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Résumé

Ce travail s’inscrit dans une approche combinée de bioinformatique et de génétique
visant a identifier les polymorphismes mononucléotidiques (SNPs) associés a I’asthme.
En s’appuyant sur les bases de données comme NCBI/dbSNP, MutationT@ster et
gnomAD, nous avons analysé¢ des SNPs liés a la maladie en évaluant leur fréquence, leur
impact fonctionnel potentiel et leur répartition populationnelle. Une analyse
phylogénétique a été réalisée a partir des séquences nucléiques contenant ces variants,
dans le but d’étudier leur évolution et leur conservation. Ce mémoire met ainsi en lumiere
I’importance de la caractérisation génétique des variants dans la compréhension des

mécanismes de susceptibilité a I’asthme.

Mots clés : Variants génétiques — Asthme — Génomique - Bioinformatique
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Abstract

This study is part of a combined bioinformatics and genetics approach aimed at
identifying single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with asthma. Utilizing
databases such as NCBI/dbSNP, MutationT@ster, and gnomAD, we examined disease-
related SNPs by evaluating their allele frequency, predicted functional impact, and
distribution across different populations. Additionally, a phylogenetic analysis was
conducted using nucleotide sequences containing these variants to investigate their
evolutionary conservation. This work underscores the importance of genetic variant
characterization in advancing our understanding of the genetic predisposition to asthma.

Keywords: Genetic variants — Asthma — Genomics — Bioinformatics.
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INTRODUCTION

L’asthme est une maladie respiratoire chronique complexe qui a touché, selon
’OMS!, prés de 262 millions de personnes en 2019. D’autres études estiment ce nombre
a environ 300 millions de personnes dans le monde, avec une tendance a la hausse de
50% tous les dix ans. Ces dernicres années, les progres en génomique ont permis de mettre
en évidence de nombreux variants génétiques qui peuvent influencer I’expression ou la
fonction de geénes clés dans les réponses immunitaires, inflammatoires ou encore dans la

régulation de la fonction pulmonaire (Braman, 2006 ; Palikhe, 2024).

Dans ce contexte, I'utilisation d’approches bioinformatiques s’avére indispensable
pour cribler efficacement de grands volumes de données génétiques et pour identifier les
variants potentiellement impliqués dans la pathogénie de I’asthme. Des bases de données
comme NCBI/dbSNP, MutationT@ster et gnomAD permettent de caractériser les SNPs
d’intérét en fournissant des informations sur leur localisation, leur fréquence allélique

dans différentes populations, ainsi que leur impact fonctionnel présumé.

Par ailleurs, I’analyse phylogénétique des séquences nucléiques contenant ces SNPs
offre une perspective complémentaire et enrichissante. Elle permet d’identifier des
variants conservés ou spécifiques, et peut également révéler des relations structurales ou

fonctionnelles entre différents loci associés a 1’asthme.

Pour répondre a la problématique corrélée a ce travail stipulant que ‘/’asthme, étant
une maladie a forte composante génétique, comment peut-on, a l’aide d’approches
bioinformatiques et génétiques, identifier et caractériser les SNPs associés a cette
pathologie, et que peut nous apprendre [’analyse phylogénétique de ces variants sur leur
origine, leur évolution et leur role potentiel dans la susceptibilité a [’asthme ?’ ; nous
avons alors fixé un objectif principal de ce mémoire afin d’identifier et caractériser les
variants génétiques associés a 1’asthme a 1’aide d’outils bioinformatiques, et de réaliser
une analyse phylogénétique sur la base des séquences nucléiques correspondantes, dans

le but de mieux comprendre leur role dans la susceptibilité a cette maladie.

1 https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/asthma%20%20/?utm source=chatgpt.com
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PARTIE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1- LES VARIANTS GENETIQUES ET LEUR ROLE DANS LES MALADIES
GENETIQUES

Les variants génétiques sont des modifications de la séquence d’ADN qui
influencent la diversité biologique et les prédispositions aux maladies. Leur impact peut
étre neutre, bénéfique ou pathogéne, selon leur effet sur la fonction des geénes (Bouzigon,

2010).

1-1/ Définition et types de variants génétiques : Les variants génétiques jouent un
role essentiel dans la diversité génétique entre les individus et peuvent influencer des
traits physiologiques, des prédispositions aux maladies et la réponse aux traitements
médicaux. Ces variations peuvent étre bénignes, pathogénes ou avoir un effet incertain,

selon leur impact sur la fonction des geénes (Vercelli, 2008).

Ainsi, un variant génétique correspond a toute différence dans la séquence d'ADN
par rapport a la séquence de référence du génome humain. Ces variations peuvent étre

classées en plusieurs catégories :
a-Variants ponctuels (SNPs - Single Nucléotide Polymorphismes)

— Ce sont des modifications d’un seul nucléotide (A, T, C ou G).
— Exemple : Un changement de C en T dans un géne peut modifier ou non 1’acide

aminé de la protéine codée.
b- Insertions et Délétions (Indels)

e Ajout ou suppression d’une ou plusieurs bases dans la séquence d’ADN.
e Peut provoquer un décalage du cadre de lecture (frameshift mutation) si la

taille du changement n’est pas un multiple de trois.
c- Duplications et Expansions Répétées

« Certains genes contiennent des séquences répétées qui peuvent s’étendre

anormalement.



e Exemple : Maladies comme la maladie de Huntington, causée par une

expansion excessive de triplets CAG dans le géne HTT.

D- Réarrangements Chromosomiques (Inversions, Translocations)

e Changements dans 1’organisation de grandes régions du génome.
« Ces réarrangements peuvent perturber I’expression des génes et entrainer

des maladies.

1-2/ Les variants génétiques peuvent étre associés a des maladies selon leur

localisation et leur effet sur I’expression ou la fonction des génes. On distingue :

a- Variants pathogenes dans les maladies monogéniques

« Ces maladies sont causées par des mutations dans un seul gene.

e Exemples :
o Mutation du géne CFTR — Mucoviscidose
o Mutation du géne HBB — Drépanocytose

b- Variants associés aux maladies multifactorielles

« Ces maladies résultent de I’interaction entre plusieurs genes et des facteurs

environnementaux.
e Exemples :
o Asthme (associé¢ aux SNPs dans ORMDL3, GSDMB)
o Diabéte de type 2 (associé a des variantes dans le géne
TCF7L2)

c- Polymorphismes neutres et prédisposition génétique

e Certains variants n’ont pas d’effet immédiat mais peuvent augmenter le
risque de développer une maladie sous certaines conditions.
e Exemple : Mutations BRCA1 et BRCA2 augmentent le risque de cancer

du sein et de I’ovaire, mais ne causent pas systématiquement la maladie.



2- IMPLICATION DES VARIANTS GENETIQUES DANS LA SUSCEPTIBILITE
A L'ASTHME

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique respiratoire (ou des voies
aériennes) résultant d'une interaction complexe entre des facteurs environnementaux et
des prédispositions génétiques. Des études ont identifié plusieurs variants génétiques
associés a une susceptibilité accrue a l'asthme, offrant ainsi des perspectives pour une
meilleure compréhension et gestion de cette pathologie considérée comme hétérogene

regroupant de nombreux phénotypes (Villeneuve et Guilleminoult, 2020).

2-1/ Exemples d’implication : Parmi les geénes impliqués, ADAM33 a été 1'un des
premiers identifiés. Ce géne code pour une métalloprotéase impliquée dans le remodelage
des voies respiratoires. Des polymorphismes au sein d'ADAM33 ont été associés a une
hyperréactivité bronchique et a une inflammation des voies aériennes, suggérant un role

clé dans la pathogenése de 1'asthme (Vercelli, 2008).

Un autre gene d'intérét est GPRA (G protein-coupled receptor for asthma
susceptibility), également connu sous le nom de GPR154. Des études ont montré que
certaines variations de ce gene sont associées a une augmentation des taux d'IgE sériques
et a une prédisposition a l'asthme, par exemple, dans les populations finlandaise et
québécoise. L'expression accrue de GPRA dans les tissus bronchiques des asthmatiques

suggere son implication dans les mécanismes inflammatoires de la maladie.

Les cytokines jouent également un réle central dans I'asthme. L'interleukine 13 (IL-
13), sécrétée principalement par les lymphocytes Th2, est impliquée dans la maturation
des cellules B et la production d'IgE. Des polymorphismes du geéne IL13 ont été associés
a une susceptibilité accrue a l'asthme et a d'autres maladies atopiques. L'IL-13 contribue
a l'hyperréactivité des voies respiratoires, a la sécrétion excessive de mucus et au

remodelage bronchique, caractéristiques de I'asthme.

Des études d'association a 1'échelle du génome ont également mis en évidence des
variants situés dans des régions régulatrices, influencant l'expression de génes liés a
l'asthme. Par exemple, une étude internationale a identifi¢ de nouvelles régions du

génome associées a l'asthme, situées a proximité de marques épigénétiques dans les



cellules immunitaires, suggérant une interaction entre facteurs génétiques et

épigénétiques dans la susceptibilité a 1'asthme.

Enfin, le role des genes du complexe majeur d'histocompatibilité de classe I1 (HLA
II) a été exploré. Des associations significatives ont été trouvées entre certains alléles
HLA 1II et la susceptibilité a 1'asthme, suggérant que ces génes pourraient influencer la

réponse immunitaire aux allergénes environnementaux.

Ces découvertes soulignent l'importance des facteurs génétiques dans la
prédisposition a I'asthme et ouvrent la voie a des approches thérapeutiques ciblées basées

sur le profil génétique individuel des patients.

2-2/ Les variants liés a ’asthme les plus communs : Les avancées récentes en
génomique ont permis d'identifier plusieurs variants génétiques associés a une
susceptibilit¢ accrue a l'asthme. Parmi ces variants, certains sont particulierement

récurrents dans la littérature scientifique contemporaine (Holloway, 2010).

1. Géne ADAM33 : a été 1'un des premiers identifiés comme associé a I'asthme.
Il code pour une métalloprotéase impliquée dans le remodelage des voies respiratoires.
Des polymorphismes au sein d'ADAM33 ont été¢ corrélés a une hyperréactivité
bronchique et a une inflammation des voies aériennes, suggérant un role cl¢ dans la

pathogenese de l'asthme.

