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RESUME

La sensibilisation aux aéroallergénes représente un facteur de risque pour le développement
de l'atopie. Il est aussi connu que les aéroallergénes d'origine intérieure (squames d'animaux,
acariens, poussiére) sont majoritairement associés a l'asthme allergique, tandis que les
aéroallergenes d'origine extérieure (moisissure, pollens, mauvaise herbe) sont majoritairement
associés a la rhinite allergique. La présente étude vise a identifier des variants génétiques communs
et distincts entre la sensibilisation aux aéroallergénes d'intérieur et d'extérieur. Ceci a été possible
en effectuant une étude d’association génomique (de I'anglais Genome-wide association study
[GWAS]) pour la sensibilisation aux aéroallergénes d'intérieur, d'extérieur ou combinée dans la
cohorte familiale d’asthme du Saguenay—Lac-Saint-Jean. Les variants associés pour chacun des
types de sensibilisation ont ensuite été utilisés pour effectuer des analyses de locus quantitatif (de
'anglais Quantitative trait locus [QTL]) pour le niveau d'expression (eQTL) et de méthylation (mQTL)
des genes pour les lymphocytes T CD4" naifs et pour les éosinophiles provenant d'échantillons
sanguins. Ainsi, les GWAS ont permis d'identifier plusieurs associations significatives (p < 1x10)
entre des variants et les types de sensibilisations aux aéroallergénes (intérieur : 259 variants,
extérieur : 38 variants et combiné : 57 variants). Ensuite, les analyses fonctionnelles (eQTL et mQTL)
ont permis d'identifier des variants génétiques, préalablement associés aux trois types de
sensibilisations, pour lesquels il y avait des résultats significatifs (FDR < 0,05) en cis-eQTL et en cis-
MQTL pour les mémes genes, RNASET2 et MIR3939 pour la sensibilisation intérieure et FGD3 et
CENPRP pour la sensibilisation combinée, chez les deux types de cellules immunitaires a I'étude. De
plus, les analyses de corrélation ont permis de mettre en évidence une corrélation significative (FDR
< 0,05) entre la différence d’expression et de méthylation de certains génes chez les lymphocytes T
CD4" naifs. Ainsi, cette étude a permis d'identifier un profil génétique spécifique a chacun des types
de sensibilisation aux aéroallergénes et de cibler les voies biologiques impliquées dans deux types
de cellules immunitaires.
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INTRODUCTION

Au cours des derniéres décennies, lindustrialisation, l'urbanisation et les changements
climatiques ont mené a accroitre la prévalence des maladies allergiques dans le monde (Eguiluz-
Gracia et al., 2020). L'industrialisation est liée a un grand nombre de particules polluantes dans I'air
qui sont responsables, du moins en partie, de 'augmentation de la production de pollens par les
végétaux, augmentant aussi l'allergénicité des aéroallergenes (Sierra-Heredia et al., 2018). Le
réchauffement climatique est associé a une augmentation de la concentration des aéroallergénes
dans l'air, précisément en modifiant la période ainsi que la durée de la saison des pollens et de leur
diversité. La combinaison des impacts du réchauffement climatique et de l'industrialisation fait en
sorte d'exacerber les symptdmes liés aux allergies respiratoires et d'augmenter le nombre de visites
a l'urgence aupres des populations a risque (D’Amato et al., 2020; D’Amato et al., 2015; Sierra-

Heredia et al., 2018; Tham et al., 2016).

Par ailleurs, bien que les allergies respiratoires aient une composante environnementale,
celles-ci possédent aussi une composante génétique. Ainsi, une sensibilisation a un ou des
aéroallergene(s) serait un facteur de risque pour le développement de I'asthme allergique (AA) et/ou
de la rhinite allergique (RA) chez une personne ayant une prédisposition génétique (Sierra-Heredia
et al., 2018). Des études ont montré que I'AA était plus associé a une sensibilisation allergénique aux
aéroallergénes de type intérieur, comme les squames d'animaux, les acariens et la poussiére, tandis
que la RA était associée a une sensibilisation aux aéroallergénes de type extérieur, comme le pollen,
les mauvaises herbes et la moisissure (Boulet et al., 1997; J. Li et al., 2009). Cette observation
s’explique en partie par la nature physicochimique des particules allergéniques, mais elle suggére
également qu'il existe une composante génétique favorisant le développement d'un type spécifique
de sensibilisation et des manifestations cliniques associées (Stewart & Robinson, 2017). C'est dans
cette optique que des études ont tenté d'identifier les déterminants génétiques d'une ou plusieurs
sensibilisations allergéniques indépendamment du type, ciblant un type ou pour une sensibilisation

combinée (aussi nommée polysensibilisation; Amaral et al., 2015; Bgnnelykke et al., 2013; M. A. R.



Ferreira et al., 2011; Ramasamy et al., 2011). Cependant, il y a peu d'études qui ont essayé
d'identifier des variants génétiques ou des loci prédisposant a une sensibilisation allergique

spécifique a ce jour (Bannelykke et al., 2015).

