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I INTRODUCTION GENERALE

L’asthme est une maladie respiratoire inflammatoire chronique qui affecte 273 millions de
personnes dans le monde [1]. En France, la prévalence de I’asthme chez 1’adulte est évaluée a

7% [2].

L’asthme est une maladie hétérogene. Cette hétérogénéité peut étre approchée d’une part par
la caractérisation de différents phénotypes, définis comme un ensemble de caractéristiques
observables résultant de I’interaction entre le génotype et I’environnement [3], et d’autre part,
par la caractérisation d’endotypes c’est a dire des sous-types de la maladie définis
fonctionnellement et pathologiquement par des mécanismes biologiques distincts [4, 5].
L’étude de ces endotypes permettrait d’affiner la caractérisation de 1’asthme afin de mieux
comprendre les mécanismes biologiques sous-jacents et d’améliorer la prise en charge de

cette maladie [6].

L’¢tiologie de 1’asthme reste mal comprise, il s’agit d’une maladie multifactorielle complexe
résultant de facteurs génétiques, environnementaux et comportementaux et de leurs
interactions. Ces facteurs peuvent avoir une influence tant sur [’apparition que sur
I’expression de la maladie [7] et peuvent donc étre associés a différents endotypes. Ainsi,
I’hétérogénéité phénotypique de I’asthme résulte probablement d’interactions entre les

facteurs génétiques et environnementaux.

L’asthme li¢ au travail est un bon modele pour étudier I’asthme en général [8]. Il s’agit de la
premiere maladie respiratoire professionnelle dans les pays industrialisés [9] et 16% de
I’asthme de 1’adulte est attribuable aux expositions professionnelles [10]. A ce jour, 500
agents ont été identifiés comme étant a risque pour I’asthme professionnel, dont certains sont

classés comme sensibilisants et d’autres comme irritants [11]. Pour les agents irritants, il a
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longtemps été suppos€ que seule une exposition a de fortes concentrations pourrait induire un
asthme professionnel [12, 13]. Mais des études épidémiologiques récentes ont suggéré un role
d’une exposition chronique a de faibles concentrations d’irritants dans I’asthme [11].
Cependant, les mécanismes physiopathologiques par lesquels les agents irritants affectent la

santé respiratoire restent mal connus [11].

Le stress oxydant a été suggéré comme une des voies biologiques potentielles impliquées
dans ’asthme professionnel induit par les irritants [14]. Le stress oxydant correspond a un
déséquilibre entre les espéces réactives de 1’oxygene et les défenses antioxydantes de
I’organisme en faveur des premiéres [15]. L’inhalation d’agents irritants est susceptible
d’induire la libération d’espéces réactives de 1’oxygene et d’induire des dommages au niveau
de I’épithélium pulmonaire et une inflammation des voies respiratoires [14]. Néanmoins, le
role de la voie biologique du stress oxydant dans 1’asthme professionnel induit par les irritants
est mal connu et a été trés peu étudié. L’étude des marqueurs biologiques liés au stress
oxydant représente une opportunité pour mieux comprendre ce role. En effet, les marqueurs
qui refletent soit la réponse au stress oxydant soit les dommages liés a celui-ci se situent dans
le continuum entre 1’exposition et la maladie [16, 17]. Plusieurs approches peuvent étre mises
en ceuvre pour étudier les marqueurs biologiques : soit étudier les associations entre des
marqueurs liés au stress oxydant et I’exposition aux irritants d’une part, et des caractéristiques
cliniques de 1’asthme d’autre part, comme suggéré dans plusieurs études [18-22]; soit
intégrer des marqueurs avec des caractéristiques cliniques dans 1’identification d’endotypes

d’asthme [23] et d’étudier 1’association entre I’exposition aux irritants et ces endotypes .

L’¢tude des interactions genes-environnement (GXE) qui vise a déterminer si les associations
entre des expositions environnementales et 1'asthme peuvent étre modifiées par certains
variants génétiques et inversement, constitue une autre approche intéressante pour mieux

comprendre les mécanismes physiopathologiques associés a 1’asthme professionnel induit par
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les irritants [7]. A notre connaissance, une secule étude a examiné des interactions entre
I’exposition professionnelle aux irritants, en particulier les produits de nettoyage, et des génes
impliqués dans la voie du stress oxydant dans 1’asthme et a identifié cinq nouveaux genes
associés a I’asthme [24]. De plus, les études d’association génétique réalisées dans 1’asthme
jusqu’a présent n’ont permis d’expliquer qu’une petite part de la composante génétique de
I’asthme [25], probablement en raison de 1’absence de prise en compte de son hétérogénéité
[26]. Etudier 1’association entre des variants génétiques et des endotypes d’asthme permettrait
de prendre en compte cette hétérogénéité et de découvrir de nouveaux genes associés a

I’asthme.

Cette these a pour objectif général de mieux comprendre par quels mécanismes
physiopathologiques [’exposition professionnelle aux agents irritants affecte la santé
respiratoire, en se focalisant sur la voie biologique du stress oxydant. Pour répondre a cet
objectif général, trois objectifs spécifiques ont été définis : 1) Etudier les associations entre
des marqueurs biologiques liés au stress oxydant et des caractéristiques cliniques de 1’asthme
d’une part, et I’exposition professionnelle aux irritants d’autre part; 2) Etudier les
associations entre 1’exposition professionnelle aux irritants et des endotypes d’asthme ; 3)
Etudier les associations entre des génes impliqués dans la voie du stress oxydant et ces
endotypes d’asthme et si les associations entre 1’exposition professionnelle aux irritants et les

endotypes sont modifiées par ces genes.

Ce manuscrit de these est organisé en cinq parties. La premiere partie présente un état des
connaissances sur les aspects cliniques, étiologiques ainsi que sur I’hétérogénéité et les
mécanismes biologiques de I’asthme et de I’asthme lié¢ au travail. La deuxieme partie présente
les différents objectifs de la theése. La troisieme partie décrit les méthodes utilisées pour

répondre aux différents objectifs de la these, dont la population d’étude, les principales
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variables d’intérét ainsi que les analyses statistiques. La quatriéme partie présente et discute
les résultats en lien avec les trois objectifs spécifiques de la these. Enfin, la dernicre partie
présente une discussion générale avec une synthese des résultats, une discussion de différents
aspects méthodologiques, I’implication en santé publique ainsi qu’une présentation des

perspectives de ce travail.
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I  ETAT DE L’ART

Cette premiere partie comprend quatre chapitres sur 1’état des connaissances de 1’asthme en
général dans un premier temps et de 1’asthme li¢ au travail dans un deuxiéme temps. Le
premier chapitre porte sur la définition de ’asthme, ses aspects cliniques, épidémiologiques,
étiologiques ainsi que sur son hétérogénéité et les différents mécanismes biologiques sous-
jacents. Le deuxieme chapitre se focalise sur la voie biologique du stress oxydant et présente
un état de la littérature sur les associations entre les marqueurs biologiques li€s au stress
oxydant et I’asthme. Le troisiéme chapitre présente une description de I’asthme 1ié au travail
et les différentes expositions professionnelles, en particulier les irritants, et les mécanismes
biologiques par lesquels ces expositions affectent la santé respiratoire. Le quatrieme chapitre

présente un état de la littérature sur les associations génétiques dans 1’asthme professionnel.
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II.1 Asthme

Selon le Global Initiative for Asthma (GINA) [27], I’asthme se définit comme une maladie
inflammatoire chronique des voies respiratoires caractérisée par des épisodes récurrents de
sifflements, d’essoufflements, de sensation d’oppression thoracique ou de toux. Ces
symptomes sont associ€és a un débit expiratoire variable di a une bronchoconstriction ou
rétrécissement des voies respiratoires, un €paississement de la paroi bronchique et a une

hypersécrétion de mucus. Ces symptdmes sont réversibles spontanément ou sous traitement.

IL.1.1 Enjeux en santé publique

L’asthme est I’une des maladies respiratoires chroniques les plus communes dans le monde
affectant environ 273 millions de personnes en 2017 [1]. Sa prévalence est en augmentation
au niveau mondial (augmentation de 12,6 % entre 1990 et 2015) [28]. En 2018, en France,
I’enquéte ASTHMAPOP a estimé la prévalence de 1’asthme actuel a 6,4% et celle de I’asthme
sévere a 3,8% chez les adultes [29, 30]. La prévalence varie selon 1’age : elle est plus élevée
chez les 15-24 ans et les plus de 65 ans (9,6% et 8,9% respectivement) et plus faible chez les
55-64 ans (5,6%) [31]. Chez les enfants, les gargons ont une prévalence plus élevée que les
filles, alors que chez les adultes, les femmes ont une prévalence plus élevée que les hommes,
le ratio s’inversant a 1’adolescence [32].

L’asthme est classé parmi les trente principales causes de nombre d’années de vie perdues en
raison d’une mortalit¢ ou d’un handicap (DALYs') [33]. En 2017, 495000 déces dus a
I’asthme ont été¢ observés dans le monde avec une baisse de 0,7% comparée a 1’année 2007

[34] et avec une large variabilité entre les continents, I’age et le statut socio-économique [35].

! Disability-Adjusted Life Year : unité qui mesure la charge de morbidité globale et définie comme étant la
somme des années potentielles de vie perdues en raison d'une mortalité prématurée et des années productives
perdues en raison d'un handicap [28].
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En France, 1038 déces par asthme étaient survenus en 2006, malgré une baisse de la mortalité
entre 2000 et 2006 [2].

Le cotit économique li¢ a I’asthme est considérable et fortement corrélé aux comorbidités, a
I’age et a la sévérité de la maladie [35, 36]. Les cofits liés a la maladie sont classés en cofits
médicaux directs, indirects et intangibles. Les colts directs liés a I’asthme comprennent sa
prise en charge telle que les hospitalisations, les admissions aux urgences, les traitements et
les examens complémentaires tels que les tests de la fonction ventilatoire ou les tests cutanés.
Les colits médicaux indirects correspondent aux pertes liées a 1’absentéisme au travail ou a la
mortalité prématurée. Enfin, les cofits intangibles sont liés aux pertes non quantifiables telles
que la diminution de la qualité de vie [35, 36]. Une étude européenne conduite chez les
adultes a évalué le colit moyen total li¢ a I’asthme a environ 1600 euros par an et par patient

avec une part importante (62,5%) imputables aux cofits indirects [37].

IL1.2 Evaluation de ’asthme

I1.1.2.1 Evaluation clinique de I’asthme

Dans la pratique clinique, le diagnostic de 1'asthme peut étre difficile en raison de l'absence de
référence (gold standard). Il s’appuie sur la présence de deux caractéristiques distinctives : la
présence de symptomes respiratoires et la limitation variable du débit expiratoire [27]. Selon
les recommandations du GINA, la premiere étape du diagnostic est basée sur I’entretien avec
le patient et son examen médical, et consiste a évaluer les signes et symptomes respiratoires
caractéristiques de I’asthme tels que la respiration sifflante, 1’essoufflement, la sensation
d’oppression thoracique ou la toux. Ces symptomes varient au cours du temps et en intensité
et apparaissent ou s’aggravent souvent la nuit ou au moment du réveil. Ces symptomes sont

souvent déclenchés par des facteurs variés tels que la pratique d’exercice physique, le rire, les
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allergeénes, et les substances irritantes liées a I’exposition au tabac, a la pollution ou a des
expositions professionnelles [27]. Si I’examen du patient oriente vers un diagnostic d’asthme,
des tests de la fonction ventilatoire sont effectués, notamment 1’évaluation de la limitation
variable du débit expiratoire. La variabilit¢ du débit expiratoire reflete la présence
d’obstruction bronchique et correspond a une diminution du rapport de Tiffeneau-Pinelli qui
est le rapport entre le volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) et la capacité vitale
forcée (CVF). Ce rapport est normalement supérieur a 0,75-0,80 chez 1’adulte et supérieur a
0,85 chez I’enfant. En cas de diminution du VEMS, la variation du débit expiratoire peut étre
mesurée par un test de réversibilit¢ qui évalue I’amélioration du VEMS suite a I’inhalation
d’un bronchodilatateur. Il y a réversibilité si la différence entre le VEMS pré- et post-
bronchodilatateur est supérieure a 12% et a 200mL, confirmant le diagnostic d’asthme [27].
La mesure de la fonction ventilatoire est réalisée au moment du diagnostic puis trois a six

mois apres le début du traitement, et ensuite annuellement.

I1.1.2.2 Evaluation de ’asthme en épidémiologie

En épidémiologie, I’asthme est le plus souvent évalué grace a des questionnaires standardisés
comme ceux utilisés dans deux des plus grandes études épidémiologiques sur 1’asthme :
I’European Community Respiratory Health Survey (ECRHS) chez les adultes [38] et
I’International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) chez les enfants et les
adolescents [39]. Dans ces questionnaires, I’asthme est souvent défini par la réponse positive
a 'une des deux questions suivantes « Avez-vous déja eu des crises d’asthme ? » ou « Avez-
vous déja eu des crises d’étouffement au repos avec sifflement dans la poitrine ? ». Ces
questions peuvent-étre complétées par des questions sur la confirmation du diagnostic par un
médecin, la déclaration de symptomes respiratoires actuels et la prise de traitements. Les
réponses a ces questions sont ensuite utilisées pour définir des caractéristiques de 1’asthme
telles que 1’asthme actuel, les crises d’asthme ou le contréle de ’asthme. Dans certaines
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études, ces questionnaires sont accompagnés d’évaluations cliniques telles que les tests de la

fonction ventilatoire ou I’hyperréactivité bronchiques [40].

IL.1.3 Prise en charge de ’asthme

Selon le GINA, I’objectif a long terme de la prise en charge de 1’asthme est le maintien de son
controle. Le contrdle de I’asthme peut étre obtenu et maintenu par la diminution des risques et
la maitrise des symptomes, dans le but de réduire le poids de la maladie pour le patient, son
risque de déces, d’exacerbations, de 1ésions des voies respiratoires et d’effets indésirables des
médicaments [27].

Les traitements de 1’asthme permettant de controler les symptdmes et de réduire les risques
d’exacerbations reposent essentiellement sur des médicaments, mais des thérapies et
stratégies non pharmacologiques sont également préconisées. Les anti-inflammatoires et les
bronchodilatateurs sont les deux piliers des traitements médicamenteux spécifiques pour
I’asthme et sont utilisés dans une approche progressive [32]. En premier lieu, les traitements
dits « de fond » comprenant les corticoides stéroidiens inhalés (CSI) a faible dose ou les CSI a
faible/moyenne dose couplés aux béta-2 agonistes a longue durée d’action (BALA) sont
utilisés comme traitement d’entretien quotidien en prévention sur le long terme. Puis, en
accompagnement de ces traitements de fond, les traitements dits « de crise » comprenant les
béta-2 agonistes a courte durée d’action (BACA) sont utilisés pour soulager les symptomes
aigus ou les crises. Enfin, pour les patients ayant un asthme sévere, des thérapies
complémentaires peuvent etre administrées incluant les corticoides stéroidiens oraux a faible
dose (CSO), les traitements aux anticorps monoclonaux anti-Immunoglobuline E (IgE) pour
traiter I’asthme allergique sévére (ex: omalizumab), les traitements pour les patients
présentant des antécédents d’exacerbations (ex : tiotropium), les traitements anti-Interleukine
5 pour traiter I’asthme €osinophilique sévére (ex : mepolizumab, reslizumab, benralizumab)

[27, 30].
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En parallele du traitement pharmacologique, des mesures non médicamenteuses sont incluses
dans la prise en charge globale de I’asthme. Ces mesures sont destinées a maitriser les
facteurs déclenchant et/ou aggravant les symptomes d'asthme et permettent d’améliorer le
contrdle de I’asthme et la qualité de vie des patients asthmatiques [41]. Ces interventions non
pharmacologiques sont de différents types et incluent : 1) la lutte contre le tabagisme qui est
trés bénéfique chez I’asthmatique puisqu’une amélioration de 1’obstruction des voies
aériennes est observée dés la 1°° semaine aprés arrét; 2) le controle de 1’environnement
intérieur et notamment 1’exposition au tabagisme passif, aux polluants chimiques de 1’air
intérieur, et aux allergeénes respiratoires domestiques ; 3) la réhabilitation respiratoire par la
prise en charge multidisciplinaire globale incluant un réentrainement a l'effort, une reprise
d'activités physiques adaptées, une éducation thérapeutique ou un auto-management selon un
plan d'action personnalisé; 4) la kinésithérapie respiratoire c’est-a-dire des exercices
respiratoires pour ralentir la fréquence respiratoire, par exemple, I’entrainement a la
respiration nasale, la respiration diaphragmatique, ou encore le yoga basé sur la relaxation et
les pauses respiratoires [41]. Cependant, la plupart de ces interventions non pharmacologiques

restent mal connues et ont des preuves d’efficacité variables.

II.14 Etiologie de ’asthme

L’asthme est une maladie multifactorielle qui résulte d’interactions complexes entre des
facteurs génétiques, environnementaux, et comportementaux [42]. Les facteurs génétiques
sont des facteurs non modifiables de 1’asthme et jouent un r6le important dans la survenue de
cette maladie, mais ne peuvent expliquer a eux seuls I’augmentation de la prévalence
observée dans de nombreux pays au cours des dernieres décennies [42, 43]. L’environnement
ainsi que le changement du mode de vie sont des facteurs bien admis dans la littérature

comme jouant un rle dans I’asthme et font partie des facteurs modifiables [25, 43, 44].
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I1.1.4.1 Facteurs génétiques

L’¢étude de geénes candidats est la premiére approche qui a permis de mettre en évidence des
régions du génome associées a différents phénotypes d’asthme : la région 5q avec le
complexe des interleukines (IL-3, 4, 5, 9 et 13), cytokines qui régulent la réponse immunitaire
et allergique ; la région 6p21 avec le complexe d’histocompatibilit¢ HLA (Human Leucocyte
Antigen) ; la région 11q liée a I’atopie et contenant le gene codant pour la chaine B du
récepteur a haute affinité pour les IgE ; la région 12q liée aux IgE totales et ’asthme ; et
enfin, la région 16p avec le géne codant pour la chaine a du récepteur de I’IL-4 [45].

Ces dernieres années, le développement des études d’associations pangénomiques ou Genome
Wide Association Study (GWAS) a permis d’identifier plus de 100 nouveaux geénes associés a
I’asthme et a ses caractéristiques. Parmi ces études, ['une des plus larges est celle réalisée
dans le cadre du consortium européen GABRIEL [46] qui a mis en évidence des loci associés
a I’asthme : ILIRLI?/ILISRI’ sur le chromosome 2q12, HLA-DQ? sur le chromosome 6p21,
IL33° sur le chromosome 9p24, SMAD3° sur le chromosome 15q22, GSDMB’/ORMDL3? sur
le chromosome 17q12 et IL2RB’ sur le chromosome 22q13. Récemment, les résultats d’une
étude GWAS de I’asthme de I’enfance et de I’asthme de I’adulte [47] ainsi qu'une méta-
analyse des études GWAS de 1’asthme des populations de diverses origines ethniques dans le
monde [48] ont détecté plus de 30 nouveaux loci de susceptibilité a I’asthme.

Bien que les approches pangénomiques et candidates aient permis d’identifier de nombreux
genes, ils n'expliquent qu'une petite part de la composante génétique de 1'asthme [25, 49, 50],
probablement en raison de 1’absence de prise en compte de I’hétérogénéité de cette maladie

[26] et des interactions entre les facteurs génétiques et environnementaux. L’étude des

2IL1RL1 : Interleukin 1 Receptor Like 1
3IL18RI1 : Interleukin 18 Receptor 1
4+ HLA-DQ : Major Histocompatibility Complex, Class II, DQ
S1L33 : Interleukin 33
® SMAD3 : SMAD Family Member 3
7 GSDMB : Gasdermin B
8 ORMDL3 : ORMDL Sphingolipid Biosynthesis Regulator 3
 IL2RB : Interleukin 2 Receptor Subunit Beta
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interactions gene-environnement est d’un intérét grandissant pour évaluer la part des facteurs

génétiques dans la relation entre les facteurs environnementaux et I’asthme et inversement [7].

L’épigénétique qui se définit par les modifications héréditaires causées par I’activation et la
désactivation de génes sans modification de la séquence d’ADN [51] a également été
suggérée comme jouant un role dans le développement de I’asthme [52, 53]. Les mécanismes
épigénétiques incluent les modifications post-transcriptionnelles des histones, la méthylation
de ’ADN ou la modification de I’expression des ARNs non codants [54] qui peuvent
influencer I’expression des geénes associés a 1’asthme en 1’augmentant ou en la diminuant [54,

55].

I1.1.4.2 Facteurs comportementaux

L’alimentation et 1’obésité, la consommation de tabac et la pratique d’activités physiques

représentent des facteurs de risque comportementaux modifiables de 1’asthme [25, 56].

L’obésité était associée a 1’asthme dans des études transversales aussi bien chez 1’adulte que
chez I’enfant avec un effet plus prononcé chez les femmes que chez les hommes [25, 57, 58].
L’obésite était également associée a différentes caractéristiques de 1’asthme telles que la
sévérité, I’asthme actuel ou encore la persistance de I’asthme [56, 59]. De méme, dans des
études longitudinales, 1’obésité était associée a un risque d’asthme de 1’adulte [60] et a un

asthme mal contr6lé défini par les hospitalisations et la prise de traitements pour 1’asthme

[61].

La modification de I’alimentation peut avoir un effet bénéfique ou délétére pour 1’asthme.
Ainsi, des associations négatives ont été montrées entre la consommation de fruits et Iégumes
ou de nutriments et le risque d’asthme et a I’inverse, des associations positives ont été
montrées avec la consommation de charcuteries et de produits transformés [42, 44, 62, 63].
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L’inactivité physique ou la sédentarité peut également avoir un impact sur le risque d’asthme

[56, 64]. Bien que 1’étude de ce facteur soit difficile en raison de la variation des méthodes de
mesures entre les études, menant a des discordances dans leurs résultats [64—68], la pratique
d’activité physique est recommandée pour améliorer la prévention et la prise en charge de

I’asthme [41, 68].

La relation exacte entre le tabagisme et 1’asthme est encore mal comprise [69]. Néanmoins,
des associations entre 1’histoire tabagique et une augmentation de la sévérité de 1’asthme ou
une accélération du déclin de la fonction ventilatoire chez des patients asthmatiques [70, 71]
ont été rapportées. Des associations ont également été observées entre le tabagisme parental et

le développement de 1’asthme chez I’enfant [71].

11.1.4.3 Facteurs environnementaux

Bien que le rdle exact de I’environnement dans le développement de 1’asthme ne soit pas
encore completement compris, il est largement admis que les facteurs environnementaux
jouent un role clé dans I’apparition et I’expression de 1’asthme [43, 72].

Parmi les facteurs environnementaux, 1’exposition a la pollution de Pair extérieur mesurée a

travers la concentration des particules fines (PM10, PM2.5) ou I’ozone (O3) était associée a
I’asthme dans de nombreuses études [73] ainsi qu’a différentes caractéristiques telles que les

exacerbations [74], la sévérité, I’asthme mal contrdlé ou la fonction ventilatoire basse [75].

Des expositions dans 1’environnement intérieur, notamment 1’exposition aux allergénes des
animaux domestiques et des acariens, ont été associées au développement de 1’asthme
allergique et a ses exacerbations [43, 72, 76]. Des études sur 1’association entre I’exposition
aux moisissures et le développement de I’asthme et ses exacerbations chez les enfants et chez
les adultes ont été rapportées dans une récente revue de la littérature ; chez les adultes, les

études longitudinales étaient limitées en nombre, ne permettant pas de conclure a une relation
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causale [77]. Parmi les expositions domestiques, les expositions aux produits de nettoyage
pourraient également étre a risque pour 1’asthme, particulierement chez les femmes.
L’utilisation fréquente des produits de nettoyage sous forme de sprays était associée a
I’incidence de ’asthme [78, 79], a un asthme mal contr6lé [80] et a une valeur élevée de la
fraction exhalée de monoxyde d’azote (FeNO), un marqueur biologique de 1’inflammation des
voies respiratoires [81]. L’utilisation d’eau de javel a domicile était associée a un asthme non

allergique chez les femmes [82].

Enfin, les expositions professionnelles étaient également associées a 1’incidence de 1’asthme

et a ses exacerbations chez ’adulte [43, 72]. Ces expositions et leur réle dans [’asthme seront

présentés en détail dans la suite du manuscrit (cf Partie I1.3).

Il existe des interrelations entre les facteurs environnementaux, professionnels et
comportementaux et ces facteurs se distribuent selon un gradient social. Ainsi, le role des

facteurs socio-économiques dans 1’asthme est de plus en plus étudié. Un niveau

socioéconomique bas était associé a une prévalence et un risque élevé d’asthme [31, 83].
Cependant le role de ce facteur dans 1’asthme est encore mal compris et des discordances dans

les résultats ont €té observées entre les études [84—86].

I1.1.4.4 Différence de genre et de sexe

Une disparité selon le sexe existe dans la survenue de 1’asthme. Durant I’enfance, la
prévalence de ’asthme est plus ¢élevée chez les garcons que chez les filles, mais apres la
puberté, ce rapport s’inverse [32, 84]. Durant I’enfance, 1’asthme chez les garcons est plutot
un asthme allergique [87], et a I’age adulte, les femmes ont un risque plus important que les

hommes de développer un asthme non allergique [88]. Cette différence selon le sexe pourrait
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s’expliquer par des caractéristiques physiques telles qu’une différence de calibre des voies
respiratoires, ou biologiques comme un rdle des hormones sexuelles, et également par une
différence d’expositions aux facteurs de risque environnementaux et comportementaux selon
le genre comme le tabagisme, et les expositions professionnelles ou domestiques [25, 70, 87—

90].

IL.1.5S Mécanismes physiopathologiques de I’asthme

Les symptomes respiratoires et la limitation variable du débit expiratoire qui caractérisent
I’asthme sont associés a une inflammation et a un remodelage des voies respiratoires [32].
L’inflammation et ’allergie sont les principaux mécanismes physiopathologiques associés a
I’asthme. Les deux cellules inflammatoires majeures dans I’asthme sont les ¢osinophiles et les
neutrophiles. L’inflammation peut étre classée en inflammation €osinophilique allergique ou
non, et en inflammation non éosinophilique paucigranulocytique ou neutrophilique. L’asthme

associ¢ a une inflammation €osinophilique est 1’asthme le plus étudié (Figure 1) [3, 32].
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L’inflammation éosinophilique peut se différencier en éosinophilique allergique et en

€osinophilique non allergique. L’inflammation éosinophilique allergique est caractérisée par

une inflammation médiée par des cellules Th2 spécifiques d’un antigéne (allergeéne), par une
sécrétion des interleukines IL.-4, IL-5 et IL-13 par ces cellules Th2 ainsi que d’autres cellules,
par une dégranulation des mastocytes et des basophiles médiée par les IgE, et par une

activation des éosinophiles [3, 32]. L’inflammation éosinophilique non allergique est générée

par la présence d’irritants/polluants ou de microbes qui provoquent des 1ésions au niveau de
I’épithélium respiratoire, accompagnées d’une libération d’IL-25, d’IL-33 et de TSLP
(lymphopoiétine stromale thymique). Cette libération de médiateurs stimule les cellules
lymphoides innées activées (ILC2), une importante source d’IL-5 et d’IL-13 et favorise
I’activation des éosinophiles, conduisant a une hyperréactivité des voies respiratoires. Dans
I’inflammation éosinophilique non allergique, les IgE spécifiques de l'antigéne ne sont pas

prédominantes en raison de I'absence de production d'IL-4 [3, 32].

L’inflammation non éosinophilique (paucigranulocytique ou neutrophilique) reste encore

mal connue et a été peu étudiée. L’inflammation neutrophilique se caractérise par une voie

immunitaire innée qui est activée suite a une infection virale ou bactérienne ou suite a une
exposition environnementale a des irritants tels que ’ozone, les particules fines ou les
produits chimiques contenant des substances irritantes. Ces agents peuvent activer les
récepteurs de type Toll (Toll-like receptor) et les cellules différenciées CD14 sur les cellules
épithéliales et les macrophages conduisant a 1'activation du facteur de transcription nucléaire
kappa B (NF-kB), qui participe a ’entretien d’un état inflammatoire. Cette activation est
suivie d’une production accrue d'IL-8 qui recrute des neutrophiles activés dans les voies
respiratoires. La voie biologique du stress oxydant peut également contribuer a

I’inflammation neutrophilique et inversement [3, 32].
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Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre les especes réactives de I’oxygene et les
défenses antioxydantes de 1’organisme en faveur des premicres [15, 91]. Ce déséquilibre qui
créé un environnement plus oxydant dans I’organisme est présent dans l'asthme et est lié a la
physiopathologie des symptomes et signes caractéristiques, y compris la limitation du débit
d'air expiratoire, I'hyperréactivité et le remodelage des voies respiratoires. La production
d’espéces réactives de 1’oxygene peut étre due a des sources endogenes telles que les cellules
de I'inflammation ou a des sources exogenes telles que les expositions environnementales

irritantes [15, 91].

I1.1.6 Hétérogénéité de ’asthme

L’asthme est une maladie hétérogene qui peut évoluer au cours du temps et qui peut
apparaitre dans ’enfance ou a 1’age adulte [32]. L’asthme peut rester stable tout au long de la
vie, disparaitre pendant plusieurs années, réapparaitre ou s’aggraver, et sa sévérité et sa
fréquence varient d’une personne a I’autre. Considéré au départ comme étant une maladie
unique, il est maintenant communément admis qu’il n’y a pas une maladie asthmatique mais
des maladies asthmatiques caractérisées par différentes manifestations cliniques (ex : toux,
sifflements, crises d’asthme, exacerbations), fonctionnelles (ex : fonction ventilatoire),
biologiques (ex : IgE, éosinophiles, neutrophiles), et liées a 1’étiologie (ex: facteurs

environnementaux dont professionnels) [45, 83, 92].

I1.1.6.1 Phénotypes et endotypes d’asthme
Afin de mieux comprendre I’hétérogénéité de 1’asthme, plusieurs groupes d’experts dont
récemment une commission du Lancet, ont recommandé de déconstruire 1’asthme en

composants identifiables et traitables [23]. L'identification de traits traitables présentant des
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caractéristiques cliniques ou moléculaires spécifiques qui pourraient €tre ciblés par un
traitement pourrait aider a comprendre de quel type d’asthme un patient souffre et comment il
devrait étre traité [4, 6, 32].

L’hétérogénéité de 1I’asthme peut étre approchée d’une part par la caractérisation de différents
phénotypes, définis comme un ensemble de caractéristiques observables résultant de
I’interaction entre le génotype et I’environnement [3, 93-95]; d’autre part, par la
caractérisation d’endotypes — contraction du terme endophénotypes — c¢’est-a-dire des sous-
types de la maladie définis fonctionnellement et pathologiquement par un mécanisme
moléculaire ou par une réponse au traitement [4, 5, 96, 97] (Figure 2). Les endotypes sont
donc des caractéristiques observées d’un phénotype associées a des mécanismes biologiques
spécifiques [3].

Le contexte dans lequel ces phéno/endotypes étaient définis a beaucoup évolué ces dernieres
années parallélement aux approches utilisées pour les identifier, et I'utilisation du terme
endotypes ou phénotypes n’est pas consensuelle (Figure 2) [3, 95]. Jusqu’au début des années
2010, la majorité des études dans la littérature utilisaient le terme phénotype [95], que ce
phénotype soit défini uniquement par des caractéristiques cliniques telles que I’asthme a age
de début précoce ou également par des caractéristiques biologiques comme 1’asthme
¢osinophilique ou I’asthme allergique. Puis d’autres études, apres avoir identifié des groupes a
partir de caractéristiques cliniques, ont étudié leur association avec des caractéristiques
biologiques (éosinophiles, neutrophiles, IgE, ...) et ont indifféremment utilisé le terme
endotype ou phénotype [5]. Enfin, d’autres études ont identifi¢ des groupes a partir de
caractéristiques cliniques et biologiques ou uniquement biologiques et ont utilisé le terme

d’endotype [98].
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Comme [’ensemble de ces définitions impliquent de maniére implicite un mécanisme
biologique sous-jacent spécifique et se rapprochent plus de la définition d’un endotype et
pour simplifier le propos, le terme endotype a été choisi pour parler des différents sous-types
d’asthme définis par des caractéristiques cliniques et/ou biologiques dans la suite de ce

manuscrit.
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Figure 2 : Hétérogénéité de ’asthme — Evolution des termes phénotypes et
endotypes.
Figure issue des articles de Wenzel et al. et de Carr et al. [3, 95]

I1.1.6.2 Approches pour identifier les endotypes

Pour identifier des endotypes, deux approches peuvent étre utilisées : d’une part, I’approche
candidate qui définit des endotypes a priori sur la base d’une ou quelques caractéristiques de
la maladie. Ainsi, I’age de début d’asthme, la sévérité ou le statut allergique sont des ¢léments
discriminants pour définir ces endotypes [83, 93]. D’autre part, ’approche non supervisée
ou “data-driven” utilise des approches de classification, par exemple la classification
hiérarchique ou non hiérarchique ou les classifications « model-based » telles que les analyses
en classes latentes ou les modeles bayésiens [99]. Cette approche permet de mieux

comprendre [’hétérogénéité de 1’asthme en définissant des sous-groupes ou clusters
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homogenes de patients a partir d’un large ensemble de données observées, incluant des
caractéristiques cliniques, fonctionnelles ou biologiques [99, 100]. Les études qui ont identifié
des endotypes en intégrant simultanément des caractéristiques cliniques et biologiques sont
peu nombreuses et la majorité d’entre-elles ont catégorisé les variables biologiques continues
[99] induisant probablement une perte d’informations. Les approches non supervisées sont
complémentaires des approches a priori car les connaissances apportées par ces dernieres sont

intégrées dans les approches non supervisées.

I1.1.6.3 Différents endotypes d’asthme

Les endotypes d’asthme ont souvent ¢été définis chez les patients ayant un asthme sévere
résistant aux traitements anti-inflammatoires classiques, afin de mieux caractériser ce type
d’asthme et de développer un traitement adapté. Une revue de la littérature a récemment décrit
des études qui ont identifié des endotypes d’asthme chez des patients majoritairement avec un
asthme sévere [5]. Ces études présentaient des différences au niveau de la population d’étude
(adultes et/ou enfants), les caractéristiques utilisées dans les analyses de classification
(cliniques, fonctionnelles et/ou biologiques), les approches statistiques utilisées (approche
candidate ou non supervisée) ainsi que le nombre de clusters identifiés. Néanmoins, malgré
ces différences, les résultats de ces études suggéraient qu’il y avait approximativement quatre
endotypes primaires de 1’asthme : 1) I’asthme allergique léger a début précoce, 2) I’asthme
allergique modéré a sévere a début précoce 3) 1’asthme non allergique éosinophilique a début
tardif, et 4) ’asthme non allergique non éosinophilique a début tardif.

Différents facteurs environnementaux et comportementaux peuvent influencer le
développement et ’expression de ’asthme et peuvent donc étre associés a des endotypes
spécifiques. Ainsi, d’autres endotypes tels que I’asthme lié a 1’obésité, 1’asthme professionnel,
I’asthme induit par la prise d’aspirine ou encore 1’asthme li¢ a la consommation de tabac ont
été suggérés [3, 83, 95].
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Bien que certains endotypes d’asthme puissent partager des caractéristiques cliniques, des
mécanismes biologiques spécifiques peuvent étre associés a chacun de ces endotypes. Jusqu’a
ce jour, c’est surtout la voie de la réponse immunitaire/inflammatoire médiée ou non par les
cellules lymphocytes T helper de type 2 (Th2/nonTh2) qui a été étudiée en lien avec des
endotypes. A notre connaissance, aucune étude n’a recherché des endotypes définis par des
caractéristiques biologiques liées a des voies biologiques autres que celles de I’inflammation

et de ’allergie.

I1.1.6.4 Mécanismes biologiques et endotypes d’asthme

Les mécanismes biologiques impliqués dans 1’asthme éosinophilique sont maintenant bien
connus et plusieurs études ont défini des endotypes d’asthme & partir de caractéristiques
cliniques, du nombre d’€osinophiles et de marqueurs biologiques, mesurés dans le crachat ou
dans le sang. Ces marqueurs biologiques étaient soit des médiateurs de I’inflammation
éosinophilique allergique tels que les éosinophiles, les IgE, ’'IL-4, I’'IL-5 ou I’IL-13, soit des
médiateurs de I’inflammation éosinophilique non allergique tels que 1’IL-25, I’IL-33 ou le
TSLP [3, 5, 101-103]. Les patients ayant un endotype lié a 1’asthme éosinophilique étaient
caractérisés par la présence en quantité élevée, dans le sang ou dans le crachat, d’éosinophiles
et de médiateurs de I’inflammation que sont les IgE et les interleukines cités en exemple ci-
dessus. Comme ces marqueurs biologiques appartiennent a un mécanisme de 1’inflammation
médiée par les cellules Th2, il a été suggéré que les endotypes d’asthme caractérisés par un
niveau élevé en ces marqueurs seraient définis sous le terme “Th2/T2 high” ou “Th2/T2” [95,
104]. La caractérisation et 1’identification d’endotypes de 1’asthme éosinophilique ont permis
de développer des traitements pour les patients avec un asthme sévere résistant aux

traitements anti-inflammatoires classiques (Figure 3) [3, 105].
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Concernant 1’asthme non éosinophilique, les mécanismes biologiques restent mal compris et
bien que des endotypes d’asthme non éosinophilique aient été définis dans la littérature, ces
endotypes étaient souvent caractérisés par 1'absence ou la présence mais en quantité faible,
dans le sang ou dans le crachat des patients, de cellules inflammatoires €osinophiles ou des
médiateurs de I’inflammation éosinophilique [3, 5, 101-103]. Il a donc été suggéré que ces
endotypes caractéris€s par un niveau faible de ces marqueurs de [I’inflammation
€osinophilique seraient définis sous le terme “Th2/T2 low” ou “non Th2/T2” [95, 104]. Ces
endotypes étaient également caractérisés par la présence en quantité élevée de neutrophiles
(asthme neutrophilique) ou par la présence mais en quantité tres faible d’éosinophiles et de
neutrophiles (asthme paucigranulocytique). Comme les voies biologiques associées a 1’asthme
non éosinophilique ne sont pas completement connues, aucun traitement spécifique a ce type
d’asthme n’a été développé a ce jour (Figure 3). La figure 3 illustre les deux grands

mécanismes inflammatoires liés a I’asthme et les endotypes associés ainsi que les principales

cibles thérapeutiques.
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Figure 3 : Mécanismes biologiques, endotypes et options thérapeutiques de I’asthme
éosinophilique et non éosinophilique.
Figure issue de 1’article de Carr et al. [3]
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II.1.7 Synthese de I’état des connaissances sur ’asthme

Ce premier chapitre a présenté 1’état des connaissances sur 1’hétérogénéité de I’asthme qui est
reflétée par différents endotypes. A ce jour, les principaux endotypes d’asthme ont été
identifiés a partir de marqueurs biologiques associés a I’inflammation éosinophilique. Des
endotypes associés a I’inflammation non €éosinophilique ont également été suggérés, mais les
études portant sur la caractérisation de ces sous-types d’asthme sont rares. L’identification
d’endotypes par des approches intégrant simultanément des caractéristiques cliniques de
I’asthme et des marqueurs biologiques liés a I’inflammation non €osinophilique telle que
I’inflammation neutrophilique et au stress oxydant pourrait aider a mieux comprendre les

mécanismes biologiques et approfondir la connaissance de I’hétérogénéité de 1’asthme.
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IL.2 Role du stress oxydant dans ’asthme

I1.2.1 Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est proposé comme jouant un réle important dans de nombreuses maladies
respiratoires chroniques dont la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et
I’asthme [15, 16, 106]. Les manifestations symptomatiques des maladies respiratoires
chroniques résultent en partie de la libération de médiateurs par de nombreuses et différentes
cellules circulantes. Le poumon est une porte ouverte sur I’environnement et 1’épithélium
pulmonaire peut-étre exposé a des oxydants que sont les especes réactives de 1’oxygene
(EROs). Une production continue et importante d’EROs peut dépasser les défenses
antioxydantes de D’organisme, amenant un déséquilibre dans 1la balance
oxydants/antioxydants en faveur des EROs (Figure 4). Ce déséquilibre appelé stress
oxydant est a I’origine de nombreux dommages pulmonaires. De plus, I’inflammation est

souvent associée a une génération importante d’EROs [15, 16, 91, 107, 108].

Figure 4 : Schéma du stress oxydant.
A : Normalement, il y a suffisamment
d’antioxydants dans les voies respiratoires
pour que la production d'une petite
quantité d'especes réactives de 1'oxygene
soit sans conséquence.

B: La diminution des antioxydants ou
I’augmentation de la production d'EROs,
induit un déséquilibre dans la balance
antioxydants/oxydants en faveur des
oxydants.

Figure issue de I’article de Bowler et
Crapo [108].

A Normal

Antioxidants

B Oxidative Stress
Antioxidants
Reactive Oxygen
Species
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I1.2.2 Sources endogénes et exogenes des espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygene peuvent étre générées de manicre endogéne par des
organites cellulaires, des enzymes ou des cellules de 1’inflammation (Figure 5) [16, 91, 107].
L’anion superoxyde (O7’), le peroxyde d’hydrogéne (H20) et le radical hydroxyle (HO") sont
les principales EROs. Ils sont produits notamment lors de la réponse de 1’organisme a

I’exposition a des microorganismes tels que des virus ou des bactéries (Figure 5).
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Figure 5 : Sources endogenes et exogenes des especes réactives de
I’oxygéne.
Figure adaptée de 1’article de Combhair et al. [15]

Ces EROs peuvent également €tre générées de maniere exogene suite a la pénétration dans le
poumon de particules de la pollution atmosphérique telles que 1’ozone, le monoxyde d’azote,
ou la fumée de diesel, de la fumée de cigarette ou d’agents présents dans I’environnement
professionnel (Figure 5). Suite a I’exposition a ces facteurs environnementaux, les cellules de
I’épithélium pulmonaire sont activées, libérant les EROs, causant ou amplifiant
I’inflammation des voies respiratoires. Ces modifications vont entrainer un remodelage des
voies respiratoires avec une production de mucus causant 1’obstruction des bronches, qui sont
des caractéristiques de 1’asthme [91, 107, 108].
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I1.2.3 Marqueurs de défense et de dommages liés au stress oxydant

Les marqueurs de défense ou antioxydants sont constitués de marqueurs non enzymatiques et
de marqueurs enzymatiques. Les principaux antioxydants non enzymatiques sont les
nutriments antioxydants tels que les vitamines E, A et C, les caroténoides et le glutathion. Les
principaux antioxydants enzymatiques sont la Cu**/Zn**superoxyde dismutase (SOD), une
enzyme oxydoréductase qui va transformer [’anion superoxyde (O2) en peroxyde
d’hydrogene (H20:); la catalase (CAT) qui est également une enzyme oxydoréductase
transformant ’H>O; en eau, enfin la glutathion peroxydase couplée au sélénium (GSH-Px ou
GPX) qui peut également transformer I’H20> en eau (Figure 6) [15, 16, 109]. Les enzymes
antioxydantes sont des marqueurs d’effets biologiques précoces ou marqueurs de réponse aux
stimuli environnementaux oxydants et constituent une premiere ligne de défense contre les
especes réactives de I’oxygene [17, 91]. Les érythrocytes représentent une importante défense
antioxydante circulante capable de pénétrer dans les capillaires pulmonaires et sont connus

pour jouer un role essentiel dans la protection du poumon [110, 111].
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Figure 6 : Marqueurs de la réponse au stress oxydant et production d'especes
réactives de ’oxygéne dans le poumon.

Figure issue de I’article de Zhao et al. [112]. GPX, glutathion peroxidase; GR, glutathion reductase; GSH,
glutathion; GSSG, glutathion disulphide; MPO, myeloperoxidase; NADPH oxidase, nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase; NOS, oxyde nitrique synthétase; Prx, peroxiredoxine; RNOS, especes
réactives de 1'azote; SOD, superoxide dismutase; TR, thioredoxine reductase; Trx, thioredoxine; Trx-S-S-
Trx, thioredoxine disulfide.
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Lorsque la production d’EROs ne peut étre contenue par les défenses antioxydantes, les EROs
peuvent créer des dommages a de nombreuses macromolécules telles que les protéines, les
lipides et ’ADN via un processus d’oxydation (Figure 7) [16, 113]. Les produits de ce
processus d’oxydation constituent donc des “signatures” des dommages causés par le stress

oxydant.
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Figure 7 : Schéma des processus d’oxydation causant les dommages liés au stress oxydant.
Figure issue de I’article de Ciencewicki et al. [114].