2. Gene GPRA (GPR154) : codant pour un récepteur couplé aux protéines G, a
¢été associé a l'asthme et a des niveaux ¢€levés d'IgE sériques. Des études ont montré que
certaines variations de ce géne sont liées a une augmentation des taux d'IgE et a une
prédisposition a l'asthme, notamment dans les populations finlandaise et québécoise.
L'expression accrue de GPRA dans les tissus bronchiques des asthmatiques suggere son

implication dans les mécanismes inflammatoires de la maladie.

3. Interleukine 13 (IL-13) : Une cytokine sécrétée principalement par les
lymphocytes Th2, jouant un réle central dans la réponse immunitaire de type allergique.
Des polymorphismes du geéne IL13 ont été associés a une susceptibilité accrue a l'asthme,

a l'hyperréactivité bronchique et a des niveaux élevés d'IgE. L'IL-13 contribue a



I'hyperréactivité des voies respiratoires, a la sécrétion excessive de mucus et au

remodelage bronchique, caractéristiques de 1'asthme.

4. Complexe Majeur d'Histocompatibilité de Classe II (HLA II) : Les génes du
Complexe Majeur d'Histocompatibilité de Classe II (HLA II) jouent un rdle crucial dans
la présentation des antigénes et la modulation de la réponse immunitaire. Des associations
significatives ont été trouvées entre certains alléles HLA II et la susceptibilité a 1'asthme,
suggérant que ces genes pourraient influencer la réponse immunitaire aux allergenes

environnementaux.

5. Variants Epigénétiques et Régions Régulatrices : Des études d'association a
I'échelle du génome ont mis en évidence des variants situés dans des régions régulatrices,
influencant I'expression de genes liés a 'asthme. Par exemple, une étude internationale a
identifi¢ de nouvelles régions du génome associées a l'asthme, enrichies en marques
épigénétiques, suggérant une interaction entre facteurs génétiques et épigénétiques dans

la susceptibilité a 1'asthme.

6. Génes GSTMI1, GSTP1 et GSTT1 : Codant pour des glutathion-S-
transférases, sont impliqués dans la détoxification des produits oxydants. Des variants
nuls (Null Variants : mutation génétique qui entraine une perte compléte de fonction du
gene affecté) pour la GSTM1 sont associés a un effet délétere de I'exposition tabagique

in utero, augmentant le risque de développer un asthme précoce et persistant.

7. Variants du Géne CACNAIH : Code pour la sous-unit¢ alH des canaux
calciques de type T, impliqués dans l'excitabilité neuronale. Des haplotypes spécifiques
de CACNA1H, cohérités avec des duplications du géene TPSABI, ont été identifiés chez
des individus présentant une alpha-tryptasémie héréditaire, condition associée a des

symptomes similaires a 1'asthme.

8. Gene PHF11 : A été identifié comme un gene de susceptibilité a 1'asthme et
aux allergies. Des études ont montré que des variations de PHF11 sont associées a des
niveaux d'IgE et a une prédisposition a 1'asthme, bien que les mécanismes précis restent

a élucider.



Ces découvertes mettent en lumiere la complexité de la génétique de 1'asthme,
impliquant une multitude de geénes et de mécanismes. Une meilleure compréhension de
ces variants génétiques ouvre la voie a des approches thérapeutiques personnalisées et a

des stratégies de prévention ciblées (Bouziguon, 2010).

3- DISTRIBUTIONS STATISTIQUES DES VARIANTS ASSOCIES A UASTHME

Les études génétiques ont mis en évidence plusieurs variants associés a l'asthme,
avec des fréquences variant selon les populations étudiées. Par exemple, des études ont
identifi¢ environ 680 polymorphismes nucléotidiques (SNPs) associés a l'asthme,
représentant 90% de 1'ensemble des variants génétiques liés a cette maladie (Dos Santos,
2015). La fréquence de ces variants peut varier selon les populations et les méthodologies
utilisées, mais leur identification souligne l'importance de la composante génétique dans

la susceptibilité a 1'asthme (Bouzigon, 2005).

Les avancées en génétique ont permis d'identifier plusieurs variants associés a une
susceptibilité accrue a I'asthme, avec des fréquences variant selon les populations

(Demenais, 2018) :

1. Variants identifiés par des études pangénomiques : Les études d'association
pangénomique (GWAS) ont permis d'identifier de nombreux variants associés a l'asthme.
Par exemple, une méta-analyse a mis en évidence 878 variants génétiques situés dans 18

régions du génome, associé¢ au risque d'asthme.

2. Variants spécifiques a certaines populations : Certains variants présentent des
fréquences particuliéres selon les populations étudiées. Par exemple, le géne GPRA
(GPR154) a été associé a I'asthme et a des niveaux élevés d'IgE sériques, notamment dans
les populations finlandaise et québécoise. Ce géne contient sept haplotypes différents,

dont quatre sont associés a I'asthme et a une augmentation des IgE.

3. Variants liés a l'atopie : Environ 75 % des cas d'asthme sont associés a l'atopie,
une prédisposition génétique a produire des IgE en réponse a des allergénes
environnementaux. Cette association suggere que les variants impliqués dans l'atopie

peuvent également influencer la susceptibilité a 'asthme.



4. Variants identifiés dans des populations spécifiques : Des études ont identifié¢ des
variants spécifiques a certaines populations. Par exemple, des études ont montré que
certaines variations du géne GPRA (GPR154) sont associées a I'asthme et a des niveaux

¢levés d'IgE sériques, notamment dans les populations finlandaise et québécoise.

5. Importance des études d'association pangénomique : Les études d'association

pangénomique (GWAS) ont permis d'identifier de nombreux variants associés a 1'asthme.

Par exemple, une méta-analyse a mis en évidence 878 variants génétiques situés dans 18
régions du génome, associés au risque d'asthme.

Ces données illustrent la complexité génétique de I'asthme, avec des variants dont
les fréquences et les impacts varient selon les populations (Demenais, 2018). Dans leur
¢tude internationale, Demenais eyt al. (2018), ont identifi¢ de nouvelles régions du

génome associées a I’asthme et enrichies en marqueurs épigénétiques (figure 1).
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Figure 1 : Graphiques de Manhattan des résultats des méta-analyses a effets aléatoires
d'ascendance européenne et multi-ascendance du risque d'asthme. a : La méta-analyse
d'ascendance européenne concerne 19 954 cas d'asthme et 107 715 témoins. b : La
méta-analyse multi-ascendance concerne 23 948 cas d'asthme et 118 538 témoins.
Chaque locus est annoté en fonction de sa localisation dans la bande cytogénétique.
L'axe des x représente la localisation chromosomique et I'axe des y représente —log10
(valeur de p) pour les tests d'association entre les SNP et I'asthme. Noir, loci déja connus
; rouge, nouveaux loci identifiés dans la méta-analyse d'ascendance européenne ; bleu,
nouveaux loci supplémentaires identifiés dans la méta-analyse multi-ascendance. La
ligne horizontale en pointillés indique p =5 x 10°%.

C’est ainsi qu’ils ont pu noter que 18 régions chromosomiques comprenaient cing
nouveaux loci associés a l'asthme a 5q31.3, 6p22.1, 6q15, 12q13.3 et 17q21.33 ; deux
nouvelles associations a 6p21.33 et 10p14, indépendantes des signaux précédemment
rapportés a ces loci dans des populations d'ascendance spécifique (respectivement
d'ascendance latino et japonaise); deux associations a 8q21.13 et 16pl3.13,
précédemment rapportées pour l'asthme associé¢ au rhume des foins, mais pas pour
'asthme seul, dans une étude portant sur des populations d'ascendance européenne 8 ; et

neuf loci d'asthme précédemment identifiés.

Dans leur étude, Stikker et al. (2023) confirment que compte tenu de sa prévalence
¢levée et de notre compréhension incompléte des mécanismes sous-jacents a la

susceptibilit¢ a la maladie, I’asthme est fréquemment étudi¢ dans le cadre d’études
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d’association pangénomique (GWAS), qui ont identifi¢ des milliers de variantes
génétiques associées au développement de 1’asthme. Ils finissent par confirmer que leurs
¢tudes GWAS sur l'asthme ont identifié 3 129 associations SNP-traits liées a plus de 140
loci, et 'EWAS a identifi¢é collectivement des milliers de variantes épigénétiques
associé¢es a la maladie, mais concluent par le fait que, trés peu d’associations ont été
¢tudiées en profondeur pour déterminer quels variants sont la cause directe de I’asthme,
quels mécanismes moléculaires sont a la base de I’impact des variantes génétiques et
quelles voies biologiques pertinentes pour le risque de développer un asthme sont

affectées.

La compréhension de l'association entre les genes liés a 1'asthme et les différents
facteurs de risque est essentielle pour développer des stratégies de prévention et de
traitement efficaces. Cette association est généralement évaluée a l'aide d'études
d'association pangénomique (GWAS), qui permettent d'identifier des polymorphismes
nucléotidiques simples (SNPs) associés a la maladie. Par exemple, des études ont identifié
environ 680 SNPs associés a I'asthme, représentant 90% de I'ensemble des variants
génétiques liés a cette maladie. Le Trans-National Asthma Genetic Consortium (TAGC)
a identifié 878 SNPs associés a l'asthme répartis sur 18 loci différents. Ces SNPs
influencent le risque d'asthme en régulant I'expression génique dans I'épithélium des voies

respiratoires (Kim, 2020).

I1 est important de noter que ces SNPs sont situés dans des régions non codantes du
génome et ont généralement un effet limité individuellement. Cependant, leur
identification contribue a une meilleure compréhension des mécanismes génétiques
impliqués dans 1'asthme. Par ailleurs, d’autres travaux ont rapporté que 64 génes ont été
associés a l'asthme ou a des phénotypes intermédiaires, avec 33 génes mis en évidence

par au moins deux études indépendantes (Dos Santos, 2015).
Il est a noter que la littérature consultée révele que les évaluations clés de I'asthme

par groupes d'étude a travers le monde ne montrent pas les mémes résultats d’association

en termes de fréquences et de loci (Tableau 1).
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Tableau 1 : Statistiques des associations observées.

Cas Controle | Association | Résultats Auteur
Locus ORMDL3/GSDMB en téte
. s Moftatt
994 1243 1 (principalement associé a I'asthme
. . (2007)
infantile).

