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Introduction

Introduction

La prévalence des maladies allergiques ne cesse d’augmenter dans le monde, si bien que
I’allergie est aujourd’hui classée au 4° rang des pathologies chroniques mondiales par
I’Organisation Mondiale de la Santé et estime d’ici 2025, elle s’étendra a 50 % de la population

mondiale (1)

Les hypersensibilités médicamenteuses immunomédiées ou allergies médicamenteuses
présentent 5 a 15% des réactions indésirables aux médicaments (1). Ces réactions constituent une
part non négligeable de la pathologie iatrogene et peuvent concerner 10% des patients hospitali-
sés et 7% de la population générale (2).

Les réactions allergiques aux médicaments se traduisent majoritairement par des réac-
tions IgE ou lymphocytes T médiées. Ces réactions peuvent fréquemment se traduire par une
manifestation cutanée telle une urticaire, mais peuvent également, plus rarement, aller jusqu’au
choc anaphylactique. Les antibiotiquesessentiellement les béta-lactaminessont la principale
classe thérapeutique concernée et entrainent le plus fréquemment une allergie immédiate, résultat
d’un mécanisme immunologique spécifique mettant en jeu une synthése exagérée

d’immunoglobuline E (IgE)(3).

Les facteurs génétiques impliqués dans la survenue des réactions immédiates ont été es-
sentiellement étudiés chez les patients allergiques aux béta-lactamines. Les polymorphismes rap-
portés dans la littérature ciblent des génes codant des cytokines, des récepteurs des cytokines ou
des récepteurs de haute affinité des IgE. Parmi ces génes, certains pourraient avoir un effet pro-
tecteur tandis que d’autres contribueraient a la pathogenése de la maladie (génes de susceptibili-
té).

Mises a part les études d’associations, une des approches prometteuses dans I’étude des
allergies aux béta-lactamines est I’étude d’interaction géne-géne. Comme il est convenu que plu-
sieurs genes sont impliqués dans le développement de ces allergies, I’effet des uns sur les autres
devraient étre tenu en compte. Cependant, a ce jour, les études qui se concentrent sur les interac-
tions géne-gene sont relativement rares bien qu’elles soient nécessaires dans I’avancement des

connaissances dans la génétique des hypersensibilités aux béta-lactamines.
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La premiere partie de ce travail sera bibliographique et décrira d’une part les antibio-
tiques de la famille des béta-lactamines, les réactions d’allergies médicamenteuses dues a ces
molécules, les différents acteurs impliqués dans les réactions d’hypersensibilité allergique im-
médiate aux béta-lactamines ainsi que les différents aspects composant la diversité génétique; et
d’autre part résume brievement les études épidémiologiques effectuées par plusieurs équipes de
recherche a travers le monde dans la génétique des allergies aux béta-lactamines et fais état des
principaux genes associés a cette allergie ainsi que I’implication de certains polymorphismes
dans la variation de synthése des IgE totales . On y retrouve également les deux genes candidats
ainsi que les polymorphismes sélectionnés dans cette étude d’association ; a savoir I’interleukine
13 (Arg130GiIn) et le récepteur a I’interleukine 4 (1le50Val, GIn551Arg, Ser478Pro) ; les interac-
tions possibles entre eux, et leurs implications dans la régulation de la synthese des IgE chez des

patients algériens souffrant d'allergie immédiate aux béta-lactamines.

Les résultats présentés dans la seconde partie ainsi que la discussion qui les accompagne
révelent que l'utilisation des analyses d'interaction dans la recherche de déterminants génétiques
de I’allergie aux béta-lactamines est une voie intéressante a suivre et qu'elle pourrait constituer

un élément-clé dans l'explication des mécanismes physiologiques qui sous-tendent cette patholo-

gie.

A notre connaissance, cette étude est la premiére enquéte investiguant I’association des
polymorphismes des genes de I’IL13 et ILARA, le risque d’hypersensibilité aux béta-lactamines
et de concentration élevée d’IgE dans la population Algérienne. Cette étude d'association utilise
I'approche par génes candidats et se base sur I’hypothése que les interactions entre ces génes sont

probablement responsables de la susceptibilité a cette pathologie.

Les principaux objectifs de cette étude sont de :

« Etudier I’influence de différents polymorphismes du géne de la sous-unité alpha du récepteur
a I’lL-4, IL4Ra (commune aux récepteurs a I’IL-4 et a I’IL-13), a savoir lle50Val, Ser478Pro,
GIn551Arg et du gene d’IL-13, a savoir Arg130GIn, dans I’apparition d’une allergie aux béta-

lactamines.
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« Evaluer les interactions possibles entre ces déterminants génétiques (interaction géne-géne)
qui sont probablement responsables de la susceptibilitt a I’hypersensibilité aux béta-

lactamines.

Les objectifs secondaires sont, d’une part I’étude de I’influence de ces polymorphismes
ainsi que leur association deux a deux sur le taux sérique d’IgE totales, et d’autre part étudier le
déséquilibre de liaison et I’analyse des haplotypes de ces genes afin d’évaluer en profondeur leur

rle dans I’allergie aux béta-lactamines.

L’IL-4Ro possédant des fonctions d’activateur de la transcription et étant nécessaire a la
fixation d’IL-13 sur IL-13Ra, des mutations ponctuelles sur le géne pourrait altérer les fonctions
de la protéine correspondante et interférer dans les mécanismes de régulation des IgE par I’IL-4
et I’IL-13, et donc constituer un facteur de risque de I’allergie, en particulier médicamenteuse.
De méme, étant donnée I’implication d’IL-13 dans le phénomeéne étudié, des altérations de sa
structure suite a une mutation génique pourraient étre pressenties comme une des causes de la

réaction d’hypersensibilité observée.

De plus, étant donné que I’IL-13 active le méme récepteur membranaire que celui de
I”IL-4, il est probable qu'il existe une interaction génétique entre le gene de I’1L-13 et le géne du
récepteur (IL4ARA).
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CHAPITRE I. Allergie et hypersensibilité

L’hypersensibilité est un terme utilisé pour décrire des signes ou symptomes reproduc-
tibles dans le temps, apparaissant apres I’exposition a un stimulus donné a une dose habituelle-
ment tolérée par des individus sains (3,4). Ces manifestations peuvent étre allergiques ou non.
Lorsqu’elles sont allergiques (secondaires a un mécanisme immunologique), elles peuvent étre

IgE dépendantes ou non (3).

L allergie est une réaction d’hypersensibilité liée a des mécanismes immunologiques spé-
cifiques (figure 1). En effet, d’autres mécanismes peuvent étre en cause dans le cas des
hypersensibilités non allergiques tels que des phénomeénes pharmacologiques. L’allergie peut

étre liée a une immunité cellulaire ou humorale (3,4).

Figure 1. Définitions des hypersensibilités et allergies en fonction des mécanismes sous-
jacents (3).
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En 1945, Gell et Coombs ont classé les hypersensibilités allergiques en quatre types qui
rendent compte de la symptomatologie présentée ainsi que des mécanismes immunologiques

impliqués.

On distingue les hypersensibilités allergiques de type | liées aux immunoglobulines de
type E, de type Il liées aux immunoglobulines de type G, de type Ill impliquant les complexes

immuns et de type IV liées aux lympocytes T CD4+ et CD8+ cytotoxiques (tableau 1).

Le type | correspond a des réactions médiées par les immunoglobulines E (IgE). Aprés un
premier contact antigénique induisant la production d’IgE spécifiques dirigés contre I’antigene,
I’antigéne soluble est reconnu a I’occasion d’un second contact par les IgE spécifiques qui vont
se lier a leur récepteur de haute affinité (FceRI) placé a la surface des mastocytes. Cette liaison
va provoquer I’activation et la dégranulation des mastocytes. Celle-ci libére différents médiateurs
tels que I’histamine et provoque I’apparition de symptomes tels qu’une rhinite allergique, un

asthme, une urticaire ou un choc anaphylactique (5).

Le type Il est un mécanisme cytotoxique, médié par les IgG. Cette réaction cytotoxique
va étre dirigée contre la membrane des globules rouges, des globules blancs ou des plaquettes.
Elle pourrait également se diriger contre les précurseurs des cellules hématopoiétiques de la
moelle osseuse, induisant une anémie hémolytique, une leucopénie ou une thrombopénie. Il peut
également s’agir d’anticorps dirigés contre d’autres récepteurs cellulaires tels que les récepteurs
de la thyroide (anticorps anti-thyroglobuline) qui seront alors responsables d’une thyroidite auto-

immune (5).

Le type Ill est lié a la présence de complexes immuns circulants. Ces complexes immuns
pourraient se lier a la cellule endothéliale et provoquer I’activation du complément. Les symp-

tdmes classiquement associés a ces phénomeénes sont les vascularites immunoallergiques (5).

Enfin, le type IV est lié a des phénomenes d’immunité cellulaire. Il existe différents mé-
canismes faisant intervenir les lymphocytes T CD4 avec une réponse Thl ou Th2, ou les lym-
phocytes T CD8. Les manifestations cliniques sont extrémement variables : psoriasis, dermatite
atopique, pelade ou vitiligo, diabéete et asthme allergique chronique, par exemple (4). Pichler a

détaillé le type IV en 4 sous-catégories afin de tenir compte des mécanismes cellulaires sous-

6
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jacents. Le type IVa est lié a une réponse immunitaire Thl, impliquant majoritairement I’'TFNy.
Le type IVb est associé a une réponse Th2 impliquant I’'IL4 et 5. Le type IVc est associé a une
réponse lymphocytaire T cytotoxique, impliquant la perforine et le granzyme B. Enfin, le type

IVd est associé aux cellules T et tout particulierement a I’IL8 (6).
I.1. Allergie médicamenteuse

Une allergie médicamenteuse est toujours associée a une réaction immune ou peuvent
étre mis en évidence des anticorps et/ou des lymphocytes T activés spécifiques du médicament
(1). Les mécanismes sont multiples. Les médicaments sont capables d’induire tous les types de
réactions immunologiques de la classification de Gell et Coombs (7). Les antibiotiques — essen-
tiellement les béta-lactamines — sont la principale classe thérapeutique concernée et entrainent le
plus fréquemment une allergie immédiate médiée par les immunoglobulines classe E (IgE) (réac-
tion de type 1, selon Gell & Coombs). Il s’agit de la manifestation la plus connue, qui résulte de
I’interaction entre le médicament et les IgE spécifiques présentes a la surface des mastocytes et
des basophiles. Ce mécanisme immunologique est responsable des réactions immédiates anaphy-

lactique (choc anaphylactique, urticaire— angioceudeme, bronchospasme) (8)

Tableau 1. Classification des réactions d'hypersensibilité selon Gell et Coombs, et WJ Pi-
chler, adapté de Mirakian et al, 2015(9).

Type de réac- | Délai Mécanisme Exemples de signes cliniques
tion d’apparit | immunologique
ion

Choc anaphylactique

041 Angioe-
Type | | Immédiate IgE déme/Hypotension/Tachycardie
heure
Bronchospasme
Urticaire

Type Il | Cytotoxique | Environ 6 |1gG et complé- | Cytopénie

heures ment
Type 11l | Complexe 24 heures | 1gG-IgM Glomérulonéphrite
immun a 3 se- Maladie sérique
maines Vascularites
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Type de réac- | Délai Mécanisme Exemples de signes cliniques
tion d’apparit | immunologique
ion

Type IV | Hypersensibi- | > 48-72h | Cellule T
lité retardée

IVa Th1 activant monocytes/macrophages via Dermatite de contact, eczéma
IFN-y et TNF-a

Vb Exantheme maculo-papuleux (EMP)
Th2 entrainant une inflammation (recrute- ou bulleux, DRESS
ment des éosinophiles) via IL-4 et 5

Ve Dermatite de contact, exanthemes
Cellules T cytotoxiques CD4 et CD8 (via maculo-papuleux, pustuleux et bul-
perforine, granzyme B, FAS-L) entrainant leux, Syndrome Stevens-Johnson
I’apoptose des kératinocytes (SJS)

Nécrolyse épidermique toxique

Ivd Cellules T recrutant et activent les neutro- (Syndrome de Lyell)

philes via CXCL-8, GM-CSF Pustulose aigué exanthématique

généralisée (PEAG)

1.2. Hypersensibilités allergiques aux béta-lactamines

Les béta-lactamines représentent le traitement de choix dans un grand nombre
d’infections. Cependant, leur utilisation est souvent limitée par une suspicion d’histoire aller-
gigue aux béta-lactamines rapportée par le patient. La crainte d'une réaction anaphylactique
grave généere un diagnostic porté par exces d'allergie aux béta-lactamines. Cette surestimation
expose au recours fréquent a d'autres alternatives antibiotiques pouvant étre source d'altération
de I'écologie bactérienne, de dépenses plus colteuses, de I'tmergence de souches bactériennes
résistantes, et enfin d'effets indésirables (10).

On classe les allergies médicamenteuses (exp : antibiotique béta-lactame) en fonction du
délai de réaction par rapport a la prise du médicament : allergie immédiate, survenant dans un
délai inférieur a quelques heures aprés la prise médicamenteuse et I’allergie retardée survenant
plus tardivement (11). Nous nous concentrons de plus sur les allergies immédiates au béta-

lactamines.
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1.3 Epidémiologie des allergies aux béta-lactamines

La prévalence réelle des réactions allergiques aux béta-lactamines dans la population gé-
nérale reste inconnue en raison de I’absence pour longtemps de moyens diagnostiques objectifs.
La fréquence des patients ayant une histoire clinique d’allergie a la pénicilline varie de 1 a 10%
selon les études (12,13).

La majorité des réactions présumées allergiques aux béta-lactamines sont des réactions
cutanées. Les plus fréqguemment rapportées étant les rashs maculopapuleux représentent ainsi
(pres de 75% des réactions présumées allergiques aux béta-lactamines), viennent ensuite les
réactions évoquant une hypersensibilité immédiate avec principalement I’urticaire et I’oedéme de
Quincke (14-18). Le choc anaphylactique survient dans 0,2% des cas avec une mortalité de
0,02% (19,20). On estime, toutefois, que le nombre de décés secondaire a une réaction anaphy-

lactique aux béta-lactamines représente 75% des chocs mortels d’origine médicamenteuse (21).
1.4 Facteurs de risques

Le facteur de risque majeur est I’antécédent d’une précédente réaction au méme médica-

ment ou a un médicament potentiellement a risque d’allergie croisée.

De nombreux facteurs influencent la survenue de réactions d’hypersensibilité allergique
(Tableau 2). lls relévent d’une part du caractére immunogene des médicaments, mais aussi du
patient lui-méme. Concernant les facteurs de risque liés au médicament, on sait que les
phénomenes d’allergie seront plus fréquents pour des médicaments dont le poids moléculaire est
supérieur a 1000 daltons, lors d’une administration intermittente et répétée, pour une dose anti-
génique forte (posologie quotidienne importante et/ou durée du traitement longue) et pour une
administration par voie parentérale (20). La présence de certaines maladies sous-jacentes peut
aussi jouer un role (15). Le fait que les béta-lactamines soient intrinsequement réactives (hap-
tene) explique sans doute leurs implications fréquentes dans la survenue de réactions

d’hypersensibilité allergique (2).

Concernant les facteurs de risque liés a I’hote, notons I’age : les patients les plus touchés
sont les adultes entre 20 et 49 ans (20), le sexe : prévalence plus importante des accidents aller-

giques chez les femmes (22). De nombreuses études suggeérent I’intrication de facteurs géné-
9
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tiques et environnementaux dans la survenue des réactions allergiques aux béta-lactamines. Le
terrain atopique ne parait pas étre un facteur de risque, mais serait lié a des réactions plus graves
(16).

On donnera plus de détail sur la prédisposition génétique aux réactions allergiques aux

béta-lactamines, essentiellement les allergies immédiates.

Tableau 2. Facteurs de risque de développement de réactions allergiques médicamenteuses,
adapté de Mirakian et al. (9, 23).

Relatif au patient Age Jeunes adultes > nourrissons, personnes
Sexe agées
Génétique Femmes > Hommes
Atopie peut entrainer des réactions plus sé-
veres

Polymorphisme génétique

Pathologies concomi- | Virus (VIH, herpés, MNI) mucoviscidose

tantes (usage fréquent d’antibiotiques)
Relatif au médi- Chimie Cycle béta-lactame, AINS, molécules de haut
cament Voie d’administration | poids moléculaire (>1000 daltons), hap-
Dose tenes...

Topique > orale/parentérale
Traitement séquentiel > dose unique prolon-
gée ou importante

1.5 Structure moléculaire des béta-lactamines

Les béta-lactamines ou antibiotiques B-lactame sont une large classe d'antibiotiques qui
comprennent les dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les monobactames, les carbapé-
némes et les inhibiteurs des B-lactamases. Elles partagent une structure commune qui comprend
de fagon constante un cycle bétalactame et, pour la plupart d’entre elles, un second cycle. Ainsi,
en fonction des cycles et des chaines latérales associées, on distingue :

* les pénicillines, également appelées pénames : les molécules de ce groupe comportent un
noyau thiazolidine a c6té du cycle bétalactame. Selon la nature des chaines latérales, on dis-
tingue : les pénicillines G, les pénicillines M et les pénicillines A ;

10



Synthese Bibliographique

* les céphalosporines : les molécules de ce groupe possedent un noyau thiazine associé au cycle
bétalactame ;

* les carbapénemes : leur noyau de base associe un cycle bétalactame a un noyau péname. On

distingue I’'imipénéme, le méropénem et I’ertapénem ;

 les monobactames : le noyau est limité au cycle bétalactame. Seul I’aztréonam est a I’heure

actuelle utilisé en clinique humaine ;
* les clavames : leur représentant est I’acide clavulanique.

A I’exception des clavames, toutes les béta-lactamines possédent une ou plusieurs chai-
nes latérales reliées au noyau bétalactame. Les chaines latérales peuvent étre similaires, voire
identiques pour des membres de classes différentes, ce qui expliquerait I’existence de réactions

croisées entre molécules de familles différentes (24,25) (figure 2).

Les réactions allergiques croisées entre B-lactamines intéressent plutot les réactions aller-
giques de type immédiates. Les réactions croisées pénicillines-céphalosporines sont décrites
entre 0,5% et 10% des cas, via le noyau bétalactame ou une chaine latérale similaire. Les réac-
tions croisées entre céphalosporines par I’intermédiaire de la chaine latérale R1 sont rares (5%).

Les réactions croisées pénicilline/ carbapénéme sont faibles (26).

11
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Figure 2. La Classe d’antibiotiques a base d’anneau béta-lactame (27)

La caractéristique commune a ces antibiotiques est un noyau béta-lactame (en rouge). En dehors des monobactames, I’anneau
béta-lactame est couplé a un autre cycle propre a chaque classe d’antibiotiques (pénicillines, céphalosporines, carbapénemes).
Au sein d’une classe d’antibiotiques, les chaines latérales (R, R’ et R’”) permettent de distinguer les différentes molécules. Il
peut exister des chaines latérales similaires entre différentes classes d’antibiotiques.

1.6 Immunogénicité des béta-lactamines

Comme la plupart des médicaments, les molécules de type B-lactamine ont un poids mo-
léculaire inférieur a 1000 Daltons et de ce fait ne sont pas immunogénes en tant que telles. Pour
étre reconnues par le systeme immunitaire, elles doivent auparavant se fixer de fagon covalente a
une protéine porteuse. Les béta-lactamines sont donc des hapténes. La liaison a une protéine se

fait aprés ouverture du cycle B-lactame. Les déterminants antigéniques reconnus par les immu-

12
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noglobulines ont été étudiés et identifiés pour la famille des pénicillines, mais, beaucoup moins

concernant les céphalosporines (Figure 3).
1.6-1 Déterminant majeur :

Lorsque la pénicilline pénétre dans I’organisme, elle subira deux types de modifications.
On peut observer une ouverture spontanée du cycle p-lactame, exposant ainsi le groupement car-
bonyle susceptible de réagir chimiquement avec I’amine d’une lysine ou d’une sérine (principa-
lement) de la protéine porteuse. Le groupement pénicilloyl issu de I’ouverture du cycle est appe-
lé déterminant majeur puisqu’il constitue le principal produit de dégradation immunogene et
qu’environ 95% de la pénicilline liée aux protéines tissulaires est sous cette forme. Dans le cas
de la benzylpénicilline (ou pénicilline G), on parle du BPO pour benzylpénicilloyl. Du point de

vue clinique, ce déterminant est responsable de réactions dans 70% des cas (20).

A PENICILLINE C ACIDE PENICILLEMIQUE
5 5
HH—-----"'K Ny A—C=NH-- $-‘"— My
Py | | |"“-~.. lsomérisation | [ ™
R — .—.—.—h
T S - R . S
o |
g7 Yyt
B D
Protéine-5H
NH e N\
P | .
- SH
g I
I | % R—C=NH-- —zz2zr SN
0 u’ﬁj S I [ 2
COOH
NH s NH === =]
] Lisison £ ~amide ﬂ""-:? |
Protéine - [Lys ou Histidine) - protéine 0o
PENICILLOYL-PROTEINE DETERMINANTS MINEURS

Figure 3. Déterminants antigéniques des peénicillines (27).

A : Ouverture du cycle béta-lactame qui expose le groupement carbonyle a une lysine ou une histidine

B : Formation d’une liaison covalente amide au sein d’une pénicilloyl-protéine

C : Formation de déterminants mineurs (D, pénicillamines) : I’acide pénicillénique, produit de I’isomérisation de
la pénicilline, réagissant avec des résidus cystéines de chaines protéiques.

13
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1.6-2 Déterminants mineurs :

La pénicilline peut également subir une isomérisation en acide pénicillénique qui se liera
de facon covalente a des protéines conduisant ainsi a la formation, dans 5% des cas, de détermi-
nants antigéniques dits mineurs tels que pénicillanyl et pénicillenate. Toutefois, ces déterminants
peuvent étre a I’origine d’accidents séveres (28).

1.7 Exploration de I’allergie aux béta-lactamines
1.7-1 Explorations in vivo
1.7-1-1 Les tests cutanés

L’objectif des tests cutanés dans les allergies aux pénicillines est de pouvoir déceler les
patients qui risquent de développer des réactions immédiates (c’est-a-dire médiées par les IgE)

en cas de réintroduction de la pénicilline.