Les marqueurs biologiques liés au stress oxydants se situent sur le continuum entre
I’exposition et la maladie (Figure 8) [17]. Ils peuvent étre mesurés dans différents
compartiments biologiques tels que le plasma, les érythrocytes, le sérum, I’urine, le lavage
bronchoalvéolaire ou le condensat de I’air expiré [18, 108, 115] et sont donc d’un grand

intérét pour étudier la voie du stress oxydant dans 1’asthme [16].
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Figure 8: Représentation de la relation entre I’exposition environnementale, les
marqueurs biologiques et I’asthme.
Figure adaptée de I’article de Schulte et al. [17].

I1.24 Espéces réactives de I’oxygene et marqueurs biologiques liés au stress oxydant dans

Pasthme

Pour étudier la voie du stress oxydant dans I’asthme, il est possible de mesurer directement les
especes réactives de I'oxygene elles-mémes, le pH ou les marqueurs de réponses ou de
dommages. Néanmoins, les mesures des EROs et du pH sont complexes car elles nécessitent
des échantillons frais non congelés, de plus, la mesure du pH requiere un volume conséquent
(200 a 300 mL) et les EROS ont un temps de demi-vie trés courte (de I’ordre de quelques

millisecondes) [108].

I1.2.4.1 Espéces réactives de I’oxygéne et pH

Des revues de la littérature [108, 116, 117] ont rapporté une augmentation de la production
des EROs dans I’air expiré de patients asthmatiques, et cette augmentation était inversement
corrélée a la fonction ventilatoire. Des études répertoriées dans la revue de Konstantinidi et al.
[116] ont également montré que la concentration en H2O> dans le condensat était corrélée

avec la sévérité et ’asthme mal controlé. Des études répertoriées dans la revue de Montuschi
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et al. [117] ont montré que la concentration en H>O> était plus élevée chez des patients
asthmatiques que chez des participants sains non fumeurs. La concentration en H>O; dans le
condensat était encore plus €levée chez des enfants avec un asthme aigu mais pas chez des

adultes avec un asthme instable comparés a des participants non asthmatiques.

L’acidification des voies respiratoires a été montrée comme étant associée a la
physiopathologie de I’asthme [18]. Or la stabilité et 1’activité¢ biologique de nombreuses
EROs sont pH-dépendantes [117]. La mesure du pH dans le condensat est souvent réalisée
simultanément a la mesure des marqueurs biologiques liés au stress oxydant. Des études ont
montré que le condensat des patients avec un asthme aigu avait un pH plus acide, qui devenait
neutre apres traitement par les corticostéroides [117]. Dans la revue de Konstantinidi et al.,
les études ont montré des résultats discordants [116]. En effet, certaines études ont observé un
pH plus acide chez des patients avec un asthme stable comparés a des participants en bonne
santé et ce pH devenait encore plus acide durant les exacerbations de I’asthme, tandis que
d’autres n’ont montré aucune différence significative du pH entre des patients avec un asthme
stable et des participants témoins. Cependant, la taille d’échantillon dans ces études était
différente, celles qui ont montré une association significative avaient un effectif faible tandis
que celles qui n’ont pas montré d’association avaient un effectif élevé. D’autres études sont
nécessaires pour mieux comprendre I'intérét de la mesure du pH dans 1’é¢tude du stress

oxydant dans 1’asthme.
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I1.2.4.2 Marqueurs de réponse au stress oxydant

Pour évaluer le role du stress oxydant dans 1’asthme, plusieurs études épidémiologiques ont
mesuré les activités enzymatiques de la SOD, de la GPX et de la CAT dans les érythrocytes,
le sérum ou le plasma de patients asthmatiques adultes en comparaison a des participants en
bonne santé. Le Tableau 1 présente les résultats des études épidémiologiques pour les
associations entre ces marqueurs dans les €rythrocytes et 1’asthme. Globalement, ces études
ont montré une différence significative de I’activité enzymatique de ces trois marqueurs de
réponse entre les asthmatiques et les participants témoins avec des discordances dans les
résultats. En effet, certaines études ont montré que 1’activité enzymatique de la GPX ou de la
SOD était plus élevée chez les participants asthmatiques comparés aux témoins, tandis que
d’autres études ont montré qu’elle était plus faible. Certaines de ces études ont également
montré des corrélations entre les marqueurs et la fonction ventilatoire, notamment une
corrélation positive entre la GPX et le VEMS [118, 119] et une corrélation négative entre la

SOD et le VEMS [118].
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Tableau 1 : Exemples d’études portant sur I’association entre les activités enzymatiques de la SOD, GPX et CAT, mesurées dans
les érythrocytes, et I’asthme et la fonction ventilatoire.

Auteurs

Design et Population

Marqueurs biologiques

Résultats

Ghosh S. et al. [20]

Ahmad A et al.
[118]

Yang Li-Ling et al.
[120]

Mak J.C.W et al.
[121]

Ochs-Balcom et al.
[119]

Etude cas-témoins

25 asthmatiques et 37 témoins (age
moyen 35 et 38 ans
respectivement).

Etude cas-témoins

130 patients avec asthme
bronchique (12 a 83 ans) et 70
témoins (10 a 75 ans).

Etude cas-témoins appariés sur age
et sexe.

Age : 18-74 ans

250 adultes asthmatiques et 250
témoins.

Etude cas-témoins

251 patients asthmatiques et 316
témoins (age moyen 41 et 51 ans
respectivement)

Etude transversale en population
générale (n=2346).
Age :352a79 ans

SOD sous la forme cuivre-zinc
cytosolique (CuZnSOD)

SOD, CAT et GPX

SOD
CAT (dans le plasma)

SOD et CAT

GPX

Diminution de I’activité enzymatique de la CuZnSOD chez les
asthmatiques comparés aux témoins.

Diminution des activités enzymatiques de SOD, GPX et CAT
chez les patients asthmatiques comparés a celles des témoins.
Différence significative des activités de GPX et CAT selon la
sévérité de l'asthme.

Corrélation positive et significative entre GPX et VEMS chez
cas et témoins, tandis que corrélation négative et significative
entre SOD et VEMS chez asthmatiques et corrélation positive
chez témoins.

Pas de corrélation significative entre CAT et VEMS chez
asthmatiques mais corrélation positive chez témoins.

Activité enzymatique de la SOD plus faible chez les
asthmatiques comparés aux témoins.

Activité enzymatique de la CAT plus élevée chez les
asthmatiques.

Corrélation positive et significative entre SOD et VEMS.

Activité enzymatique de SOD et CAT plus élevée chez
asthmatiques comparés aux témoins.

Association positive entre GPX et VEMS et entre GPX et CVF
chez les hommes. Pas d'association significative chez les

femmes. De méme, association significative positive entre
GPX et VEMS et CVF chez les hommes ex-fumeurs.
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Tableau 1 (suite)

Mak J.C.W et al. Etude cas-témoins CAT, SOD et GPX
[122] 135 participants témoins (age

moyen 47 ans) et 139 participants

asthmatiques (dge moyen 42 ans)

Nadeem A. et al. Cas-témoins appariés sur age. SOD, GPX et CAT
[123] 38 patients avec un asthme

bronchique (agés de 15 a 40 ans)

et 23 témoins non fumeurs.

Activité enzymatique de SOD et CAT plus élevée tandis que
celle de GPX plus faible chez les asthmatiques comparés aux
témoins.

Corrélation positive et significative entre SOD et GPX chez les
patients asthmatiques.

Activité de la SOD plus élevée chez les asthmatiques comparés
aux témoins.

Pas de différence significative de l'activité de la CAT entre les
asthmatiques et les témoins.

L'activité de GPX plus faible chez les asthmatiques comparés
aux témoins.

GPX : glutathion peroxydase ; SOD : superoxyde dismutase ; CAT : catalase ; VEMS : volume expiratoire maximal par seconde ; CVF : capacité vitale forcée.
Dans le cadre de cette these, les activités de la SOD, de la GPX et de la CAT ont également été dosées dans les érythrocytes.
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I1.2.4.3 Marqueurs de dommages liés au stress oxydant

Les especes réactives de 1’oxygéne peuvent causer de nombreux dommages pulmonaires,
notamment au niveau de macromolécules comme les protéines ou I’ADN en provoquant des
modifications structurelles, ou les lipides en réagissant avec ces derniers pour libérer des

éthanes et des isoprostanes [16, 108].

» Marqueurs de dommages au niveau des protéines
Les EROs peuvent réagir avec des protéines pour former des groupements carbonyles, et
réagir avec des especes réactives d’azote et la tyrosine pour former la 3-nitrotyrosine (3-NT)
[108]. Une étude a mesuré la concentration de 3-NT dans 1’air expiré chez des participants
non asthmatiques non fumeurs et des patients asthmatiques avec un asthme léger, un asthme
modéré ou un asthme sévere. Une concentration plus élevée en 3-NT était mesurée chez les
patients avec un asthme léger comparé aux non asthmatiques, tandis que la concentration en
3-NT était plus faible chez les patients avec un asthme modéré et sévere traités avec des
corticostéroides comparés aux non asthmatiques [124]. De méme, la concentration en 3-NT
était plus élevée dans le crachat induit de patients asthmatiques comparés a des témoins [125].
La concentration en 3-NT était également plus élevée dans le lavage bronchoalvéolaire de
patients avec un asthme sévere comparés a des non asthmatiques [126]. De plus, la
concentration en 3-bromotyrosine, un autre marqueur spécifique de la modification des
protéines par les EROs, dans le lavage bronchoalvéolaire était également plus élevée chez les
asthmatiques comparés aux non asthmatiques [126]. Cependant, I’étude de ces marqueurs
biologiques de dommages au niveau des protéines dans le cadre de larges études

épidémiologiques est encore tres limitée.
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» Marqueurs de dommages au niveau de ’ADN
Les EROs peuvent réagir avec I’ADN pour former des adduits au niveau des paires de bases
tels que le 8-oxo-2-dihydroguanine (8-0xoG) [108, 113]. Dans une revue de la littérature, des
études ont montré un niveau élevé en 8-0xoG dans le crachat, ’urine, le sérum et le lavage

bronchoalvéolaire de patients asthmatiques comparés a des témoins [113].

» Marqueurs de dommages lipidiques

Les 8-isoprostanes sont les marqueurs de dommages lipidiques les plus souvent mesurés dans
les études épidémiologiques. Les 8-isoprostanes sont des isomeres des prostaglandines et sont
formés in situ a partir de la peroxydation de I’acide arachidonique, un acide gras polyinsaturé,
via un mécanisme non enzymatique [127, 128]. Ils ont la propriété d’étre stables, sont
présents en quantité détectable dans les tissus et les fluides biologiques, ne sont pas affectés
par le contenu lipidique de I’alimentation [127], et sont mesurables dans le condensat de 1’air
expiré. Cette matrice biologique proche du poumon est recueillie de facon non invasive et est
donc bien adaptée aux études épidémiologiques [18, 127]. Une revue d’Aldakheel et al. [18]
présente des études qui ont mesuré la concentration en 8-isoprostanes dans le condensat de
I’air expiré et ont étudié son association avec la prévalence et la sévérité de 1’asthme et la
fonction ventilatoire (VEMS). Dans cette revue, la majorité des ¢tudes chez 1’adulte ont
montré que la concentration en 8-isoprostanes était plus élevée chez les patients asthmatiques
comparés a ceux en bonne santé, et une étude a montré une concentration élevée en 8-
isoprostanes chez les patients avec un asthme sévere comparés a ceux avec un asthme léger a
modéré. Aucune de ces études n’a montré une association avec la fonction ventilatoire. Une
revue systématique et méta-analyse réalisée par Peel ef al. [129] a également répertorié des
études sur les 8-isoprostanes dans le condensat de 1’air expiré et I’asthme ainsi que sa sévérité
mais les résultats de ces études sont discordants. En effet, certaines études ont observé une

association significative entre une concentration élevée en 8-isoprostanes et 1’asthme tandis
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que d’autres n’ont observé aucune association significative. De plus, parmi les deux études
qui ont examingé 1’association entre les 8-isoprostanes et la sévérité¢ de 1’asthme répertoriées
dans cette revue, une étude a observé une association significative tandis que I’autre étude n’a
observé aucune association significative. Néanmoins, malgré ces discordances, les 8-
isoprostanes semblent étre un marqueur d’intérét pour étudier le role du stress oxydant dans
I’asthme en épidémiologie car lorsqu’ils sont mesurés dans le condensat de 1’air expiré, ils
refletent les dommages liés au stress oxydant au plus proche du poumon.

Les autres marqueurs de dommages lipidiques mesurés dans les études épidémiologiques sont
les leucotrienes, issus de la peroxydation lipidique via un mécanisme enzymatique [116] et le
malondialdéhyde (MDA), issu également de la peroxydation lipidique mais via un mécanisme
non enzymatique [130] comme les 8-isoprostanes. La concentration en leucotrienes était plus
élevée dans le condensat de 1’air expiré de patients avec un asthme atopique et de patients
avec une bronchoconstriction induite par 1’exercice comparés a des participants témoins
asthmatiques [116]. La concentration en leucotrienes était également associée a la sévérité de
I’asthme [116]. La concentration en MDA était plus élevée dans le condensat de ’air expiré
de patients asthmatiques comparés a des témoins [131, 132], mais aucune corrélation n’était

observée avec la sévérité de I’asthme [131].

» Marqueur biologique global de dommages

Les produits d’oxydation fluorescents (POFs) représentent une mesure globale du processus
d’oxydation des protéines, des lipides et de I’ADN. Ils résultent de I’interaction des EROs
avec ces macromolécules et sont détectables par fluorescence [133]. Ce marqueur longtemps
utilisé dans les modeles animaux et les expériences in vitro pour mesurer 1’oxydation, est un
marqueur stable et facilement mesurable dans le plasma [134, 135]. Depuis les années 2000, il
connait un intérét grandissant en épidémiologie [136, 137], et plusieurs études ont montré des

associations entre les POFs et différentes maladies chroniques [133, 136, 138]. Des études
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prospectives ont montré une association entre une concentration élevée en POFs et le risque
de développer une maladie coronarienne chez des hommes sans antécédents de maladies
cardiovasculaires [136] et chez des femmes [138]. Une concentration élevée en POFs a
¢galement été observée chez des patients souffrant d’insuffisance rénale chronique [133]. A
notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée pour évaluer la relation entre les POFs et

I’asthme.

Dans le cadre de cette theése, les marqueurs biologiques disponibles pour étudier les
associations entre la voie biologique du stress oxydant et I’asthme étaient la SOD, la GPX et
la CAT érythrocytaires pour les marqueurs de réponse et les 8-isoprostanes dans le

condensat de l’air expiré et les POFs plasmatiques pour les marqueurs de dommages.

I1.2.4.4 Synthése de I’état des connaissances sur les marqueurs biologiques liés au stress

oxydant et I’asthme
La majorité des études épidémiologiques portant sur les marqueurs biologiques qu’ils soient
de réponse ou de dommages liés au stress oxydant, ont montré une association avec 1’asthme,
soulignant le r6le de cette voie biologique. De plus, les études ont montré des associations
entre ces marqueurs biologiques et différentes caractéristiques cliniques de 1’asthme telles que
la sévérité ou la fonction ventilatoire.

Comme décrit dans le chapitre précédent (cf Partie I1.1.5), les voies biologiques du stress

oxydant et de l’inflammation notamment neutrophilique sont tres liées. Il serait donc
intéressant d’identifier des endotypes basés simultanément sur des marqueurs biologiques liés

au stress oxydant, les éosinophiles et les neutrophiles et des caractéristiques cliniques de
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I’asthme afin d’améliorer la caractérisation de 1’asthme et mieux comprendre son
hétérogénéité.

A ce jour, la majorité des endotypes d’asthme définis dans la littérature n’ont intégré que des
marqueurs biologiques liés a I’inflammation ou a ’allergie tels que les €osinophiles, les
neutrophiles, ou les IgE. A notre connaissance, aucune étude n’a défini des endotypes
d’asthme intégrant a la fois des caractéristiques cliniques et des marqueurs biologiques liés au
stress oxydant. Récemment, dans 1’¢tude Epidémiologique des facteurs Génétiques et
Environnementaux de I’Asthme (EGEA), nous avons identifié par une approche non
supervisée cinq endotypes d’asthme en intégrant des caractéristiques personnelles, cliniques
et fonctionnelles, les POFs, les éosinophiles et les neutrophiles [139]. Ces endotypes seront
définis en détail dans la suite de ce manuscrit.

Comme les marqueurs biologiques s’inscrivent dans le continuum entre I’environnement et la
maladie, 1) I’étude de leurs associations avec d’une part les facteurs environnementaux et
d’autre part avec 1’asthme ou 2) leur intégration dans 1’identification d’endotypes et 1’étude
des associations entre les facteurs environnementaux et les endotypes représentent une

opportunité pour mieux comprendre 1’étiologie de 1’asthme.
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II.3 Asthme lié au travail

L’asthme li¢ au travail est aujourd’hui la maladie respiratoire liée au travail la plus fréquente
dans les pays industrialisés [9]. Certaines expositions professionnelles sont reconnues depuis
plus d’un demi-si¢cle comme facteur de risque de 1’asthme [43] et chaque année, de nouveaux
agents a risque pour I’asthme sont identifiés. A ’heure actuelle, le nombre d’asthmogenes
identifiés dans I’asthme professionnel est estimé a 500 alors qu’il n’était que d’environ 150 a

la fin des années 90 [11, 72, 140].

IL.3.1 Description de I’asthme lié au travail

L’asthme lié¢ au travail comprend I’asthme professionnel, qui correspond a un asthme causé
par des agents présents sur le lieu de travail et qui se manifeste pour la premiere fois dans la
vie, et I’asthme exacerbé au travail qui correspond a un asthme préexistant aggravé par des
expositions au travail (Figure 9) [9, 141-143]. L asthme professionnel est donc défini par le
développement des nouveaux symptdmes respiratoires ou une physiologie obstruant les voies
respiratoires compatible avec le diagnostic de 1’asthme, pouvant étre directement attribuable a
une exposition sur le lieu de travail [142].

Environ 1 cas sur 6 d’asthme débutant a I’4ge adulte est attribué a des expositions
professionnelles soit 16% [10, 143, 144]. L’asthme exacerbé au travail pourrait de plus
concerner 20 a 25% des asthmatiques qui travaillent [14, 145]. Des études épidémiologiques
ont montré que les expositions professionnelles étaient associées a la sévérité ou au manque
de controle de ’asthme [144]. L’asthme lié au travail différe des asthmes de 1’adulte non liés

au travail par une fréquence accrue d’arréts maladie et de recours aux soins, ce qui engendre

des cofits directs élevés [145]. Aux Etats-Unis, le colit global de 1'asthme 1i€ au travail a été
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estimé a au moins 1,6 milliard de dollars par an [10, 146]. L’asthme professionnel est plus
fréquent et la fraction de risque attribuable est plus élevée chez les hommes que chez les

femmes [143].

I1 existe deux types d’asthme professionnel qui se distinguent par le type d’agent en cause et
les mécanismes physiopathologiques associés (Figure 9) : D’asthme professionnel
immunologique ou induit par les agents sensibilisants, définis comme des agents qui
induisent un asthme a travers un mécanisme faisant intervenir une réponse immunologique
spécifique ; et I’asthme professionnel non immunologique ou induit par les agents irritants,
qui résulte de 1’exposition a des agents considérés comme des irritants respiratoires, en

I’absence de sensibilisation [14].

L’asthme professionnel immunologique apparait aprés une période de latence suite a la
premiére exposition nécessaire au développement d’une sensibilisation immunologique a
I’agent en cause [141, 147]. Ce type d’asthme implique donc des réponses immunologiques
spécifiques aux sensibilisants présents sur le lieu de travail. Ces sensibilisants sont classés

selon leur poids moléculaire. Les plus fréquents sont les agents de haut poids moléculaire, de

taille supérieure a 10kD et sont généralement des protéines végétales ou animales ou des
glycopeptides qui agissent via la production d’IgE spécifiques et une réponse allergique

typique [14]. Les agents de petit poids moléculaire peuvent également causer une

sensibilisation et certains d’entre eux ont été associés a une réponse allergique [14].
Cependant, malgré I’hypothése du mécanisme immunologique, la plupart des agents
sensibilisants de petit poids moléculaire induisent I’asthme par des mécanismes complexes

encore mal compris [14].
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L’asthme professionnel non immunologique serait moins fréquent et a été dans un premier

temps observé suite a une exposition a de fortes concentrations d’agents irritants [147, 148].

Les irritants respiratoires ont été définis comme des substances non corrosives pouvant causer
une inflammation des voies respiratoires sans induire une sensibilisation allergique [13, 141].
Jusqu’a récemment, I’asthme induit par les irritants était défini sous le terme de « syndrome
d’irritation aigilie des bronches » ou RADS, initialement décrit par Brooks et al. [12] en 1985
comme une maladie semblable & 1’asthme avec des symptomes d’hyperréactivité bronchique
survenue apres une unique exposition a de fortes concentrations de vapeurs ou fumées
irritantes, sans période de latence. Cette exposition élevée était, dans la plupart des cas, le
résultat d’un accident d’inhalation sur le lieu de travail [12, 13]. Puis, les criteres de
diagnostic définissant les RADS ont évolué et le terme d’« asthme induit par les irritants » a
été introduit pour inclure également les cas avec des symptOmes respiratoires apres une ou
plusieurs expositions a haute concentration [14]. Récemment, il a été suggéré que des
expositions chroniques a des doses faibles & modérées d’irritants pouvaient également induire
un asthme. Plusieurs études épidémiologiques ont montré des associations entre une
exposition chronique et modérée a des agents irritants et des symptomes d’asthme ou
I’activité de la maladie [11]. Ainsi, il a été proposé une classification en trois catégories de
I’asthme induit par les irritants : « certain » caractérisé par une survenue rapide d’asthme dans
les heures qui suivent une seule exposition professionnelle élevée a des irritants ;
« probable », induit par de multiples expositions élevées a des irritants ; et « possible »,
apparaissant avec une période de latence apres une exposition chronique a des concentrations

faibles a modérées d’irritants [11, 13].
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Asthme lié au travail

Asthme professionnel Asthme exacerbé au travail

Asthme professionnel induit Asthme professionnel induit
par les sensibilisants par les irritants (All)

Exposition
chronique de
niveau modéré

Une ou plusieurs expositions a haute
concentration (accident d'inhalation)

Mode
d'exposition

|

Asthme avec période de latence (quelques semaines a quelques années)

I

Mécanismes physiopathologiques mal connus

Figure 9 : Représentation schématique des différentes formes d’asthme li€ au travail.

*pour beaucoup d’agents (produits chimiques), il est difficile de distinguer I’All avec une période de
latence de I’asthme induit par les agents de petit poids moléculaire.

Figure adaptée des articles de Le Moual et Dumas [11, 141].

IL.3.2 Agents de haut poids moléculaire et de petit poids moléculaire

Parmi les cas d’asthme déclarés, 50 a 90% seraient induits par les agents de haut poids
moléculaire (« High Molecular Weight » ou HMW) tels que la farine, le latex ou des
protéines d’origine animale ou végétale, ou par les agents de petit poids moléculaire (« Low
Molecular Weight » ou LMW) tels que les isocyanates, le formaldéhyde, les poussieres de
métaux ou de bois ou les sels persulfates [10, 43]. Des exemples d’agents HMW et LMW en

cause dans I’asthme professionnel sont présentés dans le Tableau 2.
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De nouveaux agents a risque sont identifiés régulicrement. Une revue de la littérature entre
2012-2014 a identifié 10 nouveaux agents associ€s a un asthme professionnel immunologique
parmi lesquels sept agents HMW tels que de nouvelles enzymes utilisées dans des produits
détergents ou des additifs alimentaires, ainsi que trois agents LMW dont les poussieres de
bois d'épicéa, un additif biocide et un composé halogéné de platine utilisé dans les
médicaments cytotoxiques [149]. Les agents HMW sont les causes majeures de 1’asthme

allergique sur le lieu de travail.

Des revues de littérature sur I’asthme professionnel ont rapporté que les agents HMW et
LMW étaient associés a différentes caractéristiques cliniques et biologiques liées a 1’asthme
parmi lesquelles la sévérité, les exacerbations, le contrdle de 1’asthme, 1’hyperréactivité
bronchique, le nombre d’éosinophiles et la concentration de FeNO, ainsi qu’a des
caractéristiques liées a 1’allergie dont la conjonctivite, la rhinite et I’atopie [81, 150, 151]. Une
étude rétrospective a également montré une association entre les LMW et la sévérité de
I’asthme et 1’utilisation de traitement B-agoniste a longue durée d’action (BALA) [152].

Néanmoins, probablement en raison de mesures de prévention, un déclin de 1’incidence de
I’asthme professionnel li¢ a certains agents est suggéré en Europe [145, 153]. En France, une
diminution de 1’asthme li¢ au travail associ¢ aux agents HMW tels que le latex, a des
poussieres organiques et a des produits chimiques tels que les aldéhydes ou les isocyanates a
été suggérée. Cependant, une tendance inverse est suggérée pour 1’asthme 1ié au travail induit

par les cosmétiques et les produits de nettoyage [72, 154].
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Tableau 2 : Exemples d’agents de haut poids moléculaire et de petit poids
moléculaire impliqués dans I’asthme professionnel.

Agents

Travailleurs a risque d’exposition a ces agents

Agents de haut poids moléculaire

Allergeénes d’origine animale

Plantes

Produits végétaux (ex : latex)

Céréales et graines

Autres aliments (ex : lait ou ceufs en poudre)
Champignons, moisissures

Enzymes

Insectes

Poissons et crustacés

Gommes naturelles

Agents de petit poids moléculaire

Diisocyanates (ex : diisocyanate de toluene,
diisocyanate d’hexaméthyléne, diisocyanate
de diphénylméthylene)

Anhydride d’acide (ex : anhydride phtalique,
anhydride maléique et anhydride trimellitique)
Monomeres acryliques

Poussieres de bois (ex : provenant du bois
de cedre rouge ou des bois exotiques)*
Sels complexes de platine

Autres sels métalliques (ex. : nickel, chrome)

Biocides (ex : glutaraldéhyde et chlorhexidine)
Résines phénol-formaldéhydes

Persulfates et henné
Médicaments (ex : antibiotiques)

Amines aliphatiques (ex : éthylene-diamine et
éthanol-amines)

Agriculteurs, individus travaillant avec des animaux
de laboratoire, vétérinaires.

Travailleurs de production sous serre, fermiers.

Utilisateurs de gants en latex, fabricants de gants ou
d’autres produits a base de latex.

Agriculteurs, travailleurs de 1’industrie céréaliére,
boulangers.

Travailleurs de I’industrie alimentaire, cuisiniers.
Employés de bureau, employés de laboratoire,
boulangers.

Employés de laboratoire, travailleurs du milieu
pharmaceutique, boulangers.

Fermiers, travailleurs de production sous serre.
Travailleurs en contact avec harengs ou crabes.
Imprimeurs, dont fabricants de tapis.

Fabricants de mousse de polyuréthane rigide ou
flexible, installateurs de mousse d’isolation en
polyuréthane, peintres au pistolet a peinture
polyuréthane, travailleurs dans les fonderies avec des
adhésifs ou des moules en uréthane.

Fabricants de résines époxy pour I’industrie du
plastique.

Travailleurs de I’industrie chimique, de la dentisterie,
esthéticiens chargés de la pose d’ongles artificiels.
Charpentiers, travailleurs de scieries, travailleurs en
milieu forestier.

Travailleurs des raffineries, bijoutiers.

Travailleurs en revétements métalliques, soudeurs
d’acier inoxydable.

Personnel de soins.

Fabricants de produits a base de bois, travailleurs de
fonderies.

Coiffeurs.

Travailleurs dans [D’industrie  pharmaceutique,
pharmaciens.

Vernisseurs, soudeurs, peintres au pistolet, personnel
de ménage.

* Les poussieres de bois peuvent contenir des agents de petit poids moléculaire tels que 1’acide plicatique présent
dans la poudre de bois de cédre rouge, mais peuvent également favoriser la production d’anticorps IgE
spécifiques aux composants de haut poids moléculaire (par exemple : bois d’abachi, d’olivier, de pin, de chengal,
de cedrorana et de cabreuva). Tableau issu de I’article de Le Moual et Siroux [144].
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I1.3.3 Expositions professionnelles aux agents irritants

La proportion de ’asthme induit par les irritants est actuellement estimée a 10 a 20% de
I’asthme professionnel [11]. Cependant, cette proportion pourrait-étre sous-estimée car
I’asthme induit par les irritants est trés difficile a diagnostiquer en clinique. Pour les agents
irritants, il n’existe en effet pas de test objectif permettant d’identifier I’agent causal au niveau
individuel. Les connaissances d’un lien entre des expositions professionnelles aux irritants,
notamment a des niveaux faibles a modérés, et I’asthme reposent donc en grande partie sur les
études épidémiologiques. Des exemples d’agents irritants ainsi que les métiers associés

impliqués dans I’asthme professionnel sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Exemples de métiers et agents irritants impliqués dans I’asthme professionnel.

Métiers ou secteurs a risque Agents irritants Irritants avec un potentiel
sensibilisant*
Nettoyage Eau de javel, ammoniac, Désinfectants (glutaraldéhyde,
produits de nettoyage et CAQ, chloramine-T,
dégraissants en sprays isothiazolinone), éthanolamines,
enzymes, surfactants
Fonte d’aluminium Fluorures, SO2 Aluminium
Production porcine et laitiere Aérosols d’endotoxines et CAQ, allergénes animaux
poussieres organiques, gaz de
fumier
Environnement en chambre S02, acide acétique Glutaraldéhyde, formaldéhyde
noire
Sulfuration SO2 Non identifié
Soudure Oxyde d’azote, fluorures, Chromium, nickel
ozone
Agriculture (pesticides) Organophosphorés, carbamates Pyréthroides, acariens
phytophages et prédateurs
Industrie du bois Poussiere de bois Poussiere de bois (ex : acide
plicatique)

CAQ ; composé d’ammonium quaternaire ; SO2 : dioxyde de soufre. *Certains agents peuvent &tre a la fois
irritants et sensibilisants. Tableau adapté de 1’article de Vandenplas et al. [13].
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Plusieurs études épidémiologiques ont ¢étudié les associations entre 1’exposition
professionnelle aux irritants, que ce soit au sens large ou des expositions spécifiques, et

I’asthme et ses différentes caractéristiques.

» Irritants non spécifiques
L’exposition professionnelle a des irritants était associée aux crises d’asthme dans une
analyse longitudinale réalisée dans I’étude EGEA [155]. De méme, une étude transversale
dans une cohorte estonienne a montré que 1’exposition au cours de la vie a des irritants était
associée a I’asthme, avec des associations plus prononcées pour I’asthme diagnostiqué par un
médecin et l'asthme actuel [156]. Dans ces deux <¢tudes, les niveaux d’exposition

professionnelle aux irritants étaient faibles a modérés.

» Produits de nettoyage et désinfectants

La majorité des études épidémiologiques ayant suggéré une association entre une exposition
chronique de niveau faible a modéré aux irritants et I’asthme portaient sur des travailleurs
exposés a des produits de nettoyage [157, 158]. Les expositions aux produits de nettoyage et
de désinfection font partie des expositions professionnelles les plus fréquentes [11]. Une
augmentation des déclarations de symptomes d’asthme non allergique associés aux produits
de nettoyage a été rapportée en Europe dans les dix dernieres années [145].

Les produits de nettoyage et de désinfection sont des substances ou des mélanges de
substances chimiques pouvant €tre composés d’environ 275 principes actifs différents et
commercialisés sous différentes formes : spray, liquide, poudre concentrée ou gaz [159]. Ces
produits contiennent souvent des sensibilisants des voies respiratoires tels que les composés
d’ammonium quaternaire, les composé€s aminés ou les parfums, mais ils peuvent également
contenir des irritants tels que les composés chlorés (eau de javel, acide chlorhydrique) ou les

agents alcalins (ammonium, hydroxyde de sodium) [160, 161].

59



Le nettoyage consiste a éliminer la saleté d'un appareil ou d'une surface en utilisant 1'action
physique du nettoyage, l'action chimique d'un surfactant ou d'un détergent, ainsi que l'eau
pour mouiller, émulsionner ou réduire la tension superficielle [159]. La désinfection consiste
en une activité antimicrobienne visant a inactiver presque tous les micro-organismes
végétatifs. Les taches de nettoyage précedent généralement la désinfection des surfaces et
assurent ainsi I’efficacité de cette derniére étape [159]. Différentes taches de nettoyage et de
désinfection peuvent étre effectuées a I'aide de divers produits dont I’utilisation varie selon les

professions et les secteurs.

Les personnels médicaux et paramédicaux sont particulicrement exposés aux produits de
nettoyage notamment dans le cadre hospitalier [162] ou les activités de nettoyage et de
désinfection sont primordiales pour la prévention des infections nosocomiales [161].
L’utilisation des produits de nettoyage est également fréquente dans d’autres secteurs,
notamment pour le ménage a domicile, dans les industries ainsi que les bureaux [163]. Les
personnels de ménage représentent 4% des cas d’asthme professionnel en France [162].
Plusieurs études ¢épidémiologiques ont montré des associations entre 1’exposition
professionnelle aux produits de nettoyage et désinfectants et/ou la réalisation de taches de
nettoyage et de désinfection dans le milieu hospitalier ou dans d’autres secteurs d’activité et
un risque ¢levé d’asthme [164, 165], d’asthme actuel [166, 167], de symptdmes respiratoires
[159, 163, 168-170], d’asthme mal controlé [171, 172], et d’une baisse de la fonction
ventilatoire [173, 174]. Des études longitudinales ont également montré des associations entre
I’exposition professionnelle aux produits de nettoyage/désinfectants et 1’apparition de
I’asthme a 1’age adulte [20, 175, 176].

Certaines études ont examiné des produits spécifiques et ont montré que des désinfectants
utilisés dans certains hopitaux comme le formaldéhyde, le glutaraldéhyde, les composés

d’ammonium quaternaire étaient associés a des symptomes respiratoires [166, 177], a
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I’apparition de I’asthme ou a des exacerbations parmi les individus avec un asthme
préexistant [158, 160, 165]. Aussi, I’exposition a des produits tels que l'eau de javel,
I'ammoniac ou les sprays nettoyants/dégraissants était associée a I’asthme chez les personnels

de ménage [158].

» Industries des métaux / Soudure
L’asthme induit par les irritants est également observé chez les travailleurs dans les industries
des métaux. Dans la revue de Kongerud et al., des études ont montré un risque élevé d’asthme
professionnel lié au travail dans la production d’aluminium [178]. Une étude chez des
travailleurs dans des fonderies d’aluminium a montré des associations entre 1’exposition
professionnelle au dioxyde de soufre (SO) et au fluorure et des symptomes respiratoires liés a
I’asthme, en particulier les sifflements et I’oppression thoracique, ainsi qu’une baisse de la
fonction ventilatoire [179]. Des études longitudinales chez des travailleurs dans des fonderies
de métaux ont également montré des associations entre 1’exposition aux poussieres, qui
seraient majoritairement composées d’irritants respiratoires non spécifiques, et I’incidence des
symptomes d’asthme lié¢ au travail [180] et une baisse de la fonction ventilatoire [181]. Enfin,
des études ont montré une association entre l’exposition aux fumées de soudure, qui
pourraient également contenir des irritants respiratoires, et 1’incidence de I’asthme [182, 183]

et une baisse de la fonction ventilatoire [183].

» Industries du bois et du meuble
Les travailleurs dans les industries du meuble et du bois sont exposés a une variété d’agents
potentiellement a risque pour 1’asthme tels que les poussieres de bois, 1’acide plicatique, les
terpenes et les endotoxines ainsi que le formaldéhyde [11]. Dans la revue de la littérature de
Wiggans et al., des études ont montré des associations entre le travail dans 1’industrie du bois

et un risque ¢levé d’asthme et de symptomes respiratoires, en particulier la toux [184]. Une
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étude a également montré une association significative entre les parametres de la fonction
ventilatoire (VEMS, CVF, rapport VEMS/CVF) et une exposition cumulée a la poussiere de
bois inhalée chez des hommes travaillant dans l'industrie de la fabrication de panneaux de
particules [185]. L’exposition aux poussiéres de bois peut avoir un effet irritant mais aussi
sensibilisant, néanmoins, la majorité de ces études suggérait un mécanisme irritant et non IgE

dépendant.

» Travaux agricoles / Pesticides

Les travailleurs agricoles sont également exposés a plusieurs agents a risque pour 1’asthme.
Bien que la majorité soient des sensibilisants (ex : plantes, mites, insectes), certains peuvent
également avoir un effet irritant (ex : ammoniac, désinfectants) [11]. Des études ont montré
une augmentation de 1’incidence ou de la prévalence de 1’asthme de 1’adulte chez les ouvriers
dans le secteur porcin et laitier [186, 187]. Une étude a également montré une association
entre 1’exposition au SO; et un déclin de la fonction ventilatoire chez les travailleurs dans des
fermes d’abricots pendant la saison de la sulfuration [188].

Parmi les expositions aux irritants dans le secteur agricole, on retrouve également les
pesticides qui couvrent 1000 substances chimiques différentes et qui sont de plus en plus
utilisés depuis les années 50. Les pesticides peuvent étre classés selon leur cible et leur groupe
chimique en trois principales catégories : les insecticides, les herbicides et les fongicides
[189]. Les résultats des études épidémiologiques synthétisés dans une revue de la littérature
par Mamane et al. [189] ont montré des associations entre 1’exposition professionnelle aux
pesticides dans le milieu agricole et industriel et un risque élevé d’asthme, de symptomes
respiratoires et de bronchite chronique ainsi qu’un risque d’un déclin de la fonction
ventilatoire. Dans une autre revue de la littérature par Hernandez et al. [190], des études ont

montré des associations entre des pesticides spécifiques utilisés dans le milieu agricole et la
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prévalence de I’asthme ainsi que diverses caractéristiques de 1’asthme telles que 1’asthme

allergique et non allergique, la fonction ventilatoire ou les symptomes respiratoires.

» Solvants
Les solvants sont des substances pouvant avoir des propriétés irritantes et sont utilisés pour
dissoudre des composés dans des produits tels que les peintures, les vernis, les colles et les
dégraissants ou les produits de nettoyage ainsi que dans les colorants, les teintures pour
textiles, plastiques, produits agricoles et pharmaceutiques [191, 192]. Depuis les années 90,
des associations entre I’exposition professionnelle aux solvants organiques et plusieurs
maladies pulmonaires ont été suggérées dans la littérature [191, 192]. Une revue de la
littérature dans les années 90 a répertorié les études qui ont montré des associations entre
I’exposition professionnelle aux solvants et des irritations des voies respiratoires ou des
irritations bronchiques non spécifiques [191]. Cependant, les études épidémiologiques sur les
maladies respiratoires chroniques telles que 1’asthme ou les symptomes respiratoires associés
sont tres limitées et les études existantes montraient des résultats peu concluants en raison
d’une faible taille d’échantillon ou de co-expositions telles que les isocyanates ou le tabac
[191]. Une étude cas-tétmoins suédoise a montré une association entre 1’exposition
professionnelle aux solvants et un risque ¢élevé d’asthme chez les hommes [193]. Une étude
de cohorte en population générale a Singapour a montré une association entre une exposition
aux vapeurs issues de solvants chimiques, teinture, huile de refroidissement, peinture,
produits de préservation du bois et/ou pesticides et des symptdmes respiratoires (toux ou
flegme non chronique et toux séche chronique) ainsi qu’un asthme débutant a 1'age adulte

[194].

Bien que I’ensemble de ces études épidémiologiques aient mis en évidence des associations
entre les agents irritants et le risque d’asthme, les mécanismes physiopathologiques par

lesquels ces agents irritants affectent la santé respiratoire restent mal compris.

63



I1.3.4 Mécanismes physiopathologiques de I’asthme lié au travail

I1.3.4.1 Mécanismes de I’asthme induit par les sensibilisants

Dans I’asthme professionnel induit par les sensibilisants, que ce soit des agents HMW ou
certains agents LMW, des mécanismes immunologiques IgE-dépendants ont été mis en
évidence (Figure 10) [11, 14]. Ces mécanismes sont proches des mécanismes allergiques

décrits dans certains endotypes d’asthme €éosinophilique (cf Partie I1.1.5).

Les agents HMW agissent comme des antigenes complets et induisent la production
d’anticorps IgE spécifiques. Les agents LMW pour lesquels un mécanisme IgE-dépendant a
été mis en évidence agissent probablement comme des haptenes et se lient avec les protéines
pour former des antigenes fonctionnels [14, 195]. Dans les tissus pulmonaires, les
macrophages, les cellules dendritiques ainsi que les mastocytes sont les premieres cellules
immunitaires activées en cas de contact avec un allergene tel que les agents HMW et LMW,
conduisant a une cascade de réactions [14, 195, 196]. D’une part, apres la fixation des IgE a
I’antigene directement a la surface des mastocytes, ces derniers liberent dans le milieu
extracellulaire des médiateurs chimiques de I’inflammation tels que des histamines, des
prostaglandines, ou des leucotrienes. Ces médiateurs sont responsables des principales
manifestations allergiques en déclenchant une réaction inflammatoire et une
bronchoconstriction. D’autre part, les antigénes peuvent traverser la barricre €pithéliale : ils
sont alors reconnus par les cellules dendritiques qui vont les présenter aux lymphocytes T.
Ces derniers, une fois activés, peuvent se différencier en sous-types de cellules effectrices
avec des propriétés fonctionnelles distinctes selon les cytokines qu’elles sécrétent. Certains
lymphocytes T activés vont se différencier en cellules Th2 et vont libérer les interleukines
(IL)-4, -5 et -13. Les IL-5 sont responsables de I’activation des €osinophiles tandis que les IL-
4 et -13 vont permettre 1’activation des lymphocytes B qui sont responsables de la synthése

d’IgE ainsi que du recrutement des mastocytes, qui a leur tour vont libérer des médiateurs
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chimiques tels que des cytokines. Par ailleurs, les cellules CD8+ libérent également de 1’'IL-2
et de I’interféron gamma qui sont associés a une augmentation de la sévérité de la maladie et a
I’inflammation éosinophilique. Les cellules immunitaires innées « natural killers » (NK)

peuvent également libérer de I’IL-13 [14, 195, 196].

Pour I’asthme professionnel induit par d’autres agents LMW tels que les diisocyanates, les
mécanismes sont encore mal compris. L’hypothese de voies immunologiques non IgE
dépendantes similaires aux réactions d’hypersensibilit¢ médié¢e par les lymphocytes T a été
suggérée [11, 148, 150]. Les agents LMW pourraient aussi induire des réponses immunitaires
innées en régulant les récepteurs des monocytes et en libérant des chimiokines qui régulent la
circulation des monocytes et des macrophages tels que le macrophage migration inhibitory

factor (MIF) ou le monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1 ou CCL2) [14].
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Figure 10: Représentation schématique des mécanismes physiopathologiques de
I’asthme induit par les sensibilisants et I’asthme induit par les irritants.
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I1.3.4.2 Mécanismes de I’asthme induit par les irritants

Les mécanismes biologiques impliqués dans 1’asthme professionnel induit par les irritants
restent mal connus et difficiles a établir [11, 147]. Plusieurs hypotheses ont été suggérées dont
la principale est celle d’'un mécanisme non allergique principalement caractérisé par une
inflammation neutrophilique (Figure 10) [11] similaire au mécanisme associé¢ a certains

endotypes d’asthme non éosinophilique (cf Partie 11.1.5). L’inflammation neutrophilique est

associée a la libération d’IL-1, IL-6, IL-8 et du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a),
suivie de l'infiltration massive et de l'activation de neutrophiles dans les voies respiratoires

inférieures et supérieures [197].

