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RESUME

L’asthme est une maladie respiratoire chronique qui est caractérisée par une inflammation
des voies respiratoires inférieures. C’est un trait complexe, ce qui signifie que cette maladie implique
linteraction entre des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux. L’estimation de
I'héritabilité génétique varie entre 50 et 90 %, en fonction des études. Plusieurs études soutiennent
que rhéritabilité manquante pourrait étre expliquée par l'analyse du rble des modifications
épigénétiques, telles que la méthylation de 'ADN. Ces mécanismes sont spécifiques au type
cellulaire et il est donc recommandé de les analyser de fagon isolée. Les mécanismes inflammatoires
de cette maladie impliquent le recrutement et I'activation de cellules dites pro-inflammatoires tels les
lymphocytes, les neutrophiles et les éosinophiles. Les éosinophiles contribuent activement a la
pathophysiologie de I'asthme, ce qui peut étre constaté par leur quantité qui est plus élevée dans le
sang et/ou les poumons des personnes atteintes d’asthme comparativement aux individus non
asthmatiques. L’objectif de ce projet était donc de documenter le profil de méthylation des
éosinophiles isolés du sang chez des personnes asthmatiques et non asthmatiques et de les
comparer. Le second objectif était d’analyser les interactions entre les sites de méthylation identifiés
lors du premier objectif avec des variants génétiques de I’ADN. Les éosinophiles proviennent de
183 individus faisant partie de la Cohorte familiale d’asthme du Saguenay—Lac-Saint-Jean. Apres
isolement des éosinophiles, le séquengage de la méthylation a été réalisé, tandis que le génotypage
a été fait a 'aide d’'une puce a ADN. L’association entre la méthylation de 'ADN et 'asthme a été
faite a 'aide d’'un modéle d’analyse linéaire a effets mixtes. Il a été possible d’identifier deux sites de
méthylation (CpG) significativement associés a I'asthme (P<5E-08) ainsi que cinqg sites ayant une
association suggestive (P<1E-06). Les sites de méthylation significatifs, soient Chr4:1320665 et
Chr2:10327957, sont situés dans deux génes dont la fonction est liée a la réponse immunitaire soient
MAEA et SLC9A2. Parmi les CpG ayant une association suggestive, Chr1:37499363 était le seul
situé dans un gene associé a une fonction immunitaire, soit le géne GRIK3. En ce qui a trait aux
analyses du locus de trait quantitatif de méthylation (mQTL), les CpG significatifs ont été associés a
229 variants génétiques dans les analyses de cis-mQTL (FDR<0,05). Un site de méthylation
suggestif (Chr1:6267177) a été associé a neuf variants génétiques dans les analyses de cis-mQTL,
'un de ces variants (rs3138157) étant localisé dans le géne TNFRSF25, qui est impliqué dans
l'activité immune, notamment par la régulation de 'homéostasie des lymphocytes, ainsi que lors de
la stimulation du NF-kB. En ce qui concerne les analyses de frans-mQTL (FDR<0,05), les CpG
significatifs présentent des associations avec 30 variants génétiques. Parmi les cing sites de
méthylation suggestifs, trois de ceux-ci (Chr1:37499363, Chr1:6267177 et Chr7:100027356) ont été
associés a 587 variants génétiques. Plusieurs de ces variants sont localisés dans des génes
impliqués dans la réponse immunitaire ou/et dans la fonction respiratoire, certains de ces variants
génétiques ont méme été directement associés a des phénotypes de I'asthme et des allergies, a des
fonctions respiratoires ou au décompte des éosinophiles. Plusieurs de ces dits variants ont également
été validés lors des analyses du locus de trait quantitatif de I'expression génique (eQTL) par des
associations en cis-eQTL (3 associations avec 2 génes) et en trans-eQTL (714 associations avec
55 génes), avec des génes impliqués dans des voies biologiques de I'asthme. En bref, cette étude a
permis de documenter le méthylome des éosinophiles dans I'asthme, ce qui contribue a mieux
comprendre le réle de ce type cellulaire dans la maladie.
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INTRODUCTION

Depuis plusieurs années, les maladies chroniques sont en augmentation progressive dans
la population. Parmi celles-ci, plusieurs maladies respiratoires chroniques sont en hausse constante
due a plusieurs événements anthropiques, tels que le réchauffement climatique et la pollution, qui
entrainent une diminution de la qualité de I'air (Goodsite et al., 2021; Ripple et al., 2017). L'asthme
est 'une des maladies respiratoires chroniques qui occasionnent une susceptibilité chez les
personnes atteintes a réagir a différents agents irritants (allergénes, polluants, pathogénes, etc.)
présents dans l'air ambiant. Elle représente un important fardeau socio-économique pour I'individu
et pour la population (Ismaila et al., 2019). Au Québec, cette maladie entraine non seulement des
colts directs (hospitalisations et prise de médicaments) s’élevant en moyenne a 2018 $ CAN par
patient, mais elle engendre également des co(ts indirects (périodes d’absentéisme et pertes de
productivité) variant entre 373 et 807 $ CAN par patient au cours de I'année en 2019 (Ismaila et al.,
2019). Il n’existe pas de traitement curatif pour I'asthme. |l est donc nécessaire pour les personnes
atteintes de prendre une médication sur une base réguliére afin de maintenir un contrdle des
symptémes respiratoires et de I'inflammation bronchique qui y sont associés (Ismaila et al., 2019). I
est estimé que I'asthme touche prés de 262 millions d’individus dans le monde. Ce nombre est
toutefois en augmentation, et ce, particulierement dans les pays en développement (Organisation
mondiale de la Santé, 2023). L’asthme est une maladie dont le développement est influencé par des
facteurs comportementaux (tabagisme, habitudes alimentaires et sportives, médicaments, etc.), des
facteurs individuels (&ge, sexe, génétique, milieu social, ethnicité, etc.) et des facteurs
environnementaux (exposition a la pollution, réchauffement climatique, exposition a des pathogénes,
etc.) (Fuchs et al., 2017). Parmi ces nombreux facteurs, I'héritabilité génétique a été analysée dans
plusieurs études et elle serait estimée entre 50 et 90 % (Augustine et al., 2022; Fuchs et al., 2017;
Thomsen et al., 2010; Ullemar et al., 2016). Malgré ces estimations, une proportion de I'héritabilité
demeure inconnue. Celle-ci pourrait toutefois étre expliquée par l'impact de la composante
environnementale sur le développement et la manifestation de cette maladie. Les déterminants

génétiques ne peuvent pas, a eux seuls, expliquer cette augmentation, ce qui incite de nombreux



chercheurs a tenter d’évaluer les interactions entre les génes et I'environnement afin de mieux

comprendre I'impact de I'un sur l'autre (Feil & Fraga, 2012; Trerotola et al., 2015).

L’étude de I'épigénétique pourrait expliquer une part de cette héritabilité manquante. Ce type
d’étude se consacre a I'analyse des facteurs environnementaux causant des changements sur ’ADN
et a la compréhension des impacts des dites modifications. Ces modifications correspondent a I'ajout
de molécules qui ne modifient pas la séquence de 'ADN, mais plutét la transcription des génes (K.
Wu et al., 2014). Ces modifications ne sont pas permanentes, et peuvent soit étre acquises au cours
de la vie d’un individu, soit étre transmises d’'une génération a I'autre (Tompkins et al., 2012). Ces
mécanismes incluent plusieurs processus de modification des histones (méthylation, ubiquitination,
phosphorylation et acétylation), les micro-ARN, les longs ARN non codants et la méthylation de 'ADN
(K. Wu et al., 2014). L’ensemble de ces mécanismes vont influencer le niveau d’expression des
génes et sont reconnus pour étre spécifiques au type cellulaire étudié (Hudon Thibeault & Laprise,

2019).

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique qui touche les voies respiratoires
inférieures. Elle est caractérisée par une inflammation pulmonaire, un remodelage des bronches, une
surproduction de mucus et une hyperréactivité bronchique (Agence de santé publique du Canada,
2018). Cette maladie inflammatoire nécessite I'implication de plusieurs types cellulaires différents
(cellules épithéliales bronchiques, macrophages, lymphocytes, basophiles, neutrophiles, cellules
dendritiques, éosinophiles) qui sont activés et qui sécrétent des médiateurs pro-inflammatoires
influengant le développement et le phénotype de la maladie (Boonpiyathad et al., 2019; Hammad &
Lambrecht, 2021). Certaines de ces cellules peuvent étre impliquées dans plusieurs phénotypes
différents de I'asthme, tels les éosinophiles qui jouent un rdle dans 'asthme atopique et non atopique
(Boonpiyathad et al., 2019; Hammad & Lambrecht, 2021). Récemment, des études ont soutenu le
réle des facteurs épigénétiques dans le développement de 'asthme (Bélanger & Laprise, 2021; Chun
et al., 2024; Safar et al.,, 2023). Ces modifications peuvent en elles-mémes servir en tant que
biomarqueurs ou en tant que potentielles cibles thérapeutiques. L'un des mécanismes les plus
étudiés est la méthylation de 'ADN. Il peut augmenter ou diminuer le niveau d’expression des génes

par I'ajout ou le retrait d’'un groupement méthyle sur le cinquiéme carbone d'une cytosine (C)
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précédée par une guanine (G), ce qui modifie la quantité de protéines synthétisées (Villicafia & Bell,
2021; W. Xu et al., 2016). Les études faites a ce jour ont réalisé un biais associé a I'hétérogénéité
cellulaire des analyses effectuées avec du sang complet ou des cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC), ce qui influence linterprétation des résultats entre les différents types
cellulaires. Afin de pallier a ce probleme, ces études ont ajusté leurs analyses a l'aide d'une
normalisation basée sur les pourcentages cellulaires (Adalsteinsson et al., 2012; Recto et al., 2023;
C. J. Xu et al., 2018). L’étude des types cellulaires isolés est un bon moyen de mieux comprendre le
réle de I'épigénétique dans une cellule cible impliquée dans le développement de maladies

chroniques.

Les objectifs de la présente étude étaient donc :
i. Identifier le profil de méthylation des éosinophiles isolés du sang des personnes asthmatiques

et faire I'étude comparative de ce profil avec celui des individus sans asthme ni allergie ;

ii. Identifier les interactions entre les sites de méthylation associés et les variants génétiques a

l'aide d’une analyse du locus de caractére quantitatif de méthylation (mQTL).



CHAPITRE 1 - ASTHME

1.1 Epidémiologie

111 Définition de I’asthme et prévalence

L’asthme est une maladie respiratoire chronique caractérisée par des crises sporadiques.
Les symptémes incluent des sifflements, un essoufflement, une oppression thoracique et une toux.
L’asthme est également caractérisé par des mécanismes tissulaires tels que linflammation
bronchique, 'obstruction des voies respiratoires et I'hyperréactivité bronchique (Agence de santé
publique du Canada, 2018). En 2019, I'Organisation mondiale de la Santé a estimé que pres de
262 millions d’individus a travers le monde seraient atteints. De ce nombre, approximativement
461 000 personnes en seraient décédées au cours de la méme année (Organisation mondiale de la
Santé, 2023). Au niveau mondial, cette maladie est plus répandue chez les enfants que chez les
adultes avec des prévalences respectives de 10 % et 6,7 % (Institut canadien d’information sur la
santé, 2018).Cette prévalence fait de 'asthme la maladie chronique la plus fréquente chez les enfants
(Organisation mondiale de la Santé, 2023). Au Canada, les données indiquent que la prévalence de
I'asthme est en augmentation depuis plusieurs années, tel qu’en témoigne la prévalence en 2014 qui
était de 8,1 % (Statistique Canada, 2015), comparativement a celle de 2020 qui était de 8,7 %
(Statistique Canada, 2022), ce qui fait d’elle la troisiéme maladie la plus commune au Canada

(Organisation mondiale de la Santé, 2023).

1.1.2 Impacts sociaux économiques (au Canada)

L’augmentation de la prévalence de I'asthme en fait une maladie ayant un important impact
au niveau socio-économique (Organisation mondiale de la Santé, 2023). L’asthme est la principale
cause d’hospitalisation chez les enfants, particulierement chez les jeunes gargons agés de 4 ans et
moins, faisant de cette maladie chronique la principale cause d’absentéisme a I'école primaire (Su et

al., 2013). En moyenne, 358 enfants de moins de quatre ans ont été hospitalisés annuellement entre



2013 et 2016 au Canada. En ce qui concerne les colts sociétaux, 94 % de ceux-ci sont engendrés
par 64 % des individus asthmatiques qui ont un asthme non ou mal contrélé (Institut canadien
d’'information sur la santé, 2018). Ces colts peuvent étre séparés en deux catégories, soit directs et
indirects. En ce qui concerne les colts directs, qui regroupent 'utilisation du systéme de santé et les
traitements, ces derniers sont estimés a prés de 1,30 milliard de dollars par année. Les colts
indirects, évalués selon le taux d’absentéisme et la perte de productivité, sont estimés a 1,71 milliard

de dollars par année (Ismaila et al., 2019).

113 Symptomatologie

Les symptdémes de I'asthme sont variables entre les individus, mais également en fonction
du temps et de la sévérité de la maladie (Boutin & Boulet, 2014; Cheung Wong & Farne, 2020). Dans
le parcours de vie d'une personne asthmatique, il y a des périodes d’exacerbations de la
symptomatologie ainsi que des périodes sans symptdmes apparents. Les exacerbations peuvent étre
dues a différents facteurs tels que le changement de saison, I'exposition a des allergénes ou une
infection respiratoire (Nasreen et al., 2019). Par ailleurs, les périodes de rémissions peuvent étre
associées a plusieurs facteurs, mais le sexe semble déterminant dans le profil de manifestation
clinique de la maladie au cours de la vie. Ainsi, chez les jeunes gargons atteints d’asthme, il est
fréquent de constater une « disparition » des symptdomes a la puberté (Wang et al., 2019). Des
hypothéses reliées a la maturation du systéme immunitaire, a la taille des voies respiratoires et aux

changements hormonaux sont envisagées dans la littérature scientifique (Postma, 2007).

L’asthme est une maladie sans traitement curatif. La thérapie actuelle vise a contréler les
symptdbmes ainsi qu’a diminuer I'inflammation (Mahmoudi, 2019). Il existe plusieurs traitements
différents pour contréler 'asthme, les plus communs étant les corticostéroides inhalés et les
bronchodilatateurs. Les corticostéroides inhalés sont des anti-inflammatoires de premiére intention.
lls entrainent une réduction de I'inflammation des bronches, ce qui contribue a une amélioration du
passage de l'air dans les voies respiratoires. Les bronchodilatateurs quant a eux entrainent la
relaxation des muscles lisses des voies respiratoires et une bronchodilatation rapide permettant
d’accroitre la lumiére bronchique et ainsi de contréler la crise (Bordeaux, 2022; Mahmoudi, 2019).
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Dans le cas ou ces deux traitements ne seraient pas suffisamment efficaces pour controler les
symptébmes de l'asthme, il existe plusieurs traitements alternatifs qui peuvent étre envisagés en
fonction du phénotype, tels que les bronchodilatateurs antagonistes aux récepteurs muscariniques
et les antagonistes des récepteurs de leucotrienes. En dernier recours, ces personnes peuvent étre
traitées a I'aide d’anticorps monoclonaux dirigés contre les interleukines impliqués dans les réactions
asthmatiques allergiques (Glilsen, 2022). Malgré ces différents traitements, les patients atteints
d’asthme sévére ont souvent peu de contrdle sur leurs symptomes, ce qui diminue leur qualité de vie
et influence leur rdle dans la société. Ainsi, bien que plusieurs traitements soient disponibles pour
contrbler la symptomatologie des personnes asthmatiques, il y a encore une forte proportion de
personnes qui ne répondent pas a la thérapie offerte; 17 % des individus sont atteints d’'un asthme
qualifié comme étant difficile a traiter (non-répondants a la médication) et 3,7 % des personnes
asthmatiques sont atteints d’'un asthme séveére, des sous-types de la maladie qui ne sont pas ou peu
soulagés par la thérapie. Ces personnes peuvent aussi présenter des effets indésirables importants,
ce qui motive la poursuite des recherches afin de mieux comprendre les déterminants moléculaires
de la maladie (Hekking et al., 2015). En effet, une meilleure compréhension de la nature moléculaire

de I'asthme pourrait permettre la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.

1.1.4 Cause des crises

Les causes entourant les crises d’asthme peuvent étre extrémement variées, allant du pollen
a l'exercice physique. L'une des causes de I'exacerbation de I'asthme est la pollution ambiante.
D’ailleurs, la prévalence de I'asthme et la fréquence des exacerbations chez les personnes atteintes
sont significativement plus élevées en milieux urbains comparativement aux milieux ruraux (Leynaert
et al.,, 2019). La pollution ambiante est composée de multiples molécules irritantes (ozones,
hydrocarbures, dioxyde de soufre, etc.), qui peuvent influencer I'exacerbation et qui sont retrouvées
en plus grande concentration en milieux urbains (Morin, 2012). Un autre facteur déterminant au
développement et a I'exacerbation de I'asthme est la consommation directe de tabac, en plus de la
consommation passive et de I'exposition in utero (Morin, 2012). L’asthme peut également étre

déclenché par I'activité physique (Morin, 2012). Un autre déclencheur de I'asthme est la mise en
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contact avec des irritants en milieu de travail, notamment des composés de natures allergénes,
organiques ou inorganiques. Ce type d’asthme dit occupationnel ou professionnel se développe au
cours d’'une exposition répétée a un irritant dans un milieu professionnel (Morin, 2012). Une crise
d’asthme peut aussi étre déclenchée par un allergéne alimentaire ou respiratoire. Le recrutement des
personnes de la cohorte familiale d’asthme ayant servi a réaliser cette étude a été réalisé en ciblant

les personnes sensibilisées aux allergénes respiratoires (Simard et al., 2021).

1.2 Facteurs influencant le développement de I'asthme

L’asthme est une maladie influencée par les caractéristiques individuelles (age, sexe,
ethnicité et génome), des facteurs environnementaux (exposition aux allergénes, polluants et
microorganismes) et par les comportements de la personne (tabagisme, habitudes alimentaires et
sportives, prise de médicaments) (Fuchs et al., 2017). Les sous-sections suivantes décrivent les
facteurs principaux qui influencent le développement ou I'exacerbation de I'asthme. Il est important
de savoir que cette section est non exhaustive et qu’il existe un grand nombre de facteurs individuels,

environnementaux et comportementaux (Figure 1).



Caractéristiques individuelles

w / 4 Environnement

Figure 1. Facteurs de risques du développement de I'asthme

Comportements individuels“\*

Les facteurs de risques influengant le développement de I'asthme sont séparés en fonctions des caractéristiques
individuelles (age, sexe, ethnicité, génome) des facteurs environnementaux (exposition aux allergénes,
polluants et microorganismes) et par les comportements (tabagisme, habitudes alimentaires et sportives, prise

de médicaments) de chaque individu (figure réalisée avec Biorender, 2023®).

1.2.1 Age et sexe

L’asthme infantile se développe plus souvent chez les gar¢cons que chez les filles, toutefois,
les jeunes hommes tendent a présenter une rémission durant la puberté. Les femmes ont une
tendance inverse, c’est-a-dire qu’elles développent I'asthme plus tard durant I'adolescence ou au
début de leur vie d’adulte (Bhatia, 2022; Mirabelli et al., 2013; Postma, 2007). Cette tendance peut
étre confirmée en comparant la prévalence des hommes (7,5 %) a celle des femmes (9,9 %) a I'age
adulte (Statistique Canada, 2022). La différence par rapport aux périodes de développement de
lasthme entre les sexes, particulierement lors de la puberté, semble impliquer des hormones

sexuelles dans les mécanismes inflammatoires (Postma, 2007). Il est reconnu que ces hormones
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jouent un réle dans la régulation des cytokines et des médiateurs inflammatoires. Elles auraient
également des mécanismes d’actions sur les cellules des muscles lisses des voies respiratoires ainsi
que sur les cellules immunitaires (Fuentes & Silveyra, 2018). La testostérone permet notamment
d’inhiber I'expression de la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) et de I'interleukine (IL)-33, qui
sont les premiéres molécules pro-inflammatoires impliquées dans ['activation des cellules
immunitaires lors d’une crise d’asthme (Cephus et al., 2017; Fuentes & Silveyra, 2018). L’cestrogéne
augmente l'activation du facteur nucléaire kB (NF-kB), tandis que la progestérone I'inhibe (Fuentes
& Silveyra, 2018; Kovats, 2015). L'cestrogene et la progestérone jouent tous deux un réle dans la
dégranulation des éosinophiles (Hellings et al., 2003; Keselman & Heller, 2015; Townsend et al.,
2012). De plus, les hormones peuvent réguler directement la transcription des génes en formant un
complexe hormone-récepteur dans les régions promotrices des génes. Les protéines ainsi traduites
peuvent ensuite réguler indirectement la transcription en activant les cascades de signalisation

intracellulaires lors de la liaison des hormones avec les protéines G (Fuentes & Silveyra, 2018).

Des marques épigénétiques, plus spécifiquement des différences de méthylation, ont été
rapportées comme étant variables selon le sexe et 'dge chez les personnes asthmatiques (Field et
al., 2018; Rathod et al., 2022). Une étude de Rutu Patel et ses collégues, réalisée a 'aide d’individus
de la Isle of Wight birth cohort, a permis d’associer des sites différentiellement méthylés, qui sont
spécifiques au sexe des personnes atteintes, a 'asthme (Patel et al., 2021). Une étude d’association
longitudinale a I'échelle de I'épigénome réalisée avec les individus de la méme cohorte a également
permis de soutenir des différences de méthylation entre les sexes et qui, pour certains sites, sont

spécifiques a I'age (Rathod et al., 2022).

1.2.2 Ethnicité

Bien que I'asthme soit un probléme de santé a I'échelle mondiale, il est possible de constater
certaines différences entre ethnies. Ces différences influencent plusieurs aspects de la maladie,
notamment la prévalence, le phénotype et la sévérité (Pham et al., 2021). Une évaluation statistique
faite par '’American Lung Association en 2018 a permis d’évaluer la prévalence de I'asthme selon
I'ethnicité aux Etats-Unis. Les résultats présentent une forte prévalence d’asthme chez les peuples
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autochtones du territoire américain et d’Alaska (12,0 %). Cette tendance est suivie par la population
afro-américaine (10,9 %) puis par la population caucasienne (7,7 %), hispanique (6,4 %) et asiatique
(4,0 %) (American Lung Association, 2020). Cette différence entre les ethnies peut étre également
observée entre les populations des différents sous-groupes qui les composent. Par exemple, la
prévalence d’asthme est de 14,0 % chez les Portoricains comparativement a 6,4 % pour les groupes
hispaniques tels que les Mexicains américains (American Lung Association, 2020; Ruano et al.,
2009). De plus, une étude de Cardet et ses collégues a indiqué que les Portoricains présentent une
prévalence et une mortalité significativement supérieures aux autres populations hispaniques (Cardet
et al., 2022; Y. Y. Han et al., 2020). Ces différences pourraient étre causées par plusieurs facteurs,
tels que le taux plus élevé d’infections respiratoires chez les enfants de cette ile (Pham et al., 2021).
En effet, 'exposition microbienne et les infections en bas age pourraient expliquer, du moins en
partie, cette disparité entre les populations (Wohlford et al., 2020). Par ailleurs, des études réalisées
auprés de populations amish et huttériennes ont permis de démontrer qu’'une exposition a un
environnement agricole traditionnel durant I'enfance pourrait avoir un effet préventif dans le
développement de I'asthme et de l'allergie par I'établissement d’'un microbiote intestinal protecteur
(Von Mutius, 2021). Ces deux populations partagent des déterminants génétiques similaires
provenant de leurs ancétres européens (Ober et al., 2017; Stein et al., 2016). Les Amish, qui exercent
un mode de vie traditionnel, ont une agriculture de subsistance, soit sans [l'utilisation de la
technologie. Ce peuple présente une prévalence d’asthme de 5,2 % (Holbreich et al., 2012). A
I'opposé, les Huttériens procédent a une agriculture a plus grande échelle et utilisent une approche
moderne par l'utilisation de la technologie dans leur pratique agricole. Cette population présente une
prévalence d’asthme de 21,3 % (Motika et al., 2011; Ober et al., 2017). La différence entre ces
populations permet de soutenir les découvertes antérieures, identifiant des interactions entre le
microbiote et la pollution environnementale en tant que causes aggravantes de la prévalence et de

I'exacerbation de I'asthme (Comtet-Marre et al., 2020; Zheng et al., 2020).
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1.2.3 Statut tabagique

L’exposition active ou passive au tabac est un facteur déterminant dans le développement
de maladies respiratoires, de troubles cardiovasculaires, de plusieurs cancers (bouche, gorge,
poumons, etc.) et de nombreux problemes liés a la fertilité. Cette exposition entraine une diminution
de l'efficacité du systéme immunitaire ainsi que des modifications au niveau de la signalisation

cellulaire (Stampfli & Anderson, 2009).

Le tissu pulmonaire est en contact constant avec les microorganismes, les polluants, les
allergénes ainsi que toutes les particules qui composent I'air ambiant. Afin de se protéger contre les
agressions environnementales, les organismes ont développé des mécanismes de défense
impliquant I'immunité innée et 'immunité adaptative (Strzelak et al., 2018). L’exposition chronique a
des agents irritants, tels que les 7 000 composants chimiques qui se forment lors de la combustion
des ingrédients retrouvés dans la cigarette (American Lung Association), altére les mécanismes
immunitaires et inflammatoires, ce qui conduit a des modifications indésirables des réponses
cellulaires (Stampfli & Anderson, 2009; Strzelak et al., 2018). Par conséquent, I'exposition primaire
et secondaire a la fumée de cigarette a un impact sur le développement de I'asthme (Alati et al.,
2006; Hu et al., 2017). Les enfants sont plus vulnérables aux impacts négatifs de la fumée
secondaire, puisque leurs systémes immunitaire et respiratoire sont en développement (Hu et al.,
2017). L'exposition des jeunes enfants a la fumée secondaire est associée a la diminution des
fonctions pulmonaires, une augmentation des risques d’infections respiratoires des voies aériennes
supérieures et inférieures, ainsi qu’a 'augmentation du risque de développer de I'asthme (Pattenden
et al., 2006; Strzelak et al., 2018). L'exposition prénatale par la consommation maternelle de la
cigarette entraine une augmentation du risque de développement de l'asthme infantile. Les
composantes de la cigarette causent de multiples modifications entourant le fonctionnement
pulmonaire et la réponse immunitaire, possiblement par le biais de mécanismes épigénétiques qui
modulent l'expression des génes et le niveau de différentes protéines essentielles au bon

fonctionnement des tissus respiratoires et immunitaires (Gibbs et al., 2016).

