
I’asthme a été démontré depuis longtemps par des études familiales et de jumeaux [9]. De
plus, de nombreux études de jumeaux ont montrés que le risque de récurrence de I’asthme
est beaucoup plus élevé chez les jumeaux monozygotes (environ 75%) que chez les jumeaux
dizygotes ce qui augmente significativement le role de la génétique comme facteur de risque
de I’asthme[48].

Aujourd’hui, et grace aux nouvelles progrés de la biotechnologie et de la génétique
moléculaire et les outils statistiques, les chercheurs ont pu arriver a identifier I’asthme
comme syndrome polygénique dont plusieurs génes déterminés sont incriminés [9]. En effet,
la majorité des études génétiques ont été faite sur des genes associés au processus
physiopathologique de 1’asthme et donc sur des genes liés au systéme immunitaire [49]. Les
analyses de ségrégation confirment le déterminisme génétique de la maladie d’asthme
malgré leurs difficultés a réaliser car elles nécessitent un trés grand nombre de patients. Ces
analyses ont propos¢ également deux modes de transmission génétique 1’un est

monogénique autosomique dominant alors que ’autre est polygénique autosomique récessif

[9].

Bien que le facteur génétique a été démontré dans la survenue de la maladie,
I’expression phénotypique de l’asthme est relativement associée a un petit nombre de
déterminants génétiques (génes) sur lesquels peuvent agissent d’autres geénes et facteurs
environnementaux modificateurs aboutissant ainsi a 1’apparition de traits complexe [48].
Dans I’étude génétique, plusieurs approches expérimentales sont utilisées pour établir le lien
entre la maladie tel que 1’asthme et les déterminants génétiques associés. Parmi les plus
importants sont: les analyses de liaisons, les études familiales et les analyses

d’association.
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I. Analyse de liaison (Linkage)

Les analyses de liaisons ou linkage, ont pour objectif de déterminer et d’analyser la
ségrégation des alléles mutés dans des régions chromosomiques différentes a 1’intérieur des
familles porteurs d’une maladie ou un phénotype comme I’asthme. Ces études visent de
identifier les déterminants génétiques responsables de I’expression de la maladie[50]. Dans
les maladie complexe tel que I’asthme, I’hyperréactivité bronchique et 1’atopie, il est a noter
que les études de liaison sont pas efficaces a cause de I’hétérogénéité génétique les

interaction entre les différents génes et entre les génes et 1’environnement[50] .

En effet, la relation entre 1’asthme et des polymorphismes situés sur des régions
chromosomiques différentes a été identifié par de nombreux criblages génomiques. Ces
régions sont : 5q 31-33, 12q15-24, 11q13 et 15¢923.6 [9].

I1. Etude familiale

Les études familiales sont trés efficaces dans les projets qui visent a déterminer s’il y a
concentration familiale d’une pathologie, et dans les études de ségrégations pour déterminer
le mode de la transmission génétique de la maladie. cependant, la concentration familiale de
I’asthme a été démontrer par de nombreux études familiales dont la prévalence de 1’asthme
est de 13% chez les apparentés d’individus atteints et de 4% chez un groupe témoins

composé d’individu non atteints [51].

Cooke et Van ont réalisé une étude familiale en 1916 sur 504 familles et ils ont
suggéré un mode de transmission autosomique dominant de 1’asthme [50]. C’est en 1954
que Lips a proposé que 1I’asthme soit une maladie polygénique dans laquelle plusieurs genes

peuvent intervenir [50].

111.Etude d’association

La détermination des genes associés aux maladies humains représente 1’intérét majeur
de multiples recherches actuelles. Ces recherches utilises plusieurs méthodes, entre autre,
Les études d’associations qui sont des outils statistiques majeurs utilisés afin d’établir la
corrélation entre I’expression phénotypique et la variation génétique en identifiant les
déterminants génétiques associés a la susceptibilité des traits complexes [52]. Cependant,
deux approches sont utilisé dans les analyses d’association : les genes candidats et le

clonage positionnel [53].
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e Le clonage positionnel

Au début des années 1980, le clonage positionnel a été introduire dans les recherches
expérimentales afin de définir la région chromosomique transmise dans la famille
responsable de 1’apparition d’un phénotype d’une pathologie génétiques. Il représente
potentiellement une des étapes fondamentales dans ce domaine [54]. Néanmoins, la stratégie
du clonage positionnel commence d’abord par 1’identification du déterminant génétique

associé a la maladie en faisant appel a I’approche du géne candidat [55].
e Les génes candidats

Les études d’association utilisent les polymorphismes d’un seule nucléotide (SNPs
pour Single Nucleotide Polymorphisms) des genes candidats comme marqueurs génétiques
dans les enquétes de clonage positionnel reposant cependant sur la démonstration que il
existe des alléles précis sont associées a 1’expression phénotypique de la maladie [56]. Dans
I’asthme, il existe plusieurs génes candidats comme les génes impliqués dans le mécanisme
inflammatoire, les genes codants pour les protéines effectrices et des facteurs de

transcriptions.

I11.1. Genes associés a I’asthme allergique

Le nombre de genes associés & I’asthme est trés important, étant donné les mécanismes
physiopathologiques complexes impliques dans cette maladie et a ce jour plus de trois cents
¢tudes d’association ont été publiées. Hoffjan et coll. [57]qui ont réalisé en 2003 une
compilation de toutes les études d’association publiées dans la littérature concernant
I’asthme et des phénotypes associés a 1’asthme (HRB, atopie, tests cutanés, IgE) ou d’autres
pathologies allergiques (dermatite atopique), les éosinophiles et le VEMS ne faisant pas

partie de leurs criteres de recherche .

Au total, 199 études rapportant au moins une association significative ont été
identifiées. Ainsi, 64 genes ont été rapportés associés a 1’asthme ou aux phénotypes
intermédiaires. Parmi ces genes, 33 ont été mis en evidence par au moins deux études

indépendantes tandis que 22 n’ont fait I’objet que d’une seule publication. [57]
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Depuis cette revue, d’autres études d’association ont été publiées, portant & 70 le

nombre de genes associés a 1’asthme ou a un phénotype intermédiaire.[58]

Selon la compilation d’Hoffjan et coll, quelques genes sont apparus associés a
I’asthme et aux phénotypes intermédiaires de manicre constante selon les études et selon les
populations. En particulier, des polymorphismes de huit génes sont associés aux phénotypes
de I’asthme dans au moins cing études : les génes des interleukine-4 ( IL4 ) et interleukine-
13 ( IL13 ), le géne codant pour la chaine a du récepteur de I’'IL-4 (IL4R ), le gene du
récepteur 32 adrénergique ( ADRB2 ), le gene HLA-DRBL1 , les génes du Tumor Necrosis
Factor ( TNF ) et de la lymphotoxine-alpha (LTA ) et le géne du récepteur a haute affinité
pour les IgE ( FCER1B ). A noter que ces génes sont ceux qui, historiquement, ont été

rapportés par les premicres études d’association. [57]

Les genes IL4 et I1L13 font partie du cluster des genes codant pour les interleukines
situés dans la région 5q34. L’IL-4, une cytokine clef impliquée dans le développement de

’atopie, a un réle majeur dans la production d’IgE par les lymphocytes B.

Des polymorphismes de I'IL4 ont été rapportés associés a 1’asthme mais une
association plus forte a éte établie entre des variants de I’'IL13 et le taux d’IgE, 1’atopie et
I’asthme. Outre son réle dans la production d’IgE, I’'TL-13 est impliquée dans la régulation
de I’inflammation au niveau des voies aériennes, la sécrétion de mucus et ’'HRB[59] . Le
géne IL4R, situé¢ dans la région 16p21, code pour la chaine o du récepteur de 1’IL-4 qui sert
aussi de chaine a au récepteur de I’IL-13. Les polymorphismes décrits au niveau de 1’ IL4R
apparaissent intervenir dans la transduction du signal de I’IL-4 et la production d’IgE par
différents mécanismes [60]. Le récepteur p2 adrénergique (ADRB2), situé dans la région
5031-32, est une protéine trans-membranaire qui aprés liaison avec un agoniste active un
signal de transduction aboutissant a la relaxation des muscles lisses bronchiques. Des
polymorphismes de ce géne sont associés a 1’asthme nocturne ou 1’asthme sévére et d’autres
variants ont un effet sur la modulation de la réponse au traitement par les f2-mimetiques
chez les asthmatiques[57] . Bien que moins fré- quemment rapportés par les études
d’association, d’autres génes d’intérét sont situés dans la région 5q : CD14 qui code pour un
récepteur a haute affinité pour les endotoxines bactériennes et qui joue un réle important
dans I’immunité innée [61], la famille des genes TIM récemment caractérisés qui codent
pour des protéines transmembranaires exprimées sur les cellules Th2 (TIM1 ) ou Thl (
TIM3) [59].
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Les génes du complexe HLA, dans la région 6p21, codent pour des protéines
transmembranaires qui jouent un réle crucial dans la réponse immunitaire en se liant aux
peptides dérivés des antigénes et en les présentant aux lymphocytes T via le récepteur des
cellules T. C’est le polymorphisme HLA-DRBL1 qui est apparu principalement associé a la
réponse spécifique aux allergénes dans de trés nombreuses populations. La région 6p21
contient aussi les génes des cytokines proinflammatoires TNF a (Tumor Necrosis Factor) et
LTA (lymphotoxin-alpha) qui ont fait I’objet de plusieurs études rapportant des associations
avec I’asthme et ’HRB[57] .

Le gene du récepteur a haute affinité des IgE (FCER1B) est situé dans la région
11q13, la premicre région trouvée liée a I’atopie. La molécule FCeRI joue un rdle dans le
processus allergique en initiant la libération par les mastocytes de médiateurs de

I’inflammation et de cytokines qui augmentent en amont la production d’IgE.

Outre les régions et geénes candidats précédemment décrits, on peut citer d’autres
genes situés dans des régions fréquemment trouvées liés a 1’asthme et aux phénotypes
intermédiaires. Le gene CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), dans la
région 2933, code pour une molécule exprimée sur les cellules T activées qui se lie aux
ligands CD80 et CD86 des cellules présentatrices d’antigénes et transmet un signal négatif
aux cellules T. Des associations de polymorphismes de CTLA4 ont été décrites avec
I’atopie, les IgE totales et ’HRB [57] . Le gene du facteur de transcription STAT6 , dans la
région 12913, joue un réle central dans transduction du signal par IL-4/IL-13 et le
développement des cellules Th2, et est associ¢ a I’asthme atopique et au taux d’IgE . La
région 12q contient de nombreux autres génes candidats dont le géne de I’interféron-gamma
(IFNG ) et le géne NOSI1 ( nitric oxide synthase 1 ) associé a I’asthme et au taux d’IgE [62].
Le cluster des génes, CCL4, CCL5, CCL11 dans la région 17911-17g12, codent pour des
chimiokines qui sont impliquées dans 1’inflammation allergique et interagissent avec leurs
récepteurs ( CCR1 , CCR3, CCR5 ) dont les genes sont situés dans la région 3p21-24 ; des
polymorphismes de ces génes sont associés a I’atopie [60]. D’autres genes candidats ne sont
pas situés dans des régions de liaison mais jouent un rdle clef dans I’immunité innée ou
acquise et ont été récemment rapportés associés a 1’asthme. C’est le cas du géne TLR2 (
Toll-like receptor2 ), un des génes impliqués dans I’immunité innée, qui est apparu associé a
I’asthme chez des enfants vivant dans des fermes[63] et du géne de I’ IL-10 , cytokine anti-

inflammatoire régulant a la fois 'immunité humorale et cellulaire, qui est associé au taux
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d’IgE, au VEMS et a I’asthme [64]. Notons que la plupart des génes candidats étudiés
jusqu’a présent sont majoritairement impliqués dans la réponse immunitaire et que d’autres
genes pouvant jouer un réle dans des mécanismes tels que I’inflammation, le stress oxydant
ou le remodelage bronchique n’ont été encore que peu explorés. Tu mets la référence de

mon article

L’association entre le polymorphisme -590C/T et I’asthme atopique chez la

population Constantinoise a été mene par D. I. Dahmani en 2016.[10]

Dans la présente étude, on vise de réaliser une étude sur des familles
constantinoises afin de déterminer 1’origine du polymorphisme -590C/T soit paternelle

ou maternelle.
I11.2. Géne de I’Interleukine-4 et le polymorphisme -590C/T

En 1982, Howard et al ont découvrir I’'IL-4 et il a ét¢ nommé officiellement en 1986
par la communauté internationale [65]. le géne IL-4 localisé au niveau du chromosome
5931-g33 et code pour Interleukine-4 une cytokine pléiotrope de faible poids moléculaire
(129 acides aminés) produit par les cellules Th2, les mastocytes, les basophiles, les
éosinophiles et les macrophage alvéolaires [5], [65], [66]. L’IL-4 est impliqué dans de
nombreux activité biologiques dont il agit sur différentes cellules en se fixant sur les
récepteurs IL-4Rades exprimés a la surface des lymphocytes T, lymphocytes B,
éosinophiles, macrophages, cellules endothéliales, fibroblastes pulmonaires, cellules
épithéliales des voies aériennes, les cellules musculaires lisses bronchiques ce qui lui
confére un roéle crucial dans le développement de I’inflammation allergique dans les
bronches respiratoire et donc la pathogénése de I’asthme allergique [66]. En effet, les
personnes asthmatiques présentent un taux élevé de protéines d’IL-4 dans le sérum et le
liquide de lavage broncho-alvéolaire et une quantité augmenté d’ARNm du géne IL-4 dans
la biopsie bronchique. L’IL-4 dans I’asthme, joue un role notable dont il intervient dans
induction de la différenciation des cellules T CD4+ naives en cellules Th2 effectrices, la
differenciation des lymphocytes B en plasmocytes productrices des IgE et dans le

recrutement des mastocytes dans la réponse inflammatoire bronchique [66].

Dans la présente étude, on va s’intéresser a un polymorphisme situé dans la région
promotrice du géne de I'IL-4 (-590 C/T) (rs2243250) qui est un polymorphisme

nucléotidique simple (SNP) caractérisé par la substitution d’une cytosine par une thymine.
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La région promotrice est étendue sur une longueur d’environ 500 pb a partir de la boite
"TATA". Ce polymorphisme est présent chez des personne asthmatique avec une frequence
¢levé (35/95=0.37) dont il est associé a I’haute 1’expression d’IL-4 et a I’augmentation de la
concentration sérique des IgE [67]. Des études phylogénétiques ont indiqué que ce
polymorphisme est situé dans une région conservée chez tous les primates a I'exception de

I’étre humain.

Le polymorphisme -590C / T est situé en amant des cing sites de liaison (appelé PO a
P4) (Figure.3) du facteur nucléaire des lymphocytes T activée (NFAT) dans le promoteur
IL-4 jouent un réle clé dans la transcription de plusieurs génes codant pour des cytokines
[68]. Ce SNP est situé a l'intérieur d’une séquence palindromique allant de -603 & -588 qui
pourrait expliquer l'augmentation de l'accessibilité du dimere NFAT-1 au site crée par le
polymorphisme qui a pour réle d’amorcer la transcription induisant I'augmentation de la
production de I'lL-4 dans les cellules T CD4 + et I’élévation sérique des d'IgE totale et des

IgE spécifiques de poussiére de maison et la survenue d’une dermatite atopique [69].

Le polymorphisme de I’'IL-4 (-590 C/T), qui influence la transcription du géne IL4 a
été décrit par [70]. Ce variant est associ¢ a I’eczéma chez des Japonais [71]. Cependant, la
plupart des autres études n’ont trouvé que peu d’évidence en faveur d’un rdle de ce variant
dans la réponse spécifique aux acariens, ou 1’asthme [72] ou une mesure de la fonction

respiratoire .

Une analyse combinée ségrégation-liaison a méme exclu ce polymorphisme comme
pouvant rendre compte d’une partie de la variabilité des IgE [73]. Il n’est donc pas clair que
le variant -590 C/T influencent les phénotypes associés a 1’asthme ou I’atopie, mais il
pourrait étre en déséquilibre de liaison avec un autre variant dans le géne IL-4 avec un autre

géne situé a proximité.
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NRE-1 = Negative Regulatory Element 1, NRE-2 = Negative Regulatory Element 2, Negl =
Nuclear factor that suppresses 1l-4 transcription, Neg2 = Second nuclear factor that suppresses Il-4
transcription, PRE = Positive Regulatory Element, NF-P = Nuclear Factor P, NF-Y = Nuclear
Factor Y, Y Box = NF-Y recognition sequence, PO, Pl, P2, P3, P4 = NF-P recognition sequences,
OAP40= Oct-i associated protein, OAP box = OAP40 recognition sequence, TATA =
Transcription initiation signal. Le classement des chiffres est basé sur leurs positions par rapport a la
position +1 le nucléotide du premier codon de la protéine de l'interleukine-4. NF-P a été considéré
comme un facteur nucléaire complexe pour l'activation des lymphocytes T (NF-ATC) lié a un hétéro
dimére c-Fos-c-Jun, mais il existe certaines données qui ont prouvé que le NF-ATC seul est suffisant
pour activité. P2 est en italique par ce que la séquence est dans l'orientation inverse par rapport aux

quatre autres éléments P.

