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Résumeé

La dermite atopique, une maladie inflammatoire de la peau, est connue pour son implication dans la
sensibilisation aux allergénes via la barriére cutanée endommagée. Cette sensibilisation est associée au
développement de certaines maladies allergiques, dont la rhinite allergique et I'asthme allergique. La cascade
inflammatoire caractéristique de ces maladies inclut le recrutement de cellules pro-inflammatoires dont les
éosinophiles qui sont alors augmentés et activés dans le sang. Jusqu'ici, tres peu d’études ont analysé le
transcriptome de ce type cellulaire et encore moins d’études se sont concentrées sur le profil différentiel des
microARN (miARN) qui pourrait réguler la transcription et donc avoir un impact sur le niveau de certaines
protéines et subséquemment sur la pathogénése et la symptomatologie des maladies allergiques. Le but de
cette étude était de mesurer les niveaux différentiels de miARN primaires (pri-miARN) dans les éosinophiles
isolés de prélévements sanguins d'individus atteints de maladies allergiques (dermite atopique, d’atopie, de
rhinite allergique et d’asthme) et d'individus témoins (sans maladies allergiques). Les comptes différentiels ont
également été évalués pour une série d’'autres phénotypes liés aux maladies allergiques incluant des données
de la fonction respiratoire et des données immunologiques. Dix-huit pri-miARN ont été identifiés comme
difféeremment exprimés dans les éosinophiles d'individus atteints comparativement aux témoins. Ces 18 pri-
miARN ont ensuite été groupés a I'aide de I'algorithme de Ward afin de les associer a un phénotype. Les groupes
constitués ont été expliqués par le diagnostic d’asthme, I'historique familial de maladies respiratoires, I'historique
familial de rhinite allergique et le compte cellulaire des neutrophiles sanguins. Cette étude a donc permis
d’identifier 18 pri-=miARN primaires associés aux maladies allergiques ce qui contribue a documenter une part

des mécanismes épigénétiques qui sous-tendent ces maladies.



Abstract

The atopic dermatitis, an inflammatory disease affecting skin, is known to play an important role in allergen
sensitization via the damaged skin barrier. This sensitization can lead to allergic diseases such as allergic rhinitis
and allergic asthma. The inflammatory reactions leading to these diseases recruit a number of pro-inflammatory
cells, including eosinophils, a cell type known for contributing to the damaging of epithelial cells. Few studies
have focused on the impacts of the transcriptome on this cell type, and even fewer on the differential microRNA
(miRNA) profiles that could regulate clinical manifestations and pathogenesis of diseases of the atopic march.
Actually, the effect of miRNAs on these diseases is not entirely understood, but they could influence inflammatory
pattens in these diseases and the proliferation of epithelial cells, thereby regulating these diseases in a post-
transcriptional matter. The aim of this study was to find differential counts for primary miRNAS (pri-miRNAs) in
eosinophil cells sampled isolated from blood of individuals affected with allergic diseases in order to better
understand epigenetic mechanisms of these diseases. In order to do so, RNAs from individuals affected with
atopic dermatitis, allergic rhinitis and asthma, as well as from non-affected individuals, were sequenced to
evaluate differential pri-miRNA counts. These counts were also evaluated for respiratory function measures and
immunology. 18 miRNAs from eosinophils were identified as differentially expresses between afflicted individuals
and controls. These 18 miRNAs were then clustered using Ward’s algorithm in order to find a phenotypic
explanation to these miRNAs. Clusters were found to be explained by asthma diagnostic, familial history of
respiratory diseases, familial history of allergic rhinitis and neutrophil cell count. These 18 miRNAs therefore

allow to better understand epigenetic mechanisms underlying allergic diseases.
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Avant-propos

Ce mémoire de maitrise décrit les recherches auxquelles j'ai contribué au cours des deux derniéres années,
traitant de I'épigénétique, et plus précisément des profils de microARN (miARN), dans les maladies de la marche
atopique, incluant la dermite atopique, la rhinite allergique ainsi que I'asthme allergique. Il est divisé en cing
chapitres, dont les quatre premiers présentent une revue de littérature sur ces maladies et leur épigénétique.
En fait, le chapitre 1 décrit le concept de marche atopique ainsi que les maladies qui y sont incluses, de méme
que les facteurs de risque de celles-ci. Le second chapitre traite des mécanismes épigénétiques et de la biologie
de ceux-ci. Le troisiéme chapitre, quant & lui, présente un résumé des études épigénétiques réalisées dans les
maladies de la marche atopique, avec une attention particuliere pour les études de miARN dans ces maladies.
Enfin, le quatriéme chapitre traite des cellules impliquées dans les processus inflammatoires des maladies
allergiques. Le quatriéme chapitre, quant a lui, est un article scientifique présentant les résultats de recherche
d’'une étude des microARN dans les éosinophiles isolés du sang d'individus atteints de maladies de la marche
atopique et de témoins sans maladies allergiques de la cohorte familiale du Saguenay-Lac-Saint-Jean (SLSJ).
Cet article, intitulé : Le réle régulateur des microARN des éosinophiles dans les maladies incluses dans la
marche atopique (Eosinophil microRNAs play a regulatory role in allergic diseases included in the atopic march),
rapporte les miARN differemment régulés dans les éosinophiles d'individus atteints et non-atteints de ces
maladies. Il a été publié dans le International Journal of Molecular Science en novembre 2020. Une conclusion
de ces recherches y est ensuite présentée. Enfin, 'annexe 1 présente le matériel supplémentaire de I'article

présenté au chapitre 4, soit un ensemble de tableaux liés a celui-ci.
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Introduction

Les derniéres décennies ont marqué un tournant au niveau de l'industrialisation. Les villes ont progressivement
gagné en taille, le transport individuel s'est accentué et la majorité de la population mondiale demeure désormais
en ville plutét qu’en milieu rural. Cette urbanisation, de pair avec le vieillissement généralisé de la population, a
accentué la prévalence de certaines maladies. Plus précisément, la pollution de l'air, la pollution lumineuse et
sonore, I'exposition altérée aux microbes, I'exposition réduite a la lumiéere du jour et les flots migratoires des
populations auraient un impact sur des maladies telles que lasthme, les allergies, les maladies
cardiovasculaires, les cancers, les maladies psychiatriques et les maladies infectieuses (Flies ef al. 2019). Par
ailleurs, certaines de ces maladies étaient déja connues pour leur forte composant génétique dans I'étiologie de
la maladie, c'est le cas par exemple de la dermite atopique, dont I'héritabilité est estimée a plus de 80%
(Thomsen et al. 2007), de I'asthme, dont 'héritabilité est estimée entre 55 et 90% (Hernandez-Pacheco et al.
2019) et de la rhinite allergique dont I'héritabilité est estimée entre 50 et 84% (Bazaral et al. 1974; Clarke et al.
2000; Andiappan et al. 2011). Toutefois, 'augmentation généralisée de la prévalence de ces maladies, en
particulier dans les pays en voie de développement, tend a démontrer I'Importance de la composante
environnementale dans le développement et la manifestation de ces maladies (Williams et al. 2008; Backman
et al. 2017; Cingi et al. 2019). Plus précisément, les déterminants génétiques ne peuvent expliquer a eux seuls
I'augmentation observée de la prévalence des maladies allergiques. C'est ainsi que les chercheurs évaluent
maintenant les interactions entre les genes et I'environnement afin de trouver une explication a ces
augmentations (North et Ellis 2011).

Le champ de I'épigénétique se consacre donc a I'étude de l'implication des facteurs environnementaux sur le
génome humain ou, plus précisément, de quelle maniére les modifications de I'environnement sur 'ADN, sans
en modifier la séquence, peuvent étre acquises et transmises d’une génération a l'autre (Henikoff et Greally
2016). Les mécanismes épigénétiques permettant d’arriver a de telles fins sont variés. lls incluent la méthylation
de I'ADN, la modification des histones et les ARN non codants. Dans tous les cas, ces mécanismes n’affectent
pas la séquence de 'ADN, mais ils ont une influence sur I'expression des génes (Potaczek et al. 2017).

La dermite atopique, une maladie inflammatoire de la peau, peut provoquer une sensibilisation précoce aux
allergénes via la barriere cutanée endommagée pouvant mener au développement de la rhinite allergique ainsi
qu'a l'asthme allergique. Cette progression des maladies allergiques se nomme marche atopique (Paller et al.
2019). Récemment, certaines études ont évalué l'influence des facteurs épigénétiques sur les maladies de la
marche atopique, identifiant des patrons de méthylation, des modifications aux histones et des micro-ARN
(miARN) pouvant permettre d’estimer le risque de développer ces maladies, servir de biomarqueurs ou méme
de cibles thérapeutiques potentielles (DeVries et Vercelli 2016; Potaczek et al. 2017; Yang et al. 2017a; Gomez

2019). Les miARN, de petits ARN non codants, permettent la répression d'un géne d'une maniere post-



transcriptionnelle en ciblant la région 3 UTR d'un ARN messager (ARNm), bloquant ainsi la traduction de
I'’ARNm et favorisant la déadénylation tout en réprimant I'expression du géne cible (Alipoor et al. 2016). Ces
études ayant été réalisées sur des échantillons de sang complet présentent la limite de I'hétérogénéité cellulaire.
En effet, les différences dans les comptes de microARN observées pourraient étre causées par la variation des
proportions des différentes cellules dans I'échantillon et non par une association au trait étudié. Afin de pallier
ces limitations, certaines études ont ajusté leurs analyses au pourcentage des différents types cellulaires
(Rutledge et al. 2015; Kivihall et al. 2019; Wardzynska et al. 2020; Weidner et al. 2020a). L'utilisation de cellules
isolées, spécifiques aux maladies étudiées, ici les maladies allergiques, demeure la meilleure fagon de répondre
a cette faiblesse des études jusqu'ici réalisées.

Les objectifs de la présente étude étaient donc :

i) Identifier les miARN primaires différemment exprimés entre des patients atteints de maladies de
la marche atopique et des témoins sans maladies allergiques a partir d’éosinophiles isolés
d'échantillons sanguins ;

i) Identifier les liens potentiels entre les miARN primaires différemment exprimés et les maladies de

la marche atopique.



Chapitre 1 La marche atopique

1.1 Le concept de marche atopique

La marche atopique se définit par le risque accru de présenter de la rhinite allergique ou de I'asthme, suite au
développement de la dermite atopique. En fait, la dermite atopique, une maladie inflammatoire de la peau,
favoriserait I'entrée précoce des allergénes par la barriére cutanée endommagée, favorisant ainsi le
développement de rhinite allergique et d'asthme allergique. Plus précisément, la prévalence d'asthme allergique
chez les enfants atteints de dermite atopique se chiffre & 50% alors que la prévalence de rhinite allergique se
chiffre & 75% (Carlsten et al. 2013).

Les facteurs influencant le développement de ces comorbidités suite a I'apparition de dermite atopique sont
variés. En outre, certains endotypes de dermite atopique sont plus associés au développement d’asthme
allergique et de rhinite allergique, notamment le diagnostic précoce de dermite atopique, la sensibilisation aux

allergénes, de méme que la présence d'atopie chez les parents (Figure 1) (Paller et al. 2019).
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Plus précisément, I'utilisation de I'expression « marche atopique » décrit la progression du développement des
maladies allergiques. Généralement, la dermite atopique forme la premiére manifestation de cette marche, suivi
d’allergie alimentaire, de rhinite allergique, puis d’asthme allergique. En fait, la prévalence la plus élevée de
dermite atopique se situerait dans les deux premiéres années de la vie, et plus spécifiquement dans les six
premiers mois pour la majorité des cas (Kay et al. 1994; Eller et al. 2010). D’'une maniére similaire, I'allergie
alimentaire se développerait en jeune age chez les enfants : I'allergie aux ceufs et au lait se déclarerait dans la
premiére année de vie alors que I'allergie a I'avoine, au soya et aux arachides se déclarerait un peu plus tard
dans I'enfance (Kulig et al. 1999). La rhinite allergique, quant a elle, serait développée dans I'enfance et
I'adolescence (Keil et al. 2010). Enfin, I'asthme, bien que possédant une grande hétérogénéité dans ses
manifestations et dans 'age de sa déclaration, apparait généralement avant cing ans (Yunginger et al. 1992;
Phelan et al. 2002; Morgan et al. 2005).

Il est toutefois a noter que la seule présence de dermite atopique n’est pas seule a influencer le développement
d’allergie alimentaire, de rhinite allergique et d’asthme allergique; sa sévérité et sa chronicité influencent aussi
le développement de ces maladies. Par exemple, seulement 20% des enfants avec de la dermite atopique
modérée développeraient de I'asthme alors que 60% des enfants avec de la dermite atopique sévére en
développeraient (International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) Steering Committee 1998;
Gustafsson et al. 2000).

Les maladies allergiques, bien que non transmissibles, ont montré la plus forte augmentation en prévalence
dans les derniéres années. En fait, on parle désormais d'épidémie d'allergies (Platts-Mills 2015). Cette
prévalence accrue des maladies allergiques entraine une augmentation de leur fardeau financier mondial,
dépassant méme le VIH et la tuberculose réunis (Vercelli 2016). Les collts directs et indirects de ces maladies
au Canada totaliseraient plus de 9,3 milliards de dollars par année (Allen et al. 2015). Le fardeau hospitalier de
telles maladies est lui aussi important; la prévalence des allergies et des hospitalisations pour des réactions
allergiques graves aurait triplé au Canada (Mullins et al. 2015). Dans les derniéres années, la compréhension
des causes des maladies allergiques s'est largement améliorée. La dermite atopique a longtemps été
considérée comme un épiphénoméne d’allergies, mais aujourd’hui, elle est considérée comme l'un des

déterminants de leur développement.



1.2 Les maladies de la marche atopique

1.2.1 La dermite atopique

La dermite atopique, aussi connue sous le nom d’eczéma, est une maladie inflammatoire chronique de la peau
caractérisée par des rougeurs, de la sécheresse, des fissures et des démangeaisons. Dans certains cas, une
croute peut méme se former, et les plaies peuvent suinter un liquide clair. Le diagnostic de dermite atopique est
généralement fait vers 'age de deux ans, et seulement 10% des diagnostics se feraient passé I'age de cing ans
(Berke et al. 2012). Les critéres de diagnostic fixés par la United Kingdom Working Party incluent obligatoirement
la présence d’une dermatose prurigineuse (maladie dermatologique causant des démangeaisons) avec
minimalement trois des critéres suivant : antécédents d’asthme ou de rhinite allergique, antécédents de xérose
(peau séche généralisée) dans la premiére année de la vie, antécédents d’eczéma dans les plis de flexion ou
sur les joues, présence d’eczéma dans les grands plis ou sur les joues, ou encore I'apparition des signes avant
I'age de deux ans (Williams et al. 1994b). Ce critére de diagnostic atteint plus de 95% de spécificité (Williams et
al. 1994a; Gu et al. 2001) et demeurerait, encore aujourd’hui, le plus validé et le plus utilisé (Brenninkmeijer et
al. 2008). Les complications de cette maladie incluent le développement d'infections bactériennes secondaires

dans les Iésions, particulierement des infections au staphylocoque ou au streptocoque.

Le traitement de la maladie inclut I'application de crémes hydratantes, I'application de corticostéroides topiques,
I'application d’inhibiteurs de calcineurine topique, I'utilisation d’antibiotiques (lors des infections secondaires)
ainsi que le recours a la photothérapie UV et aux thérapies immunomodulatrices (dans les formes réfractaires
aux médicaments). Dans plusieurs cas, des patients atteints de dermite atopique ont signalé que le traitement
de leur xérose reflétait aussi le contréle de leur dermite atopique (Hanifin et al. 2004; National Collaborating
Centre for Women's and Children's Health 2007). Un essai clinique randomisé chez des enfants atteints de la
forme modérée a séveére de dermite atopique a démontré que l'utilisation réguliére cremes hydratantes, méme
lorsque les symptdmes ne sont pas apparents, permet de réduire I'utilisation de corticostéroides topiques et
d’améliorer les symptémes (Grimalt et al. 2007). En fait, la barriére cutanée endommagée serait associée a une
activation de la réponse immune aux allergénes environnementaux, menant & une sensibilisation précoce a ces
allergenes (Schleimer et Berdnikovs 2017). Cette réponse immune méne elle-méme a une plus grande
dysfonction de la barriére cutanée, entrainant un cycle d’inflammation et de Iésions (Strid et al. 2004). De plus
en plus d'études démontrent que la barriere cutanée endommagée peut causer non seulement des symptémes
analogues a la dermite atopique, mais aussi a I'asthme et a la rhinite allergique. C’est le cas notamment d’une
étude sur des modeles murins qui a démontré que la sensibilisation aux ceufs causait non seulement des lésions
cutanées, mais aussi des symptémes d’hyperréactivité bronchique (Spergel et al. 1998). De méme, I'utilisation
de crémes contenant de I'huile d’arachide pour traiter les Iésions de couches augmenterait le risque de

développer une allergie aux arachides (Lack et al. 2003). Ainsi, I'application de crémes hydratantes sur la peau,



dés la naissance, pourrait prévenir la sensibilisation précoce aux allergénes. Trois études ont démontré que
I'application réguliere de créme hydratante des les premiéres semaines de vie peut réduire de moitié le
développement de dermite atopique (Horimukai et al. 2014; Simpson et al. 2014a; Lowe et al. 2018). Plus
d’études sont toutefois nécessaires afin d'établir clairement si 'application de crémes hydratantes peut prévenir

efficacement le développement des autres maladies de la marche atopique.

1.2.2 La rhinite allergique

La rhinite allergique est une maladie inflammatoire des muqueuses du nez caractérisée par des démangeaisons,
des éternuements, de la rhinorrhée (écoulement nasal), ainsi que de la congestion nasale (Maurer et Zuberbier
2007; Bousquet et al. 2008). Ces symptdmes sont causés par une réponse exagérée a des allergénes
environnementaux, d’'une maniéere similaire a I'asthme allergique (Durham 1998). Méme si ces manifestations
sont généralement saisonniéres, elles peuvent aussi entrainer une inflammation persistante. Plus précisément,
|a rhinite allergique est une réaction modulée par l'immunoglobuline E (IgE) a une protéine ou une glycoprotéine
d'un allergéne inhalé tel que le pollen, les moisissures, les squames d’animaux, les excréments d'acariens et
les résidus de cafards (Broide 2010; Lei et Grammer 2019). La sensibilisation aux allergénes se produit lorsqu’un
allergene se dépose dans les muqueuses nasales. Les cellules présentatrices d'antigénes traitent et présentent
I'antigéne aux lymphocytes T CD4* dans les nceuds lymphatiques locaux. Ces lymphocytes stimulés par les
allergenes proliférent via une voie de signalisation Th2 et relachent des cytokines tels que I'lL-3, IL-4, IL-5 et IL-
13. Ces cytokines ménent a la production d’anticorps IgE par les cellules du plasma. Ceux-ci se lient aux
mastocytes et aux basophiles. Ainsi, lorsqu'un allergéne se représente a l'individu, les anticorps IgE le
reconnaitront. S’en suivra ensuite le processus de dégranulation des mastocytes et des basophiles, lors duquel
des médiateurs seront relachés, incluant des histamines et des enzymes telles que I'enzyme tryptase et
chymase. Ces médiateurs seront alors responsables de la vasodilatation, de la sécrétion de mucus, de la
stimulation nerveuse, de la démangeaison, de la rhinorrhée et de la congestion nasale (Uzzaman et Story 2012).

Les directives fixées par la Allergic Rhinitis and Its Impact on Asthma (ARIA) catégorisent la rhinite allergique
en deux groupes : intermittent ou persistant. Pour étre jugée persistante, 'un des symptomes de rhinite
allergique ou plus doivent étre présents plus de quatre fois par semaine pour plus de quatre semaines
consécutives. De plus, la sévérité des symptdmes de méme que l'impact sur la qualité de vie des individus
atteints peuvent permettre de la catégoriser en rhinite allergique modérée a sévére (Bousquet et al. 2008). La
premiére méthode pour traiter la rhinite allergique est de retirer I'allergéne de I'environnement; par exemple en
recourant a des planchers de bois plutot qu'aux tapis, en évitant les animaux domestiques et en s'assurant que
le domicile est libre de toutes moisissures. Toutefois, il peut étre nécessaire de recourir a de la pharmacothérapie
dans certains cas, en fonction de la sévérité des symptdmes et de la nature de I'allergéne auquel la personne

est sensibilisée (il est difficile d’éliminer le contact avec les pollens par exemple). Ces médicaments peuvent



étre administrés par voie nasale ou oralement. Les médicaments peuvent inclure des antagonistes de récepteur
H1, des corticostéroides, des agents anticholinergiques, de méme que des anti-leucotriénes. A court terme, des
décongestionnants oraux ou inhalés peuvent contribuer & réduire la congestion, mais leur utilisation ne devrait
pas dépasser sept jours puisqu’un effet rebond peut se faire ressentir, entrainant une rhinite d'origine

médicamenteuse lorsque le traitement est arrété (Uzzaman et Story 2012).