11



Une étude antérieure de Divya Chhabra et ses collegues a permis d’identifier des
modifications de méthylation de '’ADN dans les tissus pulmonaires au niveau du gene dipeptidyl
peptidase like 10 (DPP10) qui avait déja été associé a I'asthme dans des études antérieures

(Chhabra et al., 2014; Poon et al., 2014; Sim et al., 2022).

Par ailleurs, les connaissances entourant les impacts de la consommation de la cigarette
électronique et de la marijuana sont pour le moment incomplétes et demeurent le sujet de
nombreuses recherches (Hickman & Jaspers, 2020; Lei & Shao, 2022; Tashkin et al., 2022). Un
survol rapide des études publiées indique que la cigarette électronique et la marijuana pourraient
induire des symptémes similaires a ceux de I'asthme chez les personnes non asthmatiques, comme
la toux, la production d’expectorations et une respiration sifflante, ainsi qu’'une augmentation des
exacerbations chez les individus asthmatiques (Hickman & Jaspers, 2020; Tashkin et al., 2022). En
ce qui concerne le vapotage, les chercheurs parlent méme d’'une tempéte inflammatoire spécifique
et d’une potentielle nouvelle étiologie respiratoire, qui serait influencée par d’autres voies biologiques

que celles présentement identifiées par la consommation de cigarettes (Wills et al., 2021).

1.24 Obésité

L'obésité est un facteur de risque qui impacte le développement ainsi que le phénotype de
'asthme chez les enfants et chez les adultes atteints (Miethe et al., 2020; Peters et al., 2018).
L’obésité, un probléme de santé publique, est donc considéré comme une comorbidité de I'asthme
et elle est déterminée par I'indice de masse corporelle (IMC), une valeur qui se calcule par un simple
rapport mathématique entre le poids et la taille (poids (kg) / taille(m)?) (Peters et al., 2018). Ainsi, il
est reconnu qu’un IMC >30 correspond a un syndrome d’obésité. Une méta-analyse comprenant 13
études a permis de rapporter un effet dose-réponse de I'IMC et du risque de développement de
'asthme chez les adultes. Cette étude présente une augmentation du risque relatif de 32 % par
augmentation de cing unités de I'IMC (Parasuaraman et al., 2023). Une corrélation similaire peut étre
constater lorsque l'analyse utilise 'augmentation du tour de taille (cm), une seconde mesure
permettant de déterminer le risque de développer une maladie liée a I'obésité, le risque relatif était
augmenté de 26% par augmentation de 10 cm du tour de taille (Parasuaraman et al., 2023). Ainsi, il
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est reconnu qu’un tour de taille supérieur a 88 cm chez la femme et a 102 cm chez 'lhomme
correspond au seuil déterminant un risque marqué de développer des problémes de santé associé a
'obésité (Lean et al., 1995). La prise de poids (kg) indiquait une augmentation du risque relatif de
33% par gain de 10 kg chez les personnes asthmatique (Parasuaraman et al., 2023). L’'obésité
entraine une diminution de la capacité résiduelle fonctionnelle, du volume de réserve expiratoire, du
volume expiratoire maximal en une seconde (VEMS) ainsi que de la capacité vitale forcée. Ces
modifications des fonctions respiratoires peuvent contribuer au développement de I'asthme (Dixon &
Peters, 2018). L’environnement pro-inflammatoire engendré par l'obésité viscérale peut aussi
représenter un environnement systémique favorable au développement de I'inflammation bronchique
et de l'asthme chez certaines personnes prédisposées. En effet, les adipocytes sécrétent des
molécules pro-inflammatoires telles que la leptine, la protéine C réactive, I'lL-6 ainsi que le facteur
de nécrose tumorale a (TNF-a), ce qui correspond aux médiateurs inflammatoires retrouvés dans le
tissus bronchique des personnes asthmatiques (Ellulu et al., 2017; Fantuzzi & Mazzone, 2007; Forno

et al., 2014; Liu et al., 2020; Scott et al., 2017).

Le poids durant I'enfance peut également présenter un risque aggravant lincidence
d’apparition de la maladie. Deux méta-analyses publiées ont indiqué que les enfants en surpoids
avaient un risque de développer de I'asthme de 20 % supérieur a celui des enfants ayant un IMC non
lié¢ & un surplus de poids. Ce taux augmente a 40 % chez les enfants atteints d’obésité (Y. C. Chen

et al., 2013; Deng et al., 2019).

De plus, 'obésité maternelle durant la grossesse pourrait avoir un impact sur I'incidence de
'asthme chez les enfants (Forno et al., 2014; Polinski et al., 2022; Shufang et al., 2020). Cette
augmentation du risque de développer de I'asthme pourrait étre d0 & une exposition du feetus a un
environnement intra-utérin pro-inflammatoire, qui est associé au risque de présenter de I'obésité et
de I'asthme infantile. Certaines de ces molécules, telles que TNF-a et I'lL-6, peuvent étre retrouvées
dans le placenta et le sérum maternel, ce qui pourrait influencer les mécanismes immunitaires du
foetus (Carpentier et al., 2011; Denizli et al., 2022). Précisément, I'obésité maternelle entraine des
modifications des taux de cytokines inflammatoires associés a I'asthme, tel que I'lL-6 sérique qui

serait présent a de plus haute concentration chez les enfants nés de meéres atteintes d’obésité
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(Fantuzzi & Mazzone, 2007; Forno et al., 2014; Liu et al., 2020). La protéine FoxO1, un membre de
la famille des facteurs de transcription Forkhead, est médiée par I'lL-6 (Selle et al., 2022). La protéine
FoxO1 régule la différenciation des lymphocytes Th9 ainsi que l'activation des macrophages M2
retrouvés dans les voies respiratoires d’individus allergiques (Adalsteinsson et al., 2012; Chung et

al., 2019).

1.2.5 Qualité de I’air

La pollution de I'air est un sujet préoccupant pour les pays industrialisés depuis la fin
du XlXe siécle. Au début du XXe siécle, une série d’incidents associés au smog en milieu urbain a
démontré I'impact de la pollution sur la santé publique (Goodsite et al., 2021; Ripple et al., 2017).
L’'urbanisation et I'industrialisation sont deux causes majeures de pollution environnementale, ce qui
augmente la prévalence et 'exacerbation de I'asthme dans les populations urbaines (Organisation
mondiale de la Santé, 2023). Une étude de Maryam Faraji et ses collegues a permis de constater
une augmentation de la prévalence de I'asthme dans la métropole de Téhéran (11,73 %), ce qui est
supérieur a la prévalence de I'lran (8,9 %). Cette variation peut étre expliquée par une augmentation
des concentrations de monoxyde de carbone (CO) et de particules ayant un diamétre de moins de
10 microns (PM1o), qui ont une association positive a la prévalence de I'asthme (Faraji et al., 2021).
Des études similaires effectuées dans différents pays incluant notamment le Canada, la Chine et
I’Allemagne ont permis d’appuyer cette différence dans la prévalence et I'exacerbation de I'asthme
entre les milieux ruraux et urbains, qui serait amplifiée par la concentration de polluant dans I'air

(Desalu et al., 2021; Lawson et al., 2011; Lawson et al., 2017; W.-J. Zhu et al., 2015).

La pollution environnementale influence les mécanismes physiologiques du corps, ce qui
impacte le développement de I'asthme. Une étude de Ping Zheng et ses colléegues a identifié des
modifications du microbiote intestinal chez des individus exposés a une journée de smog par rapport
a des individus non exposés (Zheng et al., 2020). Il est aussi connu que ces changements de
compositions peuvent influencer a distance les mécanismes immunitaires, tel que démontré par le
profil de cytokines présent dans les voies aériennes (McAleer & Kolls, 2018; Shukla et al., 2017;
Sokolowska et al., 2018). L'un des mécanismes possibles est 'augmentation de la quantité de
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bactéries sécrétrices d’histamine dans le systeme digestif, I'histamine provenant du microbiote
intestinal peut influencer les mécanismes immunitaires et inflammatoires au niveau du tissu

pulmonaire (Barcik et al., 2016).

L’asthme lié a une exposition au travail est dit un asthme professionnel. Ce phénotype
d’asthme peut étre divisé en deux catégories, soit la sensibilisation due a une exposition prolongée
a des agents allergénes (farine, métaux, poussiéres, produits nettoyants, etc.) ou par l'irritation des
bronches par un agent irritant a forte concentration (chlore, ammoniac, fumée, etc.) (Feary et al.,
2020; Roio et al., 2021; Tiotiu et al., 2020). Ces molécules sont présentes dans de nombreux cadres
de travail et peuvent représenter un risque de santé respiratoire pour les employés de ces milieux

professionnels (agroalimentaire, construction, miniére, santé, etc.) (Roio et al., 2021).

1.3 Phénotypes

L’asthme présente une grande hétérogénéité clinique, c’est-a-dire qu’il se manifeste avec
des symptdmes et une sévérité trés variable entre les individus et variera aussi durant le parcours de
vie (Kuruvilla et al., 2019; Turkalj et al., 2018). L’'asthme peut étre classifié par phénotype, ce qui
correspond généralement a une classification des formes d’asthme basées sur la réponse a un
facteur déclencheur (irritants respiratoires au travail, aéroallergénes, virus, exercice). Une autre
classification possible se base sur les endotypes, ce qui correspond a une classification basée sur

les mécanismes ou les voies biologiques impliqués (Kuruvilla et al., 2019).

Les phénotypes cliniques regroupent les manifestations cliniques observables, tels que I'age
d’apparition des symptémes (infantile et/ou adulte) et la sévérité de ceux-ci (Iéger, modéré, sévere)
(Cloutier et al., 2020; Kaur & Chupp, 2019). L’asthme léger est relativement fréquent et les
symptédmes sont bien contrélés par les médicaments existants. L’asthme modéré présente des crises
plus réguliéres, avec des symptdmes plus incommodants, mais relativement bien contrélés. En ce
qui a trait a l'asthme sévére, les crises sont fréquentes et les symptdomes sont difficilement
contrélables, menant parfois a des hospitalisations et au décés de I'individu dans de rares cas.

L’asthme sévére nécessite une prise continue des traitements, dont la posologie est plus élevée que
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celle recommandée pour les personnes atteintes des phénotypes léger et modéré (Global initiative

for Asthma, 2023).

Afin de diagnostiquer le phénotype de I'asthme, le clinicien doit tenir compte de la cause des
crises lorsque celle-ci est connue. Il doit également interpréter les résultats des examens cliniques
tels que les tests respiratoires (spirométrie et pléthysmographie), le test de provocation bronchique
et les tests d’allergies (tests cutanés) (Cloutier et al., 2020). Le phénotype de I'asthme peut étre
qualifié par le déclencheur des crises lorsque celui-ci est connu, et associé a une condition ou a une
situation. Il y a par exemple l'asthme a l'effort qui est causé par l'activité physique, I'asthme
professionnel, qui est causée par une molécule spécifique au milieu de travail et il y a 'asthme
associé a 'obésité, qui peut étre déclenché ou exacerbé par cette comorbidité (Morin, 2012; Peters
et al., 2018; Roio et al., 2021). Dans le cas d’'une mauvaise ou d’'une absence de réponse aux
traitements, il est possible de classifier 'asthme comme étant difficilement traitable (Cloutier et al.,

2020).

Le phénotype le plus commun de I'asthme est celui de I'asthme atopique déclenché par
I'exposition a un allergéne. Ce phénotype est aisément identifiable puisqu’il débute généralement
durant I'enfance et est associé a un historique familial de maladies allergiques (atopie, dermatite
atopique, eczéma, rhinite allergique, allergie alimentaire, etc.) (Kuruvilla et al., 2019; Morin, 2012;
Rochat, 2005). Ce phénotype est celui sur lequel se concentre la présente étude a l'aide de la cohorte
familiale d’asthme du Saguenay-Lac-Saint-Jean (SLSJ). Parmi les individus de cette cohorte, 70 %
des personnes asthmatiques sont atteints d’allergies comparativement a 40 % pour les individus sans
asthme (Laprise, 2014). Un autre phénotype est I'asthme intrinséque, dit non atopique. Ce type est
défini par des tests cutanés négatifs et par 'absence d’immunoglobuline de type E (IgE) sérique
spécifique a l'allergéne. Lorsque I'un de ces deux tests est positif, il soutient le diagnostic d’'un asthme

atopique (Kuruvilla et al., 2019; Morin, 2012; Rochat, 2005).

Les phénotypes moléculaires de I'asthme sont caractérisés par une concentration élevée de
certains types de cellules immunitaires au niveau des bronches. Il est notamment possible d’identifier

I'asthme neutrophilique et éosinophilique a I'aide de I'analyse immunologique des expectorations des
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individus qui contiendraient une quantité élevée de neutrophiles ou d’éosinophiles. Toutefois, une
éosinophilie peut étre présente dans le contexte de I'asthme atopique et non atopique (Boonpiyathad

etal., 2019; Carr et al., 2018).

En ce qui concerne les endotypes de I'asthme, ceux-ci peuvent étre séparés en deux grandes
catégories, soit 'asthme de type 2 (Th2), qui est associé a I'asthme allergique et a la présence
d’éosinophile, et 'asthme non-Th2, qui est associé au recrutement des lymphocytes T auxiliaire, des

lymphocytes Th17 et des neutrophiles (Seys & Long, 2022).

Bien que de nombreux phénotypes et endotypes d’asthme soient reconnus, ce mémoire se
concentre sur I'étude des éosinophiles dans une cohorte construite avec le phénotype asthme

allergique.

1.3.1 Physiopathologie de I'asthme allergique

L’asthme allergique est caractérisé par une phase de sensibilisation a un allergéne qui se
déroule généralement sans I'apparition de symptdmes (Figure 2). Ce mécanisme est causé par une
hypersensibilité des cellules immunitaires lors d’un contact avec une protéine normalement
inoffensive (Ahmadi et al., 2016; Komlési et al., 2022). Ce processus se déroule lorsque les cellules
épithéliales sont activées lors d’'une liaison entre leurs récepteurs de reconnaissance de motif
moléculaire (PRR) et les motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP) présents sur
les allergenes. Le systéeme peut également étre activé lorsque la cohésion entre les cellules

épithéliales est compromise par des lésions tissulaires (Komldsi et al., 2022; Kuruvilla et al., 2019).

Cette activation des cellules épithéliales entraine la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires de type Th2, des alarmines, soit I'lL-25, I'lL-33 et la lymphopoiétine stromale thymique
(TSLP) (Boonpiyathad et al., 2019; Kaur & Chupp, 2019). Les alarmines amorcent la réaction
immunitaire en activant les cellules dendritiques (CD) et les cellules lymphoides innées du groupe 2
(ILC2) (Boonpiyathad et al., 2019). Les ILC2 sécrétent d’autres cytokines pro-inflammatoires (IL-4,

IL-5, IL-9 et IL-13). Ces molécules auront différentes actions durant les processus inflammatoires,
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notamment le recrutement des éosinophiles et la différenciation des lymphocytes T CD4* naifs (ThQ)

(Hammad & Lambrecht, 2021; Rodriguez-Rodriguez et al., 2021) .

Simultanément, les CD internalisent I'allergéne afin de le dégrader en peptides. Elles vont
migrer jusqu’aux nceuds lymphoides ou elles présenteront les antigénes de [lallergéne aux
lymphocytes ThO a I'aide du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il (Holgate, 2012).
Lors de la présentation de I'antigene par les CD, I'lL-4 sécrétée précédemment permettra la
différenciation des lymphocytes ThO en lymphocytes Th2 spécifiques qui sécréteront eux-mémes de
I'lL-4, I'IL-5 et de I'lL-13 (Boonpiyathad et al., 2019; Holgate, 2012). Ces cellules spécialisées vont
activer les lymphocytes B en leur présentant les peptides allergéniques via la liaison des
récepteurs de hautes affinités, soit le CD40 et de leur ligand, le CD40L (Kawabe et al., 2011). Les
lymphocytes B activés deviendront des plasmocytes qui sécrétent des immunoglobulines (Ig), tels
que les IgE spécifiques a l'allergéne sensibilisé. Ces molécules seront pergues par les récepteurs de
haute affinité avec les IgE (FceRlI) qui sont exprimés a la surface des mastocytes et des basophiles.
Cette derniére étape est importante afin de conserver l'allergéne dans la mémoire immunologique,
ce qui accélérera la vitesse de la réponse immunitaire lors d’une réexposition (Bloemen et al., 2007;

Holgate, 2012).

18



% . Allergénes g .

Epithélium bronchique

) OO

Récepteurs

Cellule & mucus IL25, @ @ FceRI

IL-33, @ @@
TSIP @ @ <
._7/ A

-1 @@ /Cllule
dendritique

Basophile J
A présentateur

Mastocyte
_présentateur

IgE spécifique

Peptide de

@ L4,
o.o IL-5,
9

Noeuds lymphoides

Figure 2. Mécanismes immunologiques de la sensibilisation allergique

Lors d’'une exposition a un allergéne, celui-ci interagit avec I'épithélium bronchique, ce qui méne a la sécrétion
d’alarmines provenant des cellules épithéliales. Les alarmines activent les cellules (CD) et les cellules
lymphoides innées de type 2 (ILC2). Ces dernieres vont sécréter des IL-4, IL-5, IL-13. Les CD vont internaliser
I'allergene et elles vont le dégrader en peptides afin de les présenter au lymphocyte T CD4* naif (ThO). La
présence simultanée de 'lL-4 permettra la différenciation de ces cellules en lymphocyte Th2. Ces cellules vont
ensuite activer les lymphocytes B afin de conserver des lymphocytes B et T mémoires dans les nceuds
lymphoides. Certains lymphocytes B se différencieront en plasmocytes qui sécrétent des IgE spécifiques a
I'allergéne. Ces molécules se lient aux récepteurs de haute affinité avec les IgE (FceRI) exprimés a la surface
des mastocytes et des basophiles résidents dans les poumons (Figure réalisée avec BioRender®, 2023).

A la suite de la phase de sensibilisation, le systéme immunitaire entame immédiatement une

réponse inflammatoire de type Th2 lors d’'une réexposition a l'allergéne sensibilisé. La réaction
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immunitaire peut se dérouler en deux phases, soit la réponse immédiate et la réponse tardive (Figure
3) (Bloemen et al., 2007). La premiére réponse se déroule des le premier contact avec I'allergéne
puisque ce dernier peut se lier aux IgE spécifiques qui sont liés aux récepteurs FceRI situés sur les
mastocytes et les basophiles. L’'allergéne peut également étre reconnu par les PRR des cellules
épithéliales, qui activeront la sécrétion des mémes alarmines que lors de la phase de sensibilisation
(IL-25, IL-33 et TSLP). Les mastocytes et les basophiles activés vont procéder a leur dégranulation,
ce qui libere des médiateurs inflammatoires tels que I'histamine, la prostaglandine D: et les cystéinyl-
leucotrienes (cysLT), Cs (LTC4), Ds (LTD4) et Es (LTE4) (Bloemen et al., 2007; Yamauchi &

Ogasawara, 2019).

L’histamine participe a la contraction du muscle lisse des bronches, ainsi qu’a la perméabilité
tissulaire et a la sécrétion de mucus en se liant au récepteur H1 (Bloemen et al., 2007; Yamauchi &
Ogasawara, 2019). La prostaglandine D2 intervient dans le recrutement des cellules immunitaires
telles que les éosinophiles et dans I'activation des lymphocytes T CD4* (P. J. Barnes, 2011). Les
leucotrienes sont des médiateurs lipidiques qui vont permettre le recrutement des éosinophiles et
influencer les mécanismes de bronchoconstriction (Bloemen et al., 2007; Hammad & Lambrecht,
2021; Kuruvilla et al., 2019). L'ensemble de ces molécules vont entrainer des modifications au niveau
de la vascularisation du muscle lisse, contribuant a l'infiltration des cellules immunitaires qui seront
activées par le milieu inflammatoire pulmonaire. Elles contribueront donc a I'inflammation chronique

et au remodelage des voies respiratoires caractéristiques de I'asthme (Hall & Agrawal, 2014).

La phase tardive est caractérisée par une inflammation excessive des voies respiratoires
causée par une infiliration des cellules immunitaires, notamment les cellules dendritiques, les
macrophages, les lymphocytes T, les neutrophiles et les éosinophiles. Ces cellules sont activées par
des médiateurs pro-inflammatoires et elles sécrétent elles-mémes des molécules pro-inflammatoires,
telles que des cytokines et des chimiokines (Bloemen et al., 2007; Boonpiyathad et al., 2019). Lors
de la phase tardive, les CD dans les voies respiratoires vont présenter a répétition I'allergéne aux
lymphocytes Th2 spécifiques qui sont localisés dans le tissu pulmonaire, ainsi qu'aux lymphocytes
ThO localisés dans les nceuds lymphoides. Ceci maintiendra et stimulera I'inflammation chronique

menant au remodelage des voies respiratoires (Gill, 2012; Komlési et al., 2022). Les alarmines vont
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activer les ILC2, qui sécréteront I'lL-4, une cytokine nécessaire a la différenciation et a I'activation
des lymphocytes (Rodriguez-Rodriguez et al., 2021). L’IL-4 peut également provenir des basophiles
qui ont sécrété cette cytokine durant la phase immédiate. Les lymphocytes Th2 activés sécrétent
différents meédiateurs pro-inflammatoires associés a 'asthme tels que des interleukines (IL-3, IL-4,
IL-5, IL-9 et IL-13), le facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF),
ainsi que des chimiokines (CCL1 et CCL22) (Boonpiyathad et al., 2019; Lloyd & Hessel, 2010). Les
CD ont également le réle d’activer les cellules T Natural Killer (NK) en leur présentant I'antigéne
lipidique. Les cellules NK activées sécreteront des cytokines telles que I'lL-4, I'lL-13 et l'interféron y
(IFN-y) (K. W. Kim et al., 2021; Komldsi et al., 2022). Parmi les cellules T qui sont activées durant
I'asthme allergique, certaines sont antagonistes a celles présentées précédemment et jouent un réle
dans la régulation de l'activité immunitaire : il s’agit des cellules T régulatrices. Ces cellules vont
inhiber I'activité inflammatoire par la production de cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 et

le facteur de croissance transformant 3 (TGF-f) (Lloyd & Hessel, 2010).

Les principales interleukines abordées ont toutes des actions et des roles différents au niveau
du développement de l'inflammation dans I'asthme. La production d’IL-4 par les lymphocytes T
permet de maintenir la différenciation de ces cellules vers le type Th2 en plus de stimuler la
production d’IgE spécifiques a lallergéne (Bloemen et al, 2007). LIL-9 contribuerait au
développement de l'inflammation neutrophilique, a 'augmentation de la sécrétion de mucus et a
I'hyperréactivité bronchique. L'IL-13 agit d’'une maniére similaire a I'lL-4, soit la différenciation des
lymphocytes B ainsi que la production d’'IgE. Cette cytokine augmente la prolifération du muscle lisse
des bronches (Marone et al., 2019). Le GM-CSF sécrété permet d’augmenter la prolifération et la
maturation des cellules dendritiques et des macrophages, en plus de favoriser la survie des
éosinophiles (Komlési et al.,, 2022). L’IL-5 est une cytokine particuliérement impliquée dans la
migration, la maturation, la prolifération, I'activation et la dégranulation des éosinophiles. Cette
molécule se lie a son récepteur spécifique, soit I'lL-5R, qui peut également reconnaitre I'lL-3 et le

GM-CSF (Lambrecht et al., 2019; Pelaia et al., 2019).
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Figure 3. Mécanismes immunologiques de I'asthme allergique en phase précoce et en phase

tardive

L’allergéne traverse I'épithélium et entraine la sécrétion de médiateurs pro-inflammation (TSLP, IL-25 et IL-33)
par les cellules de I'épithélium bronchique. Ces médiateurs vont activer les ILC2 et les cellules dendritiques. Le
premier type cellulaire sécrete de I'lL-4, I'lL-5, I'IL-9 et de I'lL-13 dans le milieu, tandis que le second type
présente I'antigéne aux cellules immunitaires cible. Lors de la phase précoce, les interleukines sécrétées par
les ILC2 vont permettre la liaison de I'allergene aux IgE spécifiques qui sont fixés sur les récepteurs FceRI des
mastocytes et des basophiles. Ceci entrainera la dégranulation de ces cellules lors de la phase précoce, ce qui
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va relacher dans les poumons de I'histamine, des prostaglandines, des leucotriénes, des cytokines et d’autres
médiateurs pro-inflammatoires. L'IL-5 sécrétée par les ILC2 permet I'activation des éosinophiles durant la phase
précoce. La phase tardive sera initiée lors de I'activation des cellules dendritiques, qui peuvent entamer deux
processus distincts, soit par I'activation des lymphocytes Th2 mémoires qui résident dans les poumons, ou par
leur migration dans les nceuds lymphoides afin de poursuivre la différenciation cellulaire des lymphocytes ThO,
ce qui maintient les mécanismes observés lors de la sensibilisation. L’activation des lymphocytes Th2 dans les
poumons permet la sécrétion de médiateurs inflammatoires qui peuvent activer les éosinophiles (IL-5), les
macrophages (GM-CSF) et les lymphocytes Th2 (IL-4). Les molécules sécrétées durant les phases précoce et
tardive vont entrainer une augmentation de Tlinfiltration cellulaire (histamine, prostaglandine, etc.),
'augmentation du recrutement des cellules immunitaires (prostaglandine, GM-CSF, etc.), I'hyperréactivité
bronchique (IL-9, prostaglandines, etc.), la bronchoconstriction (histamines, leucotriene, etc.), la surproduction
de mucus (IL-4, IL-9, etc.) ainsi que le remodelage des voies respiratoires (IL-9, TGF-B, etc.) (Figure réalisée
avec BioRender®, 2023).

1.3.2 Réle de I'’éosinophile dans I'asthme

Les éosinophiles sont des granulocytes qui représentent moins de 5 % des leucocytes totaux
(McBrien & Menzies-Gow, 2017). Les individus atteints d’asthme allergique présentent généralement
une augmentation du taux d’éosinophiles et de I'activation de ces cellules. Les éosinophiles
possédent une variété de protéines de surface et de récepteurs qui peuvent reconnaitre plusieurs
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance différents (Vatrella et al., 2022). Les éosinophiles se
différencient a partir des cellules myéloides progénitrices dans la moelle osseuse (McBrien &
Menzies-Gow, 2017). Une fois que la différenciation est complétée, les éosinophiles vont présenter
a leur surface des récepteurs de I'lL-5 (IL-5R). La maturation des éosinophiles est complétée lorsqu’il
y a une interaction entre des molécules qui reconnaissent I'lL-5R (IL-3, IL-5 et GM-CSF) (Pelaia et

al., 2019).