Figure.3 : Représentation schématique des éléments de commande connus au sein du

promoteur IL-4 par rapport a le polymorphisme -590C/T [74]
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I. Patients
I.1. Population étudiée

L’étude que nous avons entreprise est transversale :

=Population Trios (Familles : Pére, mére et I’enfant asthmatique) :
effectué sur 50 familles composées du pére de la mére et de 1’enfant et 50 personnes
saines.

=Notre ¢tude s’est étendue de décembre 2010 a Mai 2019 dans le cadre d’une

thése de doctorat et a été achevé avec le mémoire de master actuel.

I.1.1. Critéres de sélectivité des Trios (Pere, mére et I’enfant asthmatique)

> Critéres d’inclusion :

Nous avons inclue dans notre étude les familles convaincues pour participer a notre
¢tude ayant au moins un enfant atteint d’asthme atopique depuis 2 ans ou plus et ayant regu

un traitement de fond.
Il faut qu’il soit sensibilisé au moins a deux des 15 allergénes de la batterie (100
IR/ml, Laboratories Stallergénes® Paris, France) utilisée lors des tests cutanés.
> Criteres de non inclusion :
Ils n’ont pas été inclus dans 1’étude, les personnes qui participaient a une autre étude et

les femmes enceintes, ainsi que les fumeurs puisqu’ils sont plus surjetés a souffrir de

maladie pulmonaire obstructive chronique (BPCO).

Les personnes présentant un diagnostic différentiel (Mucoviscidose, Bronchiectasies,
Bronchiolites, rhinosinusite, Reflux gastro-cesophagien, Toux post-infectieuse), des sujets

atteints d’un asthme intrinséque et I’asthme di a 1’effort ont également éte écartées.
> Criteres d’exclusion :

Nous avons exclue de notre étude :

* Les enfants qui n’ont pas coopéré lors de la réalisation de EFR ou
ceux qui sont sous traitement et qui ne peuvent pas 1’interrompre.
= Les parents non convaincus pour participer a notre étude.

= Les personnes qui participaient a une autre étude.
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= Les femmes enceintes ont ét¢ exclues de I’étude, vu que le suivi
médical chez celles-ci serait forcément différent de celui des autres participants.

= Les fumeurs ont également été exclus puisqu’ils sont plus surjetés a
souffrir de maladie pulmonaire obstructive chronique (BPCO).

= Les personnes présentant un diagnostic différentiel (Mucoviscidose,
Bronchiectasies, Bronchiolites, rhinosinusite, Reflux gastro-cesophagien, Toux
post-infectieuse).

= Les sujets atteints d’un asthme intrinseéque et I’asthme da a 1’effort ont
également été écartés.

= Les personnes qui étaient sous Corticostéroides locaux sur les avant-
bras depuis 10 jours.

= Les patients qui refusent le prélevement, et ont été considérés comme
des répondeurs défensifs sur le questionnaire, ce qui indique que leurs réponses

peuvent ne pas étre fiables, et donc ils ont été exclus de I’étude.

I.1.2. Population des témoins

> Critéres d’inclusion :

Les criteres pour les contrdles sains étaient : I'absence de réactions allergiques
(des tests cutanés négatifs, et I'immunoglobuline sérique totale de type E (IgE) des
niveaux inférieurs a 100 Ul / ml d'E). Il faut que les sujets soient non-asthmatique
non-fumeurs sans antécédents d'asthme ou d'atopie, et n'ayant jamais présenté une

maladie pulmonaire ni infection respiratoire.

» Critéres de non-inclusion :

On n’a pas inclus dans 1’étude les personnes qui ont eu au moins une crise de

dyspnée, les fumeurs et ceux qui ont refusé les prélévements.

1.2. Recueil des données

> Questionnaire :

La premiere visite consistait d'abord pour les participants a signé un consentement
éclairé (Annexe A) et compléter un questionnaire (Annexe B) sur leur age, leur santé
respiratoire, actuelle et passée, standardisée selon les critéres de 1’American Thoracic
Society (ATS) (“Standards for the diagnosis and care of patients with chronic obstructive

pulmonary disease (COPD) and asthma. This official statement of the American Thoracic
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Society was adopted by the ATS Board of Directors, November 1986” 1987), modifié¢ pour
inclure le mariage consanguin dans les trois genérations précedentes, I'histoire de réactions
allergiques ou des symptdmes d'asthme, suite a 1’exposition a des allergénes spécifiques la
séverité de l'asthme et de l'atopie ainsi que I'histoire familiale de I'asthme et des autres
maladies respiratoires, ce questionnaire inclus ainsi le profil de crise et leur gravité, le
nombre de visites a I'urgence et les facteurs furent une admission a I'hépital au cours des 12
mois, médicaments pris, le tabac, les expositions professionnelles. Avec la précision des

manifestations associées : laryngite, rhinite, conjonctivite, urticaire, eczéma.

Dans la présente étude, nous nous sommes particulierement intéressés a la triade de
I’atopie (asthme, la rhinite allergique et l'eczéma), (American Thoracic Society, 1987)

(Questionnaire disponible a I'Annexe B)

Il. Méthodologie

Les patients recrutés pour notre étude sont des asthmatiques connus orientés par leurs
médecins traitants (pédiatres pneumologues) au service de physiologie et exploration
cardiorespiratoire (CHU-Constantine) et I’EPSP el-Khroub pour contréle d’asthme. Apres
avoir signé le consentement éclairé pour étre volontaire et participer a 1’étude, les patients et

les parents ont été examinés par le méme médecin pour contrdle d’asthme atopique.

I1.1.Examens pour I’asthme

11.1.1. Examen clinique de ’asthme

Comprend un interrogatoire détaillé concernant : 1’age (année), la taille (m) et le poids
(kg) ont été relevés, sans se fier aux valeurs déclarées par le sujet lui-méme. La taille a été
mesurée a 1’aide d’une toise chez un sujet déchausse, se tenant droit, avec la téte positionnée
dans le plan horizontal de Frankfort, I’histoire de la maladie, les antécédents personnels et
familiaux, la recherche du terrain atopique, la rhinite allergique, dermatite atopique (eczéma)
et I’évaluation clinique durant les quatre 04 dernieres semaines selon les criteres GINA
2008 qui sont : Les symptomes diurnes et nocturnes, utilisation des bronchodilatateurs de
courte durée d’action, la limitation de D’activité physique et exacerbation. (Le méme

examen clinique a été réalisé chez les parents et les témoins).
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11.1.2. Examen paraclinique

Au terme de I’examen clinique représenté par l’interrogatoire sur les critéres de
contréle de I'asthme selon les criteres GINA2008, permet généralement de définir le niveau
de contréle de 1’asthme. Un certain nombre d’examens complémentaires sont néanmoins

nécessaires.

11.1.2.1. Téléthorax

Doit étre systématique au cours du bilan initial. Elle montre généralement une
distension thoracique. Elle permet surtout d’éliminer une cause infectieuse (pneumopathie)

ou une complication mécanique (pneumothorax).

11.1.2.2. Explorations fonctionnelles respiratoires (EFR)

L’EFR a été réalisée a ’aide d’un spirometre de type (BTL-08 Spiro) qui répond aux
criteres ATS/ERS 2005 [75]. 1l est a signaler que le méme meédecin supervise et vérifie les
manceuvres spirométriques et insiste sur le respect des recommandations selon les critéres
ATS/ERS 2005 [75]. Cet examen permet d'explorer, de maniére objective et quantifiee, les

débits aériens et les volumes pulmonaires.

11.1.2.3. Protocole

Avant d’effectuer le test, il est recommandé d'éviter de fumer pendant les 4 heures qui
précedent l'examen. 1l sera éventuellement demandé au patient de ne pas prendre son
traitement habituel (sevrage de 8h a 18h du bronchodilatateur & courte durée d’action). La

manceuvre a été réalisée selon les recommandations ATS/ERS (2005) [75].

Les courbes débits/volumes ont été retenues selon les criteres d’acceptabilité d’une

courbe/volume ATS/ERS (2005) :

=Bon départ ;

= Pas de toux pondant I’expiration ;
=Pas de fin prématurée ;

= Temps d’expiration> 6 secondes ;

= Reproductibilité.

Les parametres mesurés par la spirométrie étaient : CVL, VEMS, CVF, DEP,
VEMS/CV, DEM 25-75% CVF, DEM 25%, DEM 50% et DEM 75%.
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Le diagnostic de I'obstruction bronchique (Trouble ventilatoire obstructif) est posé
devant un rapport de Tiffeneau VEMS1/CVF inférieur a 0.7 ou inférieur a la limite
inférieure de la norme (LIN), avec ou non un VEMS amputé de 20% de sa valeur théorique
ou inferieure a la LIN (GINA 2008). Le trouble ventilatoire périphérique est retenu devant
une diminution des DEM 25,50, 75 et DEM 25-75% de la CV a condition que la CVF et le

Tiffeneau soient normaux.

11.1.2.4. Test de bronchodilatation

Devant un Trouble ventilatoire obstructive la mesure de la réversibilité s’impose,
celle-ci est réalisée a I’aide d’un bronchodilatateur de courte durée d’action BD. La dose
totale administrée est 4 bouffées de BD (Ventoline 400ug). Les bouffées doivent étre
espacées de 30 s) dans une chambre d’inhalation, en lui demandant de retenir sa respiration

pendant 10 secondes avant d’expirer.

La spirométrie est refaite 10 a 15 minutes apres le BD (ATS/ERS 2005) [75]. Le TVO
est réversible Si la VEMS /CV se normalise ou si le VEMS et ou la CVF s’améliorent de
12% et de 200 ml par rapport a leurs valeurs initiales ATS/ERS 2005) [75] témoignant d’une

hyperactivité bronchique.
I1.2.Confirmation du statut allergique des patients (étude immunologique)
11.2.1. Tests cutanés (Prick tests)
Tous nos patients ont étaient orienté vers le méme allergologue afin de confirmer le
statut allergique de I’asthme.
11.2.1.1.  Principe des tests cutanés
Le principe des tests consiste a reproduire sur la peau une réaction allergique par le

recrutent les mastocytes cutanés porteurs d’IgE, ils mettent en évidence une sensibilisation.

Pour faire la preuve de I’allergie, il faut une concordance avec la clinique.

11.2.1.2. Technique

Pour effectuer les tests cutanés dans des conditions optimales, il faut sevrer le patient

en antihistaminiques par voie orale, 10 jours avant si possible.

L’avant-bras a été désinfecté et dégraisser préalablement avec une solution d’éthanol

75° suivis du dépdt d’une goutte de témoins positif et négatif présentés respectivement
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parchlorhydrate d'histamine & 10 mg/ml et phosphate de codéine a 9 % (le témoin négatif
¢value I’absence de dermographisme responsable de faux positifs) et une goutte de chacun
des 15 pneumallergenes de la batterie Stallergéne (Laboratories Stallergénes® Paris,
France), (Dermatophagoides pteonyssinus, Dermatophagoides farinae, Pollen de Pariétaire,
pollen, Armoise, Mélange5, Quatre céréales, pollen d’olivier, pollen de Cupressacées,
Alternaria, Cladosporium, Chat, Chien, Blatte, Cheval, Hévéa Brasiliensis).

Ils consistent en une effraction ¢épidermique réalisée a 1’aide des lancettes
Stallerpointes® (Laboratories Stallergénes® Paris, France). Les gouttes de pneumallergéne
ont été déposées, a 4 cm du pli du coude et du poignet et a un intervalle de 2 cm entre elles
pour éviter que les éventuelles réactions ne se superposent. Les emplacements des gouttes

ont été déterminés par un trait de stylo-bille et en peau saine.

Par la suite les gouttes ont été absorbées avec un mouchoir en papier ou avec

des cotons différents (sans mélanger les allergénes).

11.2.1.3. Valeur clinique des tests cutanés utilisés

Les tests cutanés sont recommandés par de nombreuses lignes directrices
internationales comme principale méthode pour le diagnostic de l'allergie, car ils sont
simples, peu colteux, sans douleur et les résultats sont rapides, ces tests ont I’avantages de
sensibilité et spécificité, la flexibilité, une bonne tolérabilité et la démonstration claire pour

les patients de leur allergie.

11.2.1.4. Précautions et contre-indications a respecter

Le patient ne doit pas prendre d’antihistaminiques durant les 5 a 10 jours précédant les

tests allergologiques, délai variable selon I’antihistaminique considéré.

Le jour des tests, le patient ne doit pas avoir d’infection. Certains patients sont
considérés comme des patients a risque de réactions pendant les tests cutanés. Ce sont les
sujets ayant eu une réaction clinique sévére, ou une pathologie concomitante : maladie
cardio-vasculaire, respiratoire, ou un traitement par B-bloquant, des lésions cutanées au
niveau de la zone de réalisation des tests (urticaire, dermatite atopique, eczéma, psoriasis).

Allergie (hypersensibilité) au phénol.
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11.2.1.5. Facteurs influengant les tests

= La qualité de I’extrait allergénique ;

= La taille de la réaction diminue avec I’age ;

=On observe des variations saisonnieres dans les allergies polliniques : la
sensibilité de la peau augmente tout au long de la saison pollinique pour décroitre
progressivement par la suite ;

=Drogues inhibant la réaction cutanée : antihistaminiques, imipraminiques,
phénothiazines, glucocorticoides systémiques au long cours et topiques ;

= Pathologies cutanées : risque de dermographisme.

11.2.1.6. Source et concentrations des allergénes utilisés

Les allergenes étaient des extraits allergéniques glycérinés dosés a d’une concentration

de 100 IR/ml conservés au réfrigérateur +2°C et +8°C.

11.2.1.7. Lecture des prick-tests

Les tests ont été lus ’aprés 15 a 20 minutes et leurs résultats ont été rapporté aux
témoins négatif et positif et a la clinique. Une réaction positive avec un allergéne se
manifeste par une papule, un petit bouton comme une piqlire d’ortie d'au moins 4 mm de
diamétre chez l'adulte et 3 mm chez I'enfant, et d'au moins 2/3 de la papule obtenue par le
test positif.

11.2.1.8. Interprétation des TC

Les tests cutanés ont été interprétés et avant tout en se basant premiérement sur
I'histoire clinique. Avant de retenir un test comme positif ou négatif, il était impératif
d'envisager, comme pour tous tests, ses risques de faux positifs et de faux négatifs. Apres
élimination de ces deux derniers, I’interprétation des résultats requiert sur 1’histoire clinique.
Un test positif sans expression clinique ne nous a pas amenés a conclure un diagnostic

d’allergie, mais plus tot témoigne une simple sensibilisation.

11.2.2. Dosage des IgE par Quantia IgE
11.2.2.1. Principe

Les réactifs Quantia IgE (Biokit, S. A., Barcelona, Spain) sont utilisés pour la
détermination quantitative d’immunoglobuline E (IgE) dans le sérum ou le plasma humain,

sur ’analyseur (ARCHITECT cSystemsTM).
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Le réactif Quantia IgE (Biokit, S. A., Barcelona, Spain) est une suspension de
particules de polystyréne de dimension uniforme sensibilisée avec anticorps mono clonal
anti-lgE humaine. Quand un échantillon, qui contient IgE, est mélangé avec ce réactifs une
agglutination évidente a lieu qui peut étre mesurée par turbidimétrie les résultats sont

exprimés en Ul/ml d’IgE par rapport a la 2e préparation internationale de référence OMS.

11.2.2.2. Preéparation des réactifs Quantia IgE

»|gE R1 (tampon) : tampon glycine 170mM pH8.3 avec albumine sérique
bovine. Ce Réactif est prét a ’emploi. On le place le compartiment réactifs 1 dans
I’ARCHITECT ci 8200 (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA)

" IgE R2 (réactif) : Suspension de particules de polystyréne latex sensibilisé
avec DI’anticorps monoclonal anti-IgE humaine dans un tampon de glycine avec
albumine sérique bovine. Ce réactif est également prét a I’emploi, on le mélange
seulement par inversion avant le premier tout en évitant la formation de mousse. On
place le réactif dans le compartiment réactif 2. Tous les réactifs contiennent <0.1%

d’azide de sodium.

11.2.2.3. Echantillon

Prélever le sang et le mettre rapidement dans le tube a température ambiante. Laisser
reposer environ 15 minutes (formation du caillot) Centrifuger 10min & 4.500 tours/min.

Le sérum obtenu est divisé en deux tubes secs étiquetés pour le dosage des IgE totales
par I’analyseur ARCHITECT ci 8200 sein du laboratoire de biochimie CHU-Constantine,

tandis que I’autre tube est conservé a -80°C pour le dosage de 1L-4.

11.2.2.4. Lecture

Les résultats sont apparus sur I’écran de I’ordinateur li¢ a cet automate doté ainsi
d’une imprimante. En interprétant les résultats chez les enfants, il faut tenir compte que les

concentrations normales d’IgE varient selon &ge.

Sa concentration augmente durant les premiéres années de vie, en atteignant une
pointe a 1’age de 10-15 ans, pour baisser par la suite chez les adultes. Ces concentrations
sont indicatives pour le réactif Quantia IgE (Biokit, S. A., Barcelona, Spain) utilisé pour

notre échantillon.
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Age 1-12 mois 1-5 années 6-9 annees | 10-15 années Adulte

Concentration <15 <60 <90 <200 <100

Alors que pour confirmer le statut atopique il faut que le taux des IgE totales varie
entre (100 - 400) Ul/ml ou plus) pour de nombreux articles [69]. Tandis que notre étude,
nous avons choisis la valeur 300 UI / ml comme un indicateur de I’hyperproduction des IgE
[76].

