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L'asthme est une maladie hétérogéne, tant sur le plan phénotypique qu'étiologique. Elle dépend aux divers ages
de la vie de facteurs environnementaux et génétiques différents. Les principaux résultats de I'étude longitudinale EGEA
(Etude épidémiologique des facteurs génétiques et environnementaux de I'asthme, I'hyperréactivité bronchique et I'atopie)

portant sur les avancées obtenues grace au contrat ANR-SEST 2005 sont illustrés ci-dessous.
Etablissement d'une cohorte avec collection biologique

Etude cas témoin et familiale entreprise en 1991-95 chez 2047 participants (388 familles d'asthmatiques et 415
témoins) un suivi longitudinal a été réalisé en 2003-2007 qui a permis d'obtenir un bref questionnaire (étape 1) pour 92.2%
des 2002 sujets non décédés, et un examen complet (étape 2) pour 77.1%. L'étude avec sa collection biologique
diversifiée est certifiée ISO9001-2000 depuis 2006. Outre la participation a ce suivi longitudinal, les travaux réalisés dans
le cadre du programme santé environnement et santé travail de 2005 ont porté sur les marqueurs de l'allergie, la sévérité
et le contréle de l'asthme, les facteurs environnementaux (pollution atmosphérique, environnement rural, domestique,

tabac passif), les facteurs génétiques (avec des travaux méthodologiques) et I'étude d' interactions génes environnement.

Aspects phénotypiques (allergie, sévérité et contréle de I'asthme)

Déméler les sous phénotypes de l'asthme est une question d'intérét afin de comprendre son étiologie. Peu
d'études ont porté sur les interrelations des traits quantitatifs associés a I'asthme. Nous avons cherché a étudier les
interrelations des marqueurs d'allergie et du VEMS en fonction de I'asthme et du sexe chez des enfants et des adultes.
Les IgE totales, la réponse positive aux tests allergiques cutanés, le nombre d'éosinophiles et le VEMS ont été évalués
chez 299 cas asthmatiques (enfants et adultes) recrutés dans des services de pneumologie et 309 témoins non
asthmatiques issus de la population générale de I'étude. Nous avons montré (Oryszczyn et al, J Allergy Clin Immunol
2007) que les paramétres d'allergie étaient significativement plus élevés chez les cas asthmatiques que chez les témoins
chez les enfants et les adultes dans les deux sexes. Le sexe et I'dge modifiaient le profil des concordances d'un taux d'IgE
élevé, de I'atopie et de I'éosinophilie chez les cas asthmatiques, avec la concordance la plus forte chez les gargons (64%)
et la plus faible chez les femmes (18%). Les types de changement au cours de la vie du taux d'IgE, du nombre
d'éosinophiles et de VEMS/taille2 étaient différentes, avec une accélération de la diminution du VEMS particuliérement
évidente chez les adultes asthmatiques. Chez les cas et les témoins adultes, I'atopie (particulierement aux allergénes
domestiques) était significativement associée au taux d'IgE mais pas au nombre d'éosinophiles. L'association du nombre
d'éosinophiles avec le taux d'IgE était évident seulement chez les enfants. Les facteurs environnementaux (tabac, animaux
domestiques, vie a la campagne) ne modifiaient pas les associations observées. En conclusion, chacun des phénotypes
associés a l'allergie montrait une relation distincte avec I'asthme, avec un réle différent pour les éosinophiles de celui des
IgE et de I'atopie. En ce qui concerne les implications cliniques de ce travail, il faut souligner que prendre en compte I'age
et le sexe est essentiel pour la compréhension des interrelations des différents phénotypes allergiques associés a I'état

asthmatique.

Il existe un intérét croissant concernant I'hétérogénéité de I'asthme en relation avec les profils inflammatoires.