Asthme professionnel (toluéne
diisocyanate) ; associations les plus | KIM
significatives avec le géne (2009)
CTNNA3
Grande méta-analyse des GWAS
sur l'asthme a I'échelle mondiale,
19954 | 107715 69 issues de populations ethniquement
diverses. Premiére association du
locus GATA3.
Tres vaste méta-GWAS détectant
un grand nombre d'associations, y | Han
64338 ) 329321 167 compris une étude de suivi in vivo | (2020)
du locus CD52

84 263 3

Demenais
(2018)

4- METHODES D’ETUDE DES ASSOCIATIONS GENES/ASTHME

L’identification des déterminants génétiques de I’asthme repose sur des études
d’épidémiologie génétique, qui incluent principalement les analyses de liaison et les
¢tudes d’association. Ces approches permettent d’identifier des régions chromosomiques
impliquées dans la prédisposition a I’asthme ainsi que des génes spécifiquement associés
a son développement. Parmi ces geénes, certains appelés geénes de susceptibilité,
contribueraient a la pathogénése de 1’asthme en augmentant la probabilité d’apparition
des symptomes et en influencant la réponse immunitaire aux déclencheurs
environnementaux (Dahmani, 2020). Deplus, la compréhension des associations entre les
genes et l'asthme est essentielle pour développer des stratégies de prévention et de
traitement efficaces. Plusieurs méthodes ont ét¢ développées pour étudier ces

associations, chacune ayant ses avantages et ses limites :

1. Ftudes d'Association Pangénomique (GWAS) : Les études d'association
pangénomique sont des analyses a grande échelle visant a identifier des variations
génétiques associ¢es a des traits phénotypiques, tels que l'asthme. Ces ¢études se
concentrent généralement sur les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) et
comparent leur fréquence entre des individus atteints d'asthme et des témoins sains.

L'objectif est de repérer des SNPs dont la fréquence différe significativement entre ces
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deux groupes, suggérant une association avec la maladie. La démarche de GWAS
nécessite, en plus des séquences SNPs, des informations phénotypiques telles que la
présence de I’asthme, le niveau d’IgE, I’age, le sexe, le tabagisme, etc. Une fois les
données traitées, une régression logistique sur chaque SNP peut étre réalisée pour

apprécier des éventuelles associations significatives avec 1’asthme.

2. Statistiques de 1’Asthme : L’asthme demeure I'une des maladies respiratoires
chroniques les plus répandues a 1’échelle mondiale (figure 2). En 2021, on estimait a
environ 260 millions le nombre de personnes vivant avec cette affection, soit une
prévalence normalisée par age de 3 340 cas pour 100 000 habitants (Yuan et al, 2021).
Cette prévalence varie significativement selon les régions et les groupes démographiques.
Par exemple, dans la région de la Méditerranée orientale, les adolescents présentent une
prévalence légerement plus élevée (10,10 %) comparativement aux enfants (9,70 %), avec
une prédominance chez les garcons (11,48 %) par rapport aux filles (9,75 %). De plus,
les zones urbaines affichent une prévalence supérieure (11,27 %) a celle des zones rurales
(8,29 %), ce qui pourrait étre attribué¢ a des facteurs environnementaux tels que la
pollution de I’air. En Afrique, une étude récente a révélé que des millions d’adolescents
souffrent d’asthme non diagnostiqué, principalement en raison de I’urbanisation rapide et
du manque d’acces aux soins de santé appropriés. Ces disparités soulignent I’importance
d’une approche génétique pour comprendre les mécanismes sous-jacents de 1’asthme et

développer des interventions ciblées (Wachinou, 2019).
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Figure 2 : Taux de prévalence de I'asthme standardisés selon 1'age et pourcentage moyen
de personnes atteintes d'asthme selon I'dge dans 204 pays et territoires. Remarques : (A)
Taux de prévalence standardisé selon l'dge en 2021. (B) Taux moyen de personnes
atteintes d'asthme standardisés selon 1'age de 1990 a 2021. Variation annuelle moyenne

en pourcentage.

5. LES PRINCIPAUX TYPES DE PUCES ADN

L'étude du profil d'expression génique des cellules et des tissus est devenue un outil
majeur de découverte en médecine. Les expériences sur puces a ADN permettent de
décrire les variations d'expression a 1'échelle du génome, tant en santé qu'en maladie. De
plus, une étude impartiale et systématique du profil d'expression génique devrait
permettre d'établir une nouvelle taxonomie des syndromes obstétricaux et
gynécologiques. Ainsi, une nouvelle €ére s'ouvre ou les processus et troubles de la
reproduction pourraient étre caractérisés a l'aide d'outils moléculaires et d'empreintes

génétiques.

La conception, l'analyse et l'interprétation des expériences sur puces a ADN
requic€rent des connaissances spécialisées qui ne font pas partie du cursus standard de

notre discipline. Les auteurs ont décrit les types d'études réalisables avec des expériences
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sur puces & ADN (comparaison de classes, prédiction de classes, découverte de classes)
et ont abordé¢ les questions clés relatives a la conception expérimentale, au prétraitement
des données et aux méthodes de sélection des geénes. Les types courants de représentation
des données sont illustrés. Les pieéges potentiels dans l'interprétation des expériences de
microarray, ainsi que les atouts et les limites de cette technologie, sont mis en évidence

(Tung, 2006).

Les puces a ADN peuvent mesurer simultanément le niveau d'expression de milliers
de geénes dans un échantillon d'’ARNm particulier. Un tel profilage d'expression a haut
débit peut étre utilisé pour comparer le niveau de transcription des geénes dans des
conditions cliniques afin de : 1) identifier des biomarqueurs diagnostiques ou
pronostiques ; 2) classer les maladies (par exemple, les tumeurs avec un pronostic
différent qui sont indiscernables par examen microscopique) ; 3) surveiller la réponse au
traitement ; et 4) comprendre les mécanismes impliqués dans la genése des processus
pathologiques. Pour ces raisons, les puces a ADN sont considérées comme des outils

importants pour la découverte en médecine clinique (Schena, 2000 ; Zhang, 2005).

Une puce a ADN peut étre considérée comme une analyse de Southern ou de
Northern blot parall¢le a grande échelle (au lieu d'un gel, les sondes sont fixées sur une
surface inerte, qui deviendra la puce a ADN). L'ARNm est extrait des tissus ou des
cellules, rétrotranscrit et marqué avec un colorant (généralement fluorescent), puis
hybridé sur la puce, comme illustré en figure 3. L'hybridation et les lavages sont réalisés
dans des conditions de stringence ¢levée afin de minimiser le risque d'hybridation croisée
entre genes similaires. L'étape suivante consiste a générer une image par imagerie par
fluorescence induite par laser. Le principe de la quantification des niveaux d'expression
est que la quantité¢ de fluorescence mesurée a chaque emplacement spécifique de la
séquence est directement proportionnelle a la quantit¢ d'’ARNm de séquence
complémentaire présente dans I'échantillon analysé. Ces expériences ne fournissent pas
de données sur le niveau d'expression absolu d'un géne particulier (concentrations réelles
d'ARNm), mais sont utiles pour comparer le niveau d'expression entre différentes

conditions et génes sain ou malade (Knudsen, 2004).
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Figure 3 : Représentation schématique des étapes de la réalisation de microarrays. A (le
panneau supérieur) illustre la technologie a deux canaux, tandis que B (le panneau
inférieur) illustre la technologie a canal unique. Dans le panneau A, les ARNm normaux
et pathologiques sont marqués avec deux colorants différents, mélangés puis hybridés sur

le méme microarray. Apres lavage, le microarray est balayé a deux longueurs d'onde
différentes pour produire deux images : une pour 1’échantillon normal et une pour celui
malade. Dans le panneau B (monocanal), chaque échantillon est marqué avec le méme
colorant fluorescent, mais hybridé indépendamment sur des microarrays différents.

5-1/ Les types de microarrays : les micropuces a ADN (ou puces a ADN) peuvent

étre classées selon trois critéres :

1) La longueur des sondes : en fonction de leur longueur, les puces 8 ADN peuvent
étre classées en “puces a ADNc”, qui utilisent de longues sondes de plusieurs centaines
ou milliers de paires de bases, et en “puces a oligonucléotides”, qui utilisent des sondes

courtes (généralement de 50 pb ou moins).

i1) Les méthodes de fabrication comprennent: le « dépotou spotting» de
séquences précédemment synthétisées et la « synthese in situ ». Généralement, les puces
a ADNCc sont fabriquées par dépot, tandis que les puces a oligonucléotides sont fabriquées
par des technologies in situ. Ces technologies comprennent : la « photolithographie » (par

exemple, Affymetrix, Santa Clara, Californie), I’« impression par jet d’encre » (par
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exemple, Agilent, Palo Alto, Californie) et la « synthése électrochimique » (par exemple,

Combimatrix, Mukilteo, Washington).

ii1) Les « puces monocanal » analysent un seul échantillon a la fois, tandis que les
« puces multicanaux » peuvent analyser deux échantillons ou plus simultanément. La

puce Affymetrix GeneChip est un exemple de puce oligonucléotidique monocanal.

En pratique, le terme « sonde » désigne la s€quence nucléotidique fixée a la surface
du microarray. Dans les expériences sur microarray, le terme « cible » désigne ce qui est

hybridé aux sondes.

5-2/ Les types d’études conduites avec une puce a ADN : il existe trois principaux

types d'applications des puces a ADN en médecine (Khatri, 2005 ; Tarca, 2006) :

I- La premiére consiste a identifier les différences d'expression entre des groupes
prédéfinis d'échantillons. 11 s'agit d'une expérience de « comparaison de classes », par
exemple, l'identification de genes différentiellement exprimés dans les placentas de

femmes enceintes normales et de femmes atteintes de prééclampsie.

2- Une deuxieme application, la « prédiction de classe», consiste a identifier
'appartenance a une classe d'un échantillon en fonction de son profil d'expression
génétique (Intelligence Artificielle). Par exemple, il serait possible de prédire si une
patiente présente (ou développera) une prééclampsie en fonction de son profil
d'expression sanguine. Cela nécessite la construction d'un classificateur (un modele
mathématique) capable d'analyser le profil d'expression génétique d'un échantillon et de
prédire son appartenance a une classe. Ce classificateur est construit a partir d'un
ensemble représentatif d'échantillons dont 'appartenance a une classe est connue (par
exemple, des femmes ayant une grossesse normale et celles développant ultérieurement

une prééclampsie). Ce classificateur sera ensuite utilisé pour évaluer la probabilité¢ de

développer une prééclampsie chez les patientes non incluses dans sa construction.

