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RÉSUMÉ 

Lôasthme est une maladie respiratoire chronique impliquant de lôinflammation, de 

lôhyperr®activit® bronchique et un remodelage des voies respiratoires. Il sôagit dôun trait complexe 

résultant dôinteractions entre des facteurs g®n®tiques et environnementaux. La portion g®n®tique de 

lôasthme a ®t® bien d®crite, avec une h®ritabilit® estim®e jusquô¨ 60% selon les ®tudes. Une portion de 

lôh®ritabilit® manquante dans lôasthme pourrait °tre expliqu®e par des facteurs ®pig®n®tiques, comme 

la méthylation de lôADN. Comme la méthylation est spécifique à chaque tissu, il est logique dô®tudier 

des cellules ayant un rôle important dans lôasthme. Côest le cas des lymphocytes T CD4+ qui 

contribuent activement ¨ la pathophysiologie de lôasthme. 

 

Lôobjectif du pr®sent projet ®tait donc dô®tudier les lymphocytes T CD4+ dans un contexte 

dôasthme, plus particuli¯rement leur patron de m®thylation ainsi que leur patron dôexpression. Ces 

lymphocytes ont été isolés du sang de plus de 200 individus faisant partie de la Cohorte familiale 

dôasthme du SaguenayïLac-Saint-Jean. La méthylation et lôexpression a ensuite été mesurée par 

séquençage. Après des contrôles de qualité, des données étaient disponibles pour 173 individus (107 

asthmatiques, 66 témoins). Il a ainsi ®t® possible dôidentifier 2 146 sites CpG différemment méthylés 

chez les asthmatiques et 3 756 chez les asthmatiques allergiques (FDRÒ0,05, D-meth Ó 5%). Pour 

lôexpression, 57 et 33 g¯nes sont diff®remment exprim®s chez les asthmatiques et les asthmatiques 

allergiques, respectivement (FDRÒ0,05). Lôint®gration des donn®es g®n®tique et dôexpression ont 

permis dôidentifier 2 253 eQTL significatifs (FDRÒ0,049). Ces r®sultats ont permis dôidentifier 

lôimplication de la voie de NF-kB ainsi que celle de lôIL-17 et -25 dans ces cellules, mais aussi 

lôimplication de la famille de chemokine CXC et de EGF. En somme, cette étude a permis de 

caract®riser plus pr®cis®ment un type cellulaire dans lôasthme, toujours dans le but de mieux 

comprendre les mécanismes sous-jacents impliqués dans cette condition.  
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INTRODUCTION 
 

1. Asthme 

1.1 Épidémiologie 

Lôasthme est une maladie respiratoire chronique dont les principaux sympt¹mes sont des 

sifflements respiratoires, des ®pisodes de toux ainsi quôune oppression ¨ la poitrine, le tout caus® par 

de lôinflammation et un remodelage des voies respiratoires [1]. On estime que plus de 235 millions 

dôindividus en sont atteints mondialement [2]. La pr®valence de lôasthme nôa cess® dôaugmenter depuis 

les dernières décennies. Cette augmentation est plus particulièrement observée chez les enfants pour 

qui cette maladie chronique est la plus courante [2]. Au Canada, les données les plus récentes  

indiquent que 8,1% de la population, soit près de 2,4 millions dôindividus ©g®s de 12 ans et plus, 

présentent cette condition [3]. Par contre, la mortalité associée à cette maladie est en constante 

diminution depuis les dernières années et représente moins de 1 décès pour 100 000 personnes au 

Québec [4]. Ce qui préoccupe davantage est le fait que lôasthme repr®sente la premi¯re cause 

dôadmission des Canadiens aux urgences [5]. Comme le nombre dôindividus atteints ne cesse 

dôaugmenter et que cette condition est souvent sous-diagnostiquée, les coûts y étant reliés sont 

considérables pour le système public de santé canadien et sont évalués à 5,8 milliards de dollars 

annuellement [5, 6]. Il sôagit aussi de la cause principale expliquant lôabsent®isme scolaire chez les 

enfants canadiens puisque le taux dôasthme chez les enfants et les adolescents est plus ®lev® que 

dans la population adulte [7]. Il est ®galement connu que lôasthme est une maladie qui appara´t plus 

t¹t chez les gar­ons lors de lôenfance et que cette tendance sôinverse lors de lôadolescence puisque 

ceux-ci sont plus prompts à une rémission [8]. Les femmes ont donc tendance à développer de 

lôasthme plus tard ¨ lôenfance et sont ®galement plus propices ¨ le d®velopper ¨ lôadolescence ou au 

début de la période adulte [1].  

 

Il est ®galement important de savoir que les sympt¹mes de lôasthme sont variables dans le 

temps et en intensit®. De ce fait, il est probable quôun individu asthmatique exp®rimente des p®riodes 

dôexacerbations o½ les sympt¹mes et les manifestations cliniques sôaggravent, correspondant ¨ un 

risque plus ®lev® dôhospitalisation et de mortalit® [9]. Il est tout aussi probable que lôinverse se produise; 

un asthmatique peut donc vivre une rémission spontanée où il ne présente aucun symptôme [10, 11]. 
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ê lôheure actuelle, il nôexiste aucun traitement qui gu®rit lôasthme. Lôapproche th®rapeutique en vigueur 

permet plut¹t de contr¹ler les sympt¹mes et dôatt®nuer leur effet sur la santé respiratoire [11]. Parmi 

ces traitements, les plus communément utilisés sont les bronchodilatateurs et les corticostéroïdes 

inhalés permettant de soulager les symptômes en augmentant le diamètre des voies respiratoires à 

court ou ¨ long terme et en diminuant lôinflammation respectivement [12]. Toutefois, certains 

asthmatiques seront peu réceptifs aux traitements en vigueur, particulièrement les individus 

asthmatiques sévères, ce qui ne permet pas de soulager leurs sympt¹mes et dôam®liorer leurs 

conditions de vie [13]. Dans ce contexte, il est donc n®cessaire dôétudier cette maladie respiratoire afin 

de mieux la comprendre et dôen expliquer les m®canismes sous-jacents. Ceci pourra ultimement 

permettre de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques potentiellement utilisables dans le traitement 

et la pr®vention de lôasthme.  

 

1.2 Phénotypes 

Lôasthme est une maladie dont les manifestations sont très variables dôun individu ¨ un autre, 

ce que lôon d®signe comme lôh®t®rog®n®it® clinique. Cette hétérogénéité rend plutôt difficile la 

classification des individus atteints en groupes distincts [4]. Toutefois, les progrès dans le domaine de 

la recherche en asthme permettent dôaffiner cette classification et de red®finir sans cesse, de fa­on 

toujours plus pr®cise, les cat®gories dôasthmatiques [14]. Les deux catégories majeures utilisées pour 

classifier les asthmatiques sont les phénotypes cliniques et les phénotypes cellulaires [4, 14]. Il est 

®galement possible dôutiliser le terme endotype pour désigner de multiples phénotypes associés à 

différentes voies pathophysiologiques. 

 

Dôune part, les ph®notypes cliniques permettent de regrouper les individus atteints selon les 

manifestations cliniques de lôasthme comme les sympt¹mes, mais surtout grâce aux résultats de tests 

respiratoires, comme la spirométrie (état de la fonction respiratoire), et dôallergies (test ¨ la piq¾re), en 

plus de prendre en compte la réponse aux traitements [14]. Il est donc possible de catégoriser les 

ph®notypes cliniques dôasthme selon lô®l®ment d®clencheur des sympt¹mes, par exemple lôasthme ¨ 

lôexercice (d®clench® par une activit® physique), lôasthme professionnel (induit par une composante 

dans lôenvironnement de travail) ou lôasthme intrins¯que [4, 14, 15]. Le concept dôasthme intrins¯que, 

ou asthme allergique existe depuis plusieurs décennies pour caractériser lôasthme  [16]. En effet, près 

de 75% des individus asthmatiques sont également allergiques [7]. Il sôagit dôun type dôasthme 
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déclenché par une réponse excessive suite à une exposition à un allergène, une substance considérée 

à tort comme pathogène par le système immunitaire [17]. Cet allergène peut être de nature varié :  

animale (chats, chiens et acariens étant les plus communs), végétale (notamment les arbres et les 

herbacés), alimentaire, etc. [17]. Il est aussi possible de caract®riser cliniquement lôasthme selon la 

sévérité de sa manifestation, allant de léger à sévère. Les paramètres permettant de le classifier sont 

documentés dans les recommandations faites par la Global Initiative for Asthma [18]. Il sera question 

dôasthme allergique dans le pr®sent m®moire ®tant donn® quôil sôagit du type le plus courant et quôil 

caract®rise la population ¨ lô®tude dans ce projet.  

 

Pour ce qui est des phénotypes moléculaires, ceux-ci sont plutôt utilisés afin de caractériser 

le type dôasthme en fonction de la pr®sence accrue des certaines cellules immunitaires au site 

dôinfection, ¨ savoir les bronches des individus asthmatiques [4, 14]. Par exemple, il peut être question 

dôasthme ®osinophilique lorsque les ®osinophiles sont pr®dominants au niveau des voies respiratoires  

ou encore dôasthme neutrophilique quand ce sont les neutrophiles qui sont prépondérants et 

indicateurs de lôasthme [19]. Toutefois, il est important de savoir que ces phénotypes cellulaires 

peuvent être associés avec les phénotypes cliniques afin de définir plus précisément lôendotype dôun 

individu atteint dôasthme [4]. 

 

1.3 Physiopathologie 

Lôasthme est principalement caractérisé par une obstruction bronchique, une hyperréactivité 

bronchique ainsi que par une inflammation et un remodelage des voies respiratoires [4]. Ces 

mécanismes sont la cons®quence directe de lôaction du syst¯me immunitaire qui cherche ¨ d®fendre 

lôorganisme contre un stimulus. Ces stimuli peuvent °tre dôorigine virale ou bact®rienne, mais dans le 

cas pr®sent, le stimulus dôint®r°t sera un allerg¯ne puisque lôasthme, ainsi que lôallergie, est consid®r® 

comme une r®action dôhypersensibilit® imm®diate [17].  