11.2.3. Dosage de ’interleukine-4 par ELISA

Le dosage de I’IL-4 a été effectué sur le sérum recueilli et conserve a -80°C au sein du
Laboratoire EI RIDAH. Cette analyse a été faite sur deux plaques une pour les patients et
I’autre pour les témoins. Il est a signalé que ce dosage a été refait deux fois afin d’éviter les
erreurs de manipulation et les échantillons en suspect dont leurs valeurs sont tres différentes

on les a refait a part.

11.2.3.1. Principe

La technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est une technique
immuno-enzymatique de détection qui permet de visualiser une réaction antigeéne-anticorps
grace a une réaction colorée produite par l'action sur un substrat d'une enzyme

préalablement fixée a I'anticorps.

=Dans le kit interleukine 4 (human) ELISA (DRG International, Inc., USA).

=IL-4 humaine présente dans I'échantillon et les standards se lie ou a des
anticorps presents dans micropuits.

=Une biotine conjugué a un anticorps anti IL-4 humaine est ajoutée et se lie a
I'lL-4 humaine capturée par le premier anticorps.

= Aprés incubation la biotine conjuguée a un anticorps humain anti-IL-4 non
liée est éliminé lors du lavage.

= La streptavidine-HRP est ajoutée et se lie a la biotine conjuguée a anticorps
humain antil'lL-4.
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= Apres incubation la streptavidine-HRP non lié au complexe est éliminé lors
de I’étape du lavage et une solution de substrat réactif avec HRP est ajoutée aux
puits.

»Un produit coloré est formé en fonction de la quantit¢ d’IL-4 humaine

présente dans I'échantillon ou le standard.

La réaction est arrétée par addition d'acide et on mesure I'absorbance a 450 nm. Une

courbe d'étalonnage est préparée a partir de 7 dilutions standard d’IL-4 humaine.

11.2.3.2. Préparation du réactif

=Concentration des tampons : ce dernier devrait étre porté a température

ambiante et étre dilué avant de commencer la procédure de test.

1. Pour le tampon d'essai ajoutez100 ml de I’eau distillée au Sml du kit
du tampon d’essai.

2. Ajoutez 1000ml de I’eau distillée au 50ml de tampon de lavage.

3. On ajoute 930ul de I’eau distillée au standard reconstitué et on le
laisse se reposer 10 min.

4, Pour la dilution du standard externe : commencez d’abord par
étiqueter 7 tubes, un pour chacun des points de la norme : S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7.
Ensuite, préparez une série de dilutions 1: 2 de la courbe standard comme suit : 225
pl du tampon d'essai dans chaque tube suivie de 225 pl standard reconstitué
(concentration 1000pg/ml) dans le premier tube étiqueté S1 (dont sa concentration
est de 500pg/ml) et mélanger soigneusement a 1’aide de la pipette. Prenez 225 pl de
ce m mélange et le rajouter au standard 2 étiqueté (S2) et le abondamment avant le
transférer dans le standard 3(S3) répétez cette étape jusqu’au S7. On a utilisé le
tampon d'essai comme un blanc.

=Préparation de la biotine conjuguée : Ajoutez 60 ul de biotine a 594 pl de
tampon d'essai.

=Préparation de la streptavidine-HRP : Ajoutez 60 pul de la streptavidine-
HRP au 11940 pl du tampon d'essai.
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11.2.3.3. Protocole

. Lavez les micropuits deux fois avec 400ul du tampon de lavage tout en
aspirant le tampon de lavage.

. Eliminer le surplus sur des micropuits en inversant la plaque sur un papier
absorbant pendant 15 min.

. Reépartir les standards (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, et le blanc) dans le premier
rang de la plague.

. Mettre 50 pl du tampon d'essai et 50 pl du sérum dans chaque puits (sauf au

substrat) dont chaque puits correspond a un malade.

. Ajouter 50 ul de biotine conjuguée a tous les puits y compris les substrats.
. Laisser agir 2h.

. Faire le lavage 3 fois par (MINDRAY -mocroplatewasher MW-12H).

. Ajouter 100 pl de la streptavidine-HRP dans tous les puits.

. Couvrir la plaque avec le film adhésif a une température (18°C-25°C)
pendant 1h.

. Laver encore la plaque 3 fois par (MINDRAY -mocroplatewasher MW-12H).
. Ajouter 100 pl du substrat TMB dans tous les puits.

. Incuber la plaque a une température (18°C-25°C) pendant 10min.
. Ajouter 100 ul de la solution-stop.

11.2.3.4. Lecture

Pour la lecture de la plaque, on a utilisé le lecteur de densité optique (MINDRAY -
Microplate READER MR-96A) afin d’obtenir des résultats quantitatifs. Dans la présente

étude on a utilisé | la longueur d’onde 450 nm comme la longueur d'onde primaire.

11.2.3.5. Concentration
La concentration est obtenue par la regle de trois comme suit :
500 pg/ml (la concentration du standard S1) —>1.96 (la densité optique DO a 450nm)

X (la concentration d’IL-4 dans le puits) —>V (la DO par lecteur de densité optique)
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11.3.Evaluation de I’eczéma et la rhinite

L’eczéma et la rhinite ont été diagnostiqués par leur médecin traitant qui a évalué la
rhinite selon Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA) dans la présente étude nous
avons recruté uniquement les patients avec une rhinite allergique intermittente [77]. En
revanche I’eczéma a été établi selon les critéres de diagnostic Hanifin et Rajka [78], et
I’'Index/Indice d'étendue et de gravité de l'eczéma a été determiné par le SCORAD
(SCORIing Atopic Dermatitis) [79], [80]. La moyenne des scores atopiques de I'eczéma des
sujets sélectionnés était de 12,60 £ 2,91 (ces informations ont été recueillies du dossier

médical du patient lors du questionnaire).

11.4.Etude moléculaire

Enfin pour I’¢tude moléculaire on a effectu¢ 1’extraction au sein du laboratoire de
recherche Biologie et Génétiqgue Moléculaire, Faculté de médecine-Université de
Constantine3 et la RFLP-PCR au Centre de recherche, Institut Universitaire de Cardiologie
et de Pneumologie de Québec, Université Laval, Québec, Canada et au Groupe de
Recherche en Ecologie Buccale, Faculté de Médecine Dentaire, Université Laval, Québec,

Canada.

11.4.1. Extraction d'ADN a partir de sang total

Lors de la deuxiéme visite, nous avons prélevé10ml de sang sur des tubes vacutenaires
a EDTA pour I’extraction de I'ADN génomique des leucocytes (technique Na CI) qui a éte
effectuée au sein du Laboratoire de recherche Biologie et Génétique Moléculaire, Faculté de

médecine-Université de Constantine3.

Les leucocytes sont séparés du sang total par lyse et traités ensuite par un détergent
(SDS) et une protéinase K. I’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les protéines qui lui
sont associées et ¢liminées par précipitation au Na Cl. La pelote d’ADN est formée dans le

surnageant par précipitation a 1’éthanol [81].
11.4.1.1. Principe
Lors de la deuxiéme visite, nous avons prelevé 10 ml du sang sur des tubes
vacutenaires a EDTA pour I’extraction de I'ADN génomique utilis¢ comme matrice

d'amplification pour les réactions PCR. La méthode d’extraction employée dans notre étude

est une méthode utilisant un solvant inorganique, le Na CI. Le sang doit étre initialement
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vigoureusement mélangé a une solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges
par une solution hypotonique TE20 :5 (Tris 20 mM pH7.5/ MgCl2 5 mM SDS a 10 %). Le
lysat est centrifugé et, apres élimination du surnageant, le culot cellulaire contenant les
leucocytes est traité par une solution de lyse des blancs (Na cl 400mM, EDTA 2mM, Tris
10mM, pH 8.2) et une solution de protéinase. La protéinase K +digére les protéines

cellulaires.

Ces derniéres seront par la suite relarguées par I'intermédiaire d'une force ionique du
NaCl (4 M). Enfin, la précipitation de I'ADN génomique est effectuée en utilisant une
solution d'éthanol absolu a froid (-20 °C).I’extraction est faite selon le protocole

expérimental suivant.

11.4.1.2. Lyse des globules rouges

Aprés avoir enlevé le plasma sanguin, on complete le tube Falcon a 50 ml avec le TE
20 :5 pour faire éclater les globules rouges. La lyse est réalisée a 4 °C pendant 10 a 15
minutes. Le lysat est centrifugé pendant 15 min & 3000 tours/min & température ambiante.

Aprés élimination avec précaution du surnageant, on répéte l'opération précédente 2
fois. S'il y a des hématies qui persistent dans le culot, on effectue un lavage supplémentaire

jusqu’ a avoir un culot de blanc blanchatre dépourvu des globules rouges.

11.4.1.3. Lyse des leucocytes

Au culot des blancs, on ajoute 3ml de tampon de lyse (Na cl 400 mM, EDTA 2 mM,
Tris 10mM, pH 8.2) et 200 pl de SDS a 10% (100 g SDS + 1000 ml H20O) pour la micro
méthode afin de solubiliser les membranes des leucocytes et del00 ul de protéinase K a
10mg/ml.

La suspension obtenue, fortement agitée est placée sur une roue a 37°C pendant une
nuit. Apres refroidissement dans la glace, on ajoute a I'extrait 1ml de NaCl 4 M tout en

agitant vigoureusement.

11.4.1.4. Precipitation des protéines

La suspension obtenue est remise 5 min dans la glace jusqu’a avoir un aspect laiteux.
Cette derniére est par la suite centrifugée 10 minutes a 2500 tours/min. Afin de précipiter les
protéines. On obtient ainsi un culot au fond du tube organique contenant les débris
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(protéines, lipides...), un surnageant au fond du tube contenant de I'ADN et l'interface
contient en majorité des proteines et peu I'ADN. Le surnageant, contenant I'ADN dispersé,

est récupéré dans un tube de 50 ml.

11.4.1.5. Précipitation de I'ADN

On transvase le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, on lui ajoute 2 fois son
volume d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi on laisse 'ADN se précipiter par
agitation douce en retournant délicatement le tube jusqu'a ce que les filaments d'ADN
forment une méduse visible a 1’ceil nu. (Laisser éventuellement 30 min a —20°C si la pelote
d’ADN ne se forme pas). L’ADN est récupéré dans un tube Eppendorf (0,5 ml) ; la méduse
d'ADN ainsi condensee est lavée 2 fois a I'éthanol 70% afin d'éliminer les traces de sels : &
chaque lavage, ajouter 1 ml I'éthanol 70% afin d'éliminer les traces de sel et elle est sechée

dans un lyophilisateur pendant 30 mn.

11.4.1.6. Quantification et dilution de '’ADN : Dosage des acides nucléiques
11.4.1.6.1. Dissolution de I'ADN

L'ADN seché est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 ul de TE 10 :1 selon la
grosseur de la pelote et la concentration souhaitée. Cette solubilisation nécessite une
agitation continue sur un agitateur rotatoire a 37°C et a température ambiante jusqu’a
dissolution complete (de 1 jusqu’a 3 jours). Apres dissolution complete, la DO de la solution
d’ADN obtenu est mesurée a 260 nm et a 280 nm afin de déterminer la concentration et la
pureté de I'ADN extrait. L'”ADN dissout peut étre conservé a +4°C pendant quelques jours
ou a - 20°C pour une conservation a plus long terme. D'ailleurs, I'ADN pur se conserve a -
20 °C, plus de 10 ans.

11.4.1.6.2. Estimation de la concentration de I'ADN

La méthode de spectrophotométrie est utilisée pour une quantification précise de
I'ADN. Ainsi, la concentration en ADN est déterminée par mesure de la DO au
spectrophotomeétre a la longueur d'onde de 260 nm pour des solutions diluées au 1/100 dans
I’eau distillée (10 pl de I’ADN solubilisé dans 990 ul de 1’eau stérile). Sachant que I'ADN a
un spectre d'absorption dans ’'UV maximum a 260 nm. La DO est proportionnelle a la
concentration de I'ADN (une unité de densité optique (DO) a 260 nm correspond a 50 ug
d’ADN doubles brin ou a 25 ug ADN ou d'’ARN simple brin par pl) en tenant compte de la

dilution réalisée.

45| Page



CHAPITRE 11 PATIENTS ET METHODES

L'estimation de la concentration de I'ADN est déterminée selon la formule suivante :
1 unité de DO260 nm on a 50 ug / ml d'ADN
N unités de DO 260nm x N pg / ml d ADN

[C d’ADN] (pg / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm x 50ug / ml

Facteur de dilution = volume total / volume d’ADN

Exemple :

Pour un ADN solubilisé¢ dans 1000 pl de TE 10 :1 ayant une DO260 nm = 0.139

1 unité de DO 260 nm —> 50ug/ml

0.139de DO260 nm —> X

Considérant que I’ADN est dilu¢ a 1/100, donc 6.95 x 100 = 695 pg/ ml

11.4.1.7. Criteres d'évaluation du procédé d extraction
11.4.1.7.1. Estimation du degré de pureté d’ADN

La pureté de ’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas aboutir
a un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable
de procéder par réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée. Les

ADN purs sont conservés a + 4°C jusqu'a utilisation.

11.4.1.7.1.1. Principe

=]’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination)
absorbent & 280 nm.

= ’échantillon est dilué aux 1/100 dans 1’eau distillée (10 pul de ’ADN
solubilisé dans 990 pl de 1’eau stérile).

=Les DO sont lus a 260 (des acides nucléiques) et 280nm (longueur d’onde
d’absorption et des protéines).

=Par le moyen du rapport de DO 260nm/do280nm, la pureté de I’ADN est
déterminée en indiquant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les

ARN.
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=On considére que :

*’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = D0O260/DO280 est
compris entre 1.6 et 2 (1.6 <R< 2).

= L’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/D0280< 1.6.

= L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/D0280>2.

11.4.2. PCR des régions d’intérét des génes étudiés

11.4.2.1. PCR (Polymérase Chaine Réaction) in vitro

La Polymérase Chain Reéaction est une technique de biologie moléculaire mise au
point en 1985 par Karry Mullis et développée par Henri A. Herlich et ses collaborateurs de
la compagnie CETUS (Californie, USA) en 1985.

La PCR permet I’amplification d'un segment d'’ADN compris entre deux régions de
séquences connues par un procédé d'extension d'amorce. Elle consiste a utiliser deux
amorces oligonucléotidiques de synthése de 20 a 25 nucléotides complémentaires des
extrémités 3' des deux brins d'ADN encadrant la séquence a amplifier.

Une de ces amorces est une copie du brin codant et l'autre, une copie du brin non
codant. Sous l'action d'une enzyme (Taq polymérase), chaque amorce est allongée dans le
sens 5 —> 3' d'une séquence exactement complémentaire du brin recopié. La répétition des

cycles aboutit a une amplification exponentielle de la séquence cible considérée.

Une réaction de PCR correspond a la succession d'une trentaine de cycles comportant

chacun 3 étapes :

=une étape de dénaturation de I’ADN ;
= Une étape d’hybridation des amorces sur les séquences d’ADN cible ;

= Une étape d’extension des amorces par I’ADN polymérase.

Tous les éléments nécessaires a la réaction sont regroupés dans un tube qui sera
soumis aux différentes températures correspondant a chaque étape. Ces cycles de

température sont réalisés automatiquement dans un thermocycleur.
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11.4.2.2. Préparation du milieu réactionnel(ou mix) de la PCR

Pour préparer le milieu réactionnel, multiplier la quantité de chaque composant par le
nombre de tubes voulu + un, c’est le tube témoin négatif dans lequel on met uniquement le

mélange sans ADN.

Pour le polymorphisme (-590 C/ T) du promoteur du géne de IL-4 nous avons utilisé
les amorces suivantes :

Oglio F (forward primer) 5> 4 3’ : ACTAGGCCTCACCTGATACG

OligoR (reverse primer) 53’ a3’ : GTTGTAATGCAGTCCTCCTG

11.4.2.3. Preéparation de la solution mere

La préparation de la solution mére de chaque amorce se fait par la dilution les

oligonucléotides de 100 n mol dans 100 pl d’eau stérile.

11.4.2.4. Dilutions des solutions méres utilisées

=Des amorces : La solution fille est obtenue par la suspension de 2ul de la
solution mere de 1’Oligo nucléotide additionné de 98ul H20 distillés.

»dNTP solution mere : Pour avoir une solution fille dNTP d’une
concentration de 2.5 mM, nous avons fait une dilution au 1/10 de la solution mere et
cela par I’ajout de 90 pul d’H20 a 10 pl de dANTP solution meére.

»MgCI2 solution mére : La dilution MgCI2 50 mM a une concentration de 25
Mm on mélange 50ul de MgCI2 avec 50ml H20 distillée

11.4.25. Préparation de la PCR

Préparer le Mix de la PCR en ajoutant les réactifs suivants dans un tube Eppendorf de

1.5 ml et pour I’étude de chaque gene il faut ajouter I’amorce qui lui est spécifique :
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Réactif Mix Concentration
H20 12ul /

Tampon 1 X 5ul 10mM

dNTP 2.75 pl 20nM

MgCI2 2 ul 25mM

Taq polymérase 0.25 ul S5u/pL

Primer F 1.5l 20picomol/pl
Primer R 1.5l 20picomol/pul

=\Vortexer le mélange Mix.
= Pipeter 25ul du Mix dans chaque tube Eppendorf.
= Ajouter 3ul d’ADN a (20ng) du patient.