3- Le troisiéme type d'application consiste a analyser un ensemble donné de profils
d'expression génétique afin de découvrir des sous-groupes partageant des caractéristiques
communes. Cette application est appelée « découverte de classes ». Par exemple, les

profils d'expression d'un grand nombre de femmes atteintes de prééclampsie seront
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mesurés afin d'identifier des sous-groupes de patientes présentant un profil d'expression
génétique similaire. Cet effort vise a générer une taxonomie moléculaire de la maladie.
Autrement dit, combien de types moléculaires de prééclampsie (sous-groupes) existent

dans un échantillon de femmes atteintes de la maladie ?

5-3/ Le pré-traitement des données : Une fois les puces a ADN hybridées, les
images obtenues servent a générer un ensemble de données. Cet ensemble de données

doit étre prétraité avant l'analyse et l'interprétation des résultats.

Le prétraitement est une étape qui extrait ou améliore les caractéristiques
significatives des données et les prépare a l'application des méthodes d'analyse. Un
exemple typique de prétraitement consiste a calculer le logarithme des valeurs d'intensité
brutes. La « normalisation » est un type particulier de prétraitement effectué pour tenir
compte des différences systématiques entre les ensembles de données. Un exemple de
normalisation consiste a modifier les valeurs d'intensité brutes afin de compenser les
différences d'efficacité des colorants lors d'expériences sur puces 8 ADN a deux canaux

utilisant Cy3 (vert) et Cy5 (rouge).

La correction de bruit de fond (Backgroud) est congue pour ajuster I'hybridation
non spécifique, c'est-a-dire 1'hybridation de transcrits d'échantillons (cibles) dont les
séquences ne correspondent pas parfaitement a celles des sondes sur la puce. Sur les puces
a points, I'hybridation non spécifique incluse dans les valeurs d'intensité brutes peut étre
estimée a partir du niveau de fluorescence a proximité immédiate de la sonde (Yang,

2002).
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PARTIE 2 : MATERIEL & METHODES

L’analyse des variants génétiques associés a I’asthme repose sur I’exploitation d’un
dataset contenant des informations sur les SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), leur
localisation chromosomique et les génes mappés. L’objectif est d’identifier les SNPs
significatifs impliqués dans cette pathologie et d’évaluer leur impact fonctionnel a I’aide
d’outils bioinformatiques et statistiques. L’ensemble des étapes proposées permet
d’identifier des SNPs associés a 1’asthme et d’évaluer leur role fonctionnel dans cette

pathologie.

1. PRETRAITEMENT ET VALIDATION DES DONNEES

Avant toute analyse, une ¢étape de nettoyage et d’organisation des données est
essentielle. I convient de vérifier la présence de valeurs manquantes, de standardiser les

noms des colonnes et d’harmoniser les formats des données.

Nos données relatives aux SNPs associés a I’asthme proviennent typiquement d’une
étude d’association pangénomique (GWAS? : Genome-Wide Association Study) pour
identifier les variations génétiques associées a une pathologie ou un trait particulier a
I’échelle du génome, mais certaines annotations ont été également enrichies a 1’aide de la

base de données bioinformatique : Ensembl?.

Le programme GWAS génére des informations issues d’un traitement
bioinformatique des programmes tels que : PLINK, SNPTEST ou GEMMA). Ces

informations sont :

- P-value : calculée a partir des tests d’associatio statistiques entre SNPs et un
phénotype (I’asthme) et mesure la significativité statistique de cette association S
NP-Asthme. Il s’agit d’une valeur de probabilité liée a I’association entre le SNP
et le phénotype étudié (ici, I’asthme), indiquant que cette association est due au

hasard. Plus sa valeur est faible, plus [’association est statistiquement

2 https://www.ebi.ac.uk/gwas/
3 https://www.ensembl.org/index.html
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significative. En GWAS, un seuil de signification typique est p<5 x 107 est utilisé
en raison du grand nombre de tests simultanés.

- P-value MLOG : transformation logarithmique (logio) appliquée a la p-value pour
la visualisation des résultats. Le calcul de cette transformation suit la formule :
MLOG=-logio(p-value). Plus cette valeur est grande, plus l’association est
fortement significative.

- SNPs Passing QC : Ce paramétre (binaire : 0 ou 1) indique si le SNP a passé les
critéres de contrdle de qualité ; un filtrage préalable des données basé sur plusieurs
critéres tels que le taux d’appel (call rate), repect des lois de Hardy-Weinberg,
fréquence allélique et taux de génotypage. Dans notre analyse, ce parametre
fournit plusieurs informations importantes sur la provenance, le traitement et la
qualité des données génétiques. En effet, Affymetrix indique que les données de
génotypage proviennet d’une puce 8 ADN de la société Affymetrix a haute densité
de type Axiom® et CytoScan HD. Ces puces contiennet des millions de sondes
permettant de détecter des variants génétiques (SNPs) sur ’ensemble du génome.
La avaleur ‘(~ 8270000)’ indique qu’environ 8,27 millions de SNPs ont été pris
en compte apres contrdle qualité (QC), y compris les SNPs imputés. Le QC est un
processus qui exclut les SNPs de mauvaise qualité (taux de génotypage faible,
biais, MAF trop bas : fréquence de 1’alléle mineur du SNP). Un SNP avec une
MAF < 1% est exclu car il est trés rare et poser des problémes statistiques. Cela
permet de sélectionner les variants les plus fréquents pour avoir une puissance
statistique suffisante. En fin, la valeur ‘imputed’ signifie que les données incluent
des génotypes imputés. Cette imputation est une méthode statistique pour prédire
les génotypes manquants a partir de ceux observés, en se basant sur un panel de
référence tel que 1000 Genomes (ou également HRC : Haplotype Reference

Consortium).

Nous signalons que les SNPs utilisés dans cette analyse proviennent de puces a
ADN Affymetrix haute densité. Apres controle qualité, environ 8,27 millions de variants

(SNPs) ont été retenus, incluant ceux directement génotypés et ceux imputés a 1’aide d’un
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panel de référence. Les données brutes ont été téléchargées a partir de la base de données

dbSNP* du NCBI (National Center for Biotechnology Information).

La matrice de données des SNPs comprend les informations brutes suivantes en

colonnes :

Date Added to Catalog, PubMedID, First author, Date, Journal, Link, Study, Disease
/trait, Initial sample size, Replication sample size, Region, CHR 1D, Reported Gene(s),
Mapped gene, Upstream Gene ID, Downstream Gene ID, SNP Gene IDS,
Upstream_Gene Distance, Downstream Gene Distance, StrngestSNP-Risk Allele,
SNPs, Merged, SNP_ID Current, Context, Intergenic, Risk Allele Frequency, p-value,
pvalue MLOG, Platform [SNPS  Passing QC], CNV, Mapped Trait,
Mapped Trait URL, Study Accession et Genotyping Technology. Les lignes de cette

matrice contiennent les SNPs.

La matrice finale, pour cette étude, est un tableau de 38 caractéres annotés sur une

liste de 199 SNPs associés a I’asthme.

Le traitement de cette matrice a permi d’éliminer les caractéres (colonnes) dont
les valeurs sont manquantes et les caractéres qui donnent des informations globales non
cliniques telles que ’'URL ou encore le nom des auteurs et leurs journaux de publications
respectifs. Ce tri a conduit a une matrice (Tableau 2) plus légere mais plus adéquate avec

les attentes génétiques de ce travail.

4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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Tableau 2 : Caractéristiques des variants génétiques (SNPs) liés a I’asthme : localisation,

fréquence et type de mutation

Région | SNPs Pos_Chr Chr | Frq /1000 Mutation | Séquence
Génomes
1923.3 | rs2070901 161215268 | 1 0,389914 G>C/ | GCATGGGGGA AGGCGTGGCA GGAAGAGGGG
G>T GACTCTGTGG TCAGGGAACT GCTCGCTGAG
CACAGCTGCA CAGTGCTGTC AGAACGGCCG
ATCTCCAGCC CAAGATGATT CCAGC
1921.3 | rs61816761 152313385 | 1 NA G>A/ ACGAATGGTG TCCTGACCCT CTTGGGACGC
G>C/ TGAATGCCTG GAGCTGTCTC GTGCCTGCTC
G>T GTGGTGCGAT CCTTGTCTTC CTCCAGTGCT
GGTCCCGGTC CGTCCATGGG CAGAG
1921.3 | rs72702900 | 152799487 | 1 0,0111852 T>A CTTCCAGTTC ATGAGCCTGA GACATCTTTC
CATTTGTTTG TGTCTTCTTC TATTTCTTCA
TCAATGCTTT TAGCTTTCAT TGTAGTTCTT
TCACTTCTTT GGTTAAATTT ATTTC
1921.3 | rs12123821 | 152206676 | 1 0,0133438 C>T TGGAGTTAGA CAGATTTAGG TATAAAACCT
GACTTTACTA ATATAATATA CTTGACCTTT
TAAAGTCTCA GTTTGCTCTT CAGTAAAATA
ACATTTATAA CCACAGGGTT GCTAT
1924.2 | 187523907 167458010 | 1 0,297096 C>A/ | CCATAAAATG AAGGAATTTC GCCCCTCACA
C>T TTTTCAAGAA CCTATGAGTT CGAAGAGACC
TGAAAGAACA TTTTTATGGG AGCCTACACC
AGTGCTATCA CCTAAAGTGC GTGAC
1921.3 | rs71625139 | 151829917 | 1 0,025314 A>G CCATGTCACC AACTGTCACC TAACTGCTGT
AATTGTGTCA TTGTCTATGA AATGGGTCTT
TCCTGCCAAA TTGTAAAGCC CTGTGAAGGC
AGGGACTGTG TTGGTCTTAT TTACT
1921.3 | rs55875222 | 151790858 | 1 0,00588697 | C>G/ | ACCGAGGAGT TTTCTATCTT CTAACCCTTG
C>T GAGGAAAATC TGCGCTCCAG CAGCTGGGAC
CGAGGCATGA GAGCGTTGAA TCATGAGTGG
CACCGTTCGC AAAAATTGGT GTCTT
1921.3 | rs12144049 | 152468434 | 1 0,264325 C>A/ | TGGGGCTTAC TTTTTGTGCT TTTCTTTTCT
C>G/ CAAGGATTAT AATCCTCTGT CGGTTTCTGT
C>T TCAATGCTTG AAAACATTTG CTCTGTATCT
TTTATTCAGT TTCTTAGTTG TTTAT
1921.3 | rs138726443 | 152307547 | 1 NA G>A/ | ATGAATGGTG TCCTGACCCT CTTGGGACGT
G>T/ TGAGTGCCTG GAGCTGTCTC GTGCCTGCTT
G>C GTGGTGGGAT CCTTGTCTTC CTCCAGTGCT
GGTCCCGGTC CGTCCATGGG CGGAC
1921.3 | 181552994 152198985 | 1 0,0117739 T>C ATGAATGGTG TCCTGACCCT CTTGGGACGT
TGAGTGCCTG GAGCTGTCTC GTGCCTGCTT
GTGGTGGGAT CCTTGTCTTC CTCCAGTGCT
GGTCCCGGTC CGTCCATGGG CGGAC
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2. ANALYSE DES SNPs

Nous remarquons que, vue le nombre élevé des SNPs retenus pour cette étude (199

variants), nous présentons un cas d’analyse typique pour un seul variant choisi

aléatoirement.