 

1.3.1 Sensibilisation à un allergène 

Le processus physiopathologique commence par la phase de sensibilisation ¨ lôallerg¯ne 

(Figure 1). Il sôagit du premier contact entre le syst¯me immunitaire et lôallerg¯ne. Celui-ci pénètrera la 

barrière épithéliale bronchique et sera capté par les cellules dendritiques (DC) qui lôinternaliseront [20]. 
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Ces cellules d®graderont lôallerg¯ne en peptides, puis les pr®senteront aux lymphocytes T auxiliaires 

CD4+ (TH) naïfs (TH0) gr©ce au complexe majeur dôhistocompatibilit® (CMH) de classe II [20]. Sôen 

suivra par la suite lôactivation et la diff®renciation des TH0 en cellules effectrices, principalement vers 

le type TH2 dans le cas de lôasthme allergique [21]. La différenciation de ces cellules permettra 

®galement lôactivation de la production de cytokines, des m®diateurs servant de voies de 

communication entre les cellules [22]. Un contact sôeffectuera ensuite entre les lymphocytes TH2 et les 

lymphocytes B grâce au récepteur de surface CD40 et à son ligand CD40L [17]. Ces lymphocytes B 

activ®s seront maintenant appel®s plasmocytes puisquôils deviennent des cellules effectrices 

produisant des anticorps dirig®s vers les antig¯nes sp®cifiques de lôallerg¯ne, les immunoglobulines 

(Ig) de type E (IgE) [17]. Les IgE sont des molécules caractéristiques de la réponse allergique. 

Lôactivation des lymphocytes B se fait ®galement gr©ce aux cytokines s®cr®t®es par les lymphocytes 

TH2 [23]. Par la suite, les IgE seront captées et reconnues par les mastocytes grâce aux récepteurs 

FceRI ayant une affinit® ®lev®e pour ce type dôanticorps [17]. Le système immunitaire sera alors équipé 

pour reconna´tre rapidement et efficacement cet allerg¯ne lors dôune r®exposition puisque les 

mastocytes seront recouverts par les anticorps IgE sp®cifiques ¨ lôallergène [24]. De ce fait, lors dôune 

r®exposition, les mastocytes seront activ®s lorsque lôallerg¯ne se liera ¨ au moins deux anticorps IgE 

à leurs surfaces [24]. Rapidement, ces cellules pourront amorcer la phase pr®coce de lôinflammation 

et également contribuer à la phase tardive de celle-ci. 
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Figure 1. Réaction immunitaire d'hypersensibilité immédiate. 
Lôallerg¯ne engendrera ultimement la production dôIgE une fois que la stimulation des lymphocytes B aura eu lieu par les 
lymphocytes TH2. Ces IgE seront reconnues par les mastocytes qui prendront le relais de la r®action dôhypersensibilit®. 
Ces cellules seront donc en mesure de reconna´tre efficacement lôallergène en cas de réexposition puisque ceux-ci 

expriment maintenant des anticorps spécifiques à cet allergène exprimés au niveau de leurs récepteurs spécifiques (FceRI). 
Ceci permettra ¨ lôorganisme dôorchestrer les deux paliers de r®actions immunitaires, soit la phase précoce (hypersensibilité 
imm®diate) quelques minutes apr¯s une exposition ¨ lôallerg¯ne et la phase tardive qui survient entre 5 et 24 heures apr¯s 
le contact et orchestr®e par les cytokines qui agiront sur dôautres types cellulaires importants (tirée de Abbas et al. 2016).  
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1.3.2 Phase pr®coce de lõinflammation 

1.3.2.1 Lõ®pith®lium bronchique 

Dans un contexte dôasthme, la phase dite pr®coce de lôinflammation se produit presque 

imm®diatement suite au contact avec un stimulus inhal® au niveau de lô®pith®lium bronchique qui 

tapisse lôint®rieur des voies respiratoires. Il sôagit de la premi¯re ligne de d®fense de lôorganisme contre 

les pathog¯nes de lôair ambiant [25]. Lô®pith®lium bronchique est composé de cellules ciliées et de 

cellules sécrétrices qui permettent le processus de clairance mucociliaire qui consiste à 

lôemprisonnement des pathog¯nes et contaminants dans le mucus et de son transport hors des voies 

respiratoires [25, 26]. Cet ®pith®lium est ®galement un acteur important de lôimmunit® inn®e et est 

impliqué dans le processus inflammatoire enclenché par un allergène [27]. En effet, les cellules 

épithéliales peuvent reconnaître les allergènes grâce à des récepteurs de reconnaissances de motifs 

cellulaires (PRR) qui se lieront à des motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP) exprimés 

sur leur surface [28]. Une réaction immunitaire peut aussi être enclenchée suite à un dommage aux 

jonctions des cellules ®pith®liales, ce qui compromet lôint®grit® de cette barri¯re [28]. Une fois en état 

dôalerte, les cellules ®pith®liales rel©cheront des m®diateurs de lôinflammation pour relayer le signal 

aux autres cellules immunitaires quôune r®action inflammatoire se met en branle [29]. En effet, comme 

illustré à la Figure 2, les cellules libèreront certaines cytokines pro-inflammatoires dont lôinterleukine 

(IL) 25, lôIL-33 et le thymic stromal lymphopoietin (TSLP) [29].  

 

1.3.2.2 Réexposition 

Une réexposition avec un allergène déjà connu du système immunitaire engendrera une 

réaction rapide de la part des mastocytes. En effet, la voie de signalisation enclenchée au contact de 

lôantig¯ne sp®cifique ¨ lôallerg¯ne avec le complexe IgE- récepteur FceRI mènera à une libération de 

m®diateurs de lôinflammation soit lôhistamine, les leucotri¯nes et la prostaglandine par d®granulation 

des mastocytes [30]. Lôhistamine sera reconnue par plusieurs cellules immunitaires diff®rentes et agira 

également rapidement sur les cellules musculaires lisses alors que les leucotriènes sont des 

m®diateurs lipidiques de lôinflammation qui agiront principalement sur les mastocytes, les ®osinophiles, 

les macrophages et les lymphocytes B [31, 32]. Finalement, la prostaglandine, libérée en grande 

quantit®, m¯nera au recrutement de cellules immunitaires en plus dôactiver les lymphocytes T et les 

éosinophiles [33]. Ces trois m®diateurs contribuent donc ¨ lôinflammation chronique observ®e dans 

lôasthme, ¨ la bronchoconstriction des voies respiratoires ainsi quôaux diff®rents processus modifiant 
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leur structure, un phénomène appelé remodelage des voies respiratoires et qui entraîne divers 

symptômes respiratoires [30].  

 

 

Figure 2. Réaction immunitaire au niveau des cellules épithéliales des voies respiratoires 
dans l'asthme. 

Lors dôun contact avec un allerg¯ne ou une substance irritante, les cellules ®pith®liales rel©cheront lôIL-25, IL-33 et le TSLP. 
Ceci permettra dans un premier temps de relayer le signal et de recruter dôautres types de cellules immunitaires : cellules 
dendritiques (par IL-33 et TSLP), mastocytes, basophiles et cellules lymphoïdes innées de type 2 (ILC2) (par IL-25 et IL-
33). Ultimement, lôactivation de ces cellules permettra le recrutement des lymphocytes T, en plus dôagir sur les cellules 
musculaires lisses par des agents bronchoconstricteurs. Également, ces cytokines pro-inflammatoires agiront sur les nerfs 
des voies respiratoires qui lib¯reront de lôac®tylcholine, une prot®ine causant une bronchoconstriction des cellules 
musculaires lisses des voies respiratoires (traduit de [29]).  

 

Un autre acteur important de la phase pr®coce de lôinflammation dans lôasthme est le 

basophile, un type cellulaire appartenant à la famille des granulocytes, qui comprend aussi les 

éosinophiles et les neutrophiles. Ce type cellulaire pourra également être activé au contact de 

lôallerg¯ne puisquôil exprime aussi le complexe IgE-récepteur FceRI [34]. Ces cellules libèreront 

®galement de lôhistamine en plus de lôIL-4 [34]. Cette cytokine pro-inflammatoire agira sur les 

lymphocytes TH0 en stimulant la différenciation de ces cellules vers différents sous-types [1]. Les 

lymphocytes T interviendront plut¹t lors de la phase tardive de lôinflammation.   
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1.3.3 Phase tardive de lõinflammation 

Cette phase du processus inflammatoire arrive ¨ retardement, côest-à-dire de 2 à 24 heures 

apr¯s un nouveau contact avec lôallerg¯ne [4]. Cette réaction implique plus particulièrement les 

lymphocytes T CD4+ différenciés qui constituent à eux seuls des acteurs clés de la physiopathologie 

de lôasthme [35]. En effet, on en connaît actuellement plusieurs types caractérisés par des patrons de 

sécrétions de cytokines pro-inflammatoires différentes [36]. Ceux-ci auront une influence spécifique 

sur les autres cellules immunitaires ainsi que sur les cellules composants les voies respiratoires. Côest 

dôailleurs pour leurs r¹les centraux et sp®cifiques quôils ont ®t® cibl®s dans la pr®sente ®tude. Les 

éosinophiles et les neutrophiles seront aussi abordés dans la présente section. 

 

1.3.3.1 Lymphocytes T CD4+ 

Les cellules TH0 ne possèdent pas de fonction particulière et ne produisent aucune cytokine 

propageant lôinflammation [36]. Ceux-ci doivent donc °tre activ®s vers une voie ou une autre afin quôils 

acquièrent la capacité de sécréter différents médiateurs orchestrant la r®ponse tardive dans lôasthme 

(Figure 3). Pendant longtemps, on a cru que seulement deux types de CD4+ étaient impliqués dans la 

pathophysiologie de lôasthme soit TH1 et TH2 dans ce que lôon appelle la balance TH1/TH2 [37]. Selon 

ce paradigme, les deux voies de différenciation sont exprimées de manière équivalente dans 

lôorganisme dôun individu sain [37, 38]. Un débalancement en faveur du type TH1 entraînerait des 

maladies de types auto-immunes alors que lôinverse pourrait amener des maladies de type allergiques 

[38]. Dans le cas de lôasthme allergique, le type TH2 est dominant et est encore considéré comme le 

type principal de lymphocytes impliqu®s dans la pathophysiologie. Pourtant, il sôest av®r® que la 

situation semble plus complexe ®tant donn® que dôautres sous-types de CD4+ ont été mis en évidence 

dans lôasthme dont les TH17, les cellules T régulatrices (Treg) et plus récemment encore les TH9 [1, 39].  
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Figure 3. Représentation des différents types de lymphocytes T différenciés impliqués dans 
l'asthme. 