Ces tests sont bien standardisés pour les pénicillines, des produits correspondants aux dé-
terminants antigéniques sont utilisés. Nous avons vu précédemment que le déterminant majeur
est le BPO, pour les déterminants mineurs, il en existe plusieurs dont le benzylpénicilline, le
benzylpénicilloate et le benzylpénilloate (29).Le déterminant majeur est couplé chimiquement a
une protéine porteuse (la polylysine) et forme alors un complexe immunogéne le pénicilloyl-
polylysine (PPL). Quant aux déterminants mineurs libérés au cours du métabolisme, ils sont la-
biles et ne peuvent donc utilisés sous cette forme. C’est pourquoi, selon les recommandations, un
mélange de benzylpénicilline, de benzylpénicilloate et de benzylpénilloate devrait étre utilisé
pour les tests, il est encore appelé Minor Determinant Mixt (MDM)(30).Certaines conditions

sont nécessaires pour la réalisation de ces tests :

- Il est recommandé d’effectuer le bilan d’une allergie médicamenteuse six semaines apres la
réaction allergique car si le test est effectué avant six semaines, il risque d’étre faussement

négatif surtout pour les réactions de type immeédiat.

14



Synthese Bibliographique

- Les tests cutanés doivent étre réalisés en I’absence de prise de médicaments qui peuvent inter-
férer avec le résultat du test, notamment les antihistaminiques. En général, il est conseillé de

les arréter au moins 5 jours avant la réalisation des tests.

- Les tests doivent étre réalisés en milieu hospitalier pour effectuer une surveillance notamment

pour assurer la prise en charge en urgence en cas d’effets secondaires au cours du test.

- La positivité des tests doit étre interprétée par rapport a des témoins. Pour le témoin positif,
c’est de I’histamine a 10 mg/ml ou de la codéine phosphate a 9% qui sont utilisées. En ce qui
concerne le témoin négatif, il s’agit du diluant du médicament. Trées souvent, c’est du sérum

physiologique a 9%, ou du sérum physiologique phénolé (30).
> Le prick-test

Le prick test permet de détecter des hypersensibilités immédiates. Ce test est en général
réalisé sur la face antérieure de I’avant-bras ou sur le dos. Il consiste a effectuer une effraction
épidermique au moyen d’une pointe de I’ordre du millimétre qui sera enfoncée dans la partie
superficielle de la peau au travers d’une goutte d’extrait allergénique en respectant les concentra-
tions recommandées (30-31).

L’allergéne présent dans le derme superficiel, va provoquer le pontage de deux IgE spéci-
figues. Cela va conduire a la dégranulation cellulaire et la libération de médiateurs dont
I’histamine. La lecture se fait apres 15-20 minutes. Le diamétre de I’érythéme est mesuré et sur-
tout celui de la papule éventuellement présente. Un test positif se caractérise par un érytheme de
4 a2 20 mm et une papule de 3 mm qui permet de traduire la sensibilité des cellules de la peau aux
pénicillines. La positivité du test cutané doit étre interprétée par rapport a un témoin négatif et un

témoin positif (histamine) (30).
> Les tests intradermiques (IDR)

Le test intradermique permet de détecter des hypersensibilités immédiates mais également
des hypersensibilités retardées.Ces tests cutanés ne sont possibles seulement lorsque le médica-
ment existe sous forme injectable. Les IDR sont réalisées seulement si les prick-tests sont néga-

tifs en lecture immédiate.
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Un volume d’allergene est injecté en intradermique, ce volume doit former une papule de 3
mm environ, ce qui correspond a un faible volume environ 0,05 ml. Les tests sont réalisés a con-
centration croissante, en général de 0,02 mg/ml a 20 mg/ml pour I’amoxicilline (32). Dans le cas
d’une IDR, I’allergéne va rejoindre les IgE fixées sur les mastocytes, ce qui va déclencher une
réaction d’hypersensibilité immédiate. L’allergéne peut également rentrer en contact avec les
cellules dendritiques qui vont le présenter aux cellules T, dans ce cas, ce sera une hypersensibili-
té de type retardé.

Comme pour les prick-tests, la lecture se fait aprés 15-20 minutes pour les tests de type

immeédiat et a la 24éme et 48eme heure pour les réactions retardées.

Pour le test immédiat, le résultat est considéré comme positif si la papule de réaction est
entourée d’un érythéme et si son diametre est supérieur ou égal a la papule d’injection a savoir 3

mm.

Pour le test retardé, il est considéré comme positif si une Iésion eczématiforme apparait a
I’endroit du test. Ces résultats doivent étre comparés a un témoin négatif et a un témoin posi-
tif(30).

1.7-1-2 Sensibilité des tests cutanés

Plusieurs essais cliniques, incluant plus de 20 000 sujets, ont montré que la sensibilité des

tests cutanés en matiere de diagnostic des réactions immédiates varie de 96 a 99%.
1.7-1-3 Spécificité des tests cutanés

Contrairement a la sensibilité, la spécificité des tests cutanés est difficilement appréciable
pour des considérations éthiques devant la crainte de réintroduire la molécule vis-a-vis de la-
quelle, le test cutané était positif. Il est tout de méme estimé que s’agissant de réactions immé-

diates, la spécificité des tests cutanés aux béta-lactamines varie de 50 a 62% (30).
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1.7-2 Explorations in vitro
1.7-2-1 Dosage des IgE spécifiques

Le dosage sérique des IgE spécifiques aux B-lactames est souvent réalisé chez les patients
qui présentent des tests cutanés négatifs malgré une histoire clinique. Les IgE spécifiques ont été
initialement dosés par la technique du « RAST » (Radio Allergo-Sorbent Test). L’isotope ra-
dioactif employé a été remplacé par un marqueur enzymatique mais le terme RAST est toujours
utilisé, son principe est de coupler le médicament a tester a un dérivé fluorescent et de I’incuber
avec le sérum du patient contenant les IgE spécifiques. Toutefois, I’utilisation de cette méthode
pour le diagnostic d’allergie aux béta-lactamines est limitée puisqu’elle n’est disponible que pour
un nombre restreint de molécules (AX, AP, pénicilline G, V et le cefaclor). La sensibilité de cette
méthode varie de 40 a 74% avec une spécificité de 85% (33-34).

1.7-2-2 Test d’activation des basophiles

Le test d’activation des basophiles cherche a reproduire in vitro le déclenchement de la
réaction d’hypersensibilité médiée par les IgE en mettant directement en contact la cellule avec

les allergénes incriminés. Ce test se déroule en deux étapes :

-la premiére étape consiste a identifier les basophiles parmi I’ensemble des cellules du sang total

grace au marquage par un anticorps fluorescent anti-CCR3,

- la seconde étape permet d’identifier les basophiles activés. L activation des basophiles entraine
des modifications phénotypiques, notamment la surexpression du marqueur CD203c ou
I’expression de CD63 qui seront identifiés en cytométrie de flux grace a des anticorps conjugués

a un fluorochrome (par exemple la phycoérythrine ou un anticorps CD203c).

La cytométrie en flux est une méthode consistant a mesurer des cellules au sein d’un flux
liquidien. La suspension cellulaire est injectée au coeur d’un flux liquidien qui en s’écoulant
dans une buse conique de diamétre décroissant va focaliser les cellules et les entrainer, en les
orientant, dans un fin capillaire pour les faire défiler a trés grande vitesse au travers d’un faisceau

lumineux focalisé.
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En traversant le faisceau lumineux, chaque cellule engendre des signaux lumineux, corré-
Iés a des caractéristiques cellulaires, signaux qui représentent la source de données. Les données
sont ensuite traitées et mémorisées informatiquement pour étre retranscrites pour donner les ré-
sultats sous forme d’histogramme de fréquence (35).Les résultats sont toujours comparés a un
témoin négatif et a un témoin positif. La sensibilitéde cette méthode est de 50%avec une spécifi-
cité de 93% (34).

1.7-2-3 Test de provocation orale (TPO)

Le TPO n’est effectué que si les autres explorations sont négatives. C’est le test de réfé-
rence, le gold standard pour confirmer le diagnostic d’allergie médicamenteuse. Ce test est po-
tentiellement dangereux et ne doit étre entrepris qu’en milieu hospitalier dans un centre spéciali-

sé avec matériel de réanimation a disposition.

Ce test est indiqué pour affirmer ou infirmer le diagnostic d’hypersensibilité chez les pa-
tients ayant une suspicion d’allergie avec un bilan cutané négatif ; pour trouver une alternative
lorsqu’une allergie est confirmée pour une pénicilline et enfin d’exclure une réaction croisée
entre une céphalosporine et une pénicilline lorsqu’une allergie est confirmée pour une pénicilline

particuliére(36).

Le test consiste a administrer par voie systémique au patientla molécule suspecte, ou une
aminopénicilline si le médicamentincriminé est inconnu, a intervalle fixe (30 a 60 minutes) et
aposologies croissantes jusqu’a une dose cumulée finale correspondanta la posologie thérapeu-
tique quotidienne(34). Encas de survenue de réaction d’hypersensibilité a la bétalactamine tes-

tée,l’utilisation ultérieure de cette molécule doit étre formellementcontre-indiquée(30).
1.8 Le bilan allergologique en cas de suspicion d’allergie aux béta-lactamines

Depuis les recommandations d'un groupe de travail ENDA (European Network for Drug
Allergy) de I’Académie Européenne d’Allergologie (EAACI, European Academy of Allergy and
Clinical Immunology), il existe désormais une démarche standardisée pour assurer le diagnostic

de l'allergie aux béta-lactamines.
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La premiére étape du diagnostic consiste a savoir si I'histoire clinique est compatible avec
une allergie aux béta-lactamines. Pour cela, les symptomes cliniques présentés par le patient doi-
vent étre concordants avec ceux d'une réaction allergique et doivent étre survenus dans I'heure
apres la prise médicamenteuse en cas de réaction allergique immédiate ou bien au-dela en cas de
réaction allergique retardée. Pour cela, il convient de réaliser le questionnaire de I'ENDA (an-
nexe n°2), qui ne prend que 5-6 minutes et permet de reprendre I'histoire clinique en détail sur

ces différents points :

symptomes cliniques ;

délai d'apparition ;

chronologie des prises médicamenteuses ;

antécédents personnels et familiaux d'atopie ou d’allergie;

résultats des examens biologiques réalisés pendant la réaction ou bien au décour;

-résultats des tests allergologiques cutanés et des tests de provocation orale.
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Figure 4. Algorithme pour le diagnostic des allergies
immeédiates aux béta-lactamines (37).
La seconde étape concerne les tests cutanés qui sont l'outil diagnostique de base. Ils doi-

vent étre réalisés a distance de I'épisode suspecté comme allergique avec un délai de 6 semaines
au moins. La sensibilité et la spécificité des pricks et des Intra Dermo Réactions (IDR) sont res-
pectivement de 70% et 97% pour les pénicillines et de 86% et 60% pour les céphalosporines. En
cas de test cutané positif, le patient est déclaré allergique aux béta-lactamines. Dans le cas con-

traire, il faut réaliser un test de provocation.

Cette démarche standardisée (figure 4) permet le diagnostic des patients réellement aller-
giques aux béta-lactamines et permet donc aux patients qui ne le sont pas de pouvoir réutiliser les

béta-lactamines sans crainte (37,38).
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En complément de tests cutanés, de tests biologiques doivent étre effectués(34). Ils con-
sistent en la détection d’anticorps spécifiques du médicament (IgE pour le type 1).Seulement le
résultat ne peut démontrer a lui seul une allergie. Ces tests sont de faible sensibilité, en particu-
lier dans le cas des pénicillines (39,40).Les tests de dégranulation des basophiles ne sont pas
fiables (50% de sensibilité)(41) compte tenu du faible nombre de basophiles circulants (40,42).
Les tests de libération des sulfidoleucotriénes restent a valider du fait de leur manque de sensibi-
lité et de spécificité (40,43). Devant une réaction clinique aigue, un dosage sanguin d’histamine,
de tryptase et des dosages urinaires de méthylhistamine précisent le r6le des basophiles et des
mastocytes, quelle que soit la cause de la dégranulation (44).

1.9 Le traitement des allergies

Il existe de nos jours trés peu de traitements efficaces pour soigner les allergies. Le plus

utilisé est ce que I’on appelle I’éviction de I’allergéne(45).

Ce n’est pas réellement un traitement, car il consiste en fait a éviter tout contact avec
I’allergene. Pour le cas des pénicillines, I’éviction est plutdt simple puisqu’il existe d’autres anti-
biotiques qui peuvent remplacer I’action des pénicillines, par exemple un macrolide, une
tétracycline ou une quinolone. Les céphalosporines, quant a elles, sont plutdt déconseillées a
cause du risque de réactions croisées. Cependant, il est bien connu que les autres antibiotiques
sont moins efficaces que les pénicillines, et les B-lactames en général. lls engendrent des
résistances de la part de certaines bactéries, c’est la raison pour laquelle il est fortement conseillé
d’effectuer les tests diagnostiques plutot que de s’autodéclarer allergique a cause d’une mauvaise
interprétation d’un phénomene cutané (45).

Lorsque le médicament est indispensable et irremplagable, un traitement symptomatique
peut étre administré avant la prise du médicament. Cependant ce traitement ne va agir que sur les
signes ou symptomes de I’allergie et pas sur sa cause. Il existe deux types de traitements symp-

tomatiques : les antihistaminiques et les corticoides.

Les antihistaminiques réduisent les effets de I’histamine. Ils sont des antagonistes

compétitifs des récepteurs de I’histamine de type | (H1). Il existe également un autre type
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d’antihistaminique : la tritoqualine, qui est un inhibiteur de I’enzyme L-histidine décarboxylase

qui permet la synthése de I’histamine a partir de la L-histidine.

Les corticoides sont des médicaments anti-inflammatoires, ils sont administrés en cas de
réaction allergique violente. Il est conseillé d’administrer des corticoides en paralléle des antihis-
taminiques, car ces derniers n’empéchent pas les chocs anaphylactiques et peuvent méme en
masquer les premiers symptdmes. Par contre, les corticoides en association avec des antihistami-

niques ont pu diminuer I’incidence de certaines réactions allergiques (45).

La désensibilisation, ou immunothérapie spécifique agit sur le systéme immunitaire en
induisant une tolérance de l'organisme vis-a-vis de l'allergéne responsable des symptdmes (46).
Le traitement consiste en des injections de doses croissantes d’allergéne au niveau sous-cutané.
Elles doivent étre réalisées a intervalles réguliers et peuvent durer plusieurs années. Les traite-
ments ne cessent d'évoluer et deviennent plus simples pour le patient grace a des traitements su-
blinguaux. La désensibilisation a la pénicilline est effectuée par voie orale, car le risque de
réactions graves est amoindri (45).

La désensibilisation est le seul traitement reconnu par I’'OMS comme efficace et durable.
Elle offre d'excellents résultats sur le long terme, car ce traitement, comme son nom l'indique,
désensibilise l'organisme et I'empéche de réagir. A I'heure actuelle, la désensibilisation est le seul
traitement curatif de l'allergie. Cependant le risque de réaction grave n’est pas négligeable, une
dose méme infime de I’allergéne peut mettre en jeu la vie du patient. De nouveaux traitements
doivent donc étre mis en place pour induire une tolérance sans présenter un danger pour le pa-
tient (46).

1.10 Mécanismes cellulaires et moléculaires de I’allergie

Les allergies, ou hypersensibilités allergiques peuvent relever d’un mécanisme cellulaire
(impliquant des lymphocytes T) ou humoral (impliquant des immunoglobulines). Dans les
hypersensibilités allergiques impliquant des immunoglobulines on distingue les allergies IgE
dépendantes des allergies non IgE-dépendantes. La plupart des allergies, ou du moins les plus
courantes, telles que la rhinite allergique, I’asthme allergique, la dermatite atopique et I’allergie
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alimentaire, sont des hypersensibilités IgE-dépendantes, également appelées "hypersensibilités

de type I" ou "hypersensibilités immédiates" d’apres la classification de Gell et Coombs.
Nous nous restreindrons ici a la description des mécanismes de I’hypersensibilité de type |I.

L’hypersensibilité de type | se déroule en deux phases distinctes séparées dans le temps. La pre-
miére phase, dite "phase de sensibilisation”, est une phase durant laquelle le systéme immunitaire
va identifier une substance comme un allergene et synthétiser des IgE spécifiques. Cette phase de
sensibilisation est cliniguement muette. La seconde phase dite "phase effectrice ", a lieu lors des
contacts ultérieurs avec ce méme allergéne. Au cours de celle-ci, I’allergéne va interagir avec les
IgE spécifiques synthétisées lors de la phase de sensibilisation. S’ensuit de cette interaction al-
lergéne-IgE, une cascade de réponses cellulaires et moléculaires a I’origine des symptomes

d’allergie observeés (47).
1.10-1 Phase de sensibilisation

Cette premiere phase débute par la rencontre de I’allergene avec certaines cellules
del’immunité innée appelées cellules présentatrices d’antigéne (CPA). Les cellules présentatrices
d’antigenes sont : les cellules dendritiques, les macrophages et monocytes, et les lymphocytes B.
Les monocytes sont des cellules présentes au niveau sanguin qui vont pouvoir migrer au niveau
des tissus et se différencier en macrophages. Au sein de chaque tissu, il existe des macrophages
spécifiques (macrophages pulmonaires, cellules de Kupffer au niveau du foie...). Les CPA ont la
particularité de résider au niveau des tissus de I’organisme formant une barriére avec le milieu
extérieur : au niveau des muqueuses (nasale, pulmonaire, buccale, digestive, génitale...), mais
également au niveau de la peau (épiderme). Elles vont donc pouvoir intercepter les particules
étrangéres (antigenes) et les capter. C’est ce qui se passe avec les allergénes(47).

Lors de la premiére exposition a I’allergene, celui-ci va étre capté par les CPA et notam-
ment par les cellules dendritiques qui sont les CPA les plus efficaces. Ce contact a lieu au niveau
du site d’entrée de I’allergéne (épithélium muqueux, tissus...) ou sont présentes ces cellules. Les
cellules dendritiques possedent comme leur nom I’indique des "dendrites", qui sont des prolon-
gements cytoplasmiques similaires a ceux observés chez les cellules neuronales, leur permettant

de "scanner" I’environnement proche a la recherche d’antigenes(47).
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La reconnaissance de certains allergenes par les CPA se fait grace a un motif présent a
leur surface, appelé PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns). Ce PAMP va étre reconnu
par son récepteur, appartenant a la famille des PRRs (Pattern Recognition Receptors), présent a
la surface des CPA. La cellule dendritique ayant capté I’allergéne va I’internaliser par endocy-
tose. Au sein de la vésicule d’endocytose, celui-ci va étre dégradé en peptides, s’il est de nature
protéique (ce qui est le cas de la plupart des allergénes). L’allergéne ainsi apprété va étre associé
a des molécules du CMH de classe Il (Complexe Majeur d’Histocompatibilité). Se forme alors
un complexe peptide antigénique - CMH II, qui va migrer a I’intérieur de la cellule et venir se
placer a la surface de sa membrane(47).

A I’issu de sa rencontre avec I’allergéne, la cellule dendritique présentera donc a sa sur-
face les peptides antigéniques liés au CMH Il. Ce phénomene va entrainer la maturation de la
cellule dendritique qui va alors exprimer a sa surface un ensemble de molécules de coactivation
qui lui seront nécessaires par la suite. Celle-ci va quitter le tissu périphérique ouelle a rencontré
I’allergene et migrer vers les organes lymphoides secondaires : les ganglions lymphatiques loco-
régionaux. C’est au niveau de ces ganglions que la cellule dendritique activée va rencontrer un
lymphocyte T naif possédant un récepteur TCR (T cell receptor) spécifique capable de recon-
naitre les fragments d’allergéne (peptides) apprétés et associés au CMH Il. Un TCR reconnait
uniquement le complexe peptide-CMH 11 qui lui est spécifique. Le lymphocyte T naif est un
lymphocyte TH (helper) CD4+ (47).

La reconnaissance par le lymphocyte TH CD4+ naif, via son TCR, du complexe CMH
llpeptide présenté par la cellule dendritique, va entrainer un premier signal d’activation pour le
lymphocyte. Un second signal va étre induit par la stimulation de co-récepteurs exprimés par les
deux types de cellules, lymphocyte et cellule dendritique. De plus, I’environnement cellulaire
riche en cytokines sécrétées par la cellule dendritique va également contribuer a I’activation du
lymphocyte. Ces trois signaux (1. TCR/peptide-CMH 11 ; 2. Co-récepteurs ; 3. environnement
moléculaire (cytokines)) vont donc entrainer I’activation du lymphocyte T qui va alors sécréter
de I’IL-2 et augmenter I’expression du géne codant pour la chaine o du récepteur a I’l1L-2. L’IL-2
est une interleukine jouant un réle majeur dans la prolifération lymphocytaire. Le lymphocyte
activé va donc proliférer, formant un clone de lymphocytes T exprimant le méme TCR, et se
différentier en cellules effectrices TH2. Le phénotype TH2 des lymphocytes est déterminé par
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I’allergene, par la nature des cytokines libérées par la CPA et les cellules de son environnement,
ainsi que par la nature des cytokines sécrétées par le lymphocyte T en réponse & son activation. A
ce propos, I’1L-4 est la principale cytokine polarisante TH2. Dans I’allergie, la différentiation se
fait vers la voie TH2(47).

Dés lors, les lymphocytes TH2 vont au niveau des ganglions lymphatiques pouvoir ren-
contrer des lymphocytes B ayant été partiellement activés par I’allergene. En effet, les allergénes
présents au niveau du site d’entrée (muqueuses, peau) vont se retrouver dans I’espace interstitiel
et étre drainés via le systeme lymphatique vers les ganglions. Au niveau de ces derniers, ils vont
pouvoir entrer en contact avec des lymphocytes B naifs exprimant des BCR (B cell receptor)
spécifiques de I’allergéne. Contrairement aux lymphocytes T CD4+ qui ne reconnaissent que les
allergenes apprétés et liés au CMHII, les lymphocytes B peuvent directement reconnaitre et lier

I’allergéne a I’état "natif". Ce sont des cellules présentatrices d’antigenes(47).

Le lymphocyte B ayant reconnu I’allergéne par son BCR spécifique va lier celui-ci et
I’internaliser par endocytose. Il sera comme vu précédemment avec les cellules dendritiques,
apprété et associé au CMH de classe Il. Puis ce complexe va étre exprimé a la surface du lym-
phocyte B au niveau membranaire. La cellule B est alors partiellement activée et va présenter son
complexe peptide-CMH 1l aux cellules T spécifiques ayant été activées par les cellules dendri-
tiques. Le TCR des lymphocytes T activés va se lier au complexe peptide-CMH 1l exprimé par le

lymphocyte B. Cette liaison va également engager des co-récepteurs (Figure 5)(47).

Le lymphocyte B totalement activé va proliférer et se différencier sous I’influence de cy-
tokines libérées par les lymphocytes TH2 activés (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13...). Une partie des
lymphocytes B vont se différencier en plasmocytes sécréteurs d’anticorps spécifiques de
I’allergéne. Les plasmocytes produisent initialement des IgM. A la suite des mécanismes
d’hypermutation somatique et de switch, les lymphocytes B vont s’orienter vers la production de
I’isotype IgE. Les nouveaux plasmocytes différenciés sécréteront alors des IgE. Cette commuta-
tion isotypique est induite par I’environnement cytokinique et la coopération avec les lympho-
cytes T spécifiques. D’autres lymphocytes B vont persister sous forme de cellules mémoires (Fi-
gure 6)(47).