L’annotation des variants a été effectuée avec deux outils pour mettre en exergue

les mutations et leurs conséquences au sein des variants génétiques associés a 1’asthme :

MutationT@ster : Outil bioinformatique congu pour prédire les effets
fonctionnels des mutations génétiques, principalement les variants
nucléotidiques simples (SNPs) et les indels (Insrtions/Délétions). Le
MutationT@ster analyse un variant génétique et prédit s’il est bénin (non
pathologique/polymorphisme) ou pathologique (causeur de maladie), ou
inconnu dans la base de données ou alors probablement bénin ou pathogeéne.

gnomAD : Base de données de séquencage d’exomes et de génomes humains
issus de projets internationaux, afin de fournir les fréquences alléliques dans
différentes populations. Son utilisation permet de filtrer les variants génétiques
probablement bénins (car trop fréquents), ou pour contextualiser un SNP trouvé
chez un patient (est-il courant dans la population ?) ou encore pour comparer
les fréquences entre différentes populations (ethnies) surtout dans les maladies

multifactorielles.

2-1/ Cas du variant rs2070901 : Situ¢ sur le chromosome 1 au sein du gene

FCERIG (Fc fragment of IgE receptor Ig). Ce gene code pour la chaine gamma du

récepteur de haute affinité pour I'immunoglobuline E (IgE), un composant essentiel dans

la médiation des réponses inflammatoires allergiques, notamment via l'activation des

mastocytes et des basophiles. Le SNP rs2070901, caractérisé par une substitution

nucléotidique G/T, est localis¢ dans une région régulatrice du géne, suggérant un potentiel

impact sur l'expression de FCERIG.
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A- Analyse sur NCBI/SNP : L’annotation de rs2070901 a été effectuée via le portail
NCBFP en intérrogeant la base de données SNP, pour désigner la position chromosomique
du SNP et pour préciser la position de la mutation causatrice de son disfonctionnement.
Le paramétre recherché dans cette interrogation est le MAF (Minor Allele Frequency),
car c’est un indicateur de variabilit¢ génétique dans la population étudiée (individus
asthmatiques, dans notre cas). Ce paramétre aide a distinguer, au sein de nos variants
génétiques, ceux qui sont rares (MAF<1%) et donc potentiellement plus déléteres ou

spécifiques a certaines pathologies (1I’asthme en I’occurence).

B- Analyse avec MutationT@ster2025 : La localisation de la mutation a été corroborée,
dans certains SNPs avec 1’outil bioinformatique MutationT @ster version 2025. Certains

de nos SNPs ne sont pas encore insérés dans sa base de données.

Le programme MutationT@ster permet d’estimer des parametres statistiques et
moléculaires pour prioriser les mutations potentiellement pathologiques dans les génes
associés a I’asthme et de soutenir nos interprétations biologiques par une analyse in

silico.LLe programme est utilisé pour :

1- Prédir I’effet du variant génétique : pathologique ou bénin (polymorphisme),

ii- Désigner les conséquences moléculaires : mutation synonyme, non-sens, gain
ou perte de codon STOP.

1ii- Déterminer 1’effet sur la protéine : changement d’acides aminés, gain ou perte
de domaine fonctionnel.

v- Mesurer la conservation évolutive : par calculs de scores de conservation tels
que phyloP car un variant dans une région ADN hautement conservée est plus

susceptible d’étre pathologique.

C- Analyse avec gnomAD : L’utilisation du programme bioinformatique gnomAD va
permettre d’estimer les fréquences des variants génétiques au sein d’une population, car
sachant que 1’asthme est une maladie multigénique, il est alors essentiel pour notre
analyse de savoir si un variant est rare ou fréquent. De plus, les parametres tels que CADD
(Combined Annotation Dependent Depletion) et REVEL pour prédire I’impact biologique
des mutations. Ainsi la prédiction du score de CADD (ou CADD score phred, le plus

5 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs2070901
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utilisé en bioinformatique) va nous permettre de comparer la nocivité potentielle d’un

variant génétique donné :

i- Un score phred CADD = 10 : le variant est parmi les 10% les plus délétéres.
ii- Un score de 20 : parmi les 1% les plus déléteres.
11i- Un score de 30 : parmi les 0,1% les plus déléteres.

3. IDENTIFICATION DES VARIANTS ASSOCIES A UASTHME

L’identification des SNPs pertinents repose sur une sélection rigoureuse des
variants situés dans des genes déja associés a [’asthme ou dans des régions

chromosomiques connues pour leur implication dans cette maladie.

Afin d’identifier les variants les plus fortement associés a I’asthme parmi les 80
rsID de notre liste, une analyse bioinformatique a été réalisée en interrogeant plusieurs

bases de données génétiques et études d’association.

Les rsID ont été comparés aux informations disponibles dans les bases dbSNP,
ClinVar, GWAS Catalog, NCBI Variation Viewer ainsi que dans les portails spécialisés
tels que DisGeNET® et Open Targets Genetics’ (figure 4). Ces plateformes permettent
d’examiner les annotations fonctionnelles des variants (type de mutation, géne concerné,
région génomique), ainsi que leur association statistique avec des phénotypes spécifiques
comme |’asthme (p-value, odds ratio, études cliniques ou populationnelles). Les variants
ont ¢été filtrés sur la base de leur association validée ou significative avec 1’asthme,
notamment ceux retrouvés dans des études GWAS publiées. Seuls les variants présentant
une implication directe ou une forte suspicion dans la physiopathologie de 1’asthme ont

¢été retenus pour discussion (Tableau 6), les autres SNP n’ont pas été retenus (tableau 7).

6 https://disgenet.com/
7 https://genetics.opentargets.org/
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Analyse des variants SNPs (rsID)
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Collecte des données
¢ Fichier Excel contenant 80 rsID (colonne < SNPs)
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Préparation des données
+ Nettovage des données (suppressiones doublons,
vérification du format)

« Standardisation au format compatible avéc les
bases de données (ex : £5123456)
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Interrogation des bases de données génétiques

v NCBI dbSNP
v (GWAS Catalog
" CilnVar

v gnomAD
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'

Filtrage des SNPs associés a I'asthme
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- Association significative a 'asthme
(p-value < 5x 10 % dans GWAS)
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Interpretation biologique

« Discussion des genes retrouvés, implicitcations
fonctionnelles, voies biologiques associées

Figure 4 : Etapes d’identification des variants associés a I’asthme & partir d’une liste de

SNPs
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Cet organigramme illustre les différentes étapes suivies pour identifier les variants
génétiques potentiellement associés a I’asthme a partir d’un ensemble de 80 SNPs (rsID).
L’analyse a consisté en une interrogation croisée de bases de données spécialisées
(GWAS Catalog, ClinVar, dbSNP, gnomAD), suivie d’un filtrage basé sur les niveaux

d’évidence et les fréquences alléliques.
4. ANALYSE PHYLOGENETIQUE DES VARIANTS GENETIQUES

Pour analyser les relations phylogénétiques entre les différents SNPs, un alignement
multiple des séquences a été réalisé a I’aide du logiciel MAFFT® (Multiple Alignment

using Fast Fourier Transform), accessible via la plateforme en ligne.

Les séquences au format FASTA, correspondant aux régions flanquantes (environ
200 pb en amont et en aval) de chaque SNP, ont été préalablement extraites de la base de
données dbSNP (NCBI). L’alignement a été effectué¢ en utilisant le mode L-INS-i en
fonction du nombre et de la diversité des séquences. Les parametres standards ont été
conservés, notamment ’utilisation du systéme pénalité de gap fixée a 1,53 ; ce qui permet

un compromis fiable entre rapidité et précision.

Une fois ’alignement multiple obtenu, les données ont été exportées au format
ClustalW pour servir a la construction de I’arbre phylogénétique. Celui-ci a été généré a
I’aide de la méthode Neighbor-Joining (NJ), une approche distance-based largement
utilisée pour inférer des relations évolutives a partir de matrices de distances corrigées.
Cette méthode a été choisie pour sa rapidité de calcul et sa robustesse avec des séquences
génétiques relativement courtes et peu divergentes, comme c’est souvent le cas pour les
régions SNP. L’arbre résultant, au format Newick, a ensuite été visualisé et annoté sur la
plateforme du logiciel MAFFT. Ce processus va permettre de regrouper les SNPs en
clades distincts, révélant des structures phylogénétiques interprétables en fonction de leur
proximité génétique, ce qui peut suggérer une origine commune ou des fonctions

biologiques convergentes.

8 https://mafft.cbre.jp/alignment/server/index.html.
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PARTIE 3 : RESULTATS & DISCUSSION

1. ANALYSE DES SNPs

Il est a noter que tous nos SNPs ont tous été annotés comparativement a la dernicre
version du génome référence humain GRCh38 (Genome Reference Consortium Human
Build 38), ou hg38 en bioinformatique. Ce génome est la 38e version officielle du génome
humain de référence, publiée en décembre 2013 par le Genome Reference Consortium
(GRC) et versionnée le 3 février 2022. Elle remplace I’ancienne version GRCh37/hg19,
largement utilisée jusque-la. Le hg38 est disponible pour le téléchargement sur ’'URL :

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.40/.

1-1/ Annotation NCBI/SNP : L’annotation du SNP rs2070901, sur NCBI, a révélé
deux alleles C et T en position chrl: 161215268G/C/T. Cette mutation ne concerne pas la
CDS (coding sequence : 5’-Met ...STOP-3") du gene, mais dans la région régulatrice ; ce
qui suggere qu'il pourrait influencer I'expression de ce gene. Des variations dans
l'expression de FCERIG peuvent affecter la signalisation des récepteurs IgE, modulant
ainsi la réponse immunitaire aux allergénes. Cela pourrait expliquer son association avec
des maladies allergiques telles que I'asthme, comme cela a été noté dans les travaux de

Kim et al. (2023).