1.2.3 L’asthme allergique

Parmi les différents phénotypes d’asthme, 'asthme allergique est le plus fréquent (Romanet-Manent et al. 2002).
L’age de diagnostic de I'asthme allergique est généralement plus jeune dans le cas de I'asthme allergique
comparativement aux autres phénotypes (Romanet-Manent ef al. 2002), de méme que la sensibilisation aux
allergenes est généralement moins présente dans ces autres phénotypes (HSU et al. 2004). La Global Initiative
for Asthma définit 'asthme comme une inflammation chronique des voies respiratoires dans laquelle un certain
nombre de cellules jouent un role : les mastocytes, les éosinophiles, les lymphocytes T et les cellules
épithéliales. Ses symptdmes incluent une respiration sifflante, de I'oppression thoracique et de la toux. Ces
symptémes sont causés par une obstruction partiellement réversible des voies respiratoires (Figure 2).
L'inflammation peut aussi induire une hyperréactivité bronchique en réponse & divers stimuli, notamment a la
pollution de I'air et aux allergénes (Bateman et al. 2008). Ces caractéristiques sont communes & I'asthme
allergique et non-allergique. Toutefois, Romanet-Manent et al. ont noté, en plus de I'age de diagnostic plus jeune
chez les individus asthmatiques allergiques en comparaison avec les asthmatiques non-allergiques, que la
sévérité de I'asthme non-allergique était généralement plus grande et le volume expiratoire maximal en une
seconde (VEMS) plus bas chez les individus asthmatiques non-allergiques (Romanet-Manent et al. 2002). De
méme, Inouye et al. ont noté de plus grandes limitations & I'effort, une plus grande utilisation de corticostéroides
inhalés et des symptomes d'asthme plus fréquents chez les individus asthmatiques non-allergiques en
comparaison avec les individus asthmatiques allergiques (Inouye et al. 1985). Enfin, un age plus avancé de
méme que le sexe féminin seraient tous deux associés a un plus grand risque d’asthme non-allergique en
comparaison a I'asthme allergique selon la description qu’en fait Rackeman (Rackemann 1947). Somme toute,
il apparait donc que les manifestations cliniques sont largement similaires entre les deux phénotypes d’asthme,
qu'il soit allergique ou non, méme si quelques variations quant a la sévérité des manifestations subsistent.
Malgré tout, le critére qui permet le plus de différencier I'asthme non-allergique de 'asthme allergique demeure
I'age d’'apparition des symptémes plus tardive dans le cas des individus asthmatiques non-allergiques (Inouye
et al. 1985; Ulrik et al. 1992)
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Figure 2 : Bronches saines et inflammées dans l'asthme

(adaptée de Asthma and Allergy Foundation of America 2019)
Différentes mesures spirométriques peuvent témoigner de la sévérité de I'asthme et de 'asthme allergique.
D’abord, le VEMS de définit par le volume maximal d'air qu’un individu peut expirer en une seconde. Un test de
réversibilité lors de la prise de bronchodilatateur peut étre effectué afin de diagnostiquer I'asthme. En fait, la
GINA définit un test positif comme un test ou le VEMS augmente de 12% ou plus apres la prise de
bronchodilatateurs (Bateman 2016). Le ratio de Tiffeneau, quant a lui, est le rapport entre le VEMS et la capacité
vitale forcée (CVF) (VEMS/CVF). Selon la GINA, un ratio VEMS/CVF < 0,90 est positif chez 'enfant alors qu'un
ration < 0,75-0,80 chez I'adulte est considéré positif (Bateman 2016). Enfin, le test de bronchoprovocation a la
méthacholine, ou CP20, correspond & la dose de méthacholine qui induit une baisse de 20% du VEMS (Bateman
2016).

Les traitements actuels pour I'asthme sont centrés sur des bronchodilatateurs et des corticostéroides anti-
inflammatoires inhalés. Dans les cas persistants, il est possible de procéder a un traitement avec des anti-
leucotriénes ou de la théophylline par voie orale (Gibeon et Menzies-Gow 2013). Un traitement combinant des
corticostéroides inhalés et des agonistes 2 a longue action est souvent utilisé pour permettre le contréle de
I'asthme. En fait, I'utilisation de ces agonistes, de pair avec des corticostéroides inhalés, permettrait une plus
grande activité anti-inflammatoire et un meilleur contréle de I'asthme (Bateman et al. 2004; Sears 2013). Plus
récemment, des inhalateurs tout-en-un (Single inhaler Maintenance And Reliever Therapy (SMART)) permettent
a des patients dans un stade avancé de la maladie de bénéficier d’'une combinaison de budenoside et de
formoterol en un seul inhalateur, permettant de réduire les risques d’exacerbation et réduisant I'exposition a des
corticostéroides inhalés (Thomas et Pavord 2012). De plus, des antagonistes de récepteurs muscariniques,
souvent utilisés chez les individus atteints de maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), ont démontré



peu d’'améliorations dans le VEMS des patients, tout en augmentant le risque d’exacerbation (Kerstjens et al.
2012). Ainsi, plus d'études sont nécessaires afin de déterminer si les inhalateurs SMART et ['utilisation
d’antagonistes de récepteurs muscariniques peuvent former des voies thérapeutiques viables chez certains
individus. Enfin, l'utilisation d’'un anticorps monoclonal anti-IgE, commercialisé sous le nom de Omalizumab,
peut former une thérapie supplémentaire afin d’'améliorer la qualité de vie des patients atteints d’asthme
allergique sévére. Ce médicament se lie aux IgE libres dans le sérum, formant un complexe IgE-anti-IgE. Le
médicament n'interagit qu’avec les IgE libres et non avec les IgE liés a des cellules, prévenant ainsi le
développement d’anaphylaxie (Schulman 2001). Toutefois, I'action de ce médicament se fait a long terme; il faut
en effet plusieurs semaines avant que le niveau d’IgE libre ne soit effectivement sous-régulé. Le Tableau 1

présente les différents médicaments utilisés pour le traitement et le contrdle de I'asthme au Canada.

Enfin, des études plus récentes se sont consacrées aux voies thérapeutiques de I'asthme et des maladies
allergiques au moyen des miARN. Une étude in vitro a notamment retrouvé une régulation négative du miR-
106b sur les propriétés allergiques des cellules dendritiques, alors que miR-143 supprimerait I'expression du
récepteur IL-13a1 dans les cellules épithéliales nasales (Yu et al. 2013; Tang et al. 2015; Teng et al. 2015).
D’autres études ont démontré que des traitements a I'anti-miR-221, I'anti-miR-145 et anti-miR-126 réduisaient
le compte d’éosinophiles ainsi que linfiltration d’éosinophiles dans les bronches, réduisant par le fait méme la
production de cytokines Tn2 et I'hyperréactivité bronchique (Collison et al. 2011; Qin et al. 2012; McClure et al.
2014). Toutefois, ces voies de traitement par miARN demeurent difficilement applicables, considérant qu'un
miARN peut agir sur plus d’'un géne. Un tel traitement pourrait donc avoir plusieurs impacts sur d’autres voies

biologiques, en plus de celles espérées (Specjalski et Jassem 2019).



Classe de
médicament

Tableau 1 : Médicaments utilisés pour le traitement de I'asthme

(adapté de Association des pharmaciens du 2015; Global Initiative for Asthma 2020)

Médicament (Nom
commercial)

Mécanisme d'action

Durée
d'action

Posologie

Béta2-agonistes a
courte durée d'action
(BACA)

Béta2-agoniste a
longue durée d'action
(BALA)

Antagonistes des
récepteurs de
leucotriénes

Antagonistes
muscariniques a
courte durée d'action

Salbutamol (Airomir,
Ventolin Diskus, Ventolin
HFA, Ventolin Nebules
P.F., génériques)

Terbutaline (Bricanyl
Turbuhaler)

Fumarate de formotérol
(Foradil)

Fumarate de formotérol
dihydraté (Oxeze
Turbuhaler)

Salmétérol (Serevent)

Montélukast (Singulair,
génériques)

Ipratopium (Atrovent
HFA, génériques)

Stimule les récepteurs B2-
adrénergiques des muscles
lisses, entrainant la
bronchodilatation et une
amélioration de la fonction
pulmonaire.

Stimule les récepteurs p2-
adrénergiques des muscles
lisses, entrainant la
bronchodilatation et une
amélioration de la fonction
pulmonaire.

Cible le récepteur CysLT1 et
inhibe I'activité des cystéinyl-
leucotrienes (LTC4, LTD4 et
LTE4), réduisant ainsi
I'inflammation bronchique.
Anticholinergique avec un
effet bronchodilatateur en
inhibant les réflexes a
médiation vagale.
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3-6h

4-7h

12h

12h

212h

Journée

2h

AD a 100 mcg par inhalation : 1-2 inhalations
TID-QID PRN; dose maximale : 8
inhalations/jour

Diskus : 200 mcg TID-QID PRN; dose
maximale : 800 mcg/jour

Nébules : 2,5-5 mg QID PRN

IPS a 0,5 mg/inhalation : 1 inhalation Q4-6H;
dose maximale : 6 inhalations/jour

IPS a 12 mcg/gélule : 1 gélule BID; dose
maximale : 48 mcg

IPS : 6-12 mcg Q12H; dose maximale : 48
mcg/jour

Diskhaler a 50 mcg/coque : 1 coque BID
Diskus a 50 mcg/inhalation : 1 inhalation BID

10 mg QHS PO

AD a 20 mcg/inhalation : 2 inhalations Q6-8H
PRN; dose maximale : 240 mcg/jour
Nébules : 200-500 mcg Q4-6H PRN



Classe de Médicament (Nom Mécanisme d'action Durée Posologie
médicament commercial) d'action
Antagonistes Tiotropium (Spiriva Inhibe les récepteurs M3 au | 24h Inhalateur « Soft Mist » : 2,5 mcg/inhalation,
muscariniques a Respimat) niveau des muscles lisses 2 inhalations a la fois QD
longue durée d'action relaxant les voies aériennes.
Antagonistes Ipratopium/salbutamol Anticholinergique avec un >8h Nébules : 2,5 mL (0,5 mg/2,5 mg) Q6H PRN
muscariniques/béta2- | (Combivent UDV effet bronchodilatateur en
agonistes a courte (discontinué, 2020), inhibant les réflexes a
durée d'action, en génériques) médiation vagale.
association
Anticorps Omalizumab (Xolair) Anticorps monoclonal 16 sem | 150-375 mg SC toutes les 2-4 semaines
neutralisant IgE (anti- humanisé recombinant qui
IgE) se lie de maniere sélective a
I'lgE pour la bloquer.
Corticostéroides par Béclométhasone (QVAR) Inhibition de la transcription | 2,5h 100-800 mcg/jour fractionné BID; dose faible
inhalation (CSI) des genes des cytokines en : 200-500 mcg; dose moyenne : >500-1000
lien avec l'inflammation des mcg; dose élevée : >1000 mcg
voies respiratoires. IPS : 400-2400 mcg/jour fractionné BID; dose
Budésonide (Pulmicort 14h faible : 200-400 mcg; dose moyenne : >200-
Turbuhaler, Pulmicort 400 mcg; dose élevée : >400 mcg
Nebuamp) Nébules : 0,125-2 mg/dose; dose
personnalisée
Ciclésonide (Alvesco) 2h AD : 100-800 mcg/jour; dose faible : 80-160
mcg; dose moyenne : >160-320 mcg; dose
élevée : >320 mcg; a 800 mcg, fractionner la
dose BID
Proprionate de fluticasone 5 jours AD/IPS : 200-1000 mcg/jour fractionné BID;

(Flovent HFA, Flovent
Diskus)
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possibilité d'augmenter a > 1000 mcg pour
I'asthme tres sévere; dose faible : 100-250
mcg; dose moyenne : >250-500 mcg; dose
élevée : >500 mcg



Classe de Médicament (Nom Mécanisme d'action Durée Posologie
médicament commercial) d'action
Corticostéroides par Fuorate de fluticasone Inhibition de la transcription | 35-40h IPS : 100-200 mcg/jour; dose habituelle : 100
inhalation (CSI) (Arnuity Ellipta) des genes des cytokines en mcg; dose maximale : 200 mcg
(suite) - lien avec l'inflammation des - -
Fuorate de mométasone . . . 29h IPS : 200-400 mcg/jour; dose habituelle : 200
voies respiratoires. .
(Asmanex) mcg; dose maximale : 400 mcg BID
Corticostéroides par Budésonide/fumarate de Le budénoside a un effet 4h Traitement d'entretien : AD a 100/6 mcg ou
inhalation/béta2- formotérol dihydraté anti-inflammatoire alors que 200/6 mcg : 1-2 inhalations/JOUR, BID; dose
agonistes a longue (Symbicort) le fumarate de formotérol maximale : 4 inhalations/jour
durée d'action dihydraté est un Possibilité d'augmenter temporairement a 4
(CSI/BALA), en bronchodilatateur. inhalations BID en cas d'aggravation de
association I'asthme
Traitement d'entretien et de secours : 1-2
inhalations BID ou 2 inhalations QD, plus 1
autre inhalation PRN si symptomes; si les
symptomes persistent apres quelques
minutes, prendre une dose supplémentaire.
Dose maximale : 6 inhalations/crise; 8
inhalations/jour
Fluticasone/salmétérol Le salmétérol est un 12h AD a 125/25 mcg : 2 inhalations BID

(Advair, Advair Diskus)

bronchodilatateur a longue
durée d'action alors que le
proprionate de fluticasone
est un anti-inflammatoire.
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Diskus a 100/50 mcg pu 500/50 mcg : 1
inhalation BID



Classe de
médicament

Médicament (Nom
commercial)

Mécanisme d'action Durée

d'action

Posologie

Corticostéroides par
inhalation/béta2-
agonistes a longue
durée d'action
(CSI/BALA), en
association (suite)

Inhibiteurs de I'IL-5

Méthylzanthines

Fuorate de
fluticasone/vilantérol
(Breo Ellipta)

Mométasone/fumarate
de formotérol dihydraté
(Zenhale)

Mépolizumab (Nucala)

Théophylline (Uniphyl,
Apo-Theo LA, génériques)

Le fuorate de fluticasone est | 24h
un anti-inflammatoire alors

que le vilantérol est un BALA

qui relache les voies

respiratoires et les bronches

inhibe I'hypersensibilité des
cellules dont les mastocytes.

Le fuorate de mométasone 45,5h
est un glucocorticostéroides

aux propriétés anti-

inflammatoires alors que le

fumarate de formotérol est

un sélectif des récepteurs
béta2-adrénergiques aux

effets bronchodilatateurs.

Anticorps monoclonal IgG1 4 sem
kappa qui cible I'lL-5. 1l se lie

a I'lL-5 et diminue la durée

de vie des éosinophiles

Stimule le muscle cardiaque | 35h
a relacher les muscles lisses,
particulierement la

musculature bronchique.

IPS a 100/25 mcg ou 200/25 mcg : 1
inhalation QD

AD a 100/5 mcg ou 200/5 mcg : 2 inhalations

BID

100 mg SC toutes les 4 semaines

Dose initiale : 400-600 mcg/jour PO en 1-3
doses fractionnées

AD : aérosol-doseur; IPS : inhalateur de poudre séche; QD: une fois par jour; BID : deux fois par jour; TID : trois fois par jour; QID : quatre fois
par jour; Q4H : toutes les quatre heures; Q6H : toutes les six heures; Q8H : toutes les huit heures; Q12H : toutes les douze heures; PRN : au
besoin; QHS : au coucher; PO : par voie orale; SC : injection sous-cutanée
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1.3 Facteurs environnementaux influencant le développement des
maladies de la marche atopique

Au cours des dernieres décennies, une augmentation marquée de la prévalence des maladies allergiques a été
observée, en particulier dans les pays industrialisés (Grant 1987; Burr et al. 1989; Aberg et al. 1995; Eichenfield
et al. 2003). C'est ainsi qu’est née la « théorie de 'hygiéne » selon laquelle les enfants issus de maisonnées
possédant de plus hauts standards de propreté personnelle subissaient un nombre réduit d'infections, menant
par le fait méme a une augmentation des maladies allergiques chez ces enfants (Strachan 1989). D’autres
études ont associé 'augmentation des maladies allergiques dans les grandes familles des populations aisées
(Strachan 1997; Ball et al. 2000; Schmitz et al. 2012). Aussi, dans les sociétés moins industrialisées, les
communautés plus aisées semblent étre plus atteintes de maladies allergiques, de méme que les communautés
citadines (Addo Yobo et al. 1997; Addo-Yobo et al. 2001; Addo-Yobo et al. 2007; Stevens et al. 2011; Endara
et al. 2015). Enfin, ces maladies seraient moins présentes chez les enfants ayant grandi en milieu rural,
particulierement sur des fermes, en raison de I'exposition microbienne accrue, protégeant ainsi du
développement d’asthme (Perzanowski et al. 2002; Bisgaard et al. 2007; Ege et al. 2011; Schuijs et al. 2015;
Stein et al. 2016). Plusieurs études sur des modéles murins ont validé cette hypothése; le Tableau 2 présente
I'effet de certains agents d’exposition issus des fermes sur des modeéles murins d'allergie. Toutes ses recherches
tendent donc a démontrer que I'exposition microbienne est favorable a la protection contre les maladies

allergiques.
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Tableau 2 : Effet d'agents d'exposition de fermes sur des modeles murins d'allergie
(adapté de von Mutius et Vercelli 2010)

Agents Moment de Effet sur Effet sur les Effets sur Référence
d’exposition I'administration | le sérum lavages les
bronchoalvéolaires | poumons
Poussiére Jour 0 L IgE | éosinophiles | Réponse | (Peters et al.
1 1gG1 | lymphocytes des voies 2006)
« 1gG2a | macrophages respiratoires
| IgE
Acinetobacter Jour -10 > IgE | éosinophiles J infiltration | (Debarry et
Iwoffii F78 1 1gG1 1 neutrophiles inflammatoire al. 2007)
Lactococcus lactis > 1gG2a 1 lymphocytes | métaplasie
G121 des cellules
de gobelet
| Réponse
des voies
respiratoires
Acinetobacter Jour -11 « IgE | éosinophiles | infiltration (Conrad et
Iwoffii F78 « lgG1 | lymphocytes inflammatoire | al. 2009)
| métaplasie
des cellules
de gobelet
| Réponse
des voies
respiratoires
Spores de Bacillus Jour -12 - | éosinophiles | infiltration | (Vogel et al.
licheniformis | lymphocytes inflammatoire 2008)
1 macrophages | métaplasie
1 neutrophiles des cellules
1 IFNy de gobelet
1 1L-10
Arabinogalactanes Jour 0 - | éosinophiles | métaplasie | (Peters et al.
de plantes LIgE des cellules 2010)
| 19G2a de gobelet
LIL-5 | Réponse
des voies
respiratoires
| : réduction

1 : augmentation
> aucun effet

De plus, la sensibilisation précoce aux allergénes serait largement impliquée dans le développement des
maladies de la marche atopique. En fait, il est difficile de quantifier la fréquence a laquelle la sensibilisation se
produit via la barriére cutanée endommagée. Une étude par Lack et al. a démontré une prévalence accrue
d’allergie aux arachides chez les enfants qui avaient une barriére cutanée endommagée, méme en I'absence

de dermite atopique, confirmant ainsi que la barriére cutanée endommagée peut effectivement former une voie
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d’entrée propice aux allergénes et favorisant le développement de comorbidités allergiques (Lack et al. 2003).
Dans le cas de 'asthme, les études de la sensibilisation par la peau sont d’autant plus complexes que la
sensibilisation aux allergénes peut se produire tant par la barriére cutanée que par les poumons. En fait, les
particules d’échappement de diésel, les allergenes ainsi que la fumée de cigarette induiraient des dommages
tissulaires et du stress oxydatif dans les poumons. En résulte ainsi une inflammation des poumons et une
augmentation des neutrophiles, des lymphocytes T et de cytokines pro-inflammatoires. Cet environnement
devient alors propice a la sensibilisation aux allergénes (Figure 3). Toutefois, une étude par Bello et al. a
démontré que le risque d’asthme augmentait considérablement suite a une exposition aux isocyanates,
exposition se produisant généralement par la peau (Bello et al. 2007). En fait, certaines études ont démontré
qu'une exposition de la peau aux isocyanates pouvait favoriser une sensibilisation de type Tw2 suivie
d’inflammation des voies respiratoires aprés bronchoprovocation (Herrick et al. 2003; Vanoirbeek et al. 2004;
Ban et al. 2006; Tarkowski et al. 2007; Pauluhn 2008). Finalement, en plus de I'exposition aux allergénes, la
sensibilisation est aussi tributaire d’autres facteurs comme les adjuvants exogénes, la colonisation de bactéries
sur la peau lésionnelle ainsi que les dommages directs a la peau (Dunkin et al. 2011). Ces facteurs favorisent
pour la plupart la production de cytokines telles que la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP), l'interleukine-
33 (IL-33) et l'interleukine-25 (IL-25) a partir de I'épithélium (Han et al. 2017).

Particules d’échappement diésel Allergénes Fumée de cigarette
[
° e ©
° Y 4
¢ @ e ° VAN X ADQ
[ ] PN
A NN - m

PR . Alvéoles
Epithélium des voies
respiratoires q Dérivés réactifs de ’oxygéne (DRO) .

® Dommage des cellules épithéliales 1 Neutrophiles

Al

[}

L) Signaux de danger, TNFa,
® IL1-B, IL-6, IL-8, MCP-1, »
V @ TSLP, ~ GM-CSF, 1 Eotaxine
® Lymphocytes T
<] Macrophage 0
090 %‘ﬁ’
L. () ©
4+ Cellules dendritiques 008)
DRO Eosinophiles 9 )
MBP Noaud lymphatique
1 Réponse des voies .Qb e, -4
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(IIES

\ ~IgE ¥ Y‘f:
Leukotriénes g6ty
Histamine
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Prostaglandine D,

+CD80/86+
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+ Hyperplasie des cellules de Gobelet Cellules plasmatiques

Figure 3 : Mécanismes de sensibilisation des poumons dans l'asthme
(traduite de Maes et al. 2010)

16



Chacune de ces maladies posséde une forte composante inflammatoire. En fait, en réponse a une infection
parasitaire, le corps produit I'lgE, en particulier lorsqu'il s'agit d’'une infection via la barriére cutanée ou les
muqueuses (Sutton et Gould 1993). Dans le cas des maladies allergiques, cette réaction se produit lors de la
confrontation & un allergéne. Tant dans I'asthme que dans la rhinite allergique, le niveau circulatoire des IgE est
plus élevé chez les individus atteints (Sherrill et al. 1999). Il a aussi été observé qu'une augmentation du niveau
d’IgE chez des individus non-allergiques était un facteur de risque de 'asthme (Beeh et al. 2000). De I3, diverses
cellules immunitaires sont recrutées dans les différents organes: les mastocytes, les basophiles, les
éosinophiles, etc. Spécifiquement, ces cellules semblent posséder des récepteurs d’IgE a haute affinité. L'IgE
se lierait a ces cellules, entrainant une cascade inflammatoire relachant des médiateurs tels que I'histamine et
les leucotriénes (Bousquet et al. 2003). Le Chapitre 4 présente plus en détail les différentes cellules impliquées

dans les processus inflammatoires de I'asthme et des maladies allergiques.

1.4 Génétique des maladies de la marche atopique

Le développement des maladies de la marche atopique, en plus d'étre favorisé par des facteurs
environnementaux, dépend aussi de facteurs génétiques. Des études évaluant le taux de concordance chez
des jumeaux monozygotes et dizygotes pour I'asthme et la dermite atopique ont conclu que I'héritabilité des
maladies allergiques se situait entre 60 et 75% (Duffy et al. 1990; Elmose et Thomsen 2015; Ullemar et al.
2015). Actuellement, I'héritabilité de I'asthme est estimée entre 55 et 90% (Hernandez-Pacheco et al. 2019)

alors que celle de la dermite atopique est estimée a 75% (Laset et al. 2019).