Les éosinophiles sanguins et tissulaires jouent un réle dans la composante inflammatoire de
I'asthme. A la suite d’un stimulus qui amorce la réaction inflammatoire, il y a une sécrétion de
chimiokines régulatrices des éosinophiles qui recruteront ce type de cellule en provenance du sang
(Figure 4) (M. W. Johansson, 2014). Les éosinophiles peuvent étre recrutés par plusieurs protéines
différentes, tels que les galectines et I'éotaxine. L’'éotaxine est une molécule sécrétée par les
lymphocytes Th2 lors d’'une stimulation allergique. Cette protéine se lie aux récepteurs CCR3

exprimés a la surface des éosinophiles et permet leur recrutement au niveau des bronches (Conroy
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& Williams, 2001; M. W. Johansson, 2014; Lilly et al., 1997; Ying et al., 1997). La galectine-3 se lie
aux récepteurs CD66b exprimés a la surface des éosinophiles, ce qui augmente le recrutement de
ces cellules sur le site inflammatoire (Rao et al., 2017). Cette liaison entraine une adhésion cellulaire,

une production de superoxydes et la dégranulation des cellules (Gao et al., 2013; Rao et al., 2017).

Lors de la dégranulation des éosinophiles, il y a libération de nombreuses protéines dites
cytotoxiques, telles que la protéine basique majeure (MBP), la peroxydase des éosinophiles (EPO),
la protéine cationique des éosinophiles (ECP) et la neurotoxine dérivée des éosinophiles (EDN). Les
éosinophiles libérent des cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 et IL-25), ainsi que plusieurs cytokines
pro-inflammatoires aigués (TNF-a, IL-18, IL-6 et IL-8), des chimiokines et des médiateurs lipidiques
(Bloemen et al., 2007; Boonpiyathad et al., 2019; Hammad & Lambrecht, 2021). L’ensemble de ces
molécules peuvent infliger des dommages aux cellules épithéliales bronchiques, augmenter la
sécrétion de mucus, augmenter la perméabilité des tissus vasculaires, contribuer au remodelage des
voies respiratoires, ainsi qu’a l'autostimulation de la réaction immunitaire par recrutement et
activation des éosinophiles et des lymphocytes Th2 (Bloemen et al., 2007). En bref, les éosinophiles
sont impliqués dans I'asthme, en jouant un rdle dans les mécanismes pathologiques qui ménent a
I'hyperréactivité des bronches, a la surproduction de mucus, aux dommages de [I'épithélium

bronchique et au remodelage des voies respiratoires.
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Figure 4. Mécanismes immunologiques menant a I'activation des éosinophiles dans I'asthme et

a la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires

L’irritant traverse I'épithélium bronchique et entraine la sécrétion de médiateurs pro-inflammation (TSLP, IL-25,
IL-33, IL-1B, IL-6, IL-23 et TGF-B) par les cellules épithéliales. Les ILC2 seront activées par les médiateurs IL-
25, IL-33 et TSLP. Ce type cellulaire sécretera des interleukines, telles que I'lL-5, qui se lieront aux récepteurs
IL-5R exprimés par les éosinophiles, activant ces derniers et entrainant leur dégranulation, ce qui libére des
produits des éosinophiles (MBP, EPX, EDN, ECP, TGF-B, cysLT, GM-CSF, cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, IL-9, IL-13 et IL-25) et diverses chemokines (Figure réalisée avec BioRender®, 2023).
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1.3.3 Mécanisme de remodelage des voies respiratoires

Le remodelage des voies respiratoires est un mécanisme de modification de la composition
cellulaire dans les bronches des personnes asthmatiques. L'inflammation chronique peut entrainer
le remodelage des tissus bronchique au niveau de I'épithélium bronchique, du tissu interstitiel et du
tissu musculaire lisse (Bergeron et al., 2010). En ce qui concerne les modifications de I'épithélium
bronchique, il est possible de constater une perte de l'intégrité des cellules épithéliales par le clivage
des protéines de jonction qui maintiennent la cohésion cellulaire. Cela a été observé dans des
modeéles murins présentant des phénotypes d’asthme éosinophilique, neutrophilique, et de
granulocyte mixte (Heijink et al., 2020). Il est également possible de constater une hyperplasie des
cellules a gobelets et des glandes a mucus qui complétent le tissu épithélial, augmentant ainsi la
production de mucus et obstruant les voies respiratoires chez les personnes asthmatiques. (Al-
Muhsen et al.,, 2011). Au niveau du tissu interstitiel, il y a le développement d’'une fibrose sous
I'épithélium bronchique. Finalement, les muscles lisses qui forment les voies respiratoires peuvent
subir une hypertrophie et une hyperplasie, ce qui entraine le resserrement des voies respiratoires et
une diminution du passage de l'air (Al-Muhsen et al., 2011; Bergeron et al., 2010). Plusieurs des
granules toxiques et des cytokines pro-inflammatoires qui sont sécrétées lors de I'activation et lors
de la dégranulation des éosinophiles peuvent contribuer au remodelage des voies respiratoires. Il y
a notamment le facteur TGF-3 qui est produit par les éosinophiles et qui joue un réle dans I'ensemble

des modifications énumérées précédemment (Halwani et al., 2011).
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1.4 Pharmacothérapie

Malgré I'absence de traitement permanent pour guérir I'asthme, il existe tout de méme
certains médicaments qui permettent de contréler les symptédmes inflammatoires associés a
I'asthme. A la suite d’un diagnostic d’asthme, la plupart des personnes atteintes peuvent prendre des
médicaments dits d’entretien, pris sur une base réguliere afin de contréler la maladie méme en
absence de crise. Ces traitements peuvent étre regroupés en plusieurs catégories. Il y a en premier
lieu les bronchodilatateurs Bz-agonistes qui peuvent étre a courte (BACA) ou a longue durée d’action
(BALA) (Peter J. Barnes & Page, 2017). Il y a également les corticostéroides, le type de médicament
le plus communément utilisé dans I'asthme est généralement pris en continu afin de prévenir
I'exacerbation de I'asthme. Lorsque les médicaments présentés précédemment sont inefficaces, il
est possible d’utiliser des bronchodilatateurs anticholinergiques a courte durée d’action ou des
bronchodilatateurs antagonistes muscariniques a longue durée d’action. L'ensemble de ces
bronchodilatateurs joueront un réle dans le relachement des muscles lisses, ce qui permet
d’améliorer les fonctions respiratoires des personnes asthmatiques (Peter J. Barnes & Page, 2017).
Les corticostéroides agissent directement sur I'inflammation des bronches en diminuant la production
des cytokines pro-inflammatoires de l'asthme, ce qui se manifeste par une diminution des
exacerbations, de I'hyperréactivité bronchique et par une amélioration de la fonction respiratoire,
notamment du VEMS. Lorsque ces médicaments sont peu ou non efficaces, ils peuvent étre utilisés
en combinaison afin de créer une synergie médicamenteuse qui améliore leur efficacité respective.
Il y a également les antagonistes des récepteurs des leucotriénes qui bloquent les récepteurs du
méme nom, ce qui permet le relachement musculaire et réduit I'inflammation bronchique. Lorsque
'asthme n’est pas contrdlé, il est possible que le patient ait a utiliser des médicaments qui sont dits
agents biologiques. Il s’agit de traitements par des anticorps monoclonaux dirigés contre les
immunoglobulines ou les interleukines (IL4, IL-5, IL-9, etc.) qui bloquent la dégranulation des
granulocytes ou empéchent I'activation des cellules immunitaires impliquées dans l'inflammation de
I'asthme (Peter J. Barnes & Page, 2017). Le Tableau 1 présente certains médicaments offerts pour
traiter I'asthme ou qui sont en processus d’essais cliniques afin d’étre prochainement utilisés. Puisque

ce mémoire porte sur le réle de I'éosinophile dans I'asthme allergique, les médicaments qui ciblent
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des molécules libérées par I'éosinophile ou qui sont nécessaires a son activation (MBP, EPX, EDN,
ECP, TGF-B, cysLT, GM-CSF, cytokines (TNF-a, IL-183, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13 et IL-25) et

divers chimiokines) sont en caractéres gras dans le tableau.
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Tableau 1. Principaux médicaments utilisés pour le traitement de I'asthme (Peter J. Barnes & Page, 2017; Bordeaux, 2022)

Classe de médicament

Médicament (Nom commercial) *

Mécanisme d’action

Bronchodilatateurs p2-agonistes a courte durée
d’action (BACA)

Bronchodilatateurs pz-agonistes a longue durée
d’action (BALA)

Corticostéroides inhalés (CSlI)

Combinaison de corticostéroides par inhalation
et bronchodilatateurs p2--agonistes a longue
durée d’action (CSI + BALA)

Bronchodilatateurs anticholinergiques a courte durée
d’action

Salbutamol (Airomir, Ventolin)

Terbutaline (Bricanyl Turbuhaler)

Fumarate de formotérol (Oxeze,
Foradil)

Salmétérol (Serevent)
Béclométhasone (QVAR)
Budésonide (Pulmicort)

Ciclésonide (Alvesco)

Fluticasone (Flovent)

Mométasone (Asmanex)
Budésonide + formotérol (Symbicort)

Salmétérol + Fluticasone (Advair)

Fuorate de fluticasone + vilantérol
(Breo Ellipta)

Mométasone + formotérol (Zenhale)
Ipratopium (Atrovent)

Oxitropium (Oxivent)

Stimule les récepteurs p2-des muscles lisses
bronchiques, entrainant le relachement des
muscles bronchiques.

Stimule les récepteurs p2-des muscles lisses,
entrainant la bronchodilatation. Médicament
utilisé pour le contrdle régulier des
symptémes.

Anti-inflammatoires qui inhibent la production
des cytokines pro-inflammatoires impliquées
dans les mécanismes de I'asthme.

Mécanismes mixtes entre les BALA et les
CSl.

Cible les récepteurs cholinergiques des
muscles lisses bronchiques, entrainant la
relaxation des muscles lisses.



Classe de médicament

Bronchodilatateurs antagonistes muscariniques a

longue durée d’action

Antagonistes des récepteurs de leucotriénes

(ARLT)

Méthylxanthines

Anticorps neutralisant IgE (anti-IgE)

Anticorps monoclonaux de I'IL-5 et I'lIL-5R

Autres anticorps (IL-4, IL-13, IL-9, TNF, etc.)

Médicament (Nom commercial) *
Tiotropium (Spiriva)

Aclidinium (Tudorza Genuair)
Glycopyrronium (Seebri Breezhaler)

Umeéclidinium (Incruse Ellipta)

Montélukast (Singulair)
Zafirlukast (Accolate)

Pranlukast (Onon)

Théophylline (Uniphyl)

Omalizumab (Xolair)

Mépolizumab (Nucala)

Reslizumab (Cinqair)

Benralizumab (Fasenra)

Dupilumab, Lebrikizumab, MED-528,
infliximab, etc.

Mécanisme d’action

Ciblent spécifiquement les récepteurs
muscariniques. Se lient aux récepteurs
muscariniques des muscles lisses
bronchiques et bloquent la signalisation
cholinergique qui méne a la
bronchoconstriction.

Cible le récepteur CysLT1 et inhibe I'activité
des cystéinyl-leucotrienes (LTD4 > LTC4 >>
LTE4), réduisant la production de mucus, la
contraction des muscles lisses bronchiques et
empéche les processus inflammatoires
meédiés par la liaison entre les leucotriénes et
leur récepteur.

Inhibition non sélective de
phosphodiestérases sécrétés lors de
I'inflammation tels que des prostaglandines et
des leucotriénes, ce qui permet le
relachement des muscles lisses et la
réduction des fonctions leucocytaires.

Bloque les voies d’activation médiées par les
IgE en s’y liant, formant un complexe non
reconnu par les récepteurs FceRI.

Reconnaissent 'lL-5 et empéchent sa liaison
avec les récepteurs de I'lL-5 (IL-5R), surtout
exprimés sur les éosinophiles.

Se lient spécifiquement a la chaine a des IL-
5R, bloquant la transduction du signal lors de
la sécrétion d’IL-5.

Mécanismes similaires aux inhibiteurs de I'lL-
5, mais spécifiques a l'interleukine testée, ces
médicaments sont en phase de test clinique.

* Le temps d’action et d’effet peut varier en fonction de la marque
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CHAPITRE 2 - GENETIQUE DE L’ASTHME ET DU

DECOMPTE DES EOSINOPHILES: LOCUS COMMUNS

L'asthme est un trait complexe, ce qui signifie que le phénotype, la sévérité et les
mécanismes physiologiques impliqués dans la maladie sont influencés par des facteurs génétiques
et des facteurs environnementaux incluant les marques épigénétiques. Une étape importante a la
compréhension de la maladie est de comprendre son mode de transmission. Afin de mieux
comprendre I'impact de chacun des facteurs, plusieurs études de jumeaux ont été effectuées et ont
permis d’estimer que I'héritabilité génétique de I'asthme serait entre 50 et 90 % (Augustine et al.,
2022; Thomsen et al., 2010; Ullemar et al., 2016). Cette variabilité peut étre expliquée par les

différents phénotypes de I'asthme (Augustine et al., 2022).

De nombreuses études ont permis d’identifier des variants de susceptibilité localisés dans
plusieurs genes d'intéréts. Le GWAS Catalog, soit une base de données regroupant les résultats de
toutes les études d’association pangénomiques, indique 2 338 associations entre I'asthme (asthme
a l'enfance, asthme a I'dge adulte, asthme allergique, rhinite allergique, fonctions et capacités
respiratoires, réponses aux bronchodilatateurs) et des variants génétiques différents qui ont été
identifiés dans un total de 151 études (Sollis et al., 2023). Les associations faites dans les
éosinophiles (décompte des éosinophiles, pourcentage des éosinophiles par rapport aux
granulocytes ou aux leucocytes) regroupent 2 607 variants génétiques différents identifiés par
30 études (Sollis et al., 2023). Le Tableau 2 présente plusieurs des régions chromosomiques ayant
été associées a 'asthme et aux éosinophiles, ainsi que les génes communs qui ont été associés a

ces deux conditions.



Tableau 2. Régions et génes associés dans I'asthme et les éosinophiles (fait a 'aide de GWAS catalog)

Région du # # Génes communs a I’asthme et aux | Références de I'asthme Références des
chromosome | Association |Association |éosinophiles éosinophiles
avec avec les
I'asthme éosinophiles

6p21.32 117 26 HLA-DOA, HLA-DPA1, HLA-DPB1, |(Anetal., 2021; Ferreira et | (Astle et al., 2016;
HLA-DPB?2 - HLA-DPA3, HLA- al., 2019; A. Johansson et Hoglund et al., 2022;
DQA1, HLA-DQB1, HLA-DQB1 - al., 2019; Z. Zhu et al., 2020; | Kachuri et al., 2021;
MTCO3P1, HLA-DQB2 - HLA-DOB, |Z. Zhu et al., 2019) Vuckovic et al., 2020)
HLA-DRA, HLA-DRA - HLA-DRB9,
HLA-DRB1, HLA-DRB1 - HLA-
DQA1, HLA-DRB9, MTCO3P1 -
HLA-DQB3, NOTCH4 - TSBP1-AS1,
TSBP1-AS1, TSBP1-AS1 - HLA-
DRA, ZBTB9 - GGNBP1

17q921.1 101 16 CSF3, GSDMA, IKZF3, MED?24, (Bonnelykke et al., 2014; (Astle et al., 2016;
PSMD3, ZPBP2 - GSDMB Zhou et al., 2021; Z. Zhu et | Kachuri et al., 2021;

al., 2020; Z. Zhu et al., Kichaev et al., 2019;
2019) Vuckovic et al., 2020)

5q31.1 68 40 IL 5, IRF1, IRF1-AS1, KIF3A, (Ferreira et al., 2019; Zhou | (Astle et al., 2016;
MIR3936HG, SLC22A4, P4HA2, etal., 2021; Z. Zhu et al., Kachuri et al., 2021;
RAD 50, RAPGEF6, SEPTINS, 2020; Z. Zhu et al., 2018) Kichaev et al., 2019;
TH2LCRR, VDAC1 - TCF7 Vuckovic et al., 2020)

10p14 66 32 GATA3, KRT8P37 - CHCHD3P1, (G. Jia et al., 2022; A. (Astle et al., 2016;
LINC 00708, LINC02676, Johansson et al., 2019; Z. Hoglund et al., 2022;
LINC02676 - LINC00709, Zhu et al., 2020; Z. Zhu et Kichaev et al., 2019;
RNA5SP299 - LINC02676 al., 2019) Vuckovic et al., 2020)

9p24.1 62 33 ERMP1, GLDC, IL 33, JAK?2, (G. Jia et al., 2022; Z. Zhu et | (Astle et al., 2016;
KIAA2026, RANBP6, GTF3AP1, al., 2020; Z. Zhu et al., 2018; | Kachuri et al., 2021;
RCL1, SELENOTP1, TPD52L3, Z.Zhu et al., 2019) Kichaev et al., 2019;
UHRF2 Vuckovic et al., 2020)

2q12.1 43 20 IL18R1, IL1RL1, IL18RAP, IL1RL2, | (Adewuyi et al., 2022; (Astle et al., 2016;

SLCY9A2, SLCI9A4

Ferreira et al., 2019; Z. Zhu
et al., 2020)

Kachuri et al., 2021;
Kichaev et al., 2019;
Vuckovic et al., 2020)
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Région du # # Génes communs a I’asthme et aux | Références de I’asthme Références des
chromosome | Association |Association |éosinophiles éosinophiles
avec avec les
I'asthme éosinophiles
5922.1 40 12 BCLAF1P1 - TSLP, TMEM232, (Ferreira et al., 2019; A. (Astle et al., 2016; M. H.
TSLP, TSLP - WDR36, WDR36 Johansson et al., 2019; Z. Chen et al., 2020;
Zhu et al., 2020; Z. Zhu et Kichaev et al., 2019;
al., 2019) Vuckovic et al., 2020)
6p21.33 35 40 DHFRP2, HLA-B, FGFR3P1 - (Ferreira et al., 2019; Z. Zhu | (Astle et al., 2016;
ZDHHC20P2, LINC0O1149 - HCP5, et al., 2020; Z. Zhu et al., Kichaev et al., 2019;
LINC 02571 - HLA-B, MICA, 2019) Sunadome et al., 2020;
NFKBIL1, NFKBIL1 - LTA Vuckovic et al., 2020)
11q13.5 27 10 EMSY, EMSY - LINC02757, (G. Jia et al., 2022; Pickrell | (Astle et al., 2016; M. H.
LINC02757 - LRRC32 et al., 2016; Pividori et al., Chen et al., 2020;
2019; Z. Zhu et al., 2020) Hoglund et al., 2022;
Vuckovic et al., 2020)
4q27 21 10 ADAD1, BLTP1, IL2, IL21-AS1, (Ferreira et al., 2019; A. (M. H. Chen et al., 2020;
RN7SL335P - BLTP1 Johansson et al., 2019; Kichaev et al., 2019;
Sakaue et al., 2021; Z. Zhu | Vuckovic et al., 2020)
et al., 2020; Z. Zhu et al.,
2018)
7p21.1 19 19 ITGBS, ITGB8 - EEF1A1P27 (Ferreira et al., 2019; (Astle et al., 2016; M. H.
Pividori et al., 2019; Sakaue | Chen et al., 2020;
etal., 2021; Z. Zhu et al., Kichaev et al., 2019;
2020) Vuckovic et al., 2020)
6p22.1 17 17 HLA-A, HLA-A - HLA-W, HLA-W - (G. Jia et al., 2022; Pividori | (Astle et al., 2016;
MICD, TRIM26, ZSCAN31 etal.,, 2019; Z. Zhu et al., Kachuri et al., 2021;
2020; Z. Zhu et al., 2019) Sunadome et al., 2020;
Vuckovic et al., 2020)
8g21.13 14 8 RPL13AP18 - RNU6-1213P (Ferreira et al., 2019; (M. H. Chen et al., 2020;
Pickrell et al., 2016; Pividori | Kichaev et al., 2019;
etal., 2019; Z. Zhu et al., Sakaue et al., 2021;
2020) Vuckovic et al., 2020)
5931.3 13 14 GNPDA1 - NDFIP1, NDFIP1 (Ferreira et al., 2019; Y. Han | (Astle et al., 2016; M. H.

etal., 2020; Wan et al.,
2012; Z. Zhu et al., 2020)

Chen et al., 2020;
Kichaev et al., 2019;
Vuckovic et al., 2020)

33




Région du # # Génes communs a I’asthme et aux | Références de I’asthme Références des
chromosome | Association |Association |éosinophiles éosinophiles
avec avec les
I'asthme éosinophiles
12q24.31 13 12 CDK2AP1, PITPNM2, RPL12P33 - | (Ferreira et al., 2019; Y. Han | (M. H. Chen et al., 2020;
HNF1A-AS1, SPPL3 et al., 2020; A. Johansson et | Kichaev et al., 2019;
al., 2019; Z. Zhu et al., Sakaue et al., 2021;
2020) Vuckovic et al., 2020)
2q37.3 13 11 ACKR3 - COPS8-DT, D2HGDH (Ishigaki et al., 2020; Park et | (Astle et al., 2016; M. H.
al., 2015; Pividori et al., Chen et al., 2020;
2019; Z. Zhu et al., 2020) Kichaev et al., 2019;
Vuckovic et al., 2020)
11912.2 10 14 FADS1, FADS2, MYRF, TMEM258, |(Y.Han etal., 2020; (Astle et al., 2016; M. H.
Olafsdottir et al., 2020; Z. Chen et al., 2020;
Zhu et al., 2020; Z. Zhu et Kichaev et al., 2019;
al., 2019) Vuckovic et al., 2020)
13q14.11 9 22 COG6, DGKH, FOX01, LINC02341 | (Ferreira et al., 2019; A. (Astle et al., 2016; M. H.
Johansson et al., 2019; K. Chen et al., 2020;
Wu et al., 2014; Z. Zhu et Kichaev et al., 2019;
al., 2020) Vuckovic et al., 2020)
19913.32 8 30 APOE, BCL3, FOXA 3, SYMPK (Adewuyi et al., 2022; Y. (Astle et al., 2016; M. H.
Han et al., 2020; Z. Zhu et Chen et al., 2020;
al., 2020) Kichaev et al., 2019;
Vuckovic et al., 2020)
10g21.2 8 16 LINC02929 - ALDH7A1P4 (Ferreira et al., 2019; Y. Han | (Astle et al., 2016; M. H.
et al., 2020; Sakaue et al., Chen et al., 2020;
2021) Hoglund et al., 2022;
Vuckovic et al., 2020)
2q13 8 9 ACOXL, MIR4435-2HG, BCL2L11 (Y. Han et al., 2020; A. (Astle et al., 2016; M. H.
Johansson et al., 2019; Z. Chen et al., 2020;
Zhu et al., 2020) Kichaev et al., 2019;
Vuckovic et al., 2020)
1931.3 8 4 ATP6V1G3 - PTPRC, PTPRC (Y. Han et al., 2020; Sakaue | (Astle et al., 2016;

etal., 2021; Z. Zhu et al.,
2020; Z. Zhu et al., 2019)

Kachuri et al., 2021;
Kichaev et al., 2019;
Vuckovic et al., 2020)
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Les études d’association pangénomique (GWAS) permettent d’identifier des variants
génétiques qui peuvent influencer le développement et I'évolution de la maladie a I'étude. L’'une des
limitations de ces études est I'identification précise des génes influencés par les polymorphismes
nucléotidiques associés. Ces études permettent de faire des liens statistiques entre la génétique et
la maladie, sans toutefois expliquer les mécanismes d’action qui en découlent. Le mécanisme

d’action des génes peut étre expliqué lors d’études fonctionnelles (Cano-Gamez & Trynka, 2020).

L’'une des régions qui partage le plus de génes communément associés a I'asthme et aux
éosinophiles est la région chromosomique 17q12-21. Elle contient notamment les génes gasdermin
B (GSDMB) et Ikaros family transcription factor (IKZF3). Des variants localisés dans le géne GSDMB
ont été associés au décompte des éosinophiles, ainsi qu’a une augmentation de l'inflammation
éosinophilique chez des enfants asthmatiques (M. H. Chen et al., 2020; Kang et al., 2012; Vuckovic
et al., 2020). D’autres variants dans ce méme géne ont été associés a la sévérité et a différents
phénotypes de I'asthme (asthme infantile, asthme atopique et non atopique, chevauchement entre
I'asthme et la maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), etc.), et ce, dans plusieurs études
(Bonnelykke et al., 2014; A. Johansson et al., 2019; Korytina et al., 2021; Pividori et al., 2019; Sakaue
etal., 2021; Zhou et al., 2021; Z. Zhu et al., 2020; Z. Zhu et al., 2019). Le géne IKZF3 est également
impliqué dans le décompte des éosinophiles en plus d’avoir été associé a la régulation de la migration
des éosinophiles dans les tissus lors de I'inflammation (Astle et al., 2016; Felton et al., 2021; Hoglund
et al.,, 2022; Kichaev et al., 2019; Vuckovic et al., 2020). En ce qui a trait aux associations faites avec
'asthme, ce geéne a été associé a plusieurs phénotypes différents, soit 'asthme infantile, 'asthme
atopique, la marche atopique et 'asthme sévere avec exacerbations (N. Shrine et al., 2019; Zhou et

al,, 2021; Z. Zhu et al., 2020).

Malgré les génes associés et les nombreuses études qui ont permis de les identifier, ces
génes ne permettent d’expliquer qu’une part modeste de I'héritabilité de I'asthme. Bien que plusieurs
associations pointent vers le role des éosinophiles dans cette pathologie, il reste beaucoup d’études
a faire pour en comprendre la fonction biologique dans le contexte de la maladie. Parmi les méthodes
proposées pour accroitre notre compréhension de limpact de ses associations, I'étude de

I'épigénétique (longs ARN non codants, micro-ARN, méthylations, modifications des histones) offrirait
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une meilleure identification de I'impact de ces variants sur I'expression des genes (Augustine et al.,
2022; Trerotola et al., 2015). L’ensemble de ces aspects devrait permettre de mieux caractériser les
mécanismes de I'asthme en plus de permettre une meilleure compréhension des traitements qui
doivent étre utilisés pour traiter les symptdmes et éventuellement conduire au développement de

nouvelles thérapies dites personnalisées.
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CHAPITRE 3 - MECANISMES ET ETUDES EPIGENETIQUES

3.1 Mécanismes épigénétiques

Il est reconnu que I'environnement est impliqué dans le développement et l'incidence de
I'asthme. L’environnement influence la génétique par des modifications du génome que I'on regroupe
dans I'étude des mécanismes épigénétiques, entrainées a la suite de I'exposition a un stress (Feil &
Fraga, 2012). Ces modifications incluent non seulement des changements qui peuvent étre causés
par 'environnement, mais également des modifications de '’ADN qui peuvent étre transmises par les
parents sur plusieurs générations (Trerotola et al., 2015). Ces marqueurs sont dynamiques dans le
temps et peuvent étre réversibles (Tompkins et al., 2012). L’étude de I'épigénétique de I'asthme
permettra de documenter les interactions entre I'environnement et la génétique afin de mieux
comprendre le r6le de chacun dans I'héritabilité de la maladie (Feil & Fraga, 2012; Trerotola et al.,

2015).