25



Synthese Bibliographique

Figure 5. Liaison de I'allergene au BCR du lymphocyte B (signal 1), puis internalisation et
présentation des peptides allergéniques associés au CMH de classe 1l au lymphocyte T pos-
sédant le TCR spécifique (signal 2) (48).

26



Synthese Bibliographique

Les IgE sécrétées par les plasmocytes vont aller se fixer sur leurs cellules cibles : les gra-
nulocytes (mastocytes, basophiles, éosinophiles), et en particulier sur les mastocytes. Ces cel-
lules expriment a leur surface des récepteurs FceR capables de lier la partie constante Fc des IgE.
Il existe deux types de récepteurs FceR : les FceRI qui sont des récepteurs de tres haute affinité
et les FceRIl, ou CD23, qui eux ont une faible affinité pour les IgE. Les récepteurs FceRIl ne
vont lier que les IgE déja couplés a leur allergene. Les récepteurs FceRI sont des récepteurs té-
tramériques formés de deux sous-unités y, d’une sous-unité B et d’une sous-unité a. C’est cette
derniére sous-unité a qui va lier le Fc des IgE. Les autres sous-unités seront responsables de la
transduction du signal. Contrairement aux récepteurs FceRlIl, les récepteurs FceRI1 de haute affi-

nité vont lier les IgE seuls, non couplés a I’allergéne (47).
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Figure 6. Présentation de I'allergene par la cellule B et différentiation en plasmocytes sécré-
teurs d’IgE (47).
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Les granulocytes ayant fixé les IgE vont rester "latents” au niveau des tissus périphé-
riques jusqu’a la rencontre de I’allergene lors d’une deuxiéme exposition. Ainsi cette premiere
phase de sensibilisation a I’allergéne est totalement asymptomatique. C’est une phase durant
laguelle le systéeme immunitaire met en place les effecteurs qui interviendront dans la genése de

la réponse allergique symptomatique lors de contacts ultérieurs avec I’allergene(47).
1.10-2 Phase effectrice de la réaction allergique

Lors d’une seconde exposition et des expositions ultérieures a I’allergéne, I’allergene va
se fixer sur les IgE spécifiques portées par les granulocytes basophiles et principalement par les
mastocytes, présents au niveau du site d’entrée. La liaison d’un allergéne a un seul anticorps
n’activera pas le récepteur FceR1 du mastocyte liant le fragment Fc de I’IgE. Pour pouvoir acti-
ver les récepteurs FceR1 un méme allergéne doit étre lié par plusieurs IgE portées par les FceRl

d’une méme cellule(47).

On observe alors un pontage entre les récepteurs FceRI qui va entrainer leur agrégation
(cross-linking) (Figure 7). Les récepteurs sont alors activés et transmettent un signal positif a la
cellule. La transmission de ce signal au sein du mastocyte et des basophiles va entrainer une cas-
cade de signaux moléculaires qui vont induire une réponse primaire et une réponse secon-
daire(47).

La réponse primaire va se traduire par la dégranulation du mastocyte qui va libérer des
substances vasoactives. Ces substances sont préformées et stockées dans des granules. Les prin-
cipales substances libérées sont I’histamine, I’héparine, le facteur chimio-attractant des éosino-

philes (ECF), le facteur chimio-attractant des neutrophiles (NCF) et des protéases.
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Figure 7. Pontage des récepteurs FceRI par I'allergene liant plusieurs IgE(49).
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Figure 8. Phase primaire de la réaction d'hypersensibilité de type 1(47).
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Les effets biologiques induits par ces substances sont observés dans les minutes qui sui-

vent I’exposition a I’allergene (Figure 8)(47).

La réponse secondaire se traduit par la syntheése de médiateurs de I’inflammation par le
mastocyte activé: prostaglandines, leucotriénes, bradykinines, facteur d’activation des plaquettes
(PAF), chimiokines et cytokines. Cette réponse est qualifiée de secondaire en raison du délai
nécessaire a la synthese de ces médiateurs. Ceux-la ne sont pas préformés et stockés, contraire-
ment aux substances vasoactives, et donc ne seront libérés que plus tard aprés I’activation du

mastocyte par les allergénes(47).

L’ensemble des molécules libérées va étre a I’origine des symptdémes allergiques.
L’histamine, composant majeur des granules des mastocytes, va se fixer sur ses récepteurs H1,
H2, H3 et H4. Ses effets biologiques observés dans I’allergie sont dus en grande partie a sa liai-
son avec les récepteurs H1. Ces derniers sont présents sur de nombreux tissus. La fixation de
I’histamine sur les récepteurs H1 situés sur I’endothélium vasculaire va induire une vasodilata-
tion et augmenter la perméabilité vasculaire. En activant les récepteurs H1 présents sur les
muscles lisses bronchiques et intestinaux, I’histamine va entrainer la contraction de ces muscles.
L’activation des récepteurs H1 induit également la production de mucus. L’activation des récep-
teurs H2 va induire une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire. Les
récepteurs H2 sont également présents a la surface des mastocytes et des basophiles. Leur activa-
tion va entrainer I’arrét de la dégranulation de ces cellules. Ainsi I’histamine via les récepteurs

H2 exerce un rétrocontrble négatif sur la libération des médiateurs de I’inflammation(47).

Les leucotriénes et les prostaglandines, dont la synthése est induite apres activation et dé-
granulation des granulocytes, vont entrainer la contraction de muscles lisses (bronchoconstriction
notamment). lls vont également augmenter la perméabilité vasculaire et la sécrétion de mucus.
Les granulocytes activés vont synthétiser et sécréter diverses cytokines et chimiokines telles que
I’IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, le GM-CSF et le TNF-a. Ces interleukines vont impacter
I’environnement local en entrainant I’accumulation de cellules de I’inflammation telles que neu-
trophiles et éosinophiles. L’IL-5 va activer et mobiliser les éosinophiles. L’IL-8 va attirer de
nombreuses cellules vers le site de la réaction : neutrophiles, basophiles et lymphocytes T. Cette
interleukine agit donc comme facteur chimio-attractant. Le GM-CSF va induire I’activation et la
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production de granulocytes et de macrophages. Les protéases, tryptase et chymase, vont augmen-
ter la sécrétion de mucus et entrainer la dégradation de la membrane basale des vaisseaux san-
guins. Le PAF va provoquer I’agrégation et la dégranulation des plaquettes, ainsi que la contrac-
tion des muscles lisses bronchiques. La bradykinine va augmenter la perméabilité vasculaire et la

sécrétion de mucus(47).

En résumé, la phase effectrice de I’hypersensibilité immédiate va étre déclenchée par

I’activation de granulocytes par pontage antigénique des IgE (Figure 9).
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Figure 9. Physiopathologie de I’hypersensibilité a I'immunoglobuline E (1gE)(50).
RFcel : récepteur de haute affinité du fragment constant (Fc) des IgE.

Figure 10. Mécanismes physiopathologiques de I'hypersensibilité de type | (51).
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L’activation de ces cellules va, via une cascade de signalisation, conduire a la libération
de médiateurs préformés stockés dans des granules (phase précoce) a I’origine des symptémes
observés dans les minutes suivant I’exposition a I’allergéne, et a la synthése de médiateurs lipi-
diques et protéiques (phase tardive) qui seront libérés plus tard au cours de la réaction. Ces mé-
diateurs secondaires induisent une inflammation locale soutenue par I’afflux de cellules neutro-
philes, éosinophiles et lymphocytes TH2, et seront a long terme responsables d’altérations tissu-
laires (Figure 10)(47).

L’IL-4 et I’IL-13 vont induire la production d’IgE par les lymphocytes B. L’IL-4 pro-
duites par les mastocytes agit sur les lymphocytes Th2 par un rétrocontrble positif, entretenant
leur production de cytokines (52). L’IL-13, synthétisée par Th2, mais également par Th1l ou les
lymphocytes T CD8+, agit en synergie avec IL-4 sur la synthése d’IgE par les lymphocytes B,
notamment lorsque la concentration d’IL-4 est subnormale (53).Ceci montre donc I’importance
de ces interleukines dans la régulation de la synthése des IgE et dans le mécanisme immunolo-

gique de I’hypersensibilité immédiate.

Ce travail de these s’est penché sur les interactions au niveau moléculaire entre les IgE,
interleukines et les béta-lactamines. Ainsi, il est important de connaitre les caractéristiques de ces
interleukines, leurs récepteurs, ainsi que ce type d’anticorps, et plus particulierement la partie
hypervariable capable de reconnaitre spécifiquement I’antibiotique.

La structure de base des anticorps (type 1gG) est un complexe de 4 chaines protéiques
identiques 2 a 2 (2 chaines lourdes H =Heavy et 2 chaines légéres L=Light), fixées par des ponts
disulfure inter et intra-caténaires. Chaque chaine d'lg contient des domaines constants (Fc pour
Fragment constant formé par les régions constantes des deux chaines lourdes) et variables (Fab
pour Fragment antigen binding formé par les régions variables et hypervariables des quatre

chaines polypeptidiques de la molécule) (54).

Les immunoglobulines de type E ont un poids moléculaire de 190 k.Daltons et sont les
moins nombreuses des immunoglobulines circulantes. On estime que les IgE sériques correspon-
dent a environ 50% des IgE totales, le reste étant lié aux mastocytes et basophiles via leurs récep-
teurs a haute affinité Fci RI. Elles sont constituées de quatre chaines protéiques (2 chaines
lourdes epsilon et 2 Iégeres kappa ou lambda) organisées en domaines d’environ 110 acides ami-
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nés chacun. Les IgE ont environ 12% de sucres et présentent une structure similaire a celle des
autres immunoglobulines, mais avec un pont disulfure supplémentaire et un domaine constant en
plus pour les chaines lourdes. Elles sont synthétisées par les lymphocytes B aprés commutation
isotypique induite par I’environnement cytokinique provenant des lymphocytes T CD4+. La
commutation IgE passe par le réarrangement des genes du lymphocyte B, jusque-la producteur
d’immunoglobulines de type M et qui devient désormais producteur d’IgE. Trois éléments sont
requis pour induire cette commutation. D’une part les interleukines 4 et 13. D’autre part, le
couple CD40/CDA40L et enfin, le CD23/CD21. Les IgE ne fixent pas le complément, mais exer-
cent leurs effets biologiques par liaison de leur domaine constant epsilon 2 et 3 avec les récep-
teurs cellulaires (FceR). Il existe deux types de récepteurs a IgE. Le récepteur a IgE de forte
affinité, le FceR1 qui posséde une constante de dissociation avec I’IgE de 104 10™°M et le ré-
cepteur a IgE de faible affinité, le FceR2 qui est essentiellement présent sur les éosinophiles,
mais aussi sur la paroi des macrophages alvéolaires, les plaquettes, les lymphocytes. Notons que
les interactions IgE/ FceR2 sont faibles et c’est la sommation de liaisons proches qui peut induire
une activation cellulaire. La figure 11 ci-apres présente la structure d’une IgE (54).

Chaine légére —

5.5 Région variable .
Région constante

Ponts disulfures

Chaine lourde —

Portion effectrice

Figure 11 : Structure d’une immunoglobuline de type E (54).
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1.11 IL-4, 1L-13 et leurs récepteurs
1.11-1 IL-4 et son récepteur

Cette cytokine est codée par un géne situé sur le chromosome 5q31. Il s’agit d’une pro-
téine de 153 acides aminés comportant une séquence signal de 24 acides aminés. Son poids mo-
léculaire est de 17.5 kDa.

Elle est produite par les lymphocytes T activés CD4+ et TNK (cellules T natural killer)
de facon rapide et transitoire et par les lymphocytes Th2 et les mastocytes de fagcon prolongée.

L’interleukine 4 est un facteur de croissance des lymphocytes B et T, indispensable a la commu-

tation des genes des chaines lourdes p=€, c’est aussi un facteur de croissance des mastocytes et

basophiles, en synergie avec IL-13 et IL-9. Cette cytokine agit par I’intermédiaire de sa liaison a
son récepteur composé d’une chaine IL-4Ro de 140 kd et d’une chaine Ycommune a IL-2, IL-4,
IL-7, IL-9 et IL-15 (55).

IL-4Ra est codé par un gene localisé sur le chromosome 16p12 constitué de neuf exons et
huit introns. Cette protéine est constituée de 825 acides aminés (dont 25 formants le peptide si-
gnal). Les récepteurs de I'IL-4 sont présents dans les tissus hématopoiétiques, endothéliaux,
épithéliaux, musculaires, dans les fibroblastes, les hépatocytes et dans le cerveau, et sont habi-
tuellement exprimés entre 100 et 5000 exemplaires par cellules (56).

Le récepteur de I'lL-4 est une protéine transmembranaire formée d'un hétérodimére d'une
chaine alpha (o), de haute affinité et spécifique a I'lL-4, et d'une chaine gamma (Y), commune
aux récepteurs de plusieurs cytokines. La chaine IL-4Ra lie I'lL-4 et la chaine IL-4RY forme un
autre hétérodimere avec le IL-13Ra que l'on nomme récepteur de I'lL-13 (IL-13R) (57, 58).
Comme pour d'autres récepteurs de cytokines, les parties cytoplasmiques des sous-unités o, ety
du récepteur de I'lL-4 et de I'lL-13 sont associés avec les tyrosines kinases de la famille Janus.
La liaison de I'lL-4 avec son récepteur provoque l'activation de ces kinases, lesquelles permettent
la phosphorylation des tyrosines du signal de transduction et d'activation STAT-6 (un facteur de

transcription cytoplasmique). On appelle cette cascade de signalisation JAK-STAT qui, une fois
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activée, permet au STAT-6 de migrer jusqu'au noyau des cellules et de s'attacher aux séquences

consensus trouvées dans les régions « promoteur » des génes régulés par I'lL-4 et I'lL-13 (59).

L’IL-4Ro est un élément essentiel dans les mécanismes immunologiques de
I’hypersensibilité immédiate, car il permet a I'lL-4 et a I'lL-13 d'exercer leurs effets biologiques
par leur attachement avec leur(s) récepteur(s) respectifsdans les différentes cellules cibles. L'ac-
tivation des voies de signalisation résulte en une voie unique de réponse cellulaire a I'lL-4 (49).
Le géne IL4RA est un candidat idéal parce gu'il active la signalisation intracellulaire de ses prin-
cipaux ligands, IL-4 et IL-13, ce qui lui permet de jouer un rble-clé dans l'inflammation aller-
gique (60).

IL4RA est un gene exceptionnellement polymorphe avec un nombre important de SNPs
qui ont été rapportés (51). Parmi eux, quelques-uns ont été associés a I'asthme et a I'atopie (55) et
huit sont codants et décrits comme résultant en un changement de conformation de la protéine
mature (58,62). Ces altérations structurales dans la région extracellulaire du IL-4Ra résultent en
des capacités de signalisation altérées. Par exemple, le polymorphisme Ile50Val, qui résulte de la
substitution d'une Isoleucine (lle) pour une Valine (Val) au 50°codon, a été isolé chez les indivi-
dus atopiques et associé a une plus grande activité du signal de transduction provoquant une
augmentation de la production d'IgE (56).

1.11-2 IL-13 et son récepteur

Le gene codant pour cette protéine de 12 kDa (132 acides aminés) est composé de quatre
exons et trois introns. Cette cytokine est synthétisée a un niveau relativement élevé par les lym-
phocytes Th2 CD4+ apres activation ainsi que par les lymphocytes ThO, T CD8+ et en moindre
quantité par les cellules T CD45RA+ naives et Thl a faible taux (63).

Le géne IL13 est situé dans la portion proximale du chromosome 5q31. Etant donné que
le gene IL13 est situé a seulement 25 kilobases (kb) en amont du géne IL-4 dans la méme orien-
tation, cela méne a la spéculation que ces deux genes seraient nés d'une duplication au cours de
I'tvolution (64). D'ailleurs, ces deux génes codent pour des cytokines (IL-13 et IL-4) qui parta-
gent 25 % d'homologie au niveau de leurs acides aminés (65). L'IL-13 est considéré comme un

médiateur critique de la phase tardive de la réponse allergique (66).
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Plusieurs évidences supportent I'implication de I'IlL-13 dans la pathogenése de l'allergie
bien que les mécanismes physiologiques qui sous-tendent soient encore incertains. L'lIL-13
posséde plusieurs fonctions similaires a celles de I'lL-4, mais possede quand méme ses particula-
rités (66). Ce regroupement de fonctions biologiques de I'lL-4 et de I'lL-13 est d0 au fait que leur
récepteur, respectivement IL-4R et IL-13R, partagent la chaine IL-4Ra., ce qui induit l'activation
du STAT6 par la voie de signalisation JAK-STAT (55). Donc, tout comme pour I'lL-4, I'lL-13
active cette cascade de signalisation dans les cellules cibles pour exercer ses effets. Ainsi, I’1L-13

joue un role dans la commutation et la production d’IgE (67).

CHAPITRE Il : Génétique des hypersensibilités de type |

L’hypersensibilité de type | est une maladie complexe a caractéere familial qui se heurte :
- A I’hétérogénéité des cas : une allergie correspond a plusieurs phénotypes ;

- Au nombre de genes de susceptibilité : chague gene ayant une aire peu étendue mais un effet
significatif sur la susceptibilité de la pathologie, il est probable que les genes aient des actions
synergiques ou des effets additifs.

Les études de génétique se heurtent a des difficultés méthodologiques ainsi qu’a des ré-
sultats manquant de cohérence, car tirés de groupes inhomogénes de patients. Ceci explique
pourquoi certaines études selon leurs criteres d’inclusion (souvent fondés sur des questionnaires
manguant de précision) et leurs seuils de positivité (positivité de tests cutanés, élévation des IgE
sériques, présence d’IgE spécifiques...) aboutissent a des résultats difficiles a reproduire, voire

contradictoires (68).

L’importance de réaliser des groupes ethniques ne doit pas étre négligée, car la fréquence
de certains alléles peut étre différente entre deux groupes ethniques. L’absence d’un allele n’est
pas significative d’une non-responsabilité dans la pathologie : il est possible que I’allele soit tout
simplement absent du génome. Tout le pouvoir statistique d’une étude génétique tient donc gran-
dement dans le choix des groupes, des criteres d’inclusion et de positivité des tests réalisés (69).

Cela étant, certains génes ou groupes de génes ressortent de ces études, notamment ceux

impliqués dans la polarisation de la réponse immune vers un phénotype TH2 favorisant les réac-
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tions allergiques (70). Les mutations génétiques peuvent étre dues a des interactions géne-géne,

géne-environnement ou a des modifications épigénétiques.

Les interactions gene-gene sont une source de variabilité : une seule mutation n’a qu’un
impact mineur, alors qu’une combinaison de plusieurs mutations peut avoir un effet significatif

sur un phénotype.

Dans I’asthme par exemple, une synergie de mutations portant sur les génes codant pour
I’IL-4 (C-589T), I’lL-13 (C/T), I'IL-4R (A/C/G) et STAT6 (C/T) multiplie par 10.8 le risque
d’avoir un taux élevé d’IgE et par 16.8 le risque de développer de I’asthme (71). A I’inverse, la

simple mutation de I’IL-13 n’est pas associée a une augmentation du risque allergique (72).

Une étude allemande a testé 6 variants potentiellement fonctionnels des génes IL-4 (C-
590T), IL-13 (C-1055T et Arg130GIn) et IL-4R (lle50Val, Ser478Pro, GIn551Arg), susceptibles
d’augmenter le risque de sensibilisation a I’alimentation, aux mites, aux poils de chat et aux al-
lergénes extérieurs (73). Il apparait que le variant C-1055T de I’IL-13 est associé de maniére
significative a une augmentation du risque de sensibilisation aux allergénes alimentaires et exté-
rieurs. Cependant les effets du génotype TT de I’'lL-4 sur la sensibilisation aux allergénes ali-

mentaires sont différents suivant le génotype de I’IL-4R auquel il est associé.

Cela montre que certains variants jouent un role important dans le contréle de la réponse

IgE spécifique, et ce de maniere individuelle ou synergique.
11.1 Caractérisation de la composante génétique

Il existe deux approches méthodologiques, basées fondamentalement sur le méme prin-
cipe, permettant de détecter des facteurs génétiques de maladies : les études de liaison et les
études d’associations. Ces approches sont des outils puissants et complémentaires pour caractéri-
ser la composante génétique des maladies.

Généralement, on utilise dans un premier temps les études de liaison pour localiser des
régions chromosomiques pouvant contenir un gene expliquant une part de la variabilité du trait.

Puis, dans un deuxiéme temps, les études d’association pour préciser plus finement
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I’emplacement du géne ou du locus étudié. Un marqueur génétique peut apporter de

I’information, de maniére globale, a deux niveaux :

e Au niveau familial, si les alleles des deux loci se transmettent de fagon non indépendante
au cours des générations. On évalue I’indépendance de transmission des alleles a I’aide
d’une analyse de liaison génétique. Les marqueurs utilisés pour I’analyse de liaison sont
en général des marqueurs trés polymorphes comme par exemple les microsatellites.

e Au niveau de la population, s’il existe une association préférentielle (déséquilibre de liai-
son) entre les alléles du variant génétique causal et les alleles de marqueurs génétiques.
On évalue la force de cette association a I’aide d’une analyse d’association, qui est défi-
nie comme « I’analyse de I’association d’un variant avec le phénotype étudié par compa-
raison de la fréquence allélique du variant chez les cas et chez les témoins ». On utilise en

général des SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms).
11.1-1 Variation du génome

La caractérisation et la compréhension des variations génétiques constituent un véritable
challenge en génétique humaine tant pour les individus indemnes de toute pathologie que les
personnes malades. Les progrés n’ont été possibles qu’a partir du séquencage de I’ensemble du
génome et des avancées technologiques nécessaires a ces travaux. La variabilité génétique se
présente sous différentes formes en sachant que les consensus concernant sa nomenclature évo-
luent. Le niveau le plus simple est représenté par des variations d’une seule base nucléotidique
(A, T, G, C) correspondant aux substitutions nucléotidiques ou en langage anglo-saxon ‘‘Single
Nucleotide Polymorphism’” ou SNP. Les variations de structure se caractérisent par toute varia-
tion entre les individus qui ne sont pas des SNPs. On distingue les séquences répétées (mini ou
micro-satellites ou VNTR pour ““variable number of tandemrepeats’’) et les insertions/délétions
(InDel) correspondant a la présence/absence d’une ou plusieurs bases alors qu’elles ne sont pas
présentées dans un autre génome et dont la taille est inférieure a 1 kilobase (kb). Les altérations
de structure correspondent aux délétions,duplications, insertions, inversions et translocations.
Les variations de structures peuvent ainsi modifier la quantité d’ADN comme les CNV (copy

number variant), qui intéressent des fragments d’ADN de plus de 1 kb(74).
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Les SNPs peuvent étre estimés a environ 11 millions répartis au sein du génome et sur-
viennent toutes les 100 a 300 paires de bases. Pour ces SNPs, on peut définir des variants rares
qui correspondent a moins de 1% de la population. On peut estimer a 7 millions de SNPs, le
nombre de SNPs dont I’allele mineur a une fréquence supérieure a 5%. Il est important de noter
que les différences entre individus se porteront sur des variations reconnues comme fréquentes
plutdt que rares. Ainsi pour un individu donné, la majorité des variations seront situées a la
méme position que pour la majorité de la population. Cela estprobablement en rapport avec le
fait que des altérations du génome compatible avec lavie seront présentées par une majorité
d’individus(74).