L’amplification du géne du promoteur de IL-4(le polymorphisme (-590 C / T))

s’effectue en :

Cycle préliminaire :

94 °C pour les 5 min

94 °C pendant 45 sec

60 °C pendant 45sec [ 35 cycles

72 °C pendant 50 sec ~

Extension final :

72°C pour 10 min
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11.4.2.6. Préparation du gel d’agarose pour le contréle de la PCR

Le contrdle de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorése sur
un gel d’agarose a 3 % (3 g d’agarose + 100 ml TBE 1X ) additionné¢ a 10 pl de BET
(Bromure d’éthidium), ce dernier est un réactif intercalant qui se fixe entre les bases
nucléiques a I’intérieur de la double hélice et qui rendra les ADN fluorescents par exposition

aux UV (le gel est ensuite coulé sur la plaque d’une cuve horizontale).

11.4.2.7. Controle des produits de PCR
Dans chaque puits du gel, il est déposé :

=10 pl de produit d’amplification + 3 ul BBP (Bleu de Bromophénol) ([Tris
0.5M : 2ml + Glycérol : 5ml a PH 7.5] Qsp 10 ml H20) qui permet de suivre le front
de migration.

=3 ul de marqueur de taille (PM 100pb LADDER) + 10ul H20 + 2ul BBP. Les
dépots se font du coOté cathode (-). Le systeme soumis a une migration sous un
courant de 60 a 120 volts pendant 45 min cette analyse permet aussi, d’observer si
une éventuelle contamination de I’ADN survenue au cours de la PCR.

= Aprés la migration, le gel est soumis au rayon UV. Les molécules de bromure
d’éthidium fixées aux ADN émettent une lumicre visible et photographiable et
permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes

de méme taille.
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1-2-3-4-5-6 : Produits de PCR de 5 patients; MT : marqueur de taille (PM 50 pb LADDER);
ADN : ADN sans PCR

Figure.4 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose 3 % des fragments amplifiés (252pb)
par PCR du polymorphisme (-590 C/T) du promoteur du gene de IL-4

11.4.3. Digestion des produits de PCR par des enzymes de restriction

Les produits d'amplification (5ul de chacun) sont digérés avec des enzymes de
restriction spécifique au gene amplifié. Les produits de PCR sont incubés dans une étuve
pendant 16 heures a 37 °C. Les produits digérés et les marqueurs d'ADN de différents poids
moléculaires sont séparés sur un gel d'agarose (3% agarose/1xTBE gel), contenant 10ul du
bromure d'éthidium.

11.4.3.1. Préparation du gel d*agarose pour la digestion

= Mélanger 100ml de tampon TBE 1 X a 3 g d’agarose.

= Faire fondre 1’agarose au four a micro.

= Agiter de temps a autre pour homogénéiser le mélange. Rajouter 10 ul de
BET (bromure d'éthidium).

= Laisser refroidir, enlever le peigne. Le gel sera prét ainsi pour le dépbt des
échantillons.
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11.4.3.2. Digestion par BSMF1 pour le polymorphisme (-590 C / T) du
promoteur du gene de IL-4

L’E. Coli souche qui porte le gene de BsmFI clonée a partir de Bacillus
stearothermophilus F (ER2683) qui agit dans le site suivant :

5......GGGAC(N)16 ...... 3
3......CCCTG(N)16 ...... 3’

. Préparation de I’échantillon :

Le milieu de digestion de ’enzyme BsmFI I est préparé comme suit :

Réactifs Volume pl
BsmFI | 1l
Tampon Bsmfl 3ul

BSA 0.3 pl
H20 stérile 9.7 ul

La présence dela mutation -590 C/T issu du remplacement d’une base cytosine par
une thymine crée un site de coupure pour I’enzyme de restriction BsmFI I, les
fragments d’ADN obtenu seront de 225-pb pour le géne muté TT, 192-pb, pour
I’homozygote de type sauvage (Wild type) CC et 225-pb,192-pb et 60pb pour

I’hétérozygote CT. Les produits de digestion sont ensuite séparés sur gel d’agarose 3%.
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225pb

192pb

60bpb

1: hétérozygote CT ; 2: TT homozygote muté ; 3: CC Wild type (homozygote);
4 : Marqueur de taille (PM 100pbLADDER)
Figure.5 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose des fragments issus par clivage de
BsmFI | présentant différents génotypes du polymorphisme -590C/T du promoteur d’IL-4

I11. Analyse statistique des données

Les données ont été analysées en utilisant le programme SPSS (version 20.0). Les
paramétres quantitatifs sont présentés sous forme de moyenne + écart-type et les paramétres

qualitatifs par I'effectif suivi du pourcentage.

Pour I’analyse statistique de nos parametres biologiques, on a utilisé le test de
Spearman pour étudier la corrélation entre des différents paramétres biologiques. Et le test
d’ANOVA pour évaluer la différence des paramétres biologiques entre les deux groupes ;
témoins et asthmatiques.

L’équilibre de Hardy-Weinberg a été évalue par le test de Chi-2 (X2).

I11.1. Analyses uni variées

Les variables qualitatives sont obtenues par estimation de la fréquence en pourcentage

(%). Tandis que les variables quantitatives sont exprimees en moyennes * écarts-types.
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I11.2. Analyses bi variées

Pour la comparaison du pourcentage on a appliqué le test de Chi 2 de Pearson et le
test de Fisher.

La comparaison des moyennes est réalisée a travers des tests paramétriques a savoir le
test T de Student et le test ANOVA et des tests non paramétriques, il s’agit du test de U de
Mann Whitney et le test de Krushkal Wallis.

I11.3. Test du déséquilibre de transmission (TDT)

Comme les marqueurs génétiques ne sont pas toujours disponibles dans le gene
candidat, on peut utiliser des marqueurs génétiques situés pres du locus candidat et dont on
connait la position; alors il s'agit de montrer qu'il y a une liaison entre ces marqueurs
génétiques et le statut de la maladie C’est-a-dire On cherche a voir s'ils jouent un réle dans
le développement de la maladie. En termes génétiques, on cherche a trouver, s'il y a ou non,

présence d'un déséquilibre de liaison.

Pour cette raison, un test appelé, TDT (Transmission Disiquilibrium Test) qui a été
propos¢ par Spielman et al. Et il a pour objectif de tester la liaison en présence d’une
association allélique entre le marqueur et la maladie. Pour utiliser le test TDT il suffit de

disposer de familles ayant au moins un enfant malade [82].

e Exemple illustratif :

Nous avons calculé le Chi deux comme suit :

Alléles non transmis

L= BC)YB+C et ddl=k (k-1)/2=1

C T

Dont :
Alleles -S| A 5
K : nombre d’alléles étudiés (T et C). transmis | C D

P : on a calculé la P-value a I’aide d’un fichier Excel créé par Siegel, S (1956) [83].
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CHAPITRE 11l RESULTATS

I. Résultats
I.1. Répartition des parameétres anthropométriques, cliniques et biologiques des

familles étudiées

Ce tableau représente les moyennes des caractéres anthropométriques des enfants et de
leurs parents: &ge, poids, taille, IMC et sexe. Les résultats montrent que les enfants
asthmatique de sexe féminin sont plus susceptible a développer 1’asthme allergique (66%)

que ceux du sexe masculin (34%) avec une P- value = 0.024.

Pour le paramétre physiologique sélectionné qui est le volume expiratoire maximal par
seconde (VEMS) les moyennes révelent que le VEMS des enfants asthmatiques (2.02 +
0.72) ainsi que leurs méres (2.61 + 0.47) sont réglées & la basse comparativement aux

normes (3.00 L). Cependant, le VEMS des péres est dans 1’énorme avec une moyenne de
(3.45+0.7).

Passant maintenant aux parametres environnementaux représentes par le tabagisme
(actif et passif) et I’allergie. Commengant par le tabagisme actif, nos résultats montrent que
2% de nos patients asthmatique sont des fumeurs et 78% des péres le sont aussi, alors
qu’aucune maman n’est fumeuse (cela revient a nos traditions et coutumes). Pour le
tabagisme passif nos données révelent que 66% des enfants, 66% des meres et 78% des

péres sont exposés a la fumée secondaire.

De plus, ce tableau comporte les fréquences et les pourcentages des parametres
cliniques de la triade atopique : I’asthme, 1’eczéma et la rhinite chez les trios (enfant
asthmatique, méres et péres) dont il est bien montrer que les mamans sont plus atteintes de
maladies atopiques (58% asthmatiques, 38% atteints d’eczéma et 22% ont une rhinite
allergique) que les papas ( (20% asthmatiques, 40% atteints d’eczéma et 16% ont une rhinite

allergique).

A la fin du tableau.2, les valeurs des paramétres biologiques des enfants et leurs
parents sont représentés par les moyennes du taux des IgE totales et la concentration de 1’IL-
4 dont la moyenne des IgE était de 1040.47 + 428.45 Ul/ml chez les enfants et de 674.48 +
610.52 Ul/ml chez les méres et de 162.96 + 264.05 Ul/ml chez les péres. Pour la
concentration de 1’IL-4, les résultats étaient comme suit : 1007.66 + 419.04 pmol/ml chez les
enfants, 740.44 £ 669.06 pmol/ml et de 163.77 + 276.90 pmol/ml chez les meres et les peres

respectivement. Ces valeurs nous ont conduits a déduire qu’il existe une augmentation
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importante des taux des IgE totales et d’IL-4 chez les enfants et les méres comparativement

aux peres. Il est a signaler que 58% des méres contre 20% des péres sont des asthmatiques.

Tableau.2 : Les parametres anthropométriques, cliniques et biologiques des parents et

leurs enfants asthmatiques

Caractéristiques Enfants Meéres Peres
Effectif 50 50 50
Age (Années) 1 14.28 +£ 8.99 42.96 +9.17 48.28 + 8.73
Sexe Féminin n (%) 33 (66%) 50 (100%) -
Masculin n (%) 17 (34%) - 50 (100%)
P-value 0.024* - -
Taille 1 1.45+0.19 1.62 +0.07 1.73+0.07
Poids 1 45.38 + 20.88 80.48 +14.19 79.40 £ 12.58
IMC 1 20.13 £ 5.45 30.12 +4.51 26.35 + 3.93
VEMS 1 2.02+0.72 2.61 +0.47 3.45+0.79
. . Oui 1(2%) - 39 (78%)
Tabagisme actif n (%) =5, 49 (98%) 50 (100%) 11 (22%)
. . Oui 33 (66%) 33 (66%) 39 (78%)
Tabagisme passive n (%) o, 17 (34%) 17 (34%) 11 (22%)
Allergie n %) 50 (100%) 31 (62%) 11 (22%)
Asthme n (%) 50 (100%) 29 (58%) 10 (20%)
Eczéma n (%) 23 (46%) 19 (38%) 20 (40%)
Rhinite n (%) 20 (40%) 11 (22%) 8 (16%)
Taux des IgE totales UI/mL 1 1040.47 + 428.45 | 674.48 + 610.52 162.96 + 264.05
Taux de I’IL-4 serique pmol/mL 1 | 1007.66 + 419.04 | 740.44 + 669.06 | 163.77 +276.90

1 (X £ o): moyenne + écart-type; n (%) : Deffectif suivi du pourcentage ; (*) différence
significative P<0.05.
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I.2. Répartition des enfants asthmatiques selon les antécédents familiaux de
I’asthme et de ’allergie

La Figure.6 montre que 90% des enfants ayant des antécédents familiaux de 1’asthme
contre 10% seulement qui ne ’ont pas. Cette différence est statistiquement tres hautement
significative avec un P-value <0.0001. De méme, pour I’allergie nous avons remarqué que

I’histoire familiales de I’allergie chez les enfants est vraiment important qui est de 1’ordre de
92% avec aussi un P-value <0.0001.

P <0.0001** P <0.0001**
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Enfants asthmatiques

Antécédents familiaux de Antécédents familiaux de
I'asthme

I'allergie
Antécédents familiaux de Antécédents familiaux de
I'asthme I'allergie
Oui 90% 92%
ENon 10%

8%

(**) différence tres hautement significative P value<0.01

Figure.6 : La répartition des enfants asthmatiques selon les antécédents familiaux de

I’asthme et de 1’allergie
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1.3. Répartition des enfants asthmatiques selon la consanguinité dans les trois

derniéres géenérations

Nous avons remarqué que 40% des enfants asthmatiques ont au moins un mariage
consanguin dans les trois derniéres génerations ce qui peut étre un des facteurs favorisant la

transmission de 1’asthme (P-value = 0.157) (Figure.7).

P-value= 0.157

= Enfants ont des consanguinités = Enfants n'ont pas des consanguinité

Figure.7 : La répartition des enfants asthmatiques selon la consanguinité
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I.4. Répartition des parents et leurs enfants selon le profil de la maladie
(asthme allergique)

1.41. Répartition des parents et leurs enfants selon le statut
asthmatique

Le tableau.3 a pour objectif de montrer si la présence de 1’asthme chez les parents joue

un réle causal pour ’apparition de ’affection chez la descendance. Les résultats revelent

une différence hautement significative (P<0.0001) entre la présence de ’asthme chez les

peres (20%) et ’apparition de 1’asthme chez 1’enfant avec un risque relative égale a 5 soit

une chance de 1/5 de développer 1’asthme si le pére est asthmatique. De méme pour les

mamans dont une différence hautement significative est observé (P<0.0001) avec RR=1.72

Soit 1/1.72 a le risque de développer 1’asthme si la maman 1’est.

Tableau.3 : La comparaison entre les enfants et leurs parents selon le statut asthmatique

Caractére | Etat Enfants | Peres RR P_val Enfants | Meres RR oyl
n®%) | n(%) | (95% Cl) value | o | n(o) | (9s%cr)y | P-value
oui | 50 10 50 29
(100%) | (20%) 5.00 .. | (100%) | (58%) 1.72 »
Asthme Non 0 20 | (2.87-8.70) | <001 0 o1 | (L36-2.18) | 00
(0%) | (80%) (0%) | (42%)

n (%) : effectif suivi du pourcentage ; (**) : différence trés hautement significative. RR : Risque relatif

1.4.2.  Reépartition des parents et leurs enfants selon le statut allergique

Les resultats révelent une différence hautement significative (P<0.0001) entre la
présence de I’allergie chez les péres (11%) et ’apparition de 1’allergie chez 1’enfant avec un
risque relative égale a 4.54 soit une chance de 1/4.54 de développer 1’allergie si le pere est
allergique. De méme pour les mamans dont une différence hautement significative est
observé (P<0.0001) avec RR= 1.61 Soit 1/1.61 a le risque de développer 1’allergie si la

maman 1’est.

Tableau.4 : La comparaison entre les enfants et leurs parents selon le statut allergique

Caractére | Etat Enfants | Péres RR P-value Enfants | Méres RR P-value
n(%) n (%) (95% CI) n (%) n (%) (95% CI)
Oui 50 11 50 31
0, 0, 0, 0,
allergie (100%) | (22%) 4.54 <0.0001** (100%) | (62%) 1.61 <0.0001**
Non | 0 (0%) 39 (2.69-7.66) 0 19 (1.29-2.00)
(78%) (0%) (38%)

n (%) : Ieffectif suivi du pourcentage ; (**) : différence trés hautement significative. RR : Risque relatif.
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1.4.3.

4 des parents asthmatiques et leurs enfants

Corrélation entre les taux des IgE totales, les concentrations d’Il-

Le tableau.5 représente 1’analyse statistique des résultats de dosage des IgE totales et

d’IL-4 des enfants et de leurs parents asthmatiques qui ont montré une différence hautement

significative entre le taux des IgE des enfants et ceux des peres (P = 0.0006) et une

différence non-significative entre les meres et leurs enfants (P = 0.4253).

De méme pour la concentration d’IL-4 sérique dont nous avons remarqué que son

niveau chez les enfants et leurs peres est significativement différent (P = 0.0003) et non

significative entre les enfants et les meres (P = 0.7996).

Tableau.5 : La comparaison des taux des IgE totales et les concentrations d’IL-4 entre les

enfants et les parents asthmatiques

Enfants

Péres

Enfants

asthmatiques

Meéres

asthmatiques

Parametre asthmatiques | asthmatiques
_ P-value P-value
allergologique
N° | X+o0) | N° | (X£o) N° | (X+o0) | N°| (X+o0)
Taux des IgE 1302.79 475.77 1148.45 1053.8
totales 10 + 10 + [ 0.0006** | g + 29 + 0.4253
(Ul/mi)t 599.38 203.94 460.79 436.50
La
. 1368.98 455.51 1140.35 1172.02
concentration
* * 0.0003** * * 0.7996
d’IL-4 sérique 10 10 29 29
620.51 207.18 447.24 496.92
(pmol /ml) T

N° : Ieffectif ; T : (X + ©) : moyenne * écart-type ; (**) différence trés hautement significative P<0.01.
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I.5. Répartition des parents et leurs enfants selon les facteurs
environnementaux

1.5.1.  Répartition des familles selon le type d’habitat

La figure.8 nous a permet d’évaluer la relation entre le type d’habitat comme étant un
facteur environnemental influencant 1’apparition de 1’asthme chez les enfants. Les données
révélent que (24%) des enfants asthmatiques habitent dans des villas, 26% habitent dans des
appartements et que la moitié des enfants (50%) habitant dans des logements insalubres
(constituées de plusieurs rangées de baraques construites en parpaing et coiffées de tdles

proches des égouts auxquels s'ajoute I'humidité) (P = 0.043).