Les irritants pourraient également s’attaquer directement a 1’épithélium bronchique induisant
des dommages et une perte des propriétés protectrices [147]. Ces dommages au niveau de la
barriere épithéliale peuvent avoir de nombreuses conséquences telles que I'exposition des
terminaisons nerveuses aux irritants conduisant a une inflammation neurogene ; la perte de
facteurs épithéliaux relaxants ; la libération de médiateurs inflammatoires tels que les
leucotriecnes B4 et C4 et les cytokines pro-inflammatoires ; la sécrétion de facteurs de
croissance pour les cellules épithéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes ; et
la dégradation de la matrice [147]. Les dommages au niveau de I’épithélium respiratoire
provoqués par I’inhalation d’agents irritants seraient corrélés a une altération de la fonction
ventilatoire [14]. De plus, suite aux dommages induits par les irritants au niveau de la barriere
épithéliale, les allergenes pourraient traverser 1'épithélium plus facilement, entrainant une
sensibilisation et de I'asthme [147]. Il a également été suggéré qu'une réponse inflammatoire
Th2 pourrait étre activée suite a une lésion de 1'épithélium des voies respiratoires apres une

exposition répétée a des irritants [158].
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Le stress oxydant est un autre mécanisme pouvant causer des dommages au niveau de
I’épithélium et une inflammation chronique des voies aériennes (Figure 10) [11, 14, 158],

comme décrit dans la partie suivante.

I1.3.5 Exposition aux irritants et stress oxydant

Comme expliqué dans le chapitre précédent (cf Partie 11.2.2), le poumon est exposé a des

especes réactives de 1’oxygene provenant de sources exogenes [109]. Certaines de ces sources
exogenes, en particulier les expositions environnementales irritantes tels que le tabac, les
particules issues de la pollution atmosphérique, les métaux lourds ou les expositions
professionnelles aux irritants, peuvent traverser la barriere épithéliale, et causer des
dommages cellulaires [14, 16, 109, 147, 158]. L'inhalation d'irritants est susceptible d'induire
la libération d’EROs par I'épithélium, pouvant induire un stress oxydant et une inflammation

neutrophilique [14, 32] (cf Partie II.1.5). Les marqueurs biologiques li€s au stress oxydant

représentent donc une opportunité pour étudier le role de cette voie biologique dans

I’association entre I’exposition aux irritants et 1’asthme.

Les études sur les associations entre des marqueurs biologiques liés au stress oxydant et
I’exposition a des irritants se sont principalement intéressées au tabac. La fumée de cigarette
contient environ 10.E14 molécules oxydantes par bouffée telles que I’H202 ou 1’07 La
fumée de tabac peut induire I’activation de phagocytes qui vont libérer des EROs
responsables des dommages d’oxydation aux macromolécules [15]. Des études ont montré
une association entre la concentration en POFs et le statut tabagique [137, 138, 198]. Dans la

cohorte de patients avec un asthme sévere U-BIOPRED, la concentration en 8-
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isoprostaglandines F2a, un isomere des isoprostanes, était plus élevée dans 'urine de
participants fumeurs/ex-fumeurs avec un asthme sévere comparés aux participants non
fumeurs avec un asthme sévere [199]. De méme, I’activité de la SOD était plus élevée chez
des patients asthmatiques ex-fumeurs comparés aux asthmatiques non fumeurs [121].

L’exposition a 1’ozone, un gaz irritant issu de la pollution atmosphérique, peut également
générer des espéces réactives de I’oxygeéne et induire une peroxydation lipidique [114, 200].
Des associations entre I’exposition a I’ozone et une concentration faible en 8-isoprostanes
[201] et une concentration élevée en POFs [202] ont été observées chez des adultes
asthmatiques. Une association entre 1’exposition a I’ozone et une concentration élevée en 8-

isoprostanes chez des adultes en bonne santé a également été montrée [203].

A notre connaissance, trés peu d’études ont évalué 1’association entre 1’exposition
professionnelle aux irritants et les marqueurs biologiques li€s au stress oxydant dans 1’asthme.
Dans une étude faite chez des personnes travaillant a 1'hdpital, parmi lesquels 20% étaient
asthmatiques, la concentration d’H>O» et le pH dans le condensat étaient significativement
plus élevés chez les personnes exposées a des détergents et a d’autres produits chimiques que
chez les personnes non exposées [177]. Dans 1'étude EGEA, Dumas et al. ont montré une
association positive et significative entre I’exposition professionnelle aux produits de
nettoyage irritants et aux agents de petit poids moléculaires et les POFs chez les hommes non
asthmatiques mais pas chez les femmes [19]. Vizcaya et al., dans une étude cas-témoins sur
I’asthme, ont étudié 1’association entre 1’exposition professionnelle aux produits de nettoyage
et les 8-isoprostanes mais n’ont pas observé d’association significative [22]. Les auteurs ont
observé une association significative entre 1’usage domestique d’ammoniac et une
concentration élevée en 8-isoprostanes. Dans une étude faite chez des hommes en bonne santé
travaillant dans D’industrie des laminés plastiques, Romanazzi et al. ont observé une

concentration élevée en 8-isoprostanes dans I’urine des participants exposés au formaldéhyde,
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un agent potentiellement irritant, comparés aux participants non exposés [204]. Bien que les
études sur les marqueurs liés au stress oxydant, 1’exposition professionnelle aux irritants et
I’asthme soient trés limitées, les résultats de la littérature suggerent que ces marqueurs,
notamment les marqueurs de dommages, seraient intéressant pour étudier le role du stress

oxydant dans 1’asthme 1i¢ a I’exposition professionnelle aux irritants.

I1.3.6 Synthese de I’état des connaissances sur I’exposition professionnelle aux irritants, I’asthme

et le stress oxydant

En résumé, plusieurs études épidémiologiques ont montré que I’exposition professionnelle a
des irritants était associ¢e a différentes caractéristiques de 1’asthme tels que I’asthme actuel,
les symptdmes respiratoires, 1’asthme mal contrdlé, la sévérité ou la fonction ventilatoire et a

I’inflammation (cf Partie I1.3.3). Le stress oxydant a été suggéré pour expliquer en partie par

quels mécanismes biologiques les irritants affectent 1’asthme. Des associations entre
I’exposition a des agents irritants et des marqueurs biologiques liés au stress oxydant ont été
rapportées que ce soit chez des asthmatiques ou des participants en bonne santé (cf Partie
I1.3.5). Bien que le nombre de ces études soit tres limité, leurs résultats suggerent que 1’étude
des marqueurs biologiques li€s au stress oxydant est intéressante pour mieux comprendre par

quels mécanismes I’exposition professionnelle aux irritants affecte la santé respiratoire.
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IL.3.7 Aspects méthodologiques en épidémiologie de I’asthme lié au travail

I1.3.7.1 Méthodes d’estimation des expositions professionnelles

Plusieurs méthodes existent pour évaluer les expositions professionnelles dans les études
épidémiologiques. Les méthodes les plus fréquemment utilisées sont 1’évaluation par les

déclarations des sujets, les matrices emplois-expositions et 1’évaluation par des experts.

» Déclaration des sujets

Dans les études en épidémiologie professionnelle, des questionnaires sont fréquemment utilisés
pour évaluer les expositions [205, 206]. L’évaluation par questionnaire est une méthode simple et
peu coliteuse et souvent utilisée dans les études avec un grand nombre de participants [205, 207].
Il peut €tre auto-administré ou administré par un enquéteur par téléphone ou en personne (en face
a face).

Pour rechercher I’exposition a une nuisance a risque pour la santé, des questions sur I’intitulé des
métiers exercés, la durée ainsi que sur le contact a des nuisances (par exemple, « Au cours de
votre vie professionnelle, avez-vous été (ou étes-vous actuellement) en contact avec les nuisances
suivantes ... 7 » [208]) peuvent étre posées dans le questionnaire. En plus de ces questions, des
informations détaillées peuvent étre collectées pour reconstituer 1’histoire professionnelle du
participant. Pour cela, dans un premier temps, un calendrier professionnel du travailleur est
construit qui comprend des informations telles que I’intitulé complet du métier, les dates de début
et fin de chaque métier, les secteurs d’activité dans lesquels ces métiers ont été exercés, la
description des taches effectuées. Ces informations recueillies dans le calendrier professionnel
peuvent étre complétées par un questionnaire spécifique visant a mieux décrire les tiches
susceptibles d’exposer a des nuisances professionnelles (par exemple matériaux, machines ou

outils utilisés, équipements de protection, fréquence de réalisation des taches exposantes) [206].

ans un deuxieéme temps, chaque emploi exercé et secteur d’activité correspondant recueillis son
D d t h 1 t secteur d’activit dant 11 t
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codés selon une nomenclature permettant un codage standardisé. Diverses nomenclatures existent
que ce soit au niveau national (par exemple en France, les Professions et catégories
socioprofessionnelles [PCS] ou la Nomenclature d’activités francaise [NAF] de I’Insee) ou
international (par exemple la Classification internationale type des professions [CITP],
nomenclature éditée par le bureau international du travail [BIT] ou la Nomenclature statistique des
activités économiques dans les Communautés européennes [NACE]). Ce codage permet d’une
part d’étudier les risques pour la santé associés a certains métiers et de comparer les résultats entre
les études et d’autre part, d’appliquer dans des étapes ultérieures des outils spécifiques pour
I’estimation des expositions professionnelles comme les matrices emplois-expositions [206, 209].

Les informations sont le plus souvent recueillies de fagon rétrospective et sur de longues périodes,
ce qui peut engendrer un biais de mémoire. En effet, les participants malades pourraient préter
plus d’attention a leur environnement de travail et mieux se souvenir de leurs expositions que les
participants en bonne santé. De plus, pour avoir une estimation précise de 1’exposition, une bonne
connaissance de celle-ci est requise de la part des participants. Cependant, les participants ne
connaissent pas toujours en détail les produits auxquels ils sont exposés (par exemple, différentes
substances chimiques contenues dans les produits de nettoyage), ce qui peut engendrer un biais de
classement non différentiel. Ainsi, les questionnaires peuvent étre complétés par d’autres

méthodes d’évaluation pour améliorer I’estimation [205].

» Matrice emplois-expositions
L’évaluation par matrice emplois-expositions (MEE) a été proposée initialement dans les années
80 pour traduire les informations sur I’intitulé du métier en expositions spécifiques [207]. Une
MEE est un tableau a double entrée dont un des axes correspond a des intitulés de métiers et/ou
les codes métiers et dont I’autre axe correspond a des nuisances professionnelles ; les cellules de
la matrice indiquent la présence, I’intensité et/ou la fréquence d’exposition a un agent spécifique

dans un code métier spécifique [206, 210-212]. Elle permet d’assigner une méme catégorie
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d’exposition a des participants issus de différents métiers ou industries. Du fait de son application
automatique a partir de la connaissance des métiers uniquement, cette méthode permet de limiter
les biais de classement différentiel de I’exposition que 1’on peut observer avec I’estimation par
questionnaire seul [209]. Les MEEs peuvent étre appliquées en population générale ou spécifiques
a des nuisances a risque pour une maladie donnée [206, 209, 212].

Les MEEs ont I’avantage de pouvoir étre utilisées dans des études avec un grand nombre de
participants ayant chacun plusieurs épisodes professionnels, elles peuvent également étre utilisées
dans différentes populations permettant ainsi une comparaison des résultats des études.
L’inconvénient est qu’elles ne tiennent pas compte de la spécificité individuelle de chaque métier
exercé ce qui peut avoir comme conséquence une erreur de classement non différentielle dans

I’évaluation de I’exposition professionnelle [206].

» Estimation au cas par cas par des experts

L’estimation au cas par cas par des experts est considérée comme une des meilleures méthodes
pour estimer I’exposition professionnelle dans les études en population générale [210]. Elle
permet d’avoir une évaluation précise de I’exposition en prenant en compte la différence
d’exposition entre les individus avec des métiers similaires ou pour les métiers ayant des taches
hétérogenes. L’expertise est réalisée par des spécialistes tels que des hygiénistes industriels, des
toxicologues ou des médecins du travail qui ont une expérience reconnue dans le domaine d’une
nuisance professionnelle et qui sont capables de documenter des niveaux d’exposition a partir de
leur connaissance des secteurs professionnels. Ainsi, a partir d’informations sur 1’histoire
professionnelle des participants (métiers, taches) généralement recueillies par questionnaire, les
experts attribuent au cas par cas, pour chaque individu, une estimation du niveau et de la
fréquence d’exposition, et ce a I’aveugle du statut malade/non malade [206, 211].

Cependant, I’évaluation par expertise est une méthode longue et coliteuse, difficilement applicable

dans de grandes études épidémiologiques. De plus, sa validité dépend fortement de la
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connaissance des experts. Elle constitue de ce fait en une démarche subjective n’assurant pas une

parfaite reproductibilité [206, 210].

» Autres méthodes d’évaluation
D’autres méthodes qui permettent d’obtenir des mesures quantitatives d’une exposition et
d’évaluer I’exposition a des nuisances spécifiques existent pour estimer les expositions
professionnelles. Par exemple, les expositions peuvent étre évaluées par les mesures biologiques
qui visent a estimer la pénétration de la substance dans I’organisme en quantifiant I’importance de
I’exposition dans des matrices biologiques telles que le plasma, I'urine ou la salive [206].
Cependant, les mesures quantitatives sont coliteuses et difficiles a mettre en place notamment dans
les études en population générale. De plus, elles ne permettent pas une évaluation rétrospective de

I’exposition au long cours.

I1.3.7.2 Biais du travailleur sain

Un des principaux biais qui peut exister dans les études d’épidémiologie professionnelle est le
biais du travailleur sain ou “healthy worker effect”. Ce biais a initialement été décrit dans les
¢tudes constituées d’une population de travailleurs, comparée a la population générale. Dans
ce type d’études, le biais du travailleur sain est dii au fait que les individus capables d’exercer
un travail régulier seraient a priori en meilleure santé que la population générale dans laquelle

on trouve des malades dans I’incapacité d’avoir un emploi [213].

Plus généralement, le biais du travailleur sain peut étre décomposé en deux niveaux de
sélection. Le premier niveau correspond a la sélection a ’embauche ou “hire effect” qui est

liée au fait que les participants ayant des problemes de santé auraient tendance a éviter

certains métiers. De méme, les employeurs peuvent faire le choix d’embaucher en majorité
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des personnes en bonne santé. Le deuxieme niveau correspond a la sélection en cours
d’emploi ou “survivor effect” est liée au fait que les participants déja en activité, observant
que leur état de santé se dégrade, auraient tendance a changer d’activité pour une autre moins

exposée [155, 213, 214].

Dans 1’asthme, ces deux types de biais peuvent exister car 1’asthme peut apparaitre avant la
premiere embauche (par exemple, asthme débutant dans I’enfance) ou quand I’individu est
déja en activité (par exemple, asthme débutant a I’dge adulte). Ces deux types de biais du
travailleur sain pourraient engendrer une sous-estimation des associations évaluées entre

I’exposition professionnelle et la maladie [155, 213, 214].
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1.4 Facteurs génétiques, expositions professionnelles et asthme

I1 est maintenant bien établi que les facteurs génétiques susceptibles d'étre impliqués dans le
développement, 1’expression ou la sévérité de I'asthme agissent principalement par le biais de
mécanismes complexes impliquant des interactions avec des facteurs environnementaux dont
les expositions professionnelles et des interactions avec d'autres genes [7]. L’étude des
interactions entre des facteurs environnementaux et des genes (GXE) appartenant a des voies
biologiques spécifiques telles que celle du stress oxydant dans 1’asthme est une autre maniére
d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes biologiques sous-jacents a la relation

entre les expositions professionnelles et 1’asthme [7].

I1.4.1 Différentes approches pour étudier les associations génétiques et les interactions gene-

environnement

Plusieurs approches peuvent étre utilisées pour étudier les associations génétiques et les
interactions GXE. La premicre approche qui a longtemps été utilisée est I’approche géne
candidat qui consiste a sélectionner des genes, souvent en petit nombre, sur la base des
connaissances a priori des processus biologiques et/ou fonctionnels dans lesquels ces genes
sont impliqués [49, 215] et d’étudier ensuite leurs associations avec la maladie et leurs
interactions avec un facteur environnemental. Les associations génétiques et les interactions
GxE peuvent également étre explorées a I’échelle du génome par une approche
pangénomique ou GWAS'? pour les associations génétiques et GWIS!! pour les interactions
GxE, qui ne nécessite pas d’hypotheése préalable sur les geénes d’intérét contrairement a
I’approche geéne candidat et qui consiste donc a étudier I’ensemble du génome. Cette approche
a cependant des contraintes notamment d’un point de vue statistique car elle requiert un seuil

de significativité statistique trés strict (de I’ordre de 10®) en raison du grand nombre de tests a

1 GWAS : Genome Wide Association Study
11 GWIS : Genome Wide Interaction Study
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effectuer [49, 215]. Enfin, une approche intermédiaire aux deux précédentes a été proposée,
qui est une approche dite par “pathways” et qui consiste a sélectionner un grand nombre de
genes en intégrant dans le processus de sélection les informations sur les processus
biologiques partagés par les genes, les voies canoniques auxquelles ils appartiennent, et la
connaissance liée a 1I’exposition environnementale ou professionnelle étudiée et a la maladie
[215], puis d’étudier les associations entre ces génes et la maladie ou leurs interactions avec
I’exposition environnementale.

A ce jour, les études d’associations génétiques et d’interactions GXE sur 1’asthme et
I’exposition professionnelle sont limitées en nombre et concernent majoritairement les

expositions professionnelles aux agents sensibilisants.

I14.2 Associations génétiques dans I’asthme lié au travail induit par les sensibilisants

Concernant les sensibilisants, la littérature portait sur des études d’associations génétiques
dans des populations de cas d’asthme professionnel induit par des agents HMW ou LMW, en
particulier les diisocyanates. La plupart des geénes identifiés par ces études d’associations
génétiques sont des genes impliqués dans la réponse immunitaire, notamment les genes
localisés sur le complexe des antigenes des leucocytes humains (HLA) sur le chromosome 6
qui contient plus de 200 genes dont plus de 40 qui codent pour les antigénes leucocytaires
[147, 195]. Les molécules HLA de classe II sont exprimées principalement par les
lymphocytes T et B, les macrophages et les cellules dendritiques qui sont impliquées
notamment dans la réponse aux allergeénes via la production d’IgE spécifiques. Des études
répertoriées dans différentes revues de la littérature ont identifié ces molécules HLA de classe
II comme des facteurs importants dans la spécificité de la réponse aux expositions

professionnelles aux agents HMW et LMW tels que les diisocyanates, les anhydrides d’acide,
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les sels de platine chlorés, le latex, les enzymes détergentes ou les protéines animales [147,
195, 216, 217] dont la plupart auraient un mécanisme allergique IgE-dépendant [11].

Un role des genes impliqués dans la régulation de la différentiation des cellules TCD4+
naives en cellules Th2 effectrices a également ét¢ montré dans I’asthme professionnel induit
par les diisocyanates [147, 216, 217]. Une étude pangénomique a identifié deux
polymorphismes situés sur le géne CTNNA3'? et a montré que ce géne était un géne candidat
pour I’asthme professionnel induit par le toluéne diisocyanate [218]. Une autre étude
pangénomique a identifié des variants génétiques localisés sur les génes HERC2'3, CDHI7"
et ODZ3" en tant que potentiels loci de susceptibilité pour I’asthme professionnel induit par
les diisocyanates [219].

Des genes des récepteurs Toll-like (TLR) qui sont des récepteurs jouant un role fondamental
dans la reconnaissance des pathogenes et l'activation de I'immunité innée et adaptative [220]
¢taient associés au développement de I’asthme chez des travailleurs en contact avec des
animaux et chez ceux exposés a des endotoxines [216, 217].

Concernant les genes impliqués dans la réponse au stress oxydant, plusieurs études
répertoriées dans différentes revues de la littérature [147, 195, 216, 217] ont étudié les genes
appartenant 2 la famille des Glutathion S-Transferase (GSTM1'® et GSTP1'"), une famille de
genes qui sont cruciaux pour la protection des cellules contre les produits d’oxydation tels que
ceux issus de la peroxydation lipidique [195], et les genes de la famille N-Acetyltransferase
(NATI et NAT2), une famille de genes impliquée dans 1’activation ou I’inactivation de
nombreux xénobiotiques dont les médicaments antiinflammatoires [217], dans I’asthme
professionnel induit par les diisocyanates. Pour le gene GSTP1, les résultats sont discordants

avec des études qui ont montré un effet protecteur de I’allele Val'® dans 1’asthme

12 CTNNA3 : catenin alpha 3, alpha T catenin
13 HERC?2 : HECT And RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 2
14 CDH17 : Cadherin 17
15 0DZ3 alias TENM3 : Teneurin Transmembrane Protein 3
16 GSTM1 : Glutathione S-Transferase Mu 1
17 GSTP1 : Glutathione S-Transferase Pi 1
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professionnel induit par les diisocyanates et une autre étude qui a montré que 1’absence du
gene (génotype 0) était associée a 1’asthme professionnel induit par les diisocyanates. Pour le
géne GSTM 1, une étude a montré que I’absence du géne était associée a une augmentation du
risque d’asthme professionnel induit par les diisocyanates tandis qu’une autre étude a montré
une association avec une diminution du risque. Pour les genes NAT, les études ont montré une
association avec le risque d’asthme induit par les diisocyanates, plus précisément avec le

génotype acétyleur lent de NAT1 et des variants génétiques de NAT2.

I1.4.3 Interactions gene-environnement dans I’asthme lié au travail induit par les irritants

Concernant les irritants, la littérature est treés limitée en nombre et portait sur des études
d’interactions GXE. A notre connaissance, une seule étude a investigué les interactions entre
des variants génétiques et 1I’exposition professionnelle aux irritants dans I’asthme. Cette étude
réalisée dans trois cohortes européennes (EGEA, SAPALDIA et ECRHS) a sélectionné des
genes impliqués dans la réponse au stress oxydant par I’approche par “pathways” citée
précédemment et a montré une interaction entre huit variants situés sur cinq genes :
PLA2G4A'S, PLA2RI1"Y, RELA*, PRKDI?' et PRKCA?* et I’exposition professionnelle aux
agents LMW et irritants, en particulier les produits de nettoyage et désinfectants, dans
I’asthme actuel débutant a 1’age adulte [24]. Ces genes jouent un role dans 1’activation du
facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kappa B) responsable de 1’expression de
médiateurs de I’'inflammation, un mécanisme associé au stress oxydant [24, 158].

Au-dela de I’asthme, une étude d’interaction GXE dans les cohortes EGEA et ECRHS s’est
intéressée aux variants génétiques des canaux TRP (transient receptor potential) dans la

relation entre 1’exposition professionnelle aux irritants et la toux [221]. Les canaux TRP sont

18 PLA2G4A : Phospholipase A2 Group IVA
19 PLA2RI1 : Phospholipase A2 Receptor 1
2 RELA : RELA Proto-Oncogene, NF-KB Subunit
21 PRKDI1 : Protein Kinase D1
22 PRKCA : Protein Kinase C Alpha
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exprimés dans différentes cellules du poumon dont les cellules endothéliales et épithéliales,
les cellules des muscles lisses bronchiques et les neurones qui participent aux réflexes des
voies respiratoires via une inflammation neurogene [11, 221]. Cette étude a sélectionné par
une approche candidate les génes TRPAI?*, TRPV1** et TRPV4% et a montré que des variants
situés sur le gene TRPV1 étaient associés a la toux chez des participants ayant une exposition

professionnelle aux vapeurs, gaz, poussieres et fumées [221].

1144 Synthése de I’état des connaissances sur les facteurs génétiques et I’asthme lié au travail

Bien que les études d’associations génétiques et les études d’interaction GxXE aient permis
d’identifier de nouveaux genes dans I’asthme 1i¢ au travail, elles ont rarement pris en compte
I’hétérogénéité de la maladie. Etudier les interactions GXE sur des endotypes d’asthme
permettrait de prendre en compte cette hétérogénéité tout en apportant une meilleure
compréhension des mécanismes biologiques associés et de I’étiologie de 1’asthme. Etudier les
interactions entre ’exposition professionnelle aux irritants et les geénes dans 1’asthme en
sélectionnant les genes selon 1’approche par « pathways » permettrait de mieux comprendre le

role de la voie biologique du stress oxydant.

23 TRPAI: Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily A Member 1
24 TRPV1 : Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily V Member 1
25 TRPV4 : Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily V Member 4
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I OBJECTIFS

L’objectif général de la thése est de mieux comprendre par quels mécanismes

physiopathologiques I’exposition professionnelle aux agents irritants affecte 1’asthme, en se

focalisant sur la voie biologique du stress oxydant.

Cet objectif général se décline en trois objectifs spécifiques :

1y

2)

3)

Etudier les associations entre les marqueurs biologiques li€s au stress oxydant et des
caractéristiques de 1’asthme d’une part, et les associations entre 1’exposition
professionnelle aux irritants et les marqueurs biologiques li€s au stress oxydant d’autre

part.

Etudier les associations entre 1’exposition professionnelle aux irritants et des
endotypes d’asthme identifiés par une méthode de classification non supervisée en
intégrant des caractéristiques démographiques, cliniques et fonctionnelles et des

marqueurs biologiques liés au stress oxydant et a I’inflammation.

Etudier les associations entre les génes impliqués dans la réponse au stress oxydant
sélectionnés par I’approche par « pathways » et les endotypes d’asthme, et étudier si

ces associations sont modifiées par I’exposition professionnelle aux irritants.
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IV . MATERIELS ET METHODES

Cette partie présente dans un premier temps 1’étude Epidémiologique des facteurs Génétiques
et Environnementaux de I’Asthme (EGEA) dans laquelle les différents objectifs de la thése
ont été réalisés. Dans un deuxieme temps, les principales caractéristiques cliniques et
fonctionnelles de 1’asthme ainsi que les marqueurs biologiques liés au stress oxydant étudiés

sont décrits. Enfin, les principales analyses statistiques utilisées sont présentées.
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IV.1 Etude EGEA

IV.1.1 Population d’étude

L’¢tude Epidémiologique des facteurs Génétiques et Environnementaux de 1’Asthme,

I’hyperréactivité bronchique et ’atopie (EGEA, https://egeanet.vijf.inserm.fr/index.php/fr/) a
de I’asthme, 2) de rechercher les facteurs génétiques de 1’asthme et des phénotypes associés a
I’asthme et les facteurs de risque environnementaux et 3) d’étudier les interactions entre
facteurs génétiques et environnementaux. C’est une étude cas-témoins combinée a une étude
familiale avec trois enquétes se déroulant sur 20 ans, et une étude multicentrique réalisée dans

cinq villes francaises : Paris, Grenoble, Lyon, Montpellier et Marseille [75, 222-224].

La premiere enquéte EGEAT a été conduite entre 1991 et 1995. Des participants agés de 7 a
70 ans, nés en France et de parents nés en France et habitant dans I’'une des cinq villes ou se
déroulait I’enquéte ont été recrutés. Les participants asthmatiques ont été recrutés dans les
services de consultations de pneumologie et d’allergologie de différents hopitaux [75, 223].
Les témoins adultes ont été recrutés aupres des services de chirurgie du méme hopital que les
cas, ou aupres du centre de dépistage de la sécurité sociale ou a partir des listes électorales.
Tous les témoins enfants ont été recrutés dans les services de chirurgie du méme hopital que
les cas. Les témoins ont été appariés sur 1’age, le mois d’examen et la ville de recrutement.
Les apparentés du premier degré des cas (conjoints, et enfants des cas adultes ; parents et
freéres/sceurs des cas enfants) ont également été invités a participer a I’enquéte. Ainsi, 348
familles ont été recrutées a partir d’'un enfant asthmatique dans la famille ou a partir d’un

adulte asthmatique dans la famille (Figure 11).
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Figure 11 : Sélection des apparentés du
1¢" degré des cas asthmatiques.

Un échantillon initial de 1847 participants a été constitué comprenant 348 cas asthmatiques
(213 adultes et 135 enfants), 416 témoins (310 adultes et 106 enfants) issus de la population
générale ainsi que 1083 apparentés du 1° degré des cas asthmatiques (809 adultes et 274
enfants). Un échantillon complémentaire de 40 familles recensées a partir d’au moins deux
germains asthmatiques a également été constitué pour augmenter la puissance statistique des
analyses génétiques, comprenant 40 cas asthmatiques et 161 apparentés du 1° degré des cas
asthmatiques.

Au total, 2048 participants ont été recrutés a EGEA1 dont 388 familles asthmatiques, 416

témoins et 1244 apparentés du 1 degré des cas asthmatiques [75, 223, 225].

Entre 2003 et 2007, une premiere enquéte de suivi (EGEA2) a été réalisée. Un courrier postal
accompagné d’un bref auto-questionnaire a été adressé a I’ensemble des familles ayant
participé a EGEAI, ainsi qu’aux nouveaux membres des familles des asthmatiques (taux de
réponse des participants en vie était de 92%, Figure en annexe 1). Puis ces participants ont été
convoqués pour répondre a un questionnaire détaillé (taux de réponse de 77%) ainsi que des
examens médicaux et une prise de sang. A EGEA2, 1601 participants dont 77% de la
population initiale et 58 nouveaux apparentés des cas asthmatiques a EGEA1 ont été inclus
[223, 224]. Parmi ces 1601 participants, 1571 étaient des adultes agés d’au moins 16 ans et

698 avaient un asthme vie.

83



Entre 2011 et 2013, une deuxieme enquéte de suivi (EGEA3) a été effectuée par auto-
questionnaire uniquement et au total, 1558 ont participé a EGEA3 (taux de réponse 79%)

[75].

Aux trois enquétes d’EGEA, les participants ont répondu a des questionnaires détaillés et
standardisés, adaptés des questionnaires internationaux du British Medical Research
Council/European Coal and Steel Community, de I’ American Thoracic Society [226, 227], et
de I’étude européenne European Community Respiratory Health Study [38]. Ces
questionnaires comprenaient des questions sur les symptdmes respiratoires et allergiques ainsi
que sur les facteurs environnementaux tels que le tabagisme actif et passif, la présence
d’animaux domestiques, les caractéristiques du logement et I’exposition professionnelle
durant I’enfance et la vie d’adulte [223, 228]. A EGEAZ2, le questionnaire a été complété par
des questions sur les traitements, 1’alimentation ainsi qu’un questionnaire de qualité de vie et
une évaluation du contrdle de I’asthme selon les recommandations du GINA. A EGEA3, des
questions sur I’histoire résidentielle, 1’activité physique et le sommeil ainsi qu’une évaluation

du contrdle de 1’asthme par 1’ Asthma Control Test (ACT) ont été ajoutées au questionnaire.

L’¢tude EGEA a obtenu les autorisations réglementaires aupres des comités de protection des
personnes (hopital Cochin Port-Royal, Paris pour EGEAT1 et hopital Necker-Enfants malades,
Paris pour EGEA2), de I’agence nationale de la sécurit¢ du médicament et des produits de
santé¢ (ANSM) ainsi que de la commission nationale de I’informatique et des libertés (CNIL).
Tous les participants ont signé un consentement écrit.

Le recueil de données de I’é¢tude EGEA a été certifié ISO 9001-2008 de 2006 a 2018

(http://www.afaqg.org/certification=262711141114).
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Dans cette these, toutes les populations d’étude ont été sélectionnés a partir des participants

adultes de ’enquéte EGEA2 (N= 1571).

IV.1.2 Données physiologiques et biologiques

Différents examens cliniques et biologiques ont été réalisés a EGEA1 et EGEA2 (Figure 12).
Ces examens comprenaient une spirométrie de base pour tous les participants agés d’au moins
sept ans, un test d’hyperréactivité¢ bronchique a la méthacholine pour les participants avec un
VEMS égal ou supérieur a 80% du prédit, des tests cutanés a 12 allergenes, une mesure de la
FeNO, un recueil du condensat de I’air expiré et des prélevements sanguins. Une banque
biologique a été constituée a EGEA1 et complétée a EGEA?2 : sérum, plasma et condensat,
érythrocytes, ADN, ARN et des lignées cellulaires lymphoblastoides [75, 225]. La collection

biologique est référencée dans le réseau Biobanque [229].

IV.1.3 Génotypage

Le génotypage de 1904 participants a été effectué au Centre National de Génotypage (CNG,
Evry, France) selon une approche pangénomique dans le cadre du projet GABRIEL

(http://www.cng.fr/gabriel/, [46], en utilisant la puce Illumina de la gamme 610 Quad (puce

[Mlumina 610 Quad, Illumina, San Diego, Etats—Unis) (Figure 12). Pour accroitre la densité des
SNPs, des imputations ont été réalisées pour les SNPs non génotypés en utilisant les
haplotypes de HapMap CEU (résidents de 1'Utah ayant des ancétres d'Europe du Nord et
d’Europe de 1'0uest) comme panel de référence. Plus de 600 000 polymorphismes
nucléotidiques ou SNPs répartis sur I’ensemble du génome et 2,5 millions de SNPs imputés
sont ainsi disponibles dans I'étude EGEA. Des criteres stricts de contrdle de qualité ont été
appliqués aux SNPs génotypés : proportion de participants génotypés pour le SNP ou « call
rate » > 95%, fréquence de I’allele mineur (MAF) > 5% et valeur de p de I’équilibre d’Hardy-
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Weinberg (HWE) < 10-4. De méme pour les SNPs imputés : score de qualité d’imputation

(rsq) > 0,9 et MAF > 5%).
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2047 subjects aged 7-70 years 1601 subjects 1557 subjects
© Population (388 cases with asthma, 1244 first
degree of cases and 415 controls)
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@ Detailed health and environment questionnaire on health and  questionnaire on health
questionnaire environment and environment
Lung function tests with Lung function tests with
Clinical methacholine challenge, Skin methacholine challenge,
~ examination prick tests to 11 aeroallergens FeNO, Skin prick tests to 12

aeroallergens

total IgE, specific IgE to 160 Total IgE, specific IgE to 160
Biological data allergens, white blood cell counts allergens, white blood cell
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Figure 12 : Représentation graphique de la conception de I’étude EGEA
(questionnaires, collection biologique et génétique).

IV.2 Caractéristiques cliniques et fonctionnelles liées a P’asthme et caractéristiques liées a

Pallergie et a 'inflammation

IV.2.1 Principales caractéristiques cliniques de I’asthme

L’asthme vie a été défini a EGEA1 chez les proposants asthmatiques par la réponse positive
aux quatre questions suivantes : « Avez-vous déja eu des crises d étouffement au repos avec

des sifflements dans la poitrine ? », « Avez-vous déja eu une crise d’asthme ? », « Ce
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diagnostic a-t-il été confirmé par un médecin ? », et « Avez-vous eu une crise d’asthme dans
les douze derniers mois ? » ; ou par la réponse positive a au moins deux de ces questions et un
avis positif d’un comité d’expert médicaux [223]. L’asthme vie chez les apparentés des
proposants ou chez les témoins a été défini par la réponse positive a au moins une des deux
premieres.

A EGEA2 et EGEA3, I’asthme vie a été défini par la réponse positive a au moins une des
deux questions suivantes : « Avez-vous déja eu des crises d’étouffement au repos avec des
sifflements dans la poitrine ? », « Avez-vous déja eu une crise d’asthme ? » chez les

apparentés des proposants ; ou par le fait d’avoir été recruté en tant qu’asthmatique a EGEAL.

Comme toutes les populations d’étude dans cette theése ont été sélectionnés a partir des
participants adultes d’EGEA2, les définitions des caractéristiques cliniques et fonctionnelles
lices a ’asthme ainsi que celles des caracteristiques lices a l’allergie et a l'inflammation ci-

apres sont données pour EGEA?2.

L’asthme actuel a été défini, chez les asthmatiques vie, par la déclaration d’au moins un
symptome respiratoire (sifflements, oppression thoracique nocturne, crises d’essoufflement
apres une activité intense, au repos ou pendant la nuit, ou crise d’asthme) ou de I’utilisation de
médicaments par voie orale ou inhalée pour améliorer la respiration au cours des 12 derniers

mois [230].

Le controéle de I’asthme a été évalué en trois catégories sur une période de trois mois, au plus
pres des recommandations internationales du GINA 2015 [231, 232]. Les participants étaient
définis comme ayant un asthme contr6lé, partiellement contrdlé ou non controlé s’ils avaient,

respectivement, aucun, 1 a 2 ou 3 a 4 des criteres suivant : 1) fréquence des symptomes
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définie par au moins une crise d’asthme ou un ou plusieurs troubles respiratoires par semaine
dans les trois derniers mois, 2) prise de traitement pour 1’asthme au cours des trois derniers
mois définie par I’utilisation de bronchodilatateurs a action bréve ou de béta 2 inhalée, 3)
symptdmes nocturnes (définis par un réveil di a un asthme ou a une crise d’essoufflement
dans les trois derniers mois), et 4) limitation d’activit¢ définie par I'une des réponses
suivantes : « totalement limité », « trés limité », « limitation modérée », « quelques limitations
», a la question « Généralement, parmi toutes les activités que vous avez faites durant ces

deux dernieres semaines, comment avez-vous été limité par votre asthme ? ».

Le score de symptomes d’asthme défini par Sunyer er al. [233, 234] et correspondant a un
score allant de O (aucun symptdme) a 5 (5 symptdmes) basé sur le nombre de réponses
positives a des questions sur des symptomes d’asthme ressentis dans les 12 derniers mois a
été construit. Les questions sur les symptomes d’asthme sont les suivantes : « Avez-vous eu
des sifflements dans la poitrine a un moment quelconque dans les 12 derniers mois ? Et avez-
vous été essoufflé, méme légerement, lors de ces sifflements ? » ; « Vous étes-vous réveillé
avec une sensation de géne respiratoire a un moment quelconque dans les 12 derniers
mois ? » ; « Avez-vous eu une crise d’essoufflement, au repos, pendant la journée, a un
moment quelconque dans les 12 derniers mois ? » ; « Avez-vous eu une crise d’essoufflement,
apres un effort intense, a un moment quelconque au cours des 12 derniers mois ? » ; « Avez-
vous été réveillé par une crise d’essoufflement a un moment quelconque dans les 12 derniers

mois ? ».
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IV.2.2 Exploration fonctionnelle respiratoire

Des examens fonctionnels respiratoires ont été réalisés pour mesurer de nombreux parametres
dont deux ont été étudiés dans le cadre de cette these :

Le Volume Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS) mesure la quantité¢ d’air expiré
pendant la premicre seconde d’une expiration forcée (il est demandé au participant, apres
avoir inspiré au maximum, d’expirer aussi vite et fort que possible). Ce volume est
normalement égal a 70-80% de la capacité vitale, définie comme le volume d’air maximal que
I’on peut expirer en une seule fois. La variation du VEMS a été calculée selon le pourcentage
prédit de la valeur initiale a partir des valeurs de références de Quanjer et al. [235]. Le VEMS
est mesuré grace a un spirometre. Lors de I’examen, la spirométrie a été répétée jusqu’a neuf
fois jusqu’a I’obtention de trois tracés acceptables et reproductibles. Le VEMS varie selon
I’age, le sexe et la taille, et les valeurs prédites ont donc été calculées en fonction de ces trois

variables.

L’hyperréactivité bronchique (HRB) se définit comme une sensibilité accrue et une réponse
exagérée aux stimuli non allergiques qui provoquent un rétrécissement des voies respiratoires
[236]. Elle permet donc de savoir si les bronches sont plus sensibles que la normale, ce qui est
une caractéristique de ’asthme. L’hyperréactivité bronchique a ¢été mesurée par le test a la
méthacholine qui est un test standardisé consistant en 1’inhalation d’une substance appelée
méthacholine, qui a pour effet une contraction et un rétrécissement passager du calibre des
bronches chez les participants dont les bronches sont plus sensibles [236]. Ce test a été réalisé
uniquement chez les participants ayant un VEMS égal ou supérieur a 80% de la valeur
prédite. L’HRB était définie de maniere dichotomique par une diminution de 20% du VEMS

de base pour une dose cumulée de méthacholine (PD20) inférieure ou égale a 4mg.
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IV.2.3 Caractéristiques liées a I’allergie et a ’'inflammation

L’atopie a été définie par la réponse positive a au moins un des tests cutanés pour les 12
allergenes suivants : Cuppressus, chat, Dermatophagoides pteronyssinus, Alternaria tenuis,
phléole des prés, olivier, bouleau, Parietaria judaica, Cladosporium herbarum, Aspergillus,
ambroisie, et Blattela germanica. Un test était considéré positif pour un allergene si le
diametre de la papule était supérieur ou égal a 3mm par rapport a celui du témoin négatif.

Les immunoglobulines E (IgE) totales ont ét¢ mesurées dans le sérum par dosage radio-
immunologique en utilisant le systtme UniCAP (Pharmacia®) dans un laboratoire centralisé.
Les IgE totales ont été exprimées en unité internationale par millilitre (IU/mL) [225, 237,

238].

Le nombre d’éosinophiles et de neutrophiles sanguins a été obtenu a partir de la numération
formule sanguine ou hémogramme. Les valeurs seuils de 250 cellules / mm® pour les
éosinophiles et de 5000 cellules / mm?® pour les neutrophiles ont été choisis pour identifier
I’asthme €osinophilique et 1’asthme neutrophilique comme décrit précédemment [102, 239].
La valeur seuil pour les éosinophiles est celle couramment utilisée en épidémiologie et
correspond au 75°™ percentile de la distribution parmi les adultes A EGEA1, et la valeur seuil

de 5000 neutrophiles / mm? correspond au 75°™ percentile de la distribution.

IV.3 Dosage des marqueurs biologiques liés au stress oxydant

Le dosage des marqueurs biologiques a été effectué a partir des échantillons sanguins ou du
condensat de I’air expiré recueillis a EGEA2, traités, puis conservés a -80°C dans des

biobanques jusqu’au moment du dosage. Tous les dosages ont été réalisés au Laboratoire de
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Biochimie Biologie Moléculaire du CHRU de Lille selon des procédures validées et
standardisées.

Deux types de marqueurs biologiques ont été étudiés au cours de cette these : trois marqueurs
de réponse au stress oxydant que sont la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion
peroxidase (GPX) et la catalase et deux marqueurs de dommages liés au stress oxydant que

sont les 8-isoprostanes et les produits d’oxydation fluorescents (POFs).

IV.3.1 Dosage des marqueurs de réponse

Le dosage des marqueurs de réponses a été effectué entre 2009 et 2011 soit 2 a 8 ans apres la
collection des échantillons sanguins. Les activités enzymatiques de la SOD, la GPX, et la
catalase ont €té mesurées dans les érythrocytes comme décrit dans les études précédentes
[240-242]. Brievement, apres centrifugation, les érythrocytes ont été lavés et hémolysés puis
centrifugés une seconde fois afin de récupérer I’hémolysat. L’hémolysat a été dilué avec du
NaCl, la SOD a été extraite a partir de 0,5mL de cet hémolysat par ajout d’un mélange de
chloroforme/éthanol (15/25, v/v). La phase aqueuse a été récupérée pour permettre la mesure
de I’activité enzymatique par spectrophotométrie.

La concentration d'hémoglobine totale (Hb) a été mesurée par la méthode colorimétrique
cyanméthémoglobine [243]. L’activité enzymatique a été exprimée en U/g d’Hémoglobine
(Hb) pour Ia SOD et la GPX et en k/g d’Hb pour la catalase (1 k correspond a la constante de
vitesse du premier ordre). Tous les échantillons ont été analysés en double ou en triple et le

coefficient de variation était inférieur a 10% pour tous les dosages enzymatiques.
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IV.3.2 Dosage des marqueurs de dommages

Le dosage des 8-isoprostanes a été effectué entre 2012 et 2013 soit 6 a 10 ans apres la
collection du condensat de 1’air expiré. Le condensat de I’air expiré a été prélevé selon une
méthode standardisée comme décrit précédemment [244] a 1’aide de RTube® (RTube &
accessoires, Respiratory Research INC., Charlottesville, VA, USA). Bri¢vement, le RTube a
¢été rincé avec de I’eau déionisée puis séché soigneusement. Les participants ont respiré dans
le RTube, plus précisément dans un embout buccal attaché a un condenseur froid (-20 °C)
permettant ainsi de transformer le gaz en liquide. Les participants étaient assis
confortablement avec un appuie-téte. Tous les appuie-tétes et les dossiers des sieges étaient
légerement inclinés pour éviter toute contamination par la salive lors des manceuvres de
respiration. La respiration était calme et réguliere. Apres 15 minutes, le condensat a été
immédiatement aliquoté et stocké a -80 °C selon des procédures standardisées [229].

Les 8-isoprostanes ont été dosés dans le condensat de I’air expiré a 1’aide d’un kit de dosage
immuno-enzymatique spécifique (8 isoprostanes EIA kit; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA) conformément au protocole du fabricant. Cinquante plitres de condensat ont été
analysés en double. La densité optique a ét€ mesurée grice a un spectrophotometre
d’absorption moléculaire a une longueur d’onde Amax de 412nm, puis a été reportée sur une
courbe étalon afin d’obtenir la concentration en 8-isoprostanes exprimée en pg/mL. Les
concentrations en 8-isoprostanes ont été calculées a partir d'une courbe d'étalonnage obtenue a
partir de huit points d'étalonnage (0,8-2,1-5,1-12,8-32-80-200-500-500 pg/mL, ou 0,8
pg/mL est la concentration la plus faible). La limite de détection des 8-isoprostanes était de

4,0 pg/mL et le coefficient de variation intra-essai était inférieur a 20%.