Nous avons cherché a évaluer les caractéristiques phénotypiques, en particulier la présentation clinique de la maladie



chez les 381 adultes asthmatiques bien caractérisés de I'étude EGEA en fonction de leur profil inflammatoire. Quatre
profils inflammatoires sanguins ont été définis a partir de valeurs seuils des comptages d'éosinophiles (EOS) et de
neutrophiles (NEU). Les échantillons avec EOS>=250 cellules/mm3 ont été classés en EOS+ et ceux avec NEU>=5000
celluless/mm3 en NEU+. Les caractéristiques cliniques incluaient des symptdmes typiques d'asthme et de
bronchopneumopathies chroniques obstructives (BPCO), ainsi que des scores composites quantitatifs de I'activité de la
maladie. Nous avons montré (Nadif et al, Thorax 2009) que le profil EOS- (<250 EOS/mm3) représentait un nombre
conséquent d'asthmatiques (56,2%). Les asthmatiques avec un profil EOS+ avaient des IgE plus élevées, un VEMS plus
bas et présentaient un asthme plus actif que ceux avec un profil EOS-. Parmi les EOS-, l'inflammation neutrophilique
(NEU+) était liée a une réponse positive au tests cutanés moins fréquente (OR, 0,44 ; IC 95%, 0,20-0,96). Parmi les
EOS+, l'inflammation neutrophilique n'expliquait pas I'asthme actuel ou l'activité de I'asthme, et était significativement liée
aux symptdmes nocturnes (OR, 5,21; IC 95%, 1,44-18,8) indépendamment de I'age, du sexe, du tabac et du traitement par
corticoides inhalés. Chez les asthmatiques non fumeurs, les symptémes de BPCO, en particulier I'expectoration chronique
étaient plus fréquents chez ceux avec une inflammation neutrophilique, indépendamment de l'inflammation éosinophilique
(OR, 2.35; IC 95%, 1,08-5,10). En conclusion, en plus de I'éosinophilie, I'inflammation neutrophilique évaluée dans le sang
est liée a des caractéristiques spécifiques de I'asthme. Considérer simultanément l'inflammation éosinophilique et

neutrophilique peut contribuer @ mieux comprendre cette maladie complexe.

Bien que I'asthme non contrélé reste fréquent, les déterminants du contréle de I'asthme ont été peu étudiés.
Nous avons cherché a estimer la distribution et les caractéristiques phénotypiques du contréle de I'asthme dans 2 groupes
de sujets selon leur utilisation de corticoides inhalés (Cl) dans les 12 derniers mois dans I'é¢tude EGEA. Pour cette étude,
501 asthmatiques adultes ayant participé au suivi de I'étude EGEA ont été inclus. Le contrble de l'asthme a été évalué a
partir de réponses a des questions reflétant le contréle de I'asthme, comme défini dans les recommandations établies par
le Global Initiative for Asthma en 2006. Les facteurs étudiés étaient I'age, le sexe, le niveau d'étude, l'indice de masse
corporelle, le tabagisme actif et passif, la sensibilisation allergénique, les IgE totales, la rhinite, la toux chronique/crachats
et I'age de début d'asthme. Les analyses ont été stratifiées sur I'utilisation de Cl. Nous avons montré (Siroux et al, J Allergy
Clin Immunol 2009) que l'asthme non contrélé était plus fréquent chez les asthmatiques utilisant des Cl (27.6%, 35.0%, et
37.4% avaient un asthme contrdlé, partiellement contrélé, non contrdlé respectivement) comparativement aux
asthmatiques n'ayant pas utilisé de ClI (60.0%, 23.9%, and 16.1%, respectivement). Chez les utilisateurs de ClI, la toux
chronique/crachats et le sexe féminin étaient indépendamment associés au non controle de I'asthme. Chez les non
utilisateurs de Cl, les IgE totales et la sensibilisation aux moisissures étaient associés au non contréle de l'asthme. Le
tabac et la rhinite n'étaient pas associés au contréle de I'asthme. En conclusion, le niveau de contréle optimal de l'asthme
restait non atteint pour la majorité des asthmatiques dans cette étude. Les facteurs associés au non contréle de I'asthme
étaient différents chez les utilisateurs de CI (toux chronique/crachats et sexe féminin) et les non utilisateurs de Cl (taux

d'IgE totales élevé et sensibilisation aux moisissures).