Les premieres études génétiques dans l'asthme et les maladies allergiques sont apparues bien avant
I'avénement du projet du génome humain (Rosenwasser 1996). Des approches par geénes candidats ont permis
d'associer les certains marqueurs antigénes des leucocytes humains (HLA) a la réponse des IgE face aux
allergenes chez une population asthmatique (Young et al. 1994). Cette approche était précurseur du génotypage
par PCR, une technique qui permettait d’amplifier des alléles et de les lire dans des analyses de liaison
génétique, permettant ainsi d'identifier si la maladie était causée par une mutation au sein d’un seul gene ou de
plusieurs (Pulst 1999). S’en est suivi 'amélioration de la méthode de lecture des séquences amplifiées par PCR
au moyen de la fluorescence semi-automatisée (Levitt 1994).

Les déterminants génétiques retrouvés dans la dermite atopique, I'allergie alimentaire, la rhinite allergique ainsi
que dans 'asthme allergique au fil des ans sont généralement communs entre ces maladies, appuyant ainsi la
thése d’un continuum tel que la marche atopique. Comme les études génétiques sur les traits complexes
nécessitent de grandes cohortes impliquant des milliers d’échantillons, plusieurs études ont été congues sur la
base d’'un historique personnel ou familial d’asthme. Toutefois, ces études ont noté des associations non

seulement avec 'asthme, mais aussi avec les autres maladies allergiques. Aujourd’hui, les études d’association

17



pangénomiques permettent l'identification de milliers de loci associés a 'asthme et aux maladies allergiques.
Le GWAS Catalogue, une base de données des études d’association pangénomiques, dénombre 935
associations significatives dans les maladies allergiques (asthme, rhume des foins, dermite atopique et/ou
rhinite allergique) provenant de 40 études, ainsi que 2695 associations significatives pour I'asthme, tous
phénotypes confondus, pour un total de 136 études pangénomiques (MacArthur et al. 2016). Cette pléthore de
données génomiques sur les maladies de la marche atopique rend 'analyse des données se chevauchant
difficile; toutefois, une revue de Schoettler et al. a dégagé 28 loci associés dans minimalement cing études
pangénomiques d’asthme ou deux études pangénomiques des maladies allergiques, entre les années 2018 et
2019 (Schoettler et al. 2019). Le Tableau 3 présente ces régions et génes associés dans I'asthme et I'allergie.
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Région du
chromosome

# associations
avec I'asthme*

# associations
avec l'allergie*

(tiré de Schoettler et al. 2019)

Geénes

Tableau 3 : Régions et génes associés dans I'asthme et les maladies allergiques

Références

6p21.3

10p14

2q12.1

5022.1

5¢31.1

9p24.1

17q12-21

11913.5

28 (10)

15 (7)

13(7)

12(7)

11(9)

11(8)

1(7)

10 (7)

6 (5)

HLA-DQB1, HLA-DRB1, HLA-DRBS,
HLA-DQA1, HLA-DPAT1, HLA-B, HLA-C,
MICA, MICB, COL11A1, TCP11,
SCUBE3, HLA-DOB, HCP5, MCCD1

GATA3, CELF2, SFTA1P, loc101928272,
RP11

IL1R1, ILTRL1, ILTRL2, IL18R1,
IL18RAP, MIR4772, SLC9A2, SLCIA4

CAMK4, WDR36, SLC25A46, TMEM232,
TSLP

Cborf56, SLC22A5, IRF1, KIF3A, IL4,
CCNI2, IL13, RAD50, SEPTS

RANBPS, IL33, KIAA2026, MIR4665,
TPD52L3, GLDC, UHRF2

ORMDL3, GSDMB, ZPBP2, ERBB2,
MED1, CSF3, ERBB2, GRB7, GSDMA,
GSDMB, IKZF3, LRRC3C, MED24,
MIEN1, MIR4728, MIR6884, PGAPS3,
PNMT, PSMD3, SNORD124, STARD?3,
TCAP

LRRC32, C110rf30, EMSY, THAP12,
WNT11, PRKRIR

19

(Asai et al. 2018; Demenais et al. 2018; Khor et
al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018;
Dahlin et al. 2019; Ferreira et al. 2019; Noguchi et
al. 2019; Pividori et al. 2019; Shrine et al. 2019)

(Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et
al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019;
Shrine et al. 2019)

(Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et
al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019;
Shrine et al. 2019)

(Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et
al. 2018; Dahlin et al. 2019; Ferreira et al. 2019;
Pividori et al. 2019; Shrine et al. 2019)

(Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et
al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori ef al. 2019;
Shrine et al. 2019)

(Demenais et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et
al. 2019; Pividori et al. 2019; Shrine et al. 2019)

(Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et
al. 2018; Daya et al. 2019; Ferreira et al. 2019;
Pividori et al. 2019; Shrine et al. 2019)

(Asai et al. 2018; Demenais et al. 2018; Waage et
al. 2018; Zhu et al. 2018; Dahlin et al. 2019;
Ferreira et al. 2019; Noguchi et al. 2019; Pividori
et al. 2019; Shrine et al. 2019)



Région du # associations | # associations | Génes Références
chromosome | avec I'asthme* | avec I'allergie*
15¢22.33 10 (6) 1(1) SMAD3, SMAD6, AAGAB (Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et
al. 2018; Daya et al. 2019; Ferreira et al. 2019;
Pividori et al. 2019; Shrine et al. 2019)
16p13.13 7(7) 2(2) CLEC16A, DEXI, CIITA, RMI2, SOCS1 (Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018; Zhu et
al. 2018; Daya et al. 2019; Ferreira et al. 2019;
Pividori et al. 2019; Shrine et al. 2019)
2q37.3 7(6) 1(1) D2HGDH, ING5, GAL3ST2 (Zhu et al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori et
al. 2019; Shrine et al. 2019)
8021.13 7(6) 1(1) MIR5708, TPD52, ZBTB10 (Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018;
Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019)
12¢13.2 7(5) 1(1) TESPA1, MUCL1, NEUROD4, RAB5B, (Zhu et al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori et
CDK2, SUOX, RPS26, ERBB3, IKZF4, al. 2019)
PA2G4, RAB5B, RPL41, ZC3H10
1921.3 7(3) 2(1) C10rf68, CRCT1, CRNN, FLG, FLG2, (Zhu et al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori et
HRNR LCE2A, LCE2B, LCE2C, LCE2D, | al. 2019)
LCE3A, LCE3B, LCE3C, LCE3D, LCESE,
LCE4A, LCESA, NBPF18P, RPTN,
S100A11, TCHH, TCHHL1, CLEC16A,
TDRKH, RORC
6p22.1 7(3) 0 DDX6, CXCRS5, TRIM26, TRIM15, (Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019)
TRIM39, GPX5, TRIM27
6q15 6 (6) 1(1) BACH2, MAP3K7, GJA10 (Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018;
Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019; Shrine et
al. 2019)
17921.2 6 (5) 1(1) KRT24,KRT222,SMARCE1, STAT5B, (Zhu et al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori et
GHDC, STAT5A al. 2019)
4q27 5(4) 2(2) IL2,1L21, ADAD1, KIAA1109 (Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et al.
2019; Shrine et al. 2019)
17921.32 5(4) 0 ZNF652, TBX21, TBKBP1, OSBPL7, PHB | (Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019; Shrine et
al. 2019)
18921.33 5(3) 0 TNFRSF11A, KIAA1468, ZCCHC2, (Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019)

SERPINB7, SERPINB11, SERPINB2
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Région du # associations
chromosome | avec I'asthme*

# associations
avec l'allergie*

Geénes

Références

15q22.2 4(4)
19913.11 4(3)
10p15.1 4(3)
4p14 3(3)

12q24.31 3(3)

2p25.1 3(3)
1924.2 3(2)
15q15.1 1(1)
20q13.2 1(1)
5p13.2 1(1)

(1)

RORA, ANXA2, VPS13C, NARG2
CEBPA, SLC7A10, LRP3

PRKCQ, PFKFB3, SFMBT2, IL2RA,

RBM17

FAM114A1, MIR574, TLR1, TLR,

TLR10, KLF4

SPPL3, HNF1A, PITPNM2, CDK2AP1,
C120rf65, SPPL3, ACADS
LINC00299, ID2, RNF144A

CD247

ITPAK, CHP1, EXD1, INO80, NDUFAFT,
NUSAP1, OIP5, RTF1
LOC101927770, ZNF217, NFATC?Z,

KCNG1, TSHZ2

CAPSL, IL7R, LOC100506406, SPEF2,

UGT3A1

(Demenais et al. 2018; Waage et al. 2018;
Ferreira et al. 2019; Pividori et al. 2019)

(Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et al.
2019)

(Zhu et al. 2018; Ferreira et al. 2019; Pividori et
al. 2019)

(Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et al.
2019; Pividori et al. 2019)

(Waage et al. 2018; Pividori et al. 2019)

(Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et al.
2019; Pividori et al. 2019)

(Zhu et al. 2018; Ferreira et al. 2019; Shrine et al.
2019)

(Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et al.
2019)

(Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et al.
2019)

(Waage et al. 2018; Zhu et al. 2018; Ferreira et al.
2019)

*Nombre d'associations dans la maladie (nombre de GWAS rapportant au moins une association significative dans cette région)
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L'une des limitations majeures des GWAS provient du fait qu'ils permettent d'identifier des polymorphismes
nucléotidiques sans toutefois identifier précisément sur quel géne ce polymorphisme a une influence. De fait, dans les
GWAS, le géne le plus proche du polymorphisme est généralement considéré comme un candidat potentiel de la
maladie. Toutefois, ce n'est pas tous les polymorphismes qui influencent directement le géne le plus proche, méme si
celui-ci est situé a l'intérieur méme du géne en question. C'est pourquoi des validations fonctionnelles doivent étre
réalisées dans ce type d'étude afin d'identifier les polymorphismes qui ont un effet sur le niveau d’expression des
ARNm (eQTL) (Kim et Ober 2019). Le consortium Genome-Tissue Expression (GTEXx) a rendu disponibles les données
eQTL de 44 tissus humains afin d'identifier les génes et les voies biologiques affectées par des variations génétiques

en lien avec une maladie (Battle et al. 2017).

Il demeure toutefois utile de noter que plusieurs génes sont largement associés aux maladies allergiques. Par exemple,
dans le cas de la dermite atopique, des études ont démontré que des mutations aux génes associés au développement
de la barriere épithéliale pouvaient favoriser le développement de la maladie. Ces génes sont la filaggrine, la serine
peptidase inhibitor Kazal-type 5 (SPINKS), la TSLP, de méme que la cornéodesmosine (Han et al. 2017). En fait, des
mutations dans le géne FLG servant a encoder la filaggrine, une protéine qui organise les filaments de kératine dans
I'épithélium de la peau, pourraient augmenter I'accumulation de peaux mortes sur la peau, une maladie appelée
ichthyosis vulgaris. Cette maladie ménerait elle-méme a une plus grande susceptibilité de développer de la dermite
atopique (Palmer et al. 2006; Smith et al. 2006). D’autres études ont associé ces mémes mutations a une plus grande
susceptibilité de développer de I'allergie alimentaire (Brown et al. 2011; Venkataraman et al. 2014) ou de I'asthme
(Palmer et al. 2007; Basu et al. 2008; Henderson et al. 2008).

De plus, des polymorphismes nucléotidiques (SNP) aux loci de la TSLP ou de ses récepteurs seraient impliqués dans
le risque de dermite atopique, d’asthme et d’cesophagite a éosinophile (Rothenberg et al. 2010; Sherrill et al. 2010;
Harada et al. 2011; Miyake et al. 2015), de méme que des polymorphismes dans les loci de I'lL-33 ou de ses récepteurs
seraient associés aux risques de dermite atopique ou d’asthme (Shimizu et al. 2005; Moffatt et al. 2010; Savenije et
al. 2014).

En somme, les maladies allergiques sont des traits complexes pour lesquels il est difficile de cibler la cause exacte de
leur développement. Les études pangénomiques réalisées au cours des dernieres années ont permis d'identifier un
grand nombre de génes associés a ces maladies, mais I'héritabilité ne semble pas expliquer a elle seule ces maladies.
Plus récemment, des études épigénomiques ont permis d’associer certains patrons de méthylation et ARN non-
messagers (ARNnm) a I'asthme et aux maladies allergiques. Les deux chapitres qui suivent présentent donc les
différents mécanismes épigénétiques pouvant réguler I'expression d’'un gene sans modifier la séquence de I'ADN, de

méme qu’un portrait des études épigénétiques réalisées dans les maladies allergiques.
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Chapitre 2 Mécanismes et études epigénetiques

2.1 Le champ d’études épigénétiques

Le champ d'études épigénétiques est né en 1942, de I'embryologiste Conrad Waddington. Celui-ci décrivait
I'épigénétique comme « la branche de la biologie qui étudie les interactions causales entre les génes et leurs
produits qui font naitre le phénotype » (Waddington 2008). Cette définition trés générale et impliquant que tous
les mécanismes modulant I'expression des génes afin d’en faire un phénotype s'est graduellement transformée
afin de n’inclure que les « changements dans la fonction des génes qui sont héritables de maniéere mitotique ou
méiotique et qui n'entrainent pas de changement dans les séquences d’ADN » (Wu et Morris 2001). Ainsi, divers
mécanismes épigénétiques existent permettant de réguler 'expression des génes. Ces mécanismes incluent la
méthylation d’ADN, la modification des chromatines, I'inactivation des chromosomes ainsi que les ARN non-
codants, ou ARNnm. (Zhou et al. 2010). La Figure 4 présente les trois principaux mécanismes épigénétiques :
(a) la modification aux histones, (b) la méthylation de 'ADN et (c) les ARN non-messagers. Ces mécanismes

sont expliqués subséquemment.

Chromosomes
Histones

ADN difficile
alire

Chromatines

C ARN non-messagers

A Modification aux

histones Dégradation de ’ARNm

miARN (déadénylation) i
Ribosome bloquéE g ARNM v
-

B Méthylation de ’ADN

ADN facile
alire

Groupement
méthyl

Figure 4 : Principaux mécanismes épigénétiques
(adaptée de Zhang 2018; Chang et Lu 2020)

En somme, ce chapitre décrit les différents mécanismes épigénétiques et leur fonctionnement alors que le

Chapitre 3 présente un sommaire des études épigénétiques publiées dans I'asthme et les maladies allergiques.
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2.2 La méthylation d’ADN

La méthylation de 'ADN est I'un des mécanismes épigénétiques les plus documentés dans la régulation de
I'expression des génes. Elle se produit lorsqu’'un groupe méthyl est ajouté a partir d'un S-Adénosylméthionine
(SAM) vers le cinquieme carbone d’un résidu de cytosine, formant un 5mc. La méthylation est catalysée au
moyen d’'une famille d’ADN méthyltransférase (Dnmt). Plus précisément, les Dnmt3a et Dnmt3b permettent
d'établir de nouveaux patrons de méthylation sur des brins d’ADN non modifiés; ils seront appelés Dnmt de
novo (Figure 5a), alors que Dnmt1 est appelé lors de la réplication de 'ADN afin de recopier le patron de

méthylation du brin d’ADN matrice vers le brin complémentaire (Figure 5b) (Moore et al. 2013).

A CHg
TTGACAGCCGT TTGACAGCCGT
5' 3' Dnmt3a &' 3
Dnmt3b
3 5 3 5
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA

Figure 5 : Voies de méthylation d’ADN
(adaptée de Moore et al. 2013)

La majorité de la méthylation de '’ADN se produit sur des cytosines précédant une guanine; ce site sera appelé
site CpG. Ce mécanisme réduit 'expression des génes en réprimant la fixation d’un activateur transcriptionnel
(Moore et al. 2013).

2.3 Régulation des chromatines par modification aux histones

L’ADN est compacté dans le noyau des cellules eucaryotes dans une structure nommée chromatine. L'unité
fondamentale composant les chromatines sont les nucléosomes, composés d’un octameére incluant les quatre
histones centrales (H3, H4, H2A et H2B) autour desquelles sont entourées 147 paires de bases d’ADN
(Kouzarides 2007). Les histones sont depuis longtemps reconnues comme pouvant étre modifiées d'une
maniére post-traductionnelle (Allfrey et al. 1964). Ces modifications régulent la structure des chromatines, mais

favorisent aussi le recrutement d’enzymes qui repositionnent les nucléosomes en utilisant I'énergie dérivée de
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I'hydrolyse de 'ATP (Bannister et Kouzarides 2011). Différentes classes de modifications ont été identifiées sur
les histones, chacune servant a réguler certaines fonctions dans I'expression des genes (Tableau 4).

Tableau 4 : Différentes classes de modifications identifiées sur les histones

(tiré de Kouzarides 2007)
Modification a un Résidu modifié Fonctions régulées
chromatine
Acétylation K-ac Transcription, réparation, réplication, condensation
Méthylation (lysines) K-me1, K-me2, K-me3 Transcription, réparation
Méthylation (arginines) | R-me1, R-me2a, R-me2s Transcription
Phosphorylation S-ph, T-ph Transcription, réparation, condensation
Ubiquitylation K-ub Transcription, réparation
Sumoylation K-su Transcription
ADP-ribosylation E-ar Transcription
Déimination R > Cit Transcription
Isomérisation proline P-cis > P-trans Transcription

Les modifications susmentionnées agissent toutes sur la transcription. Il est possible de distinguer les
modifications en deux catégories : celles qui sont corrélées a l'activation et celles qui sont corrélées a la
répression, menant a l'expression ou & linactivation d’'un géne, respectivement. Ainsi, l'acétylation, la
méthylation, la phosphorylation et I'ubiquitylation ont précédemment été liés a l'activation. De méme, la
méthylation et I'ubiquitylation ont aussi été liés a la répression, de pair avec la sumoylation, la déimination et
lisomérisation proline. Il est toutefois a noter que toutes les modifications peuvent agir, soit en activation, ou en

répression de la transcription, dépendamment de la situation (Kouzarides 2007).

La phosphorylation, la méthylation et I'acétylation agissent aussi sur la réparation des dommages aux fragments
d’ADN. Par exemple, dans le cas de la phosphorylation, les modifications assistent a la reconnaissance des
sites ou des réparations doivent étre faites (Kouzarides 2007). L'implication de I'acétylation dans la réplication
de 'ADN est toujours a I'étude, mais une réduction de I'acétyltransférase Hbo1 et de la protéine ING5 a
récemment été associée a une réduction de la synthése de 'ADN (lizuka et al. 2006). Enfin, tant la
phosphorylation que l'acétylation ont été associées a la condensation des chromosomes, un processus
important dans le cycle réplicatif des cellules. Par exemple, la phosphorylation de I'histone H3S10 pendant la
mitose serait liée a la compaction des chromatines (Fischle et al. 2005). De méme, I'acétylation favoriserait la
condensation des chromatines, notamment la déacétylase SirT2 aurait I'habilité de condenser les chromatines
in vivo (Vaquero et al. 2006).
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2.4 Inactivation du chromosome X

L’inactivation du chromosome X est un mécanisme épigénétique important dans le balancement de I'expression
des genes entre les hommes et les femmes. En fait, I'inactivation de I'un des deux chromosomes X chez la
femme est essentielle & I'expression des génes. Ce processus se fait en plusieurs étapes, mais d’'un point de
vue général, se fait au moyen d’un long ARN non-messager (IARNnm) nommé XIST d’une longueur de 17 a
29 kb qui se fixe sur 'un des deux chromosomes X afin d’en effectuer I'inactivation (Lu et al. 2017). L'inactivation
du chromosome X se fait d’'une maniére aléatoire : chaque cellule a 50% de chance d’inactiver le chromosome
X du pére plutdt que de la mére, formant ainsi une mosaique d’expression des génes du chromosome X
provenant du pére et de la mere chez la femme. En général, la femme aura donc un ratio d’expression des
génes paternels et maternels de 50:50. Toutefois, I'inactivation du chromosome X pourrait étre biaisée afin de
plus ou moins favoriser 'expression du chromosome X paternel ou maternel. Un ratio dépassant généralement
80:20 sera généralement considéré biaisé (Dobyns et al. 2004). Ce biais peut étre issu uniquement de la chance,
mais pourrait aussi étre occasionné par un polymorphisme qui favorise le choix d’'un chromosome en particulier.
Ce biais sera appelé inactivation primaire du chromosome X (Plenge et al. 1997). Un chromosome pourrait aussi
étre favorisé puisqu’un trait de I'un de chromosomes pourrait conférer un avantage ou un désavantage de
croissance. Ce second biais sera appelé inactivation secondaire du chromosome X (Sun et Tsao 2008). Ainsi,
linactivation biaisée du chromosome X forme un mécanisme épigénétique central a I'expression des genes

chez la femme, régulant ainsi cette expression sans modifier la séquence de '’ADN.

2.5 Les ARN non-messagers

Les ARNnm sont des ARN qui n'ont pas la fonction d’encoder des protéines. Deux sous-catégories d ARNnm
existent : les ARNnm régulant la fonction cellulaire et les ARNnm régulateurs, dont la fonction est de réguler
I'expression des genes d’'une maniére transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (Zhang et al. 2019). Le
Tableau 5 décrit 'ensemble des ARNnm impliqués dans la régulation de la fonction cellulaire et I'expression des

geénes.
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Tableau 5 : ARNnm impliqués dans la fonction cellulaire et I'expression des génes
(adapté de Zhang et al. 2019)

Type Abréviation | Abréviation Nom complet Longueur
anglaise
ARNnm régulant la ARNr rRNA ARN ribosomique 120-4500 nt
fonction cellulaire ARNt tRNA ARN de transfert 76-90 nt
ARNSsn SnRNA Petit ARN nucléaire 100-130 nt
ARNsno SnoRNA Petit ARN nucléolaire 60-400 nt
TERC TERC ARN télomérase N/A
tRF tRF Fragment dérivé des ARNt 16-28 nt
ARN!i tiRNA Demi ARNt 29-50 nt
ARNnm régulateurs miARN miRNA Micro-ARN 21-23 nt
pARNi siRNA Petit ARN interférant 20-25 nt
ARNDpi piRNA ARN interagissant avec Piwi 26-32 nt
ARNe eRNA ARN amplificateur 50-200 nt
IARNnm IncRNA Long ARN non-messager >200 nt
ARNCcirc circRNA ARN circulaire 100-10 000 nt
ARN'Y Y RNA ARNY N/A

Les ARN régulant la fonction cellulaire ne forment pas un mécanisme épigénétique régulant I'expression

génétique, mais sont tout de méme essentiels a la survie des cellules (Chen et al. 2019). lls sont exprimés dans

toutes les cellules et agissent sur la synthése des protéines, I'épissage des ARN et la modification des ARN

(Zhang et al. 2019). Plus récemment, des ARNnm ont été identifiés comme inhibant la traduction par le biais du
recrutement d’agrégats d’ARN et de protéines dans des situations de stress (Schaefer et al. 2010; Venkatesh
et al. 2016). Les ARNnm régulateurs, quant & eux, agissent sur divers paliers des mécanismes épigénétiques.