Les lymphocytes T auxiliaires CD4+ dit naïfs (TH0) se différencieront en différents types activés selon les médiateurs 
impliqués dans la réponse inflammatoire. Ceux-ci libèreront par la suite différents médiateurs (cytokines) pro-inflammatoires 
qui auront un effet sur différents types cellulaires, autant immunitaires (neutrophiles, basophiles, éosinophiles, mastocytes) 
que constituants des voies respiratoires (cellules épithéliales sécrétrices de mucus, cellules musculaires lisses). Ceci aura 
pour effet de continuer la r®ponse immunitaire enclench®e et dôentra´ner les manifestations de lôasthme (traduit de Holgate 
et al. 2015).  

 

Les lymphocytes TH2 sont les principaux sous-types de CD4+ impliqué dans une réaction 

asthmatique allergique. Les  TH2 sont activés gr©ce ¨ lôIL-4 sécrétée entre autres par les basophiles 

recrutés plus tôt dans le processus inflammatoire [35]. Une fois activées, les cellules TH2 sécrèteront 

de lôIL-4 à leur tour, mais aussi de lôIL-3, lôIL-5, lôIL-13 ainsi que le facteur stimulant les colonies de 

granulocytes et macrophages (GM-CSF) [20]. Le niveau de certaines de ces cytokines a déjà été 

démontré comme étant plus élevé chez les individus asthmatiques avant et après une stimulation 

allergique [40]. LôIL-4 est un acteur important dans lôasthme puisque cette cytokine continuera de 

stimuler la différenciation de lymphocytes vers le type TH2 en plus dôavoir un impact sur la production 

dôIgE par les lymphocytes B, entretenant donc lôinflammation [41, 42]. Les autres cytokines produites 

par les cellules TH2 permettront le recrutement dôautres cellules immunitaires, particuli¯rement les 
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®osinophiles gr©ce ¨ lôIL-5 qui constituent un type cellulaire étroitement associé aux cellules TH2 et 

caractéristiques de lôasthme allergique [16]. Finalement, les cytokines sécrétées par les TH2 agiront 

également sur certaines cellules constituant les voies respiratoires, à savoir les cellules épithéliales 

sécrétrices de mucus et les cellules musculaires lisses. Cette action contribuera directement aux 

mécanismes de remodelage des voies respiratoires et m¯nera aux sympt¹mes de lôasthme que lôon 

connaît [20, 42]. Il est en effet connu que lôhyperr®activit® bronchique est corr®l®e avec une plus grande 

quantité de cytokines de type TH2 et que lôactivit® de ce type de cellule est plus ®lev®e chez les 

personnes asthmatiques allergiques [35, 43]. 

 

Les cellules de type TH17 ont elles aussi ®t® associ®es ¨ lôasthme puisquôune augmentation 

de ces cellules dans la circulation sanguine a été observée chez les individus asthmatiques [44]. Elles 

contribueront au processus inflammatoire par la lib®ration dôIL-17, dôIL-21 et dôIL-22 [20, 45]. Ces 

cytokines pro-inflammatoires auraient une influence sur le recrutement des éosinophiles, enclenché 

par les cellules TH2, en le stimulant, en plus de provoquer la prolifération et la contraction des cellules 

musculaires lisses bronchiques [46]. Plus sp®cifiquement, la lib®ration dôIL-17 stimulerait le 

recrutement des neutrophiles sur le site de lôinflammation, ¨ savoir le tissu bronchique [47]. Une plus 

grande quantit® dôIL-17 a également été observée chez les individus asthmatiques comparativement 

¨ des individus t®moins, accentuant davantage lôimplication de ce type cellulaire dans lôasthme [44]. 

 

Les cellules TH9 ont été mises en évidence r®cemment puisquô¨ lôorigine on croyait que ces 

cellules faisaient partie du type TH2 [48]. Celles-ci sont caractérisées par la sécrétion dôIL-9 

principalement [20, 35]. Il a en effet été démontré que cette cytokine était présente en quantité plus 

élevée dans des lavages broncho-alv®olaires (BAL) dôindividus asthmatiques en réponse à une 

stimulation allergique [49]. Dans un contexte dôasthme, lôIL-9 aura comme principal effet de stimuler la 

prolif®ration et lôactivation des mastocytes [50]. Son impact se fera également ressentir au niveau du 

processus de remodelage des voies respiratoires, plus particulièrement sur la production de mucus 

dans lô®pith®lium bronchique [35, 50]. LôIL-9 aurait ®galement un impact sur lôaction des lymphocytes 

B et T, en maintenant vraisemblablement lôinflammation au niveau des voies respiratoires  [48, 51, 52].  
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Le dernier type de CD4+ important à mentionner est celui des cellules Treg. Celles-ci sont 

principalement impliquées dans la régulation de la réponse immunitaire puisque leur action ira à 

lôencontre des autres types de cellules CD4+ en s®cr®tant des cytokines anti-inflammatoires dont lôIL-

10 et le facteur de croissance transformant b (TGF-b) [53]. Lôaction de ces cellules est donc de 

diminuer lôinflammation comme d®montr® dans une ®tude de Lewkowich et coll¯gues o½ lôinflammation 

ainsi que lôhyperr®activit® bronchique ®taient accrues lors dôune stimulation allergique dans un contexte 

de déplétion en cellules Treg dans des modèles murins [54]. Les cellules Treg ont donc un rôle protecteur 

en modulant la réponse immunitaire en cours chez les individus asthmatiques [45]. La stimulation de 

la différenciation des cellules TH0 vers la voie Treg représente donc une avenue thérapeutique 

pertinente dans le traitement de lôinflammation dans lôasthme [55]. 

 

1.3.3.2 Éosinophiles et neutrophiles 

Les neutrophiles et les éosinophiles, deux membres de la famille des granulocytes, sont aussi 

des acteurs impliqu®s dans la phase tardive de lôinflammation dans lôasthme. La présence 

dô®osinophiles dans les tissus des voies respiratoires est une caract®ristique importante de lôasthme 

puisque leur abondance peut aussi être corrélée avec la sévérité de la maladie [56]. Une étude 

longitudinale de patients asthmatiques s®v¯res a en effet d®montr® que la quantit® dô®osinophiles dans 

les expectorations ®tait un marqueur efficace de lôasthme s®v¯re nô®tant pas contr¹l® par la m®dication 

[57]. Ceux-ci sont en effet principalement recrutés dans les poumons par les cellules TH2 gr©ce ¨ lôIL-

5, mais ®galement par lôIL-3, GM-CSF et les éotaxines [30]. Les granules ¨ lôint®rieur du cytoplasme 

des éosinophiles contiennent des protéines basiques majeures, des peroxydases, des protéines 

cationiques et des neurotoxines dérivées des éosinophiles [56, 58, 59]. Les éosinophiles ont aussi la 

capacit® de synth®tiser et de lib®rer diff®rentes cytokines dont une grande vari®t® dôinterleukines (IL-

3, IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 notamment), lôinterf®ron gamma (IFNg) ainsi que TGF-b [30, 60]. Il sôagit 

dôune cellule effectrice importante puisque sa pr®sence dans le tissu bronchique aura un impact sur le 

remodelage des voies respiratoires [61]. En effet, ces cellules aggraveront lôinflammation locale, 

perp®tuant ainsi la r®ponse de lôorganisme notamment gr©ce ¨ la lib®ration des leukotri¯nes [60]. Les 

produits relâchés par les éosinophiles entraîneront aussi des dommages aux tissus bronchiques 

puisque le contenu des granules des éosinophiles a été démontré comme toxique pour les cellules 

humaines [60]. ê titre dôexemple, les peroxydases et les neurotoxines ont été démontrées comme étant 

impliquées dans les dommages ®pith®liaux dans lôasthme allergique [62]. TGF-b est également une 
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substance relâchée par les éosinophiles qui aura un impact sur le remodelage des voies respiratoires 

en stimulant lôhyperplasie du muscle lisse et le processus de diff®renciation des fibroblastes en 

myofibroblastes notamment [63, 64]. 

 

Pour ce qui est des neutrophiles, ceux-ci sont recrut®s sur le lieu de la r®ponse ¨ lôallerg¯ne 

grâce aux IL-8 et IL-17, libérées par les cellules TH1 et TH17 [65]. Ces cellules, au même titre que les 

®osinophiles, auraient un impact et une fonction importante dans lôasthme allergique puisquôune 

quantité élevée de ce type cellulaire a été mise en évidence dans des BAL dôasthmatiques s®v¯res 

[20, 66]. Les neutrophiles lib¯reront de lôIL-8 qui continuera le processus dôinflammation puisque cette 

cytokine recrutera dôautres neutrophiles, cr®ant une boucle de rétroaction [67]. Il est également 

envisag® que les neutrophiles puissent lib®rer de lôIL-33 et le TSLP, des médiateurs qui contribuerait 

¨ lôinflammation en plus de contribuer ¨ la sensibilisation aux allerg¯nes [25, 68].  Il est également 

connu que ces cellules ont un impact sur le remodelage des voies respiratoires puisquôelles peuvent 

aussi lib®rer des m®talloprot®ases et des ®lastases, des mol®cules impliqu®es dans lôhypers®cr®tion 

de mucus et la bronchoconstriction des voies respiratoires [30, 67].  