Facteurs environnementaux

Il existe des preuves quant au role néfaste de la pollution atmosphérique sur I'asthme, mais les effets de la
pollution sur la sévérité de I'asthme n'ont pas été identifiés. Nous avons cherché a évaluer la relation entre la sévérité
de l'asthme des douze derniers mois et les concentrations de pollution estimées a I'adresse résidentielle. La sévérité de
I'asthme des douze derniers mois a été estimée par deux méthodes complémentaires parmi 328 adultes asthmatiques de
I'étude EGEA examinés entre 1991 et 1995. Le score de sévérité a 4 classes intégrait des événements cliniques et le type
de traitement. Le score d'asthme a 5 items était basé uniquement sur la survenue de symptémes. Les concentrations de
dioxyde d'azote (NO2), de dioxyde de soufre (SO2) et d'ozone (O3) ont été attribuées a chaque adresse résidentielle a
I'aide de deux méthodes. La premiére était basée sur les mesures de la station la plus proche. La seconde consistait en un
modele spatial utilisant des interpolations géostatistiques et attribuant les concentrations a I'adresse géocodée (1998).
Nous avons montré (Rage et al. Occ Environ Med 2009) qu'un score de sévérité plus élevé était significativement associé

a la moyenne estivale d'ozone d'avril a septembre (O3-8hr) et au nombre de jours (O3-jours) ou la moyenne des 8 heures
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dépassait le seuil de 110 pg.m-3 d'ozone (pour une augmentation de 36 jours d'O3-jours - équivalent a un interquartile
range - l'odds ratio (intervalle de confiance 95%) était de 2,22 (1,61-3,07). L'ajustement sur I'age, le sexe, le statut
tabagique, I'exposition professionnelle et le niveau d'étude ne modifiait pas les résultats. Les deux méthodes d'estimation
de I'exposition a la pollution et les deux scores de sévérité montraient les mémes résultats. Le SO2 était associé a la
sévérité, mais la relation devenait significative seulement avec l'approche modélisée. En conclusion, les associations
observées entre la sévérité de I'asthme et la pollution atmosphérique, en particulier I'ozone, étayent I'hypothese que la

pollution atmosphérique a des niveaux inférieurs aux recommandations augmente la séveérité de I'asthme.

Les effets de I'exposition a la pollution atmosphérique sur la réponse des IgE chez les asthmatiques a fait I'objet
de peu de travaux. Nous avons étudié les relations entre les concentrations de pollution atmosphérique et les taux
d'IgE totales parmi les adultes asthmatiques. L'étude a porté sur les 369 adultes asthmatiques de I'étude EGEA, ayant a la
fois une mesure des IgE totales sériques et une estimation des concentrations de pollution. Des modéles géostatistiques
ont été réalisés avec une résolution de 4km sur 4km pour estimer I'exposition individuelle a la pollution atmosphérique. Les
concentrations annuelles d'ozone (03), de dioxyde d'azote (NO2), de dioxyde de soufre (SO2) et de particules de diamétre
inférieur ou égal a 10 ym (PM10), ainsi que les concentrations estivales d'ozone ont été attribuées a I'adresse résidentielle
des sujets. Nous avons montré (Rage et al. Allergy 2009) que la moyenne géométrique des IgE totales était de 161 Ul.mL-
1 et les concentrations moyennes d'ozone étaient de 44.9 + 9.5 ug.m-3. Les concentrations d'ozone étaient positivement
associées aux IgE totales et une augmentation de 10 pg.m-3 d'ozone entrainait une augmentation de 20,4% (IC 95% =
3,0-40,7) du taux d'IgE totales. L'ajustement sur I'age, le sexe, le statut tabagique et le fait d'avoir vécu au moins un an a la
campagne ne modifiait pas les résultats, et une augmentation de 19,1% (2,4-38,6) du taux d'IgE totales était alors
observée. L'association négative observée entre les niveaux de NO2 et d'IgE totales disparaissait aprés avoir inclus
I'ozone dans les modéles. Ni le SO2 ni les PM10 n'étaient associés aux IgE totales. En conclusion, les résultats suggérent

que l'ozone ou d'autres polluants associés pourraient augmenter les taux d'IgE chez les adultes asthmatiques.