L’épigénétique correspond a une modification au niveau moléculaire de 'ADN par I'ajout de
molécules, sans modifier la séquence génomique. Ce type de modification regroupe les modifications
des histones, ce qui comprend l'acétylation, I'ubiquitination, la méthylation et la phosphorylation de
ces protéines. |l existe également les mécanismes d’action des micro-ARN (mi-ARN), des longs ARN
non codants (Inc-ARN) et la méthylation de 'ADN, ce dernier type de modifications faisant I'objet de
la présente étude (Y.-L. Wu et al.,, 2023). Ces différentes modifications influencent le niveau
d’expression des génes. L’épigénétique est un mécanisme qui est spécifique au type de cellule, et
les altérations entrainent la production de protéines dans des proportions variables (Handy et al.,
2011). Précisément, cela influence donc la différenciation et I'activation cellulaire ainsi que la
production et la sécrétion des produits cellulaires (Etchegaray & Mostoslavsky, 2016; W. Xu et al.,

2016).

La modification des histones par I'ajout d’'un groupement phosphate altere la conformation

de la chromatide et influence l'accessibilité de 'ADN (Rossetto et al., 2012). L’acétylation des



histones est un mécanisme qui implique I'ajout d’'un radical d’acétyle sur les résidus lysine de la partie
N-terminal des noyaux des histones. Ce mécanisme joue un rOle dans l'affinité entre les histones et
'ADN (P. J. Barnes et al., 2005). L'ubiquitination des histones impacte la stabilité et la production des
protéines nécessaires au fonctionnement cellulaire. La monoubiquitination, soit I'ajout d’'une molécule
d’ubiquitine, et la polyubiquitination, qui est I'ajout en série de plusieurs ubiquitines, sont des
mécanismes essentiels a la translocation des protéines, a la signalisation des dommages de 'ADN
ainsi qu’a la régulation transcriptomique (Cao & Yan, 2012). La méthylation des histones influence le
recrutement et la liaison des protéines régulatrices de la chromatide. L’'ensemble de ces mécanismes
peuvent influencer le niveau d’expression des génes en bloquant le site de fixation lors de la
transcription de I’ADN ou en impliquant des répresseurs de la transcription (Alaskhar Alhamwe et al.,
2018). Ceci modifie la quantité d’ARNm, ce qui méne a la méme tendance lors de la synthese de la
protéine et peut entrainer des modifications au bon fonctionnement des mécanismes fonctionnels

des cellules (Etchegaray & Mostoslavsky, 2016).

Les micro-ARN ont un mécanisme d’action différent. Ces courts ARN non codants se lient a

la région 3' UTR de ’'ARN messager (ARNm), entrainant la dégradation de cet ARNm (Taka et al.,

2020). Tout comme la modification des histones, ceci diminue la quantité de molécules produisant la
protéine (W. Xu et al., 2016). Les longs ARN non codants (Inc-ARN) sont des transcrits qui ne codent
pas pour des protéines et sont faiblement exprimés comparativement aux génes codants. Les Inc-
ARN agissent principalement en régulant 'expression des génes puisque certains ont méme une
activité d’amplificateur. lls peuvent également former des liaisons avec 'ADN, des protéines et
d’autres ARN afin de former des complexes qui influencent les processus post-traductionnels liés a
'ARNm comme le recrutement de facteurs de transcription modifiant les histones ou modifiant
'arrangement de la chromatide, ce qui, dans I'ensemble, diminue ou amplifie la transcription des
génes d’intéréts (Mathieu et al., 2014; X. Zhu et al., 2020). La derniére marque épigénique, la
méthylation de 'ADN, sera abordée en détail dans la section suivante puisqu’elle est I'objet du

présent mémoire.
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3.2 La méthylation de ’ADN

La méthylation de ’ADN est un mécanisme épigénétique qui consiste en I'ajout covalent d’un
groupement méthyle a certains nucléotides de '’ADN. Plus précisément, la molécule est ajoutée sur
le cinquieme carbone d’'une cytosine (C). Ce phénoméne se produit plus fréquemment lorsque la
cytosine est précédée par une guanine (G), ce qui forme des sites désignés comme des CpG
(Cytosine-Phosphate-Guanine) (Villicafa & Bell, 2021; W. Xu et al., 2016). L’ADN regroupe des
régions qui sont riches en CG, portant le nom d’ilots CpG et contenant en moyenne 1 000 paires de
bases (Deaton & Bird, 2011). Ces ilots sont situés dans des régions régulatrices, des promoteurs,
ainsi que directement dans les génes, ce qui suggére I'implication de la méthylation dans la régulation
de I'expression des génes lors de la transcription de ’ADN en ARNm (Deaton & Bird, 2011; Durham

etal.,, 2011; Gomez, 2019; Yang et al., 2014).

La méthylation de I'ADN est régulée par une famille de protéines du nom de
méthyltransférase (DNMT). Ces protéines ont la capacité de transférer un groupement méthyle de la
S-adényl-méthionine (SAM), un métabolite impliqué dans les mécanismes de méthylation, sur les
cytosines de 'ADN (Moore et al., 2013). Parmi les membres de la famille des DNMT, trois catalysent
directement le mécanisme de méthylation, soit DNMT1, DNMT3a et DNMT3b (Jin & Robertson,
2013). La DNMT1 est caractérisée comme méthyltransférase de maintenance et elle assure la
transmission de la méthylation de 'ADN d’'une génération cellulaire a une autre lors de la réplication.
Elle assure la méthylation lors de I'état hémiméthylé de 'ADN, soit lorsqu’un seul des deux brins est
méthylé (Takeshita et al., 2011). Les DNMT3a et DNMT3b sont dites des DNMT de novo, car elles
induisent la synthése de nouveaux sites de méthylation de 'ADN (Moore et al., 2013). Malgré cette
terminologie qui divise les DNMT ayant un domaine catalytique en deux catégories, il existe des
preuves d’'un chevauchement dans les mécanismes fonctionnels de ces trois DNMT (Jin &

Robertson, 2013).

La meéthylation de 'ADN peut influencer I'expression des génes par deux mécanismes
distincts (Figure 5). L’hyperméthylation correspond a I'ajout de groupements méthyles au niveau des

sites CpG. Lorsque ce processus se déroule dans la région du promoteur, il bloque 'accés aux sites
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d’initiation de la transcription (TSS) de 'ADN empéchant ainsi la fixation des facteurs de transcription
et nuit a la synthése de ’TARNm (Jones, 2012). Le méme phénomeéne de répression de I'expression
des génes peut étre observé lorsque la méthylation se situe dans une région régulatrice du géne
(Dhar et al., 2021). Le mécanisme inverse, soit I’hypométhylation, correspond a une diminution du
niveau de méthylation. L’hypométhylation des TSS méne a une surexpression des génes visés. En
bref, le niveau de méthylation des séquences régulatrices et promotrices est inversement
proportionnel au niveau d’expression des génes (Tompkins et al., 2012). L’hypométhylation et
I'hyperméthylation dans le corps d'un géne entrainent I'effet inverse a ceux précédemment abordés
et le niveau de méthylation est positivement corrélé a I'expression du géne (Tompkins et al., 2012;
Yang etal., 2014). Les régions amplificatrices de ’ADN sont influencées par le niveau de méthylation,
ce qui méne a linactivation de ces régions (hyperméthylation) ou a la liaison des facteurs de
transcription (hypométhylation), et par enchainement permet linactivation ou I'activation de la
transcription (Kreibich et al., 2023). L'impact de la méthylation dépend donc de son niveau
(hyperméthylé ou hypométhylé), mais également de sa localisation dans 'ADN par rapport aux génes

impliqués (Dhar et al., 2021; Jones, 2012; Tompkins et al., 2012; Yang et al., 2014).
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Figure 5. Méthylation de 'ADN influengant la régulation de I'expression des génes

La méthylation de I’ADN (CHs), consiste en I'ajout d’'un groupement méthyle (CHs) au niveau des cytosines
précédées pas une guanine (CpG) (A). La méthylation de I'ADN régule positivement et négativement
I'expression des genes en fonction de la localisation du site méthylé par rapport au gene. L’hyperméthylation
localisée dans les régions régulatrices et promotrices, ainsi que '’hypométhylation du corps du géne, inhibe
I'expression génique, diminuant la quantité d’ARNm transcrit (B). A l'inverse, 'hypométhylation localisée dans
les régions régulatrices et promotrices, ainsi que I'hyperméthylation du corps du géne, amplifie I'expression
génique, augmentant la quantité d’ARNm transcrit (C) (Figure réalisée avec BioRender, 2023).

Ainsi, les sites CpG ont la capacité d’interagir avec les variants génétiques proches et
éloignés, ce qui est associé a une augmentation de la régulation des genes (Hawe et al., 2022). I

existe deux types d’interaction entre les variants génétiques et les sites CpG, soit les interactions en

41



cis (< a un million de paires de bases), et les interactions en trans (> a un million de paires de bases
ou situés sur deux chromosomes différents) (Villicafia & Bell, 2021). La méthylation de 'ADN a été
associée a de nombreuses maladies, notamment dans les mécanismes immuns de l'allergie et

'asthme (Durham et al., 2011; Larouche et al., 2018; Stefanowicz et al., 2012; Villicafia & Bell, 2021).

L'étude de la méthylation de 'ADN permet d’identifier, de documenter et de mieux
comprendre la nature moléculaire influengant la biologie cellulaire qui détermine le développement
des maladies a trait complexe. Cet aspect correspond a une portion importante de ces pathologies
que les facteurs génétiques ne peuvent pas expliquer. Ceci appuie le réle d’'une composante
environnementale dont l'influence pourrait étre expliquée, du moins en partie, par I'étude de la

méthylation de 'ADN (Hannon et al., 2018).

3.3 Revue des études de la méthylation de ’ADN associé a

I’asthme

L’étude de la méthylation de 'ADN dans I'asthme au niveau des différents types cellulaires
est nécessaire afin d’améliorer la compréhension de la maladie puisque ce mécanisme est spécifique
au type cellulaire (Hudon Thibeault & Laprise, 2019). Plusieurs études effectuées sur du sang
complet ou des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont permis d’identifier plusieurs
profils de méthylation différentielle sur des génes impliqués dans les fonctions immunes. L’utilisation
de sang complet ou de PBMC entraine des variabilités entourant les sites identifiés, ce qui peut étre
expliqué par I'hétérogénéité de I'échantillon sanguin qui regroupe des lymphocytes, des monocytes,
des neutrophiles, des éosinophiles et des basophiles (Adalsteinsson et al., 2012). De nombreuses
études ont permis d’identifier plusieurs sites de méthylation associés a des phénotypes des maladies
allergiques dont plusieurs de ces sites étaient localisés dans des génes associés a la fonction
immune et/ou respiratoire. Plusieurs de ces sites étaient localisés dans des génes impliqués dans
les mécanismes fonctionnels des éosinophiles. Le Tableau 3 présente plusieurs des études qui ont
été menées et qui ont soit été répliquées dans une sous-population de la cohorte familiale d’asthme

du SLSJ, soit été ajustées au décompte des éosinophiles ou qui ont été associées a I'éosinophilie.
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Tableau 3. Etudes des profils de méthylation associés a un phénotype de I'asthme et aux éosinophiles
# de site de | # de site de < )
Références, |Population a . o . # de. . méthylation | méthylation !Vletl'!ode d’analyse
yn Tissu prélevé | Phénotype participants ‘s ‘s impliquant les
PMID I'étude associé au associé aux A :
totaux . < . éosinophiles
phénotype éosinophiles
Comparaison avec
les 14 CpG identifiés
(Jiang et al., Latlpg— . Leucocytes fksthme chez 1136 195 12 dans Ie?ude de Xu et
2021) ameéricain I'enfant ses collegues en
2018 (C. J. Xu et al.,
2018)
. Tissus nasaux Analyse de
gl‘ ‘2’,‘82':')"‘ et | Coréen ot sang Atopie 108 13 556 24 144 l'éosinophilie
" complet tissulaire
(Recto et al Concentration Ajusté au décompte
" | Caucasien Sang complet | d’IgE sérique 4 932 490 25 Jus’e a omp
2023) ) des éosinophiles
dans l'asthme
(Liang et al Lymphocyte Concentration Réplication utilisant
2015)9 ? | Caucasien du sang d’IgE sérique 664 36 6 la cohorte familiale
périphérique dans I'asthme d’'asthme du SLSJ
Réplication utilisant
g?' ;b),l(;)et Caucasien Sang complet ﬁ;r:?g? chez 1548 14 14 la cohorte familiale
" d’asthme du SLSJ
Réplication utilisant
(a(I:- ‘;'o)z(f:)et Caucasien Sang complet ﬁes:]l;:;? chez 5802 21 21 la cohorte familiale
" d’asthme du SLSJ
Divers (PBMC,
leucocytes, Réplication utilisant
(zRoﬁgff etal, | pultiethnique* | sang du IA;E?;?]? chez 15434 179 148 la cohorte familiale
cordon d’asthme du SLSJ

ombilical, etc.)

* Méta-analyse impliquant diverses cohortes et divers prélévements

43



Récemment, Recto et ses collégues ont identifié plusieurs sites méthylés de maniere
différentielle qui étaient associés aux IgE. Les cinq principaux CpG étaient situés prés des génes
NDFIP2 (Nedd4 Family Interacting Protein 2), ZFPM1 (Zinc Finger Protein, FOG Family Member 1),
ACOTY7 (Acyl-CoA Thioesterase 7) et KSR1 (Kinase Suppressor of Ras 1). L’ensemble de ces génes
ont été associés a I'asthme ou a des fonctions immunitaires qui pourraient influencer la pathologie
au niveau des mécanismes de signalisation des lymphocytes T. L’étude a également identifié 25 sites
CpG ajustés au décompte des éosinophiles. De ce nombre, deux étaient proches du géne PRKDC
(Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit) (Recto et al., 2023). Ce géne code pour la sous-
unité catalytique de la protéine kinase dépendante de 'ADN (DNA-PK) qui joue un réle dans la
régulation de 'ADN du systéme immunitaire innée médié par les infections virales. Il a été démontré
sur des modéles murins que I'inhibition de cette protéine permet de bloquer les mécanismes immuns

impliqués dans I'asthme (Ghonim et al., 2015).

Une étude effectuée par Jiang et ses collegues a permis d’associer un site CpG, proche du
géne Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase ID (CAMK1D), au phénotype de l'asthme
infantile. Ce géne avait été associé a la régulation de la fonction des granulocytes ainsi qu'a la MPOC
(Jiang et al., 2021). Une étude de Won Kim et ses collegues a également permis d’associer ce géne
a une méthylation accrue ainsi qu’a une éosinophilie tissulaire lors de l'inflammation allergique (K.

W. Kim et al., 2021).

Une étude effectuée par Liang et ses collégues a également permis d’identifier des sites CpG
différemment méthylés et ayant une association avec la concentration d’IgE. A I'aide d’une étude
d’association épigénomique, ils ont constaté des niveaux de méthylation moins élevés chez les
individus ayant des concentrations élevées d’IgE. lls ont identifié plusieurs sites de méthylation
localisés dans des génes codants pour des protéines spécifiques aux fonctions et/ou aux produits
des éosinophiles (ILSRA, CCR3, IL1RL1, PGR2, PGR3 et GATA1). Cette étude a permis d’appuyer
le role des lymphocytes T et B dans la régulation des IgE, ainsi que celui des éosinophiles. Les
niveaux de méthylation des sites CpG associés aux IgE étaient plus bas dans les éosinophiles que

dans les autres types de cellules immunitaires (Liang et al., 2015).
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Xu et ses collegues ont effectué deux études d’association épigénétique a I'échelle du
génome, faites respectivement en 2018 et 2021, sur les profils de méthylation de I'asthme infantile
et de l'allergie infantile. Les résultats obtenus durant la premiére étude ont permis d’associer 14 sites
CpG au phénotype. Les niveaux de méthylation dans les éosinophiles isolés des individus
asthmatiques étaient inférieurs par rapport a ceux des individus non asthmatiques, soutenant ainsi
les observations faites par Liang et ses collégues (C. J. Xu et al., 2018). La seconde étude a permis
d’identifier 21 sites CpG differemment méthylés et associés a l'allergie, cette maladie étant définie
par 'un des phénotypes suivants : 'asthme, la rhinite et/ou 'eczéma. Les 21 sites CpG ont été
répliqués dans des échantillons d’éosinophiles isolés de 24 participants de la cohorte familiale
d’asthme du SLSJ. Les sites de méthylation cg11699125, associé a I'asthme infantile (C. J. Xu et al.,
2021), et cg21220721, associé a la concentration d’'IgE sérique dans I'asthme (Recto et al., 2023),
sont tous deux localisés dans le géne ACOT7 et avaient déja été associés a la sensibilisation
allergique durant I'adolescence (H. Zhang et al., 2019). Reese et ses collegues ont également
identifié des sites de méthylation associés a I'asthme durant 'enfance, dont les deux sites abordés
précédemment (cg11699125 et cg21220721) ainsi que plusieurs autres localisés dans des génes
impliqués dans les mécanismes immunitaires des éosinophiles (EPX, IL-6RA, PRG2, etc.) (Reese et

al., 2019).

Plusieurs des études abordées précédemment ont répliqué leurs résultats en utilisant des
données provenant d’'individus de la cohorte familiale d’asthme du SLSJ, qui sera la cohorte étudiée
dans la présente étude (Liang et al., 2015; Reese et al., 2019; C. J. Xu et al., 2021; C. J. Xu et al.,
2018). Ces multiples recherches soutiennent le rle de la méthylation de 'ADN dans le phénotype et
le développement de I'asthme. Ces marqueurs épigénétiques ont un potentiel en tant que nouvelles

cibles thérapeutiques qui pourraient agir en régulant 'expression des génes.
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4.2 Résumé

L'asthme est causé par des facteurs environnementaux, génétiques et épigénétiques. Les
éosinophiles sont des cellules pro-inflammatoires qui contribuent a l'inflammation asthmatique.
Quelques études ont identifié des profils de méthylation des éosinophiles dans I'asthme en utilisant
des puces de méthylation. Dans cette étude, nous avons déterminé le profil de méthylome des
éosinophiles dans I'asthme en utilisant une approche de séquencage chez un grand nombre
d'individus asthmatiques. Une étude d'association épigénomique (EWAS) a été réalisée sur 183
échantillons d'éosinophiles provenant de la cohorte familiale d'asthme de Saguenay—-Lac-Saint-Jean
en utilisant un panneau de séquengage personnalisé ciblant les régions régulatrices immunitaires (4
609 564 sites CpG). Pour les analyses des loci de traits quantitatifs de méthylation (mQTL), les
génotypes utilisés provenaient des puces lllumina 610Quad BeadChips et de I'étape d'imputation
ultérieure (7 829 429 variantes génétiques). Pour les analyses de loci de traits quantitatifs
d'expression (eQTL), les données d'expression des génes ont été obtenues par séquencage RNA

(17 513 genes). Deux sites CpG, dans MAEA et SLC9A2, ont montré des associations significatives,
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et cing sites CpG ont montré des associations suggestives avec le phénotype asthmatique. Les
génes proximaux des deux CpG significatifs ont des fonctions liées aux réponses immunitaires. lls
étaient également associés a 229 variants dans les ciss-mQTL et 30 variants dans les trans-mQTL.
Les analyses de loci de traits quantitatifs d'expression (eQTL) ont identifié trois cis-eQTL et 714 trans-
eQTL pour respectivement deux et 55 génes exprimés. En intégrant les analyses de mQTL et eQTL
avec les sites de méthylation de I'ADN identifiés par 'lEWAS dans une population asthmatique, nous
avons identifié deux sites CpG significatifs et trois des cing CpG suggestifs, indiquant des génes
potentiellement impliqués dans l'asthme. De plus, plusieurs mécanismes génétiques ont été
présentés pour expliquer ces associations, mettant en évidence le réle possible du site CpG Chr1:6
267 177 et des génes associés a travers l'analyse des QTL (ELN, LIMK1 et GNAQ) dans I'asthme a

travers les fonctions des éosinophiles.

Mots clés : Asthme, méthylation de I'ADN, éosinophile, étude d'association a I'échelle du génome

épigénétique, loci de traits quantitatifs de méthylation, séquencage ciblé au bisulfite.

4.3 Abstract

Asthma is caused by environmental, genetic, and epigenetic factors. Eosinophils are pro-
inflammatory cells that contribute to asthmatic inflammation. A few studies have identified eosinophil
methylation profiles in asthma using methylation microarrays. In this study, we determined the
eosinophil methylome profile in asthma using a sequencing approach in a large number of asthmatic
individuals. An epigenome-wide association study (EWAS) was performed on 183 eosinophil samples
from the Saguenay-Lac-Saint-Jean asthma family cohort using a custom sequencing panel targeting
immune regulatory regions (4,609,564 CpG sites). For methylation quantitative trait loci (mQTL)
analyses, genotypes used were from lllumina 610Quad BeadChips and subsequent imputation step
(7,829,429 genetic variants). For expression quantitative trait loci (eQTL) analyses, gene count
expression used were obtained from RNA sequencing (17,513 genes). Two CpG sites, in MAEA and
SLCY9A2, showed significant, and five CpG sites showed suggestive associations with the asthma

phenotype. Proximal genes of the two significant CpGs have functions linked to immune responses.
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They were also associated with 229 variants in cis-mQTL and 30 variants in frans-mQTL. Expression

quantitative trait loci (eQTL) analyses identified three cis-eQTLs and 714 trans-eQTLs associations

for respectively two and 55 expressed genes. By integrating mQTL and eQTL analyses with DNA

methylation sites identified through EWAS in an asthma population, we identified two significant CpG

sites and three of the five suggestive CpGs pointing to potential genes involved in asthma. Moreover,

several genetic mechanisms were presented to explain these associations, highlighting the possible

role of CpG site Chr1:6,267,177 and the genes associated through QTL analysis (ELN, LIMK1 and

GNAQ) in asthma through eosinophil functions.

Keywords: Asthma, DNA methylation, Eosinophil, Epigenome-wide association study, Methylation

quantitative trait loci, Targeted bisulfite sequencing.

4.4 Abbreviations

ABCA11P: ATP Binding Cassette Subfamily A Member 11
AJAP1: adherens junctions associated protein 1

AUTS?2: activator of transcription and developmental regulator AUTS2
BMPR2: bone morphogenetic protein receptor type 2
CCDC148: coiled-coil domain containing 148

COL22A1: collagen type XXII Alpha 1 chain

CNTNS: contactin 5

COPD: chronic obstructive pulmonary disease

CpG: cytosine-phosphate-guanine

CRIM1-DT: CRIM1 divergent transcript

DLGAP4: DLG associated protein 4

DUSP1: dual specificity phosphatase 1

EFNAS: ephrin A5

ELN: elastin
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eQTL: expression quantitative trait locus

ERGIC1: endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment 1
EWAS: Epigenome-wide association study

FDR: false discovery rate

FEV1: forced expiratory volume in 1 sec

FGFRL1: fibroblast growth factor receptor like 1

FVC: forced vital capacity

Gagq: alpha Q subunit of the G protein

GATA3: GATA binding protein 3

GNAQ: G protein subunit Alpha Q

GRIK3: glutamate ionotropic receptor kainate type subunit 3

HEY1: Hes related family BHLH transcription factor with YRPW motif 1

HS6ST3: heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 3

IgE: immunoglobulin E

IL: interleukin

INTSS5: integrator complex subunit 5

JNK: c-Jun N-terminal kinases

LIMK17: LIM Domain Kinase 1

LINC: long intergenic non-protein coding RNA

LINGO2: leucine rich repeat and Ig domain containing 2
MAEA: macrophage erythroblast attacher, E3 ubiquitin ligase
MCPIP1: monocyte chemotactic protein—induced protein 1
MEPCE: methylphosphate capping enzyme

MFSD9: major facilitator superfamily domain containing 9
MOBP: myelin associated oligodendrocyte basic protein
mQTL: methylation quantitative trait locus

NBAS: NBAS subunit of NRZ tethering complex

NF- kB: transcription nuclear factor-kB
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NHEZ2: sodium-exchanger 2 protein

NPHP4: nephrocystin 4

ORA4ET1: olfactory receptor family 4 subfamily E member 1
PDIAG6: protein disulfide isomerase family A member 6
PTPRC: protein tyrosine phosphatase receptor type C
RNF207: ring finger protein 207

RNF212: ring finger protein 212

RPS21: ribosomal protein S21

SLC35B3: solute carrier family 35 member B3

SLC7AT: solute carrier family 7 member 1

SLC9A2: solute carrier family 9 member A2

SMC2: structural maintenance of chromosomes 2
STK10: serine/threonine kinase 10

TMED11P: transmembrane P24 trafficking protein 11
TMEM182: transmembrane protein 182

TNFRSF25: tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12
UBL3: ubiquitin like 3

VWC2: Von Willebrand factor C domain containing 2
Whnt: Wingless/Integrated

ZC3H12A: zinc finger CCCH-type containing 12A
ZCWPW1: zinc finger CW-type and PWWP domain containing 1
ZNF141: zinc finger protein 141

ZNF721: zinc finger protein 721

ZPLD1: zona pellucida like domain containing 1
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4.5 Introduction

Asthma is a chronic respiratory disease caused by the interaction of genetic and
environmental factors and is mediated by several processes, including epigenetics’. Asthma affects
more than 300 million people worldwide, and its prevalence has increased in recent decades. In 2019,
the World Health Organization estimated approximately 455,000 asthma-related deaths worldwide?2.
The clinical manifestations of asthma include bronchial hyperresponsiveness, excessive mucus
production, bronchoconstriction, inflammation, and airway remodeling®4. During the inflammatory
process, several immune cells, including mastocytes, lymphocytes, dendritic cells, neutrophils, and

eosinophils, are mobilized and interact via the production of inflammatory mediators>®.

Eosinophils are leukocytes required for type 2 (Tn2) immune responses during asthmatic
inflammation®. Their number is higher in asthmatic peripheral blood and bronchoalveolar lavage fluid
than in healthy individuals*. Eosinophils are activated by interleukin (IL)-5 secreted by Tx2 cells. Once
activated, they release cytotoxic granule proteins, such as major basic protein , eosinophil peroxidase
, eosinophil cationic protein, and eosinophil-derived neurotoxin, which can lead to continued damage
to lung cells during chronic airway inflammation®. They also release T2 cytokines like IL-4, IL-5, IL-
9, IL-13, and IL-25, as well as, acute pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-alpha,
IL-1B, IL-6, and IL-87. These molecules alter lung functions and exacerbate asthma severity®.
Therefore, it is necessary to have a better assessment of the mechanisms and functions of
eosinophils that influence asthma development. Estimates of asthma heritability are variable, ranging
from 50 to 90% °'2. Given the known significant influence of environmental factors on asthma
manifestation, investigating the epigenetic mechanisms is a promising avenue to understand asthma

pathogenesis.