 

1.3.4 Le remodelage des voies respiratoires 

Il est connu que la structure des voies respiratoires des individus asthmatiques est modifiée 

comparativement ¨ celle dôindividus qui nôen sont pas atteints. En effet, le terme remodelage est utilis® 

pour d®signer lôensemble des changements structuraux observés au niveau des voies respiratoires 

des asthmatiques, que ce soit au niveau de lô®pith®lium bronchique ou au niveau des tissus sous-

jacents comme le muscle lisse [39, 60]. Le déclenchement de la cascade inflammatoire chez les 

personnes asthmatiques entraîne le recrutement de cellules immunitaires ainsi que la libération de 

médiateurs chimiques qui enclenchent les différents mécanismes de ce remodelage. La Figure 4 ci-

dessous illustre en d®tail lôimplication des diff®rentes cellules au processus de remodelage. Il est 

possible de constater une perte de lôint®grit® de lô®pith®lium bronchique par un clivage des jonctions 

serrées retenant les cellules épithéliales les unes aux autres. La barrière physique que constitue 

lô®pith®lium bronchique se retrouve donc grandement fragilis®e et permet plus facilement le passage 

de pathog¯nes ou dôallerg¯nes [69]. Ceci pourrait donc contribuer à la persistance de lôasthme chez 

des individus o½ il y a une atteinte plus s®v¯re puisquôune r®action dôinflammation peut sôenclencher 

plus souvent et plus facilement [29]. Les cellules à gobelet qui sont les cellules sécrétrices de 
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lô®pith®lium bronchique peuvent ®galement subir une hyperplasie [70]. Ce mécanisme, conjugué à une 

modification au niveau de la synthèse de la mucine, entraînera une hyperproduction de mucus chez 

les asthmatiques et obstruant davantage leurs voies respiratoires [69]. Les fibroblastes, situés sous 

lô®pith®lium bronchique, seront ®galement sujets au remodelage. Il est en effet possible dôobserver une 

prolifération de ces cellules en plus de se différencier en myofibroblastes [60]. Ceci entraîne donc en 

un épaississement de la paroi composant les bronches, diminuant le calibre des voies respiratoires 

[60]. Le muscle lisse fait ®galement lôobjet de modifications. Les cellules musculaires lisses subiront 

une hyperplasie ou encore une hypertrophie, modifiant leur structure et leur nombre pour ultimement 

augmenter la quantité de muscle lisse présent autour des bronches ainsi que sous le tissu épithélial 

[71, 72]. Lôaugmentation de muscle lisse dans lôasthme pourrait ®galement °tre associ®e ¨ la s®v®rit® 

de la maladie et à sa durée [71].  
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Figure 4.Processus de remodelage des voies respiratoires dans l'asthme. 
Au niveau de lô®pith®lium bronchique, les cellules ®pith®liales se d®tacheront et permettront lôentr®e de cellules 
inflammatoires au niveau du tissu bronchique, occasionnant les différentes modifications structurales du tissu bronchique 
subséquentes. Les cellules à gobelet sécrétant le mucus tapissant les voies respiratoires subiront également des 
modifications importantes au niveau de leur structure et de leur fonction sécrétoire. Au niveau de la paroi bronchique, une 
accumulation de fibroblastes contribuera ¨ lô®paississement du tissu bronchique. Dans la couche de tissu musculaire sous-
jacente, les m®diateurs inflammatoires occasionneront une angiogen¯se ainsi quôune modification des cellules musculaires 
lisses, contribuant aussi ¨ lô®paississement du tissu bronchique.  
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2. Composante génétique 

Dans lôeffort de recherche d®ploy® afin de mieux comprendre lôasthme et dôexpliquer son 

développement, son mode de transmission a dôabord été étudié. En effet, il avait été mis en évidence 

que lôasthme ®tait en effet développé chez les enfants issus de familles o½ ce trait ®tait dans lôhistorique 

familial, mais que cela nô®tait pas vrai dans tous les cas [73]. Le mode de transmission envisag® nôétait 

donc pas uniquement génétique et la t©che dôexpliquer sa transmission et son développement 

sôavèrerait plus ardue que pour un trait monogénique [74]. Une étude imposante sur le développement 

de lôasthme chez des couples de jumeaux au début des années 70 a permis de révéler que lôasthme 

se développait près de 4 fois plus chez les jumeaux monozygotes (i.e. jumeaux issus dôun seul zygote 

et partageant le même génome) quôh®t®rozygote (i.e. jumeaux issus de deux zygotes distincts et ne 

partageant pas le même génome), laissant ainsi présager que le bagage génétique partagé par ceux-

ci pouvait expliquer son développement [75, 76]. Les études subséquentes sur les jumeaux 

monozygotes ont toutefois r®v®l® que le statut dôasthme ne sôav¯re pas concordant dans environ 25% 

des cas, indiquant quôun param¯tre autre que la génétique doit intervenir dans le développement de 

lôasthme [77]. Lôasthme a alors ®t® consid®r® comme un trait complexe, côest-à-dire une maladie 

multifactorielle qui ne peut sôexpliquer que par des facteurs g®n®tiques [78]. On sait maintenant que 

lôh®ritabilit® de lôasthme nôest expliqu®e quôen partie par la composante g®n®tique, jusquô¨ hauteur de 

60%, quoique cette valeur varie consid®rablement dôune ®tude ¨ lôautre [73, 74]. Lôenvironnement 

constitue une composante importante de lôasthme qui se d®veloppe en réponse ¨ lôinteraction entre 

des déterminants génétiques et environnementaux (GxE) [78]. Lôexploration de ces deux composantes 

est n®cessaire pour comprendre la grande h®t®rog®n®it® ph®notypique que lôon observe chez les 

individus asthmatiques.   

 

Dans un premier temps, des études de liaison génétique au sein de familles ont permis de 

mettre en évidence certains g¯nes de susceptibilit® de lôasthme. Ces ®tudes reposent sur le marquage 

de certaines r®gions sp®cifiques de lôADN et permettent dô®valuer quelles portions chromosomiques 

sont transmises à la descendance. Par contre, cette manière de faire est peu précise et les régions 

identifi®es peuvent contenir plusieurs g¯nes diff®rents. Il a toutefois ®t® possible dôidentifier plusieurs 

gènes avec cette méthode, dont ADAM33 et GPRA qui ont été associés à une incidence plus élevée 

de lôasthme [79, 80]. Comme cette méthode était plut¹t limit®e en termes de pr®cision, lôapproche par 

gènes candidats a alors été privilégiée pour trouver de nouveaux loci associ®s ¨ lôasthme. En effet, 
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cette méthodologie a permis de cibler des gènes spécifiques notamment selon leurs fonctions 

biologiques ou selon leur position chromosomique pr¯s dôun site ou dans un site pr®c®demment 

identifié par liaison génétique [74]. Un autre avantage de cette m®thode est quôelle permet dô®tudier 

les diff®rences g®n®tiques au niveau dôindividus non apparentés (cas-contrôle) [77]. Grâce à cette 

approche, plus de 300 gènes de susceptibilit® ont ®t® associ®s ¨ lôasthme [81]. Ceux-ci ont été 

regroupés dans quatre grandes cat®gories, soit 1) les g¯nes relatifs ¨ lôimmunit® inn®e, 2) les g¯nes 

associés à la différenciation vers le type TH2 des CD4+, 3) les g¯nes de lô®pith®lium bronchique et 

finalement 4) les gènes associés aux manifestations de lôasthme (remodelage des voies respiratoires 

et sévérité) [82].  

 

Lôavancement technologique a permis la cr®ation dôapproches plus puissantes et efficaces 

permettant de faire des ®tudes dôassociation pang®nomique (genome-wide association studies; 

GWAS) [83]. En effet, cette technique permet de faire lôinventaire dôune grande quantit® de 

polymorphismes dôun seul nucl®otide, SNP, dispers®s sur tout le g®nome afin de comparer leur 

fréquence et de déceler les variations associées à un trait [83, 84]. Ceci a été rendu possible grâce au 

HapMap Project qui a permis de construire un catalogue de plus de 35 millions de variations génétiques 

communes grâce au séquençage du génome complet de 2504 individus issus du Thousand Genome 

Project [85, 86]. Les ®tudes de type GWA permettent donc dôidentifier de nouveaux g¯nes et de 

nouvelles voies de signalisation impliqués dans un trait, sans égard à leurs fonctions comme dans le 

cas des ®tudes par lôapproche g¯nes candidats [82]. Les GWAS permettent donc dôexpliquer les traits 

communs étudiés par des variants du génome qui sont communs dans la population générale [87]. 

Dans le contexte de lôasthme, lô¯re GWAS a permis de valider plusieurs associations en plus dôen 

d®couvrir une myriade dôautres. Selon le site internet GWAS Catalog, un catalogue regroupant les 

®tudes GWAS effectu®es jusquô¨ ce jour pour divers trait, 84 GWAS sur lôasthme et ses ph®notypes 

associés ont été menés, permettant ainsi dôy associer pr¯s de 600 SNP diff®rents [88]. On estime 

®galement que plus de 1000 g¯nes candidats ont ®t® mis en lumi¯re dans un contexte dôasthme gr©ce 

aux études de types GWAS notamment [89].  