Le dosage des POFs a été effectué entre 2011 et 2012 soit 5 a 8 ans apres la collection des
échantillons sanguins. Les concentrations en POFs ont été mesurées dans le plasma, comme
décrit dans 1’étude de Wu et al. [134, 137]. Brievement, un mélange d’éthanol/éther (3/1, v/v)
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a été ajouté a un échantillon de 0,2mL de plasma. Apres centrifugation, le surnageant a été
récupéré et analysé en utilisant un spectrofluorimétre (360nm de longueur d’ondes
d’excitation, 430nm de longueur d’ondes d’émission). La fluorescence a été exprimée en
unité d’intensité relative de fluorescence par millilitre de plasma (RFU/mL) [134, 137]. Grace
a la courbe d’étalonnage, le report de I'intensité de fluorescence a permis d’obtenir les

concentrations plasmatiques des POFs. Le coefficient de variation était inférieur a 20%.

L’heure du prélévement sanguin, la durée de conservation des échantillons, et la variabilité
entre les plaques de dosages peuvent influencer la concentration des marqueurs biologiques.
Les associations entre ces parametres et les concentrations des marqueurs ont été étudiées et

les résultats montraient qu’ils n’affectaient pas les concentrations des marqueurs biologiques.

IV4 Identification des endotypes

Cinq endotypes ont été€ identifi€és par une approche non supervisée a EGEA2 comme décrit
précédemment par Nadif er al. [139, 245], deux endotypes chez les participants non
asthmatiques et trois endotypes chez les participants avec un asthme actuel. Les cinq
endotypes seront décrits en détails dans le deuxieme chapitre de la partie Résultats de ce

manuscrit (Partie V.2).

IV4.1 Caractéristiques incluses dans les analyses de classification

Chez tous les participants, quatre caractéristiques démographiques : age (en continu), sexe,
statut tabagique (non-, ex- et fumeurs actuels) et indice de masse corporelle (en continu) ; 20

caractéristiques cliniques et fonctionnelles : symptomes respiratoires dans les 12 derniers
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mois, (essoufflement et respiration sifflante, crises d'essoufflement apres une activité intense,
au repos ou pendant la nuit, oppression et toux thoraciques nocturnes, toux chronique et
flegme), dyspnée, test de sensibilisation allergique a 12 allergenes, rhinite actuelle, eczéma
vie, utilisation de médicaments inhalés en raison de problemes respiratoires dans les 12
derniers mois, VEMS et CVF; et les marqueurs biologiques suivants : neutrophiles et
€osinophiles, IgE totales, et POFs, tous exprimés en continu, ont été sélectionnées pour les
analyses de classification. De plus, chez les asthmatiques actuels, cinq caractéristiques
spécifiques a 1I’asthme ont également été sélectionnées : age de début d’asthme (en continu),
crise d’asthme dans les 12 derniers mois, admission a I’hdpital ou aux urgences dans les 12
derniers mois et 1’utilisation de médicaments oraux en raison de problémes respiratoires dans
les 12 derniers mois. En résumé, 23 caractéristiques ont été incluses dans les analyses de
classifications chez les non asthmatiques et 28 caractéristiques chez les asthmatiques actuels

[139, 245].

IV.4.2 Analyses de classification — modeles de mélange

Pour identifier ces endotypes, des analyses de classification ont été effectuées a l'aide de
modeles de mélange séparément chez les non asthmatiques et chez les asthmatiques actuels
[139, 245]. Tout d’abord, pour traiter a la fois les données catégorielles et continues, une
analyse factorielle des données mixtes (AFDM) qui combine une analyse en composante
principale (ACP) pour les variables continues et une analyse des correspondances multiples
(ACM) pour les variables qualitatives a été utilisée [246]. L’AFDM convertit toutes les
variables en composantes continues. Ensuite, une étape d’imputation de données a été réalisée
en utilisant le package {missMDA} pour imputer les données manquantes sur le statut
tabagique chez les non asthmatiques, la rhinite chez les asthmatiques actuels et ’eczéma vie,
I’utilisation de CSI, la sensibilisation allergique et la concentration en IgE totales chez tous

les participants. Puis, des modeles de mélange ont été utilisés pour identifier les clusters
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séparément chez les non asthmatiques et chez les asthmatiques actuels. Plus précisément, des
modeles de mélange gaussiens (GMMs) ont été utilisés en raison de leur flexibilité et de la
disponibilité de diverses structures de covariance qui peuvent étre obtenues au moyen d'une
décomposition propre [247]. Pour cela, le package {mclust} a été utilisé [248]. La sélection
du modele et les choix du nombre de composants, des parametres de covariance et du nombre
de clusters ont été réalisés en utilisant le critere d’information bayésien (BIC) [249, 250].
Chaque participant a été affecté au groupe dont la probabilité d'appartenance était la plus
élevée. Toutes les analyses de classification ont été effectuées a 1'aide du logiciel statistique R

(version 3.5).

IV.S Estimation des expositions professionnelles

L’histoire professionnelle des participants a été recueillie aux trois enquétes d’EGEA grace a
un questionnaire détaillé portant sur l’intitulé du meétier, le secteur d’activité, les taches
effectuées habituellement, qui devaient €tre précisément décrites par le participant ainsi que
I’année de début et fin du métier. A EGEA1 et EGEA3, seules les informations sur les deux
derniers métiers étaient recueillies. A EGEA2, I’ensemble de I’histoire professionnelle des
participants €tait recueilli, incluant tous les stages d’au moins un mois et tous les métiers d’au
moins trois mois.

A partir de ces informations, pour chaque métier, un code de métier a quatre chiffres a été
attribué par un codeur expérimenté, selon la classification internationale standardisée de 1988

du Bureau International du Travail (BIT, Classification Internationale Type des Professions).

A partir de ces codes métiers, une nouvelle matrice emplois-expositions spécifique pour

I’asthme (OASJEM, http://oasjem.vjf.inserm.fr/) [251] a été appliquée a la population

d’EGEA afin d’estimer les expositions professionnelles. 11 s’agit d’une mise a jour de
95


http://oasjem.vjf.inserm.fr/

I’ancienne matrice spécifique a I’asthme développée par Kennedy e al. [252] au début des
années 2000, qui évaluait 1’exposition a 22 agents a risque pour I’asthme [253]. Brievement,
la mise a jour a été effectuée par un groupe d’experts en 2018 suivant une procédure
standardisée et sur la base de la littérature récente. La liste d’agents a été complétée pour
aboutir a une version finale de la matrice OASJEM composée de 30 agents connus ou
suspectés comme étant a risque pour 1’asthme. Ces 30 agents ont été classés en sept grands
groupes (non mutuellement exclusifs) : agents de haut poids moléculaire, mites, expositions
microbiennes, agents de petit poids moléculaire, irritants, produits chimiques hautement
réactifs, et biocides (Tableau 4). L’exposition a chaque agent a été estimée sur la base des
connaissances des experts selon trois catégories : « élevée » pour une exposition a probabilité
élevée et a intensité modérée a forte, « moyen » pour une exposition a probabilité faible a
modérée ou a intensité faible, et « non » pour peu susceptible d'étre exposé (faible probabilité

et faible intensit€).

Pour améliorer les estimations, cette matrice a été complétée d’une phase de réévaluation de
I’exposition par expertise. L’expertise a été réalisée pour certains codes de métier regroupant
des métiers avec des tiches ou des secteurs d’activité variables, et pouvant impliquer des
expositions différentes pour certains agents. Comme le questionnaire d’EGEA2 fournissait
des informations détaillées concernant les taches effectuées, des experts ont réévalué ces
métiers au cas par cas et ont pris une décision sur le niveau d’exposition. Pour les données
d’EGEA2, deux expertes (Mme Brigitte Dananché et Mme Dominique Oberson-Geneste) ont
réalisé cette expertise et ont revu indépendamment 43% de 1’ensemble des stages/métiers. En

cas de désaccord, la décision finale a été prise par consensus.

Dans cette these, les expositions professionnelles d’intérét étaient évaluées a EGEA2, pour le

métier actuel ou le dernier métier occupé et comprenaient les irritants et les sous-groupes
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correspondants, a savoir les produits chimiques hautement réactifs et les biocides. Un
troisieme sous-groupe a été constitué et nommé « produits de nettoyage / désinfectants »
regroupant trois expositions spécifiques : désinfectants chimiques de haut niveau, nettoyant

d’intérieur et eau de javel.

Tableau 4 : Liste des agents a risque pour I’asthme classés dans sept grands groupes — OAsJEM.

Produits
Agents de Agents de chimiques
haut poids Expositions petit poids hautement
Agents (n=30) moléculaire Mites microbiennes moléculaire Irritants réactifs  Biocides

Animaux
Poissons/crustacés

Farine

— =

Aliments

Poussieres liées aux
plantes

—

Acariens

Mites

Acariens de végétaux
Enzymes

Latex

O T N Y

Textiles
Moisissures 1 1
Endotoxines 1 1

Médicaments 1 1

Désinfectants
chimiques de haut 1 1 1 1
niveau

Amines aliphatiques
Isocyanates

Acrylates

—_— = = =

1 1
1 1
1 1
Résines époxy 1 1
Persulfates/ henné 1 1
Bois 1 1 1
Métaux 1 1

Fluides du travail des
métaux

Herbicides 1 1
Insecticides 1 1
Fongicides 1 1
Nettoyant d’intérieur
Javel

Solvants organiques 1 1

Gaz d’échappement 1

Tableau extrait de I’article de Le Moual et al. [251].
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IV.6 Analyses statistiques

La normalité de la distribution des marqueurs biologiques a été vérifiée par une méthode
graphique (histogramme) et par un test de Shapiro-Wilk. Pour les marqueurs biologiques dont
la distribution ne suivait pas une loi normale, les valeurs des dosages ont été log-transformées
et les concentrations sont exprimées en moyenne géométrique (MG) et quantiles (Q1-Q3).
Des régressions logistiques ont été utilisées pour étudier les variables explicatives binaires et
les résultats sont présentés sous forme d’odds-ratio (OR) avec leurs intervalles de confiance a
95% (IC a 95%). Les variables explicatives continues ont été étudiées en utilisant des
régressions linéaires et les résultats sont présentés sous forme de moyenne géométrique et
leurs intervalles de confiance a 95%. Pour chacun de ces modeles de régression, la
dépendance familiale entre les participants d’EGEA a été prise en compte par une approche
d’équation d’estimation généralisée (GEE, procédure GENMOD sous SAS) pour les variables
explicatives binaires et par un modele linéaire mixte a intercept aléatoire (procédure MIXED
sous SAS) pour les variables explicatives continues.

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel de statistique SAS® (version
9.4 ; SAS Institute, Cary, NC, USA). Le seuil de significativité considéré pour I’ensemble des
analyses était de 0,05.

Pour les analyses des données génétiques, la méthode est détaillée avant la présentation des

résultats correspondants.
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V  RESULTATS ET DISCUSSIONS

Cette partie présente et discute les résultats correspondant aux trois objectifs spécifiques de la
theése et comporte trois chapitres. Le premier chapitre porte sur I’étude des associations entre
les marqueurs biologiques du stress oxydant et ’asthme d’une part et 1’exposition
professionnelle aux irritants d’autre part. Le deuxiéme chapitre porte sur 1’étude des
associations entre 1’exposition professionnelle aux irritants et des endotypes d’asthme. Le
troisiéme chapitre porte sur I’étude d’associations entre des génes impliqués dans la réponse
au stress oxydant et un endotype d’asthme et 1’étude de la différence de cette association selon

I’exposition professionnelle aux irritants.
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V.1 Associations entre les marqueurs biologiques liés au stress oxydant, ’asthme et ’exposition

professionnelle aux irritants

Ce chapitre présente et discute les résultats du premier objectif de la these. Il est organisé en
deux parties : 1) I’étude des associations entre les marqueurs biologiques du stress oxydant et
les caractéristiques de I’asthme a) dans une analyse transversale, puis b) dans une analyse
longitudinale ; et 2) 1’étude des associations entre 1’exposition professionnelle aux irritants et

les marqueurs biologiques du stress oxydant dans une analyse transversale.

V.1.1 Associations entres les marqueurs biologiques liés au stress oxydant et ’asthme

V.1.1.1 Associations entres les marqueurs biologiques liés au stress oxydant et

I’asthme : analyse transversale

Ce travail a été présenté au congres de |’European Respiratory Society a Milan en septembre
2017 et a fait I’objet d’un article publié dans |’European Respiratory Journal en décembre

2017 [254].

Dans I’étude EGEA, plusieurs marqueurs biologiques liés au stress oxydant mesurés dans le
sang ou dans le condensat de ’air expiré étaient disponibles dont trois marqueurs de réponse
et deux marqueurs de dommages. L’objectif est d’étudier les associations entre ces marqueurs

biologiques et différentes caractéristiques de 1’asthme.
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A) Matériels et méthodes

Sélection de la population d’étude

Les analyses ont été effectuées en utilisant les données issues des participants adultes (> 16
ans) ’EGEAZ2. Les participants ayant des données manquantes pour le dosage des marqueurs
biologiques d’intérét ainsi que le statut tabagique ont été exclus. Au final, 1388 participants
ont été retenus pour les analyses (Figure 13). Les participants inclus avaient des

caractéristiques cliniques similaires aux participants exclus (Annexe 2).

Participants adultes a EGEA?2
(n=1571)

Données manquantes
sur :

L - dosage des

marqueurs biologiques
M=1R1

Population étudiée
(N=1388)

Figure 13 : Sélection de la population dans I’étude des associations entre
les marqueurs biologiques liés au stress oxydant et I’asthme.

Caractéristiques de I’asthme

Les caractéristiques de 1’asthme étudiées étaient : 1’asthme vie ; puis parmi les participants
ayant un asthme vie : I’asthme actuel, I’asthme de I’adulte défini par un age de début
d’asthme > 16 ans ; le contrdle de 1’asthme ; les exacerbations de I’asthme définies par une
admission aux urgences, une hospitalisation due a des problemes respiratoires ou par

I’utilisation de traitements oraux pour améliorer la respiration dans les 12 derniers mois ; les
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symptdmes respiratoires dans les 12 derniers mois ; et les traitements pour I’asthme définis
par I'utilisation de traitements oraux ou inhalés pour améliorer la respiration dans les 12

derniers mois.

Marqueurs biologiques liés au stress oxydant

Les marqueurs biologiques d’intérét étaient : la SOD, la GPX et la catalase, marqueurs de
réponse dont les activités enzymatiques étaient mesurées dans les érythrocytes, et les 8-
isoprostanes et les POFs, marqueurs de dommages dont les concentrations étaient mesurées
dans le condensat de I’air expiré et dans le plasma respectivement. Excepté pour la catalase,
les concentrations des marqueurs biologiques ont été log-transformées car leurs distributions
ne suivaient pas une loi normale. Les résultats étaient exprimés en moyenne géométrique

(MG) et quantiles (Q1-Q3) pour ces marqueurs et en moyenne et écart-type pour la catalase.

Analyses statistiques

Dans un premier temps, les marqueurs biologiques ont été décrits en fonction de 1’age, du
sexe et du statut tabagique chez les participants non asthmatiques afin de s’affranchir de
I’association entre le stress oxydant et 1’asthme.

Dans un deuxieme temps, les associations entre les marqueurs biologiques et les
caractéristiques de 1’asthme ont été étudiées a 1’aide de régressions logistiques ajustées sur
I’age (en continu), le sexe et le statut tabagique (non fumeur, ex-fumeur et fumeur). En raison
des faibles effectifs dans chacune des catégories définissant le controle de 1’asthme, les
catégories « partiellement contrdlé » et « non contrdlé » ont été regroupées pour construire
une variable binaire (asthme mal contr6lé vs asthme contr6lé). Une analyse de sensibilité a été
effectuée en ajustant sur le nombre de paquets-années ou la consommation journaliere de

tabac (g/jour) a la place du statut tabagique.
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Pour présenter les résultats des régressions logistiques, les odds-ratio (OR) sont exprimés
pour une augmentation d’un écart interquartile (IQR) de I’activité enzymatique ou de la
concentration du marqueur biologique. L’IQR est défini par la distance entre le 25°™ et le
75%me percentile [255]. L’OR compare les participants ayant une activité ou une concentration

de marqueur élevée par rapport a ceux ayant une activité ou une concentration de marqueur

faible.

B) Résultats

Description de la population d’étude

Parmi les 1388 participants inclus dans I’analyse, 614 avaient un asthme vie. L’age moyen
des participants €tait de 43 ans, 51% étaient des femmes et 23% étaient des fumeurs actuels.
Les participants avec un asthme vie étaient majoritairement des hommes (p=0,01), et ils
étaient plus jeunes que les participants non asthmatiques (p<0,0001). De plus, ces participants
étaient plus allergiques, avaient un VEMS plus bas et plus d’hyperréactivité bronchique ainsi
qu’un nombre élevé d’éosinophiles circulants par rapport aux participants non asthmatiques
(toutes les valeurs de p < 0,0001) (Tableau 5).

Parmi les participants avec un asthme vie, 89% avaient un asthme actuel, 32% avaient un
asthme partiellement controlé et 11% un asthme mal controlé, 34% avaient un age de début
d’asthme > 16 ans. Dans les 12 derniers mois, 66% déclaraient des traitements pour 1’asthme
(médicaments inhalés ou oraux), 40% déclaraient 1’utilisation de corticoides inhalés, 38%
déclaraient une crise d’asthme, 14% déclaraient des exacerbations de 1’asthme, et 78%

déclaraient des symptomes respiratoires (Tableau 5).
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Chez tous les participants, les moyennes géométriques (Q1-Q3) de I’activité enzymatique des
marqueurs de réponse au stress oxydant étaient de 1218 (1036-1449) U/g d’hémoglobine (Hb)
pour la SOD et 39,1 (34,2-45,3) U/g d’Hb pour la GPX ; la moyenne (+ ET) de la catalase
était de 163 + 40,4 k/g d’Hb. Les moyennes géométriques étaient de 2,88 (1,31-6,66) pg/mL
et de 93,3 (79,9-106) RFU/mL pour les concentrations des 8-isoprostanes et des POFs

respectivement.
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Tableau 5 : Description des caractéristiques démographiques et cliniques des 1388 participants
selon le statut asthmatique.

Caractéristiques démographiques Tous les Non Asthmatiques
et cliniques participants asthmatiques vie
n=1388 n=774 n=614 p'
Sexe, femmes, % 51,1 54,4 47,1 0,01
Age, moyenne (ET) 43,1 (16,5) 46,2 (15,9) 39,1 (16,3) <0,0001
IMC, kg/m?, % n=1365 n=761 n=604
<20 10,6 9,33 12,2
[20-25] 51,6 50,5 53,0 0,09
[25-30[ 27,8 30,1 24,8
=30 10,0 10,1 9,93
Statut tabagique, %
Non fumeur 50,1 50,1 50,2
Ex fumeur 27,4 29,2 25,1 0,10
Fumeur actuel 22,5 20,7 24,8
Age de début d’asthme, ans, % n=573 n=573
<4 30,5 30,5
[4-16[ 35,1 - 35,1
>16 34,4 344
Asthme actuel, % n=572 n=572
Oui 88,8 - 88,8
Controle de I’asthme, % n=537 n=537
Controlé 57,9 - 57,9
Partiellement controlé 31,5 31,5
Non controlé 10,6 10,6
Crise d’asthme (12 mois), % n=611 n=611
Oui 38,1 - 38,1
Exacerbations (12 mois), % n=573 n=573
Oui 13,6 - 13,6
Corticoides inhalés (12 mois), % n=1381 n=772 n=609
Oui 19,6 3,24 40,4 <0,0001
VEMS % prédit, n=1360 n=757 n=603
moyenne (ET) 102 (18,0) 107 (16,5) 96,9 (18.4) <0,0001
VEMS < 80% prédit, % n=1360 n=757 n=603
Oui 9,7 5,42 15,1 <0,0001
Test a la méthacholine, n=851 n=487 n=364
PD20 < 4mg, % 443 26,9 67,6 <0,0001
Test cutané positif, % n=1281 n=716 n=565
56,3 38,5 78,8 <0,0001
IgE totales n=1383 n=772 n=611
>100 IU/mL, % 43,0 29,5 60,1 <0,0001
Nombre d’EOS, n=1378 n=767 n=611
moyenne (ET) 204 (161) 168 (124) 248 (189)
> 250 cellules/mm?, % 26,9 17,2 39,2 <0,0001
Nombre de NEU, n=1378 n=767 n=611
moyenne (ET) 3998 (1388) 3971 (1328) 4031 (1460)
> 5000 cellules/mm?, % 20,0 19,2 21,0 0,42

ET : écart-type ; IMC : indice de masse corporelle ; VEMS : volume expiratoire maximal par seconde ; PD20 : dose cumulée
de méthacholine inférieure ou égale a8 4mg provoquant une diminution de 20% du VEMS ; IgE : immunoglobuline E ; EOS :
éosinophiles ; NEU : neutrophiles.
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Description des marqueurs biologiques liés au stress oxydant chez les participants non

asthmatiques

Les Tableaux 6 et 7 présentent respectivement la description des activités enzymatiques des
marqueurs de réponse et des concentrations des marqueurs de dommages chez les participants
non asthmatiques en fonction des caractéristiques démographiques. Parmi les marqueurs de
réponse (Tableau 6), 1’activité enzymatique de la catalase augmentait avec 'IMC (p de
tendance = 0,02) et était plus élevée chez les fumeurs actuels et ex-fumeurs que chez les non
fumeurs (p de tendance = 0,004). L’activité¢ de la GPX était positivement associé¢e a 1’age (p
de tendance = 0,01) et était plus élevée chez les femmes que chez les hommes (p<0,0001).
L’activité de la SOD <¢tait négativement associée a 1’age (p de tendance <0,0001) et
positivement associée a I’IMC (p de tendance = 0,003).

Parmi les marqueurs de dommages (Tableau 7), la concentration en 8-isoprostanes était
négativement associée a 1’age (p de tendance = 0,01), et était plus élevée chez les femmes que
chez les hommes (p = 0,04). La concentration en POFs était positivement associée a 1’age (p
de tendance <0,0001) et était plus élevée chez les fumeurs actuels et ex-fumeurs par rapport
aux non fumeurs (p de tendance <0,0001). De plus, chez les fumeurs actuels et ex-fumeurs, la
concentration en POFs était positivement associée au nombre de paquets-années (p de
tendance = 0,03) ; et chez les fumeurs actuels, la concentration en POFs était associée
positivement a la consommation de tabac journaliere (p de tendance = 0,001) (Figure en

annexe 3).
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Tableau 6 : Description des marqueurs de réponse au stress oxydant chez les participants non asthmatiques en fonction des caractéristiques

démographiques (n=774).

Catalase (k/g d’Hb) GPX (U/g d’Hb) SOD (U/g d’Hb)
n Moyenne (ET) P n MG (Q1;Q3) p n MG (Q1 ; Q3) P
p* p* p*

Age (ans)

[16-25] 93 169 (34,6) 93 38,9 (33,7 ; 44,0) 93 1265 (1083 ; 1517)

[25-35] 133 154 (44,2) 0,03 134 37,0 (32,5 ;42,5) 0,001 134 1260 (1083 ; 1511) 0,01

[35-45] 93 163 (38,6) 0,04 96 38,9 (33,3 ;44,0) 0,01 96 1244 (1044 ; 1509) 0,003

[45-55] 181 168 (34,9) 182 40,6 (35,7 ; 46,7) 182 1204 (1206 ; 1413)

>55 262 162 (40,8) 266 40,1 (35,0 ; 46,4) 265 1170 (960 ; 1410)
p de tendance* 0,94 0,01 <0,0001
Sexe

Homme 349 163 (39,4) 0,77 349 37,8 (33,1 ;43,8) <0,0001 350 1226 (1027 ; 1474) 0,31

Femme 413 164 (39,3) 0,30 420 40,7 (35,7 ; 46,7) <0,0001 420 1204 (1021 ; 1453) 0,71
IMC (kg/m?)

<20 71 165 (33,9) 71 39,8 (35,4 ; 44,8) 71 1194 (1009 ; 1421)

[20-25] 376 160 (39,7) 0,07 382 39,2 (33,8 ;45,7) 0,87 382 1193 (1011 ; 1411) 0,28

[25-30[ 226 165 (41,1) 0,06 227 39,7 (35,1 ; 45,8) 0,62 228 1232 (1034 ; 1470) 0,02

>30 76 171 (37,1) 76 39,6 (35,8 ;45,2) 76 1247 (1034 ; 1606)
p de tendance* 0,02 0,73 0,003
Statut tabagique

Non fumeur 380 159 (39,3) 385 39,6 (34,9 ; 44,8) 386 1216 (1022 ; 1474)

Ex-fumeur 225 167 (40,0) 0,02 225 39,7 (34,0 ; 46,5) 0,13 225 1190 (1028 ; 1441) 0,24

Fumeur actuel 157 167 (37,7) 0,02 159 38,2 (33,6 ; 44,0) 0,59 159 1242 (1033 ; 1452) 0,42
p de tendance* 0,004 0,47 0,70

GPX : glutathion peroxydase ; SOD : superoxyde dismutase ; MG : moyenne géométrique ; Hb : hémoglobine ; IMC : indice de masse corporelle.
*ajustement sur 1’age, le sexe et le statut tabagique.
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Tableau 7 : Description des marqueurs de dommages liés au stress oxydant chez les participants
non asthmatiques en fonction des caractéristiques démographiques (n=774).

8-isoprostane (pg/mL) POFs (RFU/mL)
n MG (Q1 5 Q3) p n MG (Q1 ; Q3) p
p* p*

Age (ans)

[16-25] 52 3,97(1,75;7,67) 90 86,5 (74,9 ; 96.,3)

[25-35] 65 2,73 (1,14;8,08) 0,04 129 89,3 (77,2 ; 101) <0,0001

[35-45] 47 1,98 (0,84;5,28) 0,03 91 92,0 (81,4 ;101) <0,0001

[45-55] 96 2,52 (1,21 ;5,70) 177 96,9 (83,4 ; 112)

>55 113 2,01 (0,74 ; 4,66) 251 100 (87,0 ; 113)
p de tendance* 0,01 <0,0001
Sexe

Homme 164 2,08 (1,05;5,18) 0,04 335 93,1 (80,7 ; 105) 0,07

Femme 209 2,82(1,14;6,12) 0,02 403 95,9 (82,3 ; 109) 0,03
IMC (kg/m?)

<20 38 2,39 (0,74 ;9,03) 68 90,9 (76,5 ; 102)

[20-25] 193 2,67 (1,10;6,62) 0,70 363 95,1 (82,7 ; 108) 0,17

[25-30[ 100 2,17 (1,19 ;4,35) 0,56 226 94,0 (80,3 ; 109) 0,34

>30 42 2,38 (1,09 ; 5,67) 73 98,4 (85,2 ; 107)
p de tendance® 0,45 0,91
Statut tabagique

Non fumeur 176 2,62 (1,15;6,15) 367 91,8 (79,4 ; 103)

Ex-fumeur 124 2,16(1,00;524) 045 220 98,0 (85,2 ; 113) 0,001

Fumeur actuel 73 2,65(1,22;544) 092 151 96,9 (85,1 ; 111) 0,0001
p de tendance* 0,80 <0,0001

POFs: produits d’oxydation fluorescents ; RFU : intensité relative de fluorescence ; MG: moyenne géométrique ; IMC : indice
de masse corporelle.
*ajustée sur 1’age, le sexe et le statut tabagique.

Associations entre les marqueurs biologiques liés au stress oxydant et I’asthme vie

Aucune association significative n’était observée entre 1’activité enzymatique de la SOD, la

GPX ou la catalase et 1’asthme vie (Tableau 8). La concentration en 8-isoprostanes était plus

élevée tandis que la concentration en POFs était plus faible chez les participants avec un

asthme vie comparés aux participants non asthmatiques. Apres ajustement sur 1’age, le sexe et

le statut tabagique, seule I’association entre les 8-isoprostanes et 1’asthme vie restait

significative (Tableaux 8 et 10).
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Tableau 8 : Associations entre les marqueurs biologiques liés au stress oxydant et I’asthme vie.

Tous les participants Participants non Participants avec
asthmatiques asthme vie
n MG (Q1; Q3) n MG (Q1; Q3) n MG (Q1; Q3) p

pt

Marqueurs de réponse

SOD (U/g d’Hb) 1377 1218 (1036 ; 1449) 770 1213 (1024 ; 1454) 607 1223 (1064 ; 1439) 0,54

0,66
GPX (U/g d’Hb) 1378 39,1 (34,2;453) 769 39,4(34,3;454) 609 38,7(33,9;44.8) 0,16
0,95
CAT (k/g d’Hb),
moyenne (ET) 1368 163 (40,4) 762 163 (39,3) 606 162 (47,7) 0,70
0,79
Marqueurs de dommages
8-isoprostanes 688 2,88 (1,31 ; 6,66) 373  246(1,10;5,73) 315 3,46(1,63,7,70) 0,001
(pg/mL) 0,02
POFs (RFU/mL) 1325 93,3 (79,9 ; 106) 738 94,6 (81,9 ;108) 587  91,5(78,0;102) 0,01
0,74

MG: moyenne géométrique ; ET : écart-type ; SOD: superoxyde dismutase; GPX: glutathion peroxydase; POFs: produits
d’oxydation fluorescents ; RFU : intensité relative de fluorescence ; Hb : hémoglobine
Tajustement sur 1’age, le sexe et le statut tabagique

Associations entre les marqueurs de dommages liés au stress oxydant et les caractéristiques

de ’asthme chez les participants avec un asthme vie

Parmi les participants avec un asthme vie, il n’y avait pas d’association significative entre les
marqueurs de réponse au stress oxydant et les caractéristiques de I’asthme (Tableau 9).

Les marqueurs de dommages étaient associés a plusieurs caractéristiques de 1’asthme
(Tableau 10). La concentration en 8-isoprostanes était significativement plus élevée chez les
participants avec un asthme débutant dans 1’enfance comparée a celle des participants avec un
asthme débutant a I’age adulte. Aucune autre association significative n’était observée entre
les 8-isoprostanes et les caractéristiques de I’asthme.

Une concentration élevée en POFs était associée significativement a un asthme débutant a
I’age adulte, & un asthme mal contrdlé, aux crises d’asthme, a la prise de traitements pour
asthme, et a I’utilisation de corticoides inhalés dans les 12 derniers mois. De plus, une

association significative était observée entre la concentration en POFs et une fonction
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ventilatoire basse. De méme, la concentration en POFs était corrélée négativement avec le
VEMS (r=-0,16, p=0,0001). Toutes ces associations restaient significatives apres ajustement
sur 1’age, le sexe et le statut tabagique, a I’exception de l’association entre les POFs et
I’asthme de 1’adulte. Aucune association significative n’était observée entre les POFs et les
symptomes respiratoires. Des résultats similaires étaient observés apres ajustement sur le
nombre de paquets-années ou la consommation journaliere de tabac a la place du statut
tabagique (Annexe 4).

Parmi les participants avec un asthme vie, aucune association significative n’était observée

entre les marqueurs biologiques liés au stress oxydant et I’hyperréactivité bronchique.

Associations entre les marqueurs de dommages liés au stress oxydant et les marqueurs

d’allergie et d’inflammation

Aucune association significative n’était observée entre les marqueurs de dommages et les
marqueurs d’allergie (IgE totales ou tests cutanés positifs) (Tableau 11). Concernant les
marqueurs d’inflammation (neutrophiles et éosinophiles), une association positive et
significative était observée entre les POFs et les neutrophiles (=5000 versus <5000

cellules/mm?). Aucune autre association significative n’était observée.
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Tableau 9 : Associations entre les marqueurs de réponse au stress oxydant et les caractéristiques de I’asthme.

Superoxyde dismutase (U/g d’Hb) Glutathion peroxydase (U/g d’Hb) Catalase (k/g d’Hb)

n OR (IC2a95%)*  ORgjusi (IC 8 95%)* n OR (IC 2a95%)* ORGyjusis (IC 2 95%)* n OR (IC 295%)* ORyjust¢ (IC 8 95%)*
Asthme vie 1377 1,04 (0,91 ; 1,20) 0,96 (0,83 ; 1,12) 1378 0,91 (0,81 ; 1,03) 1,01 (0,89 ; 1,15) 1368 0,97 (0,84 ; 1,11) 0,97 (0,85 ; 1,12)
(vs non asthmatiques)
Parmi les participants avec un asthme vie
Asthme actuel 567 1,04 (0,74 ; 1,46) 1,08 (0,76 ; 1,54) 568 0,85 (0,62 ; 1,17) 0,83 (0,59 ; 1,15) 565 0,96 (0,66 ; 1,38) 0,93 (0,64 ; 1,35)
(vs non asthmatique actuel)
Crise d’asthme, 12 mois 604 0,95 (0,68 ; 1,21) 0,91 (0,64 ; 1,19) 606 0,95 (0,74 ; 1,15) 0,90 (0,68 ; 1,11) 603 1,10 (0,88 ; 1,32) 1,13 (0,91 ; 1,35)
Asthme mal controlé**$ 532 0,87 (0,67 ; 1,13) 0,91 (0,70 ; 1,19) 533 0,87 (0,70 ; 1,09) 0,82 (0,65 ; 1,04) 530 1,00 (0,79 ; 1,28) 1,01 (0,79 ; 1,29)
(vs asthme controlé)
VEMS < 80% prédit** 596 0,98 (0,69 ; 1,40) 1,15 (0,77 ; 1,73) 598 1,21 (0,93 ; 1,57) 1,12 (0,84 ; 1,50) 595 1,04 (0,77 ; 1,39) 1,02 (0,76 ; 1,36)

*OR exprimé pour une augmentation d’un écart interquartile (distance entre le 25¢me et le 75¢me percentile) de I’activité enzymatique de chaque marqueur biologique ; ajusté sur 1’age, le sexe et le statut tabagique
; $ « asthme mal contrdlé » regroupe les catégories « partiellement contrdlé » et « non contrdlé ».
**]es résultats étaient similaires quand on restreignait 1’analyse chez les participants avec un asthme actuel ; Hb : hémoglobine ; VEMS : volume expiratoire maximal par seconde.
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Tableau 10 : Associations entre les marqueurs de dommages liés au stress oxydant et les caractéristiques de I’asthme.

8-isoprostanes (pg/mL)

Produits d’oxydation fluorescents (RFU/mL)

OR (IC 24 95%)*

ORajusté (IC a 95%)*

n

OR (IC 2 95%)*

ORajusté (IC a 95%)*

Asthme vie

(vs non asthmatiques)

688

1,40 (1,17 ; 1,67)

1,28 (1,06 ; 1,55)

1325

0,84 (0,73 ; 0,96)

0,98 (0,86 ; 1,13)

Parmi les participants avec un asthme vie

Asthme de ’adultet
(vs asthme de ’enfance)

Asthme actuel

(vs non asthmatique actuel)

Asthme mal controlé**
(vs asthme controlé)

Crise d’asthme, 12 mois

Exacerbations, 12 mois
Symptémes respiratoires, 12 mois
Traitements pour asthme, 12 mois®

Utilisation de CSI, 12 mois

VEMS < 80% prédit**

Test a la métacholine

PD20 < 4mg**

294

295

282

315

297

311

315

313

314

193

0,51 (0,35 ; 0,76)

0,65 (0,38 ; 1,13)

0,82 (0,59 ; 1,15)

0,80 (0,58 ; 1,10)

0,75 (0,47 ; 1,20)

0,73 (0,35 1,10)

0,77 (0,45 ; 1,09)

0,72 (0,51 ; 1,00)
0,85 (0,52 ; 1,39)

0,92 (0,54 ; 1,30)

0,63 (0,41 ; 0,97)

0,69 (0,40 ; 1,18)

0,86 (0,61 ; 1,22)

0,80 (0,57 ; 1,12)

0,79 (0,50 ; 1,25)

0,76 (0,39 ; 1,13)

0,80 (0,47 ; 1,13)

0,80 (0,57 ; 1,11)
1,01 (0,64 ; 1,60)

0,84 (0,42 ; 1,26)

548

547

514

584

549

582

587

582

579

354

1,55 (1,25 ; 1,93)

1,44 (0,97 ; 2,16)

1,40 (1,11 ; 1,77)

1,27 (1,04 ; 1,55)

1,18 (0,90 ; 1,56)

1,17 (0,87 ; 1,46)

1,34 (1,12 ; 1,56)

1,45 (1,19 ; 1,77)
1,63 (1,28 ; 2,07)

0,97 (0,68 ; 1,26)

1,08 (0,85 ; 1,38)

1,38 (0,92 ; 2,06)

1,30 (1,02 ; 1,66)

1,33 (1,07 ; 1,65)

1,11 (0,81 ; 1,52)

1,11 (0,81 ; 1,41)

1,29 (1,05 ; 1,52)

1,30 (1,05 ; 1,60)
1,34 (1,04 ; 1,74)

0,97 (0,65 ; 1,28)

Résultats significatifs en gras. *OR exprimé pour une augmentation d’un écart interquartile (distance entre le 25¢me et le 75eme percentile) de la concentration de chaque marqueur biologique ; ajusté sur
I’age, le sexe et le statut tabagique; **les résultats étaient similaires quand on restreignait 1’analyse chez les participants avec un asthme actuel; Tasthme de I’adulte défini pour un age de début d’asthme >

16 ans et I’asthme de ’enfance est le groupe de référence; §les traitements pour asthme définis par 1’utilisation de traitements oraux ou inhalés pour améliorer la respiration dans les 12 derniers mois; RFU :

intensité relative de fluorescence ; CSI: corticoides inhalés seuls ou combinés a un B2-agoniste a longue durée d’action; VEMS : volume expiratoire maximal par seconde; PD20: dose cumulée de
métacholine inférieure ou égale a 4mg provoquant une diminution de 20% du VEMS.
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Tableau 11 : Associations entre les marqueurs de dommages liés au stress oxydant et les marqueurs d’allergie et d’inflammation chez les
participants avec un asthme vie.

8-isoprostanes (pg/mL) Produits d’oxydation fluorescents (RFU/mL)

n OR (95% IC)* ORajuste (95% IC)* n OR (95% 1C)* ORujuste (95% IC)*
Marqueurs d’allergie
IgE totales
>100 IU/mL 314 0,98 (0,72 ; 1,34) 0,85 (0,61 ; 1,18) 584 0,99 (0,82 ; 1,21) 1,17 (0,93 ; 1,47)
Test cutané positif 297 0,92 (0,62 ; 1,37) 0,70 (0,47 ; 1,05) 546 0,86 (0,68 ; 1,08) 1,19 (0,90 ; 1,57)
Marqueurs d’inflammation
Neutrophiles™*
>5000 cellules/mm? 315 0,88 (0,62 ; 1,26) 0,94 (0,65 ; 1,36) 587 1,38 (1,11 ; 1,72) 1,34 (1,06 ; 1,70)
Eosinophiles**
>250 cellules/mm? 315 0,87 (0,63 ; 1,19) 0,84 (0,60 ; 1,16) 587 0,94 (0,78 ; 1,13) 1,02 (0,84 ; 1,25)

Résultats significatifs en gras.
* OR exprimé pour une augmentation d’un écart interquartile (distance entre le 25¢me et le 75¢me percentile) de chaque concentration de biomarqueur ; ajustée sur 1’age, le sexe et le statut tabagique
** les résultats étaient similaires quand on restreignait 1’analyse chez les participants avec un asthme actuel ; RFU : intensité relative de fluorescence ; IgE : Immunoglobuline E.
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C) Discussion

Cette étude examinait 1’association entre des marqueurs biologiques liés au stress oxydant et
différentes caractéristiques de 1’asthme. Aucune association significative n’était observée
entre les marqueurs de réponse et les caractéristiques de 1’asthme. Concernant les marqueurs
de dommages, une association positive et significative était observée entre les 8-isoprostanes
et I’asthme vie. Parmi les participants avec un asthme vie, pour la premicre fois, des
associations positives et significatives étaient montrées entre les 8-isoprostanes et un asthme
débutant dans I’enfance, et entre les POFs et un asthme mal contrdlé, des crises d’asthme, une
prise de traitements pour 1’asthme, une fonction ventilatoire basse, et un asthme

neutrophilique.

La principale force de cette étude était 1’analyse des associations entre différents types de
marqueurs biologiques liés au stress oxydant soit de réponse soit de dommages. Les enzymes
antioxydantes érythrocytaires sont des marqueurs de réponse intracellulaires [91] qui se
situent en amont dans la voie biologique du stress oxydant, dans le continuum entre
I’environnement et la maladie [17, 256]. Les POFs refletent les dommages dus aux processus
d’oxydation de I’ADN, de protéines et de lipides [137], et les 8-isoprostanes sont des produits
spécifiques de la peroxydation lipidique [257]. Ces deux marqueurs de dommages se situent
en aval dans la voie biologique du stress oxydant.

Certaines caractéristiques démographiques peuvent avoir un effet sur Dactivité ou la
concentration des marqueurs biologiques. Il est connu que le stress oxydant est associé¢ a I’age
[258] : plus I’age augmente plus le systetme de défense de 1’organisme diminue, modifiant
I’activit¢é ou la concentration des marqueurs. Dans nos analyses, tous les marqueurs
biologiques étudiés étaient associés a 1’age. La GPX et les POFs augmentaient avec 1’age

tandis que la catalase, la SOD et les 8-isoprostanes diminuaient quand I’age augmentait. Pour
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les marqueurs de réponse, les résultats sont en accord avec ceux de la littérature ou des
associations négatives entre 1’age et la SOD et la catalase ont été observées [258, 259] tandis
qu’une association positive a été observée avec la GPX [259]. Pour les marqueurs de
dommages, les résultats sont discordants avec des études qui observaient des associations
positives entre les POFs et 1’age [133, 260] tandis que d’autres n’observaient aucune
association significative entre les POFs [136] ou les 8-isoprostanes [261, 262] et 1’age. Les
hommes et les femmes pourraient également avoir une capacité différente a maintenir le statut
redox en raison du role des hormones sexuelles [263], qui pourraient avoir un effet sur
I’activité ou la concentration des marqueurs biologiques. Dans nos analyses, la GPX, les 8-
isoprostanes et les POFs étaient plus élevés chez les femmes que chez les hommes. Ces
résultats sont en accord avec ceux de la littérature ou une différence des activités
enzymatiques de la GPX selon le sexe était observée avec une activité plus élevée chez les
femmes que chez les hommes [259, 263, 264]. Une étude montrait également que la
concentration en isoprostanes était plus élevée chez les femmes que chez les hommes [261].
Enfin, le tabagisme peut avoir un effet sur 1’activité ou la concentration des marqueurs
biologiques. Nous avons observé que ’activité de la catalase et la concentration en POFs
étaient plus élevées chez les fumeurs et ex-fumeurs. Ces résultats sont en accord avec ceux de
la littérature pour les POFs [137, 138, 198, 260]. Pour la catalase, nos résultats sont
discordants car dans la littérature, aucune association significative n’a été montrée entre la
catalase et le tabac [259]. D’autres ¢tudes montraient €galement que la concentration en 8-
isoprostanes était plus élevée chez les fumeurs [257, 261]. De méme, une étude a montré que
Iactivité de la SOD était plus élevée chez les asthmatiques fumeurs comparés a des
asthmatiques non fumeurs [122]. Malgré quelques discordances, nos résultats sont dans
I’ensemble cohérents avec ceux de la littérature. L’age, le sexe et le tabac sont associés a
I’activité ou a la concentration des marqueurs biologiques, et ces caractéristiques ont été

prises en compte dans nos analyses comme facteurs de confusion potentiels.
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Nous n’avons observé aucune association significative entre 1’activité de la SOD, de la GPX
et de la catalase dans les érythrocytes et les caractéristiques de 1’asthme. Ces résultats sont en
contradiction avec ceux observés dans la littérature. En effet, des études montraient une
association entre une faible activité enzymatique de la GPX et 1’asthme [17, 118, 122, 265].
Pour la SOD et la catalase, des résultats contrastés étaient observés avec des activités
enzymatiques plus élevées [17, 122, 265] ou plus faibles [118, 120] en fonction du statut
d’asthme. En plus des effectifs faibles des échantillons de ces études (n ~ 30 a 150) et les
différences dans les techniques de mesure des marqueurs, les divergences entre les résultats
pourraient €tre partiellement expliquées par des différences sur les caractéristiques de 1'asthme
étudiées (asthme, sévérit¢é de I’asthme ou asthme incident) ou sur les compartiments
biologiques dans lesquels les marqueurs étaient mesurés (érythrocytes, plasma ou sérum). La
relation entre les enzymes antioxydantes et I’asthme semble complexe, impliquant différents
facteurs endogenes et exogenes qui peuvent influencer 1’activité enzymatique des marqueurs
biologiques. L’absence d’association observée dans notre €tude, ainsi que les résultats
discordants dans la littérature, suggerent que les marqueurs de réponse pourraient ne pas étre
les plus pertinents pour étudier le stress oxydant dans l'asthme. Cependant, des études
longitudinales avec des mesures répétées de ces marqueurs biologiques sont nécessaires pour

mieux comprendre les associations entre les activités des enzymes antioxydantes et I’asthme.