Methylation is the most studied epigenetic mechanism that plays a central role in the
regulation of gene expression. It involves the transfer of a methyl group onto the C5 position of a
cytosine pyrimidine, usually followed by a guanine; this is called a cytosine-phosphate-guanine (CpG)
site3-15, Few studies have assessed whether methylation is altered in the eosinophils of patients with

asthma'®-20, These studies used microarray data from the same 24 eosinophil samples from the
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Saguenay—Lac-Saint-Jean (SLSJ) asthma family cohort to validate results previously obtained from
blood samples. Liang et al. identified 36 CpGs associated with serum immunoglobulin E (IgE) levels.
Those were mostly located in genes encoding proteins characteristic of eosinophils'?, highlighting the
importance of eosinophils in driving epigenetic signals in whole blood and leading to their validation
in eosinophil samples. Similar findings were observed in four other studies investigating the
associated CpGs, and all or a large proportion of them were validated in eosinophil samples6:18-20,
Only one study included sequencing data from eosinophil samples and focused on a specific region

in the 17q12-21 locus?'.

Previous studies on the methylome of eosinophils have targeted a limited number of CpG
sites using microarray technology in a limited number of samples. Almost all significant associations
found in whole blood samples were driven by eosinophils. Moreover, these validation studies focused
only on CpGs identified in whole blood. A more complete methylome analysis is required to better
understand the role of eosinophils in asthma. This study established the methylome of eosinophils
using a large number of asthmatic and non-asthmatic individuals and a custom sequencing panel
targeting immune regions across the whole genome. Genomic and transcriptomic data from the same

samples were used to understand the genetic mechanisms underlying the identified associations.
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4.6 Methods

Study Cohort

The SLSJ asthma family cohort consists of a founder effect French-Canadian population. A
complete description of the recruitment and clinical evaluation that began in 1997 is detailed by
Laprise et al?3. The cohort consisted of 1,394 individuals distributed across 271 multigenerational
families from the SLSJ region (Québec, Canada). Families were included in the study based on
probands identified as having allergic asthma. The overall and respiratory health of the participants
were assessed using a standardized questionnaire and pulmonary function tests in line with the
American Thoracic Society guidelines?*. Asthma phenotype was defined as a present or past
documented clinical history of asthma. From the SLSJ asthma cohort, 209 individuals were recruited
for a new sampling to perform eosinophil isolation from whole blood. Among these, methylation and
genotypic information were available for 183 individuals distributed in 73 families, and expression
data were available for 139 of them (Table 4)%5. Figure 6 presents the complete analyses design of
the study. The Centre intégré universitaire de santé et de services sociaux du SLSJ ethics committee
approved the study (project #0002-001 and #2015-035) and all individuals provided informed

consent.
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Asthma

SLSJ cohort Isolated eosi n= 121
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271 families families No asthma
n= 62
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p Cis-mQTL
2 significant CpGs 23??:;‘:::“";?3‘5
5 suggestive CpGs 617 genetic variants \ eQTL
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Figure 6. Overview of the statistical analyses of the study and their results. a) An epigenome-wide
association study (EWAS) was first performed using a targeted sequencing panel to identify
associated cytosine-phosphate-guanine (CpG). b) Methylation quantitative trait loci (mQTL) between
those CpG and genotypes from microarray and imputation data was then perform to assess genetic
variants influencing methylation levels of identified sites. c¢) Using expression counts from RNA
sequencing for the proximal genes identified in EWAS and mQTL analyses as well as genotypes of
the genetic variants identified in mQTL analysis, expression quantitative trait loci (eQTL) were
performed to study genetic variants influence on gene expression count of proximal genes. d) Finally,
correlation analysis between methylation levels of associated CpGs and gene expression counts of

proximal genes were performed.
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Table 4. Phenotypic characteristics of individuals with methylation and gene expression data from eosinophil samples

DNA methylation Gene expression
All All
participants As_thma No af.thma participants Ast_hma No afthma
(n =183) (n=121) (n=62) (n =139) (n=91) (n=48)

M:F ratio 1:1.01 1:1.2 1:0.72 1:1.01 1:1.17 1:0.78
Age, mean (range) 48 (18-81) 45 (18-79) 55 (24-81) 46 (18-81) 42 (18-71) 53 (24-81)
Age, median 50 43 59 47 36 59
Asthma, n (%)? 121 (66) 121 (100) 0 (0) 91 (65) 91 (100) 0 (0)
Allergy, n (%)° 158 (86) 112 (93) 46 (74) 120 (86) 83 (91) 37 (77)
FEV4, mean (SD)¢ 93.4 (18.6) 88.9 (18.4) 102.5 (15.6) 93.2 (19.2) 88.5 (19.0) 102.5 (16.3)
PC2, mean (SD)° 6.7 (6.1) 3.4 (5.7) 24.5 (2.9) 6.8 (5.6) 3.5(5.1) 24.1 (3.0)
IgE, ug/L, mean (SD)° 143 (4.7) 201 (4.8) 74 (3.6) 160 (4.8) 223 (4.9) 86 (3.6)
Smoking Status

No-smoker, n(%) 90 (49) 65 (54) 25 (40) 73 (52) 52 (57) 21 (44)

Smoker, n(%) 16 (9) 10 (8) 6 (10) 15 (11) 10 (11) 5 (10)

Ex-smoker, n(%) 77 (42) 46 (38) 31 (50) 51 (37) 29 (32) 22 (46)
Total cells count (10x9 cells/L)

Eosinophils, mean (SD) 0.24 (0.24) 0.28 (0.26) 0.10 (0.07) 0.26 (0.25) 0.30 (0.27) 0.13 (0.05)

Lymphocytes, mean (SD) 1.89 (0.48) 1.95 (0.50) 1.72 (0.42) 1.87 (0.37) 1.87 (0.41) 1.88 (0.28)

Monocytes, mean (SD) 0.51 (0.20) 0.54 (0.20) 0.42 (0.16) 0.54 (0.19) 0.56 (0.21) 0.48 (0.13)

Neutrophils, mean (SD) 3.71 (0.93) 3.72 (0.96) 3.68 (0.95) 3.63 (0.90) 3.62 (1.00) 3.68 (0.61)

Basophils, mean (SD) 0.005 (0.022)  0.007 (0.026) 0 (0) 0.006 (0.023) 0.008 (0.028) 0 (0)

Percentages were calculated considering the total available data for each characteristic only (excluding missing values). @2Present or past documented clinical history
of asthma. PDefined as at least one positive response on skin prick testing (wheal diameter = 3 mm of negative control at 10 min). ‘Geometric mean and standard
deviation (SD) calculated for immunoglobulin (Ig)E and provocative concentration for a 20% decrease in forced expiratory volume in 1 sec (FEV1) (PC20).
Abbreviations: F, female; M, male; FVC, forced vital capacity.
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Isolation of eosinophils and extraction of DNA and RNA samples

Eosinophils were isolated from 200 mL of blood samples from 209 individuals as previously
described?6:27, For a complete description of the methods used in this study, refer to Madore et al.
20202, Briefly, the method used was a combination of density gradient and negative selection with
anti-CD16 microbeads and, in some cases, anti-CD3 and anti-CD19 microbeads (if > 10%
contamination with monocytes; Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). A proportion of cells (1.00E-06)
was snap-frozen until DNA extraction, and the same quantity was suspended in TRIzol for RNA
extraction. According to the manufacturer's instructions, DNA and RNA were extracted from
eosinophils using the DNeasy Blood & Tissue Kit and RNeasy Mini Kit (Qiagen, Toronto, ON,

Canada).

Determination of DNA methylation levels

Methylation levels were measured using a custom methyl capture panel that targets the
regulatory regions of immune cells282°. The panel covered 4,609,564 CpGs in 822,884 regions which
corresponds to 119,089,296 bp sequenced?®. A complete description of the sequencing procedure
has been published by Madore et al. 20202'. Sequencing was performed on an lllumina HiSeq 4000

System (lllumina, San Diego, CA, USA), using 100 bp paired-end sequencing.

Targeted bisulfite sequencing reads were aligned to the human genome reference hg19 using
the Epigenetics Pipeline available from the DRAGEN Bio-IT Platform (Edico Genomics/lllumina, San
Diego, CA, USA)?'. CpGs that overlapped with genetic variants (from dbSNP 151), the DAC
Blacklisted Regions, or Duke Excluded Regions (from the ENCODE project) were excluded. CpGs
with less than five reads as well as those located out of the regions targeted by the custom panel
(regions + 100 bp) were also removed. Only samples with over 1.5 M CpGs, as well as CpGs with
data for more than 120 of these samples, were retained for analysis. After filtering and considering
the buffer zone of + 100 bp around each targeted region, data from 183 eosinophil samples and
4,625,332 CpGs were retained. Methylation levels were calculated by dividing the total number of

non-converted C reads (both forward and reverse) by the total number of reads (in both directions).
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Determination of gene expression counts

RNA sequencing was performed at McGill University and the Génome Québec Innovation
Centre, as described by Madore et al?'. A 100 bp paired-end sequencing was performed on an
lllumina HiSeq 2000 System (lllumina, San Diego, CA, USA). The reads were aligned to the human
genome reference hg19. UCSC gene counts were obtained using HTSeq-count (v.0.6.1)%°. Genes
with ten or more counts considering all samples were retained for analysis. After quality control

filtering, transcriptomic data were obtained for 139 eosinophil samples and 17,513 genes.

Genetic data

Genotype data of all 183 individuals with eosinophil samples was obtained using the lllumina
610K Quad array (lllumina, San Diego, CA, USA)23. They also fulfilled the following quality criteria for
inclusion in genotype imputation: minor allele frequency = 1%, p-value for Hardy-Weinberg
equilibrium = 1E-05, and genotype and individual call rates = 95%. Pre-phasing was performed with
Shapeit2 Software using the duoHMM method, which considers pedigree information in haplotype
estimation3'. Imputation was then performed using Impute2 Software32, with the 1,000 Genome
Project3® and the UK10K databases as reference samples. Only the imputed data that met the same
quality criteria as the microarray genotypes and had a quality score for imputation of 90% were

included in the analyses. After filtering, 7,829,429 genetic variants were included.

Epigenome-wide association study

The association between methylation levels and asthma was assessed using a linear mixed-
effects model with the Kenward-Roger method for degrees of freedom approximation3. Arcsine
square root-transformed methylation levels were used as the dependent variable, and asthma as the
independent variable. The fixed effects included age at sampling, sex, smoking status (ever or never
smoker), and five surrogate variables to consider unknown confounding factors. Families were used
as random variables. These analyses were conducted using R (v4.2.1) and the R package LmerTest
(v3.1.3)%%. QQ-plot and Manhattan plots were created using the R package ggman (v0.1.9)3%. The

threshold for genome-wide significance was set to P < 5E-08 and the suggestive threshold to P < 1E-
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06. Violin plots were generated using the R package ggplot2 (v3.5.0)% for significant CpG sites to

present the methylation level distribution of asthmatic and control individuals in the study cohort.

Methylation quantitative trait locus analysis

To determine whether genetic variants influence methylation levels, methylation quantitative
trait locus (mQTL) analysis was conducted to determine the associations between CpGs associated
with asthma and genetic variants in eosinophils. The mQTL analyses were performed using the
MatrixEQTL package (v2.3) in R%” with the same covariates as for the epigenome-wide association
study (EWAS). Both cis- (< 1.00E06 bp) and trans-effects (= 1.00E06 bp) were considered using the
false discovery rate (FDR) threshold (FDR < 0.05). Violin plots were generated using the R package
ggplot23 to visualize the distribution of methylation levels by genotypes of associated genetic
variants. Those figures were made for significant mQTLs that includes genetic variants already

reported in the literature for their link with asthma or allergic diseases.

Expression quantitative trait locus analysis

To determine whether genetic variants identified during mQTL influence expression levels of
proximal genes identified in EWAS (nearest upstream and downstream genes of associated CpGs)
and mQTL analyses (nearest genes of associated genetic variants), expression quantitative trait
locus (eQTL) analysis was conducted. The eQTL analyses were performed using the same package,
covariates, distances, and FDR threshold as the mQTL previously described. Gene expression

counts were normalized to library size and log2-transformed using the DESeq2 package (v1.44.0)*.

Correlation analysis between methylation levels and expression counts

The association between methylation of asthma-associated CpGs and gene expression data
from eosinophil samples were evaluated to determine whether differentially methylated CpGs
influence the expression of the proximal genes identified in EWAS and mQTL analyses. Gene
expression counts were normalized to library size and log2-transformed using the DESeq2
package*3, whereas methylation levels were subjected to an arcsine square root transformation. The
correlation between gene expression counts and methylation levels was evaluated using Pearson’s

correlation and a negative binomial model considering the same covariates as for EWAS#4. The
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criteria to screen out the significant correlations were defined as the absolute value of correlation
coefficient (r) > 0.3 and FDR < 0.05. The relationship between each CpG-gene pair was independently

evaluated.

Gene annotation and pathway enrichment analysis

The genetic functions of all proximal genes identified from EWAS, cis-mQTL, and trans-mQTL
results were classified using the Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER
17.0) classification system*5, GeneCards* and g:Profiler—interoperable web service for functional
enrichment analysis and a gene identifier mapping classification system+’. The gene ontology (GO)
enrichment analysis and the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway
enrichment analysis were performed using g:Profiler. The significant GO terms classified in the three
categories named biological process (BP), cellular component (CC), and molecular function (MF),

were determined using multiple testing correction based on the false discovery rate (FDR < 0.05)48.

4.7 Results

Association between methylation and asthma

The purpose of this study was to identify the methylome profile of eosinophils associated with
asthma and describe the potential genetic mechanisms behind those associations using the samples
from the SLSJ asthma family cohort. Through the EWAS, we found a significant association (P < 5E-
08) between asthma and two CpGs. Moreover, five CpGs with P-values between 1E-06 and the
genome-wide cut-off showed suggestive association (Table 5, Figure 7). Proximal genes on both
sides of each CpG were identified, and these genes' functions and biological pathways were
identified. Significant CpG sites were both localized in a gene’s body. The first significant CpG
(Chr4:1,320,665) was in the gene macrophage erythroblast attacher, E3 Ubiquitin Ligase (MAEA),
and the second (Chr2:103,279,574) was in the solute carrier family 9 member A2 (SLC9A2). The
distribution of methylation levels for these two CpG sites according to the asthma phenotype is shown

in Figure 8. The methylation levels for the CpG on Chr4:1,320,665 were higher in asthmatic
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individuals than in controls, and methylation levels for the CpG on Chr2:103,279,574 were lower in
asthmatic individuals than in controls. Three of the five CpG sites with suggestive associations were
located in the gene bodies of glutamate ionotropic receptor kainate type subunit 3 (GRIK3), ring finger
protein 207 (RNF207), and methylphosphate capping enzyme (MEPCE). The other two suggestive
CpGs were localized in intergenic regions, with the closest genes being JRKL antisense RNA 1
(JRKL-AS1) and olfactory receptor family 4 subfamily E member 1 (OR4E1). The CpGs were
respectively at 897,344 bp and 251,477 bp from the 5’ end of these genes. Considering both upstream
and downstream nearest genes of each CpG (n=14), six genes (MAEA, SLCI9A2, GRIK3, ZC3H12A,
ZCWPW1, and CNTNb) were associated with the immune response (Figure 9a, see Table 5 for a

complete list of proximal genes).

10 MAEA
GRIK3 3?9'42 /
Ve . MEPCE JRKL-AST  OR4ET
= —RNF207 / N4 I'd
2 6 N ; —
g) |~ ; . .
_I 4 ‘ . S
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Chromosome

Figure 7. Manhattan Plot illustrating results from the epigenome-wide association study of
eosinophils for asthma phenotype. Points represent —log10 p values (y axis) for methylation sites
according to their genomic location (x axis). The red horizontal line illustrates the genome-wide
threshold (p<5E-08) and the blue line the suggestive threshold (p<1E-06). Proximal genes of the two

significant CpGs were indicated.
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Table 5. Results of the epigenome-wide association study with asthma

CpG?® Locus®  Flanking genes® Location Coeff SE P value Function category*
Chr1:37,499,363  1p34.3  GRIK3 — ZC3H12A Gene body  -0.118 0.021 128E-07  'mmune "::s:o’:;‘;‘ Immune
Chr1:6,267,177  1p36.31  [NF207-RNF207- o obody 0105  0.020  7.79E-07 1ransmembrane protein — RNA
AS1 gene
Chr2:103,279,574  2q12.1 SLC9A2 — MFSD9 Genebody  -0.089 0.015  2.74E-08 Immune response —
Transmembrane protein
Chr4:1,320,665  4p16.3 MAEA — UVSSA Gene body  0.222 0.036  669E-09  'mmune ’et:r‘]’é’igze — [Pt
Chi7:100,027,356  7q22.1 ~ MEPCE-ZCWPW1  Genebody ~ -0.048 0009  9.33g7 '\orvousand behavior function
— Immune response
Chr11:97,073,789 11921 JRKL-AS1 - CNTN5 Intergenic -0.218 0.042 8.08E-07 RNA gene — Immune response
Chr14:22,393,510 14q11.2  OR4E1— TRD-AS1 Intergenic ~ -0.202 0.038  4.60E-07 Other — RNA gene

aCpG sites shown are those with a significant p-value (in bold) and suggestive p-value for the EWAS analyses in eosinophils; °CpG position and locus on genome
according to the human genome reference 19 (hg19); °Genes in which the CpG is located in or nearest (gene with nearest transcription start site in bold) to according
to the UCSC Genomes browser (hg19); 9 Functionnal category was classified into functions (function category for the gene with the nearest transcription start site in
bold) with the use of the Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER 17.0) classification system, GeneCards and g:Profiler—interoperable web
service for functional enrichment analysis and gene identifier mapping classification system. Abbreviations: CpG = cytosine-phosphate-guanine; SE = Standard error.
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Figure 8. Violin plots showing methylation levels for asthmatic and non asthmatics individuals for

genome-wide significant CpGs. Methylation levels are presented as arcsin square root transformed

values and individuals are color-coded as follows: blue = controls; green = asthmatics.

Association between methylation levels and genetic variants

In the context of ¢cis-mQTL, the two significant CpGs were associated with genetic variants
(FDR < 0.05; Table 6). CpG located on Chr2:103,279,574 was associated with 115 variants near the
transmembrane protein 182 (TMEM182) gene. The CpG located on Chr4:1,320,665 was associated
with 114 genetic variants located within or near six genes (ATP binding cassette subfamily A member
11 (ABCA11P), fibroblast growth factor receptor like 1 (FGFRL1), ring finger protein 212 (RNF212),
transmembrane p24 trafficking protein 11 (TMED11P), zinc finger protein 141 (ZNF141), and zinc
finger protein 721 (ZNF721)). One suggestive CpG, located at Chr1:6,267,177, was associated with
nine genetic variants within or near three genes (adherens junctions associated protein 1 (AJAP1),
nephrocystin 4 (NPHP4), and tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12 (TNFRSF25)).
Among these ten proximal genes, one was classified in the immune response category (TNFRSF25;
Table 6 and Figure 9b). None of these genetic variants were already associated with eosinophil

functions, asthma or immune response.
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Table 6. Cis- methylation quantitative trait loci (cis-mQTL) information on variants associated to a significant or suggestive CpG in eosinophil

Most significant variant association with CpG®

Number
CpG?* Locus® = Variant ID HGVS ID Beta FDR Variant's nearest Function
variants gened category®
495,649 bp from Homeostasis and
4 rs79061450 g.5348243T>C  1.01E-01  3.64E-02 AJAP1 3 end metabolism
Chr1:6,267,177  1p36.31 367,186 bp from Lo
4 rs2071958 g.5555684C>T -7.41E-02 4.40E-02 NPHP4 3' end Protein binding
1 rs3138157 g.6521170T>A  -2.29E-01  4.23E-02 TNFRSF25 Immune response
. g.104032744_ ) ) 598,605 pb from Transmembrane
Chr2:103,279,574 2q12.1 115 rs747423246 104032755d6] 9.08E-02 3.64E-02 TMEM182 3’ end protein
22 rs7676105 g.418924T>C 1.33E-01  3.64E-02 ABCA11P Pseudogene
15,531 pb from
2 rs200072756  g.1036218del 3.64E-01  3.91E-02 FGFRL1 3’ end Other
3 rs79329953 ¢.1081419G>A  3.64E-01  3.91E-02 RNF212 Homeostasis and
metabolism
16,550 pb from Homeostasis and
1 rs201953581  g.1048717del 3.64E-01  3.91E-02 RNF212 3" end metabolism
Chra:1,320,665  4p16.3 1 (s12506595 g.1119404G>A  3.65E-01  3.91E-02 TMED11P Other
13,251 pb from
1 rs75307101  g.1130203T>A  3.65E-01  3.91E-02 TMED11P 5 end Other
49 rs3037726 g.365332_ 1.41E-01 1.56E-02 ZNF141 DNA binding
. 11,229 pb from -
12 rs4690176 365333insTG 1.46E-01 1.56E-02 ZNF141 3’ end DNA binding
23 rs57797921  g.388989T>C 1.33E-01  3.64E-02 ZNF721 DNA binding

aCpG sites shown are those with a significant p-value (in bold) or suggestive p-value for the EWAS analyses in eosinophils; "CpG position and locus on genome according to the human
genome reference 19 (hg19); °Genetic variant and association values for the mQTL result with best p-value for each CpG and classified by nearest gene; ‘Gene in which the variant is
located in or nearest to according to the UCSC Genomes browser (hg19). For variant which are intergenic, the distance from the nearest gene is indicated with the gene direction;
°Function category was determined using the Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER 17.0) classification system, GeneCards and g:Profiler—interoperable web
service for functional enrichment analysis and gene identifier mapping classification system.
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In the context of trans-mQTL, the two significant CpGs located on Chr2:103,279,574 and
Chr4:1,320,665 were associated with seven and 23 genetic variants, respectively, within or near six
genes (dual specificity phosphatase 1 (DUSP1T), long intergenic non-protein coding RNA (LINC) 656
(LINC00656), LINC00862, activator of transcription and developmental regulator AUTS2 (AUTS?2),
endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment 1 (ERGIC1) and CRIM1 divergent transcript
(CRIM1-DT)) and nine genes (uncharacterized LOC285889 (LOC285889), Von Willebrand factor C
domain containing 2 (VWC2), serine/threonine kinase 10 (STK70), myelin associated
oligodendrocyte basic protein (MOBP), solute carrier family 7 member 1 (SLC7A1), ubiquitin like 3
(UBL3), zona pellucida like domain containing 1 (ZPLD1), structural maintenance of chromosomes 2
(SMC2) and LINC02120). Three suggestive CpGs were associated with genetic variants in frans-
mQTL analyses. The CpGs on Chr1:37,499,363 and Chr1:6,267,177 were associated with one and
three genetic variants in one gene (heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 3 (HS6ST3)) and two genes
(elastin (ELN) and LIM domain kinase 1 (LIMK1)), respectively. CpG located on Chr7:100,027,356
was associated with 583 genetic variants within or near 217 different genes (see Table 9 for the
complete list). Based on gene functions, 45 of the 236 genes were associated with immune functions
alone, seven were associated with respiratory functions alone, and 23 were associated with both
(Figure 9c). Enrichment analyses of GO classification using genes identified in trans-mQTL shown
significant enrichment for those top-ranked biological processes terms: “multicellular organism

development”, “regulation of signaling”, “system development” and “regulation of cell communication”.

The significantly enriched cellular component terms were “cell junction”, “neuron to neuron synapse”,

“adherents’ junction”, “postsynaptic specialization”, “postsynaptic density” and “catenin complex”

(Figure 11).
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Figure 9. Function categories for proximal genes of a) significant and suggestive CpGs from the
epigenome-wide association study#4, b) genetic variants in significant cis-methylation quantitative trait
loci (cis-mQTL) analysis, and c) genetic variants in significant frans-mQTL. Genes were classified
into functions based on the Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER 17.0)
classification system, GeneCards and g:Profiler—interoperable web service for functional enrichment

analysis and gene identifier mapping classification system.

Among the genetic variants identified through the trans-mQTL analysis, six were associated
with immune response, respiratory functions, asthma, or atopy according to the GWAS Catalog*® and
PubMed databases (research terms: rs ID, asthma, allergy, atopic, inflammation, immunity,
eosinophil, and methylation). The methylation levels of CpG according to the genotypes of these
genetic variants are shown using violin plots (Figure 10). Two of the six genetic variants, namely,
rs34208922 and rs1091812, were associated with the CpG on Chr1:6,267,177. For these significant
mQTLs, methylation levels were lower in individuals with the heterozygous or homozygous genotype
for the major allele than in individuals with the homozygous genotype for the minor allele. The last
four genetic variants, namely, rs2182419, rs3767745, rs17669032, and rs115144339 were
associated with the CpG on Chr7:100,027,356. The methylation levels for these genetic variants were
higher in individuals with the heterozygous genotype than in those with the homozygous genotype
for the major allele (Figure 10). No individual in the studied cohort was homozygous for the minor

allele of these four genetic variants.
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Figure 10. Violin plots showing methylation levels of CpG sites categorized by genotype of mQTL
significant genetic variants. Significant results shown are for mQTL-identified genetic variants, which
were already documented in the literature. Methylation levels are presented as arcsin square root
transformed values and genotypes are color-coded as follows: pink = homozygous for the minor

allele; blue = heterozygous; green = homozygous for the major allele.
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Association between expression levels and genetic variants

We performed cis- and frans-eQTL analyses in eosinophil samples using expression counts
of proximal genes from EWAS and mQTL analyses and genotypes of genetic variants from mQTL
analysis. Results identified three significant cis-eQTLs (FDR < 0.05), where three genetic variants
were associated with two proximal genes (Table 7). Two of the three genetic variants, rs2855726 and
rs1091812 were associated with the LIMK1 gene. The third genetic variant, namely, rs76037969, was

associated with the coiled-coil domain containing 148 (CCDC148) gene.