 

Le premier locus ¨ avoir ®t® identifi® par lôapproche GWAS ®tait le 17q21 en 2007 [90]. Ce 

locus comprend 5 gènes différents soit gasdermin A (GSDMA), gasdermin B (GSDMB), IKAROS family 

zinc finger 3 (IKZF3), ORMDL sphingolipid biosynthesis regulator 3 (ORMDL3) et zona pellucida 
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binding protein 2 (ZPBP2). Plusieurs ®tudes de type GWAS ont permis dôappuyer lôassociation de ce 

locus dans lôasthme et les traits lui ®tant associ®s (lôallergie par exemple) et de d®montrer son 

importance comme facteur de risque, autant lors de lô®tude dôune seule population que dans des m®ta-

analyses (i.e. analyses combinant les résultats de plusieurs études) [91-98]. Lôassociation de ce locus 

¨ lôasthme a ®t® la plus r®pliqu®e jusquô¨ ce jour dans plusieurs types de population, incluant la 

collection familiale dôasthme du SaguenayïLac-Saint-Jean (SLSJ) qui est la population ¨ lô®tude dans 

le présent mémoire et dont il sera question dans la section 4 [99, 100]. Toutefois, il est difficile de savoir 

quels SNP associ®s ont le plus dôinfluence dans lôasthme ®tant donn® que les g¯nes de ce locus sont 

en fort déséquilibre de liaison, signifiant que leurs allèles sont transmis ensemble [74]. Une autre région 

souvent mise en ®vidence dans lôasthme est le g¯ne IL33 situé en position 9p24. Celui-ci a été associé 

dans deux consortiums différents (GABRIEL et EVE) en plus dô°tre constamment associ® dans des 

populations dôethnies diff®rentes dont caucasienne, afro-américaine, hispanique et asiatique [92, 93, 

101]. Contrairement aux gènes du locus 17q21, IL33 est un g¯ne dont lôimplication biologique dans 

lôasthme est bien connue. En effet, la prot®ine produite par ce g¯ne est une cytokine pro-inflammatoire 

qui a un rôle central dans la réponse asthmatique [29]. Le gène interleukin 1 receptor like 1 (IL1RL1) 

codant pour son r®cepteur a aussi ®t® associ® ¨ lôasthme [102]. Les loci 17q12-21 et 9p24 ne 

repr®sentent que deux exemples de la grande quantit® de loci associ®s ¨ lôasthme ¨ ce jour.  

 

De nombreux gènes ont été identifiés par lôapproche GWAS mais le probl¯me de la r®plication 

persiste. Il est en effet difficile et hasardeux dôaffirmer lôimplication dôun SNP dans lôasthme lorsquôune 

seule étude rapporte une association significative. Les corrections statistiques appliquées dans 

lôanalyse des donn®es GWAS peuvent aussi masquer certaines associations plus faibles, mais ayant 

un impact important dans le d®veloppement de lôasthme [103]. Les techniques de whole genome 

sequencing (WGS) permettent maintenant de pallier à certains problèmes des GWAS en répertoriant 

toutes les variations présentes sur le génome, sans toutefois éliminer le besoin de répliquer les 

résultats obtenus. Ainsi, il est possible dô®tudier la fr®quence des variants communs, comme pour les 

GWAS, en plus des variants rares et de la variabilité du nombre de copie des gènes qui pourraient 

permettre dôexpliquer une plus grande partie de lôh®ritabilit® de ce trait. Une telle ®tude a d®j¨ ®t® faite 

dans un contexte dôasthme au niveau dôune population hut®rienne des £tats-Unis [104].  
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3. Composante environnementale 

Il est maintenant bien connu que plusieurs composantes de lôenvironnement peuvent avoir une 

incidence sur lôasthme. Au niveau mol®culaire, il est difficile de savoir exactement lôinfluence de 

chacun. Toutefois, il est possible dô®tudier une part de lôimpact de lôenvironnement sur le g®nome par 

lô®tude de modifications ®pig®n®tiques. Ces modifications de lôADN caus®es par des facteurs 

environnementaux qui sont r®versibles et transmissibles pourraient expliquer une part de lôh®ritabilit® 

manquante dans lôasthme. Lô®tude ®pig®n®tique dans lôasthme permet de documenter lôinteraction 

entre la portion génétique et environnementale de lôasthme et de mieux comprendre la biologie du trait. 

 

3.1 Épigénétique 

Le terme épigénotype a été utilisé pour la première fois en 1942 afin de désigner les 

changements du phénotype survenant sans changement au génotype [105]. Popularisé dans les 

années 1990, le terme épigénétique a reçu sa définition officielle en 2008 et se définit comme un 

« phénotype héritable stable résultant de changements dans les chromosomes sans altération à la 

s®quence dôADN » [106]. Cette discipline concerne donc toutes les modifications appos®es sur lôADN 

qui nôalt¯rent pas sa séquence nucléotidique, mais ayant un impact sur lôexpression des g¯nes [107]. 

Ces modifications seraient induites et modulées par les différents facteurs environnementaux auxquels 

lôhomme est expos® [108]. On sait maintenant que lô®pig®n®tique nôest pas un « phénotype héritable 

stable » puisque les marques ®pig®n®tiques sont dynamiques dans le temps et quôelles ne sont par 

cons®quent pas identiques tout au long de la vie, en plus dô°tre r®versibles [109, 110]. Également, ces 

marques peuvent °tre h®ritables dôune g®n®ration ¨ lôautre [111]. Il existe plusieurs types de 

m®canismes ®pig®n®tiques agissant tous ¨ titre de r®gulateur de lôexpression g®nique et class®s en 

trois grandes catégories : 1) les modifications au niveau des histones (acétylation, méthylation, 

phosphorylation, ubiquination), 2) les micro-ARN (miARN) et 3) la m®thylation de lôADN [22, 107, 108, 

111]. La Figure 5 représente ces trois types de mécanismes. Les modifications de la structure des 

histones ainsi que la m®thylation de lôADN peuvent modifier lôacc¯s au site dôinitiation de la transcription 

(TSS) au niveau des gènes ou encore agir sur le recrutement de molécules agissant comme 

répresseurs de la transcription [112]. La transcription du gène en ARN messager (ARNm) sera alors 

augmentée ou diminuée selon le contexte [113]. Comme lôARNm est un canevas de base pour g®n®rer 

la protéine correspondante, le niveau de cette protéine sera ultimement modifié lui aussi [113]. Côest ¨ 
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ce niveau que des impacts fonctionnels peuvent survenir et modifier les mécanismes normaux des 

cellules et de lôorganisme. Le m®canisme dôaction des miARN est plut¹t diff®rent ®tant donné que celui-

ci agira directement sur les mol®cules dôARNm synth®tis®es par le processus de transcription [114]. 

Les miARN se lieront compl®mentairement aux mol®cules dôARNm afin dôentra´ner leur dégradation, 

diminuant ainsi la quantité de molécules nécessaires pour la traduction en protéine [114]. Le présent 

m®moire se concentrera plus sp®cifiquement sur la m®thylation de lôADN ®tant donn® quôil sôagit de la 

marque épigénétique la plus étudiée à ce jour [110]. En effet, il existe une relation fonctionnelle bien 

document®e entre la m®thylation de lôADN et lôexpression des g¯nes et son ®tude ne requiert que de 

lôADN, une mol®cule facilement isolable ¨ partir de tissus biologiques comme le sang complet [115]. 

Le concept de m®thylation de lôADN sera abordé plus en détail dans la section suivante puisque les 

données épigénétiques recueillies dans ce mémoire ne concernent que la m®thylation de lôADN. 

 

 

Figure 5. Les différentes catégories de mécanismes épigénétiques. 
Au niveau de lôADN, le m®canisme de m®thylation se traduit par lôajout dôun groupement m®thyle (CH3) au niveau des 
cytosines. Les histones sont des prot®ines autour desquelles lôADN sôenroulera pour former les chromosomes. ê ce niveau, 
certains groupements chimiques peuvent venir sôy fixer et correspondre ¨ diff®rents types de modifications des histones 
(méthylation : CH3, acétylation : COCH3, phosphorylation : PO32-, ubiquination : ubiquitine). Finalement, les micro-ARN 
(miARN) sont des molécules non codantes dôARN se fixant compl®mentairement aux mol®cules dôARN messager (ARNm) 
pour modifier le processus de traduction en protéine. Ultimement, chacun de ces mécanismes agira comme régulateur de 
lôexpression des g¯nes.  
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3.1.1 M®thylation de lõADN 

La méthylation de lôADN est ¨ ce jour la marque ®pig®n®tique la plus ®tudi®e et par cons®quent 

la plus connue, puisque les méthodes utilisées pour étudier ces marques sont relativement simples, 

accessibles et peu coûteuses [107]. Concr¯tement, la m®thylation de lôADN correspond ¨ lôajout dôun 

groupement méthyle (CH3) au niveau de certains nucl®otides de lôADN [108]. Préférentiellement, ces 

groupements se fixeront aux cytosines (C) ®tant pr®c®d®es dôune guanine [108]. Ce type 

dôarrangement sera d®sign® comme un site CpG pour cytosine-phosphate-guanine [116]. Lôajout du 

groupement méthyle se fait au niveau du cinqui¯me carbone du C gr©ce ¨ lôaction dôune enzyme DNMT 

[107]. 

 

Au niveau de lôADN, les sites CpG peuvent se regrouper dans des zones pr®cises dôau moins 

200 paires de bases que lôon d®signe comme des ´lots CpG, o½ les CpG constituent 50% de ce site 

[109, 117]. Quantitativement, 60% de ces îlots se retrouvent dans les régions promotrices des gènes, 

sugg®rant un impact important de la m®thylation de lôADN sur le processus de transcription de lôADN 

vers lôARNm [107, 118]. Il est question dôune hyperm®thylation lorsquôil y a un ajout de groupements 

m®thyles. Cet ajout au niveau de sites CpG du promoteur dôun g¯ne emp°chera la fixation des facteurs 

de transcription au niveau des sites dôinitiation de la transcription [119]. Le contraire est également 

possible dans le cas où il y aurait une méthylation moindre, une hypométhylation, au niveau du TSS 

[119]. Les régions régulatrices, également impliquées dans le contrôle de la transcription des gènes, 

peuvent également être méthylées et modifier le niveau de transcription du gène [119]. Ces régions 

agissent directement sur les régions promotrices et une modification épigénétique à ce niveau peut 

avoir un impact sur les processus subséquents [120]. La m®thylation de lôADN peut ®galement interagir 

avec certains SNP, apportant encore une fois certaines modifications au processus transcriptionnel 

[120]. 