La Figure 6 décrit la fagon dont les ARNnm influencent I'expression des génes par le biais de mécanismes

épigénétiques.

Géne soumis &
empreinte

<€

Méthylation d'ADN | >

Modification des
chromatines

Inactivation du
chromosome X

Figure 6 : Effet des ARNnm sur les mécanismes épigénétiques
(traduite de Zhou et al. 2010)
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Les miARN sont les ARNnm régulateurs les plus abondants. Ceux-ci régulent 'expression des génes autant
dans le cytoplasme que dans le noyau en se liant @ un ARNm cible, réprimant ainsi la transcription de 'ADN
(Lagos-Quintana et al. 2001). En fait, les miARN sont transcrits & partir d’'un géne de miARN par 'ARN
polymérase Il (Pol Il), formant une longue structure en forme d’épingle a cheveux (généralement plus de 1 kb)
dans laquelle est incluse la séquence du miARN. Cette structure initiale est appelée miARN primaire (pri-
miARN). Le pri-miARN est ensuite recoupé pour former un miARN précurseur (pre-miARN), lui aussi en forme
d'épingle a cheveux, par un complexe composé de la ribonucléase (RNase) Ill Drosha et de son cofacteur
DGCR8 appelé microprocesseur. Le pre-miARN résultant est généralement d’une longueur de 65 nucléotides.
Suivant 'action du complexe microprocesseur, le pre-miARN est exporté dans le cytoplasme a l'aide de la
protéine exportine 5 (EXP5). Cette protéine forme un complexe avec une protéine Ran-GTP et le pre-miARN.
Aprés la translocation via le complexe de pores nucléaires, la GTP est hydrolysée, désassemblant ainsi le
complexe et relachent le pre-miARN dans le cytosol. Une enzyme Dicer clive ensuite le pre-miARN pres de la
terminaison, libérant un petit duplex d’ARN. Ce duplex est chargé sur une protéine argonaute (AGO) pour former
un complexe RISC (RNA-induced silencing complex) précurseur (pre-RISC). Le brin passager du duplex est
ensuite enlevé pour former un complexe RISC mature. Une fois dans ce complexe, les miARN sont trés stables
puisque les deux cotés du miARN sont protégés par la protéine AGO (Ha et Kim 2014). Ce complexe RISC sert
de régulateur post-transcriptionnel en se liant & la région 3' UTR d’un ARNm, réprimant la traduction en bloquant
le ribosome ou en favorisant la dégradation de '’ARNm cible par déadénylation (Figure 7) (Stavast et Erkeland
2019).

Les pARNi sont des ARNnm double brin souvent responsables de l'interférence des ARN, un processus lors
duquel I'expression d’un géne est réprimée en neutralisant une molécule d’ARNm cible, d’'une maniére similaire
aux miARN en formant un complexe RISC dégradant ’ARNm (Agrawal et al. 2003). Plus précisément, les pARNi
sont générées a partir de petits ARN en épingle a cheveux ou d’ARN double brin au moyen de I'enzyme Dicer.
Elles sont par la suite chargées sur la protéine AGO, formant un complexe RISC clivant 'ARNm cible (Figure 8)
(Hu et al. 2020).

Les ARNpi permettent aussi I'inactivation des génes en formant un complexe avec la protéine PIWI, une sous-
famille de protéine argonaute. Toutefois, les ARNpi sont générés a partir ’ARN simple brins précurseurs, ne
nécessitant donc pas I'enzyme Dicer, et ne peuvent se lier qu'aux protéines PIWI. Ceux-ci forment alors un
complexe RISC avec la protéine PIWI (Zhang et al. 2019). La différence entre les complexes RISC des miARN,
des pARNi et des ARNpi est présentée a la Figure 9.

Les IARNnm sont une classe d’ARN non codants d’une longueur d’environ 200 nucléotides. lls régulent eux
aussi I'expression des génes de diverses manieres : modification aux histones, recrutement de facteurs de

transcriptions, liaison avec 'ARN polymérase II, épissage alternatif, influence de la stabilité des ARNm, accés

28



aux miARN, recrutement de polysome et modulation de 'expression des genes dans des cellules voisines via
la vésicule extracellulaire (Fernandes et al. 2019). Toutefois, ils peuvent aussi étre précurseur de petits ARN
non codants comme les miARN et les ARNpi (Rother et Meister 2011). Les eARN et les ARNcirc sont deux
classes d'IARNnm impliquées dans les mécanismes de régulation de I'expression des génes (Lam et al. 2014;
Fernandes et al. 2019; Zhang et al. 2019).

DOADDADIDADDL | | e ssmome v

Bases

l ARN Pol Il mésappariées Déadénylation*\

Transcription

1111 ”[IHI L1 AAAAA

Répression Déstabilisation
translationnelle de 'ARNm

RISC mature LLLLLI_I_IJJJ
pri-miARN

5 3 Déroulage T

l HSC70-HSP90
pre-RISC
AGO2
Microprocesseur
—_—

Chargement AGO T
Découpage l E

pre-miARN
Exp5 Séparation
Ran-GTP
Dicer-1
Ran-GDP
Exportation \ f
Noyau C]]]]]]]]]]I > TREP

Figure 7 : Biogénese des miARN et régulation des ARNm
(assemblée de Ha et Kim 2014; van Rooij et Kauppinen 2014; Afonso-Grunz et Miiller 2015)
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Figure 8 : Biogénése des pARNi et régulation des ARNm
(assemblée de Ghildiyal et Zamore 2009; Hu et al. 2020)
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Chapitre 3 Epigénétique des maladies allergiques

3.1 Epigénétique de la dermite atopique

Jusqu'a présent, peu d’études épigénétiques se sont concentrées spécifiquement sur la dermite atopique. C'est
le cas notamment de I'étude par Ferreira et al. qui a identifié 36 génes avec des sites de méthylation associés
a une expression différentielle de I'expression de ces génes entre des individus atteints de différentes maladies
allergiques, incluant 'eczéma, 'asthme allergique et I'allergie. De plus, ils ont trouvé une association entre le
statut fumeur des individus et le niveau de méthylation de PITPNM2 (Ferreira et al. 2017), un géne probablement
impliqué dans la fonction des neutrophiles (Yan et Novak 1999; Kamen et al. 2011). Une autre étude a permis
de retrouver 490 CpG differemment méthylés entre des individus atteints d’eczéma et des témoins (sans eczéma
ni autres maladies allergiques). Parmi ceux-ci, ils ont retrouvé des sites différemment méthylés dans IL-4 et IL-
13 (Boorgula et al. 2019) deux interleukines déja associées a la production d’IgE et a la réponse respiratoire
(Kasaian et al. 2013). Enfin, deux études se sont concentrées sur les patrons de méthylation des génes NLRP2
(Thirmann et al. 2018) et SIRL-1 (Kumar et al. 2017), de méme que I'effet sur 'expression de ces genes. Ces
études ont permis de démontrer l'influence de certains polymorphismes nucléotidiques sur I'expression des

génes et de 'associer a la dermite atopique.

Au niveau des miARN, deux approches principales différentes ont été utilisées, soient celles mesurant des
niveaux différentiels de miARN dans des tissus lésionnels de la dermite atopique et celles mesurant les niveaux
dans le sérum des individus atteints de dermite atopique et en les comparant a des témoins sans dermite

atopique.

En utilisant la premiére méthodologie, Yang et al. ont retrouvé une diminution du miR-124 dans les tissus
lésionnels d'individus atteints de dermite atopique (Yang et al. 2017c¢). Li et al., quant a eux, ont observé qu'une
diminution du miARN let-7a-5p pourrait sur-réguler le récepteur de chimiokine CCRY7 (Li et al. 2019a) impliqué
dans I'activation des lymphocytes T (Calabresi et al. 2003). lls ont aussi retrouvé une expression différentielle
du miR-143 dont la cible est DENND1B, un géne connu pour son implication dans la prolifération des
lymphocytes T (Yang et al. 2016). Enfin, les auteurs ont posé I'nypothése selon laquelle la diminution du miR-
26 régulerait 'expression du géne HAS3, lui-méme surexprimé chez les individus atteints de dermite atopique
(Malaisse et al. 2014). Une derniére étude par Ding et al. a quant & elle permis de retrouver 182 miARN
difféeremment régulés entre les individus atteints de dermite atopique et les témoins, dont plusieurs étaient
différemment régulés lorsqu’exposés a I'lL-4 (Ding et al. 2016); une interleukine (IL) connue pour son implication
dans le développement de la dermite atopique (Bao et al. 2018). En somme, la recherche de miARN
différemment régulés dans les tissus lésionnels d'individus atteints de dermite atopique permet une meilleure

compréhension des mécanismes d'action de ces miARN sur la maladie (Martin et al. 2020).
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Des études des niveaux d’expression des miARN dans le sérum ont quant a elles permis de retrouver des
patrons différentiels de miARN entre les individus atteints de dermite atopique et les témoins, contribuant a la
compréhension du développement de ces maladies et permettant souvent de retrouver des miARN pouvant
servir de biomarqueurs de ces maladies d’'une maniére peu invasive pour les personnes atteintes (Martin et al.
2020). Ainsi, le miR-144 a été retrouvé comme étant augmenté dans le sérum du cordon ombilical des enfants
qui ont développé de la dermite atopique a I'dge d’un an (Dissanayake et al. 2019). De méme, les niveaux de
miR-151a et miR-409 étaient augmentés chez des individus atteints natifs de Chine, en comparaison avec des
témoins alors que le miR-146a ne possédait pas de différence entre les individus atteints et les témoins
(Carreras-Badosa et al. 2018; Chen et al. 2018), malgré qu'il ait été précédemment associé aux voies
biologiques liées a l'inflammation et a la réponse immunitaire (Sonkoly et al. 2008; Quinn et O'Neill 2011). En
fait, certains miARN sont différemment régulés entre des individus atteints de dermite atopique et des témoins,

le Tableau 6 présente donc un résumé de ces miARN et de leur fonction dans la maladie.

Tableau 6 : miARN potentiellement impliqués dans la dermite atopique
(traduit de Weidner et al. 2020b)

miARN Fonction Cible Références

miR-21 Augmenté dans la dermite atopique ND (Sonkoly et al. 2007)

miR-146a | Augmenté dans la peau et les kératinocytes des IRAK1 (Meisgen et al. 2014;
individus atteints de dermite atopique; soulage CARD10 | Rebane et al. 2014;
linflammation chronique dans un modéle murin CCL5 Urgard et al. 2016;

Hermann et al. 2017; Li
et al. 2017b; Srivastava
et al. 2017; Carreras-
Badosa et al. 2018)
miR-155 Influencerait le développement de dermite atopique CTLA-4 | (Sonkoly et al. 2010;
en sous-régulant CTLA-4 dans les lymphocytes Tet | SOCS1 Bondanese et al. 2014;
en modulant le développement des lymphocytes Tr17 Ma et al. 2015)
miR-151a | Altéré dans le plasma sanguin des individus atteints, | IL12RB2 | (Chen et al. 2018)
contribuerait au biais Tu2 et a la pathogénése de la
dermite atopique
miR-143 Réduirait I'influence de I'lL-13 dans les kératinocytes | IL-13Ra1 | (Zeng et al. 2016)

épidermiques

miR-124 Réduirait I'inflammation dans les tissus Iésionnels de | P65 (Yang et al. 2017c)
la dermite atopique

miR-223 Augmenté dans le sang complet des individus atteints | ND (Jia et al. 2018a)

de dermite atopique
miR-10a Augmenté dans la peau des individus atteints, inhibe | MAP3K7 | (Vaher et al. 2019)
la prolifération des kératinocytes HAS3
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3.2 Epigénétique de la rhinite allergique

D’une maniére similaire, tant la méthylation de 'ADN que les microARN ont une influence sur le développement
et les manifestations de la rhinite allergique. Des études ont notamment démontré limplication de la méthylation
de certains sites CpG dans des cellules sanguines périphériques mononuclées et dans les cellules épithéliales
des voies respiratoires d’enfants atteints de dermite atopique (Stefanowicz et al. 2012), de méme que dans les
cellules sanguines lors d'une confrontation aux allergénes (Nestor et al. 2014). De plus, une hypométhylation a
été observée dans deux études distinctes au site CpG38 chez des individus sensibilisés aux acariens (Li et al.
2016a; Li et al. 2016b). En outre, une étude a permis d'établir un lien entre 'hyperméthylation de Foxp3 au
passage de la rhinite allergique de la mére a ses enfants (Tan et al. 2018). Dans cette étude, des souris femelles
sensibilisées a I'allergéne Der p1 étaient accouplées a des males non sensibilisés. lls ont observé un niveau de
méthylation de la région promotrice Foxp3 plus élevée dans les lymphocytes de la rate, de méme qu'une
augmentation du niveau d'IL-4 et une réduction du niveau d’IL-10. lls ont aussi observé que le niveau de
méthylation de la région Foxp3 revenait a la normale en huit semaines aprés I'absence de sensibilisation a
l'allergéne. Cette étude démontre donc le caractére transmissible de la rhinite allergique, mais aussi sa
réversibilité si I'enfant n'est pas soumis a une sensibilisation précoce aux allergénes (Tan et al. 2018). Enfin,
d’'autres études ont démontré un lien entre le niveau de méthylation différentiel de certains sites et le risque
accru de développer de la rhinite allergique. C’est le cas notamment de la région IFN-y (Li et al. 2016a; Li et al.
2016b; Li et al. 2018b; Li et al. 2019b) connue pour son implication dans la rhinite allergique (Teixeira et al.
2005; Bayrak Degirmenci et al. 2018), de méme que dans les régions de STAT5A et CRIP1 chez des enfants

atteints de rhinite allergique (Stefanowicz et al. 2012).

Par ailleurs, divers miARN ont aussi été retrouvés comme différemment régulés dans la rhinite allergique. Ces
miARN agiraient sur diverses voies biologiques et réguleraient la réponse immunitaire dans la rhinite allergique,
lorsque confrontée a un allergene. Le Tableau 7 résume donc les microARN différemment exprimés entre des

individus atteints de rhinite allergique et des témoins.
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Tableau 7 : miARN potentiellement impliqués dans la rhinite allergique

miARN Fonction Cible Références
let-7 Modulation de la sécretion d’IL-13 et de JAK1/STAT3 | (Kumar et al. 2011;
linflammation de type 2 IL-13 Suojalehto et al. 2014; Li
SOCS4 et al. 2018a)
miR-206 Régulateur de la voie biologique VEGF S100A7A (Panganiban et al. 2016)
miR-338- | Inhibiteur de la voie de signalisation Wnt/B- Wnt/B- (Panganiban et al. 2016)
3p caténine et inducteur de transition épithéliale- caténine
mésenchymale
miR-329 Inconnue TGF-31 (Panganiban et al. 2016)
miR-26a Modulation des voies de signalisation SMAD2 (Panganiban et al. 2016)
dépendantes de TGF-{3 et répression de la SMAD3
réponse inflammatoire en promulguant la
réponses des lymphocytes T via l'inhibition de
NF-«B
miR-7 Inconnue CMKLR1 (Shaoging et al. 2011)
miR-498 Suppression de la différnetiation des STAT3 (Suojalehto et al. 2014;
lymphocytes Tu17 via STAT3 Panganiban et al. 2016)
mIR-187 Régulation de la réponse des lymphocytes Tvia | CD276 (Shaoging et al. 2011;
CD276 Suojalehto et al. 2014)
miR-143 Régulation de la différentiation des lymphocytes | TGF-$1 (Shaoqing et al. 2011;
T de mémoire Suojalehto et al. 2014)
miR-886 Régulation de la voie de signalisation TGF via SMAD3 (Shaoging et al. 2011;
SMAD3 FoxO1 Suojalehto et al. 2014)
miR-224 Régulation de la voie de signalisation TGF via SMAD4 (Shaoging et al. 2011;
SMAD4 Suojalehto et al. 2014)
miR-155 Défense de I'hdte, modulation de la voie de IL13Ra1 (Rodriguez et al. 2007;
signalisation IL-13 dans les macrophages Kohlhaas et al. 2009;
déterminant le phénotype M2 Martinez-Nunez et al.
2011; Suojalehto et al.
2013)
miR-205 Activation de la voie de signalisation ERK17 MICAL2 (Suojalehto et al. 2014)
miR-572 Régulation de I'expression des cytokines de type | SOCS1 (Jia et al. 2018b)
1
miR-1228 | Régulation de la réponse de type 2 PPAR (Jia et al. 2018b)
miR-483 Inhibition de TGF-B1 TGF-B1 (Jia et al. 2018b)
miR-1908 | Inhibition de TGF-B1 SMAD2 (Jia et al. 2018b)
SMAD3
MMP2
miR-126 Contre-régulation de I'effet de I'lL-4 VEGF (Jia et al. 2018b)
IRS1
miR-92a Régulation de I'effet de I'lL-4 WNT5a (Jia et al. 2018b)
miR-125a | Réduit la voie de signalisation TLR via IL-10 et TLR (Jia et al. 2018b)
supprime A20 A20
miR-19a Active la signalisation TGF-3 TGF-p1 (Jia et al. 2018b)
miR-106a | Régulation de I'activité autophagique NOD1/2 (Jia et al. 2018b)
miR-181c | Sous-régule I'ostéo-pontine, moule TGF SPP1 (Jia et al. 2018b)
miR-18a Régulation de la voie TGF CTGF (Panganiban et al. 2016)
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3.3 Epigénétique de I'asthme

La majorité des études épigénétiques dans I'asthme des derniéres années s'est faite sur les patrons de
méthylation de 'ADN, en utilisant deux types d’approches : 'approche pangénomique et 'approche par géne
candidat. Ainsi, les études par géne candidat ont permis de démontrer I'implication de la méthylation du
récepteur adrénergique B2 (ADRB2) dans le sang dans le développement d’asthme sévére. L'étude avait en
outre permis de démontrer I'effet du dioxyde d’azote (NO2), un polluant connu, sur ces patrons de méthylation
(Fu et al. 2012). Toutefois, plus d’études doivent étre réalisées en ce sens, puisqu'une autre, dont la
méthodologie était similaire, a révélé que la méthylation de ARDB2 réduisait la dyspnée chez les enfants (Gaffin
et al. 2014).

De plus, des études pangénomiques de méthylation ont associé I'hypométhylation de I'arachidonate 12-
lipoxidase (ALOX12) dans des échantillons de sang avec un risque accru de respiration sifflante (Morales et al.
2012), de I'lL-13, de RUNX3 et de TIGIT dans le sang a I'asthme (Yang et al. 2015) et IL5RA a I'asthme chez
les adolescents (Arathimos et al. 2017). Le Tableau 8 présente un résumé des études de méthylation dans
I'asthme et les phénotypes associés.

Tableau 8 : Etudes de méthylation dans I'asthme chez I'enfant et les phénotypes associés

(traduit de Gomez 2019)
Phénotype Tissu Génes Référence
Asthme chez I'enfant Sang ADRB? (Fu et al. 2012)
Asthme chez I'enfant Sang et buccal ADRB?2 (Gaffin et al. 2014)
Asthme chez I'enfant Sang ALOX12 (Morales et al. 2012)
Asthme chez I'enfant Sang IL13, RUNX3, | (Yang et al. 2015)

TIGIT

Asthme chez I'enfant Sang IL5RA Arathimos et al. 2017)
Asthme chez I'enfant Sang 14 sites Xu et al. 2018)

(
(
(Barton et al. 2017)
(

Asthme chez I'enfant Sang du cordon ombilical GATA3

Niveau d'lgE Sang du cordon ombilical C7orf50, Peng et al. 2018)
ZAR1

Respiration sifflante Taches de sang AXL (Gao et al. 2017)

Asthme chez I'enfant Buccal ARG2 (Breton et al. 2011)

Asthme chez I'enfant Buccal FOXP3 (Miller et al. 2017)

Asthme chez I'enfant Epithélium des voies respiratoires | STAT5A (Stefanowicz et al. 2012)

Asthme chez I'enfant Epithélium des voies respiratoires | IL-6, NOS2 (Baccarelli et al. 2012)

Asthme chez I'enfant Epithélium des voies respiratoires | ALOX15, (Yang et al. 2017b)
POSTN

Asthme chez I'enfant Epithélium des voies respiratoires | CDHR3, (Xu et al. 2018)
CHD26

De méme, diverses études dans I'asthme chez I'adulte ont retrouvé des patrons de méthylation influengant le

développement de la maladie. C'est le cas notamment de la méthylation de la protocadhérine-20 (PCDHZ20)
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dans les cellules d’expectoration chez les adultes atteints d’asthme et fumeurs (Sood et al. 2012). D’autres
patrons de méthylation ont été associés a I'utilisation de corticostéroides inhalés, au compte d’éosinophiles, a
des mesures respiratoires, de méme qu’a la réponse inflammatoire (Nicodemus-Johnson et al. 2016). Enfin,
une étude a permis de déterminer des patrons de méthylation différentiels entre deux phénotypes d’asthme
différents : I'asthme neutrophile et I'asthme éosinophile. Cette étude démontre donc que des patrons de
méthylation peuvent différer dépendamment du phénotype d’asthme (Gunawardhana et al. 2014).

Les études de miARN dans I'asthme sont relativement récentes, mais aussi largement hétérogénes quant a leur
méthodologie et aux types de tissus utilisés. Par exemple, des études dans 'asthme et la rhinite allergique ont
démontré une augmentant de miR-498, miR-155 et miR-205 dans des biopsies nasales d’un groupe de rhinite
allergique et une diminution de la famille de let-7 dans un groupe de rhinite allergique et d’asthme (Suojalehto
et al. 2013). A lopposé, une autre étude a démontré une diminution de miR-155 et de let-7 et un patron de miR-
498 similaire chez des individus atteints d’asthme (Suojalehto et al. 2014). Ces résultats démontrent bien
I'hétérogénéité de I'action des miARN dans 'asthme.