L’analyse des SNPs sur des génomes entiérement séquencés (2 européens, 1 asiatique)
montre que sur environ 3 a 4 millions de SNPs, 67% sont communs aux 3 génomes, 52% com-

muns a au moins 2 génomes et 30% propres a chaque individu.

Plusieurs SNPs localisés a une distance proche peuvent étre corrélés entre eux, présentant
un déséquilibre de liaison (LD, du terme anglo-saxon, linkage of desequilibrum). Les projets
internationaux comme HapMap visent a établir des groupes de SNPs hautement corrélés qui sont
donc transmis ensemble. L’intérét est donc de définir ces LD qui pourraient permettre de ne re-
chercher que quelques SNPs “‘taggés’” et connaitre ainsi la majorité des SNPs. Cela pourrait
permettre de réduire le nombre de SNPs ayant une fréquence allélique supérieure a 5% a 550.000
SNPsen LD (74).

Les SNPs peuvent étre « synonymes », ne modifiant pas la séquence protéique. Lors-
qu’ils sont situés dans une région codante, ils peuvent altérer la séquence d’aminoacide et poten-
tiellement impacter la structure ou la fonction de la protéine traduite, ils sont alors appelés non-
synonymes. Ces derniers pourraient étre représentés plus de 50% des mutations connues et pour-
raient étre impliqués dans les maladies héréditaires. De larges études de populations comparant
les fréquences de ces polymorphismes au sein de plusieurs populations, notamment porteuses
d’un trait phénotypique, permettent d’identifier un SNP en tant que facteur de risque du trait
phénotypique considéré (75).
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11.1-2 Analyses d’association génétique

La recherche d’associations, entre des marqueurs génétiques et des maladies, est une des
voies possibles pour identifier des génes de susceptibilité aux maladies. La technique d’étude est
relativement simple : on compare la fréquence d’un marqueur génétique chez les sujets atteints et
chez les témoins (étude cas-témoins). L’analyse statistique est fondée sur le tableau de contin-
gence ou figurent, pour les cas et les ttmoins, les fréquences de chaque génotype ou de chaque
allele au locus considéré. Le marqueur utilisé peut étre un polymorphisme sans relation causale
avec la pathologie ou bien un polymorphisme d’un géne candidat.

Un résultat positif (différence de distribution allélique entre les cas et les témoins) sug-
gére que le marqueur est soit directement impliqué, soit en déséquilibre de liaison avec une ou

plusieurs variation(s) génétique(s) causale(s) (76).

Ces derniéres années nous avons assisté a une véritable explosion des études
d’association a grande échelle, permettant une recherche exhaustive des polymorphismes géné-
tiques pouvant étre impliqués dans les mécanismes biologiques a l'origine de traits complexes.
Ceci s’est fait en paralléle avec les progres techniques de la biologie moléculaire, qui ont large-
ment contribué a la diminution a la fois du co(t et du temps de génotypage. Bien qu’une grande
partie des régions chromosomiques identifiées ne contiennent pas de genes codant des protéines
(moins de 5% du génome code des protéines), ces études ont permis de révéler de nouveaux

génes candidats potentiels pour de nombreuses maladies (76).
11.1-2-1 Notion de déséquilibre de liaison

Un déséquilibre de liaison entre deux loci est défini par I’existence d’une combinaison
d’alleles a ces loci plus fréquente que celle attendue sous I’hypothése d’indépendance. Deux
marqueurs génétiques en déséquilibre de liaison sont en général trés proches sur le méme chro-
mosome (76), mais nous ne pouvons détailler le déséquilibre de liaison sans parler de I’équilibre
de Hardy-Weinberg.

La théorie de I'équilibre de liaison a été développée au début du 20e siecle par Godfrey
Hardy, un mathématicien anglais, et Wilhelm Weinberg, un médecin allemand. lls ont montré

qu'a partir d'une population idéalisée, c'est-a-dire d'une population d'appariements aléatoires, en
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absence des forces de I'évolution, les fréquences d'allele et les fréquences de génotype demeure-
ront constantes de génération en génération. La loi de Hardy-Weinberg de I'équilibre génétique
fournit un modele mathématique permettant d'analyser des changements de fréquence d‘alléle
durant I'évolution dans une population, en examinant les relations entre des fréquences relatives

de deux ou plusieurs alléles.

A contrario, on appelle déséquilibre de liaison (noté LD), le paramétre qui mesure I'écart
a l'association aléatoire de deux alléles situés a des loci différents sur les gametes. Il mesure le
degré de dépendance statistique entre deux caracteres, qui sont ici les alléles a deux loci diffé-

rents au sein d’une méme population et dans la méme génération.

Toutefois, il est important de souligner que l'existence d'un déséquilibre de liaison entre
deux loci n'implique pas une liaison génétique entre les deux loci, et que la mise en évidence
d’une association n’est pas synonyme de relation de causalité, ce qui implique en général la dé-
monstration cellulaire et biochimique du mécanisme d’action de la variation étudiée. Si la popu-
lation témoin est suffisamment importante et représentative, il est possible de calculer le risque
relatif de présenter la pathologie en fonction de I’état homozygote ou hétérozygote de I’alléle en

guestion.

Les études d’association sont particulierement intéressantes lorsqu’il existe plusieurs loci
impliqués et que I’effet quantitatif de chaque alléle délétere est trop faible pour étre facilement
analysé par une étude de liaison familiale. La probabilité de détecter une association dépend de
I’intensité du déséquilibre de liaison entre le marqueur et la variation causale, de la fréquence de
la variation dans la population, de I’effet observable de la variation (sa pénétrance) sur la patho-
logie, et enfin de la distance génétique entre les marqueurs et le locus impliqué dans la maladie
lorsqu’on ne se référe pas directement au géne candidat.

Dans ces conditions, un résultat négatif ne permet pas d’exclure le réle d’un locus. Il se
peut en effet qu’il ne soit pas en déséquilibre de liaison avec une variation morbide, méme tres
proche. De méme, une mutation a effet biologique fort et plus généralement une variation géné-
tique, mais rarement représentée dans la population, peut aboutir a un test statistique négatif et

passer inapergue.
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A partir du moment o0, dans une étude, on se base sur des hypothéses, il faut se mettre
des barrieres a ne pas dépasser pour étre vraisemblablement exact dans ses calculs. Ces barriéres
seront appelées dans le cas présent I’intervalle de confiance.

L'intervalle de confiance (IC) a 95% est un intervalle de valeurs qui a 95% de chance de
contenir la vraie valeur du parameétre estimé. Avec moins de rigueur, il est possible de dire que
I'IC représente la fourchette de valeurs a I'intérieur de laquelle nous sommes certains a 95% de
trouver la vraie valeur recherchée. L'intervalle de confiance est donc I'ensemble des valeurs rai-
sonnablement compatibles avec le résultat observé (I’estimation ponctuelle). Il donne une visua-

lisation de I’incertitude de I’estimation.
11.1-2-2 Etudes d’association cas-témoins

Parmi les interactions possibles entre phénomenes liés a la santé et processus démogra-
phique, il en est une que I’on peut rencontrer en épidémiologie génétique dans le cadre des

études d'association entre un gene — ou un marqueur génétique — et une maladie.

Une méthode classique pour aborder ce type d'étude est la méthode cas-témoin qui con-
siste @ comparer un échantillon de malades atteints de la maladie étudiée (pour laquelle on
s’interroge et on recherche une éventuelle cause génétique) et un échantillon de personnes non
malades comparables, ayant globalement les mémes caractéristiques (d'age, d'origine ethnique,

etc.).

Si I'on décele qu'un marqueur génétique spécifique est beaucoup plus représenté (voire
systématiquement présent) chez les individus malades et peu représenté (voire absent) chez les
individus sains, la mesure statistique peut conclure a une association entre ce marqueur génétique
et la maladie. Ce type d’enquéte et de méthodologie suppose implicitement que cas et témoins

soient issus d'une population homogéne.

Cette méthode a soulevé une polémique par rapport au risque de biais qui lui était lié. En
effet, si jamais il existait un effet de « structure » non connu de la population (ou effet de « strati-
fication » selon le vocabulaire des épidémiologistes), la population supposée homogéne d'ou sont
tirés les échantillons étant, en fait, un mélange de deux ou plusieurs populations aux caractéris-

tiques trés différentes. Les résultats des tests statistiques d'association pourraient étre biaisés et
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conclure a tort a une association, le facteur ethnique ou « sous-population » jouant dans ce cas
comme un facteur de confusion dans I'étude de l'association géne-maladie. Afin de contourner ce
probléme, on peut avoir recours a des tests statistiques qui tiennent compte de la possible stratifi-

cation des populations étudiées (76).

Ce probléme est important en pratique dans des pays ou les populations sont composées
de nombreuses communautés différentes, restées relativement fermées, et ou les échantillons qui

en sont issus sont susceptibles d’étre trés hétérogenes.

Statistiquement parlant, dans une étude cas-témoins, nous allons remplacer le risque rela-
tif par I’Odds Ratio (OR). L’Odds Ratio (OR) ou « rapport des cotes » est le rapport de I’odds de
I’événement (sa cote) dans le groupe traité divisé par I’odds de I’événement dans le groupe con-
tréle (77). L’Odds est égale ac=r/ (1 —r) ou r est la fréquence de I’événement. Ainsi un Odds
est le rapport du nombre de patients n présentant I’événement, rxn, divisé par le nombre de pa-
tients ne présentant pas I’événement, (1-r) xn. Par exemple, un odds de 0,25 correspond au rap-
port 2/8 et signifie que pour 2 patients présentant I’événement, 8 ne le présentent pas
(0,25=2/8=r/(1-r)). Dans la méme situation, le risque est 0,20 (2/10). Un Odds peut aussi étre
interprété de la fagon suivante : dans un groupe, pour 100 patients ne présentant pas I’événement
étudié, 100xc le présentent.

Il faut cependant prendre garde aux faux positifs qui découlent d’un biais de sélection des
cas et des témoins, dont la sélection peut étre inappropriée parce qu’ils different par I’age, la ré-
partition des sexes et des groupes ethnigques, ou la présence d’une autre pathologie associée au
critere de choix - autant de parametres susceptibles d’entrainer des différences de fréquences

génotypiques non attribuables a la pathologie (76).
11.1-3 Choix de marqueurs et stratégies d’études

La recherche et la caractérisation des déterminants génétiques impliqués dans les mala-
dies génétiques "complexes™ ont été initiées dans la décennie 1990 par des travaux qui ont con-
cerné, entre autres, le diabéte de type 2. Compte tenu de la multiplicité des locus potentiellement
impliqués, les méthodes employées dans les maladies monogéniques ont duétre adaptées a
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I'6tude de I'hérédité polygénique. On retiendra de cette époque deux méthodes majeures : la stra-

tégie géne candidat et I'approche génome entier (Genome Wide Scan).
11.1-3-1 Approche géne candidat

Cette stratégie consiste a rechercher et analyser les variants génétiques dans des genes
dont la fonction pourrait jouer un réle dans la pathologie en question. Elle repose sur une bonne
connaissance de la physiologie et de la fonction du géne mis en examen et de ses interactions
avec les autres partenaires impliqués dans la méme voie métabolique qui pourrait étre incriminée

dans la pathologie.

Les génes impliqués dans la réponse immunitaire et l'inflammation ont été candidats dans
le cadre de I’asthme. Une fois le ou les variants génétiques identifiés (en général par séquencage
direct de I'ADN de sujets atteints et de sujets non atteints) il reste a conclure sur chacun quant a

son r6le (ou son absence de réle) dans la maladie génétique complexe.

Comme dans une maladie complexe chaque variant génétique ne posséde qu'un effet mi-
nime sur la variation du trait phénotypique et donc sur la survenue ou non de la maladie, cette
phase nécessite une approche épidemio-génétique sur des groupes importants de patients atteints

et de sujets témoins indemnes de la maladie (études cas-témoins).

La question posée étant : le variant génétique est-il plus fréquent chez les sujets présen-
tant la maladie que chez les témoins ? La réponse a cette question ne peut étre objectivée que par
un test statistique de comparaison de fréquences au risque 5%, dans cet exemple, un test du chi2.
Si la réponse est oui, on est en droit de conclure (au risque de 5%) que le variant en question est
I'un des déterminants génétiques de la maladie, ou bien il est en déséquilibre de liaison génétique

avec l'un des déterminants génétiques de la maladie.

N'ayant aucune information objective et biologique quant au retentissement du variant
génétique sur la fonction du géne et sur la maladie, nous ne pouvons a ce stade que constater
qu'il existe une association significative au sens statistique entre la présence du variant génétique

et la présence de la maladie. C'est pourquoi ces analyses sont appelées analyses d’association.
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Ces approches gene candidat qui ont mis en évidence de nombreux variants génétiques
impliqués dans des maladies génétiques complexes, présentent le défaut de ne pouvoir cibler et
analyser que les génes connus dont la fonction est évidemment connue et qui présentent un rap-

port a priori évident avec la pathologie (76).
11.1-3-2 Etude de ségrégation : « genome wide approaches »

Il s’agit d’études de ségrégation, utilisant une panoplie de marqueurs sur la totalité du gé-
nome : les génes de susceptibilité sont localisés, mais leur fonction n’est pas connue. Ce type
d’études permet de générer de nouvelles hypotheses concernant les genes, mais nécessite énor-
mément de statistiques pour étre significatif. De plus, les liens entre les alleles trouvés et la pa-
thologie ne sont pas toujours faciles a mettre en évidence.

Genome wide linkage studies

Un locus supposé responsable de la pathologie est recherché au sein d’une famille dont
deux individus sont touchés par la pathologie. Cette technique permet de découvrir des régions
nouvelles, mais ces régions sont souvent tres étendues et les alléles a risque avec des répercus-

sions modestes sur la pathologie ne sont pas détectés.
Genome wide association studies (GWAS)

Il s’agit d’'une méthode de plus en plus utilisée, car trés précise. Les variations les plus
communes du génome sont « taggées » par des marqueurs de maniere trés précise, mais ces al-

Ieles ne sont pas nécessairement les plus impliqués dans la pathologie.
Etudes de re-séquencage

Cette méthode part du principe que des alléles rares (avec un effet plus important sur le
risque de pathologie que les variants communs) expliquent une portion significative du risque
génétique pour les pathologies communes. Le re-séquencage s’effectue sur un large échantillon

d’individus, pour trouver des alleles rares non « taggés » par la méthode GWAS.

Les genes potentiellement impliqués dans la pathologie doivent étre répliqués pour véri-
fier que leur association pendant I’étude n’est pas uniquement le fruit du hasard.
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Toutes ces techniques ne sont évidemment pas exclusives. Selon le type de géne étudié

(allele rare ou commun), I’une ou I’autre des méthodes peut étre utilisée (78).
Par exemple (69) :

- GWAS pour connaitre la fréquence de chaque gene étudié chez les sujets témoins et les sujets a

étudier
- Réplications, méta-analyses pour connaitre I’importance des alléles dans la population
- Etudes fonctionnelles et biologiques.

CHAPITRE 111 :Polymorphismes génétiques et variabilité de I’expression phénotypique

des cytokines IL-4 et IL-13 dans I’hypersensibilité aux béta-lactamines

Les béta-lactamines, antibiotiques les plus largement prescrits, sont trés fréquemment
impliquées dans la survenue des hypersensibilités médicamenteuses, en particulier immédiates.
De nombreuses études ont évalué I’existence d’un terrain génétique sous-tendant ces réactions

d’hypersensibiliteé.

La premiere étude qui a évalué le terrain génétique de patients ayant présenté une
hypersensibilité aux béta-lactamines est celle de Romano et al. Cette étude a évalué les génes du
CMH chez des patients ayant présenté une hypersensibilité retardée aux béta-lactamines. Bien
que menée sur une cohorte de petite taille, 24 patients comparés a un grand nombre de témoins
(522 individus), cette étude a mis en évidence une forte prévalence des HLA2 et DRw2 avec des
OR respectifs de 6.76 et 9.28 (79).

Qiao et al. ont étudié plusieurs génes de susceptibilité pour les hypersensibilités aux béta-
lactamines. Leur cohorte est majoritairement constituée de patients avec allergie immédiate aux
béta-lactamines. En premier lieu, ils ont testé un polymorphisme du géne codant pour le récep-
teur de haute affinité des IgE, FceRI chez 158 patients chinois ayant présenté majoritairement
des hypersensibilités immédiates aux béta-lactamines. En effet, FceRI est associé a I’asthme ato-
pique et a la production d’IgE spécifique. De plus, les IgE sont suspectées d’étre impliqués dans

les mécanismes physiopathologiques des hypersensibilités aux béta-lactamines. Les auteurs ont
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montré une association entre ce polymorphisme et la présence d’IgE spécifiques. Ceci serait la

confirmation du réle des IgE et de leur récepteur dans I’apparition d’une hypersensibilité (80).

Cette méme équipe a ensuite étudié des polymorphismes cytokiniques et leur association
avec I’hypersensibilité aux béta-lactamines. lls ont tout d’abord évalué les polymorphismes de
I’IL-4 et de I’IL-4Ra. En effet, I’'IL-4 joue un réle clé dans la production d’IgE par les lympho-
cytes B et son récepteur a un réle pivot dans la voie de I’IL-4, la production d’IgE et le dévelop-
pement d’une immunité Th2. La population étudiée comprenait 156 patients avec hypersensibili-
té aux béta-lactamines, majoritairement de type immédiat et 88 contrdles. Les auteurs ont montré
I’association du polymorphisme testé de I’IL4Ra étudié (Q576R) avec I’hypersensibilité retardée

aux béta-lactamines mais également avec des taux d’IgE spécifiques augmentés (81).

La méme équipe a montré sur une plus large cohorte de 242 patients I’association de 2
polymorphismes du géne codant pour le récepteur de I’'lL-4 avec I’hypersensibilité aux béta-
lactamines. Dans cette étude, le génotype AA du polymorphisme Q576R de I’IL-4RA était asso-
cié a un risque accru d’hypersensibilité aux BL (P=0,005), a la présence de tests positifs et a un
taux IgE élevé. Le génotype AA du polymorphisme 175V était quant a lui associé a un risque
augmenté d’urticaire (P=0,049). Ces données étaient confirmées par I’analyse des haplotypes
(82).

L’IL13 étant un cofacteur de I’IL4, Yang et al. ont étudié un polymorphisme de I’'lL-13 et
2 polymorphismes de la région intergénique entre les genes codant pour ces 2 cytokines chez 158
patients et 89 contrdles. Au cours de cette étude, ils ont montré I’association entre les 2 polymor-

phismes intergéniques et la présence d’IgE spécifiques (83).

Plus tard, cette équipe a testé des polymorphismes du gene STAT6 impliqué dans la voie
de signalisation de I’IL-4. lls ont identifié une association entre le génotype majoritaire et le
risque d’hypersensibilité aux béta-lactamines, en particulier, le risque d’hypersensibilité immé-
diate. Les auteurs n’ont pas retrouvé d’association entre les polymorphismes testés et la présence
d’IgE spécifiques (84).

Cette équipe avait également testé I’association entre 2 polymorphismes du promoteur de
I’IL10 (-1082 G/A et -819 C/T) et I’hypersensibilité aux béta-lactamines chez 102 patients et 86
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contrbles. lls ont montré une fréquence significativement plus faible de I’allele rare du polymor-
phisme -1082 C/T chez les patients présentant une hypersensibilité avec IgE spécifiques élevées
et une fréquence significativement plus faible de I’allele rare du second polymorphisme chez les

patients avec hypersensibilité et IgG spécifiques (85).

Ils ont également testé 2 polymorphismes du promoteur du géne codant pour I’1L18 chez
606 patients chinois Han et 614 sujets controles. La trés grande majorité de ces patients avaient
présenté une allergie immédiate aux béta-lactamines. Dans cette étude, le génotype minoritaire
pour le polymorphisme -607 A/C était significativement plus fréquent chez les patients que chez
les contrOles. Le risque relatif de présenter une hypersensibilité aux béta-lactamine en présence
de I’alléle A pour ce polymorphisme était de 1,51 (IC: 1,28-1,78). Pour le second polymor-
phisme testé (-137 G/C),I’allele minoritaire, C, était significativement associé avec le risque
d’HS aux BL (OR=1,79,IC : 1,40-2,28). Ces données étaient confirmées par I’analyse des haplo-
types (86).

Guglielmi et al. ont testé I’association entre des polymorphismes de génes codant pour
des cytokines ou leurs récepteurs : IL-4, IL-13, IL-10, STATS6, IL-4Ra, IL-21R, IFNR1, IFNR2
et FceRIB. Au cours de cette étude cas-témoin, 44 patients frangais ayant présenté une allergie
immédiate démontrée aux béta-lactamine et autant de témoins ont été recrutés. Seuls un variant
du récepteur de I’IL-4 et 2 variants localisés dans le promoteur de I’IL10 ont été identifiés
comme associés avec I’hypersensibilité immédiate (HSI) aux béta-lactamine chez des femmes
atopiques. Chez ces patientes, la présence de I’allele rare pour 2 promoteurs de I’IL10 (-819 et -
592) augmentait le risque d’HSI (OR=175, IC : 1,26-533,07) de méme que la présence de
I’allele rare pour le polymorphisme 175V du récepteur de I’'lL-4 (OR=5,4, IC : 1,16-27,7). Ce
dernier polymorphisme avait en revanche un effet protecteur chez les hommes atopiques. Le po-
lymorphisme étudié du récepteur de I’lL-4 semble influencer I’activation de STATS6, sa prolifé-
ration et I’activité transcriptionnelle du promoteur Ie en réponse a une stimulation par I’IL-4. Les
2 polymorphismes de I’IL-10 localisés au niveau de son promoteur sont, a I’inverse, respon-
sables d’une plus faible expression de L’IL-10. Or, IL-10 est une cytokine inhibitrice tandis que

L’IL-4 est une cytokine activatrice (87).
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Apter et al. ont évalué des polymorphismes de genes codant pour différentes cytokines
impliquées dans I’hypersensibilité immédiate (IL4, IL4R, IL10) et d’un géne codant pour une
bétalactamase impliquée dans le métabolisme des béta-lactamines (LACTB), chez des patients
blancs américains déclarant avoir présenté une allergie immédiate aux béta-lactamine. Parmi 23
cas et 39 témoins, ces auteurs ont pu identifier I’influence de 3 SNP de I’IL-4 sur I’allergie im-
médiate aux béta-lactamine, dont 2 confirmés par I’analyse multivariée : rs100624446 et
rs11740584 avec des OR a 6,21 pour chacun de ces SNP. Dans cette étude, I’influence de I’'un
des polymorphismes de LACTB (rs2729835) dans un modele multivarié n’était que marginale
(88).