Les études d'associations pangénomiques (GWAS) sont frequemment utilisées en génétique
pour I'étude des traits complexes. Elles permettent notamment d'identifier des variants génétiques
communs, majoritairement des polymorphismes d’'un seul nucléotide (SNP), mais également de
petites insertions ou délétions (indels), qui sont présents en plus ou moins grande fréquence chez
les personnes atteintes du phénotype étudié contrairement a celles sans ce phénotype (Cano-Gamez
& Trynka, 2020). Un GWAS est efficace pour identifier de nombreux variants ayant des impacts variés
sur le phénotype, mais ils identifieront plus fréquemment des variants qui ont un impact mineur sur
le phénotype (Ober & Yao, 2011). En effet, plusieurs variants se retrouvent dans des régions non
codantes, nécessitant par la suite une investigation plus poussée sur ces variants afin de comprendre
les génes qu'ils régulent ou dans quel type cellulaire ils agissent (Liu & Montgomery, 2020). Par
conséquent, ce type d'étude est souvent suivi d'une étude de locus de caractéres quantitatifs (QTL)
pour le niveau d'expression (eQTL) et le niveau de méthylation (mQTL). Par la suite, des analyses
d’intégration, incluant notamment des analyses d’enrichissement, pour comprendre la nature des
liens moléculaires peuvent étre réalisées. Ces analyses combinent les données épigénétiques ou
transcriptomiques a celles de la génétique afin d'associer une différence de méthylation ou
d’expression d'un gene a un variant dans un tissu ou type cellulaire précis (Cano-Gamez & Trynka,
2020; Nica & Dermitzakis, 2013). Par conséquent, il est possible de mieux comprendre comment le
variant peut contribuer au développement du phénotype. L’identification de variants associés au
phénotype et la compréhension de leur implication dans le mécanisme pathophysiologique de
I'allergie rendront possible I'utilisation des résultats en médecine translationnelle. Par exemple, il sera
possible d’identifier les individus ayant un risque accru de développer le phénotype et d'entreprendre
des démarches de prévention et d’intervention ciblées ou encore de peaufiner les approches

thérapeutiques utilisées (B. Li & Ritchie, 2021).

Les objectifs de cette étude étaient donc :



D'identifier des profils de risque génétique différents selon le type d'aéroallergéne auquel

la personne est sensibilisée, soit aux aéroallergénes d'intérieur, d'extérieur et combinés ;

D'identifier de possibles voies biologiques impliquées dans la sensibilisation aux
aéroallergénes d’intérieur, d’extérieur et combinés pour deux types de cellules

immunitaires.



CHAPITRE1 ‘
IRRITANTS RESPIRATOIRES ET AEROALLERGENES

1.1 Irritants respiratoires

Il existe plusieurs types d'irritants respiratoires pouvant avoir des effets néfastes sur la santé
respiratoire d'un individu comme les produits chimiques, le climat (vague de chaleur, sécheresse,
inondation, etc.) ou encore la température (D’Amato et al., 2015). Cependant, ceux provenant de la
pollution et des aéroallergénes ont un impact considérable sur les maladies allergiques respiratoires,
telles que I'AA et la RA (Cecchi et al., 2018). Par ailleurs, la concentration de polluants
atmosphériques et d'aéroallergénes a laquelle un individu est exposé varie beaucoup selon le pays,
la région, que ce soit entre les zones rurales (milieux agricoles) ou urbaines (proximité des usines,
densité de la population), selon la saison de I'année, la période de la journée et entre l'intérieur et
I'extérieur d’'une habitation (humidité et température; Cecchi et al., 2018). Notamment, les polluants
peuvent agir seuls ou en combinaison avec les aéroallergénes pour mener a une réaction
inflammatoire exacerbée, tout comme pour les aéroallergénes seuls. Par ailleurs, les polluants
peuvent aussi influencer la production d'aéroallergénes et leur allergénicité en interagissant avec leur

source d'origine (ex. plantes; D’Amato et al., 2020).

1.1.1 Polluants atmosphériques

Il existe plusieurs polluants atmosphériques comme les matiéres particulaires (hydrocarbures
aromatiques polycycliques, carbone noir, composés organiques volatils), le dioxyde de carbone, le
méthane et le dioxyde d'azote (Brandt et al., 2015; Cecchi et al., 2018). Ces polluants peuvent se
retrouver autant a l'intérieur de la maison qu'a I'extérieur, et peuvent provenir de plusieurs sources
comme les usines, les moyens de transport, la production agricole et alimentaire, les sources de
chauffage, les éruptions volcaniques et les feux de forét (Annesi-Maesano et al., 2021; Cecchi et al.,
2018). Les effets des polluants sur le systéme respiratoire sont variés, tels que la diminution de

I'activité des cellules ciliées de I'épithélium, 'augmentation de la perméabilité de la barriere épithéliale



(facilitation de la pénétrance des aéroallergénes), des modifications dans la réaction inflammatoire
des cellules, la régulation du cycle cellulaire et de la mort cellulaire (création de Iésions dans le tissu),
le remodelage et la favorisation de la sensibilisation allergénique (Cecchi et al., 2018; D’Amato et al.,

2015).