Nous avons observé une association positive entre les 8-isoprostanes dans le condensat de
I’air expiré et ’asthme vie. Ce résultat est en accord avec les résultats des études rapportées
dans la revue de la littérature faite par Aldakheel ef al. [18], aussi bien chez les enfants que
chez les adultes. Globalement, les résultats suggéraient que les 8-isoprostanes seraient un

marqueur biologique pertinent pour étudier 1’asthme. Notre étude confirme également que le
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condensat de 1’air expiré est un fluide intéressant pour étudier les marqueurs biologiques car il
est collecté de fagon non invasive au niveau des poumons.

Nous avons également étudié I’association entre les 8-isoprostanes et des caractéristiques de
I’asthme parmi les participants avec un asthme vie. Nous n’avons observé aucune association
significative entre les 8-isoprostanes et I’asthme actuel, le contréle de 1’asthme, les crises et
les exacerbations de 1’asthme, la fonction ventilatoire et I’hyperréactivité bronchique. Nos
résultats confirment I’absence d’association entre les 8-isoprostanes et la fonction ventilatoire
et I’hyperréactivité bronchique observée dans les précédentes études [112, 262]. De maniere
intéressante, nous avons observé que les participants qui avaient un asthme ayant débuté dans
I’enfance avaient une concentration en 8-isoprostanes plus élevée que ceux qui avaient un
asthme ayant débuté a 1’age adulte. Pour expliquer ces résultats, nous avons émis 1’hypothése
que les 8-isoprostanes refletent les dommages tissulaires liés a la durée de 1’asthme plutot que
son expression actuelle, ¢’est-a-dire que plus une personne a un asthme tot dans sa vie (par
exemple depuis I’enfance) plus les dommages tissulaires au niveau des poumons sont
importants, et donc la concentration en 8-isoprostanes est plus élevée. Cependant, nous
n’avons pas observé d’association significative entre la durée de I’asthme et la concentration
en 8-isoprostanes (Annexe 5). Une autre hypothése est que 1’asthme de I’enfance et 1’asthme
de l’adulte sont deux phénotypes d’asthme différents caractérisés par des mécanismes

biologiques sous-jacents distincts.

Nous avons observé une association négative et significative entre la concentration en POFs
et I’asthme vie qui n’était plus significative aprés ajustement sur 1’age, le sexe et le statut
tabagique. Parmi les participants avec un asthme vie, une concentration en POFs élevée était
associée significativement a un asthme mal contr6lé, une fonction ventilatoire basse, la
survenue de crises d’asthme, la prise de traitements pour asthme ainsi que ’utilisation de

corticoides inhalés au cours des 12 derniers mois. Aucune association significative n’était
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observée entre les POFs et I’asthme actuel, 1’asthme de D’adulte et les symptomes
respiratoires. Enfin, une association positive et significative était observée entre les POFs et
I’asthme neutrophilique suggérant que les POFs pourraient étre liés a un phénotype d’asthme
non allergique. Dans la littérature, une association positive et significative entre les POFs et
d’autres maladies inflammatoires chroniques telles que les maladies rénales chroniques [133]
ou les maladies cardiovasculaires [136, 138] a été rapportée. Nos résultats restaient inchangés
apres avoir exclu les participants ayant eu une maladie rénale chronique ou une maladie
cardiovasculaire (Annexe 6). En se basant sur nos résultats ainsi que ceux de la littérature, les
POFs apparaissent comme un marqueur intéressant pour étudier la voie biologique du stress

oxydant dans les maladies chroniques.

Bien que les 8-isoprostanes et les POFs soient des marqueurs de dommages liés au stress
oxydant, ils n’étaient pas associés aux mémes caractéristiques de 1’asthme. Les mécanismes
exacts pouvant expliquer ces différences de résultats sont au-dela de la portée de notre étude
épidémiologique. Des hypotheses peuvent néanmoins étre avancées. Comme discuté
précédemment, ces marqueurs biologiques appartiennent a différents processus biologiques,
et étaient mesurés dans différents compartiments biologiques. Les 8-isoprostanes sont les
principaux marqueurs de la peroxydation lipidique et étaient mesurés dans le condensat de
I’air expiré — reflétant probablement les processus biologiques et I’inflammation au niveau
des poumons [127]. Les POFs sont des marqueurs reflétant les dommages dus aux processus
d’oxydation de I’ADN, de protéines et de lipides. Ce marqueur biologique était mesuré dans
le sang et peut ainsi, au-dela de I’oxydation des lipides, refléter 1’oxydation au niveau
systémique.

De plus, aucun des marqueurs de réponse liés au stress oxydant n’étaient corrélés aux
marqueurs de dommages, et aucune corrélation n’était observée entre les 8-isoprostanes

mesurés dans le condensat et les POFs mesurés dans le sang (Annexe 7). De manicre
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générale, I’ensemble de ces résultats montre I’intérét d’étudier des marqueurs biologiques
dans différents compartiments biologiques et suggere que les 8-isoprostanes et les POFs sont

des marqueurs complémentaires pour évaluer 1’asthme.

En résumé, nos résultats suggerent que les 8-isoprostanes sont associés a 1’asthme ayant
débuté dans I’enfance tandis que les POFs semblent étre liés a ’expression actuelle de
I’asthme et son controle chez 1’adulte. Des implications cliniques immédiates ne peuvent étre
déduites de cette ¢tude épidémiologique. Néanmoins, s’ils sont répliqués, ces résultats
suggerent que les POFs pourraient aider a identifier des groupes de patients asthmatiques avec

des caractéristiques cliniques particulieres.
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V.1.1.2 Associations entre les produits d’oxydation fluorescents et I’évolution des

caractéristiques de ’asthme : analyse longitudinale

Ce travail a été présenté au congres de |’European Respiratory Society en Septembre 2018 et

a fait I’objet d’une lettre publiée dans Respiratory Research en septembre 2019 [266].

Les résultats de la précédente analyse transversale de 1’association entre les POFs et les
caractéristiques de 1’asthme montraient qu’une concentration élevée en POFs était associée
aux crises d’asthme et & un asthme mal contr6lé. Suite a cette analyse transversale, il serait
intéressant d’étudier si les POFs sont associés a une évolution particuliere de ces
caractéristiques de 1’asthme.

Dans la présente analyse, nous avons émis comme hypothése qu’une concentration élevée en
POFs est associée a 1’évolution de 1’asthme. Nous avons étudié l’association entre la
concentration en POFs dans le plasma et 1’évolution des caractéristiques de 1’asthme sur une

période de huit ans.

A) Matériels et méthodes

Sélection de la population d’analyse

L’évolution des caractéristiques de 1’asthme était étudiée en utilisant les données issues des
enquétes EGEA2 et EGEA3. Nous avons exclu les participants qui n’avaient pas de dosage de
POFs a EGEA2, ceux qui n’étaient pas suivis a EGEA3 ainsi que les participants non
asthmatiques a EGEA2 et/ou EGEA3. Au final 489 participants avec un asthme vie étaient
sélectionnés pour les analyses. Parmi eux, 442 avaient des données sur 1’asthme actuel, 421

avaient des données sur la survenue de crises d’asthme ; parmi les 355 participants avec un

120



asthme actuel aux deux enquétes, 227 avaient des données sur le contrdle de I’asthme (Figure
14). Les participants revus a EGEA3 (n=1127) avaient des caractéristiques cliniques
similaires aux participants qui n’avaient pas de données sur les POFs a EGEA2 (n=244) ou

ceux perdus de vue a EGEA3 (n=200) (Annexe 8).

Participants adultes a
EGEA2
(n=1571)

Exclus:
- Sans dosage des POFs (n=244)
t - Non revus a EGEA3 (n=200

dont 98 avec asthme vie)

Participant suivis a EGEA2
et EGEA3
(n=1127)

Exclus:
Non asthmatiques a EGEA2 et/ou EGEA3
(n=638)

Population étudiée :
participants avec asthme
vie a EGEA2 et EGEA3

(N=489)

Figure 14 : Sélection de la population dans I’étude des associations entre les POFs
et ’évolution des caractéristiques de I’asthme.

Définition des caractéristiques de I’asthme et leur évolution entre EGEA2 et EGEA3

Les caractéristiques de I’asthme étudiées étaient 1’asthme actuel, les crises d’asthme définies
par une réponse positive a la question « Avez-vous eu une crise d’asthme dans les 12 derniers
mois ? », et le controle de I’asthme défini chez les participants avec un asthme actuel a

EGEA2 et EGEA3. Les définitions du controle de I’asthme et de 1’asthme actuel a EGE3 sont
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identiques a celles d’EGEA?2 décrites dans la partie Matériels et méthodes de ce manuscrit (cf

Partie IV.2.1).

Pour chaque participant, I’évolution du statut d’asthme actuel, de crise d’asthme ainsi que du
contrdle de 1’asthme a été définie comme suit: « persistant » si la caractéristique (i.e. asthme
actuel, crise d’asthme ou controle de 1’asthme) était présente a la fois 8 EGEA2 et EGEA3,
«amélioré » si la caractéristique était présente seulement a EGEA2, «aggravé » si la
caractéristique était présente seulement a EGEA3, et « stable » si la caractéristique n’était

présente ni a EGEA2 ni a EGEA3 (Figure 15).

EGEA2 EGEA3
2003-2007 2011-2013 )
Années
I
\

S
rd

r .
« amélioré » (réf)
présence absence
Caractéristiques de « persista
nt .
I'asthme: presence
1) Asthme actuel J 7
Ve . ™~
2) Crises d’asthme ( « stable » (réf) \
absence absence
3) Contrdle de 'asthme
«
présence
\ )
L N /

Figure 15 : Représentation schématique de la définition de I’évolution des
caractéristiques de I’asthme entre EGEA2 et EGEA3.

Analyses statistiques

Nous avons ¢étudi€ 1’association entre la concentration en POFs a EGEA?2 et le changement du
statut d’asthme actuel, de crise d’asthme et du controle de 1’asthme entre EGEA2 et EGEA3.
En raison des faibles effectifs dans chacune des catégories définissant le contrdle de 1’asthme,
les catégories « partiellement contrdlé » et « non contrdlé » ont été regroupées pour construire

une variable binaire (asthme mal contr6lé vs asthme controlé).
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Pour chaque caractéristique de 1’asthme, deux variables binaires ont été créées : 1) une
variable qui comparait le statut « persistant » au statut « amélioré » (référence) parmi les
participants qui présentaient la caractéristique a EGEA2 (i.e. participants avec un asthme
actuel, des crises d’asthme, un asthme mal contrdlé) ; 2) une variable qui comparait le statut
«aggravé » au statut « stable » (référence) parmi les participants qui ne présentaient pas la
caractéristique a EGEA2 (i.e. participants qui n’avaient pas d’asthme actuel, pas de crises
d’asthme, ou qui avaient un asthme contr6lé). Des modeles de régressions logistiques avec
une équation d’estimation généralisée (GEE) ont été utilisés pour étudier les associations
entre la concentration en POFs et chacune de ces caractéristiques. Les odds-ratio (ORs)
étaient exprimés pour une augmentation de la concentration en POFs d’un écart interquartile
et étaient ajustés sur 1’age (continu), le sexe et le statut tabagique (non fumeur, fumeur vie).
Dans une analyse de sensibilité, nous avons également ajusté sur le nombre de paquets-années
a la place du statut tabagique. Les analyses ont également été réalisées chez les participants
qui n’avaient pas d’antécédents de maladies rénales chroniques ni de maladies
cardiovasculaires, des maladies qui étaient associées aux POFs dans des études antérieures

[133, 136, 138].

B) Résultats

Description de la population

A EGEA2, I’age moyen des 489 participants avec un asthme vie était de 39 (+ 16) ans, 49%
étaient des femmes, 52% étaient non fumeurs, 85,5% déclaraient avoir un asthme actuel, 38%
déclaraient avoir une crise d’asthme dans les 12 derniers mois et 48,5% avaient un asthme
mal controlé (partiellement/non contr6lé). La moyenne géométrique (Q1-Q3) de la

concentration en POFs était de 91,5 (78,6-102) RFU/mL (Tableau 12).
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Tableau 12 : Description des caractéristiques a EGEA2 des 489 participants.

Caractéristiques a EGEA2 n (%)
Age, ans, moyenne + ET 38,9+ 16,1
Sexe, femme 239 (48,9)
Statut tabagique

Non fumeur 256 (52,3)

Ex-fumeur 116 (23,7)

Fumeur actuel 117 (23,9)
IMC, kg/m2

<20 63 (13,0)

[20-25] 257 (53,2)

[25-30[ 119 (24,6)

> 30 44 (9,11)
Asthme actuel 418 (85,5)
Crise d’asthme 183 (37,6)
Controle de I’asthme*

Non contrdlé 40 (12,0)

Partiellement controlé 121 (36,5)

Controlé 171 (51,5)
Controle de ’asthme (binaire)*

Partiellement/non contr6lé 161 (48.,5)

Controlé 171 (51,5)
POFs, RFU/mL, MG (Q1-Q3) 91,5 (78,6-102)

Résultats exprimés en n (%) sauf indication contraire. MG : moyenne géométrique ; Q1 : 1°" quartile ;
Q3 : 3*m quartile ; IMC : indice de masse corporel ; POFs : produits d’oxydation fluorescents ; RFU :
intensité relative de fluorescence

*contréle de 1’asthme défini chez les participants avec un asthme actuel 8 EGEA2 et EGEA3 (n=355).

Associations entre le niveau de POFs a EGEA2 et I’évolution des caractéristiques de

Dasthme entre EGEA2 et EGEA3

Nous avons observé une association significative entre la concentration en POFs et le statut
«aggravé » du contréle de 1’asthme (p=0,002, Tableau 13). Précisément, parmi les
participants avec un asthme controlé a EGEA2, une concentration élevée en POFs était
associée significativement a une aggravation du contrdle de 1’asthme a EGEA3 (i.e. asthme
mal contrdlé a EGEA3) (ORgjusi¢ [IC a 95%] = 2,27 [1,32-3,90]) (Tableau 14). Aucune autre
association significative n’était observée. Les résultats restaient inchangés apres ajustement

sur le nombre de paquets-années a la place du statut tabagique ou apres avoir exclu les
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participants avec des antécédents de maladies rénales chroniques ou de maladies

cardiovasculaires.

Tableau 13 : Description de la concentration des POFs 2 EGEA2 en fonction de I’évolution des

caractéristiques de I’asthme.

Produits d’oxydation fluorescents (RFU/mL)

Amélioré
n MG (Q1-Q3)

n

Persistant
MG (Q1-Q3)

Stable

n MG (Q1-Q3)

Aggravé

n MG (Q1-Q3)

Asthme 38 88,6(76,4-102)
actuel

Crise 53 93,9 (78,0-107)
d’asthme

Controlede 31 97,3 (77,2-116)
I’asthme

355

115

82

92,5 (79,5-103)
95,2 (80,6-106)

94,2 (82,8-105)

31 92,3(75,8-106)
202 89,8 (77,3-101)

68 87,6 (78,7-96,3)

18 91,5 (79,4-105)

51 91,0 (80,6-100)

46 100 (82,1-112)

MG : moyenne géométrique ; Q1 : 1° quartile ; Q3 : 3*™ quartile ; RFU : intensité relative de fluorescence

Tableau 14 : Association entre la concentration en POFs a EGEAZ2 et I’évolution des caractéristiques de

I’asthme entre EGEA2 et EGEA3.

Evolution des caractéristiques de I’asthme

Produits d’oxydation fluorescents (RFU/mL)

n

OR (IC 2 95%)

ORyjusic (IC 2 95%)

Persistant vs Amélioré (ref)
Asthme actuel*

Crise d’asthme*

Asthme mal controlé§
Aggravé vs Stable (ref)
Asthme actuel*

Crise d’asthme*

Asthme mal controlé§

355 vs 38
115 vs 53
82 vs 31

18 vs 31
51 vs 202
46 vs 68

1,30 (0,86-1,98)
1,07 (0,74-1,53)
0,93 (0,58-1,47)

0,95 (0,54-1,66)
1,10 (0,76-1,60)
2,31 (1,33-4,00)

1,19 (0,79-1,80)
1,13 (0,74-1,72)
0,84 (0,48-1,44)

0,73 (0,39-1,39)
1,08 (0,72-1,60)
2,27 (1,32-3,90)

OR: odds ratio exprimé pour une augmentation d’un écart interquartile de la concentration en POFs; ajusté sur 1’age, le
sexe et le statut tabagique. RFU : intensité de fluorescence relative.

*parmi les 489 participants avec un asthme vie; §parmi les 355 participants avec un asthme actuel.
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C) Discussion

A notre connaissance, cette étude est la premiere a montrer qu’une concentration élevée en
POFs ¢était associée a une évolution délétere du controle de 1’asthme au cours temps. Ce
résultat conforte I’association que nous avons montré précédemment dans [’analyse

transversale (cf Partie V.1.1.1). L’absence d’association observée avec 1’évolution de

I’asthme actuel était en accord avec le résultat observé dans 1’analyse transversale, mais pas
I’absence d’association entre les POFs et les crises d’asthme. Néanmoins, les crises d’asthme
n’incluent qu'une dimension de la maladie, et sont pour cette raison rarement étudiées seules.
Des études plus larges sont nécessaires pour clarifier les dimensions spécifiques de 1’asthme

pour lequel les POFs pourraient étre un marqueur biologique d’intérét.

Des études prospectives ont montré une association positive et significative entre une
concentration élevée de POFs et I’incidence de maladies cardiovasculaires, d’autres maladies
inflammatoires chroniques, chez les hommes [136] ou chez les femmes [138]. En ce qui
concerne 1’asthme, notre étude a montré qu’une concentration élevée en POFs était associée a
des caractéristiques de I’asthme dans une analyse transversale et a une détérioration ultérieure
du contrdle de I’asthme dans une analyse longitudinale. L ensemble de nos résultats ainsi que
ceux de la littérature suggerent qu’une concentration ¢€levée en POF a un temps donné
pourrait étre prédicteur de 1’évolution de maladies inflammatoires chroniques telles que
I’asthme. Bien que plus d’études et de réplications soient nécessaires, il semble pertinent
d’¢étudier les POFs pour identifier des groupes spécifiques de patients avec un asthme contrdlé
qui pourraient potentiellement avoir un mauvais pronostic. Des études avec des mesures de la
concentration des POFs de facon répétée dans le temps pourraient également aider a

approfondir I'intérét d’évaluer ce marqueur dans la gestion de 1'asthme.

126



V.1.2 Associations entre ’exposition professionnelle aux irritants et les produits d’oxydation

fluorescents

Ce travail a été présenté au congres international conjoint de I’International Society of
Exposure Science (ISES) et I’International Society for Environmental Epidemiology (ISEE) a

Ottawa en Aout 2018 ainsi qu’au séminaire EGEA a Paris en Juin 2018.

Plusieurs études ont montré une association entre les expositions professionnelles aux irritants
et ’asthme, et le stress oxydant était suggéré comme une des voies biologiques impliquées
dans cette association [11]. Cependant, trés peu d’études épidémiologiques ont examiné le
role de cette voie dans I’asthme en relation avec I’exposition professionnelle aux irritants.
Dans cette these, les résultats obtenus avec 1’étude des associations entre les marqueurs
biologiques du stress oxydant et I’asthme suggerent que les produits d’oxydation fluorescents
(POFs) semblent étre un marqueur biologique pertinent pour étudier le role du stress oxydant
dans I’asthme. De plus, précédemment, une étude réalisée dans EGEA2 [19] a montré qu’une
concentration élevée en POFs était associée a I’exposition professionnelle aux produits de
nettoyage et aux produits chimiques hautement réactifs, des agents classés comme irritants
respiratoires, évalués par une ancienne matrice emplois-expositions spécifique pour 1’asthme
[252]. Ce résultat était observé chez les hommes non asthmatiques mais pas chez les femmes.
Dans cette partie de la thése, 1’objectif est d’étudier les associations entre les produits
d’oxydation fluorescents et I’exposition professionnelle a des irritants non spécifiques ainsi
qu’a des sous-groupes d’irritants, estimée par une nouvelle matrice emplois-expositions

spécifique pour I’asthme OAsJEM.
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A) Matériels et méthodes

Sélection de la population d’étude

Dans cette analyse, les participants qui n’avaient jamais eu d’activité professionnelle ou ceux
qui avaient des données manquantes pour I’histoire professionnelle, le dosage des POFs ou le
statut tabagique ou ceux qui étaient exposés uniquement aux agents sensibilisants ont été
exclus. Au final, 1240 participants ont été sélectionnés pour les analyses (Figure 16). Ces
participants avaient des caractéristiques cliniques similaires aux participants exclus (Annexe
9). Pour s’affranchir de 1’association entre les POFs et 1’asthme, nous avons effectué nos

analyses sur les données de participants non asthmatiques (n=701).

Participants adultes a

EGEA2
(n=1571)
/Exclus : \
- jamais eu d’activité professionnelle (n=81)
- données manquantes pour I’histoire
professionnelle (n=16), dosage des POFs
(n=224), statut tabagique (n=2)
- exposés a des agents sensibilisants
Cniquement (n=8) /
\
Participants
(n=1240)
Exclus :
7L Participants avec asthme vie (n=539)
y

Population étudiée:
Participants non asthmatiques
(n=701)

Figure 16 : Sélection de la population dans I’étude des associations entre les
POFs et ’exposition professionnelle aux irritants.
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Estimation des expositions professionnelles

L’exposition professionnelle d’intérét était les agents irritants qui étaient estimés par la

matrice emplois-expositions spécifique pour I’asthme (OAsJEM) [251]. Deux sous-groupes

d’irritants qui se chevauchent partiellement a savoir les produits chimiques hautement réactifs

et les biocides étaient également étudiés. De plus, nous nous sommes intéressés a trois

expositions spécifiques en lien avec les produits de nettoyage et de désinfection que sont les

désinfectants chimiques de haut niveau, les produits de nettoyage domestiques et 1’eau de

javel, que nous avons regroupé dans un troisieme sous-groupe nommé « produits de

nettoyage/désinfectants » (Tableau 15). Comme plusieurs agents irritants étaient aussi classés

dans le groupe des agents de petit poids moléculaire, ce groupe d’exposition était également

étudié.

Tableau 15 : Liste des 20 agents irritants classés dans les sous-groupes de produits chimiques

hautement réactifs et des biocides — extrait de la matrice OAsJEM

ﬂgents (n=20/30)

Irritants

Produits chimiques
hautement réactifs

Biocides

Produits de
nettoyage/
désinfectants

Agents de petit
poids moléculaire

textiles
moisissures
endotoxines
médicaments

désinfectants chimiques de
haut niveau

amines aliphatiques
isocyanates
acrylates

résines époxy
persulfates/ henné
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Certains agents irritants ont également été classés dans le groupe des agents de petit poids moléculaire.
Extrait du tableau représentant la liste des 30 nuisances a risque pour 1’asthme estimées par OAsJEM [251].
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Chaque exposition était estimée en trois catégories : « non exposé », « exposition moyenne »
et «exposition élevée ». Pour les codes métier regroupant des métiers a taches et secteurs
d’activité variables, ’estimation par la matrice étaient complétée par une étape de

réévaluation par expertise.

Analyses statistiques

Pour étudier 1’association entre 1’exposition professionnelle aux irritants et la concentration en
POFs chez les non asthmatiques, des modeles linéaires mixtes étaient utilisés permettant de
prendre en compte la dépendance familiale. Le groupe des non exposés était pris comme
catégorie de référence. Les modeles étaient ajustés sur 1’age, le sexe et le statut tabagique.
Nous avons étudié I’exposition professionnelle aux irritants estimée avec et sans la
réévaluation par expertise et évaluée pour le métier actuel ou le dernier métier occupé.
Comme I’exposition professionnelle varie selon le sexe, nous avons également étudié

I’association entre les POFs et les irritants en stratifiant selon le sexe.

B) Résultats

Description de la population d’étude

L’age moyen des 701 participants était de 47 + 15 ans, 56% étaient des femmes, 20% étaient
des fumeurs actuels et 50% avaient un indice de masse corporelle normal. La moyenne
géométrique (Q1-Q3) de la concentration des POFs était de 95,2 (82,1-108) RFU/mL

(Tableau 16).
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Tableau 16 : Description de la population d’étude (n=701).

Participants non asthmatiques

Caractéristiques n=701
Age (ans, moyenne + ET) 47,2+15,2
Sexe, n (%)
Femme 391 (55,8)
Statut tabagique, n (%)
Non fumeur 347 (49,5)
Ex-fumeur 215 (30,7)
Fumeur actuel 139 (19,8)
IMC, kg/m2, n (%)
<20 59 (8,5)
[20-25] 346 (49,9)
[25-30[ 217 (31,3)
=30 71 (10,3)
POFs, RFU/mL, MG (Q1-Q3) 95,1 (82,1-108)

MG : moyenne géométrique ; Q1 : 1° quartile ; Q3 : 3*™ quartile ;
POFs : produits d’oxydation fluorescents ; RFU : intensité relative de fluorescence ; IMC : indice de masse
corporelle

Description des expositions professionnelles

La majorité des participants €tait non exposés aux irritants (69%), 22% avaient une exposition
moyenne et 9% avaient une exposition élevée. Apres 1’étape de réévaluation par expertise, le
nombre de participants classés comme ayant une exposition élevée ou moyenne diminuait,
tandis que le nombre de participants classés comme non exposés augmentait (Tableau 17).
Des résultats similaires étaient observés pour les sous-groupes d’irritants ainsi que pour les
agents de petit poids moléculaire estimés avec et sans 1’expertise.

La proportion d’hommes exposés aux agents irritants était plus élevée que celle des femmes
exposées (10% et 5% respectivement pour une exposition élevée aux irritants, Tableau 17).
Au niveau des sous-groupes, il y avait plus de femmes ayant une exposition élevée aux
produits de nettoyage / désinfectants que d’hommes (4% et 2% respectivement) et les
proportions étaient similaires entre hommes et femmes pour les produits chimiques hautement

réactifs et les biocides.
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Tableau 17 : Description des expositions professionnelles aux irritants.

Expositions professionnelles Estimation sans expertise Estimation avec expertise

Tous Hommes Femmes Tous Hommes Femmes

Tous les agents irritants

Non exposé 482 (69,1) 195(62,9) 287 (74,0) 505(72,1) 206 (66,7) 299 (76,5)
Exposition moyenne 151 (21,6) 74 (23,9) 77 (20,0) 145 (20,7) 71 (23,00 74 (18.,9)
Exposition élevée 65 (9,3) 41 (13,2) 24 (6,2) 50 (7,1) 32 (10,4) 18 (4,6)

Produits chimiques
hautement réactifs

Non exposé 482 (76,3) 195 (73,0) 287 (78,6) 505(77,9) 206 (74,4) 299 (80,6)
Exposition moyenne 121 (19,1) 59(22,1) 62(17,0) 115(17,8) 58(20,9) 57(15,4)
Exposition élevée 29 (4,6) 13 (4,9) 16 (4,4) 28 (4,3) 13 (4,7) 15 (4,0)
Biocides
Non exposé 482 (83,1) 195 (84,1) 287(82,5) 505(84,9) 206(86,2) 299 (84,0)
Exposition moyenne 76 (13,1) 30(12,9) 46 (13,2) 70 (11,8) 27 (11,3) 43 (12,1)
Exposition élevée 22 (3,8) 7 (3,0) 15 (4,3) 20 (3,4) 6 (2,5) 14 (3,9)
Produits de nettoyage/
désinfectants
Non exposé 482 (81,7) 195(85,9) 287(79,1) 505(83,1) 206 (86,6) 299 (80,8)
Exposition moyenne 82 (13,9) 27 (11,9) 55(15,2) 85 (14,0) 28 (11,8) 57 (15,4)
Exposition élevée 26 (4,4) 522) 21 (5,8) 18 (2,9) 4(1,7) 14 (3,3)
Agents de petit poids
moléculaire
Non exposé 482 (78,1) 195 (73,6) 287 (81,5) 505(80,9) 206(77,2) 299 (83,8)
Exposition moyenne 115 (18,6) 51 (19,3) 64 (18,2) 92 (14,7) 44 (16,5) 48 (13.,5)
Exposition élevée 20 (3,2) 19 (7,2) 1(0,3) 27 (4,3) 17 (6,4) 10 (2,8)

Les résultats sont exprimés en n (%).

Associations entre ’exposition professionnelle aux agents irritants et les POF's chez les non

asthmatiques

Une association significative était observée entre une exposition moyenne aux irritants et une
concentration élevée en POFs (p=0,04). Cette association restait significative apres ajustement
sur I’age, le sexe et le statut tabagique (Tableau 18). Aucune association significative n’était
observée entre I’exposition ¢€levée aux irritants et les POFs, bien que les concentrations en
POFs fussent similaires chez les participants avec une exposition moyenne et chez ceux avec
une exposition élevée. Des résultats similaires étaient observés pour I’estimation avec une

réévaluation par expertise.
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Associations entre I’exposition professionnelle aux sous-groupes d’irritants et les POFs

chez les non asthmatiques

Une association significative était observée entre une exposition moyenne ainsi qu’une
exposition élevée aux produits chimiques hautement réactifs, aux biocides et aux produits de
nettoyage/désinfectants et une concentration élevée en POFs (Tableau 18). Ces associations
restaient significatives apres ajustement sur 1’age, le sexe et le statut tabagique excepté pour
I’association entre 1’exposition élevée aux produits de nettoyage/désinfectants et les POFs.
Concernant les sous-groupes d’irritants estimés avec 1’étape de réévaluation par expertise, des
associations significatives étaient observées entre une exposition moyenne aux trois sous-
groupes étudiés et une concentration €élevée en POFs. Aucune association significative n’était
observée entre une exposition élevée aux sous-groupes d’irritants et les POFs.

Une association significative était observée entre une exposition moyenne aux agents de petit
poids moléculaire estimés sans et avec 1’étape d’expertise et une concentration élevée en

POFs (Tableau 18).
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Tableau 18 : Associations entre exposition professionnelle aux irritants et POFs chez les non asthmatiques

Exposition professionnelle aux agents irritants

Estimation sans expertise

Estimation avec expertise

Non exposé Exposition p Exposition p Non exposé Exposition p Exposition p
moyenne élevée moyenne élevée

Tous les agents irritants
n 482 151 65 505 145 50
MG (IC a 95%) 94,0 (92,1-95,9) 97,9 (94,5-101) 0,04 98,3 (93,2-104) 0,12 94,0 (92,1-95,9) 98,9 (95,3-102) 0,01 97,7 (91,9-104) 0,23
MGijusis 1C 2 95%)* 94,9 (92,9-96,9) 98,6 (95,2-102) 0,05 98,5 (93,5-104) 0,18 94,9 (93,0-96,8) 99,4 (96,0-103) 0,02 98,6 (93,0-105) 0,22
Produits chimiques
hautement réactifs
n 482 121 29 505 115 28
MG (IC a 95%) 94,0 (92,0-95,9) 98,7 (94,8-103) 0,03 104 (95.5-112) 0,02 94,0 (92,1-95,9) 101 (96,6-105) 0,003 99,2 (91,4-108) 0,20
MGigjusis IC 2 95%)* 94,7 (92,7-96,7) 99,3 (95,5-103) 0,03 104 (95.8-112) 0,03 94,8 (92,9-96,7) 101 (97,3-105) 0,003 100 (92,4-108) 0,20
Biocides
n 482 76 22 505 70 20
MG (IC a 95%) 94,0 (92,1-95,9) 102 (96,7-107) 0,004 103 (94,4-113) 0,04 94,0 (92,2-95,9) 104 (98,5-109)  0,0004 97,9 (89,0-108) 0,41
MGigjusis IC 2 95%)* 94,7 (92,8-96,7) 101 (96,7-106) 0,01 104 (95,1-113) 0,04 94,8 (92,9-96,7) 103 (98,5-109) 0,001 99,4 (90,7-109) 0,31
Produits de nettoyage/
désinfectants
n 482 82 26 505 85 18
MG (IC a 95%) 94,0 (92,1-95,9) 100 (95,8-105) 0,01 102 (94,3-111) 0,05 94,0 (92,2-95,8) 102 (97,1-107) 0,002 97,2 (87,9-107) 0,52
MGajusis IC 2 95%)* 94,8 (92,8-96,7) 101 (96,3-106) 0,01 101 (93,6-110) 0,10 94,8 (92,9-96,7) 102 (97,5-107) 0,003 98,3 (89,2-108) 0,46
Agents de petit poids
moléculaire
n 482 115 20 505 92 27
MG (IC a 95%) 94,0 (92,1-95,9) 98,7 (94,8-103) 0,03 104 (94,6-114) 0,02 94,0 (92,2-95,9) 102 (97,4-107) 0,001 99,7 (91,7-108) 0,18
MGgjusis IC 2 95%)* 94,8 (92,9-96,8) 99,5 (95,8-103) 0,03 103 (94,3-113) 0,07 94,7 (92,8-96,7) 103 (98,4-107) 0,001 100 (92,7-109) 0,16

Résultats significatifs en gras.
* MG : moyenne géométrique ajustée sur age, sexe et statut tabagique. POFs

: produits d’oxydation fluorescents
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Associations stratifiées sur le sexe entre I’exposition professionnelle aux irritants et les

POFs chez les non asthmatiques

Les résultats des analyses stratifiées sur le sexe sont présentés dans le Tableau 19. Une
association significative était observée entre 1’exposition professionnelle aux irritants ainsi
que les sous-groupes et les POFs uniquement chez les hommes (toutes les valeurs de p
d’interaction < 0,05). Plus précisément, une exposition moyenne aux agents irritants ainsi
quaux produits chimiques hautement réactifs, aux biocides et aux produits de
nettoyage/désinfectants €tait associée a une concentration élevée en POFs chez les hommes.
Une association significative était également observée entre une exposition élevée aux
produits chimiques hautement réactifs et une concentration élevée en POFs chez les hommes.
Les résultats restaient inchangés en ajustant sur 1’age et le statut tabagique. Aucune
association significative n’était observée chez les femmes.

Une association significative était observée entre une exposition moyenne ainsi qu’une
exposition élevée aux agents de petit poids moléculaire et une concentration élevée en POFs

chez les hommes.
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Tableau 19 : Associations stratifiées sur le sexe entre exposition professionnelle aux irritants et POFs chez les non asthmatiques.

Femmes Hommes
Non exposé Exposition p Exposition P Non exposé Exposition P Exposition élevée P
moyenne élevée moyenne
Tous les agents irritants
n* 287 77 24 195 74 41
MGajuste (IC a 95%)* 97,4 (94,8-100) 98,9 (94,1-104) 0,57 99,0 (90,7-108) 0,73 92,4 (89,6-95,2) 98,7 (94,1-103) 0,02 97,9 (91,9-104) 0,10
n** 299 74 18 206 71 32
MGajusts (IC a 95%)** 97,5 (94,9-100) 99,4 (94,5-105) 0,48 96,5 (87,4-107) 0,85 92,2 (89,6-95,0) 100 (95,4-105) 0,004 99,1 (92,2-106) 0,07
Produits chimiques
hautement réactifs
n* 287 62 16 195 59 13
MGajuste (IC a 95%)* 97,3 (94,6-100) 98,6 (93,3-104) 0,66 71,6 (47,5-108) 0,28 92,0 (89,2-94,9) 100 (95,2-106) 0,005 105 (93,4-117) 0,03
n#* 299 57 15 206 58 13
MGajuste (IC a 95%)** 97,4 (94,8-100) 100 (94,8-106) 0,34 96,4 (86,3-108) 0,86 92,0 (89,4-94,8) 102 (97,1-108) 0,001 104 (93,0-116) 0,04
Biocides
n* 287 46 15 195 30 7
MGajusté (IC a 95%)* 97,4 (94,9-100) 100 (94,4-106) 0,38 107 (96,1-118) 0,10 92,1 (89,2-95,0) 105 (97,5-113) 0,002 101 (86,6-118) 0,24
n#* 299 43 14 206 27 6
MGajusté (IC a 95%)** 97,5 (95,0-100) 102 (96,1-109) 0,16 99,3 (89,2-111) 0,75 92,0 (89,3-94,9) 108 (99,7-117) 0,0003 102 (86,3-120) 0,23
Produits de nettoyage/
désinfectants
n* 287 55 21 195 27 5
MGajuste (IC a 95%)* 97,5 (94,9-100) 98,9 (93,5-105) 0,61 101 (92,5-110) 0,44 91,9 (89,0-94.,8) 108 (100-117) 0,0002 111 (92,3-133) 0,05
n#* 299 57 14 206 28 4
MGajusts (IC a 95%)** 97,6 (95,1-100) 100 (94,8-106) 0,39 97,2 (87,2-108) 0,94 91,8 (89,0-94,6) 109 (101-118)  <0,0001 107 (87,4-131) 0,14
Agents de petit poids
moléculaire
n* 287 64 1 195 51 19
MGajusts (IC a 95%)* 97,5 (94,9-100) 98,9 (94,0-104) 0,60 71,6 (47,5-108) 0,14 92,1 (89,3-94,9) 101 (95,5-107) 0,004 103 (94,3-114) 0,02
n¥* 299 48 10 206 44 17
MGajusts (IC a 95%)** 97,3 (94,6-100) 102 (96,2-109) 0,13 90,4 (79,0-103) 0,30 91,9 (89,2-94,6) 104 (97,5-110) 0,001 105 (95,6-116) 0,01

Résultats significatifs en gras ; *estimation des expositions sans 1’étape d’expertise ; ** estimation des expositions avec I’étape d’expertise. MG : moyenne géométrique ajustée sur age et statut tabagique.
POFs : produits d’oxydation fluorescents.
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C) Discussion

Nous avons ¢étudié 1’association entre 1’exposition professionnelle aux agents irritants et la
concentration en POFs chez les non asthmatiques. Nous avons observé une association
significative entre une exposition moyenne aux irritants et une concentration élevée en POFs.
Nous avons également observé une association significative entre une exposition moyenne
ainsi qu’une exposition élevée aux sous-groupes d’irritants que sont les produits chimiques
hautement réactifs, les biocides et les produits de nettoyage/désinfectants et une concentration
élevée en POFs. De méme, une association significative entre une exposition moyenne aux
agents de petit poids moléculaire et une concentration élevée en POFs était observée. En

stratifiant sur le sexe, nous avons observé ces associations uniquement chez les hommes.

Nos résultats confirment, avec une estimation améliorée de 1’exposition professionnelle, les
résultats observés par Dumas et al. [19] dans la méme population avec 1’ancienne matrice
emplois-expositions, a savoir une association significative entre 1’exposition professionnelle
aux irritants et les POFs. A notre connaissance, aucune autre étude n’a examiné les
associations entre 1’exposition professionnelle aux irritants et les POFs. Les études existantes
ont porté sur I’association entre d’autres types d’exposition aux irritants, principalement le
tabac, et la concentration en POFs. Ainsi, dans la cohorte Nurses’ Health Study (NHS), Yang
et al. [198] et Jensen et al. [138] ont observé que la concentration en POFs était plus élevée
chez les femmes fumeuses actuelles par rapport aux non fumeuses. Dans la cohorte Health
Professional Follow-up Study (HPFS), Yang et al. ont observé que la concentration en POFs
était plus €levée chez les hommes fumeurs actuels et anciens fumeurs par rapport aux non
fumeurs [260]. De méme, dans la cohorte HPFS, Wu ef al. ont observé une association entre

la consommation de tabac et les POFs [137]. Parmi les fumeurs, les auteurs ont observé une
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augmentation linéaire de la concentration en POFs en fonction du nombre de cigarettes
fumées par jour.

Le role du stress oxydant dans la relation entre 1’asthme et 1’exposition professionnelle aux
irritants a été étudié a travers d’autres marqueurs biologiques liés a cette voie biologique.
Corradi et al. ont montré que le niveau de peroxyde d’hydrogéne (H20) était
significativement plus élevé chez des personnels de ménage comparés a des participants non
exposés [177]. Vizcaya et al. ont étudié la concentration en 8-isoprostanes dans le condensat
de ’air expiré de personnels de ménage mais n’ont pas montré d’association significative

avec I’exposition aux produits de nettoyage [22].

Comme les hommes et les femmes n’étaient pas exposés aux mé€mes agents irritants et que
dans I’étude de Dumas et al., ’association entre 1’exposition professionnelle aux irritants et
les POFs étaient observée uniquement chez les hommes, nous avons réalisé des analyses
stratifiées sur le sexe. Dans ces analyses, nous avons observé des associations significatives
entre une exposition moyenne aux irritants et aux sous-groupes et une concentration élevée en
POFs uniquement chez les hommes (toutes les valeurs de p d’interaction <0,05). Cette
différence selon le sexe pourrait s’expliquer par la différence de capacité a maintenir le statut
redox entre les femmes et les hommes due aux hormones sexuelles [263]. Une autre
explication potentielle est que pour un métier donné, 1’exposition des hommes et des femmes
pourrait étre différente en termes de fréquence, d’intensité ou de composition des produits,
des ¢léments qui ne pouvaient pas €tre pris en compte dans I’estimation par la matrice
emplois-expositions. De plus, cette différence selon le sexe pourrait également s’expliquer par
la différence d’exposition a d’autres facteurs environnementaux entre les hommes et les
femmes. Il pourrait étre nécessaire de prendre en compte plus largement les multiples
expositions chimiques chez les femmes, notamment en tenant compte des expositions

domestiques [19, 81]. Des études avec un effectif plus important seraient nécessaires pour
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mieux comprendre le rdéle de l'exposition a des produits chimiques spécifiques chez les
femmes.

La force et I’originalité de notre étude porte sur 1’estimation de 1’exposition professionnelle
par la nouvelle matrice emplois-expositions spécifique pour 1’asthme (OAsSJEM) qui était
complétée par une étape de réévaluation par expertise offrant une estimation améliorée de
I’exposition et permettant de limiter le biais de classement. Cet aspect méthodologique sera

discuté plus en détail dans la suite de ce manuscrit.

En conclusion, les résultats de cette étude suggerent que 1’exposition professionnelle aux
irritants est associée a des dommages liés au stress oxydant. D’autres études sont nécessaires
pour approfondir le réle de ce mécanisme biologique dans 1’asthme li¢ au travail induit par les

irritants.
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V.2 Associations entre I’exposition professionnelle aux irritants et des endotypes d’asthme

Ce travail a été présenté au congres de I’European Respiratory Society a Madrid en

septembre 2019 et fait [’objet d’'un article en cours de finalisation.

Dans le premier objectif de la thése, d’une part, nous avons observé que I’'un des marqueurs
de dommages liés au stress oxydant, les POFs, était associé positivement a plusieurs
caractéristiques de I’asthme telles qu'un asthme mal contrdlé, une prise de traitements pour
asthme, une fonction ventilatoire basse et a un asthme neutrophilique. D’autre part, nous
avons observé une association significative entre une exposition professionnelle aux irritants
et une concentration élevée en POFs. Ces premiers résultats suggerent que le stress oxydant
joue un role dans un type d’asthme avec des caractéristiques spécifiques et est lié a
I’exposition professionnelle aux irritants.

Des approches récentes proposent d’étudier simultanément plusieurs caractéristiques cliniques
et biologiques de 1’asthme pour identifier des endotypes afin de mieux comprendre 1’étiologie
et les mécanismes biologiques qui sous-tendent chaque type d’asthme. Ainsi, dans EGEA,
cinq endotypes d’asthme ont été identifiés chez les asthmatiques actuels ou chez les non
asthmatiques par une approche non supervisée basée sur des caractéristiques cliniques et les
POFs ainsi que les neutrophiles et les éosinophiles [139].