Cornejo-Garcia et al. ont réalisé une étude portant sur plusieurs polymorphismes de
I’IL13, IL4, ILARA, STAT6, LACTB et du TNF a dans une cohorte de 340 patients et autant de
contrdles d’origine espagnole. Le taux d’IgE était associé avec les polymorphismes des génes
ILARA, IL4 et IL13.L’un des polymorphismes de I’'IL4RA et de LACTB étaient associés avec la
présence d’IgE spécifiques dirigés contre des pneumallergenes. Enfin, le polymorphisme de
LACTB était associé avec la présence d’IgE spécifiques dirigés contre les béta-lactamines.

Au cours de cette étude, la prévalence de I’atopie était élevée chez les patients avec hy-
persensibilité aux béta-lactamines. Pour expliquer I’association entre ces 2 pathologies et la pré-
valence élevée dans cette cohorte a la fois d’IgE anti-béta-lactamine et anti-acariens, les auteurs
émettaient deux hypothéses : (i) une sensibilisation aux acariens stimulant la production d’IL4 et
de facon conséquente d’IgE spécifique des BL ; (ii) une possible homologie de structure entre les

protéines allergisantes des acariens et les hapténes sensibilisantes des béta-lactamines (89).

Dans une cohorte de 210 patients italiens ayant présenté une allergie immédiate aux BL,
Guéant-Rodriguez et al. ont également évalué les polymorphismes de I’IL13 ainsi que du récep-
teur de I’IL4. L’allele majoritaire pour les polymorphismes de I’'lL-4Ra 150V et Q551R était

significativement associé a I’hypersensibilité aux BL (P=0,027 et P=0,015 respectivement).

Ces mémes polymorphismes ainsi que le polymorphisme R130Q de I’IL-13 étaient asso-
ciés a un taux élevé d’Ige (P=0,002, P=0,042 et P=0,020 respectivement). La combinaison de
I’allele le moins fréquent du polymorphisme de I’IL-13 et de I’un des polymorphismes majori-
taires de I’IL-4Ro était associée au risque d’hypersensibilité (OR=2,9, IC : 1,5-54). A I’inverse,
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I’association de I’allele majoritaire de I’IL13 et de I’un des alléles minoritaires de I’IL-4Ra avait
un effet protecteur (OR=0,5, IC : 0,4-0,8). Ces associations plaident pour un réle complémentaire
de ces 2 genes dans les mécanismes allergiques IgE médiés. La forte prévalence d’un taux d’IgE
augmenté chez les patients présentant une allergie immédiate aux béta-lactamines faisait égale-

ment discuter le lien entre ce type d’hypersensibilité et I’atopie (90).

Récemment, une approche GWAS “Genome Wide Association Study” publiée par
Gueant et al, menant une étude d'association a I’aide d’une puce SNP Immunochip, cette puce
préte a I’emploi contient environ 200000 SNP choisis par un groupe d’experts sur le theme de
I’immunologie (91). Cependant, on doit souligner que cette étude n'était pas une étude complete
du génome parce que I'lmmunochip ne couvre que des génes candidats liés a I'immunité.
Comme le montre le tableau .3, plusieurs études suggeérent que les genes des cytokines pro-
inflammatoires tels que I’IL-4R, IL-4, IL-13 sont impliqués dans les réactions béta-lactamines
IgE médiées (92).

Parmi ces études, plusieurs ont recensé les polymorphismes identifiés sur le géne du ré-
cepteur a I’IL-4 et sur le géne de I’lL-13 (89,90). Parmi ceux-ci, les génes candidats sélectionnés
pour la présente étude, a partir des données bibliographiques, ont montré une relation avec des
variations des taux d’IgE dans différentes populations, a savoir IL-13 Argl30GIn, IL4R
lle50Val, IL-4R Ser478Pro, etlL-4R GIn551Arg.

Awu total, si des associations ont été montrées, peu ont été confirmées par plusieurs études.
La difficulté d’interprétation de ces résultats tient tout d’abord au fait que les populations étu-
diées sont d’origines ethniques différentes (patients européens ou américains, caucasiens ; pa-
tients asiatiques, chinois). De plus, les critéeres d’inclusion peuvent varier (hypersensibilité
rapportée par le patient, tests cutanés positifs, IgE spécifiques positives, hypersensibilité immé-
diate définie sur le délai de réaction), de méme que la présentation clinique ou le mode de con-
firmation diagnostique (tests cutanés ou in vitro). Enfin, le choix des polymorphismes testés pour
un gene donné est rarement le méme entre 2 équipes différentes (tableau 3).
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Tableau 3. Etudes d’associations génétiques dans I’allergie aux béta-lactamines (BL) (92).

Auteur, Année, Région géo- Type d’étude | Nombre | définition des | Nombre de | Définition des
Journal graphique et approche de cas cas controles contr6les
(Huang et al., Chine Cas-témoins 242 Allergie BL 240 Controles sains
2009,Eur J Clin (géne candidat)

Pharmacol)

(Gao et al., 2008, Chine Cas-témoins 144 Allergie BL 88 Controles sains
Eur J Clin Phar- (géne candidat)

macol)

(Gueant-Rodriguez Italie Cas-témoins 167 Allergie BL 260 Contrdles sains
et al., 2008, Phar- (géne candidat)

macogenomics J)

(Apter et al., 2008, USA Cas-témoins 23 Allergie BL 39 Contrdles sains
J Allergy Clin (géne candidat)

Immunol)

(Qiao et al., 2007, Chine Cas-témoins 102 Allergie BL 86 Controles sains
Eur J Clin Phar- (géne candidat)

macol)

Guglielmi et al., France Cas-témoins 44 Allergie BL 44 Contrdles sains
2006, Allergy) (géne candidat)

(Yang et al., 20086, Chine Cas-témoins 113 Allergie BL 87 Contrdles sains
Chin Med J (Engl)) (géne candidat)

(Gueant-Rodriguez Italie Cas-témoins 210 Allergie BL 265 Controles sains
et al., 2006, Phar- (géne candidat)

macogenet Geno-

mics )

(Yang et al., 2005, Chine Cas-témoins 158 Allergie BL 89 Contrdles sains
Eur J Clin Phar- (géne candidat)

macol)

(Qiao et al., 2005, Chine Cas-témoins 245 Allergie BL 101 Contrdles sains
Allergy) (géne candidat)

(Qiao et al., 2004, Corée Cas-témoins 448 Allergie BL 101 Controles sains
Allergy) (géne candidat)

(Jean-Louis Espagne Cas-témoins 436 Allergie BL 1218 Controles sains
Gueant et al.,2015, (géne candidat)

Allergy Clin Im-

munology)
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I. SUJETS, MATERIELS & METHODES

1.1. Patients et témoins

Cette étude a porté sur une série de 199 patients avec un antécédent d’allergie immédiate
(moins de 1 h apres la prise médicamenteuse) a au moins une béta-lactamine. Cette population a
été recrutéeentre 2012-2015. Les patients avaient présenté une réaction allergique a une pénicil-
line ou une céphalosporine et présenté une allergie immédiate diagnostiquée sur la base de tests

cutanés.

Le groupe témoin était constitué de 99 volontaires appariés en age et en sexe avec les pa-
tients, en I’absence d’antécédent personnel ou familial d’allergie, y compris les allergies médi-
camenteuses (immédiate ou non), maladies respiratoires ou dermatologiques. De plus, les sujets

présentant un taux d’IgE sérique totales supérieur a 100U/l ont été exclus.

La majorité des individus ont été recrutés au niveau de I’établissement public de santé et

de proximité (EPSP) Kais, wilaya de Khenchela.

Tous les cas étudiés dans ce travail (patients et témoins) ont été choisis de la méme popu-
lation. Tous les individus participant a cette étude ont signé un consentement éclairé (annexe 3)
conformément aux principes de la déclaration d’Helsinki. Les caractéristiques cliniques et biolo-

giques des groupes de patients et contréles sont résumées dans le tableau 4.
1.2. Matériels et Méthodes
1.2.1 Conditions de prélevement des échantillons sanguins :

Le sang des patients et témoins a été prélevé, centrifugé, le sérum et le culot cellulaire ont

été séparés et congelés a -20°C jusqu’a la réalisation des dosages des immunoglobulines E et

I’extraction de I’ADN en vue de la recherche des polymorphismes.
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Tableau 4. Caractéristiques cliniques des patients et controles.

Characteristiques Patients, n=199, Contrdles, n=99, valeur-P
Mean + SD Mean + SD
Et nombre de cas Et nombre de contrdles
(%, 95% intervalle de (%, 95% intervalle de confian-
confiance) ce)
Age 39.48 + 15.72 35.78 + 11.78 0.1023
Sexe masculin 65 (32.7, 26.5-39.4) 29 (29.3, 21.2-38.9) 0.5554
Sexe féminin 134 (67.3, 60.5-73.5) 70 (70.7,61.1-78.7)
IgE total sérique 187 +94.55 41 £ 35.7 <0.0001
IgE >100 152 (76.3, 70.02—81.75) 11 (11.11, 6.31-18.81) <0.0001
Histoire personnelle de
I’Allergie 53 None
Urticaire 19 None
ShocAnaphylactique 15 None
Asthme 19 None

1.2.2 Extraction d’ADN génomique et dosage :

L’extraction d’ADN est une étape incontournable pour chaque manipulation en biologie

moléculaire.
1.2.2-1 Protocole

Le protocole suivi est celui de la technique au NaCl aussi appelée « salting out » qui con-
siste a traiter uniqguement le lysat cellulaire par une solution saline afin d’éliminer les protéines

fixées a I’ADN (93). Cette technique se déroule en trois étapes :
Lyse des hématies

Au volume de sang (300ul) prélevé sur EDTA, sont ajoutés a 900ul de solution hypoto-
nique TKM 1 [Tris/HCI (10mM) pH 7.6, KCI (10mM), MgCl2(10mM), EDTA (2mM)], et 50ul
de 1x Triton-X. Les tubes sont placés dans le bain-marie pendant 5 minutes et centrifugés a 8000

tours/minute durant 3 minutes. Cette opération est renouvelée 2-3 fois aprés élimination du sur-
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nageant, et la quantité du 1x Triton-X est diminuée jusqu’a la lyse compléte des hématies et

I’obtention d’un culot lymphocytaire blanchatre.
Lyse des lymphocytes

Le culot lymphocytaire obtenu est additionné a 300ul de TKM2 (solution de lyse des
globules blancs) [Tris/HCI (10mM) pH 7.6, KCI (10mM), MgCI2 (10mM), EDTA (2mM), NaCl

(0.4M)], ainsi que 40uL de 10% SDS. Le mélange est mis en incubation au bain-marie a 37°C

pendant 5 minutes. 100ul d’NaCl 6M sont ajoutés, puis les tubes sont vortexés afin de précipiter

les protéines.
Précipitation de I’ADN

Le surnageant obtenu est récupéré dans un autre tube puis additionné de 300l
d’isopropanol afin de précipiter I’ADN, les tubes sont centrifugés pendant 10 minutes a 8000
tours/minute. Apres élimination du surnageant, 300ul d’éthanol a 70% sont ajoutés et mixés soi-
gneusement pour éliminer les excés des sels. A la fin, les tubes sont centrifugés pendant 5 mi-
nutes a 8000 tours/minute, le surnageant est éliminé pour laisser L’ADN séchera température
ambiante. 50ul de TE [Tris/HCI (10mM) pH 8.0, EDTA (1mM)] sont ajoutés pour resuspendre
I’ADN.

1.2.2-2 Dosage de I’ADN (vérification de la qualité et la quantité d’ADN)

La concentration en ADN génomique était contrélée au Nanodrop 1000 (Thermo scienti-
fic). Les courbes d’absorption étaient analysées. L’absorption doit étre mesurée a 260nm afin de
quantifier la concentration de I’ADN, ainsi qu’a 280nm dans le but d’évaluer le taux de pro-
téines. Le rapport DO260/D0O280 nous permettra de définir la pureté de I’ADN, qui doit étre
compris entre 1,5 et 2. L’intégrité et la qualité de I’ADN genomique (200 ng) étaient vérifiées a
I’aide du profil de migration électrophorétique sur gel d’agarose 2%. L’ADN extrait était stocké

a -20°C avant la realisation des analyses génétiques.
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1.2.3 Choix des genes et des SNPs

Le choix des quatre SNPs des genes (IL-4Ra lle50Val rs1805010, IL-4Ra Ser478Pro
rs1805015, IL-4Ro GIn551Arg rs1801275 et IL-13 Arg130GIn rs20541) est basé sur les données
publiées antérieurement dans les études d’association avec les allergies aux béta-lactamines de
type « genes candidats » ou encore des études dites du génome entier « GWAS : Genome Wide
Association Study » (83,84).

1.2.4 Analyse du polymorphisme des génes IL-4RA et IL-13 : Génotypage par PCR en-

temps réel

Le génotypage des quatre polymorphismes a été réalisé avec un test de discrimination al-

Iélique par sondes fluorescentes en temps réel (TagMan®, LifeTechnology) (tableau 5).

La réaction de polymérisation en chaine des échantillons (PCR) est réalisée sur une ma-
chine de PCR en temps réel «Bio-Rad CFX Connect Real-Time PCR instrument» (Bio-Rad La-
boratories, Hercules, CA, USA) selon le protocole du fabricant. Les conditions de PCR sont les
mémes, quel que soit le polymorphisme étudié, seul le mélange des sondes fluorescentes est spé-
cifique de chaque polymorphisme (Assay). Le principe de la chimie TagMan® est détaillé dans

le paragraphe suivant.
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Tableau 5. SNPs et génes sélectionnés pour notre étude

SNP NCBI rs |Base Amorces Sondes
No change

IL-13 rs20541 |G>A |F:5-CTGCAAATA A allele: 5’-FAM-

Arg130GIn ATGATGCTTTCGA-3’ | GAGGGA-
R:5’- CAGTTCAACTGMGB-3’
CCAGTTTGTAAAG- G allele: 5’-VIC-
GACCTGCTCT-3’ GAGGGACGGTTCAACT-

MGB-3’

IL4ARA A>G |F5'CTACAGGTGACC |Gallele: 5" -FAM-

Ile50Val rs1805010 AGCCTAAC-3’ ACGTGTGTCCCTG- MGB-3
R:5’CCCACAGGTCCA |Aallele: 5’ -VIC-
GTGTATAGT-3’ ACGTGTATCCCTG-MGB- 3’

IL4ARA T>C |F: 5’-C GCAGGC | Callele: 5’-FAM-

Ser478Pro | rs1805015 AACCCTGCT TA-3’ CAGCAACCCCCTGAG-MBG-

R: 5°-GCA TCT CGG |3
GTT CTACTTCCTC-3’ |Tallele:5’-VIC- TTCAG-
CAACTCCCTGAG-MGB-3’

ILARA rs1801275 | A>G |F:5’CTCCGCCGAAAT |G allele: 5’-FAM-

GIn551Arg GTCCTC-3’ GGCTATCGGGAGTTT -
R:5’GCCTTGTAACCA | MGB-3’
GCCTCTCC-3 Aallele: 5’-VIC-
TGGCTATCAGGAGTTTG-
MGB-3’
1.2.4-1. Principe

La PCR en temps réel repose sur la détection et la quantification d’un marqueur fluores-
cent au cours de la réaction d’amplification. Le signal fluorescent est directement proportionnel a
la quantité de produits de PCR générés. En mesurant I’intensité de fluorescence émise a chaque
cycle, il est possible de suivre la formation des produits dePCR pendant la phase exponentielle
(phase au cours de laquelle la quantité de produits amplifiés est en corrélation directe avec la
quantité initiale de matrice)(94).

Les produits d’amplification peuvent étre détectés selon deux grands principes : par mar-

quage non spécifique avec des agents se liant a I’ADN double brin (Syber Green) et par mar-
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quage spécifique du produit de PCR a I’aide d’une ou deux sonde(s) fluorescente(s) (Sondes

TagMan® ou balises moléculaires) (94).

Nous avons utilisé ici deux sondes discriminantes, VIC et FAM. Dans ce cas de figure, la
PCR requiert deux amorces oligonucléotidiques pour amplifier la séquence d’intérét et deux
sondes TagMan® : I’une s’hybridant a I’alléle sauvage, I’autre a I’allele variant. Chaque sonde
TagMan renferme un fluorochrome a I’extrémité 5” spécifique de chaque type d’alléle (VIC ou
FAM), un quencher non fluorescent (NFQ) a I’extrémité 3’ et une molécule MGB (Minor Grove
Binder) qui s’insere dans le petit sillon de la double hélice formée par le duplex ADN cible—

sonde spécifique et le stabilise (figure 12).

1. Assay Components and DNATemplate
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Figure 12 : Schéma explicatif du principe de la technologie TagMan® (d’apres le protocole

TagMan® SNP Genotyping Assays, Applied Biosystems).

Cette stabilisation du complexe ADN cible-sonde va de pair avec la température de fu-
sion du complexe (Tm). Ainsi, le Tm d’une sonde parfaitement hybridée avec le produit de PCR
sera plus élevé que celui d’une sonde s’hybridant imparfaitement. Ce phénoméne est accentué

par I’utilisation du MGB qui va déstabiliser un duplex imparfait et donc faire chuter la Tm.
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Au début de I’élongation, les sondes spécifiques d’allele s’hybrident spécifiqguement a la
matrice, entre les deux amorces nécessaires a I’amplification. La proximité du fluorochrome et
du quencher empéche la détection de fluorescence. Au cours de I’étape d’élongation de la PCR,

la Taq polymérase dégrade la sonde hybridée, ce qui entraine une émission de fluorescence.

La discrimination allélique sera ensuite réalisée a I’aide d’un programme qui mesure la
fluorescence a chaque cycle de la PCR et qui permet la discrimination entre les deux alleles pré-
sents dans les échantillons testés. Par exemple, si la sonde FAM est spécifique de I’allele muté,
une augmentation de la fluorescence FAM exclusivement indiquera une homozygotie pour
I’allele variant, une augmentation de VIC exclusivement rendra compte de la présence d’un ho-
mozygote sauvage ; et une augmentation des 2 signaux de fluorescence marquera la présence

d’un individu hétérozygote présentant chacun des deux alléles recherchés.
1.2.4-2. Protocole

Cette technique a été réalisée sur des plaques de 96 puits. Pour chaque SNP, les amorces
et les sondes ont été désignés ("Assays-by-Design™) et fournis par le service ABI (Applied Bio-
systems). La réaction est réalisée dans un volume total de 12 pl a partir de 10 ng d'ADN, 6 ul de
Bio-Rad SsoAdvenced Universal Probes Supermix (2X), 0.12 ul pour chaque amorce (500 nM),
et 0.36 ul pour chaque sonde (300 nM). Les plaques sont ensuite fermées par une feuille thermo-

collante avant d’étre placées dans I’instrument CFX Connect Real Time PCR (Bio-rad).

Les conditions pour les réactions d'amplification par QPCR sur le thermocycleur CFX
Connecte Real Time PCR System sont les suivantes : 98°C pendant 3 min, puis 98°C 15 s, puis

hybridation/élongation a 60°C pendant 30 s, répétées durant 40 cycles.

Les conditions restent spécifiques du SNP étudié et sont choisies en fonction des meil-
leures conditions obtenues aprés choix de la température de fusion (en utilisant un gradient de
température), et optimisation de la concentration des amorces et des sondes (en utilisant une série
de titration allant de 200 & 600 nM). Tous les échantillons ont été traités en triple afin d’assurer

une meilleure reproductibilité.
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1.2.4-3. Lecture des résultats :

La collecte des signaux de fluorescence suivie du traitement des résultats, obtenus sur le
CFX 96, est réalisée par le logiciel Bio-Rad CFX Manager Software (Version 3.1, Bio-Rad). Ce
programme permet, a partir des proportions calculées de la fluorescence émise par chaque rap-
porteur (FAM et VIC) spécifique d'un allele du marqueur étudié,de représenter les génotypes de
I'ensemble des individus sous forme de 3 nuages de points représentant tous les génotypes pos-
sibles pour un SNP biallélique : les individus homozygotes pour l'alléle X (X/X) (émission d'un
seul fluorophore),les individus hétérozygotes pour l'allele X et Y (X/Y) (émission des deux fluo-
rophores) et les individus homozygotes pour l'allele Y (Y/Y). Pour chaque mixe, le fournisseur

précise a quel allele, sauvage ou muté, est associé chacune des sondes VIC et FAM. Figure 13.
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Figure 13 : Résultat graphique de génotypage par TagMan® obtenu par le logiciel CFX
Manager.

1.2.5. Dosage du taux sérique d'IgE totales

Le dosage est réalisé par Technique ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).C’est
une technique utilisée dans la plupart des réactions antigene (Ag) -anticorps (Ig) dans les dosages

biologiques. Elle fut mise au point en routine dans les années 1970 (95).
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L’étape de lecture n’utilise pas de marqueur radioactif comme dans les méthodes RIA,
mais une enzyme qui utilisera un substrat chromogénique. Cette technique comporte « classi-

quement » trois temps :

« 1. Mise en contact du support avec antigene fixé + sérum avec Ig recherchée et création de liai-

sons spécifiques (Ag-lg) ;

* 2. Mise en contact du complexe formé (Ag-lg) avec unréactif comportant une anti Ig marquée

avec une enzyme (Anti 1g*) ;

3. Révélation du complexe (Ag-lg-Anti 1g*) avec mise en évidence de I’activité enzymatique
par ajout du substrat chromogenique + lecture-dosage par rapport a une courbe-étalonnage.De
nombreuses variantes ont été développées a partir de cette technique de base entre autres Elisa
sandwich (annexe 4) (Figure 14) (96).

ELISA sandwich
I.
—
_F'uu - .!.}m Fantigans i )
Farticorps absorbe

Figure 14: Technique ELISA sandwich (96).

1.2.6. Analyse statistique

Notre étude a été réalisée dans le cadre d’une étude Cas-Témoins. Les deux populations
« patients » et « témoins » doivent étre les plus possibles similaires aux niveaux de I’age et de la
région géographique.A la suite du recrutement, les études des variants seront réalisées en compa-
rant la distribution des génotypes dans la population « témoins » et « patients ». Une différence
de distribution importante donne une indication sur le r6le possible qu’ils peuvent jouer dans la

pathologie étudiée. (Allergie aux béta-lactamines).
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Nous avons utilisé le logiciel SNP stats (97). Pour tester si les fréquences alléliques

étaient en équilibre de Hardy-Weinberg (HW). Ce logiciel a également été utilisé pour estimer la

fréquence des haplotypes chez les patients et chez les témoins.