Des études récentes ont établi une association significative entre rs2070901 et des
maladies allergiques telles que 1'asthme, le thume des foins et 1'eczéma. Par exemple, une
analyse multinomiale a révélé que rs2070901, en combinaison avec d'autres SNPs, est
significativement associ¢ a des réactions d'hypersensibilit¢ médicamenteuse, renforcant
l'idée de son role dans la modulation de la réponse immunitaire allergique. De plus, une
¢tude a identifié 12070901 comme 'un des SNPs associés a I'asthme dans une cohorte de

patients, soulignant son importance dans la susceptibilité génétique a cette maladie.

1-2/ Analyse du SNP (rs2070901) sur MutationT@ster n’a pu étre effectuée car

ce variant n’est pas enregistré sur cette base de données.

1-3/ Analyse sur gnomAD : le traitement du variant rs 2070901 (Tableau 3) a

révélé les résultats suivants :
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Tableau 3 : Résumé des paramétres clés de I’analyse du rs2070901 sur gnomAD

Allele | Mineur | MAF CADD phyloP CADD phyloP
G>C G>C G>T G>T
G/C/T | T 0,389914 | 13,5 1,14 13,4 1,14

1-4/ Autres variants : L.’annotation du SNP rs4286272 sur NCBI/SNP a révélé qu’il
s’agit d’un variant de type SNV (Single Nucleotide Variation), localisé¢ sur le GRCh38 a
la position 2:197670954 (Figure 5). La représentation graphique du polymorphisme
154286272 localisé sur le chromosome 2 indique un variant, de type SNP (T/C). Sur cette
figure, il est visualisé dans son contexte génomique a I’aide du Genome Data Viewer. Il
est situé dans une région intronique entourée d’autres variants, illustrant sa position

relative aux séquences voisines et aux éléments génétiques annotes.

A
AR
A

rs1553605910
rs386654059

TG/C
' TG/CA

rs155360p912 [E¥3 G/-
rs75414672 = G/A

Figure 5 : Cartographie du variant rs4286272 sur le chromosome 2 via le Genome Data
Viewer (NCBI).

28



Le SNP rs4286272 a été annoté avec 1’outil MutationT@ster version 2025 et a

révélé les résultats suivants :

- Variant type : Single base exchange

- Gene region : Intron

- DNA changes : ¢.139+4366 A>G ; g.5092A>G

- Pathogenic variant (ClinVar) : Variant not listed in ClinVar as (likely) pathogenic.

- Variant DBs : dbSNP ID rs4286272

- Phylogenetic conservation : PhyloP = 0,49

- Strand : -1

- Original gDNA sequence snippet :
GTAGATATGACAGATGTTACAAAGGAGGAACTTAGCCTGTG

- Altered gDNA sequence snipped :
GTAGATATGACAGATGTTACG*AAGGAGGAACTTAGCCTGTG

Le parametre DNA changes : ¢.139+4366A>G révele les informations suivantes :
c. : Position sur I’ADNCc (transcrit codant)
139+4366 : 4366 nucléotides dans I’intron apres I’exon 139
A>G : Substitution d’une adénine par une quanine (transition) : mutation intronique

silencieuse.

Phylogenetic conservation : PhyloP = 0,49 signifie un score d’une analyse
comparative entre especes pour évaluer la conservation évolutive de cette position (A>QG)

dans le génome.

Ce Phylogenetic p-value est un indice calculé a partir d’arbres phylogénétiques qui

mesure la conservation ou I’accélération de I’évolution d’un site nucléotidique :

- Si PhyloP > 0 : le site est conservé (évolution plus lente que prévu) ; indication de
fonction biologique probable.

- SiPhyloP <0 : Site accéléré (évolution plus rapide que prévu) ; suggere 1’absence
de pression sélective ou adaptation positive.

- Si PhyloP = 0 : Evolution neutre (pas de conservation particuliére).
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L’indicateur phyloP mesure séparément la conservation des bases individuelles,
ignorant les effets de leurs voisines. Les sites dont la conservation est prévue recoivent
des scores positifs, tandis que les sites dont I'évolution est rapide regoivent des scores
négatifs. Les scores affichés dans MutationTaster2025 sont basés sur l'alignement de 100

especes de vertébreés.

Pour le cas du SNP rs42866272, la valeur de PhyloP égale a 0,49 indique une légere
conservation du nucléotide. Ce site évolue un peu plus lentement que prévu ; ce qui
suggere une possible fonction régulatrice ou structurelle, mais ce n’est pas tres
significatif. Ce marqueur SNP n’est probablement pas soumis a une forte pression

sélective, en raison de I’effet régulateur modéré attribué a ce marqueur.

Le résultat de cette analyse pour les marqueurs rs 4286272, rs 61816761 et rs

3130160 est résumé dans le tableau 4 pour des variants situés sur différents chromosomes.

Tableau 4 : Caractéristiques fonctionnelles et évolutives des variants génétiques.

Variant Chr | Région | Mutation HGVS | PhyloP
1s4286272 2 Intron | ¢.139+4366A>G; | 0,49
2.5092A>G

rs61816761 | 1 CDS c.1501 C>T 2,21
rs3130160 6 Intron | ¢.481+962 A>T | 0,019

HGVS’ : Human Genome Variation Society.

Le score PhyloP du variant rs61816761(ou Arg501Ter ou R501X) indique que la
position ou a eu lieu la mutation de C par T est conservée a I’intérieur des especes ; il
s’agit d’une forte pression sélective ; ce qui suggere que le nucléotide C est
biologiquement important pour le code de la protéine résultante. En effet, la mutation
subie est de type non sens du gene FLG qui code pour la protéine fillagrine qui a introduit
un codon STOP prématuré, entrainant une perte de fonction de la protéine essentielle a la

barriére cutanée et contribuant a 1’aggrégation des filaments de kératine dans la cellule

9 https://hgvs-nomenclature.org/stable/
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¢pidermique assurant ainsi la cohésion et I’intégrité de la peau. La perte de la fonction de
cette protéine compromet cette barriére, rendant la peau plus perméable aux allergénes et

aux irritants.

Le variant rs 3130160 a exprimé un PhyloP égal a 0,019. Cela signifie que cette
position génomique est faiblement conservée au cours de 1’évolution et que les mutations
y sont tolérées. Par conséquent, le variant serait neutre sur le plan fonctionnel surtout que

la mutation est située dans un intron.

Bien que le variant rs3130160 présente un score PhyloP faible (0,019), suggérant
une faible conservation évolutive, il a néanmoins été associé¢ a 1’asthme dans plusieurs
¢tudes d’association. Ce paradoxe peut s’expliquer par un role spécifique a I’humain dans
la régulation de génes immunitaires, ou encore par une liaison génétique avec un autre
polymorphisme fonctionnel situé a proximité. Le variant rs3130160 a été identifi¢ comme
¢tant associé¢ a l'asthme dans plusieurs études de génétique des populations. Sa faible
valeur de PhyloP n'exclut pas une implication fonctionnelle dans des processus
biologiques spécifiques a I'humain. Par exemple, une étude publiée dans BMC Pulmonary
Medicine a intégré des données de GWAS et de eQTL pour identifier des genes et SNPs
associés a l'asthme modéré a sévere. Cette analyse a mis en évidence plusieurs loci, dont
certains pourraient inclure ou étre en liaison avec des variants tels que rs3130160 (Dong,

2020).

L’annotation du marqueur rs4286272 sur la base de données gnomADv4.1.0 révele
que 22 441 individus de cette base de données sont homozygotes (C/C) pour ce variant et
plus de 32 000 sont hétérozygotes. Ces chiffres indiquent donc que cette mutation est tres
courante dans la population mondiale; ce qui suggere que ce variant serait rarement causal
de pathologie. Il présente des fréquences alléliques variables selon les populations
géographiques et le sexe (tableau 5) ; ce qui suggere des éléments intéressents dans le

contexte de la génétique des maladies complexes comme 1’asthme.

L’annotation du marqueur rs61816761sur la base de données gnomADv4.1.0 révele
que 315 individus sont homozygotes (A/A) pour ce variant et portent donc deux copies
du variants et 26731 sont hétérozygotes porteurs d’une copie de 1’all¢le de référence et

une copie de ’all¢le variant.
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L’allele A (variant) est présent a haute fréquence dans la population globale, mais
la présence de plusieurs homozygotes (n=315) suggére que le variant n’est probablement
pas létal a 1I’état homozygote, mais peu €tre associ€¢ a un risque accru pour certaines
pathologies dans certains contextes génétiques ou environnementaux. En effet, ce variant
est associ¢ a des maladies atopiques (L'atopie est une prédisposition génétique a
développer des allergies, notamment des allergies cutanées, respiratoires ou alimentaires)
comme I’eczéma et potentiellement 1’asthme dans certaines populations. Sa distribution
suggere une large tolérance au variant, bien que des études antérieures aient démontré son
association avec des maladies allergiques telles que la dermatite atopique. Ce profil de
fréquence a également ét¢ observé dans une méta-analyse (Rodriguez, 2009) qui a révélé
que la haploinsuffisance de FLG augmente fortement le risque d'eczéma (odds ratio (OR),
3,12;1C 295 %, 2,57-3,79) et est également significativement associée a 1'asthme (OR),
1,48 ; IC a 95 %, 1,32-1,66). OR est 1’0Odds Ratio (rapport des cotes). La valeur 1,48
indique que les individus porteurs du variant ont 1,49 fois plus de chances de développer
un asthme par rapport aux non-porteurs. Donc ce variant augmentte de 48% le risque
relatif de développer 1’asthme.

Tableau 5 : Fréquences alléliques du variant rs4286272 en fonction de la géographie et

du sexe'?.
Groupe Occurrences de | Nombre total | Nombre Fréquence
génétique I’allele mineur | d’alleles d’homozygotes | allélique
ancétre
Moyen orient | 126 294 33 0,4286
Afrique 20727 41396 5116 0,5007
Europe 35843 67900 9497 0,5279
Asie majeure | 4003 5162 1561 0,7755
XX 41572 77670 11214 0,5352
XY 40404 74160 11214 0,5448

10 https://gnomad.broadinstitute.org/variant/1-161215268-G-C?dataset=gnomad r4
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Le calcul des fréquences est illustré par ’exemple 1’asie majeure ou 4003 all¢les

mineurs ont ét€ observés sur 5162 alleles au total dans I’ensemble de la cohorte gnomAD.