En somme, les miARN peuvent former a la fois des biomarqueurs de la maladie, des avenues thérapeutiques
potentielles, de méme que contribuer a la compréhension des mécanismes biologiques sous-jacents a la
maladie (Rezaie et al. 2018). Plus précisément, des essais sur des modeles murins d’asthme ont démontré que
linhibition du miR-126 permettait de réduire les symptdmes inflammatoires de I'asthme. En fait, son inhibition
ciblerait le Toll Like Receptor 4 (TLR4) en sur-régulant le facteur de transcription PU.1 et en sur-régulant la
protéine cible Myb, bloquant par le fait méme IL-1f et TNF-a et réduisant l'inflammation (Mattes et al. 2009;
Collison et al. 2011). Une autre étude sur des modéles murins a permis de démontrer qu'un traitement avec
I'anti-miR-221 permettrait de réduire linfiltration cellulaire et les éosinophiles dans les fluides de lavage

bronchoalvéolaires (Qin et al. 2012).

La famille de miARN let-7, quant a elle, est largement étudiée dans I'asthme. Une étude a en effet démontré
que let-7 se lie au brin 3’ du mARN IL-13. De méme, dans cette étude, des lymphocytes T polarisés en T et a
laquelle une transfection de let-7 a été effectuée ont démontrés une réduction de la production de I'lL-13 (Kumar
etal. 2011), confirmant ainsi I'implication de cette famille de miARN dans la production de cette IL déja impliquée
dans la production d’IgE et dans I'hypersensibilité bronchique (Kasaian et al. 2013; Ito et al. 2018). Un autre
groupe de recherche a aussi retrouvé une grande expression de la famille let-7 dans les poumons
indépendamment de I'exposition a des allergénes. Dans cette étude, I'expression du mARN IL-13 et 'expression
de la famille let-7 a été analysée dans des lymphocytes T CD4+ d’'un modéle murin d’asthme. Cette étude a
démontré que I'expression de I'lL-13 était augmentée alors que celle de let-7 était réduite. L'administration d’anti-

let-7 avant la confrontation a I'ovalbumine (OVA challenge) dans le modéle murin d’asthme résultait en une
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réduction du niveau d’IL-13, de méme qu’une réduction de la réponse exagérée des voies respiratoires, de
linfiltration cellulaire et de la production de mucus (Polikepahad et al. 2010).

Enfin, peu d’études se sont concentrées sur les profils de miARN différentiels dans des cellules isolées dans
I'asthme, en particulier sur ces profils dans les éosinophiles, un type de cellules pro-inflammatoires dont la
prolifération est caractéristique a certains phénotypes d’asthme (Drake et al. 2018). En fait, une étude par
Rodrigo-Mufioz et al. a retrouvé 21 miARN différemment régulés dans I'asthme et propose un outil de diagnostic
a partir de ceux-ci (Rodrigo-Mufioz et al. 2019). Une autre étude de Allantaz et al. a quant a elle retrouvé une
diminution du miR-155 dans les éosinophiles; posant ainsi 'hypothése selon laquelle ce miARN serait lié aux
processus inflammatoires de diverses maladies (Allantaz et al. 2012). Dans d'autres types cellulaires,
notamment les lymphocytes CD4*, les miARN miR-15a, miR-15b et miR-20b étaient diminués chez des patients
atteints d’asthme allergique en comparaison avec des témoins non-allergiques (Nakano et al. 2013). En fait,
divers miARN ont été retrouvés comme étant différemment exprimés dans 'asthme, tout dépendant du type
cellulaire. Chacun d’eux semble lié a diverses fonctions dans la pathogénése et les manifestations de la maladie
(Tableau 10).

Ainsi, l'implication des miARN dans l'asthme semble prometteuse tant pour des voies thérapeutiques de la
maladie que comme biomarqueurs contribuant au diagnostic de celle-ci. En fait, il est possible de noter que
plusieurs miARN semblent différemment régulés dans plus d’'une maladie allergique (Tableau 9). Toutefois, plus
d’études demeurent nécessaires quant a l'implication des miARN dans les maladies allergiques, en particulier

relativement aux cibles visées par ceux-ci.
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Tableau 9 : miARN differemment régulés dans plusieurs maladies allergiques
(tiré de Lu et Rothenberg 2013)

miARN Asthme (Esophagite a Dermite atopique | mARN cible dans
éosinophile Pinflammation
allergique

Différemment régulé dans les trois maladies

let-7¢c ! l l IL-13

miR-21 1 1 1 IL-12p35

miR-142-5p 1 1 )

miR-142-3p 1 1 1

miR-146a 1 1 ) STAT1

miR-193b ! ! !

miR-223 1 1 1 IGF1R

Difféeremment régulé dans deux des trois maladies

let-7a ! ND ! IL-13

let-7b ! ND ! IL-13

let-7d ! ND ! IL-13

miR-146b 1 1 ND

miR-155 1 ND ) CTLA4

miR-365 ND ! !

miR-375 ND ! !
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Tableau 10 : miARN et leur effet dans I'asthme
(traduit de Sastre et al. 2017)

Modéle a I'étude miARN Genes cibles Signification Référence
Cellules des muscles lisses des voies miR-221 P21 WAF1 Régulation de la prolifération des cellules (Perry et al. 2014)
respiratoires p27kit
Cellules des muscles lisses des voies miR-10a PIK3CA Régulation de la croissance des cellules et | (Hu et al. 2014)
respiratoires prolifération
Cellules des muscles lisses des voies miR-146a Cyclooxygénase-2 | Régulation de I'expression des cytokines et | (Comer et al.
respiratoires miR-146b IL-18 inflammation 2014)
HuR
Cellules épithéliales des voies respiratoires miR-570-3p HuR Régulation de I'expression des cytokines (Roff et al. 2014)
Cellules épithéliales des voies respiratoires, miR-3162-3p | B-caténine Régulation de I'adhésion des cellules etde | (Fang et al. 2016)
modele murin linflammation
Cellules épithéliales bronchiques miR-18a SMAD2 Régulation de I'expression des cytokines (Martinez-Nunez
miR-27a et al. 2014)
miR-128
miR-155
Cellules épithéliales bronchiques miR-203 AQP4 Régulation osmotique (Jardim et al.
2012)
Cellules épithéliales bronchiques miR-449 NOTCH1 Métaplasie des muqueuses des voies (Solberg et al.
respiratoires 2012)
Cellules épithéliales bronchiques miR-629-3p IL-6 Régulation de I'expression des cytokines (Maes et al. 2016)
IL-8
Modéles murins miR-155-5p ACVR2A Voie thérapeutique de I'asthme (Plank et al. 2015)
TAB2
Lymphocytes Tr2, modéle murin miR-19a SOCS1 Régulation de I'expression des cytokines et | (Simpson et al.
A20 inflammation 2014b)
Modeéle murin miR-126 PU.1 Régulation de l'inflammation (Mattes et al.
2009; Collison et
al. 2011)
Modéle murin Anti-miR-221 Régulation de l'inflammation (Qin et al. 2012)
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Modéle a I'étude miARN Genes cibles Signification Référence
Lymphocytes T CD4*, modéle murin Let-7 IL-13 Régulation de I'expression des cytokines et | (Polikepahad et
inflammation al. 2010; Kumar et
al. 2011)
Lymphocytes T CD4* miR-15a VEGFA Régulation de I'angiogenése, migration (Nakano et al.
cellulaire 2013)
Cellules Jurkat, cellules mononucléées miR-1248 IL-5 Régulation de l'inflammation (Panganiban et al.
sanguines périphériques 2012)
ARN total sanguin miR-625-5p CBL Régulation de I'expression des cytokines (Dong et al. 2016)
miR-22-3p PPARGC1B
miR-513a-5p | ESR1
ARN du sérum miR-21 IL-12p35 Régulation de I'expression des cytokines (Elbehidy et al.
2016)
ARN du sérum miR-203 STNFRI Régulation de I'expression des cytokines (Lv et al. 2014)
sTNFRII

41



Chapitre 4 Les cellules impliquées dans les
processus inflammatoires des maladies allergiques

L'asthme allergique, de méme que les autres maladies de la marche atopique caractérisée par des réactions
de type Tn2. Cette réponse immunitaire implique un grand nombre de cellules, notamment des lymphocytes T
CD4+, des lymphocytes B, des cellules lymphoides innées du groupe 2 (CLI2), des lymphocytes cytotoxiques
naturels (NK) producteurs d’IL-4, des lymphocytes T NK, des basophiles, des éosinophiles et des mastocytes,
de méme que leurs cytokines (Boonpiyathad et al. 2019). Ces différentes cellules jouent un réle important dans

linflammation de type Th2, en sécrétant diverses cytokines favorisant I'inflammation.

En fait, lors d'une réaction allergique, les allergénes stimulent la production des anticorps IgE. Plus
spécifiquement, le récepteur FceRI (CD23) régule la production d'IgE et la différentiation des lymphocytes B.
Les IgE se lient aux CD23 lorsque présentés a un allergéne, formant un complexe antigéne-IgE réduisant le
seuil d'activation des lymphocytes T et favorisant une polarisation Tw2 (Froidure et al. 2016). L'inflammation de
type Tn2 est d'ailleurs 'une des caractéristiques centrales de 'asthme allergique, lorsqu’exposé aux allergénes
inhalés (Platts-Mills et Woodfolk 2011). De plus, limplication des IgE dans les maladies allergiques ne se limite
pas a la polarisation de type Tn2; elles ont un effet sur la fonction, I'activation et le relachement des éosinophiles
et augmentent I'expression d’intégrine et le relachement de TNF-a (Matucci et al. 2018), de méme que sur
l'activation de la production d'IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a, TSLP et des chimiokines CCL5, CCL11, CXCL8 et
CXCL10 par les muscles lisses des voies respiratoires, causant le remodelage des voies respiratoires et

favorisant I'accumulation de cellules des muscles lisses des voies respiratoires (Ferreira et al. 2018).

Tant les cellules circulantes que résidentes ont un réle a jouer dans l'inflammation liée a I'asthme et aux maladies
allergiques. En fait, les cellules dendritiques induisent la différentiation des lymphocytes T naifs en lymphocytes
T matures. De 13, les exosomes issus de divers types cellulaires peuvent induire une réponse inflammatoire en
stimulant la prolifération des lymphocytes T, en stimulant et en activant la production de cytokines Tu2, en
favorisant le recrutement de granulocytes tels que les éosinophiles ou en produisant des dérivés réactifs de
I'oxygéne (DRO) (Sastre et al. 2017). La Figure 10 résume le réle de certaines cellules dans les processus
inflammatoires de I'asthme et des maladies allergiques. Les principales cellules impliquées dans ces réactions

seront présentées subséquemment dans ce chapitre.
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Figure 10 : Cellules impliquées dans I'asthme et les maladies allergiques
(adaptée de Sastre et al. 2017)

4.1 Cellules circulantes

4.1.1 Lymphocytes Tn2

Les lymphocytes Tn2 jouent un réle central dans I'inflammation allergique en produisant I'lL-4, I'lL-5 et I'lL-13,
trois cytokines connues pour leur implication dans I'asthme allergique. En fait, I'lL-4 induirait la différentiation
des lymphocytes T naifs en lymphocytes T CD4* (Russkamp et al. 2019). L'IL-5, quant a elle, serait responsable
de la maturation des éosinophiles et de leur envoi dans la moelle osseuse (Hassani et Koenderman 2018).
Enfin, I'lL-13 favoriserait la prolifération de cellules endothéliales et de lymphocytes B producteurs d'IgE
(Mitamura et al. 2018). Plus précisément, 'hyperréactivité face a un allergéne est complexe et nécessiterait
deux étapes : la sensibilisation lors d’'une premiére exposition a un allergéne, suivi d'une seconde exposition.
Lors de ce processus de sensibilisation, plusieurs cellules sont impliquées, tant dans les poumons que dans les
nceuds lymphatiques. C’est ainsi que I'lL-33 induirait I'expression de cytokines Tn2, activant par le fait méme les

basophiles et des éosinophiles (Valero et al. 2017).

4.1.2 Cellules lymphoides innées du groupe 2

Les CLI2 sont responsables de la production de cytokines de type 2 telles que I'lL-4, I'lL-5, I'lL-9 et I'IL-13. L'IL-
5 et I'lL-13 sont deux cytokines pro-inflammatoires régulées par les CLI2 qui favoriseraient la sensibilisation aux

allergenes et la dysfonction de la barriere épidermique (Mitamura et al. 2018; Russkamp et al. 2019). Des études
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d’un modéle murin ont aussi démontré qu’une carence en lymphocytes B et T activait les CLI2 et induisait une
éosinophilie et une hyperréactivité bronchique (Hassani et Koenderman 2018). Enfin, les cytokines IL-10 et
TGF-B réduiraient la production d’'autres cytokines favorisant la résistance aux stéroides dans les réactions
allergiques par les CLI2 (Lei et al. 2008). En somme, toutes ces cytokines régulées par les CLI2 semblent jouer
un rdle important dans les réactions inflammatoires liées a l'allergie, démontrant ainsi importance de ces

cellules dans les maladies allergiques.

4.1.3 Lymphocytes TH9

Les lymphocytes TH9 sont responsables de la production d’IL-9, une cytokine qui induirait de l'inflammation
éosinophile, de I'hyper-sécrétion de mucus ainsi qu’une hyperréactivité des voies respiratoires (Ohtomo et al.
2010). Précédemment, il a été démontré que des individus atteints d’asthme allergique avaient un plus grand
compte cellulaire de lymphocytes Tx9 et une plus grande concentration d’IL-9 en circulation (Hoppenot et al.
2015; Jia et al. 2017). Il a été démontré que I'lL-9 réduirait la production d’'IFN-y et augmenterait la sécrétion
d'IgE (Jia et al. 2017). Enfin, I'lL-9 serait impliquée dans I'asthme résistant aux stéroides, bien que I'anticorps
monoclonal anti-IL-9 n’a pas démontré de bénéfices dans le traitement de ce phénotype d’asthme (Saeki et al.
2017).

4.1.4 Lymphocytes cytotoxiques naturels

Récemment, des études ont démontré que les lymphocytes cytotoxiques naturels (NK) étaient activés lors de
la confrontation & un allergéne in vitro. En fait, ils favoriseraient l'inflammation éosinophile, la réponse
immunitaire de type 2, la sensibilisation aux allergénes ainsi que I'hyperréactivité des voies respiratoires,
contribuant ainsi a I'exacerbation de I'asthme allergique (Gorska 2017). Des études ont démontré une activité
cytotoxique accrue dans les cellules sanguines périphériques d'individus atteints d’asthme (Timonen et Stenius-
Aarniala 1985; Jira et al. 1988), de méme qu’'un nombre accru de lymphocytes NK dans le sang d'individus
asthmatiques (Lin et al. 2003). De plus, une étude de Barnig et al. a montré une corrélation positive entre le
nombre de lymphocytes NK dans le sang et le compte d’éosinophiles sanguins, de méme qu’'une corrélation
positive entre le compte d'éosinophiles et I'expression des protéines CD69 et NKG2D a la surface des
lymphocytes NK. Leur étude a aussi permis de déterminer que les lymphocytes NK pouvaient entrainer
I'apoptose des éosinophiles chez des individus atteints d’asthme sévére (Barnig et al. 2013). En fait, les
lymphocytes NK auraient une influence sur I'immunité de type 1, 2 ou 3; dépendamment des facteurs influencant

I'activation de ces lymphocytes (Gorska 2017).

4.1.5 Eosinophiles

Les éosinophiles sont des granulocytes impliqués dans un grand nombre de fonctions régulatrices. Chez les

individus en santé, les éosinophiles ne forment qu’une petite partie du sang complet, mais lorsque recrutés, ils
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peuvent entrainer des effets pro-inflammatoires, notamment en favorisant I'apoptose ou en perturbant la barriére
épithéliale (Brusselle et al. 2018). Les éosinophiles se développent et se différentient dans la moelle osseuse;
lorsqu’a I'extérieur de la moelle osseuse, ils sont généralement considérés matures, mais des études récentes
ont observé des sous-types d'éosinophiles spécifiques aux tissus (Rose et al. 2010; Verjan Garcia et al. 2011;
Wen et al. 2012). Différentes cytokines sont impliquées dans la différentiation et la survie des éosinophiles et,
par le fait méme, aux réactions inflammatoires provoquées par ceux-ci (Hogan 2009). C'est le cas notamment
de I'lL-5 produite par les lymphocytes Th2 (Upadhyaya et al. 2011) de méme que les ILC2 (Nussbaum et al.
2013). La Figure 11 présente les mécanismes impliqués dans le recrutement des éosinophiles aprés I'exposition

a un allergéne.
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Figure 11 : Etapes du recrutement des éosinophiles lors de la confrontation & un allergéne
(adaptée de Possa et al. 2013)
Les éosinophiles contiennent des granules cytotoxiques qui sont relachées lors de la dégranulation. Ces
protéines toxiques relachées lors du processus de dégranulation sont: des neurotoxines dérivées des
éosinophiles (EDN), des protéines cationiques des éosinophiles (ECP), des éosinophiles peroxysase (EPO),
des protéines basiques majeures (MBP), de méme que des cystéinyl-leucotriénes (cysLT) (Nakagome et Nagata
2018). Suite & un stimulus, les éosinophiles sont recrutés a partir du sang par des chimiokines régulatrices
d’éosinophiles telles que I'éotaxine vers un site inflammatoire, notamment vers les poumons des individus
asthmatiques lors de la confrontation a un allergéne (Conroy et Williams 2001). De fait, I'éotaxine et son
récepteur CCR3 ont démontré un plus grand niveau d’expression chez des individus asthmatiques en

comparaison avec les témoins (Ying et al. 1997).
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Dans I'asthme, tant les éosinophiles sanguins que tissulaires jouent un réle dans l'inflammation face a un
allergene. Les éosinophiles tendent a s’accumuler aux sites inflammatoires et favorisent le développement de
I'asthme allergique (Terl et al. 2017). De plus, les éosinophiles pourraient étre impliqués dans le remodelage
des voies respiratoires en produisant des TGF-f et des cysLT (Wong et al. 1991). Plus précisément, il semblerait
que les cysLT seraient impliqués dans I'accumulation d’éosinophiles dans les voies respiratoires des individus
atteints d'asthme (Laitinen et al. 1993). Une étude par Pham et al. a quant a elle démontré qu’un traitement de
I'asthme par Benralizumab réduisait non seulement le compte d’éosinophile, mais qu'il entrainait aussi une
réduction considérable de certaines granules cytotoxiques relachées par ceux-ci, soient les EDN et les ECP,
démontrant donc I'effet positif de la réduction des éosinophiles pour le contrle de 'asthme (Pham et al. 2016).
En somme, les éosinophiles agissent sur I'hyperréactivité des voies aériennes, la production de mucus, les
dommages tissulaires incluant une desquamation des cellules épithéliales ainsi que sur le remodelage des voies
respiratoires incluant une hyperplasie et hypertrophie du muscle lisse, épaississement apparent de la membrane
basale causé par une productivité accrue des fibres de collagene; les mécanismes impliqués lors du recrutement
des éosinophiles dans I'asthme sont présentés a la Figure 12.
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Figure 12 : Implications pro-inflammatoires des éosinophiles dans I'asthme
(adaptée de McBrien et Menzies-Gow 2017)
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4.4 Cellules résidentes

4.2.1 Mastocytes

Les mastocytes ont une influence importante dans le développement de I'asthme allergique. Ils ont un effet sur
les muscles lisses des voies respiratoires, sur la sécrétion de mucus, de méme que dans le remodelage des
tissus des voies respiratoires (Boonpiyathad et al. 2019). En fait, les mastocytes favoriseraient le remodelage
des voies respiratoires en relachant des protéases telles que les tryptases, ainsi que des facteurs de croissance
(Amin 2012). En fait, ces tryptases induiraient I'hyperplasie des muscles lisses des voies respiratoires et
I'accumulation de collagene dans les voies respiratoires d'individus asthmatiques (Abraham 2002). De plus, les
mastocytes stimulent la production de cytokines Tr2 grace a son grand niveau d’expression de récepteurs IL-
33 (Brightling et al. 2002). Méme si 'accumulation de mastocytes peut étre retrouvée dans tous les phénotypes
d’'asthme, elle est plus caractéristique de I'asthme allergique (Amin et al. 2000). D’'une maniére similaire, les
mastocytes sont plus actifs chez des individus atteints d’asthme allergique en comparaison avec ceux atteints
d’asthme non-allergique (Brightling et al. 2002).

4.2.2 Cellules dendritiques

Le role des cellules dendritiques dans les maladies allergiques est central : elles permettent de traduire un signal
provenant de I'exposition a un allergéne en une réponse immunitaire spécifique a l'allergéne des lymphocytes
T (Gill 2012). Pour ce faire, les cellules dendritiques peuvent étre directement activées par I'allergéne, mais plus
généralement, sont influencées par d'autres cellules immunitaires (Vroman et al. 2017). En fait, les cellules
dendritiques se distinguent en quatre types : les cellules dendritiques conventionnelles, les cellules dendritiques
plasmacytoides, les cellules dendritiques inflammatoires ainsi que les cellules Langerhans (Balan et al. 2019).
Plus précisément, les cellules dendritiques conventionnelles sont divisées en deux sous-types, soient les
cellules dendritiques de type 1 (cDC1) et de type 2 (cDC2). Les ¢cDC2 sont largement impliquées dans la
différentiation des lymphocytes Tn2 et Tu17 dans certains phénotypes d’asthme (Boonpiyathad et al. 2019).
Dans le cas de I'asthme allergique, l'inhalation d'un allergéne pousse les ¢cDC2 a migrer vers les tissus
bronchiques, causant par le fait méme une augmentation des récepteurs d’IL-25 sur les cellules dendritiques
conventionnelles et plasmacytoides (Tworek et al. 2016). De plus, lors d’une réaction allergique, les antigénes
liés aux IgE sont introduits dans les lymphocytes T CD4+ spécifiques par les cellules dendritiques et ces cellules
dendritiques conventionnelles produisent I'lL-9 chez des individus asthmatiques, menant & une polarisation T19
(Froidure et al. 2014).