Table 7. Cis-expression quantitative trait loci (cis-eQTL) information on variants associated to
proximal genes (EWAS and mQTL) in eosinophils

Gene? Gene position? Variant ID HGVS ID Beta FDR
2855726  g.73517114G>A  1.56E-01  7.83E-04
LMK Chr7:73498134- ' ° g
73536855
rs1091812  g.73490656A>C  1.52E-01  9.59E-04
ccpcrqg  CN2:159027869- \ oq437050  §.159237518T>C  1.25E-05  9.64E-03

159313265

aGenes shown are the nearest genes identified during EWAS and mQTL analyses in eosinophils. Gene symbols,
positions and chromosome according to human genome reference 19 (hg19)

In the context of trans-eQTL, 55 genes were associated with 389 genetic variants, identifying
714 trans-eQTLs (see Table 10 for the complete list). Among these identified interactions, two of the
three genetic variants associated in the cis-eQTL, namely, rs1091812 and rs2855726 were also
associated in trans-eQTL with G protein subunit Alpha Q (GNAQ) gene. A third genetic variant in the
ELN gene, rs34208922, was also associated with the GNAQ gene. These three genetic variants were
all associated in trans-mQTL with the CpG on Chr1:6,267,177. Among these trans-eQTL
associations, the collagen type XXII alpha 1 chain (COL22A1) gene was associated with 186 genetic
variants, meaning that COL22A1 is the gene with the most frans-eQTL associations identified in this
study, followed by the ephrin A5 (EFNA5) which were associated to 56 genetic variants. Most of the
remaining associations, specifically 358 associations, were distributed among ten genes (bone
morphogenetic protein receptor type 2 (BMPR2), CCDC148, DLG associated protein 4 (DLGAP4),
ERGIC1, integrator complex subunit 5 (INTS5), LINC00486, leucine rich repeat and Ig domain
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containing 2 (LINGOZ2), NBAS subunit of NRZ tethering complex (NBAS), protein disulfide isomerase
family A member 6 (PDIA6) and ribosomal protein S21 (RPS21)). The most relevant QTL results and
their information are summarized in the table 8. These findings support the association of two CpGs
of interest with asthma through identified interactions between methylation sites, associated variants,

and associated genes related to asthma, allergies, eosinophils, respiratory and/or immune functions.
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Table 8. Summary of most relevant variants associated by methylation quantitative trait loci with CpGs of interest, and by expression quantitative

trait loci with candidate genes

EWAS mQTL analysis eQTL analysis
Cis- Variant’s Trans- Variant’s Cis- Trans-
CpG3P mQTL nearest FDR mQTL’s nearest FDR eQTL’s FDR eQTL’s FDR
gene° variant gene‘ gene gene

rs34208922 ELN 4.27E-02 _ GNAQ  2.14E-02

rs1091812 LIMK1  4.41E-02 LIMK1  7.68E-04 GNAQ  2.76E-02

Chr1:6,267,177

rs2855726 LIMK1  4.41E-02 LIMK1  6.27E-04 GNAQ 1.07E-02

549,133 56/115

to FEmgE genetic
S 724,064 , from variants
Chr2:103,279,574  genetic b f 3.64E-02 iated 1.07E-02
variants p from to assoglate
TMEM182 4.48E-02 with
5’ end el EFNA5

aCpG sites shown are those with a significant p-value (in bold) or suggestive p-value from the EWAS analyses in eosinophils; °CpG position and locus on the
genome according to the human genome reference 19 (hg19); °Gene within or nearest to which the variant is according to the UCSC Genome browser (hg19). For

intergenic variants, the distance from the nearest gene, as well as the gene’s end, is provided.
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Correlation analysis between methylation levels and expression counts

Correlation analyses were performed between the gene expression counts of the proximal
genes from EWAS and mQTL analyses and methylation levels of the seven CpGs identified in the
EWAS. There was one significant correlation (r > 0.3; FDR < 0.05) between the methylation levels of
the CpG on Chr7:100,027,356 and expression counts of Hes related family bHLH transcription factor

with YRPW motif 1 (HEY71) gene (r = 3.13E-01; FDR = 9.98E-03; see Table 11).

4.8 Discussion

This study aimed at identifying the methylome profile of eosinophils associated with asthma.
An EWAS was performed on a subset of 183 samples from the SLSJ asthma family cohort and
identified two significant CpGs and five CpGs with suggestive associations with asthma. Eosinophils
are an immune cell type found in low proportion in the blood, usually less than 5%*. Considering its
rarity, this study includes a high number of individuals and represents a great addition to the existing

knowledge about eosinophil’s function in asthma.

None of the seven identified CpGs has been previously associated with asthma, allergy,
respiratory functions, or immune functions. However, six of the 14 proximal genes identified, and
several genetic variants associated in mQTL analyses or their proximal genes have previously been
linked with asthma. This observation reinforces the possibility that these CpGs may directly or

indirectly affect eosinophil functions in asthma.

Several studies have shown the importance of eosinophils in explaining methylation signals
in whole blood. Five EWAS studies on asthma, allergy, and IgE level phenotypes validated the signals
obtained from whole blood in eosinophil samples. Liang et al. validated all 36 CpGs associated with
serum IgE levels in eosinophil samples'”. Reese et al. validated 148 of 179 CpGs related to childhood
asthma in eosinophil samples8. Xu et al. validated 14 of 14 CpGs associated with childhood asthma
in eosinophil samples?® and, in another study, validated 21 of 21 CpG sites associated with allergy'®.

Hoang et al. validated 50 of 509 CpGs associated with non-atopic asthma and 274 of 1,076 CpGs
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associated with atopic asthma in eosinophil samples'6. Recto et al. identified 490 CpGs associated
with IgE levels in whole blood samples from individuals with asthma. After adjusting for eosinophil
count, the association remained for only 25 CpGs, highlighting the importance of eosinophils in the
associations found in whole blood, even though validation was not performed in eosinophil
samples?2. The seven CpGs identified in this study have not been previously documented. As
previous studies were limited to CpGs identified in whole blood and used microarray data, this study
is the first to provide an extensive overview of the methylation profile of isolated eosinophils, leading

to the identification of novel methylation sites.

Thus, the main strengths of this study are the use of a custom sequencing panel for DNA
methylation and the large sample size of eosinophil samples. A high blood volume was processed to
obtain enough cells to extract DNA and RNA. It is a time-consuming and costly method, which might
explain the lack of similar cohorts in the literature. Validation in another cohort is thus impossible for
now. Also, the custom methyl capture panel yield better coverage than microarrays and targets CpGs
within regulatory regions of immune cells, narrowing raw results to CpGs with potential biological

impact.

The two significant CpGs identified in this study were located in genes involved in the immune
response. The CpG on Chr4:1,320,665 is located in the body (intron 3 or 4, depending on the
transcript) of the MAEA gene. MAEA encodes an E3 ubiquitin ligase subunit, is highly expressed in
hematopoietic stem cells, and influences autophagy and quiescence®0. It is also expressed in
eosinophils®" and may exert the same influences . MAEA-mediated ubiquitination modulates surface
cytokine receptors via autophagy®. It can also directly ubiquitinate B-catenin, causing its
degradation®2. B-catenin plays an important role in airway remodeling via the Wingless/Integrated
(Wnt) signaling pathway®3. The second significant CpG on Chr2:103,279,574 is located in the body
(intron 2) of the SLC9A2 gene. This gene codes for the sodium-exchanger protein 2 (NHEZ2), which
contains a binding site for the transcription nuclear factor-kB (NF-kB)%*. NF-kB plays an important role
in innate and adaptative immune responses in asthma55%. In the literature, some genetic variants
localized in SLC9A2 have been associated with atopy, asthma®7’, and eosinophil count®®. The same
CpG is located 73,773 bp from the 3’ end of the MFSD9 gene, which encodes major facilitator
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superfamily domain-containing protein 9, which is involved in transmembrane transport. It has been

associated with asthma by identifying sentinel asthma risk variants®.

Furthermore, among the suggestive CpGs, three sites were located near or within genes
implicated in the immune response. The CpG on Chr1:37,499,363 is located in the body (intron 1) of
the GRIK3 gene®0. Previous studies have identified an association between variants in this gene and
the forced expiratory volume in 1 sec /forced vital capacity (FEV1/FVC) ratio ¢! and chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) in smokers®2. Another study associated a CpG site near the GRIK3 gene
with non-atopic asthma'é. The same CpG is also located 440,818 bp from the 5’ end of the zinc finger
CCCH-type containing 12A (ZC3H12A) gene, which encodes the monocyte chemotactic protein-
induced protein 1 (MCPIP1). This protein is involved in pulmonary inflammation by regulating GATA
binding protein 3 (GATA3) mMRNA decay in mice®3, affecting NF-kB signaling and regulating Th2 cells,
which promote eosinophilia by secreting 1L-56384, A second CpG with suggestive association,
Chr7:100,027,356, is located at 1,425 bp from the 5’ end of the zinc finger CW-type and PWWP
domain containing 1 (ZCWPW1) gene. One CpG site located 198,626 bp from the 5’ end of this gene
has previously been associated in cis-mQTL with non-atopic asthma'®. A third CpG on
Chr11:97,073,789 is located 897,344 bp from the 5’ end of JRKL-AS 1 non-coding RNA and 2,817,890
bp from the 5’ end of the CNTN5 gene, which encodes a member of the immunoglobulin superfamily
and the contactin family. It is associated with COPD but not with asthma®. However, the distance
between CNTN5 and the CpG on Chr11:97,073,789 was too large to assume a direct link between

them.

Two of the aforementioned genes have not been previously documented to be expressed in
eosinophils: SLC9A2 and GRIK3%'. In this study, SLC9A2 and GRIK3 were expressed in eosinophils
at remarkably low levels, which may explain why they were not identified in other samples in the
public databases. However, only very few samples from healthy individuals are included in these
public databases. This can indeed affect publicly available data and explain the differences observed
in the samples in this study. In this study, although the 14 proximal genes to the seven associated

CpGs were expressed in eosinophils, no significant correlation could be found after multiple testing
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corrections. However, the effect of these CpGs on the expression of the nearest genes may be
indirect, leading to a less linear relationship between the two measurements. Moreover, the effect of

these CpGs may be mediated through interactions with genetic variants.

The second part of this study involved quantitative trait locus (mQTL and eQTL) analyses to
describe the genetic mechanisms underlying the association of CpG with asthma and suggest
possible mechanisms to explain these associations. The two significant CpGs and one suggestive
CpG were associated in cis-mQTL with genetic variants. Among these, the CpG on Chr2:103,279,574
was associated with 115 variants near the TMEM182 gene. Another genetic variant (rs62153409) in
this gene has been previously associated with eosinophil count®®. One genetic variant associated
with the CpG on Chr1:6,267,177 was in the TNFRSF25 gene, which is involved in the immune

response and associated with effector function in Th2 CD4* cells during allergic lung inflammation®®.

In the frans-mQTL analysis, the two significant CpGs identified were associated with 30
variants, none of which were previously associated with asthma-related phenotypes. Those variants
are proximal to 15 genes among which four have previously been associated with respiratory
functions (AUT2, ERGIC1, VWC2, and ZPLD1)%86167  Furthermore, some genes have been
associated with allergic diseases (DUSP7) 8889 lymphocyte count (AUT2)%870 and methylation
(ZPLD1)"". Among the 587 variants associated with three of the five CpG sites with suggestive
associations, six were associated with asthma or respiratory functions. Of these six, two were
associated with the CpG on Chr1:6,267,177 and localized in the ELN gene (rs34208922 and
rs1091812). The first is associated with the accelerated degradation of ELN mRNA2, The second is
associated with the FEV1/FVC ratio%7, supporting the role of elastin in asthma’3. Interestingly, 583
of the 587 variants were associated with the CpG on Chr7:100,027,356. Three of these variants
(rs17669032, rs3767745, and rs2182419) in the PTPRC gene have been associated with asthma5”.7+-
76 and eczema®®. Moreover, other variants in the same gene have also been associated with
eosinophil count7-%°. Finally, a sixth genetic variant (rs115144339) has been associated with the
FEV1 and bronchodilator response®!. These 587 genetic variants were proximal to 221 genes, of

which 31 were associated with asthma, eight with allergy, seven with eczema, 18 with eosinophil

74



count, 54 with leukocyte count and eight with methylation process (see Table 12 for the complete list

of genes).

The results of the eQTL analysis support these associations and their involvement in asthma.
The three variants (rs34208922, rs1091812 and rs2855726) that were associated by frans-mQTL to
CpG on Chr1:6,267,177 were associated by cis-eQTL and/or frans-eQTL to two candidate genes. In
the cis-eQTL analysis, two of these variants (rs1091812 and rs2855726) were associated with the
LIMK1 gene%867.77 Variant rs2855726 had been related to the LIMK1 gene as being involved in the
EphrinA-EphR signaling pathway in the heritability of femoral neck bone geometry’?, which supports
our association between this variant and the LIMK1 gene. Several actors involved in this signaling
pathway have been associated with immune cells or asthma and allergy symptomatology. Decreased
ephrin-A1 expression in asthmatics was associated with suppression of Th2 cell activation and Th2
cytokine expression’®, while inhibition of ephA2 was associated with a reduction in bronchial
hyperreactivity, pulmonary inflammation and remodeling in lung epithelial cells from mouse asthma

model induced by house dust mite allergy’®.

The second candidate gene with which the three variants (rs34208922, rs1091812 and
rs2855726) were associated was the GNAQ gene. This gene encodes for the alpha Q subunit of the
G protein (Gaq), a protein previously associated with asthma®® and allergen-induced pulmonary
eosinophilia®!. This gene is involved in the regulation of several biological pathways that have been
identified as being associated with asthma, allergy, and the respiratory or immune system.8 Among
those, it is involved in two common biological pathways with LIMK1 gene that are linked with
asthma®2. The first pathway is ADORA2B-mediated production of anti-inflammatory cytokines, which
is associated with asthma and eosinophilia®-85, In studies of allergic asthma, genetic deletion of
ADORAZ2B or treatment with ADORAZ2B antagonists have been associated with a reduction in disease
symptomatology, including airway remodeling®. The second pathway is the G-protein signaling
regulation of p38 and c-Jun N-terminal kinases (JNK) signaling mediated by G-proteins, which are
implicated in allergic asthma®. JNK, a member of the mitogen-activated protein kinase family, is an

essential player in the apoptotic process and airway remodeling in asthma by activating the
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Whnt5a/JNK signaling pathway®”. The Wnt5A receptor is involved in asthma inflammation, and the
ligand influences structural and immunological processes®. Taken together, these results and the
existing literature support the involvement of this methylated site (Chr1:6,267,177), genetic variants
(rs34208922, rs1091812 and rs2855726), and associated genes (ELN, LIMK1 and GNAQ) in the

context of asthma.

Another interesting results of frans-eQTL is the association between 56 genetic variants and
the EFNA5 gene. The 56 genetic variants are all associated by cis-mQTL with CpG on
Chr2:103,279,574. Although these variants have never been associated with respiratory or immune
function, their interactions with the EFNA5 gene imply their involvement in asthmatic and/or immune
mechanisms. This gene is notably involved in the Ephrin-Eph biological pathway, a common pathway
to the LIMK1 gene discussed above®. EFNA5 also shares the G-protein signaling Ras homolog

family member A regulation pathway with the GNAQ gene?2.

Several processes can explain these trans interactions between genetic variants, CpGs and
gene expression levels . A variant may influence a cis-eQTL methylation site, which in turn may
influence the expression level of a gene regulating methylation process. A genetic variant may directly
influence a gene that regulates DNA methylation, indirectly influencing the methylation levels of
several frans-CpGs. Methylation sites can be influenced by distant genetic variants, which can
influence distal genes through the small range caused by 3D DNA organization®. The mechanisms
underlying trans interactions were not analyzed during this specific study but may explain the

observed results.

Finally, according to the classification using PANTHER, GeneCards, and g:Profiler based on
the functions of proximal genes, one gene from the 10 proximal genes from cis-mQTL and 75 genes
from the 235 proximal genes from trans-mQTL were linked to the immune response, respiratory
functions, or both. While the genes previously discussed are likely to be involved in eosinophil

functions in asthma, many other genes identified, such as those previously assoc
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4.9 Conclusion

This study identified two CpG sites in eosinophils showing significant association and five
sites showing suggestive association with asthma in 183 French Canadian individuals. Aimost half of
the genes proximal to these CpGs have been previously associated with asthma-related phenotypes.
The mQTL and eQTL analyses identified interactions between genetic variants, methylation sites and
genes associated with asthma, immune response, and respiratory functions. This study corroborates
previous results by proposing several genetic mechanisms to link previously associated genetic
variants and genes, highlighting the potential of the eosinophil methylome to better understand the
underlying mechanisms of asthma and it's missing heritability. Results of this study suggest that DNA
methylation sites in eosinophil samples, such as Chr1:6,267,177, may serve as biomarkers of allergic
asthma in the SLSJ cohort. This specific site interacts with genes (LIMK1, ELN and GNAQ) and
genetic variants associated with asthma, allergy, and/or eosinophils, supporting its role in the studied

disease.
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DISCUSSION

L'objectif principal de cette étude était de documenter le profili de méthylation des
éosinophiles, une cellule immunitaire impliquée dans les mécanismes inflammatoires de I'asthme. Le
second objectif était d’étudier les interactions entre les variants génétiques associés et les sites de
méthylation associés pour comprendre I'impact potentiel sur I'expression des génes et de surcroit

sur la maladie.

Dans un premier temps, cette recherche a permis d’identifier deux sites de méthylation qui
sont significativement associés a l'asthme dans les éosinophiles, soit Ch4:1320665 et
Chr2:103279574, ainsi que cing sites ayant une association suggestive (Chr1:37499363,
Chr1:6267177, Chr7:100027356, Chr11:97073789 et Chr14:22393510). Ces sites de méthylation
(CpG) n'ont jamais été associés a I'asthme, a l'allergie ou a une fonction immunitaire dans la
littérature. Ces résultats novateurs ont permis d’effectuer des analyses (QTL) qui soutiennent
I'implication des CpG significatifs ainsi que celle de trois des cinqg CpG suggestifs (Chr1:37499363,
Chr1:6267177 et Chr7:100027356) dans l'asthme et dans les mécanismes immunitaires des

éosinophiles.

Tout d’abord, le site Ch4:1320665 est dans le corps (intron 3 ou 4, dépendamment du
transcrit) du géne MAEA. Ce géne code pour une sous-unité de la ligase E3 ubiquitine, une protéine
fortement exprimée dans les cellules souches hématopoiétiques et les éosinophiles matures
(Expression Atlas, 2023). Ce géne code pour I'une des sous-unités impliquées dans le complexe
GID, qui permet de réguler de multiples fonctions en participant aux transferts de I'ubiquitine, ce qui
module des activités métaboliques (Mohamed et al., 2021). Plus spécifiquement, ce géne serait
impliqué dans la régulation de la voie de signalisation Wnt/B-caténine et de la protéine kinase activée
par TAMP (AMPK) (Maitland et al., 2022). L’activation de 'AMPK permet d’inhiber la prolifération des
cellules du muscle lisse des voies respiratoires induites par le facteur de croissance transformant 31
(TGF-B1) (Pan et al., 2018). Tandis que la voie de signalisation Wnt/B-caténine est fortement

impliquée dans la pathogénicité de 'asthme en modulant les mécanismes de remodelages des voies



respiratoires (X. X. Jia et al., 2019). L’ajout d’'une méthylation sur le géne MAEA pourrait influencer
les mécanismes de transferts de l'ubiquitine du complexe GID, ce qui pourrait affecter les
mécanismes biologiques médiés par ces protéines (Nishiyama et al., 2016; Sridhar et al., 2007). De
plus amples recherches seront nécessaires afin de mieux comprendre le role de ce complexe et
linfluence que peut avoir la méthylation de I'un des génes codant pour I'une des sous-unités du
complexe en question. Le second CpG significatif, soit Chr2:103279574, se situe dans le corps
(intron 2) du géne SLCY9A2. Ce géne code pour la sous-unité de la protéine échangeuse de sodium 2
(NHEZ2), qui contient un site de liaison pour la molécule NF-kB (Malakooti et al., 2001). Ce géne est
faiblement exprimé dans les poumons et dans les éosinophiles (Expression Atlas, 2023). Dans des
études antérieures, plusieurs variants localisés dans ce géne ont été associés a différents
phénotypes de I'asthme sans qu'un mécanisme ou une fonction biologique y ait été associé (Adewuyi
et al., 2022; Z. Zhu et al., 2020). L’'un des mécanismes étudiés par rapport a ce gene suggére qu'il
pourrait contribuer a modifier I'acidité du milieu pulmonaire, ce qui améliorerait la viabilité des
éosinophiles, contribuant ainsi au maintien de linflammation dans les voies respiratoires

asthmatiques (Kottyan et al., 2009).

Dans un second temps, les analyses QTL (mQTL et eQTL) ont permis d’identifier un grand
nombre d’interactions proximales et distales, soit 238 cis-mQTL, 617 trans-mQTL, trois cis-eQTL et
714 trans-eQTL. Ces deux analyses soutiennent linteraction entre la méthylation, le niveau
d’expression des génes et les variants génétiques, ces derniers pouvant influencer les sites méthylés.
Ces analyses permettent également de valider I'association entre les CpG identifiés, les variants
associés, les génes proximaux identifiés, le phénotype de I'asthme et/ou des fonctions associées aux

éosinophiles.

Les variants génétiques identifiés en position cis-mQTL étaient associés aux deux sites de
méthylation significatifs et & un site ayant une association suggestive. Le Chr4:1320665 a été associé
a 11 variants génétiques différents répartis sur six génes distincts. Le second CpG significatif
(Chr2:103279574) a été associé a 115 variants génétiques, tous localisé prés du gene TMEM182.
L’'un de ces variants, non associé dans la présente étude, avait précédemment été associé au

décompte des éosinophiles (Kichaev et al., 2019). L’implication de ce site CpG dans I'asthme est
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également soutenue par les résultats du trans-eQTL, 56/115 variants génétiques ont été associés au
géne codant pour la protéine éphrine A5 (EFNAS), qui est un acteur de la voie de signalisation
Eph/Ephrine (Belinky et al., 2015). De plus, une étude antérieure effectuée sur des souris a permis
d'identifier le géne EFNA5 comme étant une cible immédiate de la protéine NF-kB dans les cellules
interstitielles NG2* lors du développement musculaire néonatal. L’éphrine A5 synthétisée par les
cellules interstitielles permettrait de promouvoir la migration des myoblastes (Gu et al., 2016). Il serait
donc envisageable que ces génes et ces variants soient de potentiels acteurs qui influencent la voie

de signalisation Eph/Ephrine dans les éosinophiles des personnes asthmatiques.

En ce qui concerne les associations en trans-mQTL, un total de 617 variants génétiques ont
été associés aux deux sites CpG significatifs et a trois sites CpG suggestifs. Les sites de
méthylation Chr2:103279574 et Chr4:1320665 étaient respectivement associés a sept et a
23 variants génétiques répartis dans six et neuf génes. Parmi les génes associés au CpG en
position Chr2:103279574, un seul géne, soit le DUSP1, présentait une association avec les maladies

allergiques (Budu-Aggrey et al., 2023; Grosche et al., 2021).

Un variant sur le géne STK10, qui code pour la protéine lymphocyte-oriented kinase (LOK),
est associé au Chr4:1320665. Ce gene est impliqué dans la réponse immunitaire innée, notamment
en contribuant a la dégranulation des neutrophiles (Milacic et al., 2024), a la migration des
lymphocytes (Belkina et al., 2009) et en interagissant avec les membres de la sous-famille A de
’homologue Ras (RhoA) (Bagci et al., 2020). Cette derniére protéine contribue a la régulation de la
réponse lors de la liaison des chimiokines, des cytokines et des facteurs de croissance. Elle est
impliquée lors des mécanismes de polarisation et de migration des macrophages, elle régule
I'activation et I'interaction entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T, et elle contribue a la
translocation du CMH Il a la surface des cellules présentatrices d’antigéne (Bros et al., 2019). Ces
divers réles de la protéine RhoA dans de multiples cellules immunitaires innées de la lignée myéloide

semblent indiquer un réle potentiel dans les éosinophiles des personnes asthmatiques.

Cela peut notamment étre appuyé par une étude de Xu et ses collégues, qui soutient que

cette protéine était significativement activée dans les éosinophiles des enfants atteints d’asthme
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allergique et dans les cellules du modéle murin (C. Xu et al., 2019). Une étude de Shen et ses
collégues soutient également I'activation de cette protéine via des médiateurs pro-inflammatoires
associés aux éosinophiles (IL-5, CCLL11 et éotaxine-1), ce qui ménerait la sécrétion des granules
cytotoxiques dans les éosinophiles (Shen et al., 2021; Y. Zhang et al., 2020). La forme active de
RhoA permet I'activation dépendante de la phosphorylation de la kinase du domaine LIM (LIMK), une
protéine qui est codée par le géne LIMK1 (Bros et al., 2019). Certaines études ci-dessus suggérent
un mécanisme de régulation via I'activation de la RhoA, de la LIMK et de la cofiline, ce qui régulerait
plusieurs mécanismes de signalements cellulaires (motilité, polarisation, migration, etc.) dans les
éosinophiles (Shen et al., 2021; Y. Zhang et al., 2020). Le géne LIMK1 a notamment été identifié lors
de cette étude par la présence d’une association significative de deux variants génétiques, qui sont
localisés sur ce gene, avec le site de méthylation Chr1:6267177. Ce qui suggeére une interaction
potentielle entre les génes STK10 et LIMK1 via leur régulation par des sites de méthylation de 'ADN
(Bros et al., 2019; Shen et al., 2021). Il serait possible d’envisager I'implication de ces génes dans
les mécanismes cellulaires des éosinophiles matures, ces génes étant fortement exprimés dans ce
type cellulaire (Expression Atlas, 2023). Cela peut étre soutenu par une étude antérieure qui suggere
que des modifications du géne STK710 par des variants génétiques pourraient influencer les
mécanismes d’infiltration des éosinophiles ainsi que dans la réponse biologique dans le

développement de I'asthme (J. H. Kim et al., 2011).