Au vu des résultats du premier objectif de la thése, nous avons émis 1’hypotheése que
I’exposition professionnelle aux irritants était associée plus spécifiquement a certains

endotypes.

Dans ce chapitre correspondant au deuxieme objectif de la these, nous avons étudié les
associations entre 1’exposition professionnelle aux irritants et les endotypes d’asthme

identifiés précédemment par une approche non supervisée.
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A) Matériels et méthodes

Sélection de la population

Les analyses de cette étude transversale étaient basées sur les données des participants adultes
a EGEA2. Les participants qui étaient asthmatiques vie mais non asthmatiques actuels, ou
ceux qui avaient des données manquantes pour les caractéristiques cliniques ou biologiques
utilisées pour définir les endotypes d’asthme ont été exclus. Les participants qui n’avaient
jamais eu d’activité professionnelle, ou ceux qui avaient des données manquantes pour
I’histoire professionnelle, ou ceux qui étaient exposés uniquement a des agents sensibilisants
au cours du métier actuel ou du dernier métier occupé ont également été exclus.

Au final, 999 adultes (> 16 ans) non asthmatiques ou avec un asthme actuel ont été
sélectionnés (Figure 17). Les participants inclus avaient des caractéristiques cliniques

similaires aux participants exclus (Annexe 10).

Exposition professionnelle aux irritants

Comme dans le chapitre précédent de la these (cf Matériels et méthodes de la Partie V.1.2),
I’exposition professionnelle était estimée par la nouvelle matrice emplois-expositions
spécifique pour I’asthme (OASJEM) [251] complétée par une réévaluation par expertise. Les
expositions professionnelles d’intérét étaient les irritants ainsi que les trois sous-groupes :
produits chimiques hautement réactifs, biocides et produits de nettoyage/désinfectants.
Chaque exposition était estimée en trois catégories : « non exposé », « exposition moyenne »

et « exposition élevée ».
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Participants adultes a EGEA2
(n=1571)

/Exclus :

- participants asthmatiques vie sans asthme
actuel (n=125)

- participants sans les caractéristiques
cliniques et biologiques nécessaires a
I’identification des endotypes d’asthme

=378
= /

~

A\ 4

A

Participants avec des données sur les
endotypes d’asthme (n=1068) : 666
non asthmatiques et 402 avec un
asthme actuel

-

Exclus :

- jamais eu d’activité professionnelle (n=60)
- données manquantes pour I’histoire
professionnelle (n=4)

- exposés a des agents sensibilisants
uniquement (n=5)

~

Population étudiée
(N=999) : 632 non asthmatiques et
367 avec un asthme actuel

Figure 17 : Sélection de la population dans I’étude des associations entre
I’exposition professionnelle aux irritants et les endotypes d’asthme.

Définition des endotypes d’asthme

Cinq endotypes d’asthme ont été identifiés a EGEA2 par une approche non supervisée comme
décrit précédemment par Nadif et al. [139] et dans la partie Matériels et méthodes de ce
manuscrit (cf Partie IV), dont deux endotypes chez les participants non asthmatiques et trois

endotypes chez les participants avec un asthme actuel.
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Analyses statistiques

Des tests de Chi-deux ont été utilisés pour étudier les associations entre 1’exposition
professionnelle aux irritants et chaque endotype d’asthme dans des modéles univariés. Pour
les catégories d’exposition a faible effectif (effectif attendu < 5), des tests exacts de Fisher ont
été utilisés. Des modeles de régression logistique avec des équations d’estimation généralisée
(GEE) ont été utilisés pour prendre en compte la dépendance familiale. Les modeles de
régression multiple incluaient I’4ge (en continu), le sexe et le statut tabagique (non fumeur,
ex-fumeur et fumeur actuel) comme variables d’ajustement. Les expositions étudiées étaient
estimées par la matrice emplois-expositions OASJEM [251] avec et sans 1’étape de
réévaluation par expertise. Les expositions d’intérét dans ces analyses ¢taient évaluées pour le
métier actuel ou le dernier métier occupé. Dans tous les modeles, I’endotype de non
asthmatiques asymptomatiques était utilis€é comme groupe de référence pour la variable
dépendante et les «non exposés » comme groupe de référence pour les expositions

professionnelles.

Analyses de sensibilité

Des analyses de sensibilité ont été effectuées : 1) pour étudier I’association entre 1’exposition
professionnelle vie (au lieu de I’exposition actuelle) aux irritants, définie par le niveau
maximum d’exposition parmi tous les métiers exercés au cours de la vie, et les endotypes
d’asthme ; 2) comme 'un des endotypes d’asthme était caractéris€¢ par un indice de masse
corporelle €levé et que I’obésité pourrait partager des mécanismes biologiques communs avec
I’asthme [42], un ajustement sur I’IMC en plus des autres facteurs d’ajustement a été réalisé ;
3) en raison du chevauchement partiel entre les sous-groupes des irritants et des agents de
petit poids moléculaire (LMW), 1’association entre 1’exposition professionnelle aux LMW et

les endotypes d’asthme a aussi été étudiée.
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B) Résultats

Caractéristiques de la population d’étude

Le Tableau 20 montre les caractéristiques personnelles et cliniques des 999 participants.
Parmi les endotypes de non asthmatiques, les participants dans 1’endotype NA1 (n=463)
étaient principalement caractérisés par une absence de symptOmes respiratoires, avaient un
age moyen de 47 ans, 55% étaient des femmes et 17% étaient des fumeurs actuels. Dans
I’endotype NA2 (n=169), les participants étaient caractérisés principalement par des
symptdomes respiratoires et une proportion élevée de femmes (62%), 30% étaient des fumeurs
actuels, 35% étaient en surpoids et 14% étaient obeses. Parmi les endotypes d’asthme actuel,
les participants dans I’endotype CA1 (n=50) étaient principalement caractérisés par un asthme
débutant a 1’age adulte, une fonction ventilatoire basse, des symptomes respiratoires, la
concentration la plus élevée en POFs et le nombre le plus élevé de neutrophiles circulants
ainsi que 'IMC le plus élevé avec 30% de participants en surpoids et 26% de participants
obeses ; I’age moyen ¢tait de 53 ans et 12% étaient des fumeurs actuels. Les participants dans
I’endotype CA2 (n=203) étaient principalement caractérisé€s par la concentration la plus faible
d’IgE totales, de la rhinite et une hyperréactivité bronchique, 33% étaient des ex-fumeurs,
33% étaient en surpoids et 11% étaient obeses. Les participants dans I’endotype CA3 (n=114)
¢étaient principalement caractérisés par un asthme de I’enfance, une sensibilisation allergique,
la concentration la plus ¢levée d’IgE totales ; ils étaient plus jeunes avec un age moyen de 32

ans, 62% étaient des hommes et 33% étaient des fumeurs actuels.
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Description de I’exposition professionnelle aux irritants

Le Tableau 21 décrit I’exposition professionnelle aux irritants estimée avec et sans 1’étape de
réévaluation par expertise. Parmi tous les participants, 69% n’étaient exposés a aucune
nuisance, 22% avaient une exposition moyenne aux irritants et 10% avaient une exposition
¢levée. Apres I’étape de réévaluation par expertise, le nombre de participants classés comme
ayant une exposition élevée ou moyenne diminuait 1égeérement tandis que le nombre de
participants classés comme non exposés augmentait légerement (Tableau 22).

L’endotype CA1 avait le pourcentage le plus élevé de participants ayant une exposition élevée
a tous les agents irritants aussi bien qu’aux sous-groupes d’irritants (produits chimiques
hautement réactifs, biocides, produits de nettoyage/désinfectants) (Tableau 21). Des résultats
similaires étaient observés pour 1’exposition professionnelle estimée avec et sans 1’étape

d’expertise.
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Tableau 20 : Description des caractéristiques des participants en fonction des endotypes d’asthme (n=999).

Caractéristiques personnelles, cliniques, Tous Non asthmatiques (n=632) Avec un asthme actuel (n=367)
fonctionnelles et marqueurs biologiques N=999 NA1 (n=463) NA2 (n=169) CA1 (n=50) CA2 (n=203) CA3 (n=114)
Age, ans 448 £15.8 47.0 (14.8) 48.5 (16.0) 53.2 (15.5) 41.9 (15.1) 32.4(13.2)
Sexe, femme 542 (54.3) 255 (55.1) 105 (62.1) 26 (52.0) 113 (55.7) 43 (37.7)
Statut tabagique
Non fumeur 487 (48.8) 235 (50.8) 76 (45.0) 24 (48.0) 88 (43.4) 64 (56.1)
Ex-fumeur 290 (29.0) 148 (32.0) 42 (24.8) 20 (40.0) 68 (33.5) 12 (10.5)
Fumeurs actuel 222 (22.2) 80 (17.3) 51 (30.2) 6 (12.0) 47 (23.1) 38 (33.3)
IMC, kg/m2 *
<20 95 (9.5) 43 (9.3) 9(5.3) 1(2.00) 25 (12.3) 17 (14.9)
[20-25] 501 (50.2) 243 (52.5) 77 (45.6) 21 (42.0) 89 (43.8) 71 (62.3)
[25-30[ 295 (29.5) 135 (29.2) 59 (34.9) 15 (30.0) 67 (33.0) 19 (16.7)
>30 108 (10.8) 42 9.1) 24 (14.2) 13 (26.0) 22 (10.8) 7 (6.14)
Age de début d’asthme *, > 16 ans 133 (36.2) - - 31 (62.0) 77 (37.9) 25 (21.9)
VEMS % prédit 102 £ 18.5 108 + 16.1 104 £ 17.7 762 £21.7 972 +173 97.0£15.6
CVF % prédit 111 +£17.6 113 +£17.7 111 £18.0 95.4 £20.5 110+ 164 106 +12.9
Essoufflement et sifflement, 12m 252 (25.2) 2(0.4) 32 (18.9) 42 (84.0) 126 (62.1) 50 (43.9)
Crise d’asthme, 12m 162 (44.1) - - 37 (74.0) 99 (48.8) 26 (22.8)
Crises d’essoufflement au repos, 12m 122 (12.2) 3(0.6) 12 (7.1) 26 (52.0) 67 (33.0) 14 (12.3)
Crises d’essoufflement apres une activité intense, 12m 405 (40.6) 101 (21.9) 71 (42.0) 36 (72.0) 130 (64.0) 67 (58.8)
Symptomes nocturnes, 12m
Toux 320 (32.0) 97 (21.0) 71 (42.0) 30 (60.0) 98 (48.3) 24 (21.0)
Oppression thoracique 281 (28.1) 50 (10.8) 30 (17.7) 37 (74.0) 133 (65.5) 31(27.2)
Essoufflement 97 9.7) 2(0.4) 7(4.1) 23 (46.0) 59 (29.1) 6(5.3)
Score de symptomes d’asthme %, médiane (min-max) 1 (0-5) 0 (0-4) 1(0-4) 4 (1-5) 2 (0-5) 1 (0-5)
Hospitalisations, 12m 4(1.1) - - 3(6.0) 1 (0.5) 0
Admissions aux urgences, 12m 7(1.9) - - 6 (12.0) 1 (0.5) 0
Corticoides inhalés, 12m 201 (20.1) 1(0.2) 18 (10.6) 41 (82.0) 106 (52.2) 35 (30.7)
Corticoides oraux, 12m 57 (15.5) - - 18 (36.0) 34 (16.7) 5(4.4)
Toux chronique 81 (8.1) 1(0.2) 31 (18.3) 21 (42.0) 24 (11.8) 4(3.5)
Crachat chronique 70 (7.0) 0 27 (16.0) 16 (32.0) 22 (10.8) 54.4)
Dyspnée grade 3 110 (11.0) 4(0.9) 35 (20.7) 28 (56.0) 32 (15.8) 11 (9.6)
Test cutané positif 523 (52.4) 167 (37.0) 56 (33.1) 35 (70.0) 159 (78.3) 106 (92.9)
Rhinite 359 (36.0) 83 (18.0) 48 (28.4) 27 (54.0) 140 (69.0) 61 (53.5)
Eczéma 362 (36.2) 130 (28.2) 46 (27.2) 19 (38.0) 103 (50.7) 64 (56.1)
IgE totales, IU/mL, MG (Q1-Q3) 67.5 (23.2-195) 40.3 (15.8-101) 50.6 (16.1-135) 144 (65.4-372) 125 (46-279) 203 (95.2-536)
Eosinophiles, cellules/mm? 198 + 163 155 £ 108 177 £ 138 301 £ 320 255 +181 253 + 187
Neutrophiles, cellules/mm? 4012 + 1410 3915 + 1278 4177 + 1487 4986 + 1651 4130 + 1584 3522 + 1074

POFs, RFU/mL, MG (Q1-Q3)

94.2 (80.7-107)

94.5 (81.8-109)

97.3 (82.6-111)

106 (92.1-118)

91.7 (79.3-105)

88.9 (77.6-99.2)

Les résultats sont présentés en n (%) ou moyenne + écart type, sauf indication contraire. En italique : variables non incluses dans les analyses de classification chez les non-asthmatiques ; * incluses en tant
que variables continues dans les analyses de classification ; § score de symptomes d’asthme non inclus dans les analyses de classification ; MG : moyenne géométrique ; Q1 : 1°" quartile ; Q3 : 3°™ quartile ;
IMC : indice de masse corporelle ; VEMS : volume expiratoire maximal par seconde ; IgE : immunoglobuline E ; POFs : produits d’oxydation fluorescents ; RFU : intensité relative de fluorescence.
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Tableau 21 : Description de I’exposition professionnelle actuelle aux agents irritants dans chaque

endotype d’asthme.

Tous les Non asthmatiques Avec un asthme actuel
participants
NA1 NA2 CA1l CA2 CA3
N=999 n=463 n=169 n=50 n=203 n=114
Sans I’étape de réévaluation par expertise
Tous les agents irritants
Non exposé 683 (68,6) 315 (68,3) 117 (69,6) 34 (68,0) 143 (70,4) 74 (64,9)
Moyen 215 (21,6) 106 (23,0) 34 (20,2) 5(10,0) 44 (21,7) 26 (22,8)
Elevé 98 (9,8) 40 (8,7) 17 (10,1) 11 (22,0) 16 (7,9) 14 (12,3)
Produits chimiques
hautement réactifs
Non exposé 683 (76,9) 315 (75,5) 117 (79,1) 34 (79,1) 143 (79.,4) 74 (74,0)
Moyen 167 (18,8) 83 (19,9) 27 (18,2) 5(11,6) 32 (17,8) 20 (20,0)
Elevé 38 (4,3) 19 (4,6) 4(2,7) 4(9,3) 5(2.8) 6 (6,0)
Biocides
Non exposé 683 (82,6) 315(81,4) 117 (84,8) 34 (80,9) 143 (84,6) 74 (81,3)
Moyen 109 (13,2) 56 (14,5) 17 (12,3) 3(7,2) 22 (13,0) 11 (12,1)
Elevé 354,2) 16 (4,1) 4(2,9) 5(11,9) 4124 6 (6,6)
Produits de
nettoyage/désinfectants
Non exposé 683 (80,4) 315 (80,8) 117 (81,2) 34 (85,0) 143 (79,9) 74 (77,1)
Moyen 129 (15,2) 57 (14,6) 22 (15,3) 2 (5,0) 32 (17,9) 16 (16,7)
Elevé 37 (4,4) 18 (4,6) 5@3.5) 4 (10,0) 4(2,2) 6 (6,2)
Avec Détape de réévaluation par expertise
Tous les agents irritants
Non exposé 714 (71,5) 333 (72,1) 122 (72,2) 34 (68,0) 150 (73,9) 75 (65,8)
Moyen 206 (20,6) 96 (20,8) 36 (21,3) 8 (16,0) 38 (18,7) 28 (24,6)
Elevé 78 (7,8) 33(7,1) 11 (6,5) 8 (16,0) 15 (7.4) 11 (9,6)
Produits chimiques
hautement réactifs
Non exposé 714 (78,8) 333 (77,6) 122 (80,8) 34 (79,1) 150 (82,9) 75 (73,5)
Moyen 154 (17,0) 76 (17,7) 25 (16,6) 5(11,6) 25 (13,8) 23 (22,6)
Elevé 38 (4,2) 20 (4,7) 4(2,6) 4(9,3) 6 (3,3) 4(3,9)
Biocides
Non exposé 714 (84,6) 333 (83,9) 122 (85,3) 34 (85,0) 150 (87,2) 75 (81,5)
Moyen 99 (11,7) 49 (12,3) 18 (12,6) 3(7,9) 17 (9,9) 12 (13,0)
Elevé 31(3,7) 15 (3,8) 32,1 3(7.5) 529 5(5.4)
Produits de
nettoyage/désinfectants
Non exposé 714 (81,9) 333 (82,6) 122 (81,9) 34 (82,9) 150 (82,9) 75 (76,5)
Moyen 134 (15,4) 57 (14,1) 24 (16,1) 5(12,2) 28 (15,5) 20 (20,4)
Elevé 24 (2,7) 13 (3,2) 3 (2,0) 2 (4,9) 3(1,7) 33,1

Les résultats sont présentés en n (%).
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Tableau 22: Comparaison du nombre de participants dans chaque catégorie
d’exposition professionnelle estimée avec et sans I’étape de réévaluation par
expertise.

Sans I’étape de réévaluation par expertise

Avec I’étape de Non exposé Moyen Elevé
réévaluation par expertise n (%) n (%) n (%) n total
Non exposé

n (%) 683 (68,6) 24 (2,4) 4(0,4) 711
Moyen

n (%) 0 173 (17,4) 3333 206
Elevé

n (%) 0 17 (1,7) 61 (6,1) 78
n total 683 214 98 995

Données manquantes n=4.

Interprétation : 24 (2,4%) signifie que 24 participants classés comme ayant une exposition moyenne avec
I’estimation sans réévaluation par expertise ont ¢été classés comme non exposés avec la réévaluation par
expertise.

Associations entre I’exposition professionnelle aux irritants et les endotypes d’asthme

Une association positive et significative était observée entre une exposition élevée aux agents
irritants estimée sans 1’étape de réévaluation par expertise et ’endotype CA1l (vs NAl,
ORujuste [IC a 95%] = 2,79 [1,19-6,56], Tableau 23). Aucune association significative n’était
observée entre une exposition moyenne aux irritants et ’endotype CA1l. De méme, aucune
association significative n’était observée entre les agents irritants et les autres endotypes
d’asthme. Des résultats similaires étaient observés avec I’exposition estimée avec 1’étape
d’expertise (ORuajusi [IC 2 95%] = 2,70 [1,00-7,33]) pour CA1 vs NA1).

En ajustant sur I'IMC, en plus des autres facteurs d’ajustement, les résultats restaient
similaires avec des ORs >2,5 pour I’association entre les irritants et CAl (sans 1’étape
d’expertise : p=0,04 ; avec I’étape d’expertise : p=0,09, Tableau 23). Aucune association
significative n’était observée entre I’exposition professionnelle vie aux irritants et 1’endotype

CAL1 ni les autres endotypes d’asthme (Tableau 24).
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Tableau 23 : Associations entre ’exposition professionnelle actuelle aux irritants et les endotypes d’asthme (n=999).

Exposition professionnelle actuelle aux irritants

Sans I’étape de réévaluation par expertise

Avec I’étape de réévaluation par expertise

Non exposé Moyen Pt Elevé pt Non exposé Moyen pt Elevé pt

NA2 vs NA1

n 432 (117 vs 315) 140 (34 vs 106) 57 (17 vs 40) 455 (122 vs 333) 132 (36 vs 96) 44 (11 vs 33)

ORbrut (IC 295%) 1 0,86 (0,56- 1,34) 0,51 1,14 (0,65- 2,02) 0,66 1 1,03 (0,66-1,60) 0,92 0,91 (0,46-1,81) 0,80

ORajuste (IC 2 95%)* 1 0,86 (0,54- 1,36) 0,51 1,09 (0,60- 1,96) 0,79 1 0,98 (0,61-1,56) 0,93 0,93 (0,46-1,89) 0,85

ORajusts (IC a 95%)** 1 0,86 (0,54- 1,36) 0,51 0,98 (0,55- 1,76) 0,96 1 0,98 (0,62-1,56) 0,93 0,85 (0,42-1,69) 0,64
CA1lvs NA1

n 349 (34 vs 315) 111 (5 vs 106) 51 (11 vs 40) 367 (34 vs 333) 104 (8 vs 96) 41 (8 vs 33)

ORGbrut (IC 2 95%) 1 0,42 (0,16- 1,14) 0,08 2,73 (1,26- 5,92) 0,01 1 0,78 (0,35-1,72) 0,62 2,53 (1,02-6,27) 0,05

ORajusts (IC a 95%)* 1 0,41 (0,15- 1,10) 0,08 2,79 (1,19- 6,56) 0,02 1 0,77 (0,34-1,74) 0,52 2,70 (1,00-7,33) 0,05

ORajusts (IC a 95%)** 1 0,42 (0,16- 1,10) 0,08 2,59 (1,05- 6,38) 0,04 1 0,79 (0,35-1,75) 0,55 2,57 (0,87-7,58) 0,09
CA2vs NA1

n 458 (143 vs 315) 150 (44 vs 106) 56 (16 vs 40) 483 (150 vs 333) 134 (38 vs 96) 48 (15 vs 33)

ORbrut (IC 295%) 1 0,89 (0,60- 1,33) 0,66 0,86 (0,45- 1,66) 0,68 1 0,85 (0,56-1,30) 0,55 1,02 (0,51-1,98) 0,98

ORajusté (IC a 95%)* 1 0,93 (0,62- 1,40) 0,73 0,87 (0,44- 1,71) 0,69 1 0,87 (0,56-1,34) 0,52 1,04 (0,52-2,10) 0,91

ORajust (IC a 95%)** 1 0,96 (0,63- 1,45) 0,83 0,87 (0,44- 1,70) 0,68 1 0,91 (0,59-1,40) 0,66 1,03 (0,51-2,07) 0,94
CA3vs NA1

n 389 (74 vs 315) 132 (26 vs 106) 54 (14 vs 40) 408 (75 vs 333) 124 (28 vs 96) 44 (11 vs 33)

ORprut (IC 2 95%) 1 1,04 (0,63- 1,72) 0,87 1,47 (0,77- 2,79) 0,23 1 1,28 (0,78-2,12) 0,30 1,49 (0,72-3,07) 0,29

ORujuste (IC a 95%)* 1 1,09 (0,63- 1,89) 0,76 1,30 (0,62- 2,73) 0,49 1 1,19 (0,69-2,07) 0,53 1,28 (0,56-2,90) 0,56

ORajusts (IC a 95%)** 1 1,07 (0,62- 1,85) 0,81 1,28 (0,61- 2,69) 0,51 1 1,17 (0,68-2,03) 0,58 1,26 (0,55-2,86) 0,58

Résultats significatifs en gras.
*OR: odds ratio ajusté sur age, sexe et statut tabagique ; **OR ajusté sur I'IMC, age, sexe et statut tabagique;
§pour les modeles univariés (ORbrut), les valeurs de p correspondent a celles du test de Chi-deux ou celles du test exact de Fisher.
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Tableau 24 : Associations entre exposition professionnelle vie aux agents irritants et endotypes d’asthme.

Sans I’étape de réévaluation par expertise

Exposition professionnelle vie aux agents irritants

Avec I’étape de réévaluation par expertise

Non exposé

Moyen

Elevé

Non exposé

Moyen

Elevé

NA2 vs NA1

n

ORprut (IC 2 95%)
ORajuste (IC a2 95%)*
CA1lvs NA1

n

ORprut (IC 2 95%)
ORujusts (IC a 95%)*
CA2vs NA1

n

ORbprut (IC 2 95%)
ORajuste (IC a2 95%)*
CA3vs NA1

n

ORprut (IC 2 95%)
ORujusts (IC a 95%)*

289 (80 vs 209)
1
1

229 (20 vs 209)
1
1

309 (100 vs 209)
1
1

261 (52 vs 209)
1
1

183 (49 vs 134)
0,95 (0,64-1,43)
1,03 (0,68-1,57)

146 (12 vs 134)
0,93 (0,45-1,92)
0,96 (0,47-1,96)

196 (62 vs 134)
0,94 (0,65-1,38)
0,91 (0,61-1,36)

169 (35 vs 134)
1,04 (0,66-1,64)
0,94 (0,57-1,56)

159 (39 vs 120)
0,85 (0,56-1,30)
0,84 (0,53-1,32)

138 (18 vs 120)
1,57 (0,80-3,09)
1,44 (0,65-3,20)

181 (41 vs 120)
0,71 (0,46-1,09)
0,71 (0,44-1,12)

147 (27 vs 120)
0,89 (0,53-1,47)
0,92 (0,50-1,71)

303 (83 vs 220)
1
1

240 (20 vs 220)
1
1

324 (104 vs 220)
1
1

276 (56 vs 220)
1
1

177 (50 vs 127)
1,04 (0,70-1,56)
1,09 (0,71-1,67)

141 (14 vs 127)
1,23 (0,61-2,46)
1,28 (0,65-2,53)

186 (59 vs 127)
0,97 (0,67-1,41)
0,92 (0,62-1,35)

166 (39 vs 127)
1,19 (0,76-1,86)
1,04 (0,62-1,72)

151 36 vs 115)
0,83 (0,53-1,30)
0,84 (0,52-1,35)

131 (16 vs 115)
1,54 (0,76-3,12)
1,37 (0,60-3,14)

155 (40 vs 115)
0,73 (0,48-1,12)
0,77 (0,49-1,21)

134 (19 vs 115)
0,62 (0,36-1,09)
0,69 (0,36-1,33)

*OR : odds ratio ajusté sur age, sexe et statut tabagique. Exposition professionnelle vie définie par le niveau maximum d’exposition parmi tous les métiers exercés au cours de la vie.
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Associations entre I’exposition professionnelle aux sous-groupes d’irritants et I’endotype

d’asthme CAl

Malgré un faible effectif, une association était observée entre une exposition élevée aux
biocides estimée sans I’étape d’expertise et ’endotype CA1l (vs NA1, Tableau 25). Cette
association était a la limite de la significativité dans le modele univarié (p du test exact de
Fisher = 0,06) et était significative dans le modele ajusté sur 1’age, le sexe et le statut
tabagique (ORujus [IC a 95%] = 3,89 [1,32-11,5]). Des résultats similaires étaient observés
avec I’exposition estimée avec 1’étape d’expertise (ORajusie [IC & 95%] = 3,13 [1,00-9,83]).
Bien que tous les ORs fussent supérieurs a 2,1, aucune des associations entre 1’exposition
professionnelle aux produits chimiques hautement réactifs et aux produits de
nettoyage/désinfectants estimée avec et sans I’étape d’expertise et 1’endotype CA1 n’étaient

significatives.

Aucune association significative n’était observée entre 1’exposition professionnelle aux agents

de petit poids moléculaire estimée avec et sans I’étape d’expertise et I’endotype CA1l ni les

autres endotypes (Tableau 26).
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Tableau 25 : Associations entre exposition professionnelle actuelle aux sous-groupes d’irritants

et endotype d’asthme CAl.

CAlvs NA1
Sous-groupes d’irritants Non exposé Moyen Elevé
Sans I’étape de réévaluation par expertise
Produits chimiques
hautement réactifs
n 349 (34 vs 315) 88 (5 vs 83) 23 (4 vs 19)
ORbprut (IC 2 95%), pt 1 0,52 (0,19-1,43) 0,23 2,14 (0,72- 6,42) 0,28
ORajuste (IC 2 95%)*, p 1 0,54 (0,20-1,46) 0,22 1,93 (0,52-7,15) 0,33
Biocides
n 349 (34 vs 315) 59 (3 vs 56) 21 (5 vs 16)
ORbprut (IC 2 95%), pt 1 0,48 (0,13-1,72) 0,25 3,36 (1,27-8,89) 0,06
ORajusts (IC 2 95%)*, p 1 0,47 (0,13-1,65) 0,24 3,89 (1,32-11,5) 0,01
Produits de
nettoyage/désinfectants
n 349 (34 vs 315) 59 (2vs 57) 22 (4 vs 18)
ORbprut (IC 2 95%), pt 1 0,30 (0,07-1,37) 0,11 2,27 (0,79-6,55) 0,26
ORujusts (IC 2 95%)*, p 1 0,31 (0,07-1,43) 0,13 2,25 (0,71-7,16) 0,17
Avec Détape de réévaluation par expertise
Produits chimiques
hautement réactifs
n 367 (34 vs 333) 81 (5vs76) 24 (4 vs 20)
ORbprut (IC 2 95%), pt 1 0,61 (0,23-1,64) 0,37 2,02 (0,65-6,24) 0,27
ORujuste (IC 2 95%)*, p 1 0,60 (0,22-1,68) 0,33 2,15 (0,62-7,50) 0,23
Biocides
n 367 (34 vs 333) 52 (3 vs49) 18 3 vs 15)
ORbprut (IC 2 95%), pt 1 0,58 (0,17-1,95) 0,40 2,26 (0,71-7,20) 0,40
ORujuste (IC 2 95%)*, p 1 0,53 (0,15-1,91) 0,33 3,13 (1,00-9,83) 0,05
Produits de
nettoyage/désinfectants
n 367 (34 vs 333) 62 (5vs 57) 15 (2 vs 13)
ORbprut (IC 2 95%), pt 1 0,89 (0,34-2,33) 0,76 1,71 (0,39-7,41) 0,64
ORujuste (IC 2 95%)*, p 1 0,87 (0,32-2,38) 0,78 2,12 (0,45-9,98) 0,34

*OR : odds ratio ajusté sur age, sexe et statut tabagique ; -|-valeur de p du test de Chi-deux ou du test exact de Fisher pour les

échantillons a faible effectif (n<5). Résultats significatifs en gras.
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Tableau 26 : Associations entre exposition professionnelle actuelle aux agents de petit poids moléculaire et endotypes d’asthme.

Exposition professionnelle aux agents de petit poids moléculaire

Sans I’étape de réévaluation par expertise

Avec I’étape de réévaluation par expertise

Non exposé Moyen P$ Elevé PS Non exposé Moyen ps Elevé P$

NA2 vs NA1

n 432 (117 vs 315) 104 25 vs 79) 16 (Svs11) 455 (122 vs 333) 81 (22 vs 59) 23 (4vs 19)

ORbrut (IC 2 95%) 1 0,86 (0,54-1,38) 0,54 1,21 (0,41-3,55) 0,73 1 1,04 (0,62-1,73) 0,89 0,56 (0,18-1,72) 0,31
ORajusts (IC 2 95%)* 1 0,83 (0,51-1,35) 0,45 0,99 (0,32-3,05) 0,99 1 0,96 (0,55-1,65) 0,87 0,52(0,17-1,58) 0,25
CA1lvs NA1

n 349 (34 vs 315) 86 (7vs79) 14 3vs 11) 367 (34 vs 333) 66 (7 vs 59) 22 (3vs 19)

ORbrut (IC 2 95%) 1 0,81 (0,31- 2,11) 0,67 2,55 (0,76- 8,56) 0,13 1 1,15 (0,44-3,000 0,77 1,44(0,39-5,32) 0,59
ORajusts (IC 2 95%)* 1 0,89 (0,34- 2,32) 0,81 2,03 (0,50- 8,27) 0,33 1 1,27 (0,47-3,42) 0,63 1,52 (0,40-5,81) 0,54
CA2vs NA1

n 458 (143 vs 315) 105 26 vs 79) 18 (7vs 11) 483 (150 vs 333) 76 (17 vs 59) 30 (11 vs 19)

ORbrut (IC 2 95%) 1 0,69 (0,43-1,11) 0,12 1,40 (0,57-3.,46) 0,46 1 0,61 (0,35-1,07) 0,09 1,28 (0,60-2,75) 0,53
ORuajusté (IC 2 95%)* 1 0,70 (0,43-1,12) 0,14 1,44 (0,58-3,60) 0,44 1 0,62 (0,35-1,10) 0,10 1,26 (0,57-2,81) 0,57
CA3vs NA1

n 389 (74 vs 315) 98 (19 vs 79) 16 (Svs 11) 408 (75 vs 333) 79 (20 vs 59) 23 (4vs 19)

ORbrut (IC 2 95%) 1 1,00 (0,57-1,76) 1,00 2,01 (0,68-5,99) 0,21 1 1,48 (0,84-2,60) 0,17 0,94 (0,30-2,90) 0,91
ORuajusté (IC a 95%)* 1 0,91 (0,50-1,66) 0,76 1,84 (0,57-5,97) 0,31 1 1,23 (0,66-2,28) 0,51 0,88 (0,28-2,83) 0,83

*OR : odds ratio ajusté sur age, sexe et statut tabagique. § pour les modeles univariés (ORy), les valeurs de p correspondent a celles du test de Chi-deux ou celles du test exact de

Fisher.
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C) Discussion

Dans ce chapitre, les associations entre 1’exposition professionnelle aux agents irritants et
cinqg endotypes d’asthme identifiés par une approche non supervisée intégrant plusieurs
caractéristiques cliniques et fonctionnelles de 1’asthme et des marqueurs biologiques liés au
stress oxydant et a I’inflammation étaient examinées. Une association significative était
observée entre une exposition élevée aux agents irritants et CA1l, un endotype principalement
caractéris¢é par un asthme débutant a 1’dge adulte, une fonction ventilatoire basse, des
symptomes respiratoires, une concentration €levée en marqueurs biologiques du stress
oxydant, un nombre élevé de cellules de I’inflammation et un IMC élevé. Aucune association

significative n’était observée entre les agents irritants et les autres endotypes d’asthme.

L’utilisation de la nouvelle version de la matrice emplois-expositions spécifique pour
I’asthme OASJEM [251] constitue une force de cette étude. En effet, la mise a jour de cette
matrice permettait d’augmenter le nombre de nuisances estimées qui allaient de 22 nuisances
estimées avec ’ancienne matrice développée dans les années 2000 [252] a 30 nuisances a
risque pour I’asthme avec la nouvelle matrice OASJEM. Ces 30 nuisances étaient classées
dans différents grands groupes permettant de distinguer spécifiquement les agents
sensibilisants des agents irritants, ce qui est intéressant pour étudier les associations avec des
endotypes d’asthme spécifiques. Nous avons examiné les associations entre plusieurs sous-
groupes d’irritants  (produits chimiques hautement réactifs, biocides, produits de
nettoyage/désinfectants) et 1’endotype d’asthme CAl. Nous n’avons observé aucune
association significative avec les produits chimiques hautement réactifs et les produits de
nettoyage/désinfectants, et 1’association observée avec les biocides était a la limite de la
significativité. Dans la littérature, ces sous-groupes d’irritants étaient associés a 1’asthme. Une

revue de la littérature [189] a rapporté quatre €tudes qui montraient des associations
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significatives entre 1’exposition professionnelle aux pesticides dont les herbicides, les
insecticides ou les fongicides et 1’asthme, trois agents qui étaient regroupés dans le groupe des
biocides dans notre étude. De méme, plusieurs études ont montré des associations entre
I’exposition professionnelle aux produits de nettoyage/désinfectants et 1’asthme [22, 166, 168,
170]. Malgré notre hypothése d’un role irritant de ces agents, d’autres mécanismes
biologiques pourraient jouer un role. En effet, les produits de nettoyage et désinfectants sont
des mélanges de produits chimiques qui peuvent étre irritants ou sensibilisants [161], et les
pesticides ont été associés a un asthme allergique dans certaines études [267-270]. Dans notre
étude, les analyses de ces sous-groupes d'irritants étaient limitées par la faible taille de notre
échantillon, et les résultats doivent €tre interprétés avec précaution. Ils étaient néanmoins
cohérents avec les associations observées entre les irritants en général et CAl, avec des ORs
du méme ordre de grandeur (tous les ORs > 2,0). Des études avec des effectifs plus larges

sont nécessaires pour étudier ces sous-groupes d’irritants ainsi que les agents spécifiques.

Une association significative était observée entre 1’exposition professionnelle actuelle ou au
cours du dernier métier aux irritants et ’endotype CA1, et aucune association n’était observée
avec ’exposition professionnelle vie. Ces résultats pourraient s’expliquer en partie par le fait
que la définition des endotypes d’asthme était basée sur des caractéristiques reflétant I’activité
de la maladie dans les 12 derniers mois qui seraient plutdt liée a une exposition
professionnelle actuelle qu’une exposition passée.

Aucune association significative n’était observée entre I’exposition professionnelle aux agents
de petit poids moléculaire et I’endotype CAT1 ni les autres endotypes d’asthme. Ces résultats
sont cohérents avec I’hypothése que ces types d’agents ont des mécanismes biologiques
différents impliquant des réponses immunitaires spécifiques avec ou sans production d’IgE

spécifiques [147, 271].
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Les associations que nous avons observées pourraient étre sous-estimées en raison de la
présence potentielle d’un biais du travailleur sain. Pour évaluer la présence de ce biais,
I’association entre les symptomes d’asthme a EGEAI et I’exposition professionnelle a
EGEAZ2 stratifiée sur 1’asthme vie a été étudiée dans une analyse de sensibilité. Cette analyse
avait pour objectif de déterminer si la présence de symptomes d’asthme antérieurs
influencerait le métier choisi plus tard et donc ’exposition (Annexe 11). Aucune association
significative n’était observée contrairement a ce qui serait attendu en présence d’un biais du
travailleur sain. Néanmoins, il est difficile d’établir des conclusions sur les résultats de cette
analyse de sensibilité en raison d’un effectif trés faible pour certaines catégories de score de

symptomes d’asthme.

A notre connaissance, notre étude est la premicre a examiner 1’association entre 1’exposition
professionnelle aux irritants et des endotypes d’asthme identifiés par une approche non
supervisée basée sur des caractéristiques personnelles, cliniques et fonctionnelles ainsi que
des marqueurs biologiques. Récemment, une ¢étude a identifié des clusters d’asthme (n allant
de 63 & 885) par une analyse de cluster hiérarchique chez 2030 professionnels de santé, et a
étudi¢ leurs associations avec un ou plusieurs clusters d’exposition aux irritants. [272]. Dans
cette étude, I’identification des clusters était basée uniquement sur des traitements pour
asthme et des symptomes respiratoires et les irritants étudiés incluaient uniquement les
produits de nettoyage et désinfectants, ce qui rend difficile la comparaison avec les résultats
de notre étude. Au-dela des irritants, d’autres études dans des populations constituées de
patients avec un asthme professionnel induit par des agents spécifiques tels que les
diisocyanates, ou des groupes d’agents LMW ou HMW, ont réalisé des analyses de clusters
basées sur des caractéristiques cliniques et biologiques. Ainsi, Lemiere et al. ont identifié,
parmi des participants avec un asthme professionnel potentiel (n=73), trois clusters basés sur

des caractéristiques personnelles, I’atopie, des traitements pour asthme et la concentration en
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FeNO avant et apres une exposition a des agents HMW et LMW [273]. Les auteurs ont
observé un cluster principalement composé de participants exposés a des LMW et deux
clusters principalement composés de participants exposés a des agents HMW et ayant une
concentration élevée en FeNO. Dans une étude chez des participants avec un asthme
professionnel dii aux isocyanates (n=187), un agent LMW, Mason et al. ont identifié trois
clusters basés sur des caractéristiques personnelles et fonctionnelles ainsi que des
éosinophiles et des neutrophiles circulants [274]. Bien que dans I’ensemble de ces études, les
expositions d’intérét ne fussent pas des agents irritants, ces études intégraient des marqueurs
biologiques dans leurs analyses de clusters tels que le FeNO [273] ou les neutrophiles et les
éosinophiles [274]. Cependant, excepté pour le FeNO dans 1’étude de Lemiere et al., le
nombre d’éosinophiles et de neutrophiles étaient identiques au sein de chaque cluster, et

aucun endotype d’asthme spécifique n’a été identifié.

Nos résultats sont cohérents avec ceux des études précédentes qui examinaient de manicre
individuelle certaines des caractéristiques de 1’asthme spécifiques a 1’endotype CAl. Les
principales caractéristiques cliniques de I’endotype CAl étaient un asthme débutant a I’age
adulte, une fonction ventilatoire basse et des symptomes respiratoires. Les études précédentes
ont montré des associations significatives entre les produits de nettoyage et des symptomes
respiratoires ainsi qu’une fonction ventilatoire basse [166, 168, 170] ou un déclin de la
fonction ventilatoire [275]. Sunyer et al. ont observé une association significative entre un
niveau ¢élevé d’exposition aux poussieres minérales et un niveau modéré d’exposition aux
poussieres biologiques et a la fumée, des agents qui sont aussi classés comme irritants, et un
déclin de la fonction ventilatoire chez des femmes ex-fumeuses [276].

L’endotype CA1 était également caractéris€ par une concentration élevée en POFs.
L’association observée entre I’exposition aux irritants et CAl est ainsi cohérent avec les

résultats observés dans les chapitres précédents de la these ainsi que dans la littérature. En
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effet, nous avons observé une association significative entre 1’exposition professionnelle aux
irritants et une concentration élevée en POFs de méme que dans 1’étude de Dumas et al. dans
EGEA2 [19]. Dans d’autres études, 1’exposition aux produits de nettoyage en milieu
professionnel ou en milieu domestique était associée au peroxyde d’hydrogene, une espéce
réactive de 1’oxygene [177] ou aux 8-isoprostanes, un marqueur spécifique de la peroxydation
lipidique [22].

L’endotype CAIl était également caractérisé par un nombre élevé de neutrophiles dans le
sang. A notre connaissance, peu d’études ont examiné le role de I’inflammation non
¢osinophilique dans I’asthme 1i¢ a 1’exposition aux irritants et aucune étude n’a porté sur
I’association entre le nombre de neutrophiles et 1’exposition professionnelle aux irritants.
Dans 1’¢tude EGEA, Matulonga et al. ont observé une association significative entre
I’utilisation fréquente d’eau de javel a domicile et un nombre élevé de neutrophiles dans le
sang chez des femmes avec un asthme actuel [82]. Dans un modéle murin d’asthme induit par
les irritants, McGovern et al. ont montré que le nombre de neutrophiles augmentait
significativement apres I’exposition des souris au chlore gazeux, un agent connu comme étant
un irritant respiratoire [277]. Nos résultats sont cohérents avec ceux de la littérature et
suggerent un role de I’inflammation neutrophilique associ€ au stress oxydant dans la relation
entre 1’exposition aux irritants et ’asthme. Cette hypothese apparait d'autant plus pertinente
que ces deux mécanismes sont fortement liés. En effet, les cellules de I’inflammation telles
que les macrophages, les €osinophiles ou les neutrophiles, a la suite d’une production
d’especes réactives de I’oxygene, peuvent accroitre les dommages oxydants [278] et induire
ainsi le stress oxydant. Bien que I’endotype CA1 présentait également un nombre élevé
d’¢€osinophiles circulants, ce nombre n’était pas significativement différent de celui des autres
endotypes d’asthme. Enfin, 1’absence d’association entre 1’exposition professionnelle aux
irritants et I’endotype principalement caractéris€é par une sensibilisation allergique et une

concentration d’IgE totales é¢élevée (CA3) observée dans notre étude est cohérent avec
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I’hypothése d’un mécanisme non allergique/non immunologique de 1’asthme induit par les

irritants [11].

En résumé, notre étude suggere que I’exposition professionnelle aux irritants est associée a un
sous-type d’asthme caractérisé principalement par un asthme débutant a 1’age adulte, une
fonction ventilatoire basse, des symptOmes respiratoires et une concentration élevée de
produits d’oxydation fluorescents ainsi qu’un nombre élevé de neutrophiles. L’étude des
endotypes d’asthme apporte de nouvelles connaissances sur les mécanismes biologiques sous-
jacents a 1’asthme associé a 1’exposition professionnelles aux irritants, suggérant le stress
oxydant et I’inflammation neutrophilique comme mécanismes potentiels. De plus larges
études, dans un contexte épidémiologique ou chez des patients avec un asthme lié au travail,
seraient nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes de 1’asthme induit par les
irritants et pour comprendre si les irritants en général sont associés a un seul endotype
d’asthme, comme observé dans notre étude, ou si chaque type d’irritant est li¢ a différents

endotypes spécifiques.
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V.3 Associations entre les genes impliqués dans la réponse au stress oxydant et I’endotype

d’asthme CA1 et modification selon I’exposition professionnelle aux irritants

Ce travail a été présenté au séminaire annuel EGEA a Villejuif en Mai 2019 et fait ['objet

d’un article en cours de finalisation.