4.2.3 Cellules épithéliales

La premiére voie d’entrée des pathogénes aériens est via les voies respiratoires. En ce sens, la premiére ligne

de défense contre ses pathogénes est composée de I'épithélium des voies respiratoires. Du dommage a cet
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épithélium entraine par le fait méme une inflammation, souvent précurseur d’asthme (Boonpiyathad et al. 2019).
En fait, lorsque la barriére épithéliale est endommagée, des cytokines telles que les TSLP, IL-25 et IL-33 sont
relachées (Licona-Limon et al. 2013), activant ainsi les cellules lymphoides innées du groupe 2 (ILC2) et
favorisant la production de cytokines Tn2 (Roan et al. 2019). De plus, une variété de cytokines endommage la
barriere épithéliale et favorisent les réactions allergiques. C'est le cas notamment de I'lL-4 et de I'lL-13 (Saatian
et al. 2013). Les cellules dendritiques favoriseraient quant a elle la polarisation de type Tn2 et par le fait méme
la sensibilisation aux allergénes. Ainsi, la cellule dendritique CD11c* activerait les lymphocytes Th2 CRTH2* qui
favoriserait ladite polarisation, le tout sous la stimulation des TSLP (Wang et al. 2006). Enfin, le role des TSLP
ne s'arréte pas la. Les TSLP joueraient en effet un role dans la différentiation des cellules CD4+*et CD8* en
lymphocytes Tw2 (Kitajima et al. 2011). Elles favoriseraient aussi I'expression de GATA3 dans les ILC2 et
encourageraient le développement d’IL-4 et d’autres cytokines Tn2 (Mj6sberg et al. 2012) et augmenteraient de
fagon significative I'inflammation éosinophile en retardant leur apoptose (Wong et al. 2010; Cianferoni et Spergel
2014).
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5.2 Résumé

(1) Contexte : La marche atopique se définit par une prévalence accrue des maladies allergiques aprés
I'apparition de dermite atopique. En fait, la dermite atopique serait largement impliquée dans la sensibilisation
aux allergénes via la barriére cutanée endommagée, menant a d’autres maladies allergiques telles que I'asthme
allergique et la rhinite allergique. Les éosinophiles, un type de cellules pro-inflammatoires contribuant aux
dommages des cellules épithéliales, sont 'une des nombreuses cellules recrutées dans les réactions
inflammatoires caractérisant ces maladies. Peu d'études se sont consacrées a I'étude du transcriptome de ce
type cellulaire, et encore moins sur les patrons de microARN (miARN), qui pourraient moduler la pathogénése
des maladies allergiques et les manifestations cliniques d’'une maniére post-transcriptionnelle. De fait, leur
implication dans les maladies allergiques n’est pas entiérement comprise, mais ils joueraient un réle important
dans les patrons inflammatoires et dans la prolifération des cellules épithéliales. (2) Méthodes : Du séquengage
nouvelle génération a été réalisé sur des échantillons d’ARN des éosinophiles d’individus atteints de dermite
atopique, d’atopie, de rhinite allergique et d’asthme afin de retrouver le compte différentiel de pri-miARN. lls ont
aussi été analysés pour des phénotypes liés a I'asthme tels que le VEMS, le niveau d'IgE et la CP2o, de méme
que lindex de Tiffeneau. (3) Résultats: Dix-huit miARN des éosinophiles ont été identifiés comme
significativement différemment exprimés entre les individus atteints et les individus non-atteints. En se basant
sur le compte de ces miARN, les individus ont ensuite été groupés en utilisant la méthode de Ward sur des
distances Euclidiennes. Les groupes étaient expliqués par le diagnostic d’asthme, I'historique familial de
maladies respiratoires et de rhinite allergique, de méme que par le compte cellulaire de neutrophiles. (4)
Conclusion : Ces 18 miARN différemment régulés dans les phénotypes a I'étude permettent une meilleure
compréhension des mécanismes épigénétiques sous-jacents au développement des maladies allergiques

incluses dans la marche atopique.

5.3 Abstract

(1) Background: The atopic march is defined by the increased prevalence of allergic diseases after atopic

dermatitis onset. In fact, atopic dermatitis is believed to play an important role in allergen sensitization via the
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damaged skin barrier, leading to allergic diseases such as allergic asthma and allergic rhinitis. The eosinophil,
a pro-inflammatory cell that contributes to epithelial damage, is one of the various cells recruited in the
inflammatory reactions characterizing these diseases. Few studies were conducted on the transcriptome of this
cell type and even less on their specific microRNA (miRNA) profile, which could modulate pathogenesis of
allergic diseases and clinical manifestations post-transcriptionally. Actually, their implication in allergic diseases
is not fully understood, but they are believed to play a role in inflammation-related patterns and epithelial cell
proliferation. (2) Methods: Next-generation sequencing was performed on RNA samples from eosinophils of
individuals with atopic dermatitis, atopy, allergic rhinitis and asthma to get differential counts of pri-miRNA. These
last were also analyzed for asthma-related phenotypes such as FEV+, IgE and PCx levels, as well as FEV41/FVC
ratio. (3) Results: Eighteen miRNAs from eosinophils were identified to be significantly different between affected
individuals and unaffected ones. Based on counts from these miRNAs, individuals were then clustered into
groups using Ward’s method on Euclidian distances. Groups were found to be explained by asthma diagnosis,
familial history of respiratory diseases and allergic rhinitis as well as neutrophil counts. (4) Conclusion: The 18
differential miRNA counts for the studying phenotypes allow a better understanding of the epigenetic

mechanisms underlying the development of the allergic diseases included in the atopic march.

5.4 Introduction

Allergic diseases (which include atopic dermatitis, food allergy, allergic asthma, and allergic rhinitis) are
noncommunicable diseases that have seen the greatest increase in prevalence in the last decades, a
phenomenon described as the “allergy epidemic” (Platts-Mills 2015). In the past ten years, allergy prevalence
and hospitalization rates for severe allergic reactions has tripled (Mullins et al. 2015) and our understanding of
the root causes of allergic diseases has seen a complete paradigm shift (du Toit et al. 2016). In fact, the atopic
march is defined by an increased prevalence of allergic diseases in individuals with atopic dermatitis. The latter,
long considered only an epiphenomenon of allergies, has now clearly been shown to play a central role in their
development. The inflamed and disrupted skin barrier of infants with atopic dermatitis allows the penetration of
food and environmental allergenic proteins, leading to sensitization, the first step in becoming allergic. This
explains why children with atopic dermatitis are at a high risk of developing food allergy (35% prevalence),
allergic asthma (50%), and allergic rhinitis (75%) later in life (Carlsten et al. 2013). Not only is the incidence of
these diseases increased with atopic dermatitis, but they are also much more severe when compared to children
without a history of atopic dermatitis (Carlsten et al. 2013).

Allergic asthma, which can happen at final stages of the atopic march, is a chronic inflammatory disease
characterized by symptoms of wheezing, shortness of breath, chest tightness, cough and variable expiratory
airflow limitation (GIf). Asthma is often associated with airway hyperresponsiveness and chronic inflammation in
reaction to various stimuli including allergens, infections and air pollutants. Causes of asthma are multiple; they
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include environmental and genetic factors (Mims 2015). Indeed, familial history of asthma was found to be an
important risk factor for the development of the disease, which is characterized by a calculated heritability of 55
to 90% (Hernandez-Pacheco et al. 2019). However, heritability only explains partially the disease prevalence in
the atopic march process. Another part of this prevalence could also be explained by epigenetic mechanisms
such as DNA methylation, histone modification and non-coding RNAs (Lovinsky-Desir et Miller 2012). More
studies need to be done to better understand the influence of these mechanisms on diseases of the atopic

march, especially concerning miRNA profiles.

miRNAs are small non-coding RNAs with 19-25 nucleotides that regulate gene expression post-transcriptionally.
They silence complementary genes by targeting the 3' untranslated region of mMRNA, repressing their expression
(Lu et Rothenberg 2018). Their maturation includes a primary (pri-miRNA, up to 1,000 nucleotides long) and a
precursor (pre-miRNA, 60-120 nucleotides long) steps (Lee et al. 2002). miRNAs act on various pro-
inflammatory mechanisms in asthma and on smooth muscle cell proliferation, promoting airway
hyperresponsiveness and playing an essential role in its pathogenesis (Maneechotesuwan 2019). Some
miRNAs were also found to influence both the differentiation of T helper cells (Ma et al. 2015) and the innate
immune response in keratinocytes of atopic dermatitis patients (Rebane et al. 2014), and to be differentially

expressed in subjects with rhinitis and other allergic diseases (Suojalehto et al. 2013; Wu et al. 2015).

Difference in miRNA profiles was also associated with other asthma-related phenotypes. Methacholine
challenge (PCzo), forced expiratory volume in one second (FEV+) and FEV1 to forced vital capacity (FEV1/FVC)
ratio are all measures used as diagnostic tools or indicators of asthma severity (Schneider et al. 2009; Nair et
al. 2017). Few studies have focused on miRNA expression predicting these phenotypes, but all three were
previously associated with differential counts for certain miRNAs (Kho et al. 2016; Davis et al. 2017; Trinh et al.
2017). Finally, the differences in miRNA patterns that were observed for various diseases could lead to the
identification of potential biomarkers for atopic dermatitis, asthma or other allergic diseases and even of potential
therapeutic targets (Lovinsky-Desir et Miller 2012; Levanen et al. 2013; Zhang et al. 2014; Kai et al. 2015; Wang
et al. 2015; Bin et Leung 2016; Dissanayake et Inoue 2016; Maneechotesuwan 2019; Mousavi et al. 2019).

Moreover, few studies have demonstrated differential miRNA patterns in eosinophils, a type of pro-inflammatory
cells whose proliferation in airways is characteristic of certain asthma phenotypes (Drake et al. 2018). A study
by Rodrigo-Mufioz et al. found that miRNAs in these cells that are peripheral can serve as potential diagnostic
tools (Rodrigo-Murioz et al. 2019). Another study by Allantaz et al. has shown a down-regulation of miR-155 in
eosinophils that could be implicated in inflammatory processes (Allantaz et al. 2012). Studying miRNA profiles
from cell types well-known for their implication in asthma is important considering the cell-type-specific

characteristics of the transcriptome.
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In this study, we sought to determine if some miRNAs were differentially expressed between individuals with
allergic diseases included in the atopic march process and unaffected ones. We also wanted to see if they could
be grouped based on their miRNA expression counts associated with diseases of the atopic march and

phenotypes.

5.5 Results

This study used pri-miRNA expression counts from 145 individuals of the Saguenay—Lac-Saint-Jean (SLSJ)
asthma familial cohort sampled for eosinophils in order to better understand underlying epigenetic mechanisms
of diseases included in the atopic march process. The counts were analyzed for atopic dermatitis, atopy, allergic
rhinitis, asthma, and asthma-related phenotypes (FEV4, IgE levels, PC20 and FEV4/FVC ratio). A clustering
approach with significant miRNAs was then applied to identify potential explanations regarding the phenotypes
for the differential counts of pri-miRNA between individuals. The phenotypic characteristics of the 145 individuals
are accessible in Table 11 and number of individuals presenting overlapping conditions are represented in Figure
13.

Table 11 : Phenotypic characteristics of the individuals included in the eosinophil analysis of the miRNAs

Eosinophil Affected® Unaffected®
samples? (n=130) (n=19)
(n =145)
M:F ratio 1:1.04 1:1.09 1:0.67
Age, mean (range) 46 (18-81) 45 (18-81) 55 (22-72)
Age, median 47 60 44
Smoking status?
Non-smokers, n (%) 93 (64) 88 (68) 5(33)
Ex-smokers, n (%) 29 (20) 22 (17) 7 (47)
Smokers, n (%) 22 (15) 19 (15) 3 (20)
PCz20, mean mg/ml (SD)e 1.76 (1.67) 1.5 (1.57) 3.75(0.76)
IgE, mean pg/l (SD)f 4.93 (1.67) 5.09 (1.67) 3.61(0.97)

FEV1, mean % pred, (range)s
FEV1/FVC ratio, mean (range)h
White blood cell count!

94.72 (31-146)
79.09 (38-97)

94.25 (31—46)
94.25 (38-97)

98.6 (65-119)
82.43 (68-96)

Eosinophil, mean x10%1 (%) 0.25 (3.76) 0.26 (3.96) 0.15(2.18)
Lymphocyte, mean x10%/1 (%) 2.15(32.12) 2.15 (32.05) 2.03 (31.43)
Monocyte, mean x10%1 (%) 0.52 (7.89) 0.53 (7.88) 0.50 (8.01)
Neutrophil, mean x10%/1 (%) 3.80 (55.60) 3.82 (55.45) 3.72 (57.89)
Basophil, mean x10%/1 (%) 0.04 (0.78) 0.05 (0.77) 0.04 (0.89)
Asthma, n (%) 89 (61.81)
Allergic rhinitis, n (%) 54 (37.50)
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Atopic dermatitis, n (%)’ \ 75 (52.08) \

aNumber of eosinophil samples for which the sequencing of whole transcriptome data as well as covariates for
analyses was available. "Number of affected individuals. Total affected individuals are individuals with either
atopic dermatitis, atopy, asthma or allergic rhinitis, or a combination of these diseases. In this sense, depending
on the studied phenotype, the number of affected individuals will be lesser while the number of unaffected
individuals will be higher. “Number of unaffected individuals. Unaffected individuals were individuals with no
disease of the atopic march. “Ex-smokers are defined as individuals who stopped smoking for at least one year.
Smoking status was not available for one individual. ®The geometric mean provocative concentration of
methacholine inducing a 20% fall in forced expiratory volume in 1 s (PC2o), calculated from 130 individuals. fThe
geometric mean of immunoglobulin E (IgE) levels measured from 142 individuals. 9The mean forced expiratory
volume in 1 s (FEV1) as % of predicted value calculated from 138 individuals. "The mean FEV: (L)/FVC (forced
vital capacity; L) ratio calculated as % for 128 individuals. Whole blood eosinophil, lymphocyte, monocyte,
neutrophil and basophil cell counts obtained using a Coulter LH 780 hematology analyzer. iPresent or past
documented clinical history of asthma. Status is available for 145 individuals. XPersonal history of allergic rhinitis
symptoms available for the 145 individuals. 'Personal history of atopic dermatitis available for the 145 individuals.

25

Allergic Allergic
asthma 11 rhinitis

2 8

Figure 13 : Number of individuals presenting overlapping conditions of the atopic march
Overall, 75 individuals presented atopic dermatitis, 89 had allergic asthma and 54 had allergic rhinitis. Several
of these individuals had overlapping conditions, highlighting the increased risk of presenting an allergic
disease as allergic asthma or allergic rhinitis if an individual has atopic dermatitis.

5.5.1 Differential counts of pri-miRNA associated with allergic diseases included in
the atopic march

The negative binomial regression model performed for each trait (atopic dermatitis, atopy, asthma, allergic
rhinitis, FEV1, IgE levels, PC2 and FEV1/FVC ratio) allowed to find 18 miRNAs with significant differences in
expression counts for the eosinophil cell type (Table 12). One miRNA was found to be up-regulated in atopic
dermatitis (FC = 1.85), ten miRNAs were down-regulated in asthma (FC from -2.57 to -1.10), three miRNAs were
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positively correlated with IgE level (rho from 0.02 to 0.19) as well as four miRNAs with PCao level (rho from 0.11
to 0.18). The distribution of counts for each significant miRNA in accordance with the testing phenotypes is

represented in Figure 14.

Table 12 : Significant associations (FDR < 0.05) between pri-miRNAs expression counts and diseases
included in the atopic march process or related phenotypes

mMiRNA Phenotype observed P-val FDR? FC or rho®
miR-1276 Asthma 4511E-04 0.032 -2,136
miR-29B2 Asthma 7.260E-04 0.040 -1,334
miR-3175 Asthma 5.920E-05 0.013 -1,118
miR-33B Asthma 4.971E-04 0.032 -1,235
miR-4308 Asthma 5.039E-04 0.032 -1,856
miR-4523 Asthma 1.195E-04 0.018 -1,182
miR-4673 Asthma 2.164E-04 0.024 -2,020
miR-4785 Asthma 0.001 0.047 -1,328
miR-590 Asthma 8.479E-04 0.041 -1,100
miR-638 Asthma 1.010E-05 0.004 -2,570
miR-614 Atopic dermatitis 1.190E-06 5.239E-04 1,847
miR-142 IgE 3.940E-08 1.730E-05 0.112
miR-3064 IgE 4.880E-05 0.007 0.185
miR-4434 IgE 4.060E-05 0.007 0.134
miR-1304 PCazo 1.920E-06 8.428E-04 0.105
miR-2355 PCazo 7.120E-05 0.013 0.128
miR-26A2 PCxzo 2.054E-05 0.023 0.192
miR-645 PC2o 8.540E-05 0.013 0.024

aSignificance level for the difference of pri-miRNA expression counts according to phenotypic traits corrected
using a false discovery rate (FDR) method. °Fold change (FC) or Spearman’s rho calculated depending on the
phenotypic data type. Fold change was calculated for asthma and atopic dermatitis phenotypes. miRNAs with a
positive fold change were considered up-regulated in affected individuals while miRNAs with a negative fold
change were down-regulated. Spearman’s rho was calculated for IgE and PC2o levels. Positive rho values
indicate positive correlations between the pri-miRNA counts and the phenotype.
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Figure 14 : Significant pri-miRNA expression counts by phenotypes
Plots (a)-(j) show down-regulation of ten pri-miRNAs in asthmatic patients compared to non-asthmatics, while
plot (k) shows up-regulation of miR-614 for individuals with atopic dermatitis in comparison with unaffected
ones. As for plots (1)-(0), they display positive correlations between miRNAs and PCzo levels. Lastly, plots (p)-
(r) show positive correlation between miRNAs and IgE levels. Overall p-value of the analysis is in lower-left
corner of each graph with corresponding fold change or Spearman’s rho value.

5.5.2 Clustering of significant miRNAs

Using Ward’s method on Euclidian distances for the significant miRNAs, six clusters were obtained (Figure 15).
Analyses were then performed to define which phenotypic elements characterize them. Clusters 1, 4 and 5 were
ignored in analyses because they contained three individuals or less. As for clusters 2, 3 and 6, they included
respectively 52, 69 and 19 individuals and were kept for subsequent steps. See supplementary Table 14 (in
Appendix A) for a detailed view of all the phenotypes for comparing clusters. These were found to be explained
by asthma phenotype, familial history of respiratory diseases and allergic rhinitis as well as neutrophil counts
(Figure 16).
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Figure 15 : Clustering of individuals according to significant pri-miRNAs counts
Individuals were clustered according to expression counts from the 18 associated miRNAs using Ward's
method on Euclidian distances. Six clusters were then obtained by visual inspection of the dendrogram and
confirmed with the NbClust package in R.
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Figure 16 : Phenotypic differences underlying clustering of individuals
Significant differences between individuals of the three main clusters (including more than three people) were
found for: (a) asthma; (b) familial history of respiratory diseases; (c) familial history of allergic rhinitis; and (d)
neutrophil cell count. Overall p-value of the analysis is in the upper-right corner of each graph and the number
above each cluster indicates with which other cluster it shows a significant difference in post-hoc analyses. An
asterisk indicates significant difference after Bonferroni correction.
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Moreover, looking at Figure 16 and according to post-hoc analyses, cluster 2 was associated with higher
diagnosis of asthma as compared with cluster 6 (p-value = 0.027). Cluster 3 was less related to familial history
of respiratory diseases as clusters 2 (p-value = 0.033) and 6 (p-value = 0.034). Cluster 6 also had a stronger
association with familial history of allergic rhinitis when compared with clusters 2 (p-value = 0.009) and 3 (p-
value = 0.003). Finally, cluster 2 had a higher neutrophil count in comparison with clusters 3 (p-value = 0.035)
and 6 (p-value = 0.005).

5.5.3 Identification of possible gene targets

In order to better understand underlying mechanisms explaining associations observed between pri-miRNA
expression and diseases of the atopic march or clinical measures, correlations were performed to identify
possible gene targets. miRNA-gene target pairs with FDR-values inferior to 0.05 and absolute correlation
coefficients > 0.2 were deemed significant and further validated using miRTArBase v8.0 (Huang et al. 2019). A
total of 540 validated miRNA-gene target pairs were found using negative correlations and 663 using positive
correlations. According to the inhibition function of miRNAs, results of negative correlations are usually
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prioritized. However, a recent study highlighted the mechanisms underlying positive correlations with gene
targets, such as in feedback loops and co-transcription of intronic miRNAs and their host genes (Wang et al.
2018b), motivating the presentation of positive correlations in this study. The top 25 best negative and positive
correlations are displayed in supplementary Table 15 (in Appendix A). They were then classified into PANTHER
biological pathways (Mi et al. 2005). Among the gene targets identified, 215 from the negative correlations and
353 from the positive ones have been successfully classified by PANTHER. Biological pathways identified were
grouped into more general categories shown in Figure 17 (see supplementary Table 16 in Appendix A for the
list of PANTHER pathways in each general category).

Finally, gene targets found were compared to the genes already associated with diseases of the atopic march
in the GWAS Catalogue (42 for negative correlations and 53 for positives ones) and the SLSJ asthma familial
cohort (13 for the negative correlations and 22 for the positive ones; Table 17 in Appendix A). Table 15
represents those of the gene targets that are included in PANTHER biological pathways. Negative correlations
included eight gene targets associated in GWAS analyses and four were associated in the SLSJ cohort. Positive
correlations included 19 gene targets associated in GWAS and nine were associated in the SLSJ cohort. Total
resulting number of targets for positive and negative correlations before and after validation, as well as number
of genes found in GWAS Catalogue and literature about the SLSJ asthma familial cohort are detailed in Table
17 of Appendix A.
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Figure 17 : PANTHER pathway families for gene targets identified in negative and positive correlations with
associated miRNAs
The number of genes are indicated for each category. (a) Pathways for negatively correlated miRNA-gene
target pairs. (b) Pathways for positively correlated miRNA-gene target pairs.
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Table 13 : miRNAs’ gene targets previously associated in GWAS as listed by the GWAS Catalogue or in the
SLSJ cohort and classified by PANTHER pathways

Pathway Nb of GWAS associated genes SLSJ associated
gene genes
targets
Cell growth, division, 64 COL15A1, SOCST, COL15A1, SOCS1
S differentiation and apoptosis BCL2L1, DUSP2, SSR3
B Immune response 33 FER, IL6
% Protein cleavage, biosynthesis 21 BACE2
S and modification
= | DNA and RNA synthesis and 19 MAT2A
% replication
= Aldehyde transport and 2 DCAKD
reactions
Cell growth, division, 158 APC, CASPS, CRK, HSPA1B, HSPAS,
differentiation and apoptosis DUSP2, FOS, FRS2, YWHAZ
S HSPA1B, PRKCD, RTF1,
% SKI, TGFBR1
g Brain, neurotransmission and 44 ALDH1A2, CDC42 ARHGEF1
S nervous system
= Immune response 38 REL, TNFA1P3 CDNK1B, STAT3
§ Protein cleavage, biosynthesis 35 INO80, LRP3 MMP9
and modification
Hormonal regulation 29 NAB2, POU2F1 LDB1, SP1

5.6 Discussion

This research used pri-miRNA counts obtained by next-generation sequencing of the whole eosinophil
transcriptome, a cell known to play an inflammatory role in asthma (Drake et al. 2018), for finding differential
expression of certain miRNAs between patients having allergic diseases often associated with the atopic march
and controls in order to better understand epigenetic mechanisms underlying these. Specifically, it was
previously noted that eosinophils can carry miRNAs via exosomes to other cells; they are becoming not only a
pro-inflammatory cell type, but also a vector for miRNAs and a potential regulator of gene expression (Cafias et
al. 2019). In this sense, extracting miRNAs from eosinophils allows a better understanding of their effect on
diseases in the atopic march process as compared to those from whole blood. Overall, miRNAs extracted from
eosinophils improve the knowledge of their possible roles in proliferation of the inflammatory cells and immune
functions in these diseases (Lu et Rothenberg 2013; Heffler et al. 2017).