En ce qui concerne les facteurs de I'environnement domestique, I'étude des effets de I'exposition au chat est un
défi, en raison du caractére paradoxal (protecteur) que I'exposition peut avoir en fonction de la période d'exposition. Chez
les adultes, il y a peu d'information concernant la tolérance au chat, qui peut étre reflétée par un taux élevé d'lgG4 sans
sensibilisation IgE. Une exposition précoce au chat peut jouer un role critique. Nous avons cherché a évaluer chez les
adultes I'association des IgG4 et des IgE a Fel d 1, de la réponse aux test cutanés au chat et des symptomes liés aux
expositions aux animaux domestiques en fonction de l'exposition au chat, en considérant la période d'exposition. La
réponse aux tests allergiques cutanés au chat, les IgE et 1gG4 spécififiques a Fel d 1 ont été évaluées chez 167
asthmatiques recrutés dans des services de pneumologie (agés de 40 ans en moyenne) de I'étude EGEA. L'exposition
dans l'enfance et/ou actuelle au chat ont été évaluées de fagon retrospective. Nous avons montré (Oryszczyn et al. Clin
Experim Allergy, 2009) que les taux d'lgG4 étaient augmentés en relation avec l'exposition actuelle au chat (0.53 vs 0.09
ng/ml; p < 0.001) et plus élevés chez les femmes que chez les hommes. La période d'exposition au chat était
significativement associée au taux d'IgE a Fel d 1, au profil de IgE/IgG4 et a la taille de la papule au chat. Les valeurs les
plus basses d'IgE a Fel d 1, de papule au chat, des symptomes nasaux ou respiratoires liés aux animaux étaient
observées chez ceux avec a la fois une exposition dans I'enfance et actuelle, de méme que le plus fort pourcentage de
sujets IgE-/IgG4+ observé chez 1.4%, 4.0%, 38.1% et 12.5% chez ceux avec des expositions respectivement dans
I'enfance/actuelle -/-, +/-, +/+ et -/+. En conclusion, les adultes asthmatiques exposés au chat depuis I'enfance présentaient
un profil immunologique avec des taux élevés d'IgG4 et bas d'IgE. Une exposition continue peut maintenir un état de

tolérance immunologique au chat.

Facteurs génétiques

Actuellement, il y a débat sur la fagon dont I'asthme devrait étre défini afin de progresser dans la compréhension
des mécanismes sous-jacents a cette maladie. Nous avons cherché a construire des scores quantitatifs d'asthme et de
sévérité d'asthme, puis a évaluer si I'utilisation de phénotypes plus fins de la maladie pouvait faciliter I'identification de

régions chromosomiques contenant des génes de susceptibilité. Un criblage du génome a été effectué dans 110 familles
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avec >=2 germains asthmatiques (n=508)). Les phénotypes étudiés étaient 1) un score de sévérité de I'asthme évalués
parmi les asthmatiques en combinant des données cliniques et de traitement, 2) le volume expiratoire maximum seconde
(VEMS) et 3) un score d'asthme incluant les asthmatiques et les non-asthmatiques et représentant le spectre de la
maladie. Nous avons montré (Bouzigon et al. Eur Respir J 2007) une liaison génétique du score d'asthme avec la région
18p11 (p=0,0004), une nouvelle région non détectée par un précédent criblage du génome de I'asthme analysé en trait
binaire. Des signaux de liaison génétique potentielle étaient mis en évidence dans la région 2p23 avec le score de sévérité
d'asthme (p=0.002) et dans trois autres régions avec le VEMS : 1p36 (p=0,004), 2936 (p=0,.003) et 6914 (p=0,003). De
plus, le VEMS semblait n'avoir aucun déterminant génétique en commun avec les scores d'asthme et de sévérité
d'asthme. En conclusion, les scores quantitatifs d'asthme et de sévérité d'asthme ont permis de mettre en évidence de
nouvelles régions de liaison génétique et ont ainsi montré I'intérét de considérer ces phénotypes dans de futures études

génétiques.