P =0.043*

(*) Différence significative P<0.05

Evilla H appartement i bidon ville (logement insalubre)

Figure.8 : La répartition des familles selon le type d’habitat
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1.5.2. Répartition des parents asthmatiques et leurs enfants selon le type

d’allergéne au quelle ils sont sensibilisés
Cet histogramme représente la répartition des enfants et de leurs parents asthmatiques
selon six allergenes auxquelles notre population étudié est sensibilisé sélectionnés de la
batterie utilisée lors des tests cutanés (des 15 allergenes). Les résultats obtenus sont
présentés dans la figure.9 dont ils montrent qu’il y a une distribution non homogeéne entre les

enfants et leurs parents bien qu’ils partagent le méme habitat (P = 0.000).

P =0.000**

100%
80%
60%

40%

20%

0%

§
§ | |
iﬂ H m ' o le

- $ o & &
¢,°\ e& Q’\ QO\ &
Nl \y
'@Q ¥
e
z}&
Q
Dermatog)hagmde Alternaria Blatte Pollens Chat Chien
Enfants 92% 62% 34% 34% 38% 26%
EPeres 12% 4% 10% 18% 0% 0%
B Meres 46% 28% 14% 16% 12% 10%

Figure.9 : la répartition des parents et leurs enfants asthmatiques selon les allergenes

déclencheurs de leurs crises d’asthme
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1.5.3. Répartition des enfants asthmatiques selon les éléments déclencheurs de

leurs crises d’asthme

Dans le tableau.6, nous avons remarqué que la majorité des enfants asthmatiques
(92%) sont sensibilisés aux Dermatophagoides (P = 0.000), 64% a 1’ Alternaria (P = 0.048),
34% aux blattes et les pollens avec une p-value=0.024), 38% aux poils de chat (P = 0.05) et
26% aux poils de chien (P = 0.001).

Tableau.6 : La répartition des enfants asthmatiques selon les éléments déclencheurs de leurs

crises d’asthme

Caractéristiques Enfants asthmatiques n (%) P value
Dermatophagoides
Oui 46 (92%)
0.000**
Non 4 (8%)
Alternaria
Oui 32 (64%)
0.048*
Non 18 (36%)
Blatte
Oui 17 (34%)
0.024*
Non 33 (66%)
Pollens
Oui 17 (34%)
0.024*
Non 33 (66%)
Chat
Oui 19 (38%)
0.05
Non 31 (62%)
Chien
Oui 13 (26%)
0.001**
Non 37 (74%)

n (%) : Deffectif suivi de pourcentage; (*): différence significative p<0.05; (**):
différence hautement significative P<0.01.
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1.5.4. Répartition des enfants asthmatiques et non-asthmatiques selon
I’exposition passive de leurs méres au tabac durant la grossesse

Afin de montré I’effet de I’exposition intra-utérine au tabagisme passif maternel sur la

possibilité de 1’expression de 1’asthme chez les enfants nous avons comparé les enfants

asthmatiques avec les enfants sains selon I’exposition ou non de leurs meres. Les résultats

montrent une différence hautement significative (P<0.0001) entre la distribution des enfants

asthmatiques et non-asthmatiques avec un risque de 2.57 plus élevé d’avoir des enfants

asthmatiques si la maman est exposée a la fumée du tabac pendant la grossesse (Tableau.7).

Tableau.7 : La comparaison des enfants asthmatiques et les enfants sains selon I’exposition

passive de leurs meres au tabac durant la grossesse

Meéres exposées a la | Meres non-exposées RR p-value
fumée du tabac a la fumée du tabac | (95% IC)
Enfants asthmatiques 33 (66%) 17 (34%) 2.57 <0.0001**
Enfants sains 10 (20%) 40 (80%) (1.67-3.95) '

RR : risque relatif ; (**) difference hautement significative P<0.01.

RR =257
80% -

P <0.0001** 70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -

10% - /

0% X —
Meéres exposées a la
fumée du tabac

Méres non-exposéees
a la fumée du tabac

= Enfants asthmatiques 66%

34%

Enfants sains 20%

80%

Figure.10 : La comparaison des enfants asthmatiques et les enfants sains selon I’exposition

passive de leurs méres au tabac durant la grossesse
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1.6. Répartition des parents et leurs enfants selon les facteurs généetiques

1.6.1. Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme -590C/T chez

les enfants et leurs parents pour I’asthme

Les résultats de la distribution des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphisme -590 C/T des enfants et de leurs parents selon le statut asthmatique n’ont
montré aucune différence significative. Ces résultats sont obtenus apres la comparaison des
génotypes : CT vs. CC (OR, 0.65 ; IC a 95% 0.14-2.88 ; P =0.57), TT vs. CC (OR, 0.53; IC
295% 0.11-2.60 ; P=0.44) et CC vs. TT+CT (OR, 1.63 ; IC a2 95% 0.38-7.00 ; P = 0.50).

Pour les fréquences alléliques les résultats sont comme suit : pour 1’all¢le T ils sont de
(62.82%) chez les parents asthmatiques et de (58%) chez les enfants (OR, 0.81 ; IC a 95%
0.44-1.49; P = 0.51) et pour I’allele C est de (37.18%) chez les parents et est de (42%) chez
les enfants (OR, 1.22 ; IC 2 95% 0.66-2.24; P = 0.51) (Tableau.8).

Tableau.8 : Les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme -590C/T chez les
enfants et leurs parents asthmatiques

Fréquences génotypiques Fréquences alléliques
N° CTn (%) TT n (%) CC n(%) Callélen (%) | T alléle n (%)
Parents 39 | 23(58.98%) | 13(33.33%) | 3 (7.69%) 29 (37.18%) 49 (62.82%)
Enfants 50 30 (60%) 14 (28%) 6 (12%) 42 (42%) 58 (58%)
P-value 0.57 0.44 0.50 0.51 0.51
0.65 0.53 1.63 1.22 0.81
0,
OR (95% C1) (0.14-2.88) | (0.11-2.60) | (0.38-7.00) (0.66-2.24) (0.44-1.49)

n (%) : I’effectif suivi de pourcentage ; (*) : différence significative P<0.05 selon le test de Ficher.
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1.6.2. Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme -590C/T chez
les enfants et leurs parents pour I’eczéma et la rhinite allergique

Ce tableau représente la distribution des fréquences génotypiques et alléliques des
enfants et de leurs parents ayant été atteints de 1’eczéma et les résultats n’ont révélé aucune
différence significative aprés la comparaison des génotypes : CT vs.CC (OR, 3; IC a 95%
0.77-1160 ; P =0.11), TT vs. CC (OR, 2.22; IC a 95% 0.51-9.59 ; P =0.28) et de CC vs.
TT+CT (OR, 0.37 ; IC 2 95% 0.10-1.32 ; P = 0.12).

Pour la distribution des alléles T et C les résultats étaient : (46.15%) chez les parents et
de (56.52%) chez les enfants pour ’all¢le T (OR, 1.51 ; IC & 95% 0.72-3.15 ; P = 0.26) et
pour I’allele C les fréquences étaient de (53.85%) chez les parents et de (43.48%) chez les
enfants (OR, 0.65 ; IC a 95% 0.31-1.37 ; P = 0.26) (Tableau.9).

Tableau.9 : Les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme -590 C/T chez les
enfants et leurs parents pour 1’eczéma

Fréguences génotypiques Fréquences alléliques

n CT n (%) TT n (%) CC n(%) Callelen (%) | T allele n (%)

Parents | 39 | 14 (35.89%) | 11(28.22%) | 14 (35.89%) | 42 (53.85%) | 36 (46.15%)

Enfants | 23 | 12 (52.18%) | 7(30.43%) | 4(17.39%) | 20 (43.48%) | 26 (56.52%)

P-value 0.11 0.28 0.12 0.26 0.26

OR (95% CI) 3 2.22 0.37 0.65 151

(0.77-11.60) | (0.51-9.59) | (0.10-1.32) | (0.31-1.37) (0.72-3.15)

n (%) : effectif suivi de pourcentage, (*) : différence significative P<0.05 selon le test de Ficher.

Nos résultats pour la distribution des fréquences génotypiques et alléliques en fonction
de l’attente par la rhinite allergique chez les enfants et de leurs parents n’ont montré aucune
différence significative aprés la comparaison des génotypes : CT vs. CC (OR, 0.66 ; IC a
95% 0.09-4.73 ; P = 0.68), TT vs.CC (OR, 0.66 ; IC & 95% 0.07-5.87 ; P = 0.71) et CC vs.
TT+CT (OR, 1.50 ; IC &4 95% 0.22-10.14 ; P = 0.67).

Concernant les fréquences alléliques les résultats sont comme suit : (57.89%) chez les
parents et de (55%) chez les enfants pour ’alléele T (OR, 0.88; IC & 95% 0.36-2.17 ; P =
0.79) et de (42.11%) chez les parents et de (45%) chez les enfants pour le C (OR, 1.12 ;IC a
95% 0.45-2.75 ; P = 0.79) (Tableau.10).
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Tableau.10 : Les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme -590C/T chez les

enfants et leurs parents pour la rhinite allergique

Fréquences génotypiques Fréquences alléliques
n CT n (%) TT n (%) CC n(%) Callelen (%) | T alléle n (%)
Parents | 19 | 12 (63.16%) 5 (26.31%) 2 (10.53%) 16 (42.11%) 22 (57.89%)
Enfants | 20 12 (60%) 5 (25%) 3 (15%) 18 (45%) 22 (55%)
P-value 0.68 0.71 0.67 0.79 0.79
OR 0.66 0.66 1.50 1.12 0.88
(95% CI) (0.09-4.73) (0.07-5.87) (0.22-10.14) (0.45-2.75) (0.36-2.17)

n (%) : effectif suivi de pourcentage ; (*) : différence significative P<0.05 selon le test de Ficher.

1.6.3.

Statut parental de ’asthme allergique et I’origine de I’alléle muté

T du polymorphisme -590C/T chez les enfants (maternelle ou

paternelle)

Tableau.11 : Le statut parental et I’origine de 1’alléle muté T du polymorphisme -590C/T

(maternelle ou paternelle)

Fréquences génotypiques

Fréquences alléliques

n CT n (%) TT n (%) CCn (%) Callelen (%) | T alléle n (%)
Peére 50 26 (52%) 4 (8%) 20 (40%) 66 (66%) 34 (34%)
Enfants | 50 30 (60%) 14 (28%) 6 (12%) 42 (42%) 58 (58%)
P-value 0.01* 0.008** 0.002** 0.0008** 0.0008**
3.84 11.66 0.20 0.37 2.68
0,
OR (95%C1) (1.34-11.02) (2.77-49.13) (0.07-0.56) (0.21-0.66) (1.51-4.75)
Meére 50 | 27 (54%) 12 (24%) 11 (22%) 49 (49%) 51 (51%)
Enfants | 50 30 (60%) 14 (28%) 6 (12%) 42 (42%) 58 (58%)
P-value 0.21 0.23 0.18 0.32 0.32
2.03 2.13 0.48 0.75 1.32
0,
OR (95%C1) (0.66-6.25) (0.60-7.52) (0.16-1.42) (0.43-1.31) (0.75-2.31)

n (%) : effectif suivi de pourcentage ; (*): différence significative P<0.05. (**): Différence
hautement significative P<0.01.
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Ce tableau montre que parmi les 50 enfants nous avons 30 (60%) qui ont le génotype
CT, 14 (28%) ont le génotype TT et 6 (12%) ont le génotype CC.

Alors que pour les peres il y a 26 (52%) qui ont le génotype CT, 20 (40%) ont le
génotype CC et 4 (8%) ont le génotype TT.

Cependant, pour les mamans nous avons 27 (54%) qui ont le génotype CT, 12 (24%)
ont le génotype TT concernant les mamans qui ont le génotype CC ils sont en nombre de 11
(22%).

Par la suite, et afin de déterminer ’origine de l’allele muté T (paternelle ou
maternelle) nous avons effectué une comparaison entre les fréquences génotypiques et

alléliques des enfants avec ceux des peres et des méres séparément (Tableau.11).

Les résultats de la comparaison des fréquences génotypiques des péres avec leurs
enfants ont montré une différence significative pour le génotype CT (P=0.01), qui était
prédominant chez les enfants asthmatiques avec une fréquence de (60%) par rapport a leurs
peres (52%). Vraisemblablement au génotype TT dont nous avons remarqué une différence
hautement significative (P=0.008) et que ce génotype est tres abondant chez les enfants
asthmatiques (28%) par rapport aux peres (8%). De méme pour le génotype CC une
différence significative est également observé (P=0.002) dont il est notable que ce génotype
est prédominant chez les peres avec une fréquence de (40%) que chez leurs enfants (12%).

Ces différences significatives observées dans la distribution des fréquences
génotypiques vont se réfléchi automatiquement sur les résultats de la comparaison des
fréquences alléliques chez les péres et les enfants dont nous avons remarqué une différence
hautement significative pour les deux alleles (P=0.0008) avec une fréquence de (66%) chez
les peres contre (42%) chez les enfants pour ’alléle C et une fréquence de (58%) chez les

enfants contre (34%) chez les péres pour I’all¢le T (Tableau.11).

La deuxieme partie du Tableau.11l représente les résultats de la comparaison des
fréquences génotypiques et alléliques des meres avec ceux de leurs enfants asthmatiques,
dans cette section nous n'avons remarqué aucune différence significative dans la distribution
des fréquences génotypique et allélique. En effet, le génotype CT (P=0.21) est présent chez
les enfants avec une fréquence de (60%) contre (54%) chez les méres. Pour le génotype TT

(P= 0.23) les fréquences sont de (28%) chez les enfants contre (24%) chez les meres et
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observe pour le genotype CC (P=0.18) une fréquence de (12%) chez les enfants et (22%)

chez les meres.

Idem pour les frequences alléliques (P=0.32) des meres et leurs enfants asthmatiques
(Tableau.11).

Afin de confirmer nos constatations nous avons utilisé un test genétique spécifique qui
est le desequilibium transmission test (TDT) pour étudier la possibilité d’une association
significative au sens statistique entre la présence du variant génétique T et la présence de
I’asthme. Ce test a pour but aussi de compare la fréquence de transmission de ’alléle T
¢tudié et d’évaluer s’il existe une sur-transmission d’un alléle en particulier, des parents a

leur enfant affecté.

1.6.4. TDT (desequilibium  transmission test) pour la
transmission parentale des alleles du polymorphisme -590C/T

1.6.4.1.  TDT (Transmission disequilibrium test) général

Dans le Tableau.12 nous avons utilisé le TDT général pour démontrer la sur-
transmission de ’allele T du SNP étudié des parents a leurs enfants asthmatiques. Ce tableau
montre une différence trés hautement significative (P= 25-05) entre le nombre d’alléles T et
C transmis. Nos données révelent que 58 alléles T ont été transmis aux enfants asthmatiques
contre 27 non transmis et que 42 alleles C ont été transmis a la descendance atteinte contre

73 alléles C non transmis.

Tableau.12 : Le TDT geénéral pour la transmission parentale des alléles du polymorphisme -
590C/T

TDT général
AII(e:Ies non trar]?mls Totale X2 Ddl p
Alleles 81 1 42
transmis 1 16 e 18.13 1 2505
Totale 73 27 100
(**) différence hautement significative P<0.01 test de Chi deux
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1.6.4.2.  TDT pour les meres et les peres Vs enfants

Dans le tableau.13 nous avons calculé le TDT pour les méres et les péres séparément
dans le but de déterminer 1’origine de 1’alléele muté T de SNP -590C/T soit paternel ou
maternel. Sachant que nous avons a déja tester 1’association et la transmission de cet all¢le

des parents aux enfants malades par le TDT général.

Ce tableau montre que ’alléle C du SNP -590C/T est transmis 16 fois sur 49 de la
mére a son enfant et que 1’alléle T a son tour est transmis 34 fois sur 51. Ces résultats
montrent que 1’alléle T est transmis aux enfants attient d’asthme allergique dans 68% des
cas [(X2 = 10.70) a un ddl = 1)]. Ceci suggére que cet allele T est associé a la maladie et

hérité préférentiellement de la mere.

Cependant, pour les péres nous remarquons que 1’allele C est transmis 26 fois sur 66 a
leurs enfants et que 1’alléle T est transmis 24 fois sur 34. Pour cela nos données montrent
que les alleles T et C sont transmis des peres aux enfants asthmatique d’une facon presque
similaire [(X2=7.53, ddI=1)]. Cependant, nous remarquant que la valeur des C non-transmis
est 4 fois plus que les T non-transmis avec un X2>3.84. TDT n'a montré aucune

transmission préférentielle de l'allele T des péres aux enfants affectés.