 

Lô®tude de la m®thylation de lôADN dans lôasthme permet dôexplorer la portion inexpliqu®e de 

cette maladie par les facteurs génétiques. Jusquô¨ maintenant, un contr¹le ®pig®n®tique a ®t® mis en 

évidence au niveau du processus de différenciation des lymphocytes T CD4+, plus particulièrement le 

type TH2 associ® aux allergies et ¨ lôasthme [121]. Une sensibilisation allergénique chez des individus 

asthmatiques a été associée à une diminution de la méthylation au niveau du promoteur des gènes 

codant pour lôIL-4 et lôIFNg [122]. De plus, une ®tude de Brand et coll¯gues sur des souris sôest 
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intéressée à la méthylation au niveau de loci codant pour des cytokines exprimées par les cellules de 

type TH1 et TH2 [123]. Ils ont mis en évidence une augmentation de la méthylation du promoteur du 

gène IFNG, codant pour lôIFNg, suite à une sensibilisation allergénique [123]. Les ®tudes dôassociations 

apportent également de lôinformation sur lô®pig®n®tique de lôasthme [124]. Notamment, il a été rapporté 

que la méthylation des promoteurs des gènes GSDMA, ZPBP2 et SLC22A5 était influencée par le 

génotype local [125]. Cet effet était dominant au niveau des gènes GSDMA et ZPBP2 chez les 

asthmatiques possédant des allèles de susceptibilités, deux gènes dont certains SNP sont associés à 

lôasthme [125]. Une autre étude de type EWAS (epigenome-wide association study), qui évalue les 

différences de méthylation sur tout le génome, a mis en évidence une méthylation plus faible au niveau 

de certains g¯nes dans des ®chantillons dô®osinophiles dôasthmatiques ayant un haut taux dôIgE 

sérique [126]. Il est donc certains que la m®thylation de lôADN, au m°me titre que les autres 

mécanismes épigénétiques, a le potentiel de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques 

qui agiront directement sur le contrôle de la transcription des gènes.  

 

3.3 Facteurs de risque 

Comme il a ®t® mentionn® plus t¹t, lôasthme est un trait complexe r®sultant dôune portion 

g®n®tique et dôune portion environnementale. Cette section sera par cons®quent consacrée aux 

facteurs de risques ayant ®t® associ®s ¨ lôasthme puisque ceux-ci peuvent influencer son 

développement ou encore constituer un élément déclencheur des symptômes. Seulement quelques-

uns seront mentionnés ci-dessous, mais il est important de savoir quôil en existe une grande quantit® 

qui peuvent être modulables ou non ou encore environnementaux (Figure 6).  
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Figure 6. Facteurs de risque de l'asthme. 
Lôasthme r®sulte dôune interaction entre diff®rents facteurs de risque sp®cifiques ¨ lôindividu et qui influenceront le 
d®veloppement de lôasthme ainsi que ses différentes manifestations et son évolution dans le temps. Les facteurs de risque 
en lien avec lôindividu peuvent °tre modulables (comportement et habitudes de vie) ou non modulables (sexe, ethnie ou 
encore lô©ge). Il est important de comprendre que les particularités génétiques de chaque individu sont également un facteur 
de risque non modulable important. Les expositions environnementales sont également des facteurs de risques qui peuvent 
permettre dôexpliquer et de mieux comprendre le d®veloppement et lô®volution de lôasthme. Les facteurs repr®sent®s dans 
la pr®sente figure ne constituent quôun aper­u de ceux-ci. 

 

3.3.1 Âge et sexe 

Il est maintenant connu que lô©ge et le sexe sont des facteurs ®troitement li®s ¨ lôhistoire 

naturelle de lôasthme puisquôil sôagit dôune maladie dont les manifestations peuvent changer 

grandement au fil du temps [1, 127]. Il est document® que lôasthme est la maladie chronique la plus 

courante chez les enfants mais quôavec lô©ge, une diminution des sympt¹mes et m°me une r®mission 

peut être observée [2, 127]. Il est toutefois possible que les symptômes se déclenchent plus tard dans 

la vie adulte. Dans ces cas, le type dôasthme est plut¹t extrins¯que et les m®canismes 

physiopathologiques y étant associés, notamment au niveau du déclenchement des symptômes, 

seront différents [4]. La pr®valence plus ®lev®e de lôasthme chez les femmes pourrait °tre expliqu®e 

par une différence de susceptibilité aux différentes expositions environnementales telles que 

lôexposition ¨ la fum®e de tabac ou ¨ lôozone dans lôenvironnement qui affecterait ôavantage les femmes 

[128]. Une étude de Naumova et collègues, réalisée sur la cohorte du SLSJ a notamment permis de 
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mettre en ®vidence des diff®rences au niveau de la m®thylation de lôADN selon le sexe et ®galement 

selon lô©ge [129]. Les m®canismes ®pig®n®tiques changeant selon lô©ge et le sexe pourraient donc 

aussi contribuer aux diff®rences dans lô®volution de la maladie. Il est ®galement probable que la 

production dôîstrog¯ne chez la femme puisse induire une r®action inflammatoire dans lôorganisme 

pouvant intervenir dans le d®veloppement et la persistance de lôasthme [130]. Une étude de 2008 a 

d®montr® que les femmes ®taient plus susceptibles de pr®senter de lôhyperr®activit® bronchique, et 

que cette diff®rence ®tait probablement associ®e ¨ la production dôîstrog¯ne réduite après 

lôadolescence [130]. 

 

3.3.2 Obésité 

Lôob®sit® est ®galement un facteur de risque qui aura un impact ¨ la fois sur le d®veloppement 

de la maladie et sur le phénotype [7, 131]. Lôindice de masse corporelle (IMC) est une mesure qui a 

®t® souvent associ®e au risque de d®velopper de lôasthme [132]. Une méta-analyse de plusieurs 

études sur le sujet a effectivement rapporté un effet dose-r®ponse de lôIMC sur lôincidence de lôasthme 

chez des adultes en surpoids ou obèses [133]. Le risque de d®velopper de lôasthme est donc accru 

avec une augmentation de lôIMC [133]. Encore selon une méta-analyse, lôob®sit® durant lôenfance est 

®galement associ®e ¨ une incidence plus ®lev®e de lôasthme infantile alors que le risque de d®velopper 

cette condition est réduit chez les enfants ayant un poids sous la normale [134]. Lôob®sit® entrainera 

plusieurs changements au niveau de la fonction pulmonaire, plus particulièrement au niveau des 

volumes respiratoires comme la capacité résiduelle fonctionnelle, le volume de réserve expiratoire ou 

le ratio VEMS1/CVF, ce qui peut contribuer au développement de lôasthme [131, 132, 135]. Une 

inflammation systémique est également observable chez les individus obèses, marquée notamment 

par une augmentation du facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) et de lôinterleukine 6 (IL-6) en plus 

dôune quantit® augment®e de cellules immunitaires comme les macrophages dans le tissu adipeux [1, 

136, 137]. Cette inflammation pourrait donc aussi agir sur le développement de lôasthme.  

 

 

 

3.3.3 Qualit® de lõair 

Dans les ann®es 80, on sôest int®ress® ¨ la diff®rence dans la pr®valence de lôasthme entre 

les milieux ruraux et urbains et diverses ®tudes ont depuis d®montr® que la pr®valence de lôasthme 

était plus élevée chez les individus vivant dans des zones urbaines [131]. Le même constat a été fait 
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au Canada dans une étude de Lawson et collègues menée sur des enfants asthmatiques [138]. 

Lôurbanisation et lôindustrialisation sont en lien direct avec la pollution environnementale qui constitue 

également un facteur pouvant mener ¨ des exacerbations dôasthme, mais aussi influencer la sévérité 

des symptômes [139]. La croissance rapide des zones urbaines est associée à une augmentation de 

la pollution environnementale et selon une revue de 2014, le fardeau global de lôasthme sôen trouvera 

augmenté dans les années à venir [139]. Lôexposition ¨ un milieu agricole constitue également un 

facteur de risque ¨ prendre en compte puisquôil sôagirait dôun facteur protecteur pour cette condition 

[140]. 

 

Lôenvironnement de travail peut aussi °tre consid®r® comme un facteur de risque important de 

lôasthme. Ce type dôasthme, lôasthme occupationnel, est reli® ¨ lôexposition ¨ diff®rentes mol®cules 

dans lôair que lôon divise en deux grandes catégories, soit les composés de poids moléculaires élevés 

(HMW de lôanglais high molecular weight) (farine, colles industrielles, tabac, allergènes dérivés 

dôanimaux, de plantes ou de poissons et de fruits de mer) ou de poids mol®culaires faibles (LMW de 

lôanglais low molecular weight) (anhydride dôacides, m®taux, produits chimiques volatiles) [7, 141]. 

Notamment, les concierges ou les femmes de m®nage sont plus ¨ risque de d®velopper de lôasthme 

occupationnel d¾ aux diff®rents nettoyants renfermant beaucoup dôagents LMW, en plus dô°tre 

fortement exposés à des allergènes domestiques [142]. Dôautres m®tiers sont r®pertori®s o½ le risque 

de d®velopper de lôasthme occupationnel est plus ®lev® dont notamment les p©tissiers et les 

boulangers, les travailleurs de lôindustrie alimentaire et de lôindustrie du bois, les coiffeurs, les fermiers 

et les travailleurs du domaine de la santé qui sont soumis aux composés HMW majoritairement [141]. 

 

Les microorganismes, bact®ries ou virus, pr®sents dans lôair repr®sentent ®galement un 

facteur de risque important pouvant influencer la pathophysiologie de la maladie puisque les individus 

atteints dôasthme sont plus susceptibles dô°tre infect®s par ces microbes dus aux atteintes des voies 

respiratoires entrainées lôasthme [7]. Notamment, lôinfection par le virus respiratoire syncytial, 

responsable de la majorit® des cas dôinfections respiratoires chez les enfants, est associ®e au 

d®veloppement de lôasthme et ¨ ses exacerbations [1, 143]. Une respiration sifflante induite par des 

rhinovirus chez les enfants pourrait aussi constituer un pr®dicteur du d®veloppement de lôasthme plus 

tard dans la vie [143]. 
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3.3.4 Tabagisme 

Lôexposition, passive ou active, aux composants de la fumée de cigarette est reconnue comme 

ayant un impact important sur le système immunitaire, notamment en perturbant les fonctions normales 

des cellules immunitaires et en compromettant lôint®grit® de lô®pith®lium bronchique, la premi¯re ligne 

de défense de lôorganisme [144]. Par conséquent, la fumée de cigarette a également un impact sur le 

d®veloppement de lôasthme, particuli¯rement le tabagisme passif chez les enfants à naître ou durant 

la petite enfance [144]. En effet, une méta-analyse de 2012 a révélé que le risque de développer de 

lôasthme chez ces enfants expos®s ®tait entre 21 et 85% sup®rieur et o½ le 85% dôaugmentation 

correspond à une exposition prénatale [145]. Une autre étude a également mis en évidence une 

incidence dôasthme plus ®lev®e chez des adolescentes dont la mère avait fumé plus de 20 cigarettes 

par jour durant la grossesse [146]. Les sympt¹mes dôasthme chez les fumeurs actifs sont ®galement 

plus graves et peuvent mener à une limitation irr®versible du flux dôair achemin® aux poumons ou ¨ 

des infections respiratoires plus fréquentes qui contribuent à aggraver les symptômes [144].   