Un criblage du génome conduit dans 295 familles frangaises de I'étude EGEA, avait permis de détecter une
liaison génétique de la région chromosomique 1p31 a la fois avec I'asthme et avec la rhinite allergique (RA) et encore
plus significativement avec I'asthme associé a la RA. Nous avons cherché a déterminer formellement si la région 1p31
était liée a la fois a I'asthme et a la RA ou si elle était spécifiquement liée a la co-morbidité de I'asthme associé a la RA.
Pour cela, nous avons appliqué dans les 295 familles EGEA deux méthodes statistiques différentes : le Triangle Test
Statistic (TTS) et le Predivided Sample test (PST), pour rechercher une hétérogénéité de liaison génétique avec la région
1p31 selon que l'affection était définie soit par la présence des deux maladies (asthme associé a la rhinite) ou par la
présence d'une seule maladie (c. a. d. 'asthme seul', 'RA seule' ou 'asthme seul ou RA seule'). Nous avons montré (Dizier
et al. Hum Hered 2007) qu'alors aucune hétérogénéité génétique n'était détectée par le TTS entre les phénotypes
correspondant a la présence des deux maladies vs. la présence d'une seule maladie, il y avait une forte évidence
d'hétérogénéité par le PST (p=0.00007/0.002 aprés correction pour les tests multiples). Il n'y avait pas d'indication de
liaison génétique entre la région 1p31 et le phénotype 'une seule maladie', alors qu'une évidence de liaison significative
existait avec I'asthme associé a la RA (p=0.0002/0.0016 apres correction). En conclusion, I'analyse réalisée permet de
montrer que la co-morbidité, I'asthme associé a la RA, représente une entité phénotypique, distincte de I'asthme seul et la

RA seule, dépendant d'un facteur génétique situé dans la région 1p31.

Des différences selon le sexe des phénotypes associés a I'asthme sont bien connues, mais la place que les
facteurs génétiques peuvent jouer pour expliquer ces différences a regu peu d'attention. Nous avons cherché a
caractériser les facteurs génétiques spécifiques a un sexe et a effet pléiotrope influengant quatre phénotypes quantitatifs
impliquées dans les principaux mécanismes physiopathologiques principaux de I'asthme : le taux des IgE, une mesure de
polysensibilisation (SPTQ), le nombre d'éosinophiles et une mesure de la fonction ventilatoire (VEMS/T2). Des analyses
de liaison univariées et bivariées stratifiées selon le sexe ont été effectuées dans 295 famillles de I'étude épidémiologique
des facteurs génétiques et environnementaux de I'asthme. Nous avons mis en évidence (Aschard et al. Hum Hered 2009)
un QTL spécifique au sexe masculin et a effet pléiotrope avec un niveau de signification pangénomique dans la région
5q31 (p = 7 x 10-9), influencgant a la fois VEMS/T2 et SPTQ et un QTL spécifique au sexe féminin a effet pléiotrope dans la
région du 11923 lié au SPTQ et au taux d'IgE (p= 2 x 10-5). Trois autres régions de liaison spécifiques a un sexe ont été
détectées pour les éosinophiles (4924 et 22913 pour le sexe féminin et 3p25 pour le sexe masculin). De plus, une analyse
d'association bivariée deVEMS/T2 et SPTQ effectuées avec des polymorphismes appartenant a des génes candidats
situés dans la région 5923 chez les hommes a montré une association significative avec 2 snps du géne IL9, rs2069885 et
rs2069882 (p=0.02 et p=0.002 respectivement apres correction de Bonferroni). Cette étude souligne l'importance de
prendre en compte des mécanismes complexes, comme |'hétérogénéité selon le sexe et la pléiotropie afin de mettre en

évidence les génes impliqués dans les caractéristiques phénotypiques de I'asthme.

Interactions génes environnement

Une étude d'association pan-génomique avait mis en évidence en 2007 une association entre des variants de la

région chromosomique 17921 et une augmentation du risque d'asthme chez des enfants. Afin de mieux comprendre la
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relation entre ce locus et la maladie, nous avons recherché des associations entre |'asthme et 36 polymorphismes
génétiques (SNPs) de la région 17921 chez 1511 sujets de 372 familles de I'étude EGEA. Nous avons également testé
I'nétérogénéité en fonction de I'age de début de I'asthme et de I'exposition au tabagisme passif dans la petite enfance.
Nous avons montré (Bouzigon et al. N Engl J Med 2008) que 11 SNPs étaient significativement associés avec I'asthme
(P<0.01), dont trois (rs8069176, rs2305480 et rs4795400) fortement associés (P<0.001). Une analyse de type " Ordered
Subset Analysis " a permis de définir un 4ge de début d'asthme a 4 ans ou avant pour classer les sujets ayant un asthme a
age de début précoce. L'association avec I'asthme a début précoce était trés significative (P<10-5 pour quatre SNPs),
alors qu'aucune association n'était trouvé avec I'asthme a début tardif. La prise en compte de I'exposition au tabac passif
dans la petite enfance, nous a permis de mettre en évidence une association significative avec I'asthme a début précoce
seulement chez les sujets exposés (P<5x10-5 pour six SNPs). Sous le meilleur modéle récessif, le statut homozygote
(GG) au SNP le plus fortement associé (rs8069176) confére une augmentation de risque d'un facteur 2,9 comparé aux
autres génotypes (AG and AA) dans le groupe des exposés au tabagisme passif (P = 2.8x10-6; P = 0.006 pour le test
d'hétérogénéité de l'effet du SNP sur I'asthme a age de début précoce entre les groupes exposés et non exposés au tabac
passif). En conclusion, cette étude a montré que I'augmentation de risque conférée par les variants génétiques de la région
17921 était restreinte a un asthme a début précoce et que ce risque était de plus augmenté par I'exposition au tabagisme
passif dans I'enfance. Ces résultats permettent de mieux comprendre le réle fonctionnel des variants de la région 17g21