Tableau.13 : Le TDT pour les méres Vs enfants et les péres Vs enfant

TDT pour les méres Vs enfants TDT pour les péres Vs enfants
Alléeles Alléles
non 2 non 2
transmis | Totale | X ddl | P-value | transmis | Totale | X ddl | P-value
C T C T
Alléles C|11 | 5 16 20 | 6 26
wansmis | - > | 12| 34 | 1070 | 1 | 0001 | 20| 4 | 24 | 753 | 1 |0.006™
Totale 33 | 17 50 40 | 10 50

(**) différence hautement significative P<0.01 test Chi deux.
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1.6.5. Répartition des enfants asthmatiques en fonction du sexe et des
génotypes du polymorphisme -590C/T

Pour cette répartition nous avons vis¢ d’évaluer la relation génotype-sexe. Les
résultats montrent que 70% des enfants sont de sexe féminin ayant un génotype CT contre
30% de sexe masculin. Cette répartition représente une différence significative avec une P-
value = 0.028. Pour le genotype TT, nous remarquons également la prédominance du sexe
féminin (64.28%) par rapport au sexe masculin (35.71%) avec une P = 0.285 et nous avons
remarqué une égalité dans la distribution du génotype CC entre les deux sexes (P = 1). pour
les fréquences alléliques ils sont été distribués comme suit : 64.29% C contre 35.71% C (P
= 0.064) et 67.24% T contre 32.76% T (P = 0.009) pour le sexe féminin et masculin

respectivement (Figure.11).

P =0.028*
_ P =0.009**
— P =0.285 P = 0.064*
60%
g
I3 50%
IS
€ 40%
o 30% 7z
c
[
= 20%
L
10%
0%  zzz = - ZZ I =
CT 1T CcC C T
= Masculin| 9 (30%) |5 (35,71%) | 3 (50%) 15(35,71%) 19(32,76%)
Féminin [21(70%) [9(64,28% ) | 3 (50% ) 27(64,29% ) 3967,24% )

n (%o): 'efféctif suivi du pourcentage; (**) différence hautement significative P <0.01.

Figure.11 : La répartition des enfants asthmatiques en fonction du sexe et des génotypes du

polymorphisme -590C/T
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1.6.6. Moyennes et écart types du taux des IgE totales et la concentration d’IL-

parents)

4 sérique en fonction des génotypes du polymorphisme -590C/T (enfants vs.

Le tableau.14 représente les résultats de la comparaison des taux d’IgE totales et la

concentration d’IL-4 sérique des enfants asthmatiques et de leurs parents selon les génotypes

du polymorphisme -590 C/T. Pour cela nous n’avons remarqué aucune différence

significative entre les enfants et leurs péres soit pour les IgE ou pour I’'IL-4. Les résultats de

la comparaison des enfants avec leurs meéres n’ont montré aucune différence significative

pour les génotypes CC et CT avec les P-values suivent: P = 0.9863 et P = 0.2496

respectivement.

Alors que des différences hautement significatives sont observé pour le génotype TT

pour les IgE et I’IL-4 (p-value=0.0018) et (p-value=0.0024) respectivement.

Tableau.14 : La comparaison entre le taux d’IgE totale et la concentration d’IL-4 sérique et
les génotypes du polymorphisme -590 C/T

Le taux des IgE totales (Ul/ml) 1

La concentration d’TL-4 sérique

(pmol/ml) 1
CT TT cC CT TT ccC
852.22 1552.72 786.46 807.62 1510.95 833.48
Enfants + + + + + +
206.53 281.87 565.95 152.71 323.25 572.86
196.16 544.62 43.46 201.69 517.82 43.66
Péres + + + + + +
260.32 491.16 73.15 266.91 569.25 96.36
P value <0.0001™ | 0.0001™ | <0.0001™ | <0.0001"" 0.0003™ <0.0001™"
852.22 1552.72 786.46 807.62 1510.95 833.48
Enfants + + + + + +
206.53 281.87 565.95 152.71 323.25 572.86
514.21 1554.45 107.90 580.87 1654.05 135.45
Meéres + + + + + +
390.25 215.10 166.91 471.73 289.64 222.76
P value 0.0001" 0.9863 0.0018™ 0.0157" 0.2496 0.0024™
1 (X £ ©) : moyenne * écart-type ; (**) : Différence hautement significative P<0.01.
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Figure.12 : La comparaison des taux d’IgE totales des enfants et de leurs péres selon les

génotypes du polymorphisme -590 C/T
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Figure.13 : la comparaison des taux d’IgE totales des enfants et de leurs meres selon les
génotypes du polymorphisme -590 C/T
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Figure.14 : la comparaison des taux d’IL-4 sériques des enfants et de leurs péres selon les

génotypes du polymorphisme -590 C/T
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Figure.15 : La comparaison des taux d’IL-4 sériques des enfants et de leurs meres selon les

génotypes du polymorphisme -590 C/T
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1.6.7. Interaction entre les génotypes maternels du polymorphisme -590C/T et

le taux des IgE totales et d’IL-4 des enfants

Nous avons comparé les taux d’IgE totales et la concentration de I’IL-4 des enfants

selon les génotypes de leurs meres afin de tester I’effet du génotype maternel sur

I’environnement intra-utérin de 1’enfant et donc sur I’expression de 1’asthme chez lui. Les

résultats sont présentés dans le Tableau.15. Ces derniers représentent une différence

hautement significative entre les IgE des enfants selon les génotypes maternels avec un P-
value de 0.009 et un P-value de 0.003 pour 1’IL-4.

Tableau.15 : La comparaison entre le taux d’IgE totale et la concentration d’IL-4 sérique
des enfants asthmatiques et les génotypes maternels

Caracteéres de ’enfant

Les génotypes maternels

asthmatiques CT TT CcC " value

Le taux des IgE totales 1183'53 971'50 74?;'29 0.009%*
(Ul/ml) 1 49416 273.47 142.97 |

La concentration d’IL- 1163'67 95‘_‘:32 68389 0.003**
4 sérique (pmol/ml) 1 482.46 223.50 122.95 |

1 (X + ©) : moyenne + écart-type ; (**) différence hautement significative P<0.01.
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Figure.16 : La comparaison entre les taux d’IgE totale des enfants asthmatiques selon les
génotypes maternels
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Figure.17 : La comparaison entre les taux sériques d’IL-4 des enfants asthmatiques selon
les génotypes maternels
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Discussion

L’asthme est un trait complexe qui est influencé par plusieurs geénes (polygénique)
ainsi que par I’environnement [4]. En effet, le caractére familial de I’asthme a été mis en
évidence par de nombreuses études familiales et de jumeaux. De plus, ces études ont

suggéré I’existence d’un effet maternel pour la réponse spécifique aux allergénes [11].

A ce propos, nous avons étudié le polymorphisme -590 C/T du promoteur du géne de
I’IL-4 et les taux sériques de I’IgE totales et d’IL-4 chez 50 familles constantinoises ayant au

moins un enfant atteint d’asthme allergique.

Dans le premier volet de notre étude, nous avons exploité 1’association entre I’histoire
familiale de I’asthme, 1’allergie et la susceptibilité a développer ces affections chez la
descendance. En effet et conformément aux travaux réalisés par London et al. en 2001 [84]
et par Paaso et al. en 2014 [85] sur le role de la prédisposition familiale a 1’asthme, aux
maladies allergiques qui suggerent que I’histoire familiale de I’asthme et de ’allergie est un
facteur de risque prédisposant au développement de [’asthme allergique chez la
descendance. Partant de ce fait, nos résultats illustrés par la Figure. 6 montrent que 90% des
enfants incriminés dans notre étude ont des antécédents familiaux de I’asthme et que 92%

entre eux ont des parents allergiques.

Il est a noter que le risque de cette prédisposition familiale a la maladie augmente si la
meére ou le pere est attient, a cette égard nos résultats montrent qu’il y a un risque de 1/5 soit
20% de développer 1’asthme si le pére est asthmatique (P-value <0.0001) contre un risque de
1/1.72 soit 58.13% si la maman 1’est (P-value <0.0001) (Tableau.3) cela nous a conduire a
bien dire que le risque d’avoir un asthme chez ’enfant est lié beaucoup plus a la présence de
la maladie asthmatique chez la mere plus que le pére. Nos constatations rejoignent celles de
nombreuses études épidémiologiques suggérant que 1’asthme maternel confére un risque
plus élevé d’asthme a la progéniture que 1’asthme paternel avec un (OR = 3.04; IC &
95% :2.59-3.56) chez les enfants de meres asthmatiques contre un (OR =2.44; IC a
95% :2.14-2.79) chez les enfants de peres asthmatiques [86]. De méme pour 1’allergie, nos
données montrent que le risque d’étre allergique est li¢ a la prédisposition familiale et que
cette derniére est héritée préférentiellement de la mére avec un risque de 1/1.61 soit 62.11%
si la maman est allergique (P-value <0.0001) contre un risque de 1/4.54 soit 22.02% si le

pere I’est (P-value <0.0001) comme le montre le Tableau.4.
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Afin de confirmer ces résultats nous avons réalisé des tests biologiques qui sont le
dosage des IgE totales et d’IL-4. Les résultats de la comparaison des taux des IgE totales des
enfants avec ceux de leurs parents asthmatiques ont montré que le taux des IgE des enfants
est significativement associé aux taux des IgE de leurs méres asthmatiques (P = 0.4254) et
non pas a leurs peres (P = 0.0006). De méme pour I’IL-4, nous avons trouvé que le taux
sérique de I’IL-4 des enfants est significativement associé aux taux d’IL-4 de leurs meéres
asthmatiques (P = 0.7996) et non pas a leurs peres (P = 0.0003) (Tableau.5) .Cette
association a €été mise a 1’exploit par des ¢tudes antérieures réalisé¢ par Bonnelykke et al. en
2010 [87] et par Nabavi et al en 2013 [88] qui ont pu montrer qu’il y a une relation de cause
a ’effet du taux élevé des IgE chez la maman sur I’environnement intra-utérin durant la
grossesse et par conséquent le développement de I’asthme chez 1’enfant apres la naissance.
Ces résultats confirment de plus que 1’asthme est associé au statut asthmatique maternel que

le statut asthmatique paternel.

Pour vue que I’asthme est une maladie héréditaire comme nous avons pu montrer
auparavant, il est probable que la consanguinité va accroitre le risque du développement de
I’asthme. Certaines études ont prouvé que ce dernier est un facteur de risque pour le
développement de 1’asthme[89], OR, les résultats de notre étude montrent que 40% des
enfants asthmatiques ont au moins un mariage consanguin dans les trois derniéres
générations de leurs ascendants avec un P-value = 0.157 (Figure.7) ce qui signifie que le
mariage consanguin a un effet sur 1’apparition de I’asthme chez la descendance. Nos

constatations concorde avec celles de Bijanzadeh et al en 2010 [90].

En outre, il existe aussi des facteurs environnementaux qui interviennent dans
I’étiologie de 1’asthme. Ces derniers peuvent étre des facteurs déclencheurs et/ou
d’aggravation de I’asthme. De 13, notre étude évalué ’effet de I’environnement intérieur sur
I‘apparition de 1’asthme chez les sujets partageant le méme habitat (Figure.9) ainsi que

I’effet de I’environnement extérieurs.

A savoir, le type d’habitat pourrait jouer un role causal dans les maladies atopiques et
les atteintes fonctionnelles respiratoires. Nos résultats révelent que 50% des familles
étudiées habitent dans des logements insalubres (constituées de plusieurs rangées de
baraques construites en parpaing et coiffées de tdles proches des égouts auxquels s’ajoute
I’humidité) contre 26% qui habitent dans des appartement bien entretenus et 24% dans des

villas avec un P-value = 0.043 (Figure.8). Nos résultats rejoignent ceux menés par de James
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Krieger et al. qui suggérent que les mauvaises conditions de logement sont associées a un
large éventail de probleme de santé, y compris les infections respiratoires, l'asthme,

I'empoisonnement au plomb, d'intoxications, d'allergies et les troubles mentaux [91].

De surcroit I’augmentation de la prévalence des maladies atopiques comme 1’asthme
allergique au cours de ces dernieres années et selon des études [92] est probablement due en
grande partie a la modification des facteurs de I’environnement. Partant de ce fait, plusieurs
types de facteurs environnementaux ont été mis en cause dans notre étude parmi lesquels on
site: 1’exposition au tabagisme passif, fumée de cheminée, les allergénes (comme les
Dermatophagoides, Alternaria, blatte, pollens, les poils de chat et de chien). Pour ce dernier
les résultat obtenus révélent que 1’asthme chez les enfants des trios étudié est associé de
facon hautement significative a deux allergenes qui sont les Dermatophagoides (92%) avec
un P-value 0.000 et a 1’Alternaria (64%) avec un P-value = 0.048 comparativement aux
autres allergenes (blatte (34%) avec un P-value = 0.024, pollens (34%) avec un P-value =
0.024, poils de chat (38%) avec un P-value = 0.05 et poils de chien (26%) avec un P-value
0.001). Dans ce contexte il est indispensable de noter que la signification pour les
Dermatophagoides revient au matelas remplis de laine de mouton qui représente un véritable
foyer pour les acariens présents dans leurs maisons et aux quelle ils ne peuvent s'en passer,
car ces derniers représentent une des traditions ancestrales conservees a ce jour en Algérie
[93]. Et aussi I’Alternaria cette hypersensibilité est due a la nature agricole de la ville
Constantine qui dispose ainsi de plusieurs oueds ce qui favorise la reproduction de
I’ Alternaria tout en émettant des spores dans 1’atmosphere qui se dispersent dans 1’air. Une
fois inhalées, ces spores déclenchent les symptomes allergiques et des crises d’asthme [94]

(Tableau.6).

En outre, nous avons évalué le risque de I’exposition intra-utérine au tabagisme passif
maternel sur le développement antérieur de I’asthme chez I’enfant. Nos résultats corroborent
avec les travaux menés par Lee et al. en 2012 [95]qui indiquent que I’exposition intra-
utérine au tabagisme passif maternel était associée de maniere significative a la respiration
sifflante (OR 2.05 ; IC a 95% : 1.58-2.67) ce qui est similaire a nos constatations dont nous
avons trouvé que le risque d’avoir un enfant asthmatique est plus élevés si la maman a été
exposée passivement a la fumée secondaire pendant la grossesse (RR = 2.57 ; IC a 95%
1.67-3.95) (Tableau.7) (Figure.10).
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Dans un autre ordre nous allons entamer la partie génétique qui vise a étudier
I’association du polymorphisme -590 C/T du promoteur du géne de 1’'IL-4 avec I’apparition
de la triade atopiques (asthme, eczéma et rhinite allergique) chez les enfants et leurs parents

tout en se basant 1’histoire familiale que nous avons exploité dans la section précédente.

D’abord, nous avons commencé par 1’étude de 1’association du polymorphisme -590
C/T avec I’asthme chez les enfants et les parents. La distribution des fréquences
génotypiques des enfants (100%) et leurs parents asthmatique(78%) est homogene, dont
aucune différence significative n’a était observée (OR, 0.65 avec un P-value= 0.57 et OR,
0.53 avec un P-value= 0.44 et OR, 1.63 avec un P-value= 0.50) pour les différents génotypes
du polymorphisme -590C/T soit : CT, TT, CC respectivement avec les fréquences suivantes:
(CT (60%), TT (28%) et CC (12%)) pour les enfants asthmatiques et (CT (58.98%), TT
(33.33%) et CC (7.69%)) pour leurs parents. De méme, aucune différence significative n’a
été observé pour la distribution des fréquences alléliques des enfants ((42%) pour ’allele C
et (58%) I’allele T) et leurs parents ((37.18%) pour I’allele C et (62.82%) pour 1’allele T)
avec des (OR, 1.22; P-value= 0.51) et (OR, 0.81; P-value= 0.51) respectivement
(Tableau.8). Par la suite nous avons comparé les fréquences génotypiques et allélique des
enfants et leurs parents ayant étaient atteints de I’eczéma. Nos résultats étaient semblables
au statut asthmatique dont la distribution des fréquences génotypes de ce SNP chez enfants
(46%) (CT (52.18%), TT (30.43%), CC (17.39%)) et leurs parents (78%) qui ont étaient
atteints (CT (35.89%), TT (28.22%), CC (35.89%) était presque similaire dont nos données
n’ont révélé aucune différence significative (OR, 3; P-value=0.11 et OR, 2.22; P-
value=0.28 et OR, 0.37 ; P-value= 0.12). Pareillement aux fréquences allélique des enfants
(C (43.48%), T (56.52%)) et leurs parents (C (53.85%), T (46.15%)) avec des (OR, 0.65 ; P-
value= 0.26 et OR, 1.51 ; P-value= 0.26 respectivement) (Tableau.9). Enfin pour la rhinite
allergiques la distribution des fréquences génotypiques et alléliques était comme suit: CT
(60%), TT (25%), CC (15%) et C (45%)), T (55%) chez les enfants (40%) qui sont atteints
de cette affection et CT (63.16%), TT (26.31%), CC (10.53%) et C (42.11%), T (57.89%)
chez leurs parents (38%)atteints aussi avec des différences statistiquement non significatives
(OR, 0.66 ; P-value= 0.68 et OR, 0.66 ; P-value= 0.71 et OR, 1.50 ; P-value= 0.67 pour les
fréquences genotypiques et OR, 1.12 ; P-value= 0.79 et OR, 0.88 ; P-value= 0.79 pour les
fréquences alleles respectivement (Tableau.10). Dans ce concept, il consiste a signaler qu’il
existe une prédominance des génotypes CT et TT par rapport au génotype CC. Avec une

abondance de ’all¢le T chez la population atteinte comparativement a 1’allele C. Pour cette
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section les p-valeurs obtenues sont >0,05 cela signifie statistiquement qu’il n’y aucune
différence significative ce qui refléte le fait que ’apparition de la triade atopique (asthme,
eczéma et rhinite allergique) chez les enfants est hérité des parents et pourrait étre transmise
par I’allele T. Cela nous a conduits a dire que cet allele est un facteur prédictif au
développement des maladies atopique chez les familles constantinoises. Nos résultats
rejoignent ceux des quatre travaux réalisés sur 1’association du polymorphisme -590 C/T du
géne de I’IL-4 avec ’atopie décrite par Dahmani et al. en 2016 [10] et par Micheal et al. en
2013 [96],en 2008 par Li et al.[97] et par hosseini-Farahabadi et al. en 2007 [98] qui ont pu
démontrer que ce polymorphisme est associé a 1’asthme allergique ainsi qu’aux autres

maladies atopiques telles que 1’eczéma et la rhinite allergique.