Occurences allele mineur _ 4003
nombre d'allélestotal 5162

Ainsi ’expression de p va donner : p = ~ 0,7755

Ce variant est majoritaire en Asie (>77%). Cela traduirait une sélection naturelle
locale ou une dérive génétique historique. Cependant sa fréquence en Europe qui vaut
63% pourrait indiquer une dilution au fil des générations, mais au moyen orient, la
fréquence diminue pour atteindre 42%. Cette baisse correspondrait a une diversité
génétique plus importante. En fin, les différences entre les sexes sont faibles (moins de

1%) et non significatives statistiquement.

33



2- IDENTIFICATION DES VARIANTS ASSOCIES A L'ASTHME

Les variants les plus pertinents (tableau 6) ont été retenus pour une interprétation
fonctionnelle et une annotation biologique.

Tableau 6 : Identification des SNPs en lien avec I’asthme a partir d’une analyse
croisée de bases de données génétiques.

rsID Géne Type de variant Lien avec I’asthme
Mutation non-sens Association établie avec I’asthme atopique
rs61816761 | FLG (p.-Arg501Ter) (surtout en Europe).
Mutation faux-sens | Associé a I’asthme et a des taux élevés
rs20541 IL13 (Arg130Gln) d’IgE.
rs1800925 |IL13 Région promotrice Corrélé a I’asthme allergique.
Lien établi avec des formes allergiques de
rs3819024 |IL174 Région promotrice I’asthme.
Associ¢ a I’asthme et a I’hyperréactivité
rs3024656 |IL4R Intronique bronchique.
Région 3’ proche du
rs1029489 | IL4R gene Influence la susceptibilité & I’asthme.
Variant impliqué dans des études GWAS sur
rs6498012 | IL4R Intronique I’asthme.
Associ¢ a une réponse inflammatoire chez les
rs2099903 | MBL2 3'UTR asthmatiques.
Impliqué dans la perméabilité vasculaire et
rs8178880 | PLAT Intronique I’asthme.
Etudes suggérent une contribution & I’asthme
rs4252053 | PLG Région 5’ allergique.
Corrélé a I’asthme via les réponses
rs1879026 | TLR3 Intronique antivirales.
rs10025405 | TLR3 Région intergénique | Présent dans des loci associés a I’asthme.
Région 5' proche du | Influence potentielle sur la régulation de
1s5743303 | TLR3 gene I’expression de TLR3.
Région 5' proche du | Implication dans I’immunité innée et
rs5743305 | TLR3 gene I’asthme.
rs7668666 | TLR3 Intronique Présent dans plusieurs cohortes asthmatiques.
rs2236624 | ADORA2A |Intronique G¢éne cible de médicaments contre 1’asthme.
Impliqué dans la réponse immune et I’asthme
rs11053624 | DECTINI | Région 5’ allergique.
Role dans la régulation post-
1s7959451 | DECTINI |3'UTR transcriptionnelle.
rs72677651 | JAKI / AK4 | Région 1p31.3 Identifié dans une étude GWAS sur I’asthme.
Signal génétique dans des cas d’asthme
rs76335186 | NDUFA4 | Région 7p21.3 infantile.
RNASE2 / Lien avec les niveaux d’IgE chez les
1s67049014 | METTL17 |Région 14ql1.2 asthmatiques.
CDK20 / Variant enrichi dans les populations
rs56675562 | SPATA31C2 | Région 9¢22.1 asthmatiques.
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Tableau 7 : Variants sans association significative avec I’asthlme.

rsiD Géne variant association avec I'asthme
rs4286272 RFTN2 Intronique | Aucune
rs7240102 LOC100130003/C180rf26 |Inconnu Aucune
rs6581895 | YEATS4/FRS2 lnconnu | Aucune
rs12405429 |FAMS89A/TRIM67 Inconnu  |Aucune
rs1420101 IL18R1/IL1RL1 Inconnu Aucune
rs117639512 |KLK5 Inconnu Aucune
rs10404342 |ZNF71 Inconnu | Aucune
rs4879926 TLN1 Inconnu Aucune

3- ANALYSE PHYLOGENETIQUE

Le fichier PIR obtenu a partir de I’alignement multiple présente une structure
typique, ou chaque séquence est identifiée par un nom de variant SNP (ex. : rs2070901,
rs3132954) suivi de sa séquence alignée. Il s’agit ici de SNPs associés a I’asthme, extrait

de la base de données dbSNP.

Un fichier PIR est un format textuel utilisé¢ principalement pour représenter des
alignements de séquences biologiques. Son nom vient de la base de données Protein
Information Ressource (PIR). Il est utilisé pour décrire les séquences alignées, chacune

précédée d’un en-téte qui suit une syntaxe particulicre.

L’alignement (figure 6 et figure 7) met en évidence plusieurs caractéristiques
importantes. On observe d’abord des zones fortement gappées en début ou en fin de
séquence, comme chez rs3132954, traduisant des insertions ou suppressions par rapport
a d’autres SNPs. A I’inverse, certaines régions centrales sont bien conservées, avec des
motifs répétés tels que ggtcca partagés entre rs34492353 et rs443863, indiquant une

possible fonction commune.

L’analyse biologique de ces observations suggere que les zones conservées
pourraient correspondre a des régions fonctionnellement importantes, tandis que les
régions variables, comportant des substitutions ou des indels, sont le reflet de la diversité

génétique propre aux SNPs.
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Cette structure permet donc non seulement de visualiser la variabilité entre les

avoir un

bles d’

de cibler les positions les plus suscepti

tiques, mais aussi

éné

r

variants g

Ines conserves.

lles affectent des domai

iersie

logique, en particuli

10

b

1mpact

ATAAAAATAAT

tique.

J4

le des variants géné

1p

alignement multi

Itat de I’

ésu

Vue globale du r

Figure 6

(A) : orange ou rouge

+ @ Adenine

- [l Cytosine (C) : bleu

« [l Guanine (G) : vert

Thymine (T) : beige

<-Hler<<<

Frelr<-r<--rr

- ST

t multiple.

trale de 1’alignemen

une partie cen

1ed’

: Vue agrandi

Figure 7

36



L’analyse phylogénétique des variants SNPs associés a I’asthme constitue un outil
essentiel pour mieux comprendre I’histoire évolutive et la distribution de ces
polymorphismes dans les populations humaines. En identifiant les relations de parenté
entre les différents variants, cette approche permet de retracer leur origine, de détecter
des événements de sélection naturelle ou de dérive génétique, et d’évaluer leur

conservation entre especes proches.

Dans le contexte de 1’asthme, maladie multifactorielle impliquant des interactions
complexes entre facteurs génétiques et environnementaux, la phylogénie permet
d’identifier les SNPs potentiellement fonctionnels ou ancestraux, ceux susceptibles
d’avoir un rdle clé dans la susceptibilité a la maladie. Cette démarche peut également
orienter les recherches vers des cibles génétiques pertinentes pour le diagnostic, la

prévention ou le développement de traitements personnalisés.

L’arbre phylogénétique construit a partir des 60 SNPs (figure 8) révele une
structuration marquée en deux clades (groupes) principaux, suggérant des proximités

évolutives différenciées entre les variants génétiques.

Le premier clade est composé majoritairement de variants tels que rs2070901,
rs7770794, 1s2904789, rs2647003, rs3130160, rs13197384, 152229094, rs41263828,
rs72702900 et rs11811856, qui forment des clades compacts a faibles distances
génétiques. Par exemple, le clade formé par rs2070901 et rs7770794 présente une
longueur de branche trés courte (0.91713), traduisant une forte proximité évolutive. De
méme, les SNPs 152904789 et rs2647003 s’associent avec rs3130160 dans un sous-clade
interne, mettant en évidence leur proximité relative. Un autre clade distinct dans ce groupe
comprend rs/3197384 associé aux SNPs 752229094 et rs41263828, ce qui pourrait
indiquer une conservation fonctionnelle ou une co-évolution dans des loci génomiques
proches. Ce groupe semble regrouper des SNPs possiblement conservés et impliqués dans

des mécanismes similaires, notamment dans I’immunité ou 1’inflammation.

Le deuxie¢me clade principal comprend, quant a lui, des variants tels que rs3828058,
rs4845604, rs74209703, 1rs4286272, rs2517690, rs28559870, rs35449774, rs61815704,
rs71625139, ainsi que les SNPs rs34104805, rs55875222, rs73730377, rs3819720,
rs11751024, rs3116995, rs12123821, rs6755198, rs12055046, rs7523907 et rs4491070.
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Ces SNPs forment des clades profondément ancrés avec des branches plus longues,
traduisant une diversité évolutive plus grande. Par exemple, rs4845604 est étroitement lié
a rs74209703 et a rs4286272, un variant précédemment identifi¢ comme fortement
associ¢ a l’asthme. Un autre clade notable dans ce groupe inclut rs61815704 et
rs71625139, suggérant une possible co-sélection. Enfin, les SNPs rs34104805 et
rs41267086 sont groupés dans un sous-clade bien distinct, signalant une relation

évolutive cohérente.

La distinction entre ces deux groupes souligne la diversit¢é des signatures
phylogénétiques des SNPs analysés, pouvant refléter des origines évolutives différentes

ou des pressions de sélection spécifiques.

Une étude de Kim et al. (2022) a identifi¢ des SNPs dans le géne TNFSF15 associés
a D’asthme persistant chez les enfants coréens. Les variants rs7856856, rs7848647,
rs7848648 et rs7848649 ont montré une association significative avec [’asthme,
suggérant une implication de TNFSF15 dans la pathogenése de la maladie. Le travail de
Dong et al. (2020) a intégré des données de GWAS et d’eQTL pour identifier des genes
et des SNPs associés a I’asthme modéré a sévere. Parmi les génes identifiés figurent
GNGT2, TLR6 et TTC19, soulignant I’importance de ces loci dans la susceptibilité a

I’asthme.
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Figure 8 : Organisation phylogénétique des variants génétiques liés a I’asthme.
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CONCLUSION

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons entrepris une étude approfondie visant a
identifier et a caractériser les variants génétiques associés a I’asthme a 1’aide d’approches
bioinformatiques et génétiques complémentaires. L’analyse de données issues de
plusieurs bases de données de référence (NCBI/dbSNP, gnomAD, MutationT@ster) a
permis de mettre en évidence un ensemble de SNPs d’intérét potentiel, tant sur le plan

fonctionnel qu’évolutif.