dans la physiopathologie de I'asthme.

Il a été montré que la vie a la campagne protége de l'asthme, ce qui peut étre expliqué par des expositions a des
agents microbiens. Nous avons cherché si les polymorphismes mono nucléotidiques (SNPS) dans les genes de CD14 et
des récepteurs Toll-like (TLR) 2, TLR4 et TLR9 étaient associés avec l'asthme chez I'adulte, et si ces SNPS modifiaient les
associations entre la vie a la campagne et I'asthme. Vingt-cing SNPS dans les génes CD14, TLR2, TLR4 et TLR9 ont été
génotypés chez les sujets adultes de I'étude EGEA. Nous avons conduit une analyse cas-témoins chez des sujets non
apparentés (239 avec asthme et 596 sans asthme) et une étude d'association familiale (FBAT) dans 192 familles
recensées par un proposant asthmatique. Nous avons montré (Smit et al. Am J Respir Crit Care Med 2009) que l'allele
TLR2/+596 C était associé a un risque augmenté d'asthme tant dans I'étude cas témoins que dans les analyses familiales
(sous un modele dominant, avec un odds ratio (OR) de 1.91 et un intervalle de confiance a 95 % (IC) 1.34-2.72, P=
0.0003; statistique Z de FBAT = 2.48, p = 0.01). Chez les sujets avec des tests allergiques cutanés positifs, 'allele CD14/-
260C était lié négativement a I'asthme (modele additif, OR=0.66; IC 0.48-0.91). Des interactions génes environnement
significatives entre la variation dans les génes CD14 et TLR avec la vie a la campagne dans l'enfance ont été trouvées
pour dix SNPs. Chez les sujets avec tests allergiques cutanés positifs porteurs de CD14/-260CC, la vie la campagne
protégaient de l'asthme (OR, 0.32; 95% IC 0.12-0.85), alors que la vie a la campagne n'était pas associée avec l'asthme
chez les sujets atopiques porteurs de CD14/-260 T (OR 1.11; 95%IC 0.65-1.90) (interaction gene environnement P< 0.05).
En conclusion, des SNPS de TLR2 et CD14 étaient associés avec I'asthme et I'asthme atopique respectivement. De plus,

des SNPS de CD14, TLR2, TLR4 et TLR9 modifiaient les associations entre la vie a la campagne et I'asthme.
Perspectives

Les perspectives de I'étude incluent le développement de recherches approfondies sur des marqueurs
biologiques (contrat ANR- CES BIO2NEA), sur les facteurs environnementaux, notamment au sein du consortium
européen ESCAPE sur la pollution atmosphérique, et sur le plan génétique au sein du consortium européen GABRIEL. La
mise en place d'études d'interaction génes environnement approfondies sur les données frangaises en collaboration avec

des consortium internationaux représente un des défis de la période a venir.
Cofinancements

L'étude EGEA (http://ifr69.vjf.inserm.fr/~egeanet) a bénéficié depuis son démarrage en 1991 de nombreux
contrats et les travaux décrits ci-dessus ont été financés, outre le contrat ANR-SEST par des contrats de I'AFSSET, ANR-
CEBS, MSD, PHRC lle de France et Grenoble, Ga2len (Global Allergy and Asthma European Network of Excellence),
Gabriel (EU)
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