Par la suite, nous avons étudi¢ le statut parental de 1’asthme afin de déterminé 1’all¢le
associ¢ a la maladie d’asthme allergique et son origine soit maternelle ou paternelle. Pour
cela nous avons comparé les fréquences génotypiques et alléliques des enfants avec ceux de
leurs parents séparément. Les résultats ont montré une différence significative entre la
distribution génotypique et alléliques des enfants et de leurs péres pour le génotype CT (OR,
3.84; 1C a 95% :1.34-11.02 ; P = 0.01) avec une fréquence de (52%) chez les péres contre
(60%) chez leurs enfants et aussi pour le génotype TT (OR, 11.66 ; IC a 95% :2.77-49.13 ; P
= 0.008) avec une fréquence de (8%) chez les peres contre (28%) chez les enfants. La
signification a été observé aussi pour le génotype CC (OR, 0.20 ; IC 4 95% : 0.07-0.56 ; P =
0.002) avec une fréquence de (40%) chez les peres et (12%) chez les enfants. Pour la
comparaison des génotypes des meres avec celui de leurs enfants, les données révelent que
la distribution génotypique et allélique est similaire entre les meres et les enfants dont les
résultats étaient comme suit : pour le génotype CT, les fréquences étaient de 54% et de 60%
chez les méres et leurs enfants respectivement avec un (OR, 2.03 ; IC a 95% :0.66-6.25 ; P =
0.21) et pour le TT (OR, 2.13 ; IC a 95% :0.60-7.52 ; P = 0.23) dont les fréquence étaient de
(24%) chez les méres et de (28%) chez les enfants. Pour le CC (OR, 0.48 ; IC a 95% : 0.16-
1.42 ; P = 0.18) avec une fréquence de (22%) chez les méres et de (12%) chez les enfants. Il
est a noter qu’il y a une dominance de 1’allele T chez les meres (51%) que chez les peres
(34%) et que la distribution de cette alléle est homogene entre les méres et les enfants (OR,
1.32 ; IC a 95% :0.75-2.31 ; P = 0.32) avec une fréquence de (51%) et de (58%) chez les
meéres et leurs enfants respectivement et non-homogenes entre les peéres et les enfants (OR,
2.68 ; 1C a95% : 1.51-4.75 ; P = 0.0008) avec une fréquence de (34%) et de (58%) chez les

peres et les enfants respectivement (Tableau.11). Ceci signifie que 1’alléle muté T est associé
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a I’asthme allergique et qu’il est hérité préférentiellement de la mére que du pére. Ces
résultats rejoignent ceux de Rosenwasser et al. en 1995 [70] et de Miyake en 2013 [99].

Afin de confirmé nos constatations nous avons utilisé le TDT genéral qui a montré la
sur-transmission de I’alleéle T en particulier, des parents a leurs enfants affecté. Les résultats
sont présentés dans le Tableau.12 dont nous remarquons I’existence d’une différence trés
hautement significative (P= 2E-05) en faveur de 1’all¢le T, dont 58 alléles T ont été transmis
des parents aux enfants asthmatiques contre 27 non transmis. Pour ce qui est 1’alléle C nos
résultats montre 42 alléles C ont été transmis a la descendance atteinte contre 73 alleles non
transmis [(X2 = 18.13 a un ddl = 1)]. Les résultats de ce test génétique confirment de plus la
présence d’une association entre 1’alléle T du polymorphisme -590 C/T du géne de I’'IL-4 et

I’apparition de 1’asthme allergique.

Afin de confirmer 1’origine de cet alléle nous avons réalisé le Test de déséquilibre de
transmission (TDT) pour les peres vs. enfants et pour meres vs. enfants séparément. Le
Tableau.13 montrent que 1’alléle C du SNP -590C/T est transmis 16 fois sur 49 de la mére a
son enfant et que 1’alléle T a son tour est transmis 34 fois sur 51. Ces résultats montrent que
I’allele T est transmis aux enfants atteint d’asthme allergique dans 68% des cas [(X2 =
10.70, ddl = 1)]. Quant aux peres nous remarquons que 1’allele C est transmis 26 fois sur 66
a leurs enfants et que ’allele T est transmis 24 fois sur 34. Pour cela nos données montrent
que les alléles T et C sont transmis des peres aux enfants asthmatique d’une fagon presque
similaire [(X2= 7.53, ddI=1)]. Cependant, nous remarquant que la valeur des C non-transmis
est 4 fois plus que les T non-transmis avec un X2>3.84, ceci justifier la signification de nos
résultats qui suggerent que 1’allele C et plus transmis des peres (26 C) aux enfants que des
meéres (16 C). En revanche les résultats du TDT des meres révelent que le X2 de la mére >
3.84. A cette effet 1a nous pourrons dire qu’il n y a aucune transmission préférentielle de
I'allele T des peres aux enfants et que 1’alléle muté T est transmis préférentiellement de la

meére [3].

Relativement au sexe, nos resultats rejoignent ceux des autres études qui ont pu
montrer que le sexe féminin est plus successible a développer 1’asthme que le sexe masculin
avec une probabilité de 10% [100]Selon certains auteurs, il existe une influence potentielle
des hormones sexuelles féminines sur la fonction immunitaire [101], [102]. A ce propos et
en vue d’évalué la relation génotype-sexe. Nos données révelent qu’il y a 66% des enfants

asthmatiques de sexe féminin distribués comme suit 50% CC, 70% CT et 64.28 % TT pour
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les fréquences génotypiques et 64.29% C, 67.24T pour les fréquences alléliques contre 34%
de sexe masculin dont les fréquences génotypiques sont: ( 50% CC, 30% CT et 35.71% TT)
et les fréquences alléliques sont: 35.71% pour lallele C et 32.76% pour I’allele T
(Figure.11). Ceci nous a conduire a dire que 1’alléle muté T est plus transmissible aux filles
qu’aux gargons. Cela pourrait étre aussi une source d’affirmation que 1’allele muté T est

d’origine maternelle.

Par ailleurs, nous avons compar¢ les taux d’IgE totales et d’IL-4 sériques des enfants
et de leurs parents selon les génotypes du polymorphisme -590 C/T du géne de 1’'IL-4 sous
prétexte de connaitre si les taux des IgE et d’IL-4 chez I’enfant sont associés a 1’alléle muté
T. Nos résultats montrent une différence hautement significative entre les IgE, 1’IL-4 des
enfants et de leurs péres pour le génotype CT dont la concentration des IgE étaient de
(852.22 + 206.53) et (196.16 + 260.32) Ul/ml avec un P-value <0.0001 et pour I’IL-4 étaient
de (807.62 £ 152.71) et (201.69 + 266.91) pmol/ml avec un P-value <0.0001 chez les
enfants et leurs péres respectivement. Ainsi que pour le génotype TT dont les valeurs étaient
comme suit : (1552.72 + 281.87) et (544.62 + 491.16) Ul/ml avec un P-value = 0.0001 pour
les IgE et (1510.95 + 323.25) et (517.82 + 569.25) pmol/ml avec un P-value = 0.0003 pour
I’IL4 chez les enfants et leurs peres respectivement. Pour le génotype CC les valeurs étaient
comme suit : (786.46 + 565.95) chez les enfants et (43.46 + 73.15) Ul/ml chez les peres avec
un P-value <0.0001 pour les IgE et (833.48 + 572.86) chez les enfants et (43.66 + 96.36)
pmol/ml les peres avec un P-value <0.0001 pour I’'IL4 (Figure.12) (Figure.14). La méme
signification statistique a été remarquée pour les meres vs enfants pour le génotype CT dont
la concentration des IgE étaient de (852.22 + 206.53) et (514.21 + 390.25) Ul/ml avec un P-
value = 0.0001 et pour I’'IL-4 étaient de (807.62 + 152.71) et (580.87 + 471.73) pmol/ml
avec un P-value = 0.0157 chez les enfants et leurs méres respectivement. Ainsi que pour le
génotype CC dont les valeurs étaient comme suit : (786.46 + 565.95) et (107.90 + 166.91)
Ul/ml avec un P-value = 0.0018 pour les IgE et (833.48 = 572.86) et (135.45 + 222.76)
pmol/ml avec un P-value = 0.0024 pour I’'IL4 chez les enfants et leurs meéres respectivement.
Alors que pour le génotype TT nous avons remarqué qu’il y a une association entre les IgE,
I’IL-4 des enfants et des mamans (P = 0.9863 pour les IgE et P = 0.2496 pour 1’IL-4) dont
les concentrations des IgE sont trés élevées et il sont comme suit pour les enfants et de leurs
meres respectivement (1552.72 + 281.87) et (1554.45 + 215.10) Ul/ml et pour I’IL-4 étaient
(1510.95 + 323.25) et (1654.05 + 289.64) pmol/ml (Figure.13) (Figure.15) (Tableau.14). Par
conséquent nous avons pu montrer que le génotype CT, malgré la signification, et le
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génotype TT du polymorphisme -590 C/T du géne de I’'TL-4 induit I’augmentation des taux
des IgE sériques totales et de I’TL-4 chez les enfants et leurs méres dont les valeurs étaient
supérieure a 500 Ul/ml pour les IgE et >500 pmol/ml pour 1’IL-4. Cette association entre les
IgE, I'IL-4 des enfants et des mamans avec les génotypes CT et TT révele que c’est
I’expression de 1’allele muté T chez les enfants hérité de leurs meéres, situé en amont des
cing sites de liaison (appelé PO a P4 respectivement) du facteur nucléaire des lymphocytes T
activé (NFAT) du promoteur de I’IL-4 et plus précisément a l'intéricur d’une séquence
palindromique allant de -603 a -588, qui entraine la sélection positive de ce géne codant.
Comme il a été déja expliqué précédemment 1’apparition du polymorphisme -590C/T au
niveau du promoteur provoque une modification de 1’expression du géne codant pour 1I’'IL-4
en améliorant l'accessibilité du dimére du facteur de transcription NFAT-1 au promoteur
visant a augmenter la production d’IL-4. Cette cytokine induit la différenciation des
lymphocytes T auxiliaires naifs (lymphocytes ThO) en lymphocytes Th2. Apres activation
des lymphocytes Th2, elles se mettent elles-mémes a le produire I’IL-4 ce qu’on appelle le
plus souvent une boucle de rétroaction positive. IL-4 avec I’environnement cytokinique
produit par les lymphocytes T CD4+ induit la commutation isotypique des lymphocytes B
vers les IgE [103].

A la fin, nous allons nous approfondir dans notre étude dans le but d’évaluer 1’effet du
génotype maternel sur 1’environnement intra-utérin de 1’enfant et donc sur la susceptibilité
de développer I’asthme chez I’enfant & cause d’un génotype maternel particulier. La
comparaison des IgE (Figure.16) et d’IL-4 (Figure.17) des enfants selon les génotypes de
leurs meres révelent une variation importante entre ces concentration (P = 0.009 pour les IgE
et P = 0.003 pour I’IL-4) et une association significative du taux élevé d’IgE et d’IL-4 des
enfants avec le génotype CT des meres dont les concentrations étaient de (1189.53 + 494.16)
Ul/ml pour les IgE et de (1163.67 + 482.46) pmol/ml pour I’'IL-4 et avec le génotype
maternel TT dont les valeurs étaient de (977.50 + 273.47) Ul/ml pour les IgE et de (954.32 +
223.50) pmol/ml pour I’IL-4 (Tableau.15). Nos résultats concordent avec ceux de Child et
al. en 2003 [104] qui suggerent qu’il y a une relation de cause a effet : du génotype maternel
sur I’environnement intra-utérin aboutissant a 1’expression de I’atopie chez 1’enfant. Et avec
une autre étude réalisée dans ce concept par Zhang et al en 2014 [105] qui a pu montrer que
le génotype maternel a une influence sur la régulation du taux des IgE des enfants a la
hausse. Ainsi qu’aux travaux de Nabavi et al. menés en 2013[88] et de Bonnelykke et al. en
2010 [87] et de Nazari et al. en 2018 [106] qui indique que la présence des IgE spécifique
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d’un allergéne dans le sang maternel favorise son passage au feetus par le cordon ombilical
(transfert maternofoetal) ce qui pourrait étre un facteur prédictif de troubles allergiques chez
I’enfant dans sa vie future. En s’appuyant sur toute ces constatations et avec les résultats que
nous avons pu abstenir a partir des données récoltés nous pouvons dire que la substitution de
C par T en position -590 induit I’apparition du polymorphisme -590 chez la mere ce qui
provoque la surexpression de 1’IL-4 et par conséquent I’augmentation du taux des IgE chez
la maman. Ces dernieres se transférent par le biais du cordon ombilical aux feetus dans le
milieu intra-utérin ce qui va induire I’expression de I’atopic et de 1’asthme allergique chez
I’enfant ultérieurement durant sa vie. Ceci pourrait expliquer la présence des taux élevé des
IgE et d’Il-4 chez les enfants dont leurs méres ayant les génotypes CT et TT. Nos

constatations restent a étre démontrées sur un échantillon plus important.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans le premier volet de notre étude familiale, nous avons pu montrer 1’association
entre 1’histoire familiale de I’asthme, 1’allergie et la susceptibilité a développer 1’asthme
allergique. Cela nous a conduits a confirmer que I’histoire familiale est un facteur de
prédisposition au développement de 1’asthme et que ce risque augmente si I’un des parents

est atteint.

Ces constatations ont été confirmés par des tests biologiques et cela par 1’exploitation
des facteurs environnementaux auxquels ils étaient exposés de la vie intra-utérine jusqu’au
jour ou I’étude a été mené. Parmi les facteurs environnementaux étudiés nous avons le type
d’habitat, I’exposition intra-utérine au tabagisme passif maternel ainsi que la sensibilisation
aux Dermatophagoides et a 1’Alternaria. Nos résultats suggerent que ces derniers pourront

étre des facteurs de risque pour la survenue de I’asthme allergique.

Dans le deuxiéme volet de notre étude, nous avons mis 1’accent sur 1’association de
I’alléle muté T du polymorphisme -590 C/T du promoteur du gene de I’IL-4 a la triade
atopique (asthma allergique, eczéma, rhinite allergique), dont nous avons exploité le statut
parental de I’asthme et nous avons démontré que 1’allele T est associé a la maladie et qu’il
est hérité préférentiellement de la maman. Ces constatations ont été confirmées par un test
génétique spécifique le TDT général et le TDT pour chacun des parents séparément. Ce qui

a montré de preuve la sur-transmission de ’alléle muté T des méres aux enfants.

Concernant le sexe, nous avons pu montrer que les femmes sont plus susceptibles a
développé de I’asthme que les hommes et cela revient aux hormones sexuelles féminines et
que I’allele T est plus transmissible au sexe féminin que masculin ce qui pourrait étre une

source d’affirmation que I’allele T est d’origine maternelle.

Par ailleurs, nous avons pu montrer que 1’alléle T est associé aux taux €levé des IgE et
d’IL-4 chez les enfants et les meres. Dans ce contexte nous avons pu trouver le taux élevé
des IgE totales de la maman peut avoir un effet sur le feetus pendant la grossesse
(environnement intra-utérin) et par conséquent I’expression de ’asthme allergique chez
I’enfant ultérieurement et particulicrement chez les méres ayant les génotypes CT, TT. De
plus, nous avons trouvé que le risque de la survenue de I’asthme s’accroit par le mariage

consanguin. De cet fait il est a souligné que si notre travail sera réalisé sur un large spectre
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dans le futur, cela va améliorer non seulement notre connaissance des mécanismes
moléculaires responsables de la régulation précoce des IgE chez les individus normaux et
atopiques, mais nous aideront également a développer de nouvelles stratégies de prévention
précoce des enfants a risque élevé de développer des maladies atopiques comme 1’asthme

allergique.

Ce travail pourrait étre utile dans I'avancement des travaux sur la génétique de I'asthme
et ouvrir la voie a une meilleure caractérisation de son histoire naturelle. Méme si beaucoup
de travaux sont encore nécessaires en ce sens afin de comprendre les mécanismes
physiopathologiques qui sous-tendent la maladie, I'objectif ultime visé est toujours de
préciser sa définition et d'améliorer les conditions de vie des individus asthmatiques. La
découverte d’autres génes de susceptibilité a I'asthme permettra certainement une meilleure
prévention, un meilleur diagnostic et un meilleur traitement, lesquels seront éventuellement

axés sur les prédispositions génétiques de chacun a développer de l'asthme.