L’asthme est une maladie hétérogene avec une grande variabilité clinique et phénotypique.
Les variants génétiques identifiés a ce jour par les études pangénomiques d’association avec
I’asthme n’expliquent qu’une faible proportion de la composante génétique de la maladie [25,
49, 50]. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que 1’hétérogénéité phénotypique de
I’asthme a été peu prise en compte dans ces études [26, 48]. La recherche d’associations entre
des variants génétiques et différents endotypes d’asthme permettrait de prendre en compte
cette hétérogénéité de 1’asthme et de découvrir de nouveaux genes.

Par ailleurs, ’asthme a une étiologie complexe avec plusieurs facteurs de risques dont
I’exposition professionnelle aux irritants qui peuvent étre en interaction avec des facteurs
génétiques. L’étude des interactions geénes-environnement pourrait aussi permettre la
découverte de nouveaux genes et aider a mieux comprendre les mécanismes biologiques dans
I’asthme associé a 1’exposition professionnelle aux irritants [24].

Dans le chapitre précédant de ce manuscrit de thése, cinq endotypes d’asthme identifiés par
une approche non supervisée dans EGEA2 ont été étudiés. Parmi eux, I’endotype CA1 défini
chez les asthmatiques actuels était le seul endotype d’asthme associé a 1’exposition
professionnelle élevée aux irritants. Cet endotype était caractérisé principalement par un
asthme débutant a I’age adulte, une fonction ventilatoire basse, des symptdmes respiratoires et
un niveau élevé de marqueurs biologique du stress oxydant et de neutrophiles.

Dans ce chapitre qui correspond au troisieme objectif de la these, nous nous sommes donc

intéressés particuliérement a cet endotype d’asthme CA1. Nous avons étudié les associations
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entre des genes impliqués dans la réponse au stress oxydant et cet endotype, et si ces
associations étaient spécifiques a celui-ci. De plus, nous avons étudié si les associations entre
ces genes et D’endotype CAl étaient différentes selon 1’exposition professionnelle aux

irritants.

A) Matériels et méthodes

Sélection de la population

Dans cette étude transversale, les analyses étaient basées sur les données issues des
participants adultes 8 EGEA2 appartenant aux endotypes d’asthme NA1 et CAl soit au total

542 participants.

Génotypage

Les participants d’EGEA ont été génotypés selon une approche pangénomique et des
imputations a partir du panel de référence HapMap CEU ont été effectuées sur les SNPs non
génotypés. Des criteres de controles qualités stricts ont été appliqués aux SNPs génotypés et
aux SNPs imputés. Le génotypage, I’imputation des SNPs et les critéres de controle qualité

sont décrits en détail dans les Matériels et méthodes de ce manuscrit (cf Partie IV.1.3).

Sélection des genes

Récemment, Rava et al. ont examiné les interactions entre les genes impliqués dans la réponse
au stress oxydant et I’exposition professionnelle aux agents de petit poids moléculaire et aux
produits de nettoyage dans I’asthme de 1’adulte [24]. Les auteurs ont sélectionné 411 geénes

selon la premicre étape de 1’approche dite par « pathways » décrite en détail précédemment
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[215]. Cette étape consiste a établir une liste de genes en intégrant dans le processus de
sélection les informations sur les processus biologiques partagés par les genes.

Dans cette these, la sélection des genes a été effectuée de maniere similaire a cette étape de
sélection utilisée par Rava et al.. La procédure se décline en 3 étapes :

(i) La sélection initiale des genes impliqués dans la réponse au stress oxydant a été effectuée
le 19/11/2018 dans la base de données des annotations de Gene Ontology (GO)

(http://amigo.geneontology.org/amigo/landing) a partir du mot clé « response to oxidative

stress » (GO : 0006979). Cette premiere étape a permis 1’identification de 431 genes.

(i1) Dans un deuxieme temps, la liste de genes obtenus en (i) a été comparée a la liste des 411
génes de 1’¢tude de Rava et al. également sélectionnés en utilisant le méme mot clé de GO :
0006979 en 2017 [24]. Cette étape a permis 1’ajout de 171 geénes qui n’étaient pas
sélectionnés a 1’étape (i). A la fin de cette seconde étape, la liste comprenait 602 genes.

(ii1) La derniere étape consistait a effectuer une revue de la littérature des articles parus entre
2013 et 2019 en utilisant le moteur de recherche de données bibliographiques Pubmed avec la
requéte suivante : (oxidative stress[Title] AND gene[Title]) AND («2013/01/01[PDAT] :
«2019/01/20 »[PDAT]) AND hasabstract[text]. Cette étape a permis d’identifier 341 articles,
parmi lesquels 52 ont été sélectionnés par deux experts (Mme Rachel Nadif et Mr Laurent
Orsi) pour lecture sur la base du résumé. A partir de cette expertise, 23 genes
complémentaires correspondant a 14 articles ont été sélectionnés.

A la fin du processus de sélection, notre liste comprenait 625 génes d’intérét.

Apres avoir exclus les doublons (geénes ayant plusieurs alias, n=16) et les genes situés sur le
chromosome X (n=12), 597 geénes correspondant a 6265 SNPs localisés sur ces genes ont été

sélectionnés (Figure 18).
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(i) GO: “Response to oxidative stress”
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Figure 18 : Sélection des génes impliqués dans la réponse au stress oxydant
GO : base de données Gene Ontology (http://amigo.geneontology.org/amigo/landing; GO accession:
0006979, consultée le 19/11/18) ; *[24].
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Analyses statistiques

Analyses d’association au niveau des SNPs

Pour étudier les associations entre les SNPs localisés sur les genes impliqués dans la réponse
au stress oxydant et I’endotype d’asthme CA1 (vs NA1), des régressions logistiques ont été
réalisées en utilisant le logiciel STATA v14.1 avec les options « cluster » et « variance
robuste » pour prendre en compte la dépendance familiale entre les individus. Tous les
modeles ont été ajustés sur les composantes principales tenant compte de la diversité de la
population francgaise. Apres une premiere sélection des SNPs avec un nombre de participants
(CA1 et NA1) par génotype supérieur ou égal a 10, un total de 4715 SNPs localisés sur 422
genes impliqués dans la réponse au stress oxydant ont été sélectionnés pour les analyses
(Figure 18).

Pour corriger sur les tests multiples, un seuil de significativité a été calculé par la correction
de Bonferroni appliquée au Meff pour les 4715 SNPs. Le Meff correspond au nombre effectif
de tests indépendants apres avoir écarté la dépendance due au déséquilibre de liaison entre les
SNPs, et a été estimé par la méthode de Li et Ji [279] a 2185. Ainsi, le seuil de significativité

calculé était de p = 0,05 / 2185 = 2,3E-5.

Pour vérifier la robustesse de nos résultats par rapport a un possible biais lié a la faible taille
de notre échantillon (pour certains SNPs, I’effectif attendu par génotype sous 1’hypothese
nulle d’absence d’association était trop faible (<5) chez I’endotype CA1l), différents tests
spécifiques a des études avec de faibles effectifs ont été réalisés. Ces tests incluaient la
régression logistique exacte et la régression logistique de Firth, une approche équivalente au
test de vraisemblance pénalisée [280, 281]. La dépendance familiale ne pouvait €tre prise en
compte avec la régression logistique exacte et la régression de Firth, les résultats de ces tests

ont donc été comparés avec ceux obtenus par la régression logistique principale mais sans les
164



options « cluster » et « variance robuste ». L’approche semi-exacte par la méthode de Monte-
Carlo [282] permettant de tenir compte de la dépendance familiale a aussi été appliquée pour

vérifier la robustesse, bien que cette approche soit connue pour étre conservatrice.

Pour les 10 premiers SNPs montrant les plus forts signaux d’association (10 tops SNPs) avec
I’endotype CA1, nous avons également examiné les associations entre ces SNPs et les autres
endotypes d’asthme CA2 et CA3 (vs NA1) afin de vérifier la spécificité de I’association avec
I’endotype CA1l. Pour rappel, ’endotype CA2 était caractérisé principalement par une
concentration faible d’IgE totales, de la rhinite et une hyperréactivité bronchique et I’endotype
CA3 était caractérisé principalement par un asthme de I’enfance, une sensibilisation
allergique et une concentration élevée d’IgE totales [139]. Ces deux endotypes n’étaient pas

associés significativement avec I’exposition professionnelle aux irritants.

Analyses d’associations au niveau des génes

Pour chacun des 422 genes impliqués dans la réponse au stress oxydant, I’association avec
I’endotype CA1 (vs NA1) a également été étudiée au niveau des genes en utilisant le logiciel
VEGAS (Versatile Gene-based Association Study) [283]. Le test d’association par gene
utilisé était celui basé sur la meilleure statistique d’association (ou la valeur de p minimale)
avec les SNPs localisés dans le géne en utilisant les résultats de la régression logistique. La
corrélation entre ces statistiques due au déséquilibre de liaison entre les SNPs a été prise en
compte en calculant une valeur de p empirique par des simulations de Monte-Carlo en
utilisant I'échantillon de référence HapMap CEU. Les valeurs de p empiriques ont ensuite été
corrigées pour les tests multiples (par le nombre de genes testés) en utilisant la correction de

Bonferroni (seuil de significativité p = 0,05 / 422 = 1,2E-4).
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Analyses avec les données imputées de la population de HapMap 2 CEU

Les régions autours des SNPs montrant des associations significatives avec I’endotype CA1l
(vs NA1) ont été plus finement étudiées en utilisant les données imputées de la population
CEU de HapMap 2 couvrant 5 kilos de paires de bases (kb) de chaque coté de chaque SNP

associé.

Stratification sur I’exposition professionnelle aux irritants

Pour les 10 tops SNPs associés a ’endotype CAl, des analyses séparées dans deux groupes
contrastés ont été réalisées : chez les participants avec une exposition professionnelle élevée
aux irritants et chez les participants non exposés. Il n’a pas été possible d’effectuer un test

formel d’interaction en raison de la taille trop faible des échantillons apres la stratification.

e-QTLs, annotations fonctionnelles et interactions entre produits chimiques et geéne

L’existence d’« expression quantitative trait loci » (e-QTL), ¢’est-a-dire d’étude d’association
entre les SNPs (ou ses proxies, r>>0,8) associés a 1’endotype CAl et I’expression de génes
dans des tissus ou des fluides pulmonaires a été vérifiée. Pour cela le site internet dédié aux

études d’e-QTL, Phenoscanner v2 (http://www.phenoscanner.medschl.cam.ac.uk/) qui

combine les résultats de plusieurs bases de données d’e-QTL a été utilisé.
Les annotations fonctionnelles de ces SNPs ou leurs proxies ont été recherchées en utilisant

I’outil HaploReg v4.1 (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php).

HaploReg est un outil d’exploration des annotations des SNPs en matiere de colocalisation
sur des éléments de régulations actifs tels que les chromatines (marques de modification de
I’histone du promoteur ou de I’enhancer), les sites hypersensibles a la DNase I et les facteurs

de transcription ainsi que les sites de liaison des protéines.
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De plus, les données sur les interactions entre les genes, la maladie et des produits chimiques
ont été extraites de la base de données de Comparative Toxicogenomics (CTD [284], MDI
Biological Laboratory, Salisbury Cove, Maine, et NC State University, Raleigh, North

Carolina. Word Wide Web (URL: http://ctdbase.org/) [Mai, 2019]). CTD est une base de

données qui vise a faire mieux comprendre comment les expositions environnementales

affectent la santé humaine.

B) Résultats

Analyses d’association au niveau des SNPs

Les résultats des associations entre les SNPs localisés sur les genes impliqués dans la réponse
au stress oxydant et ’endotype CA1 (vs NA1) sont montrés dans le Tableau 27.

Un SNP rs1419958 était associé a I’endotype CA1 atteignant le niveau de significativité apres
la correction pour les tests multiples (p = 2,2E-5). Ce SNP était localisé sur le gene
Phosphotyrosine Interaction Domain containing 1 (PIDI) situé sur le chromosome 2q36.3.
Deux autres SNPs, rs10490031 et rs2396616, localisés sur PIDI étaient détectés comme
deuxiéme et troisieme signaux les plus forts. D’autres SNPs localisés dans quatre autres
genes : ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1 (ABCC1), Phosphatidylinositol-3, 4, 5-
Trisphosphate Dependent Rac Exchange Factor 1 (PREXI), Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) Oxidase 4 (NOX4) et Platelet Derived Growth Factor D
(PDGFD) étaient également détectés parmi les 10 tops SNPs. Cependant, aucun de ces

signaux n’atteignait le seuil statistique de significativité.
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Tableau 27 : Associations entre les 10 tops SNPs et ’endotype d’asthme CA1 (vs NA1).

Chr Géne SNP Position = Nnavcarr MAF  OR (IC a95%) Y/ p
2 PIDI rs1419958 229168844  461/48 0,16 0,37 (0,23-0,58) -4,24 2,2E-5
2 PID1 rs10490031 229116897  461/48 0,23 2,51 (1,58-4,00) 3,89 1,0E-4
2 PID1 152396616 229156686  461/48 0,25 0,43 (0,27-0,67) -3,66  2,6E-4
16 ABCCI 1s2299670 16127001 460/48 0,35 2,26 (1,40-3,62) 3,36  7,7E-4
20 PREX] rs745086 48816978 461/48 0,47 2,10(1,35-3,26) 3,30  9,6E-4
11 NOX4 rs10830263 89367161 461/48 0,27 1,89 (1,28-2,79) 3,21 1,3E-3
11 PDGFD rs361315 104053848  461/48 0,34 2,04 (1,32-3,15) 3,21 1,3E-3
11 PDGFD 1s361262 104065741  461/48 0,35 0,50 (0,32-0,77) -3,13  1,7E-3
11 PDGFD rs361277 104085549  461/48 0,35 2,02 (1,30-3,13) 3,12 1,8E-3
11 PDGFD rs361279 104086900  461/48 0,35 0,50 (0,32-0,77) -3,12  1,8E-3

Résultats significatifs en gras. Seuil de significativité de la correction de Bonferroni p < 2,30 E-5.

Chr :

fréquence d’all¢le mineur estimée a partir du panel de référence 1000G (population européenne).
*Les individus non génotypés ou les SNPs qui ne passaient pas le contrdle qualité ont été exclus.

chromosome; SNP : polymorphisme d’un seul nucléotide ; OR: odds ratio; IC : intervalle de confiance ; MAF :

Ces résultats étaient tres proches de ceux obtenus par la régression logistique exacte, par la

régression logistique de Firth ou par I’approche semi-exacte par la méthode de Monte-

Carlo, confirmant leur robustesse (Tableau 28).

Aucun des 10 tops SNPs associés a CA1 n’était associé avec les endotypes CA2 et CA3, en

particulier, le top SNP rs1419958 significativement associé a CAl (p = 2,2E-5) ne montrait

aucun signal d’association avec CA2 (p = 0,23) ni CA3 (p = 0,53) (Tableaux 29 et 30).
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Tableau 28 : Etude de robustesse pour les 3 tops SNPs localisés sur le gene PIDI.

rs1419958 rs10490031 rs2396616
Modéles statistiques beta (se) Z p beta (se) Z P beta (se) Z P

Analyse principale

Régression logistique avec I"option cluster et -1,0077 (0,2375) -4,242 2,210E-05 0,9215 (0,2370) 3,888 1,012E-04  -0,8506 (0,2326) -3,657  2,556E-04

variance robuste

Régression logistique* -1,0078 (0,2491) -4,046 5,210E-05 0,9215 (0,2404) 3,833 1,266E-04  -0,8505 (0,2398) -3,546 3,907E-04
Tests de robustesse

Régression logistique de Firth* -0,9989 (0,2465) -4,052 5,070E-05 0,9115 (0,2376) 3,836 1,250E-04 -0,8401 (0,2369) -3,547 3,900E-04

Régression logistique exacte* -1,0012 (0,2474) 7,680E-05  0,9311 (0,2398) 1,124E-04  -0,8543 (0,2392) 3,078E-04

Approche semi-exacte par la méthode de Monte Carlo§ 3,0E-05 1,1E-04 2,6E-04

*sans les options cluster et variance robuste ; §3 millions de permutations.
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Tableau 29 : Association entre les 10 tops SNPs et ’endotype d’asthme CA2 (vs NA1).

SNP Gene Chromosome Position MAF OR (IC 295%) z p
rs1419958 PIDI 2 229168844 0,16 1,24 (0,87-1,80) 1,20 0,23
rs2396616 PIDI 2 229116897 0,23 1,31 (0,96-1,79) 1,67 0,09

rs10490031 PID] 2 229156686 0,25 0,85 (0,61-1,17) -1,02 0,31
rs2299670 ABCC1 16 16127001 0,35 1,32 (1,02-1,71) 2,10 0,04
rs745086 PREX1 20 48816978 0,47 1,07 (0,84-1,37) 0,54 0,59
rs10830263 NOX4 11 89367161 0,27 1,08 (0,83-1,40) 0,56 0,58
rs361277 PDGFD 11 104053848 0,34 0,78 (0,60-1,02) -1,85 0,06
rs361279 PDGFD 11 104065741 0,35 1,28 (0,98-1,66) 1,85 0,06
rs361315 PDGFD 11 104085549 0,35 0,81 (0,62-1,04) -1,63 0,10
rs361262 PDGFD 11 104086900 0,35 1,23 (0,95-1,59) 1,58 0,11

Chr : chromosome ; SNP : polymorphisme d’un seul nucléotide ; OR : odds ratio ; IC : intervalle de confiance ; MAF : fréquence d’alléle mineur estimée a partir du
panel de référence 1000G (population européenne).

Tableau 30 : Association entre les 10 tops SNPs et I’endotype d’asthme CA3 (vs NA1).

SNP Gene Chromosome Position MAF OR (IC 2 95%) z p
rs1419958 PID] 2 229168844 0,16 0,87 (0,57-1,33) -0,64 0,53
rs10490031 PIDI 2 229116897 0,23 1,28 (0,91-1,81) 1,41 0,16
rs2396616 PID] 2 229156686 0,25 1,09 (0,75-1,57) 0,45 0,65
r$2299670 ABCCI 16 16127001 0,35 1,08 (0,79-1,46) 0,47 0,64
rs745086 PREX]1 20 48816978 0,47 1,01 (0,73-1,39) 0,05 0,96
rs10830263 NOX4 11 89367161 0,27 1,21 (0,86-1,70) 1,10 0,27
rs361315 PDGFD 11 104053848 0,34 1,00 (0,74-1,36) 0,02 0,98
rs361262 PDGFD 11 104065741 0,35 1,03 (0,76-1,40) 0,20 0,84
rs361277 PDGFD 11 104085549 0,35 0,93 (0,68-1,28) -0,43 0,67
rs361279 PDGFD 11 104086900 0,35 1,07 (0,78-1,47) 0,43 0,67

Chr: chromosome; SNP : polymorphisme d’un seul nucléotide ; OR: odds ratio; IC : intervalle de confiance ; MAF : fréquence d’alléle mineur estimée a partir du panel
de référence 1000G (population européenne).
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Analyses d’association au niveau des génes

Les résultats des tests basés sur les genes sont présentés dans le Tableau 31. PID1, le gene sur
lequel se situait le top SNP rs1419958, significativement associé a I’endotype CA1, était aussi
le géne le plus associé a cet endotype (vs NA1) bien que le résultat (p = 9,8E-4) n’atteignit

pas le seuil de significativité (p = 1,2E-4).

Tableau 31 : Les tops genes estimés par les tests de VEGAS.

Chr Gene Nombre de SNPs Test p
2 PIDI 60 18,0 9,80E-04
11 NOX4 12 10,3 0,011
19 TMEMI61A 3 8,0 0,012
20 PREX1 32 10,9 0,018
11 CAT 8 7,9 0,025
19 PPP5C 6 7,7 0,027
11 LDHA 3 6,0 0,028
16 ABCCI 70 11,3 0,028
1 CAPN?2 9 7,4 0,039
9 NR4A3 3 5,8 0,040
15 MAP2K1 6 5,8 0,041
11 PDGFD 50 10,3 0,043
1 MTF1 2 5,2 0,043
22 MGAT3 7 6,9 0,045

En gras : tops genes associés a I’endotype CA1. Chr: chromosome; SNP : polymorphisme d’un seul
nucléotide. Seuil de significativité de la correction de Bonferroni p < 1,2E-4.

Analyses avec les données imputées de HapMap 2 CEU

Les résultats des analyses avec les données imputées sont montrés dans le Tableau 32. Les
résultats des associations entre les SNPs imputés et I’endotype CA1l confirmaient ceux de
I’association avec le SNP génotypé rs1419958, en montrant une Iégere amélioration du signal
d’association (p = 1,1E-5 vs p = 2,2E-5). D’autres signaux forts d’association pour des SNPs

imputés proches du rs1419958 étaient également observés.
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Tableau 32 : Associations entre les SNPs imputés autour du SNP rs1419958 localisé sur le gene
PIDI et ’endotype d’asthme CA1 (vs NA1).

SNP MAF OR IC a95% V/ p
rs4973171 0,49 0,72 (0,48-1,10) -1,51 0,13
rs10171191 0,49 1,38 (0,91-2,10) 1,51 0,13
rs10171051 0,24 0,73 (0,43-1,25) -1,16 0,25
rs10183571 0,49 1,38 (0,91-2,10) 1,51 0,13
rs2396617 0,16 0,35 (0,22-0,56) -4,40 1,10E-05
rs2396618 0,16 0,35 (0,22-0,56) -4,40 1,10E-05
rs10804349 0,11 1,00 (0,57-1,77) 0,01 1,00
rs1419958 0,16 0,35 (0,22-0,56) -4,40 1,10E-05
rs1419959 0,40 0,62 (0,41-0,94) -2,26 0,02
rs12477036 0,12 1,54 (0,75-3,18) 1,18 0,24
rs12694800 0,4 1,61 (1,07-2,44) 2,27 0,02
rs1419960 0,49 1,38 (0,91-2,10) 1,51 0,13
rs12470314 0,12 1,54 (0,75-3,18) 1,17 0,24
rs13035964 0,06 0,21 (0,03-1,48) -1,57 0,12
rs17676334 0,11 1,53 (0,74-3,17) 1,14 0,26
rs1362256 0,44 0,63 (0,42-0,95) -2,18 0,03

Résultats significatifs en gras.
Chr: chromosome; SNP : polymorphisme d’un seul nucléotide ; OR: odds ratio; IC : intervalle de confiance ; MAF :
fréquence d’alle¢le mineur estimée a partir du panel de référence 1000G (population européenne).

Stratification sur I’exposition professionnelle aux irritants

En stratifiant sur 1’exposition professionnelle aux irritants (non exposé/exposition ¢€levée),
I’association entre le SNP rs1419958 localis¢ sur PIDI et D’endotype CAl était
statistiquement significative uniquement chez les participants non exposés avec une
augmentation non négligeable du niveau de significativité (p = 1,05E-6 au lieu de 2,2E-5 chez
tous les participants, Tableau 33). Chez les participants avec une exposition élevée aux
irritants, le SNP rs1419958 ne montrait aucune indication d’association avec 1’endotype CAl

(p=0,91).
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Tableau 33 : Associations stratifiées sur I’exposition professionnelle aux irritants entre les 10 tops SNPs et ’endotype d’asthme CAl (vs NA1).

Participants non exposés

Participants avec une exposition élevée

Chr  Gene SNP Position MAF OR (IC 2 95%) z p OR (IC 2 95%) z p
2 PID] rs1419958 230033560 0,16 0,24 (0,14-0,43) -4,88 1,06E-06 1,12 (0,17-7,42) 0,11 0,91
2 PIDI 1510490031 229981613 0,23 3,23 (1,85-5,63) 4,14 3,43E-05 0,61 (0,11-3,25) -0,58 0,56
2 PID] 1s2396616 230021402 0,25 0,37 (0,21-0,65) -3,52 4,31E-04 0,26 (0,02-3,83) -0,98 0,33
16 ABCCI 152299670 16220858 0,35 2,05 (1,17-3,58) 2,52 0,01 7,35 (0,74-72,7) 1,71 0,09
20 PREXI 15745086 47433515 0,47 1,95 (1,11-3,41) 2,33 0,02 2,26 (0,48-10,4) 1,04 0,30
11 NOX4 1510830263 89100329 0,27 1,61 (0,98-2,67) 1,87 0,06 1,15 (0,23-5,66) 0,17 0,86
11 PDGFD 15361315 103924576 0,34 2,13 (1,19-3,80) 2,55 0,01 2,64 (0,99-7,05) 1,93 0,05
11 PDGFD 15361262 103936469 0,35 0,47 (0,26-0,85) -2,50 0,01 0,38 (0,14-1,01) -1,93 0,05
11 PDGFD 15361277 103956277 0,35 2,12 (1,17-3,84) 2,48 0,01 2,64 (0,99-7,05) 1,93 0,05
11 PDGFD 15361279 103957628 0,35 0,47 (0,26-0,85) -2,48 0,01 0,38 (0,14-1,01) -1,93 0,05

Résultats significatifs en gras.
Chr: chromosome; SNP : polymorphisme d’un seul nucléotide ; OR: odds ratio; IC : intervalle de confiance ; MAF : fréquence d’alléle mineur estimée a partir du panel de

référence 1000G (population européenne).

Exposition professionnelle aux irritants estimée par la matrice emplois-expositions spécifique pour 1’asthme OAsJEM [251].
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e-QTLs, annotations fonctionnelles et interactions entre produits chimiques et génes

En utilisant le site Phenoscanner v2, aucun e-QTL n’était trouvée pour les trois tops SNPs et
leurs proxies localisés sur le gene PIDI ni pour les autres tops SNPs dans aucun tissu
pulmonaire. En utilisant ’outil dédié¢ aux annotations fonctionnelles HaploReg v4.1, le SNP
rs1419958 sur PID] était cartographié sur les marques des éléments de régulation actifs qui
incluent les modificateurs d’histones des promoteurs dans les tissus pulmonaires feetaux
(Tableau 34). De plus, les 3 SNPs rs1419958, rs10490031 et rs2396616 sur PIDI ou leurs
proxies sont localisés dans des motifs de régulations dont 1’altération peut modifier la fixation
du facteur de transcription NF-kappa B et de I’Histone Deacetylase 2 (HDAC2).

Dans la base de données CTD, certains composés chimiques de la famille des aldéhydes tels
que le butyraldéhyde ou le propionaldéhyde ainsi que des composés chlorés tels que le
tetrachlorure de carbone, qui ont des propriétés irritantes des voies respiratoires, étaient
répertoriés comme pouvant modifier 1’expression des ARN messager du gene PIDI (Tableau
35). 1l est intéressant de noter que les substances de la famille des aldéhydes étaient
répertoriées comme pouvant altérer ’expression de I’ARN messager de PIDI dans les
cellules épithéliales alvéolaires [285, 286]. Des expositions environnementales avec des
propriétés irritantes telles que les émissions de véhicules modifiaient également la

méthylation de PID].
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Tableau 34 : Eléments de régulation des trois tops SNPs (ou leurs proxies) localisés sur le gene PIDI associés a ’endotype CAl.

Marques d’histone

Liaison des

Chr Gene pos (hgl9) r? D' SNP Enhancer/Promoteur protéines Motifs de régulation
2 230030822 0,96 0,99 rs72617162 Osf2_2
2 230031022 0,96 0,99 rs147700606 EWSRI1-FLI1, GR_disc6
2 PIDI] 230031593 0,96 0,99 rs2396617 Evi-1_2
2 230032055 0,96 0,99 rs2396618 AIRE_1
Poumon foetal
2 230033560 1 1 rs1419958 (H3K4me3_Pro) COMP1, SIX5, SREBP
2 PID] 229116897 1 1 rs10490031 HDAC2, TCF4
2 229150560 0,82 0,93 rs7569303 FOXAI STAT, p300
2 229156450 0,88 1 rs2396615 PRDM1
2 229156686 1 1 rs2396616 NRSF, p300
2 229157051 0,88 1 rs35419420 Poulfl
2 229158359 0,88 1 rs13030636 PU.1
2 229159213 0,88 1 rs12463675 ZBRK1
Nanog, Nkx2, Pou2f2, Pou3f3,

2 PIDI1 229159594 0,88 1 rs12463823 Pou5f1, TATA, Ztp740
2 229159794 0,9 1 rs17614196 HDAC?2, Irf, p300, p53

Foxpl, Mrg_2, NF-kappaB,
2 229161497 0,88 1 rs17614232 ZEB1

ATF3, E2F, Foxa, Jundm2, Maf,

2 229161548 0,88 1 rs17676274 STAT
2 229162064 0,88 1 rs1362255 Pou3f3
2 229162503 0,88 0,99 rs6745401 Smad3

AFP1, AIRE_2, Evi-1, Foxa,

Foxfl, Foxjl, Foxj2, Foxl1,

Foxo, Foxql, HDAC2, SIX5,
2 229162869 0,99 1 rs1419954 Sox, Zfp105, p300

En gras : les trois tops SNPs sur PID] associés a ’endotype CAl.

Chr : chromosome ; SNP : polymorphisme nucléotidique.
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Tableau 35 : Produits chimiques extraits de la base de données CTD en interaction avec le géne PID1.

Produits chimiques

Interactions

Organisme

Références

Aldéhydes

Butyraldéhyde

Propionaldéhyde

Tétrachlorure de carbone

2-méthoxyéthanol ou methyl
cellosolve

Acides Phtaliques

Pentanal

Ethanol

Emissions de véhicules

Les aldéhydes augmentent 1’expression de 'ARNm de PID]

Le butyraldéhyde augmente 1’expression de 'ARNm de PID]

Le propionaldéhyde augmente 1’expression de ' ARNm de PID1

Le tétrachlorure de carbone augmente I’expression de ' ARNm de
PIDI

Le 2-méthoxyéthanol augmente 1’expression de I'ARNm de PID]

Les acides phtaliques augmentent I’expression de I'ARNm de PID1

Le pentanal augmente 1’expression de I'ARNm de PID]

L’éthanol affecte 1’expression et 1’épissage de I’ARNm de PID]

Les émissions de véhicules augmentent la méthylation de PID1

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Homo sapiens

Mus musculus

Homo sapiens

Song MK, et al. [286]

Song MK, et al. [285]

Song MK, et al. [285]

Zhang H, et al. [287]

Yuan X, et al. [288]

Yuan X, et al. [288]

Song MK, et al. [285]

O'Brien MA, et al. [289]

Tachibana K, et al
[290]

Dans ce tableau sont indiqués les produits chimiques ayant des propriétés irritantes des voies respiratoires et les expositions environnementales contenant des composés a
propriété irritante (émissions des véhicules).
CTD: Comparative Toxicogenomics Database (URL : http://ctdbase.org/) [284].


http://ctdbase.org/detail.go?type=chem&acc=D000447
http://ctdbase.org/detail.go?type=chem&acc=C018475
http://ctdbase.org/detail.go?type=chem&acc=C005556
http://ctdbase.org/detail.go?type=chem&acc=C005219
http://ctdbase.org/detail.go?type=chem&acc=C005219
http://ctdbase.org/detail.go?type=chem&acc=C046012
http://ctdbase.org/detail.go?type=chem&acc=D000431

C) Discussion

Dans cette étude, nous avons examiné les associations entre des genes impliqués dans la
réponse au stress oxydant et ’endotype d’asthme CA1 (vs NAI). Nous avons identifié un
SNP rs1419958 localisé sur le gene PIDI montrant un signal d’association avec I’endotype
CAL et cette association était spécifique a cet endotype.

A notre connaissance, aucune étude n’a montré une association entre PIDI et 1’asthme. Nos
résultats sont cohérents avec ceux des ¢études portant sur d’autres caractéristiques
respiratoires. En effet, une méta-analyse de GWAS basée sur une population européenne issue
du consortium CHARGE montrait que le gene PIDI était associé significativement a la
fonction ventilatoire évaluée par le rapport VEMS/CVF [291]. Une étude dans une population
avec un asthme modéré a sévere issue du programme SARP montrait une association entre
PIDI et la fonction ventilatoire évaluée par la CVF [292]. De plus, une étude dans une
cohorte coréenne montrait une association entre PID] et la bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO) [293]. Par ailleurs, une étude sur 1’effet du tabac sur I’expression des
genes dans le sang périphérique de patients avec une BPCO montrait que ’expression de
PID] était significativement différente entre les patients fumeurs et non fumeurs [294]. Bien
que les SNPs sur PID] identifiés dans les résultats de ces €tudes fussent différents du SNP
que nous avons détecté, nos résultats sont cohérents avec ces derniers car une fonction
ventilatoire basse était I’'une des caractéristiques prédominantes de I’endotype CAl. De plus,
le gene PIDI a pour fonction moléculaire principale d’accroitre la prolifération des
préadipocytes sans affecter la différenciation adipocytaire, et une régulation positive de ce
gene dans la graisse de participants obeses était montrée [295]. De facon cohérente,
I’endotype CA1 était également caractérisé par un indice de masse corporelle élevé.

L’une des limites de notre étude est le manque de puissance li¢ aux faibles effectifs en

particulier pour I’endotype CA1. Néanmoins, nous avons vérifié la robustesse de nos résultats
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par des tests statistiques adaptés aux études avec de faibles effectifs et les résultats de ces tests
étaient tres proches de ceux observés dans nos analyses principales.

Les SNPs situés a une certaine distance en amont et en aval du gene sont souvent pris en
compte mais le choix de cette distance n’est ni évident ni consensuel. Dans notre étude, pour
que le nombre de tests reste raisonnable et ainsi garder une puissance statistique plus
importante, seuls les SNPs situés dans les limites des genes (Okb) étaient examinés.
Cependant, ce choix pourrait avoir comme conséquence 1’exclusion de SNPs a une distance
plus large des geénes étudiés qui pourraient étre en déséquilibre de liaison avec le SNP associé
a I’endotype CAl et localisés sur des genes impliqués dans la régulation de PIDI.
Néanmoins, avec 1’é¢tude des SNPs imputés, la densité des SNPs était augmentée et les
résultats des analyses avec les données génotypées étaient confirmés dans les analyses avec
les données imputées.

Aprés stratification sur 1’exposition professionnelle aux irritants, la valeur de p de
I’association entre le SNP rs1419958 localisé sur PIDI et I’endotype CA1 était de 1’ordre de
10-6 chez les participants non exposés aux irritants alors qu’elle était de 107 chez tous les
participants, et ce malgré une taille de 1’échantillon diminuée. Aucun signal d’association
n’¢était observé chez les participants avec une exposition professionnelle élevée aux irritants.
Ces résultats suggerent une interaction entre le SNP rs1419958 et 1’exposition professionnelle
aux irritants sur ’endotype d’asthme CA1. Un test d’interaction formel n’a pu étre réalisé, et
ces résultats nécessitent d’€tre répliqués. Malheureusement, trouver un échantillon de
réplication était difficile voire impossible car, a notre connaissance, aucune étude n’est
disponible avec toutes les variables nécessaires a I’identification des endotypes d’asthme et
celles de I’exposition professionnelle aux irritants.

Cette étude est la premiere a avoir montré une association entre le SNP rs1419958 localisé sur
le géne PIDI impliqué dans la réponse au stress oxydant et un endotype d’asthme de 1’adulte

spécifique avec une possible interaction entre ce SNP et I’exposition professionnelle aux
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irritants. Ces résultats soulignent 1’intérét d’étudier des endotypes d’asthme pour mieux
prendre en compte son hétérogénéité dans les études génétiques permettant ainsi
I’identification de nouveaux genes liés a cette maladie. Nos résultats montrent également
I’intérét de I’approche par « pathways », une approche intermédiaire entre les études geéne-
candidat et les études pangénomiques, qui permet de sélectionner un grand nombre de genes
partageant une voie et des fonctions biologiques spécifiques impliquées dans la maladie
étudiée, aidant ainsi a mieux comprendre les mécanismes biologiques sous-jacents a cette
maladie.

Les tops SNPs localisés sur le gene PIDI que nous avons détectés étaient cartographiés sur
des marques d’éléments de régulation actifs au niveau des sites d’initiation de la transcription.
Ces SNPs étaient également situés sur des motifs de régulation altérés de NF-kappa B, un
facteur de transcription ubiquitaire impliqué dans le mécanisme par lequel les oxydants
affectent la physiopathologie de I’asthme [296] et de I’Histone Deacetylase 2 (HDAC2) dont
I’activité est régulée par le stress oxydant. De plus, des composés chimiques de la famille des
aldéhydes qui sont des produits chimiques ayant des propriétés irritantes des voies
respiratoires, étaient associés a une régulation de ’expression d’ARNm de PIDI dans les

cellules épithéliales alvéolaires [285, 286].

Des études dans des populations de travailleurs répertoriées dans différentes revues de la
littérature montraient que les genes Glutathion S-Transferase GSTM1 et GSTPI ainsi que le
gene N-acetyltransferase NATI étaient associés a un asthme induit par les diisocyanates, des
agents de petit poids moléculaire [147, 195, 216, 217]. Ces trois génes sont impliqués dans le
stress oxydant, en particulier, les GST utilisent les produits du stress oxydant comme substrats
et sont donc importants dans la protection des cellules contre les especes réactives de
I’oxygene [297]. De méme, 1’étude de Rava et al. sur laquelle nous nous sommes basés pour

la méthode de sélection des genes impliqués dans la réponse au stress oxydant a identifié les
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cinq genes suivants : Phospholipase A2 Group IVA (PLA2G4A), Phospholipase A2 Receptor
1 (PLA2R1), RELA Proto-Oncogene, NF-KB Subunit (RELA), Protein Kinase DI (PRKDI) et
Protein Kinase C Alpha (PRKCA) en interaction avec l’exposition professionnelle aux
produits de nettoyage dans 1’asthme de I’adulte [24]. Bien que tous ces genes soient présents
dans la liste de génes que nous avons sélectionnés, nous n’avons pas observé d’association
significative entre ces genes et ’endotype d’asthme CAl. Dans I’¢tude de Rava et al.,
I’exposition professionnelle était estimée par I’ancienne matrice emplois-expositions [252] et
comme discuté dans le chapitre précédent, les produits de nettoyage et les diisocyanates
peuvent étre des sensibilisants ou des irritants. De plus, 1’étude de Rava er al. était réalisée
dans trois cohortes dont EGEA et portait sur I’asthme de I’adulte en général et pas sur des

endotypes spécifiques.

En conclusion, cette étude a identifié un nouveau géne PIDI impliqué dans la réponse au
stress oxydant qui serait associé, avec une possible interaction avec [’exposition
professionnelle aux irritants, a un endotype d’asthme caractérisé principalement par un
asthme de 1’adulte, une fonction ventilatoire basse, des symptomes respiratoires, des
dommages liés au stress oxydant et de I’inflammation. Nos résultats confortent 1’hypothese
d’un r6le du stress oxydant dans ’asthme de 1’adulte 1ié a une exposition professionnelle aux
irritants et plus généralement, soulignent I'intérét des études d’interaction gene-
environnement sur les endotypes d’asthme pour identifier de nouveaux genes et mieux
comprendre les mécanismes biologiques de 1’asthme induit par des expositions

professionnelles spécifiques.
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VI DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS

VL1 Synthese des principaux résultats

Cette these avait pour objectif général de mieux comprendre par quels mécanismes
physiopathologiques 1’exposition professionnelle aux irritants affecte la santé respiratoire
avec comme hypothese spécifique un role de la voie biologique du stress oxydant. La
premicre partie de la thése visait a étudier d’une part 1’association entre différents marqueurs
biologiques liés au stress oxydant et plusieurs caractéristiques de 1’asthme, et d’autre part,
I’association entre les marqueurs biologiques liés au stress oxydant et 1’exposition
professionnelle aux irritants. Cette premiere partie a permis de déterminer que, parmi les cing
marqueurs biologiques étudiés, les produits d’oxydation fluorescents (POFs), un marqueur de
dommages liés au stress oxydant, était un marqueur pertinent pour aider a mieux comprendre
le role de cette voie biologique dans I’asthme li¢ a une exposition professionnelle aux
irritants. En effet, les POFs étaient associés d’une part a un asthme mal contrdlé, aux crises
d’asthme, a une prise de traitements pour asthme, a une fonction ventilatoire basse et a un
asthme neutrophilique, et d’autre part a I’exposition professionnelle aux irritants.

La deuxieme partie de la theése visait a étudier 1’association entre 1’exposition professionnelle
aux irritants et des endotypes d’asthme construits par une approche non supervisée a partir de
caractéristiques cliniques et fonctionnelles de 1’asthme et de marqueurs biologiques dont ceux
liés au stress oxydant (POFs) et a ’inflammation (€osinophiles, neutrophiles). Cette deuxiéme
partie a permis de déterminer que I’exposition professionnelle aux irritants était associée a un
endotype d’asthme spécifique CAl caractéris€é par un asthme de 1’adulte, une fonction
ventilatoire basse, des symptOmes respiratoires, une concentration élevée en POFs et un

nombre élevé de neutrophiles sanguins.
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La troisiéme partie de la thése visait a étudier I’association entre des génes impliqués dans la
réponse au stress oxydant et I’endotype d’asthme CA1 associé aux irritants identifié dans la
partie précédente. Elle visait également a déterminer si cette association était similaire chez
les participants avec une exposition élevée aux irritants et chez les participants non exposés.
Cette troisieme partie de la thése a permis d’identifier le géne Phosphotyrosine Interaction
Domain Containing 1 (PIDI) comme étant associé¢ a I’endotype d’asthme spécifique CAl

avec une possible interaction avec I’exposition professionnelle aux irritants.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats conforte 1’hypothése que la voie biologique du
stress oxydant est un des mécanismes biologiques sous-jacents a la relation entre 1’exposition
professionnelle aux irritants et 1’asthme de 1’adulte. Ces résultats suggerent également que

I’exposition professionnelle aux irritants serait associée a un endotype d’asthme particulier.

VI.2 Discussion générale

= Forces et limites liées a I’étude EGEA

A notre connaissance, 1’¢tude EGEA est la seule étude épidémiologique sur 1’asthme dans
laquelle il était possible de réaliser I’ensemble des objectifs visé par ce projet de these. En
effet, EGEA dispose d’informations précises et détaillées sur les caractéristiques cliniques,
fonctionnelles et biologiques de I’asthme permettant une bonne caractérisation phénotypique
des participants, mais également de données génétiques ainsi que 1’histoire professionnelle
des participants. Les participants asthmatiques d’EGEA ont été recrutés dans des services de
pneumologie des hdpitaux situés dans les cinq villes ou I’étude était réalisée [225]. Une
procédure d’inclusion minutieuse des participants a ét€ mise en place en utilisant des

questionnaires standardisés et validés permettant de recruter des “vrais” asthmatiques et
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limitant ainsi le biais de classement par rapport a I’asthme. Les autres participants étaient les
membres de la famille des cas asthmatiques recrutés sur la base des réponses aux questions
sur le diagnostic de 1’asthme [225]. L’ensemble de ces procédures a conduit a 1’obtention
d’un groupe d'asthmatiques avec une grande variabilité d’expression de la maladie.

La caractérisation phénotypique détaillée incluait diverses caractéristiques de 1'asthme qui
avaient rarement été étudiées en relation avec des marqueurs biologiques liés au stress
oxydant. EGEA dispose d’importantes données sur les marqueurs biologiques avec des
dosages réalisés dans différents compartiments biologiques : érythrocytes pour les marqueurs
de réponse, condensat de I’air expiré pour les 8-isoprostanes et plasma pour les POFs,
permettant d’étudier la voie biologique du stress oxydant en amont et en aval dans le

continuum entre 1’exposition professionnelle aux irritants et 1’asthme.

La taille modérée de la population d’EGEA et par conséquent le manque de puissance
statistique associé constitue une limite des différentes analyses statistiques réalisées dans cette
these. En effet, il est difficile de recueillir autant d’informations précises et détaillées dans de
vastes populations. Ainsi, il a été difficile d’étudier les associations dans des sous-groupes de
population tels que les endotypes d’asthme mais également les associations entre les
marqueurs biologiques et les sous-groupes d’exposition ou méme les expositions spécifiques.
Il a également été difficile d’étudier les associations génétiques qui, compte tenu du nombre
de tests a effectuer, nécessitaient particuliecrement des effectifs élevés pour atteindre une
puissance statistique satisfaisante. De maniere générale, des données manquantes étaient
observées dans chacune des analyses, en particulier pour les marqueurs biologiques et les
caractéristiques cliniques de I’asthme, nécessitant d’exclure un nombre non négligeable de
participants (n ~ 200) et réduisant encore la puissance statistique. Néanmoins, dans chacune
des analyses basées sur les données d’EGEA?2 effectuées dans cette these, les caractéristiques

cliniques et biologiques des participants inclus ont été comparées a celles des participants
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exclus et aucune différence significative n’a été observée. De plus, I'étude EGEA ne révélait
aucun biais de perdu de vue lié au statut de 1'asthme et aux caractéristiques liés a 1'asthme, et
les adultes asthmatiques d’EGEA?2 inclus dans les analyses de la thése sont représentatifs des
cas d'asthme et de leurs apparentés au premier degré atteints d'asthme issus de la population
initiale d’EGEA [225]. Bien que I’étude puisse donc présenter des problemes de puissance, il

est rare d’avoir de telles données pour autant de participants (environ 1000 participants).