Les 587 autres variants génétiques sont répartis sur 221 génes et ont été associés a trois
des cing CpG suggestifs (Chr1:37499363, Chr1:6267177 et Chr7:100027356). Selon la classification,
44 des 221 genes sont impliqués dans les fonctions immunitaires, sept étaient associés a des
fonctions respiratoires et 22 étaient associés aux fonctions immunitaires et respiratoires
simultanément. Parmi ces variants, six avaient été associés a I'asthme ou a une fonction respiratoire
dans la littérature (Akagawa et al., 2006; Ferreira et al., 2019; Kichaev et al., 2019; Lutz et al., 2015;
Nick Shrine et al., 2023; Z. Zhu et al., 2020), ce qui soutient le rle de ces génes dans les mécanismes
pathologiques et immunitaires de I'asthme. Ces résultats soutiennent des interactions complexes qui

pourraient influencer I'expression génique a longue distance.
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L’analyse de la corrélation entre les niveaux de méthylation et les niveaux d’expression des
génes n’a pas donné de résultats nous permettant d’effectuer des liens avec I'asthme, l'allergie ou
les éosinophiles. Cela peut étre expliqué par le type de données de méthylation analysées. La plupart
des études identifient des régions différentiellement méthylées (DMR), ce qui correspond au niveau
de méthylation de plusieurs sites méthylés dans une région prédéterminée de I'ADN. Les sites
méthylés adjacents s’influencent les uns par rapport aux autres et leurs niveaux de méthylation
présentent des corrélations entre les sites méthylés d’'un DMR. Un site de méthylation influence
moins le niveau d’expression des génes que la moyenne de plusieurs sites, ce qui diminue le niveau
de corrélation qui serait observé en utilisant des DMR (Campagna et al., 2021). La derniére analyse
effectuée consistait a identifier les fonctions moléculaires des génes proximaux identifiés par le
EWAS et par I'analyse mQTL. Parmi les génes proximaux identifiés par le trans-mQTL, plusieurs ont
été associés a différents phénotypes de I'asthme via d’autres variants génétiques, qui n’ont pas été
associés dans le cadre de la présente étude. Ces constatations permettent de soutenir le role de la
méthylation dans les mécanismes de I'asthme et dans les fonctions des éosinophiles. Toutefois, plus
d’études seront nécessaires afin de mieux comprendre le role et I'impact biologique que ces marques

de méthylation et leurs interactions entrainent.

Cette étude présente de nombreux points forts. L’une des principales est la disponibilité des
données d’expression et de méthylation pour les éosinophiles isolés du sang pour de nombreux
individus de la cohorte familiale d’asthme du SLSJ. Les éosinophiles sont un type cellulaire retrouvé
dans le sang a une trés faible proportion par rapport a d’autres types cellulaires. L’isolation de ces
cellules nécessite donc une quantité de sang importante afin d’avoir suffisamment de cellules pour
en extraire le matériel génétique afin d’effectuer le séquencage de I'ADN et de ses sites de
méthylation. De ce fait, cette étude concernant I'association a I'’échelle épigénomique est la premiére
documentée sur des éosinophiles isolés. Cet aspect représente en lui-méme une limite, car les
résultats obtenus lors de cette étude n'ont pu étre répliqués, puisqu’aucune autre cohorte
d’asthmatiques ne dispose de données aussi complétes entourant des éosinophiles isolés. Une force
de cette étude est I'utilisation d’'un panel de séquengage personnalisé de la méthylation dans des

régions régulatrices de génes impliqués dans I'immunité. Cette technologie permet de mieux
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documenter le méthylome en couvrant une quantité plus élevée de sites CpG que les puces (4 609
564 versus 482 000) qui sont davantage utilisées dues a leur colt moins élevé (Kurdyukov & Bullock,

2016; Morin, 2012).

La méthylation de 'ADN est un mécanisme de I'épigénétique qui, depuis sa découverte,
souléve un important intérét dans la recherche des maladies dites a traits complexes. Les profils de
méthylation sont spécifiques au type cellulaire, influengant ainsi la réponse cellulaire et donc le
phénotype de la maladie a I'étude. Toutefois, la plupart des études sur le sujet ont été effectuées sur
des échantillons de sang complet, ce qui ne permet pas de comprendre I'implication des méthylations
spécifiques a un type cellulaire ni de comprendre les processus moléculaires, cellulaires et
biologiques associés a la maladie. Plusieurs de ces études ont utilisé des modéles statistiques afin
d’ajuster leur analyse en fonction du décompte cellulaire, ce qui ne garantit pas que les résultats ne
sont pas influencés par la variabilité cellulaire. Afin d’étudier les sites différentiellement méthylés, il
est nécessaire de procéder a des études sur des échantillons cellulaires isolés. Ainsi, I'étude du
méthylome des éosinophiles isolés permet le développement des connaissances actuelles quant au
réle de la méthylation de 'ADN dans la régulation des mécanismes inflammatoires de I'asthme. Cette
étude permet notamment de mieux comprendre ce mécanisme épigénétique sans nécessiter un
ajustement supplémentaire du modéle afin de tenir compte de I'hétérogénéité de I'échantillon. Ainsi,
cette étude est la premiére a analyser la méthylation de 'ADN dans des éosinophiles isolés du sang
de 183 participants. Les analyses ont permis d’isoler deux CpG qui n’avaient jamais été
précédemment associés a aucune maladie, ainsi que cing sites qui ont une association suggestive.
De plus, 'analyse mQTL de ces sites révele des interactions importantes avec des variants
génétiques localisées dans des génes associés aux réponses immunitaires, a ’lhoméostasie et au
métabolisme, aux fonctions du systéme nerveux et du comportement, aux fonctions respiratoires,
aux meécanismes épigénétiques, ainsi que plusieurs autres génes impliqués dans diverses fonctions
cellulaires. Ces constatations soutiennent le role de la méthylation de 'ADN dans les processus

inflammatoires et respiratoires dans I'asthme.
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CONCLUSION

La présente étude a permis de documenter le profil de méthylation ainsi que les interactions
entre ces CpG et les variants génétiques dans des éosinophiles provenant d’'un échantillon de
183 individus de la cohorte familiale d’asthme du SLSJ. L’étude des profils de méthylation permet
une meilleure compréhension des mécanismes épigénétiques impliqués dans le développement et
le phénotype de la maladie. L’étude de ces marques permet également d’estimer linfluence de
I'environnement sur la génétique des maladies a trait complexe. Malgré le fait que la méthylation de
I'ADN soit 'un des mécanismes épigénétiques les plus étudiés, trés peu d’études utilisent des
échantillons cellulaires purifiés, ce qui peut altérer I'interprétation des résultats. Cette étude sur les
éosinophiles isolés du sang est donc la premiere de ce genre a avoir été effectuée. L’étude des
interactions de ces sites avec les variants génétiques permet de mieux comprendre les mécanismes
de régulation de l'expression des genes impliqués dans la fonction immunitaire propre aux
éosinophiles. Il sera toutefois nécessaire de procéder a des études fonctionnelles afin de mieux

comprendre leur role dans les mécanismes de la maladie.

Les analyses effectuées a I'aide des prélévements de la population étudiée ont permis
d’identifier deux sites de méthylation localisés sur deux génes distincts. Ces deux sites sont associés
a un total de 229 variants génétiques en cis-mQTL et a 30 variants génétiques en trans-mQTL. Les
génes proximaux de ces sites sont associés a des fonctions immunitaires ou a des fonctions
d’homéostasie cellulaire, des rbles qui, lorsqu’altérés, peuvent modifier le fonctionnement cellulaire.
L’analyse a également permis de faire une association suggestive de cing sites de méthylation, dont
trois ont un fort potentiel d’'implication dans le développement de I'asthme. L’un d’eux présente une
association avec neuf variants génétiques en cis-mQTL, tandis que c’est une association avec 587
variants génétiques en trans-mQTL, dont plusieurs ont déja été associés a I'asthme ou a une fonction
respiratoire. Cette étude permet de soutenir 'importance de la méthylation dans les mécanismes

inflammatoires de I'asthme, en particulier dans les éosinophiles.



Pour conclure, I'étude du méthylome a partir de cellules isolées reconnues pour leur réle
majeur dans les maladies respiratoires telle que l'asthme est nécessaire a une meilleure
compréhension de I'implication de ces mécanismes épigénétiques dans la régulation des génes
impliqués dans la maladie. Les découvertes faites dans le cadre de cette étude devront étre validées
a l'aide d’études de réplication ou en combinant plusieurs cohortes différentes afin d’obtenir un
nombre de participants plus élevé. Le fait que ces marques soient dynamiques durant la vie d’'un
individu suggeére de procéder a des études longitudinales afin de vérifier I'évolution des modifications
qui peuvent avoir lieu. Il serait particulierement intéressant d’analyser ces marqueurs en comparant
des individus ayant des épisodes d’exacerbations ou de rémissions de I'asthme afin de constater les
modifications du méthylome qui pourrait avoir contribué a ce changement. Il serait également
intéressant de procéder a une analyse similaire en analysant les régions différentiellement
méthylées, soit en calculant la moyenne des sites méthylés d’'une région (100 a 200 pb), ces sites
interagissant fortement les uns avec les autres. Plus précisément, il pourrait étre trés intéressant de
procéder a des études fonctionnelles au niveau des génes impliqués dans les voies de signalisation
Wnt, Rhoa, B-caténine, NF-kb et Eph/Ephrine, et ce afin de mieux comprendre I'impact et le
chevauchement de ces mécanismes cellulaires dans les éosinophiles des personnes asthmatiques.
Concernant les perspectives a long terme, la compréhension de ces mécanismes pourrait
éventuellement permettre l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques ou méme permettre
l'identification de marqueurs qui pourraient guider les diagnostics cliniques vers du soutien ou des

traitements personnalisés.
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Supplementary Tables

ANNEXE 1

Table 9. Summary of significant trans- methylation quantitative trait loci (frans-mQTL; FDR<0.05)

Number Most significant variant association with CpG®
CpG® of Variant's Functional
N . - ' c
variants Variant ID Chr HGVS ID Beta FDR Variant's nearest gene category®
Chr1:37,499,363 1 r$77885290 13 g.97232105G>A  -1.35E-01 4.28E-02 HS6ST3 Other
2 rs34208922 7 g.73483532del -9.23E-02 4.28E-02 ELN Respiratory function
Chr1:6,267,177 :
1 rs2855726 7 9.73517114G>A  -8.24E-02 4.55E-02 LIMK1 Nervous and behavior
function
1 rs186446426 5 9.172219600T>G  -1.09E-01 6.54E-03 21-397 pbfrom DUSP75" Immune response and
end respiratory function
1 rs79837060 20 9.23144430G>A  -1.82E-01 1.62E-02 °1.197 pbirom LINCO0656  Regulation post-
5" end transcription
1 rs74913622 1 9.200322948T>C  -2.92E-01 1.78E-02 LINC00862 Regulation post-
Chr2:103,279,574 transeription
1 rs10499796 7 9.68052769G>C  -6.93E-02 3.53E-02 011,136 g,zggm AUTS2 Other
1 rs1870312 5 9.172254984G>C  -6.05E-02 4.42E-02 ERGICT Nervous and behavior
2 rs115140428 2 9.35736223A>G  -1.96E-01 1.27E-02 45669 pb from CRIM1- Other
DT 3 end
260,951 pb from
1 rs563695676 7 0.155969532G>A  3.93E-01 222E-02 ooslibOrom Other
Chré:1,320,665 ,
1 rs140502663 7 g.49490726G>T  4.77E-01 2.88E-02 522:531pb from VWC25 Cell adhesion

end



1 rs62381983 5 g.171583978C>A 2.15E-01  3.30E-02 STK10 Immune response
1 rs117805873 3 9.30484638G>A  2.85E-01 4.28E-02 24426 pbfrom MOBP5"  Nervous and behavior
end function
2 rs139713110 13 9.30241088T>C  5.30E-01 4.42E-02 /1263 bpfrom SLC7ATS"  Individual aging and
end mortality
1 rs117864927 13 9.30256917C>T  5.30E-01 4.42E-02 ©1628 bp;:%m UBL3 3 Protein binding
2 rs 111565254 3 g.102250723G>C ~ 3.81E-01 4.37E-02 ©1038bpfrom ZPLDT 3" Nervous and behavior
end function
1 rs141153206 9 g.106876389A>T  3.87E-01 4.40E-02 SMC2 Nervous and behavior
13 rs12187959 5 9.32905336C>A  1.13E-01 3.71E-02 42213 pbfrom LINCO2120  Regulation post-
5 end transcription
35 rs74103865 13 g.88167786T>A  -5.28E-02 4.28E-02 MIR4500HG Regulation post-
transcription
31 rs117276462 18 9.5437006G>A  -1.70E-01 4.41E-03 EPB41L3 Nervous and behavior
20 rs191187223 20 9.53552619C>T  2.11E-01 4.42E-02 204909 bpfrom DOK5 3" Homeostasis and
end metabolism
17 rs11448780 4 g.171395060insA  -2.46E-01 2.72E-03 02087 bp from AADAT'S™ Nervous and behavior
end function
15 rs75914892 1 g.49040091G>A -2.06E-01 4.17E-04 AGBL4 Immune response
Chr7:100,027,356 :
15 rs75719109 5 9.929675G>T  -2.60E-01 7.30E-08 ' 1-911bP f;‘:]rg TRIP133" | mune response
13 rs541388781 6 9.126672045del  -2.28E-01 2.51E-05 2290bP frngdCENP W3 Pprotein binding
11 rs72704358 14 9.94779725G>T  -9.59E-02 4.56E-02 SERPINA6 Non pr%tiiigi/r’]\‘gm DNA
10 rs113814869 9 9.35020195C>T  -1.72E-01 4.58E-02 20:907bp frgr:'; Corf131 5 Other
9 rs760933548 9 9.28070305T>G  -1.61E-01 1.10E-02 LINGO2 Nervous and behavior

function
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rs59977043 16 g.57045805C>T -1.73E-01 4.40E-02 NLRC5 Immune response

Immune response and

rs17669032 1 g.198653174A>G  -6.22E-02 1.27E-02 PTPRC \ .
respiratory function
rs7996973 13 9.24678102G>C  -1.15E-01 3.34E-03 SPATA13 Homeostasis and
metabolism
rs7709665 5 g.797609G>A -1.88E-01 1.43E-04 ZDHHC11 Immune response
rs117606004 20 9.44812456C>T  -1.90E-01 8.87E-05 CDH22 Cell adhesion
9.97724958_ . .. ., 563,120 bp from STPG2-
rs111468479 4 e AT 173E01  4.42E-02 e Other
rs112451219 9 g.35054498T>C -1.72E-01 4.58E-02 VCP Immune response
rs139494445 8 g.135641788G>C  -2.68E-01 1.17E-04 ZFAT Immune response
rs117292410 9 9.34987183G>T  -1.72E-01 4.58E-02 DNAJB5 Ne""oufsu ﬁggozeha‘”or
rs191842414 5 9.88478788G>A  -1.73E-01 251E-03 278,866 bp from MEF2CS' Immune response and
end respiratory function
rs73432450 15 g.72055493A>G ~ -6.28E-02 2.68E-02 THSDA4 Respiratory function
9.74320734_ .. ) .
r$369531126 9 S 116E-01  4.17E-04 CEMIP2 Cell adhesion
rs544853117 2 g.79877311G>C  -1.56E-01 1.15E-04 CTNNA2 Nervous and behavior
510253107 7 0.13444332G>A  -143E-01 1.23E-02 486,524 bp from ETVT 3" Nervous and behavior
end function
rs188708607 9 0.34964298C>T  -1.72E-01 4.58E-02 PHF24 Homeostasis and
metabolism
rs7641913 3 g.176686504G>C  -7.34E-02 3.20E-02 °2>038Dbp from TBLIXRT — Homeostasis and
3'end metabolism
rs117429509 16 0.87044447G>A 26801 1.15E04 291,997 D fror C760r95 Other
rs2623151 8 9.95237426G>A  -1.80E-01 4.58E-02 /899DPP f"eon’g CDHT75"  |mmune response
(73374814 18 0.4482419T>C  -2.31E-01 2.20E-05 27193 bpfrom DLGAPTS" Nervous and behavior
end function
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rs531186421

rs76457209

rs560911239

rs148044198

rs11751860

rs140243993

rs562374706

rs76651972
rs1101223

rs147100083

rs138571142

rs201023555

rs75333614

rs78031379

rs6606713

rs72936135

rs6815304

8

14

14

14

16

20

16

12

4

q.139522667A>G

g.90029017G>A

0.59876277A>G

9.164548085C>G
9.127463809T>C

9.94821038del

g.1084932G>A

g.65303217A>T
g.35977638T>C

g.87460882T>G

9.52683417G>A

g.74462320T>A

9.212515532C>T

g.963812G>A

g.109851671C>A

g.55158297G>A

g.32685263T>C

-1.17E-01

-1.81E-01

-2.69E-01

-2.30E-01

-1.16E-01

-1.21E-01

-2.69E-01

-2.44E-01
-1.60E-01

-2.69E-01

-2.11E-01

-9.09E-02

-1.09E-01

-2.60E-01

-1.52E-01

-1.51E-01

-1.11E-01

2.68E-02

2.14E-02

2.22E-04

5.54E-03

3.29E-02

3.25E-03

2.22E-04

2.77E-03
1.42E-02

1.15E-04

4.42E-02

1.32E-03

8.56E-04

7.30E-08

4.32E-02

3.94E-02

2.88E-03

13,602 bp from FAM135B

5'end
FOXN3

585,376 bp from
LINC01122 3' end

1,601,726 bp from MAT2B

3'end
RSPO3

22,047 bp from SERPINA1

3'end

SLC12A7

SPTB
UGT3A1

ZCCHC14

BCAS1

6,671 bp from CLEC18B 5'

end

ERBB4

24,613 bp from MIR9-2HG

3'end

MYO1H

ONECUT2

1,536,840 bp from PCDH7

3'end

Nervous and behavior
function

Nervous and behavior
function

Regulation post-
transcription

Transferase activity

Respiratory function

Immune response and
respiratory function

Homeostasis and
metabolism

Immune response
Transferase activity

Non protein/Non DNA
binding

Immune response and
respiratory function
Immune response

Immune response and
respiratory function

Regulation post-
transcription

Homeostasis and
metabolism

Homeostasis and
metabolism

Immune response
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rs118061949

rs182406382

rs142945559

rs371785533

rs114756355

rs140312946

rs1581693

rs111463341

rs542195008

rs151307962

rs62266958

rs76368678

rs117680136

rs75229564

rs201852735

rs55932421

rs555063867

rs79741801

13

10

9.52216724C>G
0.82466490A>G

9.203374815C>T

0.888896_888899del

g.3119071G>A
g.105532188A>G

g.22034533C>T

g.83584198C>G

g.139584179G>A

g.84541618T>G

9.129137188C>T

g.11322413G>C

g.87414093G>A

g.19189413C>G

9.86030536_
86030538insTTA

g.49569617C>T

9.93421539del

g.118492217A>T

-1.12E-01

-1.73E-01

-1.71E-01

-2.69E-01

-2.44E-01

-1.67E-01

-3.58E-02

-1.43E-01

-1.17E-01

-1.73E-01

-6.05E-02

-2.30E-01

-2.69E-01

-1.74E-01

-6.18E-02

-2.14E-01

-1.65E-01

-2.30E-01

4.90E-02

2.51E-03

4.71E-02

2.22E-04

2.88E-03

6.50E-03

1.22E-02

1.27E-02

2.68E-02

2.62E-03

3.97E-02

4.63E-03

1.15E-04

3.93E-02

1.78E-02

4.14E-02

1.27E-02

5.54E-03

WDFY2
XRCC4
BMPR2

BRD9

35,562 bp from CARD11 5’
end

CBLB

48,991 bp from CDCA7L 5'
end

CDH13

16,299 bp from COL22A1
3'end

861,007 bp from EDIL3 5'
end

EFCAB12

FAM167A

FBXO31

4,369 bp from FERD3L 5'
end

FRMD3

187,951 bp from FSHR 5'
end

GRID2

HSPA12A

Homeostasis and
metabolism

Immune response

Immune response and

respiratory function

Immune response

Immune response and

respiratory function

Immune response
Immune response

Homeostasis and
metabolism

Extracellular function

Immune response and

respiratory function

Non protein/Non DNA

binding

Immune response and

respiratory function

Homeostasis and
metabolism

Nervous and behavior

function

Immune response

Immune response

Nervous and behavior

function

Immune response
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Homeostasis and

rs73731531 6 9.19672376T>C  -2.24E-01 7.14E-05 165,225 bp from /D4 5' end .
metabolism
rs78642401 11 0.62422928A>G  -6.27E-02  1.82E-02 INTS5 Protein binding
rs117366103 16 g.87619521G>A  268E-01 1.15E-04 10920 bpfrom JPH3 5" Nervous and behavior
end function
rs138852783 9 9.6726204G>T -1.73E-01 4.56E-02 KDMA4C Immune response
rs34528759 11 g.126921779A>T  -2.44E-01 2.88E-03 +>826bp from KIRRELS3- Other
AS33'end
rs113451085 3 g.28867931T>C  -1.16E-01 5.85E-03 00103 bpfrom LINCO06S3  Regulation post-
3'end transcription
rs146122680 18 9.74302123C>A  -2.16E-01 2.97E-02 20339 bpfrom LINC0O0908  Regulation post-
3'end transcription
rs151203753 18 g.51594652A>G  -2.10E-01 4.58E-02 3319 bp;ﬁ’é“ MBD2'3 Immune response
rs143562202 10 g.121846447G>A  -2.30E-01 5.54E-03 28:343 bp from MIR4662  Regulation post-
3'end transcription
rs138952403 6 .126486283G>A  -2.20E-01 2.20E-05 42:521bpfrom MIR56955"  Regulation post-
end transcription
rs13264097 8 9.98548264G>A  -157E-01 268E-02 08143 bpefrr]%m MTDHS' | mmune response
rs546902181 20 9.60766497C>G  -1.73E-01 4.58E-02 MTG2 Homeostasis and
metabolism
r$148200910 2 g.15243757A>C  -1.36E-01 4.28E-02 0275 bpfrom NBAS 3" Nervous and behavior
end function
172772222 5 9.84710054T>C  -1.73E-01 2.56E-03 °08:208 b%.fr:r:‘; NBPF22P Other
rs143495624 6 9.107676844G>A  -1.94E-01 8.22E-03 PDSS2 Immune response and
respiratory function
rs149440345 4 9.23850756G>A  -2.21E-01 2.33E-02 PPARGC1A Immune response and
respiratory function
rs114339787 1 0.228003225C>T  -2.68E-01 2.54E-04 PRSS38 Other
rs560964054 3 g.16378972C>T -1.73E-01 4.40E-02 RFTN1 Immune response
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rs146660597

rs148955366

rs147212501

rs55645918

rs182437555

rs532738090

rs564783128

rs73015950

rs17034848

rs547174500

rs187566673

rs72797416

rs537390395

rs186376860

rs185887243

rs13188241

rs144529794

10

18

10

12

12

16

10

16

g.243561222C>T
9.121658400C>T

9.41762608C>A

g.148239611C>A

9.97336873A>T

g.34798534A>G

g.119200313A>G
9.8694819G>T
9.36345965G>T

.83751294
83751295insAG

9.68739391T>G
9.79174768C>T

g.74482889G>A

9.131675424C>T

g.97346588G>A

g.79893637C>T

g.60395835A>G

-1.87E-01

-2.30E-01

-1.34E-01

-1.40E-01

-1.60E-01

-1.72E-01

-2.68E-01

-2.25E-01

-1.24E-01

-1.85E-01

-1.28E-01

-2.33E-01

-1.15E-01

-1.25E-01

-1.60E-01

-1.35E-01

-1.03E-01

5.02E-03

5.54E-03

1.22E-02

2.58E-02

1.23E-02

4.58E-02

1.15E-04

1.30E-02

4.14E-02

3.44E-02

2.48E-02

4.46E-03

1.19E-02

4.12E-02

1.23E-02

4.87E-02

1.68E-02

SDCCAG8

SEC23IP
497,530 bp from SETBP1
5'end
SH3TC2
15,702 bp from SORBS1 5'
end

31,730 bp from
SPATA31F2P 3' end

218,987 bp from SRRM4 5'
end

SSUH2

76,132 bp from STAC 5'
end

223,226 bp from TMTC2 3'
end
41,107 bp from WLS 5' end
WWwox
ABHD17B
70,749 bp from AKAP7 3'
end