Notre étude pourra avoir plusieurs intéréts. D'une part, elle permettra de mieux
comprendre 1’étiologie de l'asthme incluant les facteurs génétiques et environnementaux,
d'autre part, en déchiffrant quelle protéine est liée a ce géne, de nouvelles voies

thérapeutiques pourront étre mises a jour, incluant la thérapie génique.
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ANNEXE A

FORMULAIRE DE RECUEIL DE CONSENTEMENT ECLAIRE

Participation a une recherche biomédicale

(Fait en 2 exemplaires : un exemplaire est remis a la personne, I'autre est conservé par investigateur)

(Une autre copie sera conservée par le service d’hormonologie en cas de constitution d’une collection d’échantillons biologiques)

De : M., Mme, Mlle

Dr MALKI Sara et Mademoiselle RIGHI Halima, m'ont proposé de participer a une
étude intitulée :

L’association du polymorphisme -590 C/T du géne de I’'IL-4 avec I’asthme
allergique chez 50 familles constantinoises.

J’ai regu oralement et par écrit toutes les informations nécessaires pour comprendre
I’intérét et le déroulement de 1’étude, les bénéfices attendus, les contraintes et les risques
prévisibles.

Jai pu poser toutes les questions nécessaires a la bonne compréhension de ces
informations et j’ai regu des réponses claires et précises.

Jai disposé d'un délai de réflexion suffisant entre les informations regues et ce
consentement avant de prendre ma decision.

Interruption de la participation :

Sans justification et sans compromettre la qualité des soins qui me sont dispenses :

- Je suis libre de refuser de participer a cette étude,




- Je peux interrompre ma participation a tout moment, auquel cas j'en informerai le médecin
qui me suit au cours de cette étude, pour qu’il me propose, le cas échéant, une prise en
charge adaptée.

-En foi de quoi, j’accepte librement et volontairement de participer a cette recherche.

-Par ailleurs, je pourrai éventuellement étre sorti(e) de I’é¢tude par le médecin s’il 1’estime
nécessaire.

-Ma participation pourra ¢galement étre interrompue en cas d’arrét prématuré de 1’étude.

L éqislation :

= Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs
responsabilités a mon égard et je conserve tous mes droits garantis par la loi
algérienne.
= Je Médecin Chef du service de Physiologie et d’exploration cardio respiratoire a
donné son accord pour cette étude en date du 10 décembre 2010.
Examen médical préalable :

Jai été informé(e) que je bénéficierai d’un examen médical préalable a I’étude. Les
résultats éventuels me seront communiqués directement ou par I’intermédiaire d’un médecin
de mon choix.

D)o ¢1 (<1 V| S .
Tl PNONE: .. . .
F AN [ R )

Recueil des données :

Les données ayant trait a mon état de santé, a mes habitudes de vie, a ma situation
administrative. [ma santé respiratoire, actuelle et passée, standardisé selon les criteres de
I’ American Thoracic Society (ATS) modifié pour inclure le mariages consanguins dans les
trois générations précedentes, I'histoire de réactions allergiques ou des symptdmes d'asthme,
suite a I’exposition a des allergénes spécifiques la sévérité de I'asthme et de I'atopie ainsi que
I'histoire familiale de l'asthme et des autres maladies respiratoires ce questionnaire inclus
ainsi le profil de mes crises et leur gravité, le nombre de visites a I'urgence et les facteurs
furent une admission a I'hépital au cours des 12 mois, médicaments pris, le tabac, les
expositions professionnelles. Avec la précision des manifestations associées : laryngite,
rhinite, conjonctivite, urticaire, eczéma] demeurent strictement confidentielles et ne peuvent
étre consultées que par le médecin qui me suit et ses collaborateurs, par des personnes
mandatées par le promoteur et astreintes au secret professionnel et par des autorités
mandatées par les autorités sanitaires et judiciaires.



Informatisation des données :

Je pourrais exercer, a tout moment, un droit d’acces et de rectification de mes données
personnelles, en m’adressant auprés de Mademoiselle RIGHI Halima.

J’ai bien été informé(e) que mes données personnelles seront rendues anonymes, avant
d’étre intégrées dans un rapport ou une publication scientifique.

Information :
A ma demande, je peux obtenir toute information complémentaire auprés du Pr....

Je serai informé(e) de toute nouvelle information durant 1’étude, susceptible de
modifier ma décision quant a ma participation a celle-ci.

Je serai informé(e) des résultats globaux de 1’étude, a I’issue de celle-ci.
Obligations :

Jatteste que je suis affilié(e) a un régime de sécurité sociale.

Je certifie ne pas étre sous sauvegarde de justice.

Je conserve un exemplaire de la note d’information et du présent formulaire de
consentement.

Partie a remplir par le patient Partie a remplir par le médecin investigateur
Nom et Prénom du patient Nom et Prénom du médecin

Signature Signature

Date et Lieu Date et Lieu

Si la personne est inapte a lire et a écrire le francais :

Le cas échéant, En 1’absence d’autonomie de lecture et d’écriture de Mme, Melle,
M , la tierce personne ci-dessous identifiée, atteste avoir
personnellement et fidéelement lu au sujet la notice d’information et le présent formulaire de
consentement, et recueilli son accord pour signer ici en son nom.

Tierce personne :

Mme, MIle, M. ..., .
SIgNAtUre. ..ot .

(FACULTATIF)



FORMULAIRE DE NON - OPPOSITION

Pour Collection d’échantillons biologiques

(Fait en 3 exemplaires : un exemplaire est remis a la personne, ’autre est conservé par l’investigateur, une
copie sera conservée par Laboratoire de Biochimie CHU Constantine)

Identification du patient

NOM : N° du prélévement :

Prénom : Adresse :

Date de naissance : Tél :
CONSENTEMENT

Je soussigné(e), sus nommé, reconnais avoir été informe(e) par Mademoiselle RIGHI
Halima sur les examens des caractéristiques génétiques qui seront réalisées, dans un but
diagnostic et/ou de recherche, a partir :

Du prélévement qui m’a été effectué A visée diagnostique

A visée de recherche

Pour :

Pour sa mémoire de Master intitulée : L’association du polymorphisme -590

C/T du géne de I’IL-4 avec ’asthme allergique chez 50 familles

constantinoises.

Je donne mon consentement pour ce prélévement et je reconnais avoir regu 1’ensemble
des informations, permettant la compréhension de cet acte biologique et sa finalité

Attestation

Je certifie avoir informé le (ou la) patient(e) sus Signature et cachet :
nommé(e) sur les caractéristiques de la maladie
recherchée, les moyens de la détecter, les possibilités de
prévention et de traitement, et avoir recueilli le
consentement du (ou de la) patient (e).

Un document de ce type doit accompagner la prescription - et les documents cliniques indispensables - pour
chacune des analyses demandées. Le médecin prescripteur doit conserver le consentement écrit, les doubles se
la prescription et de 1’attestation, et les comptes rendus d’analyses de biologie médicale commentés et signés.




ANNEXE B

Questionnaire d'Evaluation des conditions respiratoires

Ce questionnaire est distribué a toute personne participant a cette étude et a pour but de
mettre en relation la perception que vous avez face a votre condition respiratoire aux
résultats que nous obtiendrons lors des analyses de celle-ci. Nous vous demandons donc de
répondre au questionnaire, donné par la personne responsable de cette étude, suivant le
meilleur de vos connaissances. En ce sens, la personne ressource pourra, dans la plupart des
cas, répondre a vos questions. Si vous estimez qu'une ou plusieurs questions ne décrivent
pas votre condition de facon adéquate, sentez-vous libre d'ajouter vos commentaires afin de

clarifier la réponse gque vous donnerez.

RENSEIGNEMENTS GENERAUX:

Date: ..... / / Numéro: ...............
Nom:....ooooveiiiiinnn, Prénom: ...............
Sexe:..ooovvninnnn. . Age:....... Date de naissance : ............... .
Acte de mariage : Lieu .................... . Date du mariage : ................ .
ATESSE & et e .

No. De téléphone a lamaison : () .....covviiiiiiiinina.n .

Autre no. Ou I'on peut vous joindre : () .ovovvnvevinnnnnn.. .

CARACTERSTIQUE DE VOTRE CONDITION RESPIRATOIRE PASSEE ET
ACTUELLE :

1- A votre connaissance avez-vous déja eu des problémes ou des maladies respiratoires?

ST OULL IBSQUEIS .o e :

A QUELAGE (BNVITON) & .t .
SONt-11S BNCOIE PrESENES & .ttt )

2-Avez-vous déja fait de I’asthme? Oul ..... . NON ..... .



Oui : Début (Age) : .................. .

3- Un médecin vous-a-t-il dit que vous étiez asthmatique?  Oui ..... . Non ..... .
Votre asthme était :

Tres léger ...... Léger...... Modéré ...... Sévere...... Tressévére ......

4- De quelle maniére caractériseriez-vous votre asthme aujourd'hui?

Treés léger ...... Léger...... Modéré ..... . Sévere ...... Trés sévére ..... .

5- Quel traitement avez-vous déja pris ou, prenez-vous encore pour votre asthme?

6- Lesquels des facteurs suivants pouvaient (inscrire P pour passer), peuvent (inscrire A

pour actuel) déclencher votre asthme?

Oui Non
Animaux ... L Lesquels @ .....cccovvviininnnni. .

Poussiere ...
Odeurs fortes  ........... ..

Air frold ... .
Infections  ........... ...

Exercice ... L.
Aspirine ... L

Autres ... Lesquels: .....cooevviiiinnnn. .

Est-ce que votre asthme était ou est pire lors d'une saison particuliere?
Sioui,laquelle: ... .

7- Avez-vous des allergies? Oui ....... No....... (Si non, passez a la question 8)
Si oui, a quoi étes-vous allergique?

Oui non
Animaux ..o e Lesquels: .........co.ounene. .

Poussier .......... ...l



Air frold ... ..

Aspirine ... L
Pollens .......... .l des : arbres ...... , graminges_.. ., herbe a poux..
Autres L Lesquels:......cooovviniiinnnnn .

8-Parmi les symptomes énuméreés ci-dessous, lesquels avez-vous déja eu?

Oui Non

Yeux qui piquent ou qui coulent ... .

Essoufflement L .

Toux .

Nezquicoule .

Eternuements :

Sillement ou sifflements .

Oppression a la poitrine e .

AULreS : L. Lesquels i coooviiiiiiiiiiiiiiieiee .

9-Est-ce que votre allergie était ou est pire lors d'une saison particuliere?
STOUL LagUEIIE & . e .

10-Quiels traitements avez-vous pris pour vos allergies?

Oui Non
Antihistaminique (Seldane, Claritin, etc.) ........ ...
LS UL & et .
Vaccins désensibilisants ...............cocciiiiiiiiiiiii Quand: ............ooeiiie .



13- Y a-t-il des personnes allergiques dans votre famille (Pére, mére, fréres, sceurs, enfants)?

Oui:....... Non:....... )

DESCRIPTION DES SYMPTOMES ACTUELS
TOUX

Toussez-vous habituellement : oui non
Le matin en hiver? . .
Enéte?> .

Pendant d'autres périodes de la journée en hiver? ......... ...

Enété? ......... ..
La plupart des jours et/ou des nuits e e,
Au moins trois mois par année? ... L.
Depuis combien de temps avez-vous cette toux? ....... ans  ....... mois

EXPECTORATIONS

Ramenez-vous habituellement des sécrétions (crachats) qui viennent de la poitrine:

Oui Non
En vous levant le matin? .0 L
D’autres périodes de la journée ou de la nuit? ~ ......... L
Au moins trois mois par année? ... L.
Depuis combien de temps produisez-vous ces sécrétions? ......... Ans ........ Mois.

ESSOUFFLEMENT

Devez-vous diminuer vos activités, par rapport a des gens de votre age, a cause d'un manque
de souffle? Oui......... Non ..........



Si oui, depuis combien de temps? ........ Ans ....... Mois.

SILLEMENT

Vous arrive-t-il parfois d'entendre des sifflements ou des sillement dans la poitrine en

respirant? Oui......... Non...........
Si oui, depuis combien de temps? ....... Ans ........ Mois.
INFECTIONS

Quand vous avez un rhume ou une grippe ou une infection respiratoire, est-ce

qu'habituellement ? Oui Non

Vous toussez plus que la plupart des gens? ~ ......... ...
Vous avez des sifflements (ou sillement)?  ......... ...
Vous ressentez une oppression dans la poitrine? e
Vous commencez a étre essoufflé? e e,

Combien de "grippes" ou rhumes faites-vous par année? .......................... )

Ont-elles surtout lieu : I'hiver ........ Lété........... N’importe quand
A quand remonte votre dernier thume .......... Ans........ Mois

A quand remonte votre derniére grippe ......... Ans ....... Mois
ENVIRONNEMENT

QUAND VOUS ETES DANS UNE PIECE OU UN ENDROIT

Ou il y a beaucoup de fumée (la fumée de cigarette par exemple), est-ce que vous :

Oui Non
Toussez? L .
Avez des sifflements (sillement)? ... Ll
Ressentez une oppression dans la poitrine? — ......... ...

Etes essoufflé?

Ou il y a de la poussiére, des animaux ou pres des plumes, ou encore quand vous étes prés

des arbres, sur la pelouse, ou, lorsqu'il y a beaucoup de pollen dans l'air, est-ce que vous :

Oui Non



Toussez?
Avez des sifflements (sillement)? 0 Ll
Ressentez une oppression dans la poitrine? ... Ll
Etes essoufflé? .
Avez le nez qui coule ou des éternuements? ... ..
Avez les yeux qui piquent ou qui coulent? ... L.
Avez des irritations ou devenez plaqué? ... Ll

EXERCICE ET AIR FROID

Quand vous faites de I'exercice, un travail difficile ou que vous respirez de l'air froid et sec

I'niver, est-ce que vous :

Oui Non
Toussez? L
Avez des sifflements (sillement)? . Ll
Ressentez une oppression dans la poitrine? ...
Etes essoufflé?
EXPOSITION A LA MAISON
Avez-vous des animaux domestiques ... Oui ... Non
Sioui, lesquels? ....oooviiiiiii .
Depuis combien de temps? ........ Ans ........ Mois.
Avez-vous du tapis a la maison? ... Oui ... Non
Dans votre chambre a coucher? ... Oui veveer.. Non

Avez-vous des draps santé? . Oui ... Non
TABAGISME
Avez-vous déja fumé? ... Oui ........ Non
Si oui, combien de cigarette par jour ................ combien de temps

Cigare par jour ................... combien de temps

Marijuana par jour ................ combien de temps

Si vous avez arréte, depuis combien de temps ? ............... .

Etes-vous exposé(e) a la fumée de tabac d'autres personnes autour de vous?



Alamaison ... oui ......... non
Autravaill ... oul ......... non

Ailleurs (fréquent) ......... oui ......... non précisez ou?.........coevnennne. .
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RESUME

Introduction : I’asthme est une maladie multifactorielle hétérogene résultant des effets et des interactions
de nombreux facteurs génétiques et environnementaux. Les objectifs de cette étude sont multiples incluant :
la recherche de ’origine de I’allele muté T du polymorphisme -590C/T au niveau du promoteur du gene
codant pour IL-4, I’é¢tude de la composante génétique de I’asthme et I'effet d'un environnement commun a
des sujets partageant le méme habitat. Méthodes : Notre étude incluait 50 familles sélectionnées de la ville
de Constantine. Au total, 150 sujets constituent note cohorte dont le pére, la mére et de I’enfant souffrant
d’asthme allergique depuis plus de 2 ans, pour chaque famille et 50 personnes sains. Le statut atopique de
I'asthme a été confirmé par les tests cutanés, le dosage turbidimétrique des IgE et I’évaluation de la
concentration d’IL-4 par la technique ELISA. Le polymorphisme -590C/T a été déterminé par PCR/RFLP
en utilisant les enzymes BamF1. Résultats : Nos données montrent que 90% des enfants asthmatiques
sélectionnés ont des antécédents familiaux de 1’asthme (p < 0.0001) que 92% des enfants asthmatiques
sélectionnés ont des antécédents familiaux de I’allergie (p < 0.0001). De plus, 50 % des enfants
asthmatiques habitent dans des logements insalubres. Les résultats de la comparaison des taux des IgE
totales des enfants avec ceux de leurs parents asthmatiques ont montré que le taux des IgE des enfants est
significativement associé aux taux des IgE de leurs méres asthmatiques (P = 0.4254) et non pas a leurs
peres (P = 0.0006). De méme pour 1’IL-4, nous avons trouvé que le taux sérique de I’'IL-4 des enfants est
significativement associé aux taux d’IL-4 de leurs meéres asthmatiques (P = 0.7996) et non pas a leurs péeres
(P = 0.0003). L'analyse génetique révele que I’allele T du polymorphisme -590C/T est d’origine maternelle
(p = 0.001) et il est plus transmis au sexe féminin que masculin (P = 0.009) et que les taux les plus élevés
d’IgE totale et d’IL-4 sérique est associé aux génotypes maternel CT et TT (P = 0.009 pour les IgE et P =
0.003 pour I’'IL-4). Conclusion : Le caractere familial de la maladie asthmatique peut s'expliquer a la fois
par la composante génetique et I'effet d'un environnement commun.
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