Le test du y20u le test exact de Fisher (lorsque le nombre de sujets était inférieur a (5) ont été

utilisés pour :

Etudier la distribution des génotypes donnés par chacun des SNP chez les patients et chez les

contrdles par rapport a celle attendue avec I'équilibre de Hardy Weinberg.
Comparer entre la fréquence de chaque génotype chez les patients et chez les contrdles.

Etudier I'association du taux d’IgE sérique avec chaque génotype ainsi que I’association entre
les deux genes, IL13 et IL4ARA.

En effet, les études d’association sont basées sur I’analyse directe d’un polymorphisme

en comparant la fréquence des génotypes des patients atteints de la pathologie a celle des té-

moins appariés. Pour cela deux calculs sont réalisés.

Le seuil critique de significativité : Il est calculé par la loi du y2. Le test de ¥2 qui ne peut
étre réalisé que pour les populations en équilibre d’Hardy-Weinberg, c'est-a-dire que les gé-
notypes doivent étre distribués de facon aléatoire dans la population. Cette loi du 2 permet
de comparer les valeurs obtenues aux valeurs attendues. Le résultat de cette loi, appelé P-
value, est compris entre 0 et 1 et correspond a la chance d’obtenir par hasard le méme résultat
sous I’hypothese nulle. Un résultat est significatif pour des valeurs inférieures a 5% avec un

intervalle de confiance de 95% et un degré de liberté égal a 1.

L’estimation du risque relatif : Cette estimation du risque relatif est effectuée par le calcul du
rapport des cotes d’exposition (odds ratio) au facteur étudié chez les cas et les témoins. Cette
approche est utilisée pour mesurer I’effet des genes les uns sur les autres. Cette méme ana-
lyse est utilisée pour estimer la force d’association entre ces deux génes et le taux d’IgE total

élevé.

63



Etude Expérimentale

e Le calcul de I’OR sera le suivant : ce calcul du risque relatif est accompagné d’un calcul des
bornes de I’intervalle de confiance qui est classiquement fixé a 95%. Les valeurs a significa-

tion statiques ont été fixées a p < 0,05.

Le Test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour évaluer si la distribution d'une variable caté-
gorique est la méme entre les différents génotypes.

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide de GraphPad Prism version 7 (Graph-
Pad Software, San Diego, CA) et du logiciel SNP stats.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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I1.Résultats

Les antibiotiques sont parmi les classes de médicaments le plus souvent impliquées dans
les réactions allergiques. Les classes d’antibiotiques les plus souvent associées a des réactions

allergiques sont les pénicillines, les céphalosporines (98).

Plusieurs études se sont intéressées au terrain génétique sous-jacent a ces réactions aller-
giques et ont identifié des polymorphismes a risque dans les génes tels que HLA-DBR(99), IL4
(88), IL4R (81,87, 89,90), IL10 (85,87), IL13 (89,90). Ainsi, des associations avec des polymor-
phismes des génes codant pour les cytokines IL13 et IL4 (83), I’IL13 et IL4ARA (90) et I’'IL-10

(85, 87) ont été montrées.

Sur la base de ces données, nous avons réalisé une étude incluant 199 cas et 99 témoins
tous de méme origine, en prenant pour cible des genes candidats. Nous avons comparé la préva-
lence de polymorphismes SNPs entre une population souffrant d’allergie immédiate et démon-
trée aux béta-lactamines et une population témoin. Les genes choisis sont connus pour étre im-
pliqués dans la pathogénie de I’allergie aux béta-lactamines ainsi que de I’asthme et de I’atopie,
et sont impliqués pour certains dans le contréle de la régulation de I’expression des IgE. Il s’agit
des génes codant le récepteur de I’lIL4 (lle50Val, Ser478Pro, et GIn551Arg)et du géne de I’1L13
(Arg130Gln).

Les genes qui codent pour ces protéines sont des candidats intéressants et les interactions
entre eux devraient étre considérés dans les études génétiques, ces interactions reposent sur le
role biologique de chacun des génes. Cependant a ce jour, les études qui se concentrent sur les
interactions gene-géne sont relativement rare bien qu’elles soient nécessaires dans I’avancement

des connaissances dans la génétique des allergies aux béta-lactamines.
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11.1. Fréquences alléliques et génotypiques

La loi d’Hardy-Weinberg était respectée chez les témoins comme chez les patients pour
les 4 polymorphismes étudiés. Les fréquences alléliques et génotypiques des SNPs rs1805010,
rs1805015, rs1801275 et rs20541 chez les cas et chez les témoins sont présentées dans les Ta-
bleaux 6 et 7.

Il n'y avait pas de différences significatives dans la distribution de I'age (P= 0.1023)et du
sexe (P=0.5554) entre les cas et les ttmoins de notre population (tableau 4).

Nous avons mis en évidence une fréquence augmentée de I’alléle (A) du polymorphisme
rs1805010 chez les patients hypersensibles aux béta-lactamines (P=0,0031). Chez ces mémes
patients, I’allele (G) du polymorphisme rs20541 était aussi associé a un risque d’allergie aux
béta-lactamine (P=0.0093) (tableau 6).Aucune autre association significative n’était démontrée

pour les autres polymorphismes.

Nous avons mis en évidence une association entre le génotype RQ/QQ (hétérozygote et
homozygote muté) du polymorphisme rs20541 de IL13 R130Qa un faible risque
d’hypersensibilité immédiate aux béta-lactamines (OR=0.40, 95% IC [0.20-0.83], P=0.0094)
(RR vs RQ+QQ) (tableau 7).

Le génotype lle/lle du polymorphisme rs1805010 de I’IL4RA lle50Val était quant a lui
associé a un risque augmenté d’hypersensibilité immédiate aux béta-lactamines chez les patients
de notre population (OR=1.82, 95% IC [1.04-3.18], P=0.036) (Il vs IV+VV). Par ailleurs, il n’y
a pas de différences significatives de fréquences génotypiques entre les cas et témoins concer-
nant les polymorphismes IL4ARA Ser478Pro et ILARA GIn551Arg (tableau 7).
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Tableau 6. Fréquences alléliques des polymorphismes des génes de 'l L4RA et I’IL13 chez
les patients et chez les contréles ainsi que leur association avec le risque de I’allergie aux

béta-lactamines.

SNP Alléle Patients n (%) Controles n (%) Valeur P
IL4RA 150V A(l) 174 (43.4) 112 (56.3)

(rs1805010) G (V) 224 (56.6) 86 (43.7) 0.0031
ILARA S478P T(S) 332 (83.4) 173 (87.9) 0.2059
(rs1805015) C(P) 66 (16.6) 25 (12.1)

IL4RA Q551R A(Q) 315 (79.1) 153 (77.3) 0.6000
(rs1801275) G(R) 83 (20.9) 45 (22.7)

IL13 R130Q G (R) 346 (93.9) 186 (86.9) 0.0093
(rs20541) A(Q) 52 (6.1) 12 (13.1)

Tableau 7. Fréquences génotypiques des polymorphismes des génes de I'lL4RA et I’IL13
chez les cas et les témoins et leur association avec le risque de I’allergie aux béta-
lactamines.

SNP Patients Controles Valeur de P selon le mode d’héritage OR
n(%) n(%) (IC 95%)
Codominant | Dominant | Recéssif Over-dominant Log-additive
IL4RA 150V
11 (AA) 44 (22.1) 32 (32.3) 0,0144 0.036 0.013 0.72 0.0059 1.82 (1.04-3.18)
IV (AG) 86 (43.2) 48 (48.5)
VV (GG) 69 (34.7) 19 (19.2)
IL4RA S478P
SS (TT) 139 (69.9) 74 (74.7) 0.1925 0.56 0.12 0.79 0.41 0.84 (0.47-1.51)
SP (TC) 54 (27.1) 25 (25.2)
PP (CC) 06 (3.0) 00 (0)
IL4RAQ551IR
QQ (AA) 121(60.8) 61 (61.6) 0.1378 0.95 0.16 0.55 0.57 1.02 (0.60-1.72)
QR (AG) 73(36.7) 31 (31.3)
RR (GG) 05 (2.5) 07 (7.0
IL13 R130Q
RR (GG) 152 (76.4) 87(87.9) 0.0384 0.0094 0,041 0,038 0.0045 0.40 (0.20-0.83)
RQ (GA) 42 (21.1) 12 (12.1)
QQ (AA) 05 (2.5) 00(0)
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11.2. Analyse d’interaction

En raison de I’interaction biologique de IL4RA et IL13, une analyse a été effectuée pour
déterminer si les individus avec les génotypes a risque pour les deux genes présentaient plus de
risque de développer une allergie aux béta-lactamines lors de leurs associations deux a deux. Les
données sont résumées sur la figure 15 et ont montré que I'lL13 130RR combiné a lI'un des géno-
types homozygotes d'IL4RA (lle/lle, Ser/Ser et Arg/Arg) était un facteur de risque d'allergie aux

béta-lactamines.

Nous avons donc constaté que la combinaison de l'allele prédominant du polymorphisme 1L13
R130Q avec l'un des génotypes homozygotes prédominants des trois polymorphismes de IL4RA
(150V, S478P et Q551R) étaient plus significativement associés au risque d'allergie au béta-
lactamines (P<0.0001, P=0.0163, 0.0301, respectivement) que I’effet d’un polymorphisme tout
seul (P = 0.0093, 0.0031, 0.2059, 0.6000, respectivement). De plus, les combinaisons symé-
triques (IL13 130RQ / QQ + IL4RA 5011) et (IL13 130RR+ IL4RA 501V/VV) représentent aussi
un facteur de risque d'allergie aux béta-lactamines. Aucune autre association n’est observée avec

les autres combinaisons (Figure 15).
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Bars indicate the odds ratio between the different combinations of genotypes for ILARA (150V, $478P, and Q551R) and ILI3 R1300).
The non-risk genotype for each gene was used as the reference odds ratio.

Figure 15 : Interaction entre les génotypes de I’IL13 et ILARA
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Plusieurs études ont suggéré que la réaction allergique aux béta-lactamines est influencée
par les génes impliqués dans la production d’IgE y compris IL13 et ILARA. Donc nous avons
étudié l'association entre les polymorphismes des génes IL13 et ILARA; ainsi que leur interaction

deux a deux; et le risque d’avoir un taux d’IgE totales supérieur a 100 Ul/ml.

L’alléle G en position rs20541 était associé a un taux élevé d’IgE totales (P=0,0002) dans
toute la population d’étude (patients et témoins). Aucune association avec les trois polymor-

phismes du gene IL4RA n’était identifiée (tableau 9).

Les patients possédant I’alléle Val pour ILARA 50 et I’allele Propour IL4RA 478, ont un
taux d’IgE totales significativement plus élevé que les patients homozygotes lle/lle, et Ser/Ser.
La présence des formes Val/Val et Pro/Pro présentent un facteur de risque d’avoir un taux d’IgE

totales supérieur a 100kUI/I chez les patients allergiques (Tableau 8).

Dans les deux groupes de I’étude (cas et témoins), on observe un taux d’IgE sérique élevé
lorsque les combinaisons IL13Arg/Arg + IL4RASO0IIe/lle, IL13Arg/Arg + ILARA 478Ser/Ser, et
IL13Arg/Arg + ILARA 551GIn/GIn sont présentes (IL13 / IL4ARA :P =0,0220, 0,0002, 0,0020,
respectivement)comparativement aux résultats obtenus si I’on considere chaque variant séparé-
ment (P = 0,0002 0,2224, 0,6978, 0,1237, respectivement) (Tableau 9).
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Tableau 8. Taux sériques d’IgE en fonction du génotype chez le groupe des patients.

Polymorphisme Taux sérique d’IgE totales en kUI/I ValeurP

Médiane(25th - 75th centiles)

Homozygote sain | Hétérozygote Homozygote muté

IL4RA lle50val | 168.3 (81.03 - 253) | 216.5(82.75 - 259.6) | 252.4 (181.6 -269.1) | 0.0136

ILARA Ser478Pro | 218.3 (100.5 - 276) | 197.4 (97.78 - 258.5) | 261.6 (260.7 -264.2) | 0.0492

ILARAGIN551Arg | 219.2 (110.7-273.1) | 213.4 (90.75 - 261.6) | 112 (63.3- 180.9) 0.2011

IL13 Arg130GIn | 214.4 (92.38-261.1) | 213.7 (146.6 - 277.5) | 270.2 (240 - 301) 0.0460

Tableau 9. Association entre les polymorphismes IL13 et ILARA et le taux sérique d’IgE
totales chez les groupes des patients et témoins.

Total IgE (1U/ml)
Polymorphismes® IgE < 100 IgE > 100 Valeur P
Mean + SD Mean + SD

ILARA 50 11 (76) 375+184 2022705 0.2224
ILARA 478 SS (213) 40.2+£18.9 228.0£62.3 0.6978
ILARA 551 QQ (182) 40.05+19.6 224.0£635 0.1237
IL13 130RR (239) 39.8 £20.15 226.1 +60.5 0.0002
IL13 130RR/ IL4RA 37.7+17.7 207.4£82.2 0.0220
5011 (39)

IL13 130RR/ IL4RA 36.1+17.1 229.2 £62.2 0.0002
478 SS(164)

IL13 130RR/ IL4RA 41.1+20.6 221.6 £64.9 0.0020
551QQ(134)
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11.3. Analyse des haplotypes

Les fréquences des haplotypes chez les cas et les témoins ont été estimées en utilisant le

logiciel SNP stats.

Pour cette analyse, il était noté un déséquilibre de liaison entre ILARA 150V (rs1805010)
et ILARA S478P (rs1805015), ainsi qu’un fort déséquilibre de liaison entre IL4ARA S478P
(rs1805015) et ILARA Q551R (rs1801275), alors quelL4RA 150V (rs1805010) et IL4ARA
(rs1801275) n’étaient pas en déséquilibre de liaison (Tableau 10).

Nous avons démontré I’association entre les haplotypes majeurs pour ces 3 polymor-

phismes et I’allergie aux béta-lactamines (Tableau 11).

L’haplotype GTA semble étre un facteur de risque de I’allergie aux béta-lactamines (OR=
1.61, 95% IC [1.11-2.35]), tandis que I’haplotype ATA a un effet protecteur de cette allergie
(OR=0.45, 95% IC [0.3- 0.65]

Tableau 10. Déséquilibre de liaison des génes de I’lL4RA (rs1805010, rs1805015 et
rs1801275)

IL4RA SNP D’ r’

rs1805010, rs1805015 0.5195 0.04

(ILARA I50V,IL4RA S478P)

rs1805010, rs1801275 0.4355 0.05

(IL4RA I50V,IL4RA Q551R)

rs1805015, rs1801275 0.7977 0.42

(IL4RA S478P, IL4ARA Q551R)
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Tableau 11. Fréquences des haplotypes des polymorphismes du gene IL4RA chez les cas et

témoins.
Fréquence Valeur P OR (IC 95%)
Haplotype Cas Témoins
ATA 0,378 0,486 < 0.0001 0.45 (0.31-0.65)
GTA 0,383 0,275 0.0123 1.61(1.11-2.35)
GCG 0,240 0,230 0.3099 1.23 (0.82-1.83)

OR odds ratio, IC intervalle de confiance.

Dans le tableau 12. Les fréquences des polymorphismes ont été comparées entre la popu-

lation témoin de notre étude et des populations témoin Caucasienne ou Chinoise de différentes

études afin d’évaluer une éventuelle variabilité génique en fonction des populations.
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Tableau 12. Comparaison des fréquences des polymorphismes entre la population d’étude

et différentes populations témoins.

Population IL13 Arg130Gin Valeur P
Arglarg Arg/Gln GIn/GIn Alléle Arg  Alléle GIn
Témoins algériens 87 (87.9%) 12 (12.1%) 0 (0%) 186 (93.9%) 12 (6.1%)
Témoins chinois (110) 10 (12%) 36 (42%) 39 (46%) 114 (67%) 56 (33%) <0000
Témoins italiens (90) 179 (675%) 73 (27.5%) 13 (5%)  431(81.3%) 99 (18.7%)  <0.0001
Témoins espagnoles (89) 244 (718%) 85(25.1%) 11 (3.1%) 573 (84%) 107 (16%) 0.0005
IL4R lle50Val
lle/lle lle/Val Val/Val Alléle lle Alléle Val
Témoins algériens 32(323%) 48 (485%) 19 (19.2%) 112 (56.6%) 86 (43.4%)
Témoins francais (87) 16 (36.4%)  21(47.7%) 07 (15.9%) 53 (60%) 35 (40%) 05629
Témoins italiens (90) 55(20.7%) 147 (55.5%) 63 (23.8%) 257 (48.5%) 273 (51.5%) 0.0525
Témoins espagnoles (89) 165 (48.5%) 135 (39.8%) 40 (11.7%) 465 (68%) 215 (32%) 0.0020
Témoins américains (88) 11 (29.8%) 17 (45.9%) 9 (24.3%) 39 (53%) 35 (47%) 0.5705
IL4R Ser478Pro
Ser/Ser Ser/Pro Pro/Pro Alléle Ser  Alléle Pro
Témoins algériens 74 (747%)  25(252%) O 173 (87.9%) 25 (12.1%)
Témoins italiens (90) 197 (743%) 64 (24.1%) 4 (1.6%) 458 (86.4%) 72 (13.6%) 07348
Témoins espagnoles (89) 240 (70.6%) 90 (26.5%) 10 (2.9%) 570 (84%) 110 (16%) 0.2229
ILAR GIn551Arg
GIn/GIn GIn/Arg Arg/Arg  AlleleGIn  Alléle Arg
Témoins algériens 61 (61.6%) 31 (31.3%) 07 (7.07%) 153 (77.3%) 45 (22.7%)
Témoins italiens (90) 182 (68.9%) 77 (29.2%) 05 (1.9%) 441 (83.5%) 87 (16.5%) pO08
Témoins espagnoles (89) 171 (50.2%) 22 (36.1%) 47 (15.7%) 464 (68%) 216 (32%) 0.0143
Témoins francais (87) 33(78.6%) 07 (16.6%) 02 (4.85%) 73 (87%) 21 (13%) 0.9411

“ test de y2entre les fréquences alléliques de notre population témoin et celle de la population témoin de référence.
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I11. Discussion

Ce travail a fait I’objet d’un article intitulé:“Polymorphisms in the interleukin 4 receptor
and interleukin 13 genes in immediate allergic reactions to beta-lactam antibiotics: a case-control

study”,publié dans la revue Asian Pacific Journal of Allergy and Immunology (annexe 5).

Nous avons, pour la premiere fois, évalué I’association des genes IL13 et IL4RA avec des
hypersensibilités immédiates aux béta-lactamines dans une partie de la population Algérienne.

Il ressort de cette étude que les polymorphismes 1L13 Arg130GInet IL4RA lle50Valsont

liés a I’allergie aux béta-lactamines (P= 0.0093 et P= 0.0031 respectivement).

Dans une cohorte de 210 patients italiens ayant présenté une allergie immédiate aux béta-
lactamines, Guéant-Rodriguez et al. ont évalué les polymorphismes de I’IL13 ainsi que du récep-
teur de I’IL4. L’allele majoritaire pour les polymorphismes de I’'lL-4Ra 150V et Q551R était
significativement associé a I’hypersensibilité aux béta-lactamines (P=0,027 et P=0,015 respecti-
vement)(90).

Cependant, Apter et al. ont rapporté que le polymorphisme IL4RA 150V n’est pas lié a un
risque d’allergie a la pénicilline, base sur une serie de 23 patients allergiques a la penicilline en

provenance des Etats-Unis (88).

Qiao et al ont étudié des polymorphismes cytokiniques et leurs associations avec
I’hypersensibilté aux béta-lactamines dans une population qui comprenait 242 patients avec une
allergie aux béta-lactamines. Cette équipe a montré I’association de 2 polymorphismes du gene
codant pour le récepteur de I’'lL-4 avec I’hypersensibilité aux béta-lactamines. Dans cette étude,
le génotype AA du polymorphisme Q576R de I'IL-4RA était associé a un risque accru
d’hypersensibilité aux béta-lactamines (P=0,005), a la présence de tests positifs et a un taux IgE
élevé. Le génotype AA du polymorphisme 175V était quant a lui associé a un risque augmenté

d’urticaire (P=0,049). Ces données étaient confirmées par I’analyse des haplotypes (82).

Ces résultats semblent dépendre des populations étudiées (effectifs pris en compte, ori-

gine ethnique et géographique). Cette explication est soutenue par la recherche de Guéant et al.
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qui ont montré qu’il existe une différence de fréquence du génotype AA pour I’ILARA 150V

entre deux populations européennes (100).

Chez le groupe des patients de notre population, nous avons observé une concentration
plus élevée du taux sériques d’IgE totales par rapport a la population contrdle, suggérant l'impli-
cation d'un mécanisme génétique lié a la commutation de classe IgE (tableau 4).

Le géne IL4RA est situé sur le chromosome 16p11-16p12 (101). Dans cette étude, les
I50Vet S478R sont associés a la production d'IgE chez les patients allergiques aux béta-
lactamines, tandis qu’aucune association est observée pour Q551R (tableau 8). Cependant, Cor-
nejo-Garcia et al. ont trouvé, chez les Caucasiens espagnols, que le taux d'lgE totales est affecté
par le polymorphisme Q551R ainsi que la combinaison 1L13 130RQ/QQ + IL4RA 551QQ (89).

Guéant-Rodriguez et al ont également évalué les polymorphismes de I’'IL4RA 150V et
Q551R et le taux sérique d’IgE totales. Ces mémes polymorphismes ainsi que le polymorphisme
R130Q de I’IL13 étaient associés a un taux élevé d’IgE (P=0.002, P=0.024 et P=0.020 respecti-
vement) (90).

Dans notre population d’étude, les deux combinaisons symétriques (IL13 130RR +
ILARA 5011, et IL13 130RR +IL4RA 551QQ) sont significativement corrélées avec le taux sé-
rique d’IgE totales, mais l'association la plus significative est avec le génotype IL13 RR130 et la
combinaison IL13 130RR + IL4ARA 478SS (Tableau 9), confirmant le r6le critique de I'lL13 dans
le déclenchement de la production d’IgE (102-105).

Il semble ainsi nécessaire d’étudier non pas I’effet d’un polymorphisme isolé sur la réac-
tion allergique ou le taux des IgE, mais I’association de plusieurs génes d’entre eux afin d’avoir

un impact pronostique plus important.