Parmi ces variants, rs2070901 a retenu 1’attention en raison de sa structure tri-
allélique (G, C et T), de sa fréquence allélique mineure élevée (MAF = 0,39) et de sa
valeur PhyloP = 1,14, suggérant une conservation évolutive non négligeable. A I’inverse,
le variant rs4286272 présente une valeur PhyloP plus modérée (0,49), indiquant une

pression de sélection plus faible.

L’exploration des données fonctionnelles a également permis d’identifier des
variants étroitement associés a la pathologie asthmatique : a titre de citation, le variant
rs61816761, de type mutation non-sens, susceptible de provoquer une perte de fonction
protéique, et le variant rs2099903, localis¢ dans la région 3’-UTR, avec un impact

potentiel sur la régulation post-transcriptionnelle de 1’expression génique.

Enfin, I’analyse phylogénétique des séquences nucléiques correspondant a ces
SNPs a révele I’existence de deux clades (groupes) distincts. Le premier groupe,
comprenant notamment rs2070901, se distingue du second groupe, dans lequel figure, par
exemple, rs3828058, ce qui témoigne d’une divergence évolutive plausible entre ces

clusters de variants.

Ces résultats mettent en lumiére 1’apport considérable des outils bioinformatiques
dans I’analyse intégrée des variants associés a des maladies complexes comme I’asthme.
Ils offrent ¢galement une base solide pour de futures études fonctionnelles ou cliniques

visant a valider I’implication de ces SNPs dans la physiopathologie de la maladie.
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	5. Importance des études d'association pangénomique : Les études d'association pangénomique (GWAS) ont permis d'identifier de nombreux variants associés à l'asthme. Par exemple, une méta-analyse a mis en évidence 878 variants génétiques situés dans 18...

	4- MÉTHODES D’ÉTUDE DES ASSOCIATIONS GÈNES/ASTHME
	1. Études d'Association Pangénomique (GWAS) : Les études d'association pangénomique sont des analyses à grande échelle visant à identifier des variations génétiques associées à des traits phénotypiques, tels que l'asthme. Ces études se concentrent gén...
	2. Statistiques de l’Asthme : L’asthme demeure l’une des maladies respiratoires chroniques les plus répandues à l’échelle mondiale (figure 2). En 2021, on estimait à environ 260 millions le nombre de personnes vivant avec cette affection, soit une pré...

	5.  LES PRINCIPAUX TYPES DE PUCES ADN
	Figure 3 : Représentation schématique des étapes de la réalisation de microarrays. A (le panneau supérieur) illustre la technologie à deux canaux, tandis que B (le panneau inférieur) illustre la technologie à canal unique. Dans le panneau A, les ARNm ...
	5-1/ Les types de microarrays : les micropuces à ADN (ou puces à ADN) peuvent être classées selon trois critères :
	i) La longueur des sondes : en fonction de leur longueur, les puces à ADN peuvent être classées en “puces à ADNc”, qui utilisent de longues sondes de plusieurs centaines ou milliers de paires de bases, et en “puces à oligonucléotides”, qui utilisent...
	ii) Les méthodes de fabrication comprennent : le « dépôt ou spotting» de séquences précédemment synthétisées et la « synthèse in situ ». Généralement, les puces à ADNc sont fabriquées par dépôt, tandis que les puces à oligonucléotides sont fabriquée...
	iii) Les « puces monocanal » analysent un seul échantillon à la fois, tandis que les « puces multicanaux » peuvent analyser deux échantillons ou plus simultanément. La puce Affymetrix GeneChip est un exemple de puce oligonucléotidique monocanal.

	En pratique, le terme « sonde » désigne la séquence nucléotidique fixée à la surface du microarray. Dans les expériences sur microarray, le terme « cible » désigne ce qui est hybridé aux sondes.
	5-2/ Les types d’études conduites avec une puce à ADN : il existe trois principaux types d'applications des puces à ADN en médecine (Khatri, 2005 ; Tarca, 2006) :
	1- La première consiste à identifier les différences d'expression entre des groupes prédéfinis d'échantillons. Il s'agit d'une expérience de « comparaison de classes », par exemple, l'identification de gènes différentiellement exprimés dans les placen...
	2- Une deuxième application, la « prédiction de classe », consiste à identifier l'appartenance à une classe d'un échantillon en fonction de son profil d'expression génétique (Intelligence Artificielle). Par exemple, il serait possible de prédire si un...
	3- Le troisième type d'application consiste à analyser un ensemble donné de profils d'expression génétique afin de découvrir des sous-groupes partageant des caractéristiques communes. Cette application est appelée « découverte de classes ». Par exempl...

	5-3/ Le pré-traitement des données : Une fois les puces à ADN hybridées, les images obtenues servent à générer un ensemble de données. Cet ensemble de données doit être prétraité avant l'analyse et l'interprétation des résultats.
	Le prétraitement est une étape qui extrait ou améliore les caractéristiques significatives des données et les prépare à l'application des méthodes d'analyse. Un exemple typique de prétraitement consiste à calculer le logarithme des valeurs d'intensité...
	La correction de bruit de fond (Backgroud) est conçue pour ajuster l'hybridation non spécifique, c'est-à-dire l'hybridation de transcrits d'échantillons (cibles) dont les séquences ne correspondent pas parfaitement à celles des sondes sur la puce. Sur...


	PARTIE 2 : MATÉRIEL & MÉTHODES
	1. PRÉTRAITEMENT ET VALIDATION DES DONNÉES
	2.  ANALYSE DES SNPs
	i- MutationT@ster : Outil bioinformatique conçu pour prédire les effets fonctionnels des mutations génétiques, principalement les variants nucléotidiques simples (SNPs) et les indels (Insrtions/Délétions). Le MutationT@ster analyse un variant génétiqu...
	ii- gnomAD : Base de données de séquençage d’exomes et de génomes humains issus de projets internationaux, afin de fournir les fréquences alléliques dans différentes populations. Son utilisation permet de filtrer les variants génétiques probablement b...
	2-1/ Cas du variant rs2070901 : Situé sur le chromosome 1 au sein du gène FCER1G (Fc fragment of IgE receptor Ig). Ce gène code pour la chaîne gamma du récepteur de haute affinité pour l'immunoglobuline E (IgE), un composant essentiel dans la médiatio...
	A- Analyse sur NCBI/SNP : L’annotation de rs2070901 a été effectuée via le portail NCBI  en intérrogeant la base de données SNP, pour désigner la position chromosomique du SNP et pour préciser la position de la mutation causatrice de son disfonctionne...
	B- Analyse avec MutationT@ster2025 : La localisation de la mutation a été corroborée, dans certains SNPs avec l’outil bioinformatique MutationT@ster version 2025. Certains de nos SNPs ne sont pas encore insérés dans sa base de données.
	i- Prédir l’effet du variant génétique : pathologique ou bénin (polymorphisme),
	ii- Désigner les conséquences moléculaires : mutation synonyme, non-sens, gain ou perte de codon STOP.
	iii- Déterminer l’effet sur la protéine : changement d’acides aminés, gain ou perte de domaine fonctionnel.
	iv- Mesurer la conservation évolutive : par calculs de scores de conservation tels que phyloP car un variant dans une région ADN hautement conservée est plus susceptible d’être pathologique.

	C- Analyse avec gnomAD : L’utilisation du programme bioinformatique gnomAD va permettre d’estimer les fréquences des variants génétiques au sein d’une population, car sachant que l’asthme est une maladie multigénique, il est alors essentiel pour notre...
	i- Un score phred CADD = 10 : le variant est parmi les 10% les plus délétères.
	ii- Un score de 20 : parmi les 1% les plus délétères.
	iii- Un score de 30 : parmi les 0,1% les plus délétères.



	3. IDENTIFICATION DES VARIANTS ASSOCIÉS À L’ASTHME
	4. ANALYSE PHYLOGÉNÉTIQUE DES VARIANTS GÉNÉTIQUES
	1. ANALYSE DES SNPs
	1-1/ Annotation NCBI/SNP : L’annotation du SNP rs2070901, sur NCBI, a révélé deux allèles C et T en position chr1: 161215268G/C/T. Cette mutation ne concerne pas la CDS (coding sequence : 5’-Met …STOP-3’) du gène, mais dans la région régulatrice ; ce ...
	1-2/ Analyse du SNP (rs2070901) sur MutationT@ster n’a pu être effectuée car ce variant n’est pas enregistré sur cette base de données.
	1-3/ Analyse sur gnomAD : le traitement du variant rs 2070901(Tableau 3) a révélé les résultats suivants :
	1-4/ Autres variants : L’annotation du SNP rs4286272 sur NCBI/SNP a révélé qu’il s’agit d’un variant de type SNV (Single Nucleotide Variation), localisé sur le GRCh38 à la position 2:197670954 (Figure 5). La représentation graphique du polymorphisme r...
	2- IDENTIFICATION DES VARIANTS ASSOCIÉS À L’ASTHME

	3- ANALYSE PHYLOGÉNÉTIQUE
	Le fichier PIR obtenu à partir de l’alignement multiple présente une structure typique, où chaque séquence est identifiée par un nom de variant SNP (ex. : rs2070901, rs3132954) suivi de sa séquence alignée. Il s’agit ici de SNPs associés à l’asthme, e...
	Un fichier PIR est un format textuel utilisé principalement pour représenter des alignements de séquences biologiques. Son nom vient de la base de données Protein Information Ressource (PIR). Il est utilisé pour décrire les séquences alignées, chacune...
	L’alignement (figure 6 et figure 7) met en évidence plusieurs caractéristiques importantes. On observe d’abord des zones fortement gappées en début ou en fin de séquence, comme chez rs3132954, traduisant des insertions ou suppressions par rapport à d’...
	L’analyse biologique de ces observations suggère que les zones conservées pourraient correspondre à des régions fonctionnellement importantes, tandis que les régions variables, comportant des substitutions ou des indels, sont le reflet de la diversité...
	Cette structure permet donc non seulement de visualiser la variabilité entre les variants génétiques, mais aussi de cibler les positions les plus susceptibles d’avoir un impact biologique, en particulier si elles affectent des domaines conservés.
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