The miRNA levels measured from eosinophil cells extracted as part of this study allowed to identify 18 that were
differentially expressed between individuals with allergic diseases and unaffected ones, as well as for IgE levels
and PCx. Five of them were associated in the past with asthma and allergic diseases (miR-142 (Sharma 2017;
Badalzadeh et al. 2019), -26a (Panganiban et al. 2012; Li et al. 2019a), -29b (Yan et al. 2019; Wardzyriska et
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al. 2020), -590 (Shi et al. 2018; Rodrigo-Murioz et al. 2019) and -638 (Wang et al. 2018a)). In fact, the miRNA
expression counts of these five miRNAs were all differentially regulated in the same direction than what is found
in literature. Three were previously associated with other respiratory conditions including lung cancer (miR-1276
(Zhan et al. 2017), -1304 (Li et al. 2017a) and -33b (Qu et al. 2015)), hypopharyngeal cancer (miR-1304 (Xu et
al. 2013)) and cystic fibrosis (miR-1276 (Fesen et al. 2019)). Finally, three were previously associated with
diseases involving inflammatory components (miR-2355 (Lin et al. 2017), -3175 (Pan et al. 2019), -33b (Ono
2016)). This study led to the identification of 13 miRNAs not previously associated with allergic diseases or
asthma. The remaining five miRNAs were already found to have a differential expression in diseases of the
atopic march, but this study allowed to confirm that these were also differentially expressed in eosinophils. There
are very few studies on miRNA expression in eosinophil samples for allergic diseases. A study by Rodrigo-
Mufioz et al. found 21 miRNAs differentially expressed in eosinophils in asthma, from which miR-590 was also
down-regulated (Rodrigo-Mufioz et al. 2019). No significant differences were observed for the 20 other miRNAs
in our study. This could be explained by their smaller sample size (29 asthmatic and 10 healthy individuals), the
fact that they did not study an allergic endotype of asthma as done in this project, and also because we measured
differential pri-miRNA counts as compared to mature miRNAs in their study. However, measuring pri-miRNA
counts allow a more direct understanding of miRNA transcription. Finally, even though no mature miRNA data
was available, several pri-miRNAs were previously associated with mature miRNAs in allergic diseases included
in the atopic march process. Moreover, the target analysis of the significant miRNAs associated in this study
found CITED?Z as a target of miR-590, a gene regulating TGF-beta pathways acting on airway smooth muscle
cell proliferation. In fact, eosinophils have previously been shown to enhance gene expression of TGF-beta1
and to increase airway smooth muscle cell proliferation (Januskevicius et al. 2016). In this sense, it is expected
that this miRNA can be differentially regulated in both allergic and non-allergic endotypes of asthma. These
findings point toward a regulatory role in these diseases. Finally, considering modest coefficients of correlations
found between pri-miRNA counts and PCz0 and IgE levels, we hypothesize that such correlations are more
complex than mere direct interaction. In fact, Davis et al. have found that certain miRNAs could modulate PCzo
by increasing airway smooth muscle cell diameter (Davis et al. 2017). Therefore, more studies need to be done

in order to better define links between these miRNAs and biological measures.

Actually, some well-known miRNAs in asthma and allergic diseases such as miR-221, -485-3p, -1248, -126, -
146a/b, -28-5p, -181a, -133a or -10a (Kai et al. 2015) were not replicated in this study. Among these, four
miRNAs were expressed in eosinophil samples, but their corresponding pri-miRNAs did not show significant
differences according to the phenotype status. However, based on the cell-type specificity of transcriptome
measurements, it was expected that eosinophils will have a distinct profile in comparison to whole blood. It was
demonstrated in the past that whole blood miRNAs are derived from various exosomes specific to cell types,

this means previously found differential miRNA counts associated with diseases in the atopic march process
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could be derived from other ones like lymphocytes, dendritic cells, platelets, mastocytes, epithelial cells,
endothelial cells or neurons (Lin et al. 2015).

To further understand the links between pri-miRNA expression counts and phenotypic differences in asthma and
allergic diseases, individuals were clustered into three distinct groups based on the pri-miRNA counts for each
of the 18 previously associated miRNAs. These clusters featured significant differences, which is consistent with
the proportion of subjects having asthma phenotype as well as familial history of respiratory diseases and allergic
rhinitis, further confirming the family component in them (Mims 2015). Moreover, earlier studies have associated
asthma prevalence with allergic rhinitis (Rosati et Peters 2016; Gon et Hashimoto 2018; Tohidinik et al. 2019),
these findings tend to demonstrate a link between the two. However, more studies need to be done in regard to
the similarities between the eosinophil miRNA patterns between asthma and allergic rhinitis to conclude so. A
difference in counts of circulating neutrophils, a cell type characterizing an asthma endotype not typically linked
with allergies (Boonpiyathad et al. 2019), was also observed. With a higher proportion of individuals with familial
history of allergic rhinitis and a smaller neutrophil count, cluster 6 shows a higher number of allergic individuals,
even though its proportion of asthmatics is lower. However, it is important to note the smaller number of
individuals included in this cluster (19 compared to 52 and 69). Interestingly, many miRNAs turned out to be
differentially regulated in cluster 6, as compared to clusters 2 and 3. These miRNAs were previously found to
play a role in diseases of the atopic march. It is the case for miR-142 (Sharma 2017; Badalzadeh et al. 2019), -
26a (Panganiban et al. 2012; Li et al. 2019a), -29b (Yan et al. 2019; Wardzynska et al. 2020), -590 (Shi et al.
2018; Rodrigo-Mufioz et al. 2019) and -638 (Wang et al. 2018a) which all had higher counts in cluster 6, in
comparison with clusters 2 and 3. Similarly, both clusters 2 and 3 showed higher values for miR-1276 and -1304
whereas cluster 3 showed higher values for miR-33b and -2355, four miRNAs known for their implication in non-
allergic respiratory diseases (Xu et al. 2013; Qu et al. 2015; Li et al. 2017a; Lin et al. 2017; Zhan et al. 2017;
Fesen et al. 2019). Furthermore, no association was made with eosinophil counts in the clustering approach.
This could be explained by the fact that the eosinophil cell counts were similar between affected (by one or more
allergic disease) and non-affected (by none of the allergic diseases tested) individuals. However, there is indeed
a difference in eosinophil cell counts when we compare for a single disease such as asthma, with a mean of
0.29 %109/ eosinophils in individuals with asthma and 0.18 %1091 in unaffected ones. However, miRNAs
associated in eosinophil samples were not necessarily linked with biological pathways involved in eosinophil

recruitment or proliferation.

To further understand the implication of these miRNAs on diseases of the atopic march, an analysis to identify
possible gene targets was performed. The 18 associated pri-miRNA expression counts were significantly
correlated with several targets previously identified in diseases of the atopic march. Overall, 95 gene targets

were already associated with diseases of the atopic march in the GWAS Catalogue and 35 with the SLSJ
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asthmatic cohort. Among gene targets that were linked with biological pathways, 42 were also associated with
diseases of the atopic march, either in the GWAS Catalogue or in the SLSJ cohort. Those genes were classified
into pathways including cell regulation, immune response, smooth muscle cell proliferation and angiogenesis,
further confirming the importance of miRNAs in these diseases. However, further studies are needed to better

understand the specific link between these 18 miRNAs and the different diseases of the atopic march.

This study sought to find a differential miRNA pattern in eosinophils from patients presenting with diseases in
the atopic march process and unaffected individuals. Eighteen miRNAs turned out to be differentially expressed
in eosinophil samples in case of either atopic dermatitis or asthmatic statuses than in unaffected individuals, or
according to the PCzo or IgE levels. Moreover, the clustering approach used with the associated miRNAs
revealed a link between these and fine phenotypic information defining the individuals included in this study and
allowed identifying the miRNAs that are more likely to be involved specifically in the atopic component of the

studied diseases among the 18 in association.

Overall, these miRNAs could help improve the knowledge of post-transcriptional regulation leading to allergic
diseases included in the atopic march process. In fact, their differential regulation found in eosinophils help refine
our understanding of miRNAs in these diseases and their important role in gene expression regulation. Finally,
the presence of multiple atopic diseases in one patient may imply the relevance of miRNAs in the atopic march.
However, birth cohort and longitudinal studies will need to be performed to support this hypothesis. Despite this,
it is interesting to note that a previous study including the SLSJ cohort and a birth cohort aiming at developing a
polygenic risk score for moderate-to-severe atopic dermatitis, the sub-phenotype of atopic dermatitis associated
with the highest risk to develop the atopic march, also showed good discriminative values for allergies, allergic
asthma and allergic rhinitis in the SLSJ cohort (Simard et al. 2020).

5.7 Materials and methods

5.7.1 SLSJ asthma cohort
The Saguenay-Lac-Saint-Jean (SLSJ) asthma familial cohort comprises 1,394 individuals distributed in 271

families from which 1,214 subjects have genotypic information. Pulmonary health of each individual was
evaluated according to the American Thoracic Society (ATS) Clinical Practice Guidelines using a standardized
questionnaire and pulmonary function testing ([Anonyme] 1995). The subpopulation used for this study was
selected using siblings with discordant asthma status and from trios of affected probands and discordant parents
regarding asthma status. Using these criterions, 215 subjects were obtained to isolate their eosinophils for RNA
sequencing. Asthma and atopy phenotypes were defined according to ATS standards ([Anonyme] 1987).
Participants were considered as asthmatic if: (1) they had a reported history of asthma (validated by a physician),
or (2) they presented asthma-related symptoms and positive PCzo (< 8 mg/ml) at recruitment. Individuals were
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deemed atopic if they had at least one positive response on skin prick tests (wheal diameter = 3 mm or larger
than the wheal diameter elicited by the negative control [glycerin]) and have a physician diagnosis. Atopic
dermatitis and allergic rhinitis were self-reported and were considered as positive if past or present occurrence
of these diseases were reported. For children, cross validation was done using questionnaires filled by their
parents. Moreover, validation in medical records of these self-reported phenotypes were done for a subset of
the SLSJ Cohort (n =217), giving 89% concordance. Proportions of white blood cells were obtained using a
Coulter LH 780 hematology analyzer to estimate proportion of five different types of white blood cells:
eosinophils, lymphocytes, neutrophils, monocytes and basophils. Respiratory measures such as PC20and FEV
were taken using a Morgan spirometer (Morgan Spiro 232, P.K. Morgan Ltd, Kent, UK) (Laprise 2014). Complete
descriptions of both recruitment and evaluation used for the SLSJ cohort can be found in Laprise et al. (Laprise
2014) All participants gave informed consent and the study was approved by the Centre intégré universitaire de

santé et de services sociaux du Saguenay-Lac-Saint-Jean ethics committee.

5.7.2 Isolation of RNA from eosinophils and sequencing

Complete description of the procedure for eosinophil isolation can be found in Madore et al. (Madore et al. 2020)
Briefly, eosinophils were isolated by negative selection from 200 ml blood samples with anti-CD16, anti-CD3
and anti-CD19 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) and a proportion of cells (2E+06) was used for
total RNA extraction (molecules = 200 nucleotides). This step was performed with the RNeasy Mini Kit following
manufacturer’s instructions (Qiagen, Toronto, ON, Canada). RNA sequencing was carried out at the McGill
University and Genome Québec Innovation Center using TruSeq Stranded Total RNA Sample Prep kit. Final
libraries were quality controlled on a Bioanalyzer and underwent 100 bp paired-end sequencing on the lllumina
HiSeq2000 System. Generated raw reads were filtered for quality (phred33 =30) and length (n =232) as well as
adapter sequences were removed using Trimmomatic v.0.32 as previously described (Madore et al. 2020).
Considering the length of the extracted RNAs (= 200 nucleotides), pri-miRNAs were available for analysis. After
quality control filtering, 441 pri-miRNA were available for analyses. From the 215 initial individuals, considering
the large amount of blood necessary for RNA sequencing, quality filtering applied and the covariates availability
for statistical analysis, pri-miRNA counts were accessible for 145 of them. These results reflect the transcription

of miRNA sequences without necessarily quantifying abundance of the mature miRNAs (Lee et al. 2002).

5.7.2 Statistical methods

Analyses of pri-miRNA expression counts between individuals
Pri-miRNA expression counts were compared with a negative binomial regression model built with pri-miRNA

normalized expression counts and phenotypes using the MASS package in R. Studied phenotypes were atopic
dermatitis (75 affected, 70 healthy), atopy (94 affected, 51 healthy), allergic rhinitis (54 affected, 91 healthy),
asthma (89 affected, 56 healthy), FEV1, IgE levels, PC2 and FEV4/FVC ratio. Age, sex, smoking history,
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eosinophil proportion and surrogate variables were used as covariates. Proportions of eosinophils were
calculated working with methylome data from the same eosinophil samples as well as the method by Houseman
implemented in the R package RnBeads as described above (Table S5) (Houseman et al. 2012; Reinius et al.
2012). Surrogate variables were evaluated using the R package sva in order to account for batch effects,
relatedness between samples and other hidden confounders (Leek et Storey 2007). Normalization of miRNAs
expression counts on library size were done with the DESeq2 package. Differences in these having a false
discovery rate (FDR) value < 0.05 were deemed significant. Fold changes (FC) were calculated using the mean
ratios for affected and non-affected individuals in case of analyses taking into account the disease status
whereas Spearman’s rank correlation was performed between pri-miRNA counts and continuous phenotypes.
miRNAs with positive fold change were considered up-regulated while those with negative fold change were

down-regulated in the affected group of each allergic disease analyzed.

Clustering of miRNAs
Significant miRNAs were used to cluster individuals with Ward's method on Euclidian distances in R, as

described by O’Sullivan et al. (O'Sullivan et al. 2017) Groups were determined by visual inspection of the
dendrogram and confirmed using the NbClust package in R. An explanation for these clusters was then searched
comparing the phenotypic measures between groups with Fisher's exact test for binary data, one-way ANOVA
for continuous normally distributed variables and Kruskal-Wallis test for continuous non-normally distributed
ones. Post-hoc analyses were performed afterward to find pairwise differences between clusters using Fisher’s
exact test, Tukey’s test and Dunn’s test respectively followed by Bonferroni corrections. Clusters with three
individuals or less were ignored from this testing (data available for 139 subjects on the 145 included in the pri-

miRNA analysis).

Identification of possible gene targets for associated pri-miRNAs
Negative and positive correlations were applied between the 18 associated pri-miRNA and gene log-transformed

expression count in order to find which gene are possible gene targets. Correlations that reached an FDR-value
< 0.05 and an absolute correlation coefficient > 0.2 were deemed significant. These miRNA-gene target pairs
were then validated with miRTarBase v8.0 (Huang et al. 2019), a database that list gene targets of miRNAs that
were observed using technical approaches (e.g.: qRT-PCR, next-generation sequencing), in order to find which
of the significant genes are more likely to be real targets. These targets were classified according to their
PANTHER pathways (Mi et al. 2005). Gene targets that were previously associated with diseases of the atopic
march were identified using the GWAS Catalogue (https://www.ebi.ac.uk/gwas/) and studies from the SLSJ

asthma familial cohort. The GWAS Catalogue list all human genome-wide associations for studies targeting
100,000 SNPs or more and with p values < 10E-05.
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Discussion

Ce projet de maitrise avait pour but de documenter les miARN différemment exprimés dans les éosinophiles
d'individus atteints de maladies de la marche atopique, ainsi que dans des phénotypes associés. Plus
précisément, nous voulions mieux comprendre I'implication des miARN dans la régulation de ces maladies,

notamment en tentant de retrouver des liens phénotypiques et biologiques aux profils différentiels trouvés.

Pour ce faire, du séquencage d’ARN nouvelle génération a été réalisé sur les éosinophiles d’'un sous-groupe
d'individus de la cohorte familiale du SLSJ, composé de 145 participants. Cette technique a permis de mesurer
les pri-miARN en raison de la librairie utilisée et des filtres de qualité. De 13, il était possible de trouver lesquels
étaient differemment exprimés entre les individus atteints et non-atteints, de méme que pour les autres
phénotypes a I'étude. De plus, afin de mieux comprendre I'implication de ces pri-miARN dans ces maladies, les
individus ont été groupés a l'aide de la méthode de Ward selon leurs niveaux d’expression différentiels. Par la
suite, une explication phénotypique de ces groupes a été cherchée en comparant les groupes avec différents
phénotypes liés aux maladies; notamment la sensibilité aux allergénes, l'historique familial de maladies
respiratoires ainsi que le compte de certaines cellules. Enfin, une analyse des cibles des pri-miARN a permis
de mieux comprendre la signification biologique de ceux-ci.

Cette recherche a donc permis de retrouver 18 pri-miARN différemment exprimés dans les maladies de la
marche atopique, dont cing avaient déja été associés a I'asthme et aux maladies allergiques : miR-142 (Sharma
2017, Badalzadeh et al. 2019), -26a (Panganiban et al. 2012; Li et al. 2019a), -29b (Yan et al. 2019; Wardzyniska
et al. 2020), -590 (Shi et al. 2018; Rodrigo-Mufioz et al. 2019) et -638 (Wang et al. 2018a). Les individus ont
ensuite été groupés selon les niveaux d’expression de ces 18 pri-miARN. De 13, six groupes ont été obtenus,
dont trois ne contenaient que trois individus ou moins; ceux-ci ont donc été ignorés. Ces groupes ont ensuite
été comparés a divers phénotypes ce qui a permis de les associer au diagnostic d’asthme, a I'historique familial
de maladies respiratoires et de rhinite allergique, ainsi qu'au compte cellulaire de neutrophiles. Le dernier groupe
semblait davantage liés a un endotype non-allergique d'asthme alors que les deux autres semblaient liés a un
endotype plus allergique, bien que plus d'études soient nécessaires pour lier ces pri-miARN & un endotype
spécifique d’asthme.

Enfin, toujours dans le but de mieux comprendre 'implication de ces pri-miARN dans les maladies allergiques,
une analyse des genes cibles a été effectuée. Tout d’abord, les niveaux d’expression de ces 18 pri-miARN ont
été corrélés avec les niveaux d’expression des génes afin d’en retrouver des cibles potentielles. Par la suite,
ces cibles potentielles ont été comparées aux données du GWAS Catalog pour les maladies allergiques et aux
données précédemment publiées de la cohorte du SLSJ. Quatre-vingt-quinze cibles étaient précédemment

associés aux maladies de la marche atopique dans le GWAS Catalog alors que 35 I'étaient dans la cohorte du
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SLSJ. Ceux-ci ont ensuite été classifiés selon leurs voies biologiques afin de mieux comprendre leur implication
dans ces maladies. Les voies biologiques retrouvées incluaient la régulation cellulaire, la réponse immunitaire,
la prolifération des cellules des muscles lisses ainsi que I'angiogenése. Toutefois, plus d’études demeurent

nécessaires afin de comprendre la signification biologique de la régulation différentielle de ces pri-miARN.

Il demeure aussi a noter que certaines limitations demeurent relativement a cette étude. Tout d'abord, I'utilisation
d’'une librairie pour les ARN de plus de 200 nucléotides limitait le type d’ARN qu'il était possible de séquencer.
Ainsi, il était uniquement possible de retrouver des pri-miARN, ceux-ci ne permettant pas de quantifier réellement
le niveau de répression des ARNm cibles. Une seconde limitation en lien avec cette étude est 'absence de
validation par qRT-PCR. Cette limitation peut toutefois s'expliquer par la rareté de I'échantillon utilisé. En effet,
comme les éosinophiles ne composent qu'une tres petite portion du sang complet, il aurait été difficile de réaliser
une validation par qRT-PCR, compte tenu de la petite quantité d’échantillons dont nous disposions. Enfin, les
données quant a I'dge d’apparition des symptdémes de dermite atopique et de rhinite n’étaient pas disponibles,
rendant ainsi difficile toute conclusion quant a I'implication des miARN dans le continuum de la marche atopique.
N'en demeure pas moins que cette étude de nature exploratoire permet de cibler des pistes d'études futures
quant aux miARN et a leur implication dans les maladies allergiques. C'est ainsi que d’autres études seront
nécessaires pour bien comprendre comment ces miARN agissent dans la dermite atopique, la rhinite allergique
ainsi que 'asthme allergique, de méme que sur la marche atopique dans son ensemble.