De notre étude, la combinaison de I’alléle majoritaire du polymorphisme de I’lL13 et I’'un
des alléles majoritaires de I'IL4ARA (150V, S478P, Q551R) était associéé a un risque élevé
d’hypersensibilité aux béta-lactamines (OR= 47.31, IC : [2.68-835.1], OR= 2.49 [1.16-5.35],
OR=2.33, [1.07-5.09] respectivement) (figure 15).Ces associations plaident pour un réle com-

plémentaire de ces 2 genes dans les mécanismes allergiques IgE médiés.
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La forte prévalence d’un taux d’IgE augmenté chez les patients présentant une allergie
immeédiate aux béta-lactamines faisait également discuter le lien entre ce type d’hypersensibilité
et I’atopie (90).

Guéant-Rodriguez et al, conclut dans leurs travaux sur les interactions gene-géne dans
I’analyse génétique moléculaire des hypersensibilités immédiates aux béta-lactamines, qu’une
seule mutation n’a qu’un impact mineur, alors gqu’une combinaison de plusieurs mutations peut

avoir un effet significatif sur un phénotype (90).

La modélisation informatique du variant rs20541 a montré que cette substitution affecte
I’interaction de l'interleukine 13 a son récepteur (106). Ce polymorphisme code pour un résidu
d'acide aminé situé dans I'hélice D, pres de la région C-terminale de I’lL13 (107). IL13 est un
ligand de la sous-unité a du récepteur de I’lL4 (IL4R) ; il est donc possible que le polymor-
phisme R130Q influence I'interaction entre I'hélice D et la sous-unité o de IL4R. Les mécanismes
moléculaires sous-jacents de cette association doivent étre clarifiés, car la modélisation informa-
tique de l'interaction 1L13 / IL4RA suggére que I'Arginine du variant 130RR repousse I'Histi-
dinel31 de ILARA (106). Les variants S478P et Q551R de I’IL4RA ; en raison de leur position
proche d'un domaine de recrutementSTAT6 ; peuvent intensifier I’association du récepteur a
STAT®6 par conséquent, le niveau de la réponse traductionnelle (107). Enfin, certains génes liés a
la voie de signalisation d’IL4RA ; telles que IL4, STAT6 et JAK1 ; pourrait également expliquer

un risque supplémentaire d’allergie aux béta-lactamines IgE dépendante (108).

Dans l'analyse des haplotypes du géne ILARA, la fréquence de I'haplotype GTA s'est ré-
vélée significativement plus élevée chez les sujets allergiques que chez les témoins, suggérant
une interaction entre les trois polymorphismes et la survenue d’une allergie aux béta-lactamines.
En d'autres termes, I'haplotype GTA pourrait avoir une susceptibilité a I'allergie immédiate aux

béta-lactamines dans la population algérienne.

L’haplotype combinant G50, T478 et A551 aurait un impact plus important sur la surve-
nue de I’allergie aux béta-lactamines que I’effet isolé de chaque SNP, ce qui suggére que l'ana-
lyse des haplotypes pourrait &tre utile pour une meilleure compréhension des déterminants géné-
tiques sous-tendant ces accidents médicamenteux. De plus, I'naplotype ATA semble avoir un
effet protecteur contre l'allergie aux béta-lactamines, bien que la raison en soit peu claire (tableau
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11). Ces résultats devraient étre confirmés dans une plus large cohorte de méme origine ethnique

ou d’autre origine.

Nous avons effectué une comparaison de la fréquence des polymorphismes retrouvée
dans notre population témoin avec celle retrouvée dans d’autres études portant sur différentes
populations contrdles caucasienne et chinoise (tableau 12). L’analyse statistique par un test de
y2montre des différences significatives de fréquences pour le polymorphisme 1L13
Arg130GInentre les témoins de notre population et les témoins chinois ainsi que les Italiens et les
Espagnols. Pour les polymorphismes IL4ARA lle50Val et ILARA GIn551Arg, il existe une diffeé-
rence significative de fréquences entre les témoins algériens et les témoins espagnols (tableau
12).

Les études réalisées au sein des populations ethniques différentes montrent des diffé-
rences significatives de fréquences pour les polymorphismes IL4RA lle50Val et ILARA
GIn551Argentre les sujets noirs, blancs, asiatiques et hispaniques (109). Une autre étude de
guéant et al. ont montré une différence de fréquence pour le polymorphisme ILARA lle50Val
entre deux populations témoin Espagnole et Italienne (100). Il est donc difficile de comparer des
études portant sur des populations différentes et qui plus est chez des sujets présentant des patho-
logies de type allergiques différentes. Ces différences génétiques pourraient expliquer des diffé-

rences phénotypiques concernant la réactivité des sujets suite a la prise des béta-lactamines.

Le tableau 13 montre une comparaison entre les résultats de notre étude et d’autres études
d’association génétique rapportées chez des patients présentant une hypersensibilité aux béta-
lactamines. Ces études ont suggéré que les génes des cytokines pro-inflammatoires tels que
I’IL4RA, I’IL4, et I’'IL13 sont impliqués dans des réactions allergiques aux béta-lactamines IgE
dépendante.
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Tableau 13. Synthése des associations génétiques rapportées dans différentes populations
comparées avec notre étude.

Auteur Région géo- Variantdu géne Effect de taille Validation Fonc-
graphique tionnelle
Taux sérique d’IgE
Guéant- Italie IL13 R130Q 130 (RQ+QQ); OR=1.44(0.95-2.18); totales
Rodriguez, 2006 ® P=0.0881
IL4ARA 150V 5011; OR=1.65 (1.06-2.57); P=0.0272
IL4ARA S478P 478SS; OR=1.82 (1.07-3.12); P=0.0271
IL4RA Q551R 551QQ; OR=1.67(1.02-2.74); P=0.0426
Guglielmi,2006%”  France ILARA lle75Val OR=5.4(1.16-27.7); P=0.012 Aucun
IL10 -819C>T OR=17.5(1.26-533.07); P=0.023
IL10 -592C>A
Apter, 2008 *° USA IL4 rs2070874; OR=3.33(1.09-10.21); Métabolisme de la
P=0.035 pénicilline
L4R rs10062446; OR=3.61(1.21-10.71); (LACTB)
P=0.021
LACTB rs11740584; OR=4.08(1.35-12.30);
P=0.012
rs1805010; OR=1.35(0.40-4.62); P=0.63
rs2729835; OR=2.99 (0.96-9.28);
P=0.058
Corneg'o-Garcia, Espagne ILARA 150V NR IgE spécifiques
20128 IL4RA Q551R contre les allergénes
dominants; Préva-
lence de I'atopie
Qiao, 2005 & Chine IL4AR Q576R NR IgE spécifiques aux
pénicillines (huit
types); taux sériques
d'IL-4, d'IL-13 et
d'IFN-gamma
Huang, 2009 # Chine IL4R Q576R Q576; OR=1.67(1.17-2.38); P=0.003 IgE spécifiques
IL4R 175V I75; OR=1.21(0.93-1.57); P=0.19 (huit types)
Notre étude Algérie IL13 R130Q 130 RR; OR=3.56(1.78-7.12); P=0.0002  Taux sérique d’IgE
IL4ARA 150V 5011; OR=0.65 (0.37-1.13); P=0.2224 totales
ILARA S478P 478SS; OR=1.07(0.61-1.87); P=0.6978
IL4RA Q551R 551QQ; OR=0.65(0.39-1.10); P=0.1237

NR: non rapporte
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Une analyse d’association avec deux génes candidats a I’allergie aux béta-lactamines a
été conduite dans une partie de la population Algérienne. Les résultats ont montré une associa-
tion positive avec les polymorphismes IL13 Arg130GIn et ILARA lle50Valpourl’allergie immé-
diate aux béta-lactamine. L’allele Arg130 est lié a des taux sériques d’IgE totales plus élevés

chez les patients algériens.

Par la suite, une analyse d’interaction a été conduite, avec le variant IL13 Arg130GIn et
les trois polymorphismes du gene de I’IL4RA, afin de voir s’il existe une relation génétique entre
eux, ainsi que leur association deux a deux avec les taux d’IgE totales. Les résultats de cette ana-
lyse ont permis de montrer des interactions possibles entre les polymorphismes de ces deux

genes, le risque d’allergie aux béta-lactamines et la concentration élevée d’IgE.

L’analyse des haplotypes pourrait étre utile pour une meilleure compréhension des dé-
terminants génétiques sous-tendant les allergies immédiates aux béta-lactamines dans la popula-

tion algérienne.

Ces résultats ouvrent néanmoins des pistes tres intéressantes et seront amenés a étre con-

firmés lors d’études ultérieures menées sur des populations plus importantes.

Les étapes subséquentes a de tels résultats obtenus, sont : 1) de valider cette association
génétique dans la cohorte entiére ; 2) d’effectuer des travaux ciblant d’autres genes candidats,
ces genes seront choisis pour leur implication physiopathologique connue dans les allergies mé-
dicamenteuses et pour leur localisation dans des régions chromosomiques liées a ces allergies ou

a leurs conditions cliniques.

D’autres avancées possibles reliées a cette étude concernant les prochaines analyses
d’interactions. En fait, il faudra sélectionner d’autres génes candidats potentiellement en interac-
tions avec les présents géenes. L’emploi des analyses haplotypiques sera également priorisé afin

d’augmenter les chances de trouver des associations positives.

Enfin, effectuer des études pharmacologiques afin de voir si ces parameétres pourraient

étre pris en considération et influencer le choix d’une antibiothérapie future.
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Annexe 1 : Classification des béta-lactamines, adaptée de Vidal.fr, consultée en juin 2016

Classification des béta-lactamines

Principes actifs disponibles en France

Pénicilline du groupe G etV

Benzylpénicilline sodique
Phénoxyméthylpénicilline
Benzathine-benzylpénicilline

Pénicilline du groupe M

Cloxacilline
Oxacilline

Pénicilline du groupe A

Amoxiciline
Ampicilline

Carboxypénicilline

Ticarcilline
Temocilline

Uréidopénicilline

Pipéracilline

Céphalosporines de 1° génération

Céfadroxil
Céfalexine
Céfazoline
Cefaclor
Céfradine

eme

Céphalosporines de 25 génération

Céfuroxime
Céfoxitine
Céfamandole

eme

Céphalosporines de 35 génération

Céfotaxime
Ceftriaxone
Ceftazidime
Céfixime
Cefpodoxime
Céfotiam

Céphalosporines de 4°™ génération

Cefépime
Cefpirome

Autres céphalosporines et pénémes

Ceftaroline
Ceftobiprole

Carbapénémes

Imipénéme
Méropénéme
Ertapéném

Monobactames

Aztréonam

Inhibiteurs des béta-lactamases

Acide clavulanique
Sulbactam
Tazobactam
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Annexe 2 : Questionnaire ENDA/EAACI, P. Demoly et al, 1999
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Annexe 3: Consentement de prélevement dans un but d’étude génétique chez une personne
majeure

Identité du
Médecin :

Consentement de prélevement dans un but d’étude génétique chez une personne majeure
Consentement établi en deux exemplaires dont un a été remis a I’intéressé(e).
ST 10 TSX o =T (=)
01 (=3 T
0L T=TU L T A PP
accepte que soit effectué chez moi un prélevement sanguin afin de faire réaliser une étude de
génétique moléculaire, qui peut aider au diagnostic ou a la prévention de la maladie :

pour moi-méme ou des membres de ma famille, selon la proposition du Docteur

Dans certains cas, la connaissance de mon origine géographique est nécessaire pour orienter les

études génétiques.

J’en autorise le recueil. Je n’en autorise pas le recueil.

(Rayer la mention inutile)
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Cette étude sera faite a partir de I’ADN extrait du sang prélevé, qui sera conservé dans la
banque d’ADN du Laboratoire de Biotechnologie des Molécules Bio-actives et Physiopathologie
Cellulaire, Université de Batna 2. Dans certains cas, cette étude peut s’étendre sur plusieurs an-
nées. A tout moment je peux demander que mon ADN me soit restitué ou détruit.

Je déclare avoir été pleinement informé(e) de la nature des études qui seront effectuées et des
conséquences éventuelles des résultats qui peuvent m’étre donnés.

Ces résultats seront transmis uniquement au DOCIEUT ..........vvevneeiie e e e e e e

Je souhaiteJe ne souhaite pas
en étre informé(e) par lui.

(Rayer la mention inutile)

Je consens au recueil, a la saisie et au traitement des données contenues dans mon dossier
médical par des personnes tenues au secret professionnel. Les données qui me concernent reste-
ront strictement confidentielles. Je n’en autorise la consultation qu’aux personnes qui collaborent
a I’analyse. Je pourrai a tout moment demander que mon dossier soit détruit.

Conformément a la loi Informatique et Libertés, je peux exercer mon droit d’acces aux
données qui me concernent par I’intermédiaire d’un médecin de mon choix.

L utilisation éventuelle de mon ADN a des fins de recherche médicale, pour une étude
non directement liée a celle a laquelle je consens ce jour, nécessitera un nouveau consentement

de ma part.

Signature du Signature de I’intéressé(e)
Meédecin recueillant

le consentement
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Annexe 4: Human IgE ELISA Kit

REAGENTS PROVIDED

*96-well antibody coated microtiter strip plate (removable wells 8x12) containing anti-human
IgE antibody, blocked and dried.

*10X Wash Buffer: 1 bottle of 50ml

*Human IgE standard: 1 vial lyophilized standard

*Anti-human IgE horseradish peroxidase antibody: 1 vial lyophilized polyclonal antibody
*TMB substrate solution: 1 bottle of 10ml solution

STORAGE AND STABILITY

Store all kit components at 4°C upon arrival. Return any unused microplate strips to the plate
pouch with desiccant. Reconstituted standards and primary may be stored at -80°C for later use.
Do not freeze-thaw the standard and primary antibody more than once. Store all other unused kit
components at 4°C. This Kit should not be used beyond the expiration date.

OTHER REAGENTS AND SUPPLIES REQUIRED
*Microtiter plate shaker capable of 300 rpm uniform horizontally circular movement
*Manifold dispenser/aspirator or automated microplate washer
*Microplate reader capable of measuring absorbance at 450 nm
*Pipettes and Pipette tips

*Deionized or distilled water

*Polypropylene tubes for dilution of standard

*Paper towels or laboratory wipes

*1IN H2SO4 or 1N HCI

*Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA)
*Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)

*Sodium Chloride (NaCl)

PRECAUTIONS

*FOR LABORATORY RESEARCH USE ONLY. NOT FOR DIAGNOSTIC USE.

*Do not mix any reagents or components of this kit with any reagents or components of any other
kit. This Kit is designed to work properly as provided.

*Always pour peroxidase substrate out of the bottle into a clean test tube. Do not pipette out of
the bottle as contamination could result.

*Keep plate covered except when adding reagents, washing, or reading.

*DO NOT pipette reagents by mouth and avoid contact of reagents and specimens with skin.

*DO NOT smoke, drink, or eat in areas where specimens or reagents are being handled.

PREPARATION OF REAGENTS

*TBS buffer: 0.1M Tris, 0.15M NaCl, pH 7.4

*Blocking buffer (BB): 3% BSA (w/v) in TBS

*1X Wash buffer: Dilute 50ml of 10X wash buffer concentrate with 450ml of deionized water
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SAMPLE COLLECTION
Collect plasma using EDTA or citrate as an anticoagulant. Centrifuge for 15 minutes at 1000xg
within 30 minutes of collection. Assay immediately or aliquot and store at < -20°C. Avoid re-
peated freeze-thaw cycles.

ASSAY PROCEDURE
Perform assay at room temperature. Vigorously shake plate (300rpm) at each step of the assay.

Preparation of Standard
Reconstitute standard by adding 1ml of blocking buffer directly to the vial and agitate gently to
completely dissolve contents. This will result in a 500ng/ml standard solution.
Dilution table for preparation of human IgE standard:

IgE concentration (ng/ml) Dilutions

500 From standard vial

200 600ul (BB) + 400pl (500ng/mi)

100 500ul (BB) + 500pl (200ng/mi)
50 500upl (BB) + 500pl (100ng/mi)
20 600ul (BB) + 400pl (50ng/ml)
10 500ul (BB) + 500pl (20ng/ml)
5 500ul (BB) + 500pl (10ng/ml)
2 600ul (BB) + 400pl (Sng/ml)
1 500ul (BB) + 500pl (2ng/mil)
0.5 500ul (BB) + 500l (1ng/ml)
a 500ul (BB) Zero point to determine background

Peroxidase Antibody Addition

Reconstitute antibody by adding 10ml of blocking buffer directly to the vial and agitate gently
to completely dissolve contents. Add 100ul to all wells. Shake plate at 300rpm for 30 mi-
nutes. Wash wells three times with 300pl wash buffer. Remove excess wash by gently tapping
plate on paper towel or kimwipe.

Substrate Incubation

Add 100ul TMB substrate to all wells and shake plate for 5-10 minutes. Substrate will change
from colorless to different strengths of blue. Quench reaction by adding 50ul of 1N H2S04 or
HCI stop solution to all wells when samples are visually in the same range as the standards.
Add stop solution to wells in the same order as substrate upon which color will change from
blue to yellow. Mix thoroughly by gently shaking the plate.

Measurement

Set the absorbance at 450nm in a microtiter plate spectrophotometer. Measure the absorbance
in all wells at 450nm. Subtract zero point from all standards and unknowns to determine cor-
rected absorbance (A450).
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Calculation of Results
Plot A450 against the amount of IgE in the standards. Fit a straight line through the linear

points of the standard curve using a linear fit procedure if unknowns appear on the linear por-
tion of the standard curve. Alternatively, create a standard curve by analyzing the data using a
software program capable of generating a four parameter logistic (4PL) curve fit. The amount
of IgE in the unknowns can be determined from this curve. If samples have been diluted, the
calculated concentration must be multiplied by the dilution factor.

A typical standard curve (EXAMPLE ONLY):

Human IgE
Human IgE
25 0-500ng/mi i 0-20ngiml
o -
£ 20 2
L 203 -~
E . 5
T 1.5 1 rf
e . £
£ c 02
,I‘-E; 1.0 ua /
= - =
1
B 05 - g®
L] -
0o 0.0

10 15 20

0 100 200 300 400 500 o 5
Human 1gE(na/mL) Human TgE{mg.mi)
Example of ELISA Plate Layout
96 Well Plate: 22 Standard wells, 74 Sample wells
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0.5 1 2 5 10 20 50 100 200 500
B 0 0.5 1 2 3 10 20 50 100 200 500
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Annexe 5: ARTICLE

S

APJAI

ORIGINAL ARTICLE

Asian Pacific Journal of
Allergy and Immunology

Polymorphisms in the interleukin 4 receptor and interleukin
13 genes in immediate allergic reactions to beta-lactam
antibiotics: A case-control study

Leila Ksouri,'** Yahia Mouloud,' Nancy Dumais®

Abstract

Background: Immediate hypersensitivity reactions to beta-lactams are IgE-mediated and constitute the most common
adverse reactions to antibiotics mediated by a specific immunologic mechanism.

Objective: We investigated the association between four functional polymorphisms of 1113 (R130Q variant) and IL4RA
(I50V, S478P and Q551R variants) genes and susceptibility to immediate allergic reactions to beta-lactams in the Algerian
population.

Methods: We determined these gene variants in 199 patients and 99 healthy controls from Algeria. In a case-control study
using the TagMan method, we genotyped four single nucleotide polymorphisms (SNPs) including Arg130Gln in IL13, and
Ile50Val, Ser478Pro as well as GIn551Arg in IL4RA.

Results: IL4RA 150V variant was more significantly connected with the risk of beta-lactam allergy (P = 0.0144) and the
total serum IgE level in patients (P = 0.0136). A significant correlation was observed between IL13 R130Q and beta-
lactam allergy (P = 0.0384). Also, a significant gene-gene interaction was detected between the predominant allele of the
IL13 R130Q polymorphism and the three polymorphisms of IL4RA (P < 0.0001, P = 0.0163, and 0.0301, respectively).
Haplotype analysis of IL4RA revealed that GTA haplotype had a significant correlation in patients with beta-lactam allergy
(P=0.0123).

Conclusions: Our results indicate that IL4RA (I50V) and IL13 R130Q are associated with beta-lactam allergy. The combi-
nation of IL13 and [L4RA variants markedly increases an individual’s susceptibility to beta-lactam allergy in the Algerian

population.
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Introduction

Allergic reactions to beta-lactams are the most common
cause of drug reactions mediated by specific immunological
mechanisms, where immunoglobulin E (IgE) and T-cells play a
role in the onset of allergic reactions.' Hypersensitivity reactions
are classified as either immune-mediated reactions or non-im-
mune mediated reactions. Immediate hypersensitivity reactions
are usually induced by an IgE-mediated mechanism and occur
within the first hour following the last drug administration.

Université de Sherbrooke, 2500 boul de I'Université, Sherbrooke (QC),
Canada, JIK 2R1
E-mail: leila ksouri lechekhab@gmail. com

These reactions typically appear as urticaria, angioedema, rhini-
tis, bronchospasm, or anaphylaxis.** However, the mechanism
by which allergic reactions are induced by beta-lactam antibiot-
ics remains unclear.!

IgE-mediated reactions also called immediate hypersensi-
tivity reactions (Type-I hypersensitivity reactions) are classified
as humoral mediated reactions. When exposed for the first time
to an immunogenic drug, T-cells specifically T-helper-2 (Th2)
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cells, initiate an allergic reaction by releasing interleukin-4
and interleukin-13 (IL4, IL13), which activate and induce pro-
liferation of B-cells. Then, activated B-lymphocytes produce
antigen-specific Ig-E. There is a cross-link between multivalent
antigen and basophils or mast cells by Ig-E specific for that anti-
gen which leads to the degranulation of basophils and mast cells
and release of inflammatory mediators.” Interleukins secreted by
Th2 cells, preduminantly 1L4 and IL13, are critical cytokines in
the pathogenesis of allergic disorders. These interleukins share
many biological and biochemical characteristics.” Both IL4
and IL13 use the IL4 receptor a chain (IL4RA) as a component
of their receptors and transmit their signals through IL4RA.
Several studies reported in Europe, United States of America
(USA), and China have also shown that immediate-type aller-
gic reactions to beta-lactams are influenced by three genes that
affect IgE production, IL13, IL4, and IL4 receptor a (IL4RA).* "
In the present study, we thus aimed to evaluate the correlation
between IgE-mediated reactions to beta-lactams and polymor-
phisms of IL13 (R130Q) and IL4RA (I50V, S478P, and Q551R
variants) in the Algerian population.