 

4. Population ¨ lõ®tude 

Les individus recrutés dans le présent projet font partie de la Cohorte familiale dôasthme du 

SaguenayïLac-Saint-Jean (SLSJ), qui porte ce nom puisquôelle est compos®e dôindividus 

asthmatiques et de leur famille originaire de la région du SLSJ [147]. Cette section r®sume lôhistoire du 

peuplement du SLSJ, les crit¯res dôadmissibilit®s ¨ lô®tude et le profil ph®notypique reli® ¨ lôasthme et 

aux conditions associ®es ¨ lôasthme dans cette cohorte familiale apparent®e ¨ au moins une personne 

asthmatique allergique. 

 

4.1 Historique 

Connaitre bri¯vement lôhistorique du peuplement de la r®gion du SLSJ est indispensable afin 

de bien saisir les caractéristiques génétiques particulières de cette population. Dans un premier temps, 

la colonisation de la Nouvelle-France par pr¯s de 10 000 immigrants dôorigine fran­aise au niveau de 

la vallée du Saint-Laurent sôest effectu®e ¨ partir de la cr®ation de la ville de Québec au début du 17e 

si¯cle jusquô¨ la conqu°te britannique du territoire en 1763 [147, 148]. M°me si lôimmigration dôorigine 

française a considérablement diminué par la suite, le fort taux de natalité chez les colons déjà établis 

sur le territoire a permis une augmentation démographique importante de la population canadienne-
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française principalement dans les régions de Québec, Montréal et Trois-Rivières [149, 150]. Cette 

première vague dôimmigration de la France vers la Nouvelle-France représente un premier effet 

fondateur (Figure 7). Ce ph®nom¯ne correspond ¨ la cr®ation dôune nouvelle population ¨ partir dôun 

sous-ensemble dôindividus dôune population m¯re plus vaste [151]. Ainsi, la diversité génétique de la 

nouvelle population se retrouve restreinte par rapport à la population mère puisque seulement une 

portion du bagage g®n®tique de la population m¯re sôy retrouve [151]. Comme le bagage génétique 

est plus restreint, cette population est donc plus homog¯ne dôun point de vue g®n®tique quôune 

population dite cosmopolite o½ lôapport g®n®tique en all¯les diff®rents et nouveaux est constant et 

beaucoup plus fréquent [152].  

 

 

Figure 7. Schématisation du triple effet fondateur caractérisant la population du SLSJ. 
Le sch®ma repr®sente une population dôorigine tr¯s color®e (France) et donc g®n®tiquement h®t®rog¯ne. Les trois effets 
fondateurs successifs, correspondant ¨ trois migrations dôun sous-groupe dôindividus ¨ partir dôune population dôorigine. 
Ceci résulte en une perte de diversité génétique, exprimé ici par une population finale moins colorée ou plus homogène 

(Saguenay-Lac-Saint-Jean, SLSJ). La population du SLSJ est donc plus homogène génétiquement que la population mère 
française [151].  

 

Une deuxième vague de migration des Canadiens-français vers la région de Charlevoix à la 

fin du 17e si¯cle sôest produite puisque les terres cultivables manquaient [148, 150]. Il sôagit donc dôun 

deuxi¯me effet fondateur qui sôajoute au premier d®j¨ subi par cette population. Finalement, 

lôaccroissement de la population combiné à une fertilité faible des terres agricoles autour de 1830 força 
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lôouverture de nouvelles r®gions, dont le SLSJ, o½ des familles migr¯rent en qu°te de meilleures terres 

dès 1838 [149, 153]. Ce dernier mouvement migratoire dôune portion de la population de Charlevoix 

vers la région du SLSJ représente un troisième effet fondateur. Ces trois épisodes de migration 

successifs et rapprochés dans le temps ont donc donné lieu à une population à triple effet fondateur 

relativement jeune,  puisque sa création remonte à seulement 179 ans [153].  

 

4.2 La cohorte familiale dõasthme du Saguenay-Lac-Saint-Jean 

Travailler avec ce type de population, soit une population ¨ effet fondateur, permet dôavoir un 

paysage g®n®tique plus uniforme. En dôautres termes, une telle population pr®sente une plus grande 

homogénéité génétique soit une plus grande uniformité comparativement à une population dite 

cosmopolite o½ lôapport g®n®tique est plus diversifi® [152]. Il faut toutefois comprendre quôhomog¯ne 

ne signifie pas similaire. Il ne faut donc pas confondre cette caractéristique avec le coefficient de 

consanguinité. En effet, ce coefficient peut être calculé pour mesurer le taux dôapparentement entre 

les individus dôune m°me population et dôy mettre en ®vidence les unions entre individus issus de la 

même famille [111]. Il est important de le préciser puisque le coefficient de consanguinité proche des 

individus du SLSJ est comparable aux valeurs obtenues pour les autres régions du Québec 

contrairement à ce que laisse entendre la croyance populaire [154]. Cette homogénéité génétique est 

donc attribuable au triple effet fondateur et au haut taux de fécondité de la population qui a permis son 

accroissement rapide. 

 

La cohorte familiale dôasthme du SLSJ a ®t® construite ¨ partir de 1997 et le recrutement initial 

sôest amorc® en 1999, ¨ la suite de la mise en place du profil exp®rimental et de lôapprobation des 

documents éthiques pour les personnes majeures et mineures. Lô®valuation des participants sôest 

étendue jusquôen 2002 [147]. Cette cohorte a été bâtie grâce au recrutement de participants 

asthmatiques, soit les probands, ainsi quôaux membres de leurs familles; dôabord les individus 

apparentés de premier degré (famille nucléaire), puis la famille élargie lorsque ceux-ci souhaitaient 

participer. Au total, la cohorte comprend donc 394 individus répartis en 271 familles 

multigénérationnelles différentes comptant au moins 2 générations et un maximum de 4. Les parents 

des individus asthmatiques devaient impérativement faire partie de la cohorte pour que chaque famille 

comprenne un trio et au moins 2 générations. Pour chacun des participants, des échantillons de sang 

ont été recueillis en plus de recueillir des informations sur leur santé générale et respiratoire puis leurs 
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habitudes de vies ¨ lôaide de questionnaires standardis®s modifi®s de lôAmerican Thoracic Society 

(ATS). Le statut asthmatique des individus a été déterminé grâce à des tests de la fonction respiratoire 

(provocation bronchique ¨ la m®tacholine, spirom®trie avant et apr¯s inhalation dôun bronchodilatateur 

(pré-, post-BD)). Le statut allergique a ®galement ®t® d®termin® gr©ce ¨ un test dôallergie cutan® ¨ la 

piqûre. Il a donc été possible de recueillir plus de 200 caractéristiques qualitatives ou quantitatives pour 

la majorité des participants de la cohorte. Certaines sont présentées dans le Tableau 1 suivant. Il est 

important de mentionner que les données sont disponibles que pour 1214 individus puisque certains 

participants ont refusé de participer à certaines portions du processus de recrutement. Néanmoins, il 

sôagit dôune cohorte bien documentée en termes de caractéristiques phénotypiques. Les informations 

et les ®chantillons biologiques recueillis ont notamment permis lôutilisation de cet ®chantillon dans 

lô®tude dôautres traits qui ne sont pas associ®s ¨ lôasthme ou ¨ lôallergie. ê titre dôexemple, la cohorte 

familiale dôasthme du SLSJ a ®t® utilis®e en 2015 dans une ®tude sur les troubles bipolaires [155].  

 

Tableau 1.Table phénotypique de la collection familiale d'asthme du SLSJ. 

 Tous Probands  
Autres membres de la famille  

 Tous Sans asthme Avec asthme 
  (n= 1214) (n= 240) (n= 974) (n= 615) (n= 353) 

Ratio M:F 1:1,17 1:1,14 1:1,18 1:1,12 1:1,34 
Âge, moyenne (écart) 38 (0-93) 17 (3-62) 43 (0-93) 46 (3-93) 39 (2-83) 
Tabagisme, n (%)      

Non fumeur 646 (54) 202 (86) 444 (46) 259 (43) 182 (52) 
Ex-fumeur 314 (26) 9 (4) 305 (32) 204 (34) 100 (29) 
Fumeur 235 (20) 25 (11) 210 (22) 142 (23) 68 (19) 

Tabagisme passif, n (%)      
Enfance 280 (61) 121 (60) 159 (63) 76 (56) 81 (70) 
In utero 113 (22) 57 (28) 56 (18) 28 (17) 27 (20) 

IMC1, moyenne (écart)      
Enfant 20,2 (4,5) 20,1 (4,1) 20,4 (4,8) 20,6 (5,2) 20,1 (4,3) 
Adulte 26,2 (4,8) 25,1 (4,7) 26,4 (4,8) 26,3 (4,7) 26,5 (4,9) 

VEMS12, % préd. (écart) 94 (43) 93 (35) 95 (45) 99 (48) 88 (38) 
CP203, (écart) 6,85 (5,2) 2,34 (3,45) 9,31 (5,06) 19,2 (3,61) 3,14 (4,35) 
IgE 4, (écart) 125 (5) 233 (5) 105 (5) 79 (4) 165 (5) 
Sévérité asthme, n (%)      