= Marqueurs biologiques

Les marqueurs biologiques étudiés dans cette these étaient associés a des caractéristiques
d’asthme différentes. En effet, les POFs étaient associés a un asthme de 1’adulte, un asthme
mal contrdlé, des crises d’asthme et une fonction ventilatoire basse tandis que les 8-
isoprostanes étaient associés a un asthme vie et a un asthme ayant débuté dans I’enfance. Ces
résultats sont cohérents avec le caractere hétérogene de cette maladie.

Des facteurs liés a la mesure des marqueurs biologiques tels que le délai de conservation, la
variabilité inter-plaques ou la situation géographique du centre d’examen pourraient
influencer les activités enzymatiques ou les concentrations des marqueurs biologiques. Nous
avons effectué des analyses préliminaires pour étudier les associations entre ces facteurs et les
marqueurs biologiques et nos résultats montraient que ces facteurs n’affectaient pas la
concentration ou ’activité des marqueurs. Ces résultats confortent la stabilité des marqueurs
biologiques étudiés, comme attendu dans la littérature [127, 137].

Par ailleurs, le fait d’étre a jeun et le taux de cholestérol sont deux facteurs connus comme
étant associés aux POFs [136, 137]. Cependant, ces deux facteurs n’ont pas pu é€tre pris en
compte dans nos analyses car un jeline n’était pas un critére requis le jour des examens
cliniques et biologiques réalisés dans EGEA et le cholestérol n’était pas mesuré dans cette
cohorte. Néanmoins, de maniere générale, la mesure des POFs présente un grand intérét en

épidémiologie car leur concentration a ét€ associée a différentes maladies chroniques [133,
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136, 138]. En ce qui concerne 1’asthme, & notre connaissance, a I’exception des travaux
réalisés dans cette these, une seule analyse longitudinale réalisée tres récemment dans EGEA
par Havet et al. a étudié 1’association entre les POFs et I’asthme [202]. Les auteurs ont montré
qu’une concentration élevée en POFs a EGEA2 était associée a un risque d’asthme actuel
persistant entre EGEA2 et EGEA3, ce que nous n’avons pas observé dans notre analyse.
Cependant, dans I’étude de Havet et al., ’asthme actuel était défini par une prise de
traitements pour 1’asthme ou par une survenue de crises d’asthme entre EGEA2 et EGEA3
tandis que dans cette these la définition de 1’asthme actuel incluait les symptomes
respiratoires en plus des traitements et des crises d’asthme. De plus, la population étudiée
dans 1’étude de Havet er al. était différente de la notre, car seuls les participants avec des

données sur I’exposition a la pollution atmosphérique étaient inclus.

* Endotypes d’asthme

L’approche non supervisée intégrant de nombreuses caractéristiques de 1’asthme permet
d’identifier des endotypes qui ne sont pas toujours détectables avec les approches a priori
[298], et d’affiner la caractérisation de 1’asthme [95, 299, 300] tout en considérant
I’hétérogénéité de cette maladie.

Dans nos travaux, la réalisation d'analyses de clusters par une approche non supervisée a
permis l'utilisation efficace des données pour identifier des endotypes [99]. En effet, les
approches non supervisées et notamment les modeles de mélange utilisés pour définir les
endotypes étudiés dans cette theése ont permis d’une part, d’étudier simultanément plusieurs
caractéristiques de 1’asthme que ce soit cliniques ou biologiques sans hypothese a priori, et
d’autre part, d’intégrer dans le mod¢le a la fois les variables catégorielles et continues.
L’originalité de cette theése réside également dans le fait qu’a ce jour, plusieurs études ont
identifié des endotypes d’asthme [5] mais treés peu ont investigué 1’aspect étiologique a savoir

les facteurs de risque pouvant influencer ces endotypes, en particulier les expositions
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professionnelles. L’étude des associations entre les endotypes et des expositions
professionnelles spécifiques telles que les irritants permettait de mieux comprendre les
mécanismes physiopathologiques par lesquels ces expositions affectent 1'asthme, qui restaient

jusqu'a présent peu étudiés.

= Estimation des expositions professionnelles

Dans cette thése, 1’exposition professionnelle d’intérét était estimée par une matrice emplois-
expositions spécifique pour I’asthme. Cette méthode d’estimation a permis de minimiser le
biais de mémoire qui peut exister dans les études cas-témoins telles qu'EGEA ou les
participants atteints d’asthme pourraient se souvenir davantage de leurs expositions passées
que les participants n’ayant pas d’asthme. Ainsi, la matrice emplois-expositions permettait
une estimation plus objective de 1’exposition comparée a I’estimation par déclaration des
sujets.

De plus, I’estimation des expositions par la matrice OAsSJEM avait 1’avantage d’étre
complétée par une étape de réévaluation par expertise. L utilisation de la matrice avec 1’étape
d’expertise avait pour objectif de limiter le biais de classement non différentiel
potentiellement présent avec 1’estimation par la matrice seule [251]. La matrice OASJEM et
I’étape d’expertise étaient développées en favorisant la spécificité pour un niveau élevé
d’exposition par rapport a la sensibilité [211, 251, 301]. Ce compromis entre la sensibilité et
la spécificité augmente généralement la capacité prédictive positive de la matrice [301].
Cependant, il diminue également le nombre de participants classés comme étant exposés
réduisant ainsi la puissance statistique pour détecter des associations entre 1’exposition et la
maladie. Cette perte de puissance statistique pourrait en partie expliquer la perte de
significativité de certaines associations observées dans notre étude aprés ’application de
I’étape d’expertise, notamment pour I’association entre les sous-groupes d’irritants et les

produits d’oxydation fluorescents ou les endotypes d’asthme. Néanmoins, de maniere
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générale, les résultats étaient similaires pour les expositions estimées avec et sans 1’étape
d’expertise.

Un biais du travailleur sain ou “healthy worker effect” pourrait exister dans les résultats
observés dans cette thése. En effet, les personnes avec un asthme ayant débuté dans I’enfance
étaient inclus dans les analyses. Un biais du travailleur sain pourrait donc étre présent si ces
personnes, au moment du choix de leur premiere activité, avaient évité les métiers plus
exposés et choisi un métier moins exposé (biais de sélection a I’embauche ou “hire effect”).
De méme, les personnes ayant un asthme débutant a I’age adulte incluses dans nos analyses,
en particulier celles avec un asthme sévere pouvant altérer la capacité a travailler, pourraient
avoir tendance a changer d’activité pour une autre moins exposée (biais de sélection en cours
d’emploi ou “survivor effect”). Les personnes ayant un asthme seraient de ce fait moins dans
la population active ou dans les métiers exposés que les participants en bonne santé. Ces deux
formes du biais du travailleur sain pourraient engendrer une sous-estimation des associations
évaluées dans cette these [155, 213, 214]. Les méthodes d’inférence causale telles que les
modeles marginaux structuraux permettent de prendre en compte ce type de biais [155].
Cependant, ces modeles nécessitent des données longitudinales a la fois pour 1’exposition et
pour la maladie d’intérét. De telles données n’étaient pas disponibles dans cette these, en

particulier pour les endotypes d’asthme.

= Facteurs de confusion

Au-dela des facteurs de confusion potentiels pris en compte dans nos analyses, des facteurs de
confusion résiduels peuvent subsister. En effet, d’autres expositions professionnelles ou
environnementales pourraient influencer les concentrations des marqueurs biologiques et
avoir des effets sur ’asthme telles que I’exposition domestique aux produits ménagers qui
contiennent des substances irritantes ou sensibilisantes a risque pour 1’asthme ou la pollution
atmosphérique que ce soit la pollution de I’air extérieur (ex: émissions des véhicules) ou la
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pollution de I’air intérieur (ex: composés organiques volatiles, fumée de tabac ambiante) [302,
303]. L’ajustement sur la pollution atmosphérique n’était pas effectué dans nos analyses car
méme si ce facteur était associ€¢ aux marqueurs biologiques ou a I’asthme dans EGEA [201,

202], il n’était pas associé a I’exposition professionnelle.

VL3 Impacts et perspectives en santé publique et en clinique

Dans cette these, 1’exposition professionnelle aux irritants était associée a un endotype
d’asthme spécifique et les résultats apportent une preuve supplémentaire du rdle de
I’exposition professionnelle aux irritants dans 1’asthme. En considérant les autres études
réalisées sur I’asthme 1i€ au travail induit par les irritants, I’ensemble de ces résultats pourrait
amener a améliorer la reconnaissance de ce type d’asthme comme maladie professionnelle
avec les prises en charges adaptées. En effet, a ce jour, les maladies respiratoires dues aux
irritants sont peu reconnues comme maladie professionnelle, excepté pour les maladies
respiratoires dues a 1’exposition professionnelle au formaldéhyde et aux poussieres de bois,
tel qu’indiqué dans les tableaux des maladies professionnelles

(http://www.inrs.fr/publications/bdd/mp.html).

Les résultats de cette these ne permettent pas directement de fournir des recommandations sur
les mesures de prévention de I’asthme lié au travail. Néanmoins, nos résultats et ceux de la
littérature soulignent 1’intérét de renforcer la prévention primaire de 1’asthme lié au travail,
par exemple, par la diminution des expositions aux irritants sur le lieu de travail ou
I’amélioration des recommandations sur I’utilisation des produits chimiques.

Par ailleurs, les résultats de cette these, en particulier ’identification d’un endotype d’asthme
en lien avec I’exposition professionnelle aux irritants est un point de départ a une réflexion
sur la prévention secondaire de ce sous-type d’asthme, y compris le développement de
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thérapies spécifiques. En effet, les caractéristiques spécifiques de 1’endotype d’asthme associé
a I’exposition aux irritants que nous avons identifiées confortent I’hypothése d’un mécanisme
non éosinophilique / non allergique sous-jacent a 1’asthme li¢ a 1’exposition professionnelle
aux irritants. Or, pour ces sous-types d’asthme non allergique, aucun traitement n’a été
développé [3].

Au-dela de I’apport des marqueurs biologiques sur la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de ’asthme, ces marqueurs sont également d’intérét dans la médecine
personnalisée. Dans cette theése, une concentration élevée en POFs était associée a une
aggravation du controle de 1’asthme dans le temps. Les POFs étaient également associés a une
persistance de 1’asthme [202]. D’autres études sont nécessaires pour étudier leur utilité
clinique en tant que marqueur prédictif pour identifier les individus qui ont un bon contrdle de
I’asthme a un temps donné mais qui sont susceptibles d’avoir un asthme aggravé ; ou en tant
que marqueur pronostic pour évaluer I’activité et la récurrence de I’asthme dans le temps

[304].

VI.4 Perspectives de recherche

Les résultats de cette thése apportent de nouvelles connaissances sur I’étiologie de I’asthme et
les mécanismes physiopathologiques sous-jacents a la relation entre 1’exposition
professionnelle aux irritants et I’asthme en suggérant la voie biologique du stress oxydant. De
plus, nous avons montré dans cette thése que les POFs étaient associ€és a un asthme
neutrophilique, et I’endotype d’asthme associé a I’exposition professionnelle aux irritants était
caractérisé par un nombre élevé de neutrophiles circulants. Dans la littérature, un mécanisme
non éosinophilique / non allergique est suggéré pour I’asthme professionnel induit par les

irritants.  Ainsi, 1’inflammation neutrophilique associée au stress oxydant pourrait étre
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associ¢e a I’asthme lié¢ a I’exposition professionnelle aux irritants. Néanmoins, des études
expérimentales telles que des études in vivo ou in vitro seraient nécessaires pour confirmer et
étayer nos résultats en apportant des connaissances plus approfondies sur les effets au niveau
cellulaire et moléculaire de ces expositions, comme par exemple 1’utilisation de chambres
d’expositions environnementales chez I’animal, un outil déja utilisé dans le cadre de
développement de traitements antiallergiques [305].

Des études longitudinales seraient nécessaires pour aller au-dela des résultats obtenus dans
cette thése. En effet, concernant I’étude du mécanisme biologique et en particulier le role du
stress oxydant dans I’asthme 1i¢ a I’exposition professionnelle aux irritants, la majorité des
analyses a été réalisée dans le cadre d’une étude transversale, ce qui ne permet pas de
distinguer les effets du stress oxydant en tant que cause ou conséquence de 1’asthme. Des
analyses longitudinales avec des mesures répétées dans le temps des marqueurs biologiques
pourraient en partie apporter des éléments pour répondre a cette question. Néanmoins, des
schémas d’études trés spécifiques seraient nécessaires pour réellement comprendre les
interrelations dans le temps entre les expositions professionnelles, les marqueurs biologiques
liés au stress oxydant et la santé respiratoire. Par exemple, des études de cohorte d’apprentis
naifs de toute exposition professionnelle suivis du début a la fin de leur formation
professionnelle avec une évaluation répétée et réguliere des expositions et des parametres
cliniques et biologiques pourraient étre réalisées. Ce type d’étude a par exemple déja été
réalisé chez des apprentis boulangers, patissiers et coiffeurs [306] ou chez des apprentis en
médecine vétérinaire, hygiene dentaire et patisserie [307] pour étudier la sensibilisation
allergique induite par une exposition professionnelle a des agents de haut poids moléculaire.
Concernant les endotypes d’asthme, des données longitudinales seraient également
nécessaires pour étudier la stabilit¢ des endotypes dans le temps, c’est a dire de déterminer si
les asthmatiques dans un endotype donné a un temps donné vont continuer a étre dans cet

endotype ultérieurement ou vont évoluer vers un autre endotype. Enfin, des données
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longitudinales seraient également nécessaires pour pouvoir réaliser des analyses permettant de
contrOler le biais du travailleur sain.

Pour améliorer 1’estimation des expositions professionnelles, d’autres méthodes d’évaluation
de I’exposition professionnelle peuvent étre utilisées comme les matrices emplois-taches-
expositions [308] qui permettent de réduire le biais de classement par rapport aux matrices
emplois-expositions, en particulier pour les métiers avec des taches hétérogenes. Cette
méthode permettrait d’identifier le role des expositions spécifiques dans le risque de survenue
ou d’aggravation de I’asthme et d’améliorer ainsi sa prévention. Pour certaines expositions,
I’utilisation des applications smartphones pour scanner les codes-barres des produits
chimiques utilisés sur le lieu de travail, en particulier les produits de nettoyage et de
désinfection, a récemment été suggérée pour faciliter la collecte des données d’exposition
[309]. Les biomarqueurs d’exposition peuvent également é&tre utilisés pour évaluer les
expositions professionnelles. A 1’heure actuelle, trés peu de marqueurs d’exposition sont
disponibles pour évaluer 1’exposition professionnelle aux irritants a risque pour la santé
respiratoire. Une étude a évalué I’exposition professionnelle aux produits de nettoyage et de
désinfection en utilisant les trihalométhanes mesurés dans les urines, un produit dérivé de la
réaction des désinfectants avec les matieres organiques naturellement présentes dans 1’eau, les
surfaces, la poussicre et les particules, comme marqueur de substitution de 1’exposition aux
désinfectants [310].

Au-dela du stress oxydant, la voie biologique du monoxyde d’azote—nitrite—nitrate ou stress
nitrosant a également été suggérée comme mécanisme biologique impliqué dans 1’asthme.
Des études ont montré que le monoxyde d’azote était €levé dans les voies respiratoires des
patients asthmatiques comparés aux non asthmatiques [15, 311]. Une concentration élevée de
la fraction exhalée du monoxyde d’azote (FeNO) était associée a 1’utilisation de produits de
nettoyage (nettoyants pour vitre, produits de polissage, produits multi-usages) chez des

personnels de ménage non asthmatiques [22]. De méme, dans EGEA, une concentration
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¢levée de FeNO était associée a I’exposition domestique aux produits de nettoyage sous
forme de sprays chez les femmes [81]. Ainsi, pour améliorer la compréhension de 1’étiologie
et des mécanismes biologiques des maladies respiratoires hétérogénes telles que 1’asthme, il
serait intéressant d’intégrer dans la définition des endotypes, en plus des caractéristiques
cliniques, des POFs, des éosinophiles et des neutrophiles, un plus grand nombre de marqueurs
biologiques tels que des cytokines, les 8-isoprostanes ou le FeNO qui étaient disponibles a
EGEA mais chez un faible nombre de participants. Cela pourrait aider a identifier d’autres
endotypes spécifiques pouvant étre associés a des expositions professionnelles spécifiques
permettant ainsi d’améliorer la prise en charge thérapeutique de 1’asthme professionnel.

Enfin, comme mentionné dans la partie état des connaissances sur I’asthme au début de ce
manuscrit, de nombreux facteurs non indépendants interviennent dans la survenue et I’activité
de I’asthme, que ce soit des facteurs environnementaux, professionnels ou liés au mode de
vie. Actuellement, la recherche s’oriente vers 1’étude de 1’ensemble de ces facteurs de maniére
simultanée plutot que de maniere individuelle a travers 1’étude de I’exposome. Cette approche
consiste a prendre en compte [’ensemble des expositions tout au long de la vie d’un individu
que ce soit les expositions environnementales, comportementales ou professionnelles mais
également les soins recus ; elle compléte 1’é¢tude du génome en fournissant une description
complete de I'historique de 1'exposition tout au long de la vie [312]. Récemment, dans EGEA,
cette approche a été utilisée pour identifier des profils de facteurs environnementaux
(pollution de I'air, environnement bati, exposition aux espaces verts, climat,...) et de mode de
vie (alimentation,...) associés a des parametres de la fonction ventilatoire chez des adultes
asthmatiques [313]. I serait tres intéressant d’étudier leurs associations avec des endotypes
d’asthme. Ce type d’approches pourrait plus généralement aider a approfondir la connaissance
des maladies hétérogenes et multifactorielles, afin de mieux identifier les agents causaux et

d’améliorer leur prévention.
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Annexe 1 : Représentation graphique de I’enquéte de suivi EGEA2

First survey Egeal N = 2047

Deceased
N =45 (2.2%)

Alive
N = 2002
l | |
No Step 1 short questionnaire Only Step 1 short Questionnaire Step 2 long Questionnaire \
(refusals and lost) (postal or telephone) (hospital (1316), home(72),
N= 157 (7.8%) N =302 (15.1%) telephone (78), postal (77))
N =1543 (77.1 %)
, A sy _
Total
Overall follow-up N = 1845 (92.2%) \ Step 2
Egea2
subjects
N = 1601
+ 58 new subjects
Step 2 . _ , (members of the
Hospital : Q +baseline LFT, with BHR and EBC; SPT; blood sampling same families ) )
Home : Q + baseline LFT,; blood sampling

Telephone : Q +possibly baseline LFT and blood sampling (local lab)
Postal : Q (shortened on environment and adapted for self completion)
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Annexe 2 : Comparaison des caractéristiques a EGEA2 des participants inclus et exclus des analyses de I’association entre les
marqueurs biologiques liés au stress oxydant et I’asthme et ses caractéristiques.

Caractéristiques a EGEA2 Tous les participants Participants inclus Participants exclus
n=1571 n=1388 n=183
n Y4 n % n %

Age, ans, moyenne (ET) 1571 50.6 1388 51.2 183 46.5 0.23
Sexe, femme 1571 42.8 (16.5) 1388 43.0 (16.5) 183 40.7 (16.9) 0.08
Statut tabagique

Non fumeurs 780 49.9 696 50.1 84 48.0

Ex-fumeurs 422 27.0 380 27.4 42 24.0 0.24

Fumeurs actuel 361 23.1 312 22.5 49 28.0
IMC, kg/m2

<20 149 10.7 145 10.6 4 14.8

[20-25] 717 51.5 704 51.6 13 48.2 0.11

[25-30[ 383 27.5 379 27.8 3 14.8

=30 143 10.3 137 10.0 6 22.2
Asthme vie 1571 43.5 1388 44.2 183 37.7 0.09
Asthme actuel 580 85,0 572 88.8 58 86.2 0.55
Controle de ’asthme

Non controélé 334 57.8 311 57.9 23 56.1

Partiellement controlé 179 31.0 169 31.5 10 24.4 0.19

Controlé 65 11.2 57 10.6 8 19.5
Tests cutanés positifs 1303 56.2 1281 56.3 22 50.0 0.56
IgE totales, > 100 IU/mL 1396 43.0 1383 43.0 13 46.1 0.82
VEMS % predit, moyenne (ET) 1387 102 (18.0) 1360 102 (18.1) 27 97.6 (15.1) 0.16
VEMS % predit 1387 9.60 1360 9.70 27 3.70 0.29
Test a la méthacholine*,
PD20 <4mg, % 866 44.0 851 44.3 15 26.7 0.17

ET : écart-type ; IMC : indice de masse corporelle ; VEMS: volume expiratoire maximal par seconde; IgE: Immunoglobuline E; *test a 1a méthacholine effectué chez les participants ayant un VEMS <80%
prédit; PD20: dose cumulée de méthacholine inférieure ou égale a 4mg causant une diminution de 20% du VEMS; 1 valeur de p du test de Chi2 pour les variables qualitatives et du test de Student pour les
variables qualitatives.
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Annexe 3 : Description des POFs en fonction du statut tabagique, du nombre de
paquets par an ainsi que de la consommation journaliere de tabac.

POFs (RFU/mL)

670
P<0.0001 p=0.03 p=0.001
230 - . 3
210 - t
190 -
170
150
130 -
110
70 -
¥
<10 10-20 220 <10g 10208 220
4 ' '
50
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Annexe 4 : Associations entre POFs et caractéristiques de I’asthme ajusté sur paquets/année ou cig/jour.

Produits d’oxydation fluorescents (RFU/mL)

Résultats de I’analyse Ajustement sur le nombre Ajustement sur la
principale de paquets-années consommation journaliere
n ORyjusie (IC 2 95%)** n ORgjusie (IC 2 95%)°* n ORgjusie (IC 2 95%)°*

Asthme vie 1325 0.98 (0.86; 1.13) 1316 0.98 (0.85; 1.12) 1322 0.99 (0.86; 1.13)
(vs asthme vie)
Parmi les participants avec un
asthme vie
Asthme de ’adultet 548 1.08 (0.85; 1.38) 543 1.07 (0.82; 1.39) 548 1.05 (0.82; 1.35)
(vs asthme de I’enfance)
Asthme actuel 547 1.38 (0.92; 2.06) 542 1.39 (0.92; 2.11) 547 1.39 (0.95; 2.04)
(vs non asthmatique actuel)
Asthme mal controlé** 514 1.30 (1.02; 1.66) 510 1.32 (1.03; 1.69) 514 1.28 (1.01; 1.63)
(vs asthme controlé)
Crise d’asthme, 12 mois 584 1.33 (1.07; 1.65) 579 1.39 (1.11; 1.73) 584 1.34 (1.08; 1.66)
Exacerbations, 12 mois 549 1.11 (0.81; 1.52) 544 1.13 (0.81; 1.58) 549 1.13 (0.82; 1.55)
Symptomes respiratoires, 12 mois 582 1.11 (0.81; 1.41) 577 1.10 (0.81; 1.51) 582 1.11 (0.83; 1.50)
Traitements pour asthme, 12 mois® 587 1.29 (1.05; 1.52) 582 1.30 (1.02; 1.66) 587 1.30 (1.03; 1.63)
Utilisation de CSI, 12 mois 582 1.30 (1.05; 1.60) 577 1.32 (1.06; 1.65) 582 1.28 (1.04; 1.58)
VEMS < 80% prédit** 579 1.34 (1.04; 1.74) 575 1.30 (0.99; 1.71) 579 1.33 (1.02; 1.73)
Test a la métacholine 354 0.97 (0.65; 1.28) 353 0.97 (0.71 ; 1.33) 354 0.99 (0.72 ; 1.35)
PD20 < 4mg**

sajusté sur 4ge, sexe et statut tabagique; ® ajusté sur Age, sexe et paquets-années; © ajusté sur Age, sexe et consommation journaliere de tabac (g/jour); *OR exprimé pour une
augmentation d’un IQR.
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Annexe 5 : Association entre 8-iso et durée asthme.

Variable « dureeasthme » = age a EGEA2 — age de début d’asthme

Description des variables

Variables n Moyenne (ET) en Minimum en Maximum en
années années années
Durée de 573 23.75 (13.72) -0.02 72.59
I’asthme
Age a EGEA2 614 39.06 (16.33) 15.80 79.28
Age de début 573 15.29 (15.10) 0 65
d’asthme

Représentation graphique de la relation entre la concentration en 8-isoprostanes a EGEA2 et

la durée de 1’asthme
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Association entre 8-isoprostanes et durée de I’asthme

Durée de I’asthme

MG (Ql H Q3) P univariée Pajustée age, sexe, tabac

Pajustée sexe, tabac

8-isoprostanes (pg/mL) 3.45 (1.63;7.70) 0.31 0.28

0.66
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Annexe 6 : Association entre marqueurs de dommages et caractéristiques de I’asthme a EGEA2 chez les participants sans
antécédents de maladie chroniques autre que I’asthme.

8-isoprostanes (pg/mL) Produits d’oxydation fluorescents (RFU/mL)
n OR (IC 2 95%)* ORujusis (IC 2 95%)* n OR (IC 2 95%)* ORujusis (IC 2 95%)*

Asthme vie 640 1.36 (1.12; 1.64) 1.24 (1.20; 1.29) 1240 0.84 (0.73; 0.96) 0.99 (0.86; 1.14)
(vs non asthmatiques)
Parmi les participants avec un asthme vie
Asthme de I’adultet 277 0.47 (0.31; 0.70) 0.58 (0.37; 0.90) 520 1.58 (1.26; 1.98) 1.10 (0.85; 1.41)
(vs asthme de I’enfance)
Asthme actuel 278 0.63 (0.35; 1.14) 0.68 (0.39; 1.18) 518 1.43 (0.93; 2.13) 1.42 (0.94 (2.13)
(vs non asthmatique actuel)
Asthme mal controlé** 268 0.81 (0.57; 1.16) 0.85(0.58; 1.24) 487 1.42 (1.11; 1.82) 1.32 (1.03; 1.71)
(vs asthme controlé)
Crise d’asthme, 12 mois 298 0.84 (0.60; 1.18) 0.83 (0.59; 1.19) 555 1.24 (1.01; 1.52) 1.29 (1.03; 1.61)
Exacerbations, 12 mois 280 0.72 (0.44; 1.18) 0.76 (0.47; 1.23) 520 1.18 (0.90; 1.56) 1.11 (0.81; 1.52)
Symptomes respiratoires, 12 mois 294 0.69 (0.46 ; 1.05) 0.73(0.49;1.11) 553 1.15 (0.85 ; 1.54) 1.10 (0.81 ; 1.48)
Traitements pour asthme, 12 mois® 298 0.75 (0.54; 1.06) 0.78 (0.55; 1.10) 558 1.34 (1.07; 1.68) 1.32 (1.04; 1.68)
Utilisation de CSI, 12 mois 296 0.63 (0.44; 0.89) 0.69 (0.49; 0.98) 553 1.48 (1.21; 1.81) 1.33 (1.07; 1.66)
VEMS < 80% prédit** 297 0.74 (0.44; 1.24) 0.90 (0.55; 1.46) 551 1.69 (1.32;2.17) 1.43 (1.10; 1.86)
Test a la métacholine 186 0.93 (0.63 ; 1.37) 0.85 (0.56 ; 1.30) 344 1.00 (0.76 ; 1.32) 0.97 (0.72 ; 1.31)
PD20 < 4mg**

*OR exprimé pour une augmentation d’un écart interquartile (distance entre le 25¢me et le 75¢me percentile) de chaque niveau de marqueur biologique; ajusté sur 1’age, le
sexe et le statut tabagique; **les résultats sont similaires quand on restreint I’analyse chez les participants avec un asthme actuel; fasthme de I’adulte défini pour un dge de
début d’asthme > 16 ans et I’asthme de 1’enfance est le groupe de référence; §les traitements pour asthme définis par 1’utilisation de traitements oraux ou inhalés due a des
problemes respiratoires dans les 12 derniers mois; CSI: corticoides inhalés seuls ou combinés & un B2-agoniste a longue durée d’action; VEMS : volume expiratoire
maximal par seconde; PD20: dose provoquant une diminution de 20% du VEMS ; RFU : intensité relative de fluorescence.
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Annexe 7 : Corrélation entre les marqueurs biologiques liés au stress oxydant, le VEMS et le nombre de neutrophiles et
d’éosinophiles.

A. Chez tous les participants (n=1388).

POFs 8-isoprostanes SOD GPX Catalase VEMS % NEU EOS
prédit cellules/mm3 cellules/mm3

POFs
R 1 -0,02 -0,03 0,03 0,06 -0,03 0,09 -0,06
Valeur de p - 0,63 0,24 0,22 0,04 0,28 0,00 0,04
N 1325 663 1320 1321 1313 1305 1315 1315
8-isoprostanes
R 1 0,03 0,04 -0,05 -0,04 -0,07 -0,002
Valeur de p - 0,49 0,33 0,16 0,34 0,09 0,96
N 688 679 679 674 687 681 681
SOD
R 1 -0,02 0,05 0,01 0,03 -0,02
Valeur de p - 0,43 0,08 0,61 0,32 0,51
N 1377 1375 1365 1349 1367 1367
GPX
R 1 -0,05 0,01 -0,06 -0,03
Valeur de p - 0,07 0,65 0,02 0,21
N 1378 1366 1350 1369 1369
Catalase
R 1 0,01 0,06 -0,03
Valeur de p - 0,76 0,03 0,28
N 1368 1340 1358 1358

R : coefficient de corrélation de Pearson ; SOD : superoxyde dismutase ; GPX : glutathion peroxydase ; POFs : produit d’oxydation fluorescent ;
VEMS : volume expiratoire maximal par seconde ; NEU : nombre de neutrophiles ; EOS : nombre d’€osinophiles.
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B. Chez les participants avec un asthme vie (n=614).

POFs 8-isoprostanes SOD GPX Catalase VEMS % NEU celluless'mm3 EOS cellules/'mm3
prédit

POFs
R 1 -0,01 -0,03 0,03 0,04 -0,16 0,12 -0,04
Valeur de p 0,83 0,41 0,49 0,35 0,00 0,01 0,31
N 587 304 583 585 582 579 584 584
8-isoprostanes
R 1 0,05 0,03 0,05 0,02 -0,04 -0,06
Valeur de p 0,35 0,59 0,34 0,69 0,43 0,26
N 315 310 310 310 314 312 312
SOD
R 1 0,01 0,01 0,02 0,07 -0,06
Valeur de p 0,87 0,78 0,71 0,07 0,16
N 607 606 603 596 604 604
GPX
R 1 -0,09 -0,02 -0,05 -0,01
Valeur de p 0,04 0,60 0,22 0,82
N 605 598 606 606
Catalase
R 1 -0,01 0,12 -0,05
Valeur de p 0,78 0,00 0,18
N 606 595 603 603

R : coefficient de corrélation de Pearson ; SOD : superoxyde dismutase ; GPX : glutathion peroxydase ; POFs : produit d’oxydation fluorescent ; VEMS :

volume expiratoire maximal par seconde ; NEU : nombre de neutrophiles ; EOS : nombre d’éosinophiles.

226



C. Chez les participants non asthmatiques vie (n=714).

POFs 8-isoprostanes SOD GPX Catalase VEMS % NEU celluless'mm3 EOS cellules/mm3
prédit

POFs
R 1 0,01 -0,03 0,03 0,07 0,05 0,06 -0,04
Valeur de p 0,92 0,43 0,37 0,06 0,15 0,08 0,31
N 738 359 737 736 731 726 731 731
8-isoprostanes
R 1 0,01 0,06 -0,13 -0,02 -0,09 0,00
Valeur de p 0,83 0,27 0,01 0,72 0,09 0,94
N 373 369 369 364 373 369 369
SOD
R 1 -0,04 0,08 0,03 -0,01 0,01
Valeur de p 0,25 0,04 0,49 0,75 0,69
N 770 769 762 753 763 763
GPX
R 1 -0,02 0,02 -0,08 -0,05
Valeur de p 0,61 0,55 0,04 0,20
N 769 761 752 763 763
Catalase
R 1 0,02 0,005 0,01
Valeur de p 0,58 0,89 0,86
N 762 745 755 755

R : coefficient de corrélation de Pearson ; SOD : superoxyde dismutase ; GPX : glutathion peroxydase ; POFs :

volume expiratoire maximal par seconde ; NEU : nombre de neutrophiles ; EOS : nombre d’éosinophiles.

produit d’oxydation fluorescent ; VEMS :

227



Annexe 8 : Comparaison des caractéristiques a EGEA?2 des participants inclus et exclus des analyses de I’association entre les
POFs et I’évolution des caractéristiques de I’asthme entre EGEA2 et EGEA3.

Caractéristiques a EGEA2 Tous les participants Participants inclus Participants exclus
n=1571 n=1127 n=444
n % n % n % p

Age, ans, moyenne (ET) 1571 42.8 (16.5) 1127 43,4 (16,2) 444 41,2 (17,3) 0,01
Sexe, femme 1571 50.6 1127 53,3 444 43,7 0,001
Statut tabagique

Non fumeur 780 49.9 577 51,3 203 46,3 0,05

Ex-fumeurs 422 27.0 306 27,2 116 26,5

Fumeur actuel 361 23.1 242 21,5 119 27,2
IMC, kg/m2

<20 149 10.7 121 10,9 28 10,1 0,08

[20-25] 717 51.5 572 51,3 145 52,2

[25-30[ 383 27.5 317 28,5 66 23,7

>30 143 10.3 104 9,3 39 14,0
Asthme vie 1571 43,5 1127 434 444 43,7 0,91
Asthme actuel 682 85,0 489 85,5 193 83,9 0,61
Crise d’asthme 698 36,4 501 36,9 197 35,0 0,64
Controle de I’asthme*

Non controlé 334 57.8 255 59,0 79 54,1 0,07

Partiellement controlé 179 31.0 136 31,5 43 29,5

Controlé 65 11.2 41 9,5 24 16,4
Controle de I’asthme (binaire)*

Partiellement/non controlé 334 57,8 255 59,0 79 54,1 0,30

Controlé 244 422 177 41,0 67 45,9
POFs, RFU/mL, MG (Q1-Q3) 1327 93,3 (79,9-106) 1127 93,4 (80,3-105) 200 92,7 (80,3-108) 0,64

ET : écart-type ; IMC : indice de masse corporelle

*controle de I’asthme défini chez les participants avec un asthme actuel a EGEA2 et EGEA3 ; 1 valeur de p du test de Chi2 pour les variables qualitatives et du test de Student pour les
variables quantitatives.
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Annexe 9 : Comparaison des caractéristiques a EGEA?2 des participants inclus et exclus des analyses de I’association entre les
POFs et ’exposition professionnelle aux irritants.

Tous les participants Participants inclus Participants exclus
n=1571 n=1240 n=331

Caractéristiques a EGEA2 0 % " % o % ol
Age, ans, moyenne (ET) 1571 42.8 (16.5) 1240 44,2 (15,8) 331 37,4 (18,0) <0,0001
Sexe, femme 1571 50.6 1240 52,3 331 44,1 0,01
Statut tabagique

Non fumeur 780 49.9 606 48,9 174 53,9 0,01

Ex-fumeur 422 27.0 357 28,8 65 20,1

Fumeur actuel 361 23.1 277 22,3 84 26,0
IMC, kg/m2

<20 149 10.7 121 9,9 28 16,8 0,0002

[20-25] 717 51.5 622 50,8 95 56,9

[25-30[ 383 27.5 359 29,3 24 14,4

>30 143 10.3 123 10,0 20 12,0
Asthme vie 1571 43,5 1240 43,5 331 43,5 0,99
POFs, RFU/mL, MG (Q1-Q3) 1327 93,3 (79,9-106) 1240 93,8 (80,6-106) 87 86,1 (72,9-99,7) 0,001

0,70*

Exposition professionnelle aux
irritants

Non exposé 1059 72,3 886 71,5 173 76,9 0,18

Moyen 297 20,3 256 20,7 41 18,2

Elevé 108 7,4 97 7,8 11 49

ET : écart-type ; MG : moyenne géométrique ; Q1 : 1% quartile ; Q3 : 3%™ quartile ; T valeur de p du test de Chi2 pour les variables qualitatives et du test de Student pour les variables
quantitatives ; * valeur de p du modele ajusté sur age, sexe, tabac.

IMC : indice de masse corporelle ; POFs : produits d’oxydation fluorescents ; RFU : intensité relative de fluorescence.
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Annexe 10 : Comparaison des caractéristiques a EGEA?2 des participants inclus et exclus des analyses de I’association entre
I’exposition professionnelle aux irritants et les endotypes d’asthme.

Tous les participants Participants inclus Participants exclus
n=1571 n=999 n=572

Caractéristiques 8 EGEA2 n % n % n % o
Age, ans, moyenne (ET) 1571 42.8 (16.5) 999 44, 8 (15,8) 572 39,2 (17,1) <0,0001
Sexe, femme 1571 50.6 999 54,3 572 44,2 0,0001
Statut tabagique

Non fumeur 782 50,0 487 48,8 295 52,1 0,05

Ex-fumeur 422 27.0 290 29,0 132 23,3

Fumeur actuel 361 23.1 222 22,2 139 24,6
IMC, kg/m2

<20 149 10.7 95 9.5 54 13,7 0,01

[20-25] 717 51.5 501 50,2 216 55,0

[25-30[ 383 27.5 295 29,5 88 22,4

=30 143 10.3 108 10,8 35 8,9
Asthme vie 1571 43.5 999 36,7 572 55,2 <0,0001
Asthme actuel 630 88,6 367 100 263 72,6 <0,0001
Score de symptomes d’asthme,
médiane (min-max) 1507 0 (0-5) 966 0 (0-5) 541 0 (0-5) 0,72
IgE totale, > 100 IU/mL 1396 43.0 996 40,7 400 49.0 0,004
VEMS % prédit, moyenne (ET) 1387 102 (18.0) 999 102 (18,5) 388 103 (16,8) 0,76
Neutrophiles, cellules/mm3, moyenne (ET) 1393 4005 (1395) 999 4012 (1410) 394 3990 (1358) 0,79
Eosinophiles, cellules/mm3, moyenne (ET) 1393 204 (161) 999 198 (163) 394 220 (155) 0,02
POFs, RFU/mL, MG (Q1-Q3) 1327 93,3 (79,9-106) 999 94,2 (80,7-107) 328 90,5 (77,4-101) 0,01
Exposition professionnelle aux irritants

Non exposé 1059 72,3 714 71,5 345 74,0 0,53

Moyen 297 20,3 206 20,6 91 19,5

Elevé 108 7,4 78 7,8 30 6,5

ET : écart-type ; IMC : indice de masse corporelle ; POFs : produits d’oxydation fluorescents ; T valeur de p du test de Chi2 pour les variables qualitatives et du test de Student pour les
variables quantitatives.
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Annexe 11 : Analyse de sensibilité pour évaluer le biais du travailleur sain.

Associations entre score de symptomes d’asthme a EGEAL1 et exposition professionnelle
aux irritants chez les participants asthmatiques vie a EGEA2

Scores de symptomes d’asthme a EGEA1

o . 0 (ref) 1-3 4.5
Exposition professionnelle
aux irritants n OR{ICa95%) n OR (IC 2a95%) n OR (IC 2 95%)
Sans I’étape d’expertise
No exposé (ref) 30 1 94 1 110 1
Moyen 15 1 34 0.72 (0.35-1.51) 23 0.42 (0.19-0.90)
Elevé 1 1 17 - 20 -
Avec I’étape d’expertise
No exposé (ref) 32 1 97 1 1 1
Moyen 13 1 32 0.81 (0.38-1.73) 16 0.55 (0.25-1.18)
Elevé 1 1 25 - 15 -

*cinq niveaux de scores de symptdmes d’asthme définis selon Pekkanen et al.

Associations entre score de symptomes d’asthme a EGEAL1 et exposition professionnelle
aux irritants chez les participants non asthmatiques a EGEA2

Scores de symptomes d’asthme 3 EGEA1

. . 0 (ref) 1-3 4-5
Exposition professionnelle
aux irritants n OR (IC 295%) n OR (IC 2 95%) n OR (IC 2 95%)
Sans I’étape d’expertise
No exposé (ref) 281 1 100 1 0 -
Moyen 96 1 30 0.88 (0.55-1.40) 0 -
Elevé 38 1 12 0.89 (0.45-1.77) 0 -
Avec I’étape d’expertise
No exposé (ref) 299 1 103 1 0 -
Moyen 86 1 30 1.01 (0.63-1.62) 0 -
Elevé 30 1 10 0.97 (0.46-2.05) 0 -

* cinq niveaux de scores de symptdmes d’asthme définis selon Pekkanen ef al.
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Résumé : L'exposition professionnelle aux irritants est Parmi les marqueurs biologiques étudiés, les
un des facteurs de risque de I'asthme. Cependant, les produits d'oxydation fluorescents (POFs), un
mécanismes biologiques par lesquels elle affecte la marqueur de dommages liés au stress oxydant,
santé respiratoire restent mal connus. Le role de lavoie étaient associés a une exposition professionnelle
biologique du stress oxydant a été suggéré. élevée aux irritants et a plusieurs caractéristiques de
Les objectifs de la thése sont d'étudier : 1) les I'asthme telles que des crises d’asthme, un mauvais
associations entre des marqueurs biologiques liés au controle de I'asthme, une utilisation de traitements
stress oxydant et l'exposition professionnelle aux pour l'asthme, et un asthme neutrophilique. Une
irritants d'une part et I'asthme d'autre part; 2) les exposition professionnelle élevée aux irritants était
associations entre l|'exposition professionnelle aux associée a I'endotype d'asthme caractérisé par un
irritants et des endotypes d'asthme identifiés a partir asthme de I'adulte, une fonction ventilatoire basse,
de caractéristiques cliniques et biologiques; 3) les des symptOmes respiratoires, une concentration
associations entre un grand nombre de genes élevée en POFs et un nombre élevé de neutrophiles.
impliqués dans la voie métabolique du stress oxydant Cet endotype d'asthme était également associé au
et les endotypes d'asthme et si ces associations étaient géne  Phosphotyrosine  Interaction  Domain
modifiées par I'exposition professionnelle aux irritants.  Containing 1 (PID7), et cette association était
L'ensemble de ces objectifs a été réalisé a partir des observée uniquement chez les participants non
données des participants adultes de I'étude exposés aux irritants.
Epidémiologique des facteurs Génétiques et En conclusion, cette thése apporte de nouvelles
Environnementaux de I'’Asthme (EGEA, n=1571). connaissances sur le role du stress oxydant dans

I'association entre exposition professionnelle aux
irritants et santé respiratoire.

Title: Occupational exposure to irritant agents and asthma: the role of biomarkers related to oxidative stress.
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Abstract: Occupational exposure to irritant agents is Among the biomarkers studied, Fluorescent
one of the asthma risk factors. However, the biological oxidative products (FIOPs), a biomarker of damages
mechanisms by which irritants affect respiratory health related to oxidative stress, were associated both with
remain poorly understood. The role of oxidative stress high level of occupational exposure to irritants and
pathway was suggested. with several asthma characteristics such as asthma
The aims of the thesis are to study: 1) the associations attacks, poor asthma control, use of treatments for
between biomarkers related to oxidative stress and asthma, and neutrophilic asthma. High level of
occupational exposure to irritants on the one hand, occupational exposure to irritants was associated
and to asthma on the other hand; 2) the associations with an asthma endotype characterized by adult-
between occupational exposure to irritants and onset asthma, respiratory symptoms, poor lung
asthma endotypes integrating clinical characteristics function, high level of FIOPs and neutrophils. This
and biomarkers; 3) the associations between a large asthma endotype was also associated to
number of genes involved in oxidative stress pathway Phosphotyrosine Interaction Domain Containing 1
and asthma endotypes and whether these associations (P/D7) gene and this association was observed
were modified by occupational exposure to irritants. among unexposed participants only.
Data from adult participants from the Epidemiological In conclusion, this thesis brings new knowledge on
study of Genetic and Environmental factors of Asthma the role of oxidative stress in the association
(EGEA, n=1571) were used. between occupational exposure to irritants and

respiratory health.
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