Methods
Patients’ samples

Samples were taken from Allergy Unit at the Faculty of Med-
icine of Batna University in Algeria. The study was performed
in 199 Algerian patients with immediate-type reaction to beta
-lactams (penicillin or cephalosporins) occurring within 1 hour
after drug administration, with positive skin tests and/or serum
-specific IgE assays. The 99 healthy controls showed negative
skin test to beta-lactam and had no history of allergic, derma-
tologic, or respiratory di i such as
asthma, eczema, allergic rhinitis, and urticaria. They have no
family relationship with cases. Informed consent was obtained
from all subjects and the study was conducted according to
the declaration of Helsinki Principles, and the ethics committee
of Centre Hospitalo-Universitaire de Batna (CHUB, Algérie)
approved the study.

or autoi e

IgE levels measurments and TagMan method

Five mL of blood was taken from each participant under
complete aseptic conditions and divided into two portions;
1.5 mL of whole blood was collected in sterile EDTA-contain-
ing tubes for DNA extraction, and the rest was left for 30 to 60
minutes for spontaneous clotting at room temperature and then

centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. Serum samples were
separated into another set of tubes and kept frozen at -20°C for
determination of total IgE. Total serum IgE levels were mea-
sured by sandwich enzyme-linked immunosorbent assay ELISA
(Innovative research Inc, Novi, Michigan, USA) following the
manufacturer’s protocol. “Non enzymatic salting out” method
was used to isolate genomic DNA from peripheral blood."
All the polymorphisms were genotyped by allelic discrimina-
tion polymerase chain reaction assays (5" nuclease assay) using
predesigned TagMan SNP Genotyping Assays (Applied Bio-
systems, USA). Both PCR primers and MGB TagMan probes
are shown in Table 1. Primers and probes annealing tempera-
tures for all allele-discriminating assays were optimized using
a standard PCR setup on a Bio-Rad CFX connect real-time
PCR instrument (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
The program consisted of 3 minutes of polymerase activa-
tion at 98°C, followed by 40 cycles of collective annealing and
elongation steps at 52-64°C (temperature gradient) for 30
seconds, and denaturation at 98°C for 15 seconds. For the
optimization of the primer concentration, a titration series
of each pair was prepared from 200 to 600 nM, with 300 nM
of each of the two probes added, and using a heterozygotic
sample as template DNA. Optimal annealing temperature,
concentrations of primers and probes were selected based on
the efficiency of the real-time PCR amplification. The main
advantages of the direct approach for genotyping are less hands
-on time during setup, and that the PCR is performed in a closed
system, hereby minimizing the risk of contamination.
Reactions were performed in a 12 pL volume, consisting of
six pL Bio-Rad SsoAdvenced Universal Probes Supermix, 500
nM of unlabeled PCR primers, 300 nM of TagMan MGB probes,
and 10 ng of template DNA. Thermal cycling was initiated with
a denaturation step of 3 min at 98°C, followed by 40 cycles of
15 s at 98°C and 30 s at 60°C. After PCR were completed, allelic
discrimination was analyzed using the Bio-Rad CFX Manag-
er Software (Version 3.1, Bio-Rad). Genotype assignment was
determined by plotting the endpoint relative fluorescent units
(RFU) for one fluorophore (allele one on the x-axis) against the
RFU for the other fluorophore (allele two on the y-axis) on the
allelic discrimination plot. All samples were set up in triplicate.
PCR reactions were performed in a dedicated PCR area with
dedicated PCR pipettes and reagents. For quality control pur-
poses, each real time-PCR included negative as well as positive
controls for all the genotypes. For validation, about 10% of the

Table 1. Primers and probes for genotyping screening by TaqMan allelic discrimination.

SNP NCBI rs Base Primers Probes
No change
IL13 Argl30Gln 1520541 G>A F:5"-CTGCAAATAATGATGCTTTCGA-3' A allele: 5'-FAM-GAGGGACAGTTCAACTG-MGB-3'

R: 5-CCAGTTTGTAAAGGACCTGCTCT-3"

IL4RA lle50Val 51805010  A>G F: 5-CTACAGGTGACCAGCCTAAC-3'
R: 5-CCCACAGGTCCAGTGTATAGT-3

IL4RA Ser478Pro 51805015 T>C F: 5-CGCAGGCAACCCTGCTTA-3
R:5-GCATCTCGGGTTCTACTTCCTC-3"

ILARA GIn551Arg  rs1801275 A>G F:5-CTCCGCCGAAATGTCCTC-3"

R: 5'-GCCTTGTAACCAGCCTCTCC-3"

G allele: 5-HEX-GAGGGACGGTTCAACT-MGB-3'

G allele: 5-FAM-ACGTGTGTCCCTG-MGB-3"
A allele: 5-HEX-ACGTGTATCCCTG-MGB-3"

Callele: 5-FAM-CAGCAACCCCCTGAG-MGB-3
T allele: 5-HEX-TTCAGCAACTCCCTGAG-MGB-3"

G allele: 5-FAM-GGCTATCGGGAGTTT-MGB-3'
A allele: 5"-HEX-TGGCTATCAGGAGTTTG-MGB-3"
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samples were re-genotyped. The results were reproducible with
no discrepancies in genotyping.

Statistical analysis:

We used SNPstats software to test Hardy-Weinberg (HW)
equilibrium of alleles frequencies.'s

This software was also used to estimate haplotype frequen-
cies in cases and controls. The chi-square test was used to test for
significant association between beta-lactam allergies and alleles
or genotypes. Odds ratio (OR), used as a measure of association
strength, and the corresponding 95% confidence interval (CI)
was calculated. Kruskal-Wallis test was used to assess whether
the distribution of a categorical variable is the same between
genotype groups. A P-value of less than 0.05 was considered
significant. Statistical analyses were performed using GraphPad

Prism version 7 (GraphPad Software, San Diego, CA).

Results

In the present case-control study, we explored the associa-
tion between the IL13, IL4RA polymorphisms and beta-lact-
am allergy in a sample of Algerian population. The association

APJAI

between the immediate allergic reaction to beta-lactams and
polymorphisms of IL13 (R130Q), IL4RA (I50V, S478P and
Q551R) was evaluated in 199 patient and 99 healthy controls
from Algeria. There were no significant differences in the dis-
tribution of age (P = 0.1023) and sex (P = 0.5554) between the
cases and controls (Table 2). Patients with immediate allergic
reactions had a significantly higher concentration of total se-
rum IgE than controls (Table 2). All genotyped distributions
of control subjects were consistent with those expected from
the Hardy-Weinberg equilibrium (P > 0.05). Besides, the minor
allele frequency (MAF) of all the four SNPs was consistent with
that reported in the HapMap database (Table 3). No linkage
disequilibrium was found between IL13 and IL4RA polymor-
phisms.

Genotype distributions and allele frequencies of all analyzed
polymorphisms for the patients and control group are shown
in Table 2. The frequency of the predominant alleles of IL4RA
150V and IL13 R130Q was significantly higher in patients than
in controls, whereas no difference was observed for the ILARA
§478P and IL4RA Q551R (Table 2). We observed a significant
association between IL13 R130Q and total serum level of IgE

Table 2. Clinical characteristics and genotypes and allele frequencies of IL13 and IL4RA of patients and controls.

Characteristic Patients, n = 199, Mean + SD Controls, n = 99, Mean + SD P-value
and number of cases and number of cases
(%, 95% confidence interval) (%, 95% confidence interval)
Age 394841572 3578 +11.78 0.1023
Male gender 65(32.7, 26.5-39.4) 29 (29.3,21.2-38.9) 0.5554
Total serum IgE 187 £94.55 41357 < 0.0001
IgE >100 152 (76.3, 70.02-81.75) 11 (11.11,6.31-18.81) < 0.0001
Personal history of allergy 53 None
Urticaria 19 None
Anaphylactic shock 15 None
Asthma 19 None
IL4RA 150V
11 (AA) 44 (22.1, 16.5-28.5) 32(323,23.3-42.5) 00144
IV (AG) 86 (43.2, 36.2-50.4) 48 (48.5, 38.3-58.7)
VV (GG) 69 (34.7, 28.0-41.7) 19(19.2, 11.9-28.3)
Predominant allele 1 174 (43.7, 38.9-48.6) 112 (56.6, 49.6-63.3) 0.0031
Less frequent allele V 224 (56.3, 51.3-61.0) 86 (434, 36.7-50.4)
IL4RA $478P 0.1925
S5 (TT) 139 (69.9, 63.1-75.8) 74 (747, 66.4-83.1)
SP (TC) 54(27.1,21.4-337) 25 (252, 17.0-33.5)
PP (CC) 06 (3.0, 1.4-6.4) 00(0,0-3.7) 0.2059
Predominant allele T 332 (83.4, 79.4-86.7) 173 (87.9, 82.6-87.8)
Less frequent allele C 66 (16.6, 13.2-20.5) 25(12.1,8.30-17.4)
IL4RA Q551R
QQ (AA) 121 (60.8, 53.9-67.3) 61 (61.6,51.8~70.6) 0.1378
QR (AG) 73 (36.7, 30.3-43.6) 31 (31.3,23.0-41.0)
RR (GG) 05 (2.5, 1.1-5.7) 07 (7.0,3.5-13.9)
Predominant allele Q 315(79.1, 74.9-82.8) 153 (77.3, 70.9-82.5) 0.6000
Less frequent allele R 83(209, 17.15-25.1) 45 (22.7, 17.4-29.0)
IL13 R130Q
RR (GG) 152 (76.4, 70.01-81.7) 87 (87.9,79.9-92.9) 0.0384
RQ (GA) 42 (211, 16.0-27.3) 12 (12.1, 7.1-20.0)
QQ (AA) 05 (2.5, 1.1-5.7) 00(0,0-3.7)
Predominant allele R 346 (86.9, 83.3-89.9) 186 (93.9, 89.7-96.5) 0.0093
Less frequent allele Q 52(13.1,10.1-16.7) 12 (6.1,3.5-10.3)
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Table 3. Primary information of genotyped SNPs in the IL13 and IL4RA genes.

SNP NCBIrsNo  Location  Base change MAF P for HWE*
HapMap* Case Control

1113 Arg130Gln 520541 exon 4 G>A 0,130 0.13 0.07 0,991

IL4RA Tle50Val rs1805010 exon 5 A>G 0,425 051 043 0,990

IL4RA Serd78Pro rs1805015 exon 12 T>C 0,152 017 0.13 0,350

IL4RA GIn551Arg  rs1801275 mm;\ 12 A>G 0,207 021 0.23 0.2607

* MAF from the HapMap database
* HWE P value in the control group

in patients as well as controls (P = 0.0002). The association of
IL4RA 150V and S478P with total IgE was more significant
when restricting the analysis to patients (Table 4).

Because of the biological relationship of IL4RA and IL13,
an analysis was performed to determine if individuals with the
risk genotypes for both genes were at higher risk of developing
beta-lactam allergy. The data are summarized in Figure 1 and
showed that IL13 130RR combined with any of the predomi-
nant homozygous genotypes of ILARA was a risk factor in aller-
gy to beta-lactams. A similar analysis was performed examining
total serum IgE levels, Our results showed IL13/IL4RA vari-
ant combination: P = (.0220, 0.0002, 0.0020, respectively and
each variant P = 0.0002 0.2224, 0.6978, 0.1237, respectively. A
linkage disequilibrium (LD) analysis was performed to study

the relationships between the three SNPs of IL4RA and beta
-lactam allergy. The LD showed that rs1805010 and rs1805015
had linkage disequilibrium with D’ of 0.5195, rs1805015 and
rs1801275 had a score of D’ = 0.7977. However, rs1805010 and
rs1801275 did not show linkage disequilibrium. Three haplo-
types were found in the three SNPs of IL4RA gene: ATA, GTA,
and GCG (Table 5). These haplotypes were observed in the
case and control groups (P < 0.0001, P = 0.0123, and 0.3099,
respectively), The haplotype GTA is correlated with beta-lact-
am allergy in Algerian population. Indeed, the haplotype GTA
was significantly more frequent in patients with immediate
allergic reactions to beta-lactams than in control subjects (P =
0.0123). Interestingly, the haplotype ATA was significantly more
frequent in controls subjects than in patients (P < 0.0001).

Table 4. Serum total IgE levels in patients with beta-lactam allergy.

Polymorphism Total IgE (IU/ml) P-value
Median (25% - 75%)
IL4RA 150V 00136
1 168.3 (81.03-253)
v 216.5 (82.75-259.6)
v 252.4(181.6-269.1)
ILARA S478P 0.0492
55 218.3 (100.5-276)
5P 197.4 (97.78-258.5)
pp 261.6 (260.7-264.2)
IL4RA Q551R 0.2011
QQ 2192 (110.7-273.1)
QR 213.4 (90.75-261.6)
RR 112 (63.3-180.9)
IL13 R130Q 0.0460
RR 214.4 (92.38-261.1)
RQ 213.7 (146.6-277.5)
QQ 270.2 (240-301)
Table 5. Major haplotype frequencies of IL4RA in the case and control groups.
Genotype  Haplotyy Frequency Pvalue  OR(95% CI)
Case Control
IL4RA
rs1805010  ATA 150 (0.378%) 96 (0.486%) < 0.0001 0.45 (0.31-0.65)
rs1805015  GTA 152 (0.383%) 54 (0.275%) 0.0123 L.61 (1.11-2.35)
51801275  GCG 95 (0.240%) 45 (0.230%) 0.3099 1.23(0.82-1.83)

OR: Odds Ratio, Cl: Confidence Interval
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Discussion

Several studies suggested that allergic reaction to beta-lact-
ams are influenced by genes involved in IgE production, includ-
ing IL13 and IL4 pathways.*'*'"!* Besides, recent population
studies have reported an association between IL13 and IL4RA
with atopy and asthma.'**" In this study, we found for the first
time in the Algerian population, an association of rs1805010
polymorphism in IL4RA gene and rs20541 in IL13 with an
allergic reaction to beta-lactams.

In Algerian patients with allergic reaction to beta-lactams,
we observed a higher concentration of total serum IgE than
non-allergic patients suggesting the involvement of a genetic
mechanism related to IgE class switching. Supporting our data,
a relationship was found among IL4RA IS0V and IL13 R130Q
polymorphisms, the risk of immediate reaction to beta-lact-
ams, and total serum IgE level.* However, Apter et al. reported
that the IL4RA 150V polymorphism had no relationship with
penicillin allergy based on a series of 23 self-reported penicillin
-allergic patients from USA." One possible explanation for
this discrepancy is the difference in the genotype frequency of
ILR4A 150V between different populations. This explanation
is supported by the research of Gueant et al. who showed that
the IL4RA 150V of the AA genotype was more significantly
associated with the risk of penicillin allergy than with the risk
of cephalosporin allergy."” This study also demonstrated that a
difference in the AA genotype frequency of IL4RA 150V existed
between two Europeans populations.”

The IL4RA gene is located on chromosome 16p11-16p12.
It is a subunit that plays a key role in allergic disease by pro-
moting the IgE production.” In our study, the I50V and $478R
were correlated with IgE production in patients, whereas the
Q551R was not associated with the IgE level (Table 4). However,
Cornejo-Garcia et al. found that total IgE was affected by Q551R
polymorphism as well as IL13 130RQ/QQ and IL4RA 551QQ
epistatic genotype in Spanish Caucasians.” In our series, the
two symmetrical combinations (IL13 130RR and IL4RA 50II,
IL13 130RR and IL4RA 551QQ) are significantly correlated
with total IgE level, but less than the effect of IL13 R130Q
alone (P = 0.0002), confirming the critical role of IL13 in the
initiation of IgE production.”** These gene-gene interactions
were consistent with the complementary role of both molecules
in IgE switching.® Another interesting finding of our study,
is the combination of the predominant allele of IL13 R130Q
polymorphism with any of the predominant homozygous
genotypes of the three polymorphisms of IL4RA (I50V, S478P,
and Q551R) was more significantly associated with the risk of
beta-lactam allergy (P < 0.0001, p = 0.0163, 0.0301, respectively)
than any polymorphism considered alone (P = 0.0093, 0.0031,
0.2059, 0.6000, respectively). Also, the symmetrical combina-
tions (IL13 130RQ/QQ and IL4RA 501I), and (IL13 130RR and
IL4RA 50IV/VV) were significantly associated with the risk
of beta-lactam allergy, while the other combinations were not
significant (Figure 1). Table 6 shows genelic association studies
that reported genetic predictors in association with beta-lactam
allergy compared with our study. These studies suggested that
pro-inflammatory cytokine genes such as IL4R, IL4, IL13 are
involved in IgE mediated beta-lactam reactions.

Computer modelling of the rs20541 variant has shown that
this substitution affects the signal strength between interleukin
13 and its receptor.” This polymorphism encodes an amino
acid residue, which is located within the D helix, close to the
C-terminal region of IL13.** IL13 is a ligand of the IL4RA
subunit; it is thus possible that the R130Q polymorphism influ-
ences the interaction between D helix and the IL4RA subunit.
The underlying molecular mechanisms of this association need
to be clarified because the computer modelling of the IL13/
IL4RA interaction suggests that the arginine of the 130RR
variant repulses the histidine 131 of IL4RA.”” The S478P and
Q551R variants of IL4RA may intensify the downstream sig-
nalling, because of their position close to a STAT6-recruiting
domain.® Therefore, additional genes related to the signalling
pathways of IL4RA, such as IL4, STAT6, and JAKI, could
also account for an additional risk of IgE mediated allergy to
beta-lactams, as previously suggested in probands with asthma
susceptibility.”

In the haplotype analysis of the IL4RA gene, the GTA hap-
lotype frequency in patients with beta-lactam allergy was found
to be significantly higher than the control group suggesting
an interaction between the three polymorphisms regarding
susceptibility to beta-lactam allergy. In other words, the results
indicate that GTA haplotype could be associated with the sus-
ceptibility to beta-lactam allergy in the Algerian population.
The association of G50, T478 and A551 combination with be-
ta-lactam allergy was higher than each allele alone, suggesting
that haplotype analysis can provide more information than the
single SNP alone. Moreover, it is interesting to observe that
the haplotype ATA seems to have a protective effect against
beta-lactam allergy, although the reason is unclear. Thus further
studies should be undertaken to analyse the putative relevance
of haplotypes of IL4RA Ile50Val, Ser478Pro and Gln551Arg
polymorphisms in the development of beta-lactam allergy.

Conclusion

In summary, our study suggests that IL4RA 150V and IL13
R130Q polymorphisms are related to beta-lactam allergy.
Our data demonstrate that IL13 is a more potent predictor of
beta-lactam allergy than IL4RA. In the Algerian population,
a significant association of IL13/IL4RA polymorphism com-
binations with beta-lactam allergy and IgE levels is observed.
However, additional studies are needed to confirm these results
in other populations. Also, our data suggest that the haplotype
GTA from rs1805010, rs1805015, and rs1801275 of IL4RA may
be related somehow to beta-lactam allergy. This relationship
needs to be further studied using a larger sample.

Our results have a certain clinical implication. The identi-
fication of genetic risk factors may improve the diagnosis and
understanding of the pathophysiology of beta-lactam allergy.
Therefore, having a clear view of the genetic factors involved
can lead us to develop better preventive methods and strategies
as well as effecting better drug design and treatment strategies
in the future.
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Abstract:

Immediate hypersensitivity reactions to beta-lactams are IgE-mediated and constitute the most
common adverse reactions to antibiotics mediated by a specific immunologic mechanism.

We investigated the association between four functional polymorphisms of IL13 (R130Q va-
riant) and IL4RA (150V, S478P and Q551R variants) genes and susceptibility to immediate al-
lergic reactions to beta-lactams in the Algerian population.

We determined these gene variants in 199 patients and 99 age-paired and gender-paired control
subjects from Algeria. In a case-control study using the TagMan method, we genotyped four
single nucleotide polymorphisms (SNPs) including Arg130GIn in IL13, and Ile50Val, Ser478Pro
as well as GIn551Arg in ILARA.

ILARA 150V variant was more significantly connected with the risk of beta-lactam allergy
(P=0.0144). A significant correlation was observed between 1L13 R130Q and the total serum
IgE level (P=0.0002), and beta-lactam allergy (P= 0.0384). Also, a significant gene-gene inte-
raction was detected between the predominant allele of the 1L13 R130Q polymorphism and the
three polymorphisms of IL4ARA (P<0.0001, P= 0.0163, and 0.0301, respectively). The same as-
sociations were observed with serum IgE levels (P= 0.0220, 0.0002, and 0.0020, respectively).
Haplotype analysis of IL4ARA revealed that GTA haplotype had a significant correlation in pa-
tients with beta-lactam allergy (P= 0.0123).

Our results indicate that ILARA (150V) and IL13 R130Q are associated with beta-lactam allergy.
The combination of IL13 and IL4RA variants markedly increases an individual’s susceptibility
to beta-lactam allergy in the Algerian population.

Keywords: Allergy, Beta-lactam, IgE, Interleukin-13, Interleukin-4 receptor, Polymorphism.
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Résume :

Les béta-lactamines sont la principale classe d’antibiotiques la plus souvent responsable
des manifestations allergiques. Le plus souvent, il s’agit d’hypersensibilité immédiate, résultat
d’un mécanisme immunologique spécifique mettant en jeu une synthése exagérée d’IgE.

Nous avons étudié l'association entre les polymorphismes des genes de I’interleukine 13
(Arg130GiIn) et du récepteur a I’interleukine 4 (lle50Val, Ser478Pro et GIn551Arg) et la suscep-
tibilité aux réactions allergiques immédiates aux béta-lactamines dans une partie de la population
Algérienne.

Une mise au point de I’identification de ces polymorphismes mononucléotidiques (SNP)
a été réalisée par la méthode TagMan. Cent quatre-vingt dix-neuf patients allergiques de la
méme région, appariés selon I’age et le sexe aux témoins (99 sujets), ont été génotypés pour ces
quatre polymorphismes.

Le variant IL4ARA lle50Valest associé au risque d'allergie aux béta-lactamines (P=
0.0144). Une corrélation significative a été observée entre IL13 Arg130Gin, le taux sérique d'lgE
totales (P= 0.0002), et l'allergie aux béta-lactamines (P= 0,0384). En outre, une fréquence signi-
ficativement élevée de ces polymorphismes et leur association deux a deux a été détectée entre
l'allele prédominant du polymorphisme de I’IL13 Argl30GIn et les trois polymorphismes de
IL4ARA (P<0.0001, P= 0.0163, et 0.0301, respectivement). Les mémes associations ont été ob-
servées avec le taux sérique d'lgE totales (P= 0.0220, 0.0002 et 0.0020, respectivement). L'ana-
lyse des haplotypes du gene de I'lL4RA a révélé que I'haplotype GTA présentait une interaction
significative chez les patients présentant une allergie aux béta-lactamines (P= 0.0123).

En conclusion, nos résultats indiquent que I’IL4RA lle50Val et IL13 Arg130GIn sont as-
sociés au risqued’allergie aux béta-lactamines. De plus, la combinaison de variants d'IL13 et
d'IL4RA présente plus de risque de développer une allergie aux béta-lactamines dans la popula-
tion algérienne.

Mots-clés : Allergie, Béta-lactamines, IgE, interleukine-13, récepteur a l'interleukine-4, poly-

morphisme.

112