Intermittent 168 (31) 71 (31) 97 (31) 0 (0) 97 (31) 
Modéré 292 (54) 130 (56) 163 (52) 0 (0) 163 (52) 
Sévère 85 (16) 31 (13) 54 (17) 0 (0) 54 (17) 

Allergie, n (%)      
Avec asthme, n(%) 427 (35) 189 (80) 239 (25) 0 (0) 239 (25) 

1 Indice de masse corporelle (IMC) calculée pour 907 sujets (201 probands et 706 membres de la famille (417 sans 
et 286 avec asthme).    2  Moyenne du volume expiratoire forcé en 1 seconde (VEMS1) calculé en % de la valeur 
prédite pour 931 sujets (207 probands, 724 membres de la famille (422 sans et 299 avace asthme)). 3 

Concentration de métacholine induisant une chute de 20% du VEMS1  (CP20) pour 903 sujets (201 probands et 
702 membres de la famille (421 sans et 277 avec asthme)). 4 Moyenne de la concentration d'immunoglobuline E 
(IgE) dans le sérum calculée pour 1012 sujets (226 probands et 786 membres de la famille (468 sans et. 314 avec 
asthme). 
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5. Hypothèse et objectifs 

Lôasthme est une maladie respiratoire chronique commune qui affecte une grande portion de 

la population, dont 2,4 millions dôindividus seulement au Canada [3]. Comme sa prévalence ne cesse 

dôaugmenter, cette condition repr®sente un enjeu majeur de sant® publique puisque les co¾ts y ®tant 

associés sont élevés [2, 5]. La physiopathologie de cette maladie est relativement bien décrite, mais 

lô®tiologie de la maladie reste plus difficile ¨ expliquer. En effet, lôasthme est un trait complexe r®sultant 

dôinteractions g¯nes-environnement. Lô®tude de la portion g®n®tique de lôasthme, notamment grâce à 

lô¯re GWAS, a permis dôidentifier pr¯s de 1000 g¯nes de susceptibilit®s [89]. Lôh®ritabilit® de lôasthme 

peut donc être estimée à hauteur de 60%, ce qui en laisse une large portion inexpliquée [73]. Côest ¨ 

ce niveau que lô®tude des d®terminants environnementaux peut permettre de mieux comprendre le 

d®veloppement de lôasthme. Cette portion comprend des facteurs propres ¨ lôindividu (©ge, sexe, etc.) 

ou encore des expositions auxquels ceux-ci sont soumis (pollution, alimentation, tabagisme, etc.) et 

les habitudes de vie (pratique dôactivit®s physiques, activit®s cognitives, etc.). Les mécanismes 

épigénétiques, dont la m®thylation de lôADN, permettent de visualiser lôimpact de ces facteurs dans 

lôasthme [156].  

 

La m®thylation de lôADN ®tant sp®cifique ¨ chaque type cellulaire, il est donc n®cessaire 

dôinvestiguer au niveau de cellules impliqu®es dans les processus pathologiques de lôasthme. Les 

CD4+ sont en effet des acteurs importants relayant le signal inflammatoire par la sécrétion de divers 

m®diateurs et le recrutement dôautres cellules immunes lorsque différenciées en différents sous-types 

[35]. Une telle ®tude a donc le potentiel de permettre une meilleure compr®hension de lôimpact de la 

méthylation sur la fonction de ces cellules dans lôasthme. 

 

Les objectifs de la présente étude étaient donc de :  

1- Caract®riser le patron de m®thylation des lymphocytes T CD4+ dans lôasthme et lôasthme 

allergique sur un échantillon de participants de la cohorte canadienne-française sur les 

troubles respiratoires et lôallergie; 

2- Caract®riser le patron dôexpression des lymphocytes T CD4+ dans lôasthme et lôasthme 

allergique sur un échantillon de participants de la cohorte canadienne-française sur les 

troubles respiratoires et lôallergie. 
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CHAPITRE 1 ð MÉTHODOLOGIE 
 

1.1 Recrutement des participants 

Un sous-groupe de la biobanque dôasthme du Saguenay-Lac-Saint-Jean a été recruté pour 

ce projet. En effet, les individus contactés pour participer à ce projet faisaient partie de la biobanque 

depuis sa création à la fin des années 2000. Ceux-ci sont répartis soit en duos discordants pour le 

statut dôasthme, côest-à-dire une fratrie dont un des individus est asthmatique et lôautre ne lôest pas, ou 

en trio, soit un couple de parents, sans regard ¨ leur ph®notype dôasthme, ainsi que leur enfant 

biologique atteint dôasthme. Les participants acceptant cette nouvelle participation ont ®t® rencontr®s 

à la clinique Ecogène-21 de 2015 à 2016 pour un prélèvement sanguin de 200ml fait par une infirmière 

de recherche. Cette quantité de cellules a été décidée sur la base des optimisations de la méthode 

dôisolation des cellules. En effet, les ®osinophiles du m°me ®chantillon sanguin ®taient isol®s 

simultanément aux lymphocytes T CD4+. Ces granulocytes ne comptent que pour 1 à 3% des globules 

blancs. Il est donc nécessaire dôavoir une quantité de sang de départ plus grande afin dôen avoir une 

quantité suffisante pour mener divers protocoles épigénétiques et transcriptomiques [157].   

 

En plus dôun ®chantillon sanguin, chaque participant ®tait interrog® sur sa sant® respiratoire 

ainsi que sa santé en générale et son environnement dans un questionnaire mené par une personne 

de lô®quipe de la biobanque (moi-même et Lucile Pain, ancienne étudiante au doctorat en biologie). Ce 

questionnaire de plus de 100 questions a permis de recueillir les dernières données autorapportées 

par les participants afin de mettre à jour les informations recueillies depuis le recrutement initial. 

 

1.2 Isolation des lymphocytes T CD4+ 

Lô®chantillon sanguin de 200ml ®tait rapport® au laboratoire une ¨ deux heures suivant le 

pr®l¯vement afin de proc®der ¨ lôisolation des cellules afin dô®viter lôactivation des cellules sanguines, 

ce qui donnerait une quantité de cellules plus faible à la fin du protocole. Une première centrifugation 

a permis de retirer le plasma de lô®chantillon. Par la suite, la m®thode de s®paration au gradient de 

Ficoll a été utilisée pour recueillir les fractions cellulaires séparées. Ce tampon, composé de molécules 

denses de polysaccharides dilu®es en solution aqueuse, permet dôisoler les cellules mononucl®es du 

sang périphérique (PBMC) puisque leur densité est plus faible que celle du Ficoll [158]. Comme les 
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granulocytes ont une densité plus élevée, ceux-ci se retrouvaient dans le culot du tube lors de la 

centrifugation alors que les cellules mononuclées flottaient au-dessus du Ficoll. Les deux fractions ont 

donc pu °tre s®par®es et purifi®es s®par®ment. Il ne sera ici question que du protocole dôisolation des 

lymphocytes T CD4+. La fraction cellulaire dôint®r°t a ®t® lav®e avant de proc®der ¨ une s®lection 

négative par des anticorps anti-CD45 couplés à des billes magnétiques selon le protocole du 

EasySepTM Human Naïve CD4+ T Cell Isolation Kit (Stemcell, Vancouver, CB, Canada), et retenues 

par un aimant (« The Big Easy » EasySepTMMagnet, Stemcell). Le principe moléculaire y est montré 

dans la Figure 8. En résumé, un anticorps spécifique, anti-CD45 dans ce cas-ci, a été mis en solution 

et sôest lié aux cellules exprimant cet antigène. La quantit® totale dôanticorps utilis®e d®pend de la 

quantité de cellules comptées avec un hématimètre. Ce comptage permettait également de vérifier à 

lóîil la pr®sence de contamination par dôautres types cellulaires comme les granulocytes ou les 

monocytes. Par la suite, un complexe t®tram®rique fait dôun anticorps sp®cifique au premier anticorps 

et dôun anticorps li® ¨ une bille magn®tique a été mis en solution pour quôil sôattache ¨ lôanticorps anti-

CD45. Lorsque le tube contenant la solution cellulaire avec les cellules maintenant liées à une bille 

magnétique a été mis dans un aimant, celles-ci ont été retenues sur la paroi du tube alors que les 

cellules en suspension nôexprimant pas le CD45 ont été séparées.  

 

Les lymphocytes T CD4+ isolés ont ensuite été comptés à grâce au compteur automatisé de 

cellules Orfloôs Moxi Z Mini (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada). Environ 2 millions de cellules ont 

été conservées à -80̄ C pour lôisolation de lôADN et la m°me quantit® pour lôisolation de lôARN total.  
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Figure 8. Principe de la séparation négative des lymphocytes T CD4+ 
Les anticorps marqués et spécifiques aux molécules CD45 exprimées sur les autres types cellulaires composant 

lô®chantillon de PBMC sôy attacheront. Un complexe t®tram®rique dôanticorps pourra reconna´tre cet anticorps et sôy lier 

tout en sôattachant aux particules magn®tiques de la solution. Cette solution plac®e dans lôaimant permettra de retenir les 

billes magnétiques, et les cellules à éliminer, permettant ainsi de recueillir le reste de la solution contenant les lymphocytes 

T CD4+. 

 

1.3 Données de méthylation 

1.3.1 Séquençage (MCC-seq) 

LôADN des lymphocytes T CD4+ a dôabord ®t® obtenu gr©ce au DNeasy Blood and Tissue kit 

(Qiagen, Valencia, CA, USA) selon le protocole du manufacturier. Ce protocole comprend dôabord une 

lyse des cellules et de leur noyau afin de libérer le matériel génétique qui y est contenu. Par la suite, 

lô®chantillon lys® est pass® dans une colonne qui permet de retenir lôADN et de le purifier en enlevant 

les débris cellulaires par lavage avec divers tampons. Finalement, lôADN est ®lu® par un dernier tampon 

puis pr®cipit® avec de lôisopropanol et lav® une derni¯re fois par de lô®thanol ¨ 70%. 

 














































































