Au cours des derniéres années, les miARN ont suscité un grand intérét en recherche sur les traits complexes
tels que I'asthme et les maladies allergiques. Toutefois, la plupart de ces études ont extrait les miARN a partir
d’échantillons de sang complet. Ce type d’études, bien que souvent utile pour trouver des biomarqueurs de la
maladie, ne permettent pas une compréhension approfondie de l'implication des miARN dans les processus
sous-jacents a la maladie, tels que I'inflammation. Bien que certaines études aient corrigé leurs analyses pour
le compte de certaines cellules, il demeure difficile pour celles-ci de conclure avec certitudes que la différence
de miARN observée ne provient pas de la variabilité cellulaire, mais bien du trait étudié. Ainsi, le fait d'isoler les
miARN & partir de cellules pro-inflammatoires telles que les éosinophiles permet certainement un nouveau point
de vue quant au réle des miARN dans la régulation des maladies allergiques, tout en permettant de répondre a
lalacune susmentionnée. En fait, méme si cette seconde étude sur ce type cellulaire était de nature exploratoire,
elle a permis de dégager 18 pri-miARN dont 10 n'avaient pas précédemment été associés aux maladies. De
plus, 'analyse des cibles potentielles de ces 18 pri-miARN a révélé un réle important dans la différentiation et
la croissance cellulaire, la réponse immunitaire, la prolifération des muscles lisses des voies respiratoires, de
méme que dans un certain nombre d’'autres fonctions, renforgant ainsi la thése selon laquelle les miARN

pourraient étre impliqués dans les processus inflammatoires de ces maladies.
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Conclusion

Les miARN ne sont a I'étude que depuis quelques années, mais ont précédemment démontré une importance
marquée dans la régulation de diverses maladies. L'étude des profils de miARN différemment régulés dans les
maladies de la marche atopique, de méme que dans des phénotypes associés, permet une meilleure
compréhension des mécanismes post-transcriptionnels sous-jacents a ces maladies. Etant donné la nature
relativement nouvelle des études de miARN, il apparait évident que notre compréhension de leur implication
dans les maladies de la marche atopique demeure souvent incompléte; c'est pourquoi davantage d'études
seront nécessaires afin d’en comprendre entiérement 'implication dans la pathogénése et les manifestations de
la maladie. En fait, cette étude n’est que la seconde de ce genre, réalisée a partir de miARN des éosinophiles,
un type cellulaire connu pour son implication dans les maladies allergiques. Elle est utile afin de distinguer quels
miARN sont différemment exprimés dans ce type cellulaire, en comparaison avec d'autres types cellulaires ou
méme le sang complet. Elle permettait aussi de dresser un portrait de I'éventuelle répression de I'expression de
certains ARNm dans les maladies de la marche atopique, notamment en analysant les génes cibles des miARN
retrouvés, quoique des études fonctionnelles, ou méme des études sur les miARN matures plutdt que les pri-
miARN seraient nécessaires pour supporter les hypothéses posées quant a leur réle dans ces maladies.

En somme, I'étude des profils des miARN dans des cellules immunes isolées et pertinentes dans les maladies
de la marche atopique demeure un sujet d'étude récent. Ce genre d’approche permettra éventuellement de bien
comprendre le réle qu'ont ces cellules pro-inflammatoires dans I'apparition et les manifestations cliniques des
maladies allergiques, en particulier sur quels mécanismes biologiques celles-ci agissent. De plus, les miARN
pouvant étre régulés par différents facteurs environnementaux, ce genre d'étude permettra d’'une part de
comprendre comment 'exposition & certains allergénes ou a des toxines environnementales peuvent favoriser
I'apparition de maladies de la marche atopique, mais aussi de comprendre les mécanismes biologiques sous-
jacents a la maladie. Cette étude permet de confirmer I'importance des miARN comme mécanisme épigénétique
régulant les maladies allergiques, en particulier dans des cellules largement impliquées dans les patrons

inflammatoires de ces maladies telles que les éosinophiles.

Pour conclure, le fait d’étudier les miARN a partir de cellules isolées reconnues pour leur implication dans les
maladies de la marche atopique semble étre une piste d’étude prometteuse afin de mieux comprendre la
régulation post transcriptionnelle de ces maladies. Afin de valider les informations retrouvées dans cette étude,
il serait toutefois utile de procéder a une série d’autres études similaires, mais qui répondraient aux principales
limitations mentionnées précédemment. Par exemple, une prochaine étude pourrait isoler les miARN matures
plutdt que les pri-miARN, ce qui permettrait de retrouver plus exactement les ARNm cibles potentiels et ainsi
mieux comprendre I'implication des miARN de I'éosinophile dans les processus inflammatoires de la maladie. ||

serait aussi possible de valider les miARN ou les pri-miARN retrouvés, selon le cas, par qRT-PCR, une méthode
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souvent considérée comme le standard dans ce type d’études. Finalement, une étude longitudinale pourrait
permettre de réellement évaluer 'implication de ces miARN dans le continuum qu’est la marche atopique, plutot
que dans chacune de ces maladies indépendamment. Il est aussi utile de noter que le diagnostic des maladies
de la marche atopique de méme que leur traitement est parfois difficile, comme il a été possible de le voir dans
les chapitres précédents. Des études sur les miARN sont donc particuliérement prometteuses, tant pour trouver
des biomarqueurs facilitant le diagnostic des maladies que pour I'évaluation de thérapies nouvelles simplifiant
le traitement et améliorant potentiellement le pronostic de ces maladies. Des études futures pourront donc se
concentrer sur I'utilisation de miARN des éosinophiles dans le diagnostic et le traitement des maladies de la

marche atopique.

En somme, les études de miARN sont relativement récentes, et celles de cellules isolées reconnues pour leur
implication dans certaines maladies, telles que les éosinophiles, le sont encore plus. L'étude présentée dans ce
mémoire était I'une des seules a le faire et permettra sans doute une meilleure compréhension des maladies
allergiques. Il demeure évident que d’autres études en ce sens continueront d’améliorer notre compréhension
de ces traits complexes et pourront améliorer la qualité de vie des individus atteints de ces maladies, que ce
soit en prévenant leur apparition, en réduisant leur sévérité, ou encore en traitant les symptémes de celles-ci,

comme certains ont tentés de le faire, jusqu’ici dans des modéles murins majoritairement.
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Annexe A Matériel suppléementaire

Table 14 : List of phenotypes tested to look at phenotypic differences between clusters and results of analyses

Phenotypic explanation Pval?
Age 0.461
Sex 0.361
BMI 0.346
Smoke history over 20 years 0.260
Smoke status 0.251
Basophil count 0.384
Basophil % 0.671
Eosinophil count 0.105
Eosinophil % 0.117
Lymphocyte count 0.061
Lymphocyte % 0.768
Monocyte count 0.862
Monocyte % 0.243
Neutrophil count 0.027
Neutrophil % 0.740
PCa0 0.457
IgE 0.935
FEV4 0.884
FEV4/FVC 0.545
Atopy 0,506
Asthma
Diagnostic 0.047
Treatment 0.119
Age of onset 0.138
Familial history
Atopic dermatitis 0.363
Allergic rhinitis 0.008
Asthma 0.417
Respiratory diseases 0.013
Bronchitis 0.263
Emphysema 0.784
Hives 0.943
Tuberculosis 0.878

Personnal history
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Atopic dermatitis 0.399
Allergic rhinitis 0.859

aP values obtained after application of the Fisher’s exact test, one-way Anova or Kruskal-Wallis test,
depending on the phenotype data type. P values in bold are significant (< 0.05).

Table 15 : Top 25 miRNA-gene target pairs for negative and positive correlations
Negative correlations

miRNA Gene r FDR
miR-2355 RPL41 -0,635 9,78E-18
miR-29B2 KCTD15 -0,589 6,27E-15
miR-29B2 CDC23 -0,587 8,03E-15
miR-29B2 P3H1 -0,576 3,42E-14
miR-29B2 NNT -0,560 2,30E-13
miR-29B2 PIGS -0,550 7,59E-13
miR-29B2 AMFR -0,548 9,76E-13
miR-3175 CREBL?2 -0,543 1,76E-12
miR-590 UQCRB -0,542 1,88E-12
miR-590 MRPL50 -0,529 7,74E-12
miR-29B2 ENPP2 -0,526 1,13E-11
miR-142 SRSF7 -0,520 2,12E-11
miR-29B2 MAZ -0,513 4,38E-11
miR-29B2 ITGA6 -0,511 5,36E-11
miR-590 NOA1 -0,508 7,08E-11
miR-2355 MRPL4 -0,504 1,06E-10
miR-142 RPS19 -0,499 1,72E-10
miR-29B2 TRAM2 -0,498 1,86E-10
miR-142 PEBP1 -0,480 9,79E-10
miR-590 NDUFB5 -0,476 1,42E-09
miR-590 TIMM29 -0,476 1,46E-09
miR-29B2 TDG -0,472 2,11E-09
miR-590 NUPL2 -0,470 2,44E-09
miR-590 NDUFA12 -0,466 3,37E-09
miR-4434 SNRPD1 -0,465 3,76E-09
Positive correlations
miRNA Gene r FDR
miR-29B2 STAT3 0,718 3,18E-24
miR-2355 TAOK1 0,699 1,46E-22
miR-29B2 FAM53C 0,687 1,50E-21
miR-29B2 SH3GLB1 0,682 3,53E-21
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miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-3175
miR-2355
miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-2355
miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-29B2
miR-590

miR-29B2
miR-29B2
miR-3175

TPDb52L2
WDR26
MDM2
KDM6B

WAPL
RAB11FIP1
GSK3B
TET2
FAM71F2
VPS8
PTEN
LASP1

R3HDM4

KDM2A
SP1
LRP10
IFIH1

MED13L

IMPDH1
MCL1
KMT2D
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0,679
0,679
0,662
0,657
0,655
0,639
0,636
0,633
0,633
0,628
0,626
0,626
0,622
0,621
0,613
0,609
0,606
0,606
0,605
0,603
0,597

5,75E-21
5,82E-21
1,16E-19
2,76E-19
4,31E-19
5,07E-18
8,58E-18
1,34E-17
1,42E-17
2,67E-17
3,82E-17
3,93E-17
7,00E-17
7,63E-17
2,40E-16
4,66E-16
6,91E-16
7,03E-16
7,91E-16
9,49E-16
2,24E-15



Table 16 : PANTHER pathways included in each general category and number of gene targets
Negative correlations

General category PANTHER Pathway Nb of gene targets
Cell growth, differentiation, Apoptosis signaling pathway (P00006) 4
division and apoptosis CCKR signaling map (P06959)

3
PI3 kinase pathway (P00048) 2
PDGF signaling pathway (P00047) 2
Oxidative stress response (P00046) 1
Notch signaling pathway (P00045) 2
Integrin signalling pathway (P00034) 5
Insulin/IGF pathway-protein kinase B signaling cascade (P00033) 1
Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP kinase cascade (P00032) 1
p53 pathway by glucose deprivation (P04397) 1
Hypoxia response via HIF activation (P00030) 2
Vitamin D metabolism and pathway (P04396) 1
Ras Pathway (P04393) 2
Huntington disease (P00029) 1
FGF signaling pathway (P00021) 2
FAS signaling pathway (P00020) 1
Endothelin signaling pathway (P00019) 1
EGF receptor signaling pathway (P00018) 2
Cytoskeletal regulation by Rho GTPase (P00016) 1
Cell cycle (P00013) 2

1

1

4

2

1

Brain, neurotransmission and | Axon guidance mediated by Slit/Robo (P00008)
nervous system signaling

pathways Axon guidance mediated by semaphorins (P00007)

Parkinson disease (P00049)
Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway (P00044)
Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway (P00043)
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Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway (P00042)

Metabotropic glutamate receptor group Il pathway (P00040)

GABA-B receptor Il signaling (P05731)

Endogenous cannabinoid signaling (P05730)

Metabotropic glutamate receptor group Ill pathway (P00039)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-rod outer segment phototransduction (P00028)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated pathway
(P00027)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway
(P00026)

Opioid proopiomelanocortin pathway (P05917)

Opioid prodynorphin pathway (P05916)
Opioid proenkephalin pathway (P05915)
Enkephalin release (P05913)
Dopamine receptor mediated signaling pathway (P05912)
Cortocotropin releasing factor receptor signaling pathway (P04380)
5HT4 type receptor mediated signaling pathway (P04376)
5HT2 type receptor mediated signaling pathway (P04374)
5HT1 type receptor mediated signaling pathway (P04373)
Immune response Toll receptor signaling pathway (P00054)
T cell activation (P00053)
TGF-beta signaling pathway (P00052)
JAK/STAT signaling pathway (P00038)
Interleukin signaling pathway (P00036)
Interferon-gamma signaling pathway (P00035)
Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway (P00031)
Cadherin signaling pathway (P00012)
B cell activation (P00010)
Alzheimer disease-presenilin pathway (P00004)
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Protein biosynthesis, cleavage
and modification

DNA and RNA biosynthesys,
replication

Hormonal regulation

Angiogenesis

Smooth muscle cells
proliferation, relaxation and
growth

Energy production

Alzheimer disease-amyloid secretase pathway (P00003)
Cholesterol biosynthesis (P00014)

Methionine biosynthesis (P02753)

Ubiquitin proteasome pathway (P00060)

Whnt signaling pathway (P00057)

Oxytocin receptor mediated signaling pathway (P04391)

p53 pathway (P00059)

Transcription regulation by bZIP transcription factor (P00055)
De novo pyrimidine ribonucleotides biosythesis (P02740)
p53 pathway feedback loops 2 (P04398)

P53 pathway feedback loops 1 (P04392)

General transcription regulation (P00023)

General transcription by RNA polymerase | (P00022)
Salvage pyrimidine ribonucleotides (P02775)

DNA replication (P00017)

Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway (P06664)
Thyrotropin-releasing hormone receptor signaling pathway (P04394)
S-adenosylmethionine biosynthesis (P02773)

Angiogenesis (P00005)

VEGEF signaling pathway (P00056)

Alpha adrenergic receptor signaling pathway (P00002)
Angiotensin Il-stimulated signaling through G proteins and beta-arrestin (P05911)
Histamine H2 receptor mediated signaling pathway (P04386)
Histamine H1 receptor mediated signaling pathway (P04385)
Beta2 adrenergic receptor signaling pathway (P04378)
Fructose galactose metabolism (P02744)

TCA cycle (P00051)

Triacylglycerol metabolism (P02782)
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Aldehyde transport and
reactions

Muscle relaxation

Glycolysis (P00024)

Beta3 adrenergic receptor signaling pathway (P04379)

Formyltetrahydroformate biosynthesis (P02743)

Coenzyme A biosynthesis (P02736)

Beta1 adrenergic receptor signaling pathway (P04377)
Positive correlations

RN O [ N N

General category

Cell growth, differentiation,

division and apoptosis

PANTHER Pathway

Apoptosis signaling pathway (P00006)
CCKR signaling map (P06959)
Parkinson disease (P00049)

PI3 kinase pathway (P00048)

PDGF signaling pathway (P00047)
Oxidative stress response (P00046)
Notch signaling pathway (P00045)
JAK/STAT signaling pathway (P00038)
Integrin signalling pathway (P00034)

Insulin/IGF pathway-protein kinase B signaling cascade (P00033)
Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP kinase cascade (P00032)

p53 pathway feedback loops 2 (P04398)

p53 pathway by glucose deprivation (P04397)
Hypoxia response via HIF activation (P00030)
Ras Pathway (P04393)

Huntington disease (P00029)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated pathway

(P00027)
p38 MAPK pathway (P05918)

Hedgehog signaling pathway (P00025)
FGF signaling pathway (P00021)
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Immune response

Brain, neurotransmission and
nervous system signaling
pathways

FAS signaling pathway (P00020)

S-adenosylmethionine biosynthesis (P02773)

EGF receptor signaling pathway (P00018)

Cell cycle (P00013)

Toll receptor signaling pathway (P00054)

T cell activation (P00053)

TGF-beta signaling pathway (P00052)

Interleukin signaling pathway (P00036)

Interferon-gamma signaling pathway (P00035)

Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway (P00031)
Cadherin signaling pathway (P00012)

B cell activation (P00010)

Axon guidance mediated by netrin (P00009)

Axon guidance mediated by Slit/Robo (P00008)

Axon guidance mediated by semaphorins (P00007)

Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway (P00044)
Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway (P00043)
Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway (P00042)
Metabotropic glutamate receptor group | pathway (P00041)

Synaptic vesicle trafficking (P05734)

Thyrotropin-releasing hormone receptor signaling pathway (P04394)
Oxytocin receptor mediated signaling pathway (P04391)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-rod outer segment phototransduction (P00028)

Cortocotropin releasing factor receptor signaling pathway (P04380)
Endothelin signaling pathway (P00019)

Cytoskeletal regulation by Rho GTPase (P00016)

Circadian clock system (P00015)

5HT2 type receptor mediated signaling pathway (P04374)
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Hormonal regulation

Tissue remodeling and
angiogenesis

Protein biosynthesis, cleavage
and modification

DNA and RNA biosynthesys,
replication

Smooth muscle cells
proliferation, relaxation and
growth

Bacterial outer membrane

Energy production

Transport of oxygen

5-Hydroxytryptamine degredation (P04372)
Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway (P06664)
Angiogenesis (P00005)

VEGEF signaling pathway (P00056)

Plasminogen activating cascade (P00050)

Alzheimer disease-presenilin pathway (P00004)

Alzheimer disease-amyloid secretase pathway (P00003)
Ubiquitin proteasome pathway (P00060)

Whnt signaling pathway (P00057)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway

(P00026)
Cholesterol biosynthesis (P00014)

p53 pathway (P00059)

Transcription regulation by bZIP transcription factor (P00055)
De novo purine biosynthesis (P02738)

P53 pathway feedback loops 1 (P04392)

General transcription regulation (P00023)

General transcription by RNA polymerase | (P00022)
Pentose phosphate pathway (P02762)

Alpha adrenergic receptor signaling pathway (P00002)
Angiotensin Il-stimulated signaling through G proteins and beta-arrestin (P05911)
Histamine H1 receptor mediated signaling pathway (P04385)
O-antigen biosynthesis (P02757)

N-acetylglucosamine metabolism (P02756)

Methylcitrate cycle (P02754)

ATP synthesis (P02721)

Heme biosynthesis (P02746)

105

—_
N

o N = w NN

N = a2 NN W N AN w 2N -



Table 17 : Number of possible gene targets identified for each associated miRNA

miRNA Nbof = Nbof | Nbofgene Nb of gene | Nb of gene | Nb of gene Nb of PMIDs Nb of PMIDs
gene gene targets in targets in targets in targets in gene gene
targets = targets =miRTarBase? miRTarBase? GWAS GWAS targets in targets in
(corr-) | (corr+) (corr ) (corr ) catalogue® | catalogue® SLSJ SLSJ
(corr-) (corr +) cohort cohort
(corr -) (corr +)
miR-26a 1924 | 1829 63 59 10 4 1 29273806 1 15038835
miR-29b 3711 4024 50 75 4 8 2 27334786 4 27334786
25707804 24646526
miR-33b 1825 | 2603 9 23 1 2 0 2 27334786
30282721
miR-142 3445 | 2127 99 92 8 8 5 27334786 0
29273806
miR-590 2852 | 2322 48 89 2 10 0 29273806 1 27334786
miR-614 2113 | 5863 0 0 0 0
miR-638 1124 | 2172 0 1 0 0
miR-645 2742 | 2282 0 0 0 0
miR-1276 | 1611 2573 18 22 3 4 0 2 27334786
miR-1304 | 1522 | 1715 69 73 1 2 1 27334786 1 27334786
miR-2355 | 3690 | 2532 42 44 3 1 1 29273806 2 27334786
miR-3064 | 4100 & 2068 35 19 2 0 1 27334786
miR-3175 | 3180 | 3877 41 80 4 8 0 7 27334786
15038835
29273806
18682798
miR-4308 | 2316 | 3303 8 17 0 1 27334786
miR-4434 | 4193 | 3267 41 37 1 24646526 1 27334786
miR-4523 | 1008 | 2326 0 2 0 0
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miR-4673 | 1537 | 2193 8 17 0 2 1 27334786 0
miR-4785 | 1750 | 1755 3 2 1 0 0 0

amiRTarBase is a database of experimentally validated microRNA-target interactions (http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/index.php) " GWAS Catalogue is a
database listing all human genome-wide associations for studies of 100,000 single nucletid polymorphisms (SNPs) or more and p values < 10E-05
(https://www.ebi.ac.uk/gwas/)

Table 18 : Calculated proportion of eosinophils, granulocytes and neutrophils in eosinophil samples

Eosinophil samples (n = 145) Affected (n = 130)2 Unaffected (n = 15)2
Eosinophil proportion, mean (range)® 0.77 (0-0.99) 0.78 (0-0.99) 0.67 (0.02-0.96)
Granulocyte proportion, mean (range)? 0.17 (-3.9E-17-0.95) 0.26 (0-0.92) 0.16 (-3.9E-17-0.95)

Neutrophil proportion, mean (range)® 5.23E-19 (-2.17E-16-2.22E-16) | 1.09E-18 (-2.16E-16-2.22E-16) | -5.40E-18 (-5.51E-17-4.21E-17)

apffected individuals are those having one or more of the allergic diseases tested and unaffected individuals are those having none of these diseases.
bEosinophil, granulocyte and neutrophil proportions calculated with methylation levels from the same eosinophil samples using the method by Houseman
implemented in RnBeads package in R. Samples with low eosinophil proportion all shown a high granulocyte combined with a low neutrophil ones.

107


http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/index.php
https://www.ebi.ac.uk/gwas/

	Résumé
	Abstract
	Table des matières
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	Liste des abréviations
	Remerciements
	Avant-propos
	Introduction
	Chapitre 1 La marche atopique
	1.1 Le concept de marche atopique
	1.2 Les maladies de la marche atopique
	1.2.1 La dermite atopique
	1.2.2 La rhinite allergique
	1.2.3 L’asthme allergique

	1.3 Facteurs environnementaux influençant le développement des maladies de la marche atopique
	1.4 Génétique des maladies de la marche atopique

	Chapitre 2 Mécanismes et études épigénétiques
	2.1 Le champ d’études épigénétiques
	2.2 La méthylation d’ADN
	2.3 Régulation des chromatines par modification aux histones
	2.4 Inactivation du chromosome X
	2.5 Les ARN non-messagers

	Chapitre 3 Épigénétique des maladies allergiques
	3.1 Épigénétique de la dermite atopique
	3.2 Épigénétique de la rhinite allergique
	3.3 Épigénétique de l’asthme

	Chapitre 4 Les cellules impliquées dans les processus inflammatoires des maladies allergiques
	4.1 Cellules circulantes
	4.1.1 Lymphocytes TH2
	4.1.2 Cellules lymphoïdes innées du groupe 2
	4.1.3 Lymphocytes TH9
	4.1.4 Lymphocytes cytotoxiques naturels
	4.1.5 Éosinophiles

	4.4 Cellules résidentes
	4.2.1 Mastocytes
	4.2.2 Cellules dendritiques
	4.2.3 Cellules épithéliales


	Chapitre 5 Le rôle régulateur des microARN des éosinophiles dans les maladies incluses dans la marche atopique
	5.1 Avant-propos
	5.2 Résumé
	5.3 Abstract
	5.4 Introduction
	5.5 Results
	5.5.1 Differential counts of pri-miRNA associated with allergic diseases included in the atopic march
	5.5.2 Clustering of significant miRNAs
	5.5.3 Identification of possible gene targets

	5.6 Discussion
	5.7 Materials and methods
	5.7.1 SLSJ asthma cohort
	5.7.2 Isolation of RNA from eosinophils and sequencing
	5.7.2 Statistical methods
	Analyses of pri-miRNA expression counts between individuals
	Clustering of miRNAs
	Identification of possible gene targets for associated pri-miRNAs



	Discussion
	Conclusion
	Bibliographie
	Annexe A Matériel supplémentaire