19,098 bp from ALDH18A1
3'end

27,333 bp from ANKRD34B
5'end

606,740 bp from APOOP5
5'end

Homeostasis and
metabolism

Intracellular signaling

Homeostasis and
metabolism

Homeostasis and
metabolism

Immune response

Other

Respiratory function

Protein binding

Nervous and behavior

function

Nervous and behavior

function

Immune response and

respiratory function

Immune response

Nervous and behavior

function

Intracellular signaling

Immune response

Other

Other
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rs186460592

rs183546794

rs546954949

rs148651605
rs76037969

rs140958337

rs148448921

rs35094253

rs150017945

rs141368106

rs113605924

rs191858575

rs77563786

rs200102947

rs11842942

rs145539470

rs140809507

rs72900935

20

17

12

10

14

13

20

6

9.169010282C>A

g.81770817T>C

g.107410617G>A

g.1147858insA
9.159237518T>C

g.78063942del
g.44753814G>A

g.14625089del

g.14888803G>A

9.56970542_
56970543del

g.107430956G>A

g.67474686G>A

g.16538820G>T

q.73395208_
73395210insACA

9.52340365C>T

g.34993940G>A

g.106863135A>C

9.80653154C>G

-1.16E-01

-1.38E-01

-1.94E-01

-2.66E-01
-2.44E-01

-1.25E-01

-1.71E-01

-1.63E-01

-1.83E-01

-2.26E-01

-1.01E-01

-1.26E-01

-1.40E-01

-1.75E-01

-1.12E-01

-1.76E-01

-1.56E-01

-1.25E-01

2.62E-03

3.62E-02

7.92E-03

1.35E-04
2.88E-03

4.28E-02

4.84E-02

7.98E-03

1.68E-02

1.27E-02

4.76E-02

3.35E-02

2.48E-02

2.51E-03

4.90E-02

3.30E-02

3.47E-02

4.56E-02

65,665 bp from ATP1B1 5’
end

156,670 bp from
ATP6AP1L 3'end
Bend3

C1QTNF8
CCDC148

14,416 bp from CCNG2 &'
end

CD40

487,940 bp from CD83 3'
end

45,489 bp from CDRT7 5'
end

65,820 bp from CRACD 5'
end

CRY1

205,039 bp from CTNNA3
3'end

191,910 bp from CYRIA 3'
end

DCAF4
DHRS12

DLGAP4

EFNAS

ELOVL4

Respiratory function

Other

Individual aging and
mortality
Extracellular function

Protein binding
Other
Immune response

Immune response

Other
Nervous and behavior
function

Immune response
Muscle

Homeostasis and
metabolism

Epigenetic mechanism

Other

Nervous and behavior
function

Homeostasis and
metabolism

Nervous and behavior
function
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rs74668056

rs191145793

rs17885506

rs527510404

rs149859171

rs149142615
rs73051149

rs117510149

rs78859065

rs117807552

rs74213230

rs117528826

rs189066606

rs71645480

rs118146772

rs560268391

rs73341526
rs62267567

rs530441033

3

15

12

12

11

20

15

16

11

14

5

g.88737633C>T

9.59852209C>A

g.35078100G>A
g.117612962C>T
g.117442782T>C

g.28980905G>A
g.16225745G>A

9.62394297G>C

g.61027540G>A

9.59883192C>G

g.19512002T>C

g.80628009G>A

.84623907G>A
9.217686366T>A

9.120836733T>C

9.146774641G>A

g.95280004G>T
9.129265481T>C

g.83092174C>T

-1.42E-01

-2.30E-01

-1.72E-01

-1.32E-01

-1.33E-01

-1.74E-01
-1.73E-01

-6.15E-02

-1.72E-01

-1.68E-01

-1.51E-01

-1.31E-01

-2.30E-01

-2.25E-01

-1.74E-01

-1.56E-01

-2.33E-01
-5.97E-02

-1.35E-01

1.90E-02

2.20E-05

4.58E-02

4.71E-02

4.57E-02

4.08E-02
4.40E-02

4.90E-02

4.58E-02

3.94E-03

3.89E-02

2.05E-02

2.20E-05

7.27E-03

4.28E-02

1.59E-02

4.41E-03
4.42E-02

4.42E-02

419,041 bp from EPHA3 5'
end

36,458 bp from FAM81A 3'
end

FANCG
FBX021
FBXW8

FLT1
GALNT15

GANAB

11,013 bp from GATAS5 3'
end

20,790 bp from GCNT3 5'
end

GDE1

GNAQ

96,880 bp from GPAT3 3'
end

GPATCH2
GRIK4

15,907 bp from GRM1 3'
end

Immune response and

respiratory function
Immune response

Homeostasis and
metabolism

Immune response

Immune response and

respiratory function
Immune response

Protein binding

Individual aging and

mortality

Immune response

Immune response

Homeostasis and
metabolism

Immune response and

respiratory function

Homeostasis and
metabolism

Immune response

Homeostasis and
metabolism

Nervous and behavior

function

43,505 bp from GSC 5'end Respiratory function

H1-8

75,278 bp from HAPLN1 5'
end

DNA binding

Nervous and behavior

function
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rs187617341

rs113348350

rs3771340

rs62267562

rs75733493

rs144086622

rs191350267

rs79186472

rs860270
rs137920764

rs6075035

rs557921692

rs56356510

rs115793060

rs573603287

rs147221194

rs554333300

rs79057149

10

14

12

9.80751897T>C

g.94508076A>G
0.234748701T>C

g.129222549G>A

9.58507264T>G

9.121557654G>A

9.51383576G>A

9.4579904A>G

g.28269348A>G
g.39087471insT

g.16213028A>G
g.136572107A>G

g.64580962G>A

g.64525486G>A

g.87956733G>C

9.132547478T>A

g.97783062T>G

g.25146005C>T

-1.14E-01

-2.44E-01

-4.97E-02

-6.00E-02

-1.73E-01

-2.30E-01

-1.50E-01

-2.26E-01

-1.11E-01
-1.23E-01

-1.61E-01

-2.30E-01

-1.12E-01

-1.12E-01

-2.31E-01

-2.14E-01

-1.21E-01

-2.30E-01

2.68E-02

2.88E-03

4.58E-02

4.28E-02

4.40E-02

5.54E-03

4.58E-02

1.27E-02

2.68E-02
4.99E-02

1.62E-02

2.20E-05

2.91E-02

2.91E-02

2.20E-05

4.40E-02

2.77TE-03

5.60E-03

71,799 bp from HEY1 5'
end

52,668 bp from HHEX 3'

end
HJURP

IFT122

435,799 bp from IGFBP7-

AS13'end
INPP5F

693,013 bp from ISL1 3'
end

ITPR1

JAZF1-AS1
KCé6

39,721 bp from KIF16B 3'

end
LCT

100,365 bp from LGALSL

5'"end

92,867 bp from LINC00309

5'end

LINC00461

56,964 bp from LINC01013

3'end

315,922 bp from
LINC02291 3' end

LINC02909

Nervous and behavior
function

Immune response and
respiratory function

DNA binding
Homeostasis and
metabolism
Other
Homeostasis and
metabolism

Immune response and
respiratory function

Homeostasis and
metabolism

Other
Other

Immune response

Other

Non protein/Non DNA
binding

Regulation post-
transcription

Regulation post-
transcription

Regulation post-
transcription

Regulation post-
transcription

Regulation post-
transcription
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rs115054082

rs556647928

rs574982634

rs113774286

rs114402054

rs142961385

rs113283276

rs543319774

rs75834926

rs147010223

rs151010922
rs144699222

rs117790364

rs117768167

rs113369914

rs567810939

rs146752133

rs10654840

13

22

18
18

21

20

16

10

8

g.8778583A>G

g.138118510C>A

.69822672C>T
g.74730193C>T

g.112485651T>C

9.134687933C>T

g.29547466G>A

g.56498572T>G

g.27993446T>C

g.132554686G>A

g.3245921C>T
9.3211000A>G

g.22443778G>A

9.126233786G>A

9.21420694C>T
9.189188CA>C
9.83728571T>C

g.126274339_

126274353ins[AAAAT

(311

-1.04E-01

-1.61E-01

-1.56E-01

-2.15E-01

-1.89E-01

-1.74E-01

-1.79E-01

-2.31E-01

-1.24E-01

-2.14E-01

-2.31E-01
-2.31E-01

-1.73E-01

-1.28E-01

-1.41E-01

-2.05E-01

-1.82E-01

-2.08E-01

4.03E-02

1.91E-02

4.28E-02

3.53E-02

4.52E-03

4.42E-02

5.96E-04

4.44E-03

4.58E-02

4.40E-02

2.20E-05
2.20E-05

4.28E-02

3.33E-02

2.33E-02

1.61E-03

4.18E-02

3.48E-04

LOC100506207

39,358 bp from
LOC401557 3' end

210,196 bp from LRRC7 5'

end
MBP

MCC

47,564 bp from MED27 3'

end

726,176 bp from MIR4275

3'end

749,889 bp from MIR5007

3'end

150,819 bp from MN1 3'

end

62,508 bp from MOXD1 3'

end
MYL12A
MYOM1

NCAM?2

NCOA7

42,647 bp from NKX2-4 5'

end
NPRL3

NRG3

NSMCE2

Other
Other
Homeostasis and
metabolism
Immune response
Homeostasis and
metabolism
Protein binding
Regulation post-
transcription

Regulation post-
transcription

Respiratory function

Homeostasis and
metabolism

Muscle

Muscle

Immune response and

respiratory function

Homeostasis and
metabolism

DNA binding

Immune response

Nervous and behavior

function

Immune response
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rs144055099

rs142662672

rs148195421

rs560556645

rs72667616

rs200334036

rs74839910

rs113869187

rs7955021

rs76042679

rs183231155

rs7644444

rs138410736

rs62482768

rs78418070

rs149636840

rs137965233

14

20

16

g.76875898_
76875901del

g.94508982C>T

g.108502646del

g.10944681T>A

g.95415191G>T

9.73633442del

9.99780824T>C

9.14399115A>G

g.3447871T>C

9.232540627C>G

g.10060835C>T

g.58387067G>A

9.136345605_
136345606del

9.155396080G>C

9.97177216C>T

g.60959906A>G

g.57270972C>T

-1.02E-01

-2.32E-01

-1.18E-01

-1.96E-01

-1.30E-01

-1.35E-01

-1.21E-01

-2.10E-01

-8.76E-02

-2.13E-01

-1.36E-01

-1.31E-01

-2.66E-01

-1.34E-01

-1.53E-01

-1.74E-01

-1.58E-01

5.54E-03

4.44E-03

1.85E-02

3.94E-03

2.04E-02

1.10E-03

2.50E-02

4.84E-02

2.77E-03

4.42E-02

4.29E-02

1.47E-02

1.33E-04

4.55E-02

3.17E-02

4.42E-02

1.71E-02

48,640 bp from OTP 3' end

oTuB2

32,177 bp from PAPSS1 3'

end

PDIA6

PDLIMS

PDZRN3

PLPPR4

247,541 bp from PRDM2 3'

end

42,644 bp from PRMT8 5'
end

32,608 bp from PTMA 5'
end

PTPRD

PXK

R3HDM1

41,123 bp from RBM33 5'
end

658,211 bp from RIOK2 5'
end

RPS21

RSPRY1

Homeostasis and
metabolism

Epigenetic mechanism

Individual aging and
mortality

Immune response and
respiratory function

Nervous and behavior
function

Homeostasis and
metabolism

Nervous and behavior
function

Individual aging and
mortality

Nervous and behavior
function

Homeostasis and
metabolism

Immune response and
respiratory function

Homeostasis and
metabolism

Homeostasis and
metabolism

Individual aging and
mortality

Immune response

Individual aging and
mortality

Other
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rs79295703

rs140606100

rs115583621

rs72971498

rs112298976

rs149489473

rs12213283

rs144032116

rs115144339

rs141688740

rs75920673

rs11730135

rs142962507

rs553879101

rs528507201

rs118145902

rs62318544

15

16

22

18

g.33993651A>C

g.51048004C>T

g.31318159A>G

9.236045188T>A

g.44742531G>A

9.42815763T>C

0.25920249C>T

9.66141798A>T

g.8383484C>T

g.30231405G>A

g.19369641G>C
g.95182419G>A

9.134638494insT

g.119041363A>T

9.149629635_
149629638del

g.134202264C>T

9.154032676T>C

-1.36E-01

-1.57E-01

-1.88E-01

-1.14E-01

-1.59E-01

-2.44E-01

-2.30E-01

-1.34E-01

-1.05E-01

-1.70E-01

-1.66E-01

-1.23E-01

-2.67E-01

-2.68E-01

-1.53E-01

-1.77E-01

-1.76E-01

4.56E-02

1.91E-02

6.06E-03

4.50E-02

1.41E-02

2.77E-03

4.78E-03

4.58E-02

3.78E-02

4.41E-03

4.50E-03

2.77TE-03

1.17E-04

1.15E-04

3.40E-02

3.98E-02

4.37E-02

RYR3 Nervous and behavior

function
121,882 bp from SALL17 3" Nervous and behavior
end function
24,154 bp from SDC3 3' Homeostasis and
end metabolism
80,830 bp from SH3BP4 3' Homeostasis and
end metabolism
33,800 bp from SHISAL15' |
mmune response
end
SLC14A2 Homeostasjs and
metabolism
SLC17A2 Nervous anq behavior
function
SLC25A26 Individual aging and
mortality
29,817 bp from SLC35B3 Other
3'end
61,580 bp from SLC7A15' Individual aging and
end mortality
885,594 bp from SLIT2 5' |
mmune response
end
SMARCAD1 Immune response
54,310 bp from ST3GAL1
\ Immune response
5'end
185,523 bp from SUDS3 3' . . .
Epigenetic mechanism
end
TAB2 Immune response
TCF21 Immur_we response and
respiratory function
41,594 bp from TRIM2 5" Nervous and behavior

end function
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9.189119489_ 50,839 bp from TRIML1 3'

1 rs533210737 4 189119503ins[A[7]; -1.58E-01 4.55E-02 end Epigenetic mechanism
AAAGI2]]

1 r$117682943 6 g.126369807G>C  -2.28E-01 252E-05 387bP frzrr? \ TRMTTTS" Epigenetic mechanism

1 rs540860297 14 0.20748150C>T  -2.34E-01 5.54E-03 9,151 bp from TTC5 3' end DNA binding

1 rs112722217 2 g.158935094G>A  -1.72E-01 4.58E-02 UPP2 Transferase activity

1 rs559195379 1 9.124041648CG>C  -1.88E-01 7.35E-03 2+030Dbp f;%g VWASAS" protein binding

1 rs117885301 12 g.1758398C>T  -2.34E-01 4.41E-03 WNT5B Nervous and behavior

1 rs116932132 18 0.74545065A>G  -2.15E-01 3.51E-02 ZNF236 DNA binding

9.11939503_ ) ) ) -

1 rs201282862 19 3193950044 1.15E-01 2.77E-03 ZNF440 DNA binding

1 rs147773939 10 9.97553483T>C  -1.60E-01 1.20E-02 ENTPD1 Immune response and
respiratory function

1 rs150707 2 9.33160794C>A  -2.14E-01 4.40E-02 LINC00486 Regulation post-

transcription
1 rs531812294 14 g.70865212G>A  -1.80E-01 3.30E-02 SYNJ2BP Protein binding
1 rs138033765 8 9.134056438G>A  -1.75E-01 4.28E-02 TG Immune response

aCpG sites shown are those with a significant p-value and suggestive p-value for the EWAS analyses in eosinophils. Positions and chromosome according to
human genome reference 19 (hg19). Significant CpG sites are shown in bold.

bGenetic variant and association values for the mQTL result with most significant FDR.

°Gene in which the variant is located in or nearest to according to the UCSC Genomes browser (hg19). For variant which are intergenic the distance from the
nearest gene is indicated with the gene direction.

dFunctionnal category was classified into functions with the use of the Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER 17.0) classification system,
GeneCards and g:Profiler—interoperable web service for functional enrichment analysis and gene identifier mapping classification system.

Abbreviations: Chr, choromosome
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Table 10. Summary of significant trans- expression quantitative trait loci (trans-eQTL; FDR<0.05)

Most significant variant association with gene®

Number

Gene Gene position var?:nts Variant ID Vagf‘?t's HGVS ID Beta FDR
ANKRD34B Chr5:79852574-79866304 2 rs138848470 2 g.80192571A>G 8,90E-01 1,57E-02
BCAST Chr20:52560079-52687304 1 r$555063867 4 9.93421539insA 2,90E-01  3,85E-02
BMPR?2 Chr2:203241050-203432474 36 rs151203753 18 9.51594652A>G -1,22E+00 9,51E-03
CCDC148 Chr2:159027869-159313265 35 rs114339787 1 g.228003225C>T -4,48E-01 7,36E-08
CCNG2 Chr4:78078357-78091213 4 rs556647928 9 9.138118510C>A 505E-01  1,63E-02
CDH13 Chr16:82660399-83830215 1 5184847122 3 9.105343711T>C 784E02  1,86E-03
CNTN5 Chr11:98891706-100229616 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -3,89E-02 2,82E-03
COL22A1 Chr8:139600478-139926236 186 rs200954932 8 g.135427904del -4,62E-01 1,14E-11
DLGAP4 Chr20:34894303-35157040 36 rsl51203753 18 0.51594652A>G 6.34E-01  2,24E-02
EDIL3 Chr5:83238126-83680611 1 555932421 2 §.49569617C>T 433E-02  3,75E-03
EFNAS5 Chr5:106712590-107006596 56 rs3056081 1 g.104122316_104122317insAC -2,57E-01 1,07E-02
ELN Chr7:73442427-73484236 2 rs117198856 18 g9.41612870G>A -7,26E-02 2,92E-03
EPHA3 Chr3:89156674-89531284 2 rs117198856 18 g9.41612870G>A -6,10E-02 2,04E-02
ERGIC1 Chr5:172261223-172379688 35 rs369016912 2 9.49542105C>T 7,23E-01 3,98E-02
FAM167A Chr8:11278973-11324276 1 rs7644444 3 g.58387067G>A -3,94E-01 6,57E-04
FBX0O31 Chr16:87362942-87425708 2 rsb547174500 1 g9.83751294_83751295insAG 5,33E-01 1,82E-02
FLT1 Chr13:28874483-29069265 2 rs146752133 10 g.83728571T>C -8,35E-01 2,74E-02
GCNT3 Chr15:59903982-59912210 5 rs143267777 18 g.74345636G>A -6,66E-02 1,45E-02
GNAQ Chr9:80335191-80646219 3 rs2855726 7 g.73517114G>A 1,12E-01 1,07E-02
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GRIK4 Chr11:120382468-120856969 1 rs7644444 3 g.58387067G>A -4,01E-01 3,25E-02
GRM1 Chr6:146348782-146758734 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -5,40E-02 5,20E-03
HEY1 Chr8:80676245-80680098 2 rs560268391 6 g.146774641G>A -8,66E-01 3,93E-02
HSPA12A Chr10:118430703-118609716 3 rs184847122 3 9.105343711T>C -9,14E-02 1,58E-04
ID4 Chr6:19837601-19842431 5 rs117198856 11 g.41612870G>A -4,70E-02 1,59E-05
INPP5F Chr10:121485559-121588662 1 rs201852735 9 g.86030536_86030538insTTA -1,79E-01 3,83E-02
INTS5 Chr11:62414320-62420774 35 rs151203753 18 9.51594652A>G 5,79E-01 2,56E-02
JPH3 Chr16:87635441-87731761 4 rs148195421 4 g.108502646insA -2,69E-02 3,21E-03
KC6 Chr18:39060236-39100561 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -1,12E-02 2,66E-02
LCT Chr2:136545415-136594750 3 rs79186472 1 g.4579904A>G -2,98E-01 3,73E-03
LINC00486 Chr2:33050510-33162270 35 rs12213283 1 g.25920249C>T -2,87E-01 2,73E-09
LINCO1122 Chr2:58747888-59290901 5 rs117198856 18 g.41612870G>A -9,91E-02 5,93E-05
LINGO2 Chr9:27948084-29212998 38 rs560911239 2 g.59876277A>G -3,94E-01 1,15E-03
MIR4500HG Chr13:88096242-88323218 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -2,92E-02 1,15E-03
MOBP Chr3:39509064-39570988 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -1,59E-01 3,73E-03
MOXD1 Chr6:132617194-132722664 9 rs118146772 1 g.120836733T>C -1,95E-01 1,75E-03
NBAS Chr2:15307032-15701472 37 rs143712936 20 g.53674376A>G -7,20E-01 1,96E-03
NBPF22P Chr5:85578262-85593365 5 rs117198856 18 g.41612870G>A -4,33E-02 3,28E-04
ONECUT2 Chr18:55102917-55158530 1 rs541388781 6 g.126672045del 5,33E-01 4,65E-02
OoTUB2 Chr14:94492724-94515276 3 rs74913622 1 g.200322948T>C -2,05E-01 1,77E-03
PAPSS1 Chr4:108534822-108641419 4 rs79186472 3 g.4579904A>G 9,74E-01 1,96E-03
PCDH7 Chr4:30722030-31148423 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -9,14E-02 3,79E-02
PDIA6 Chr2:10923517-10978103 36 rs113869187 1 g.14399115A>G 5,11E-01 1,88E-03
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PLPPRA4 Chr1:99729848-99775138 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -8,39E-03 7,49E-04
PRMTS8 Chr12:3490515-3703138 2 rs117198856 18 g.41612870G>A -1,16E-02 1,15E-02
RPS21 Chr20:60962121-60963576 35 rs151203753 18 g.51594652A>G 1,17E+00 2,01E-02
RYR3 Chr15:33603177-34158303 1 rs556647928 9 g.138118510C>A -6,29E-01 1,42E-02
SLIT2 Chr4:20255235-20620788 3 rs117198856 18 g.41612870G>A -4,57E-02 6,20E-03
SMC2 Chr9:106856541-106903700 4 rs62267567 1 g.129265481T>C 1,93E-01 3,05E-02
THSD4 Chr15:71433788-72075722 3 rs117198856 2 g.41612870G>A -8,12E-02 5,32E-03
UBL3 Chr13:30338545-30424820 1 rs7644444 3 g.58387067G>A 3,46E-01 2,81E-02
UGT3A1 Chr5:35953191-36001130 5 rs117198856 18 g.41612870G>A -3,04E-02 1,34E-07
XRCC4 Chr5:82373317-82649579 1 rs7644444 3 g.58387067G>A 4,50E-01 4,61E-02
ZC3H12A Chr1:37940181-37949978 1 rs7644444 3 g.58387067G>A -9,76E-01 2,07E-02
ZNF141 Chr4:331596-377760 2 rs76368678 8 g.11322413G>C 9,37E-01 1,14E-03
ZPLD1 Chr3:101818088-102198685 5 rs117198856 18 g.41612870G>A -2,32E-02 8,47E-07

aGenes shown are the nearest genes identified during EWAS and mQTL analyses in eosinophils. Gene symbols, positions and chromosome according to human
genome reference 19 (hg19).

bGenetic variant and association values for the eQTL result with most significant FDR.

Abbreviations: Chr, choromosome
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Table 11. Summary of correlation analysis between methylation levels and expression counts (FDR<0.05)

CpG? Gene® Gene position® Coeff SE FDR re
BMPR2 Chr2:203241050-203432474 -4,87E-01 1,59E-01 4,67E-02 -1,55E-01
LINC00486 Chr2:33050510-33162270 1,17E+01 3,48E+00 3,02E-02 1,04E-01
Chr1:37,499,363 NBAS Chr2:15307032-15701472 -3,56E-01 9,28E-02 9,98E-03 -6,66E-02
RPS21 Chr20:60962121-60963576 5,62E-01 1,86E-01 4,91E-02 1,85E-01
SMC2 Chr9:106856541-106903700 -5,59E-01 1,37E-01 9,12E-03 -7,14E-02
Chr1:6,267,177 LINGO2 Chr9:27948084-29212998 5,83E+00 1,52E+00 9,98E-03 1,39E-01
Chr2:103,279.574 INPP5F Chr10:121485559-121588662 5,88E-01 1,78E-01 3,15E-02 1,29E-01
MOXD1 Chr6:132617194-132722664 -5,17E+00 1,65E+00 4,37E-02 -1,62E-01
Chr4:1,320,665 INPP5F Chr10:121485559-121588662 -2,59E-01 8,30E-02 4,37E-02 -1,50E-01
FAM167A Chr8:11278973-11324276 -6,04E+00 1,66E+00 1,72E-02 -4,43E-02
FBXO031 Chr16:87362942-87425708 9,92E-01 3,01E-01 3,15E-02 4,30E-02
Chi7:100,027.356 FLT1 Chr13:28874483-29069265 3,04E+00 9,37E-01 3,48E-02 2,34E-01
HEY1 Chr8:80676245-80680098 2,87E+00 7,48E-01 9,98E-03 3,13E-01
INPP5F Chr10:121485559-121588662 8,79E-01 2,87E-01 4,67E-02 6,50E-02
PAPSS1 Chr4:108534822-108641419 -9,14E-01 2,62E-01 2,24E-02 -2,66E-01
Chr11:97,073,789 LINGO2 Chr9:27948084-29212998 1,93E+00 5,53E-01 2,24E-02 1,31E-01
CCNG2 Chr4:78078357-78091213 -1,68E-01 5,23E-02 3,67E-02 -8,83E-02
Chr14:22,393,510 EFNAS Chr5:106712590-107006596 9,38E-01 2,71E-01 2,24E-02 1,17E-01
GRIK4 Chr11:120382468-120856969 6,26E+00 8,68E-01 2,17E-10 1,93E-01

aCpG sites shown are those with a significant p-value (in bold) and suggestive p-value for the EWAS analyses in eosinophils. Positions and chromosome

according to human genome reference 19 (hg19).

bGenes shown are the genes identified during EWAS and mQTL analyses in eosinophils. Gene symbols, positions and chromosome according to human
genome reference 19 (hg19). Significant correlation is shown in bold (r>0.3; FDR < 0.05).

¢Pearson correlation test
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Table 12. Genes previously identified in the literature, and their reference

Phenotype Genes References

CARD11 1,2
FERD3L, LINC00486 3
NBAS 4
Allergy SH3BP4 5
CDH13, CTNNA2 6
MBD?2 7
DUSP1 8
CTNNA3 9
COL22A1 10
CDH13 11
ERBB4 12,13
CDH17, EFCAB12, ETV1, FERD3L, IFT122, JAZF1-AS1, KDM4C,

LINC02909, PCDH7, PTPRD, ZFAT 14
KC6 15
KIF16B, TMTC2 16
STAC 17
SH3BP4 5
PTPRC, TBL1XR1 18-20
Asthma LINCO1122 21
PPARGC1A 22
CARD11, HHEX, ID4, PTPRC, TBL1XR1 23
THSD4 24,25
CARD11, PTPRC, TBL1XR1 26,27
SSUH2 28
PTPRD 29
PTPRC 30
FAM167A, NRG3 31
ZFAT 32
TBL1XR1 33
CARD11 1,2
NBAS 4
Eczema CARD11, DLGAP1, PTPRC 34
CDH13, CTNNA2 6
DUSP1 8,35
BEND3, CARD11, HHEX, JAZF1-AS1, PTPRC, SLC12A7 36
BEND3, CARD11, CBLB, DCAF4, KDM4C, NLRC5, NSMCE2, PTPRC, 2

SALL1, SDC3, TG, WWOX, ZFAT
CARD11, DCAF4, NLRC5, WWOX, ZFAT 37
Eosinophils count BEND3, CARD11, DCAF4, JAZF1-AS1, LINC00862, NLRCS,

NSMCE2, PTPRC, SALL1, SH3TC2, TG, WWOX, ZFAT 38
BEND3, PTPRC 39

BEND3, CARD11, DCAF4, HHEX, NLRC5, SALL1 30
BEND3, CARD11, PTPRC 40
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BEND3, CARD11, ETV1, HHEX, JAZF1-AS1, NLRC5, PTMA, PTPRC,

SLC12A7 36
KC6 41
AUTS2, CBLB, DHRS12, JAZF1-AS1, MBD2, MYO1H, NLRCS5, 34
NSMCE2, PTMA, PTPRC, SDC3, SDCCAGS8, SLC12A7, ZNF440
R3HDM1 42,43
LCT 44.45
AUTS2, BEND3, C90rf131, CARD11, CDCA7L, CYRIA, DHRS12,
ETV1, ITPR1, LCT, LIMK1, LINC00862, MBD2, MBP, MEF2C, MN1, 37
NLRC5, NSMCE2, PTMA, PTPRC, RSPO3, SH3TC2, VCP, WWOX
AUTS2, BEND3, C90rf131, CARD11, CD40, CYRIA, DCAF4, DHRS12,
ETV1, JAZF1-AS1, LCT, LINC00862, MBD2, MEF2C, NLRCS5, 38
Leukocytes count NSMCE2, PTMA, PTPRC, RSPO3, SH3TC2, SLC12A7, SPTB, TG,
WWOX, ZNF440
ALDH18A1, APOOP5, CD40, ENTPD1, LCT, MCC, PTPRC, ZFAT 46
ITPR1, MBP, NBAS 47
R3HDM1, SLC25A26, ZFAT 48
BEND3, FLT1, JAZF1-AS1, PTPRC 39
AUTS2, BEND3, CARD11, CENPW, DHRS12, ELN, ETV1, LIMK1,
LINC00461, LINC00862, LINC0O1122, MBD2, MBP, MEF2C, NLRCS5, 30
NSMCE2, PTMA, PTPRC, SALL1, WDFY2
ATP1B1 49
CDH13 50
PTPRC, SALL1 51
MS:E)C/;ESﬁSOH ATP6AP1L, CDH13, ENTPD1, EPHA3, KC6, PCDH7, ZFAT, ZPLD1 52
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Figure 11. Gene ontology (GO) term enrichment analysis for trans-mQTL proximal gene.

Significantly enriched GO terms were selected based on a FDR threshold (FDR<0.05). GO terms are
categorized into Molecular function (pink), Cellular components (green), and Biological process
(blue).

136