1.1.2 Aéroallergénes

Un aéroallergéne est une substance normalement inoffensive qui peut se retrouver en
suspension dans l'air et qui peut provoquer une réaction inflammatoire une fois inhalé par des
individus sensibilisés a celui-ci (i.e. allergique a I'allergene, défini par la présence de symptdmes
respiratoires et un test d'allergie cutané avec une induration de plus de 3mm). Ces allergénes sont
normalement divisés en deux groupes, soit ceux que l'on retrouve a l'intérieur des batiments et ceux
que l'on retrouve a l'extérieur des batiments. Plus d'informations sur les divers aéroallergénes
composant ces deux catégories se trouveront dans les sections suivantes de ce chapitre. Il est
intéressant de savoir que le profil de sensibilisation aux aéroallergénes varie beaucoup selon
I'endroit, le climat et le degré d'urbanisation d'ou l'on se situe dans le monde puisque le couvert
végétal et les espéces animales auxquels les personnes sont exposées ne seront pas les mémes
(Tham et al., 2016). Ceci est principalement causé par le fait que la concentration et la diversité en
aéroallergenes soient grandement influencées par la température. Par exemple, il y aura une plus
grande concentration d'acariens dans les endroits chauds et humides (Acevedo et al., 2019; Tham
et al., 2016). De plus, les especes produisant les aéroallergénes (acariens, plantes, moisissures,
etc.) varient entre les endroits étant donné que certains d’entre eux ont des températures plus
propices a la prolifération d'une espéce au détriment d'une autre (Acevedo et al.,, 2019). Par
conséquent, il existe des variations dans la prévalence d'individus sensibilisés a différents
aéroallergenes selon la région géographique (Tableau 1; P.-J. Bousquet et al., 2007). Ce phénoméne
peut étre causé par plusieurs facteurs comme le climat, la localisation (zones rurales ou urbaines),

la diversité génétique d'une population (i.e. la fréquence des polymorphismes de susceptibilité



associés), des facteurs socio-économiques et le contact avec des animaux a la maison pour n’en

citer que quelques exemples (Lei & Grammer, 2019; Miller, 2019; Tham et al., 2016).

Tableau 1. Prévalence de la sensibilisation allergénique a 15 aéroallergénes de six sites au

Canada (Traduit et adapté de Chan-Yeung et al., 2010)

. P Prévalence

Van Win Ham Mon Hal IPE totale
Taille de 417 540 412 471 232 523 2595
I'échantillon
Chats 18 22 20 22 26 17 21
Acariens* 43 43 45 46 47 41 44
Dermatophagoides 54 38 38 43 43 35 39
pteronyssinus
Dermatophagoides 54 33 38 41 41 33 37
farinae
Moisissures 15 20 16 17 18 10 16
confondues
Aspergillus 1 4 2 1 1 1 2
Penicillium* 3 4 3 5 2 2 3
Alternaria 10 13 12 11 9 7 10
alternata
Cladosporium 5 10 8 8 12 5 8
herbarum
Arbres 26 18 21 27 20 13 21
Arbres mixtes 21 14 17 21 16 8 16
Bouleau 23 10 16 22 14 9 15
Olivier* 3 4 2 5 5 4 4
Graminées 30 19 28 28 24 14 23
Fléole des prés 29 17 28 26 21 13 22
Paturin des prés 26 15 23 24 21 11 20
Petite herbe a 12 7 28 33 5 5 15

poux

Toutes les prévalences indiquées dans le tableau sont en pourcentage. *Aucune différence
significative entre les sites étudiés. Abréviations : Hal = Halifax, Ham = Hamilton, 1PE = lle-du-
Prince-Edouard, Mon = Montréal, Van = Vancouver, Win = Winnipeg.



Les sources (ex. plantes, animaux, etc.) desquelles proviennent les aéroallergenes possédent
plusieurs protéines qui forment les composantes allergéniques. La composition protéique de
l'aéroallergéne est spécifique a I'espéce qui le produit (Sastre, 2010). Par exemple, les
Dermatophagoides (D) farinae possédent 37 composantes allergéniques reconnues, alors que les D.
pteronyssinus en possédent 32 selon la nomenclature des allergénes produite par la World Health
Organization (WHQ)/ International Union of Immunological Societies (IUIS; World Health
Organization/ International Union of Immunological Societies, 2007). Il est a noter que ce ne sont pas
toutes les composantes allergéniques d'un aéroallergéne qui sont forcément reconnues par les
anticorps. Effectivement, un aéroallergéne comporte des composantes majeures (Ex. Der p 1 chez
D. pteronyssinus), c'est-a-dire que plus de 50 % des individus sensibilisés réagissent a celles-ci, et
des composantes mineures (Ex. Der p 10 chez D. pteronyssinus), ou c’est moins de 50 % des
individus sensibilisés qui réagissent a ces derniéres (Tableau 2; Garcia-Mozo, 2017; World Health
Organization/ International Union of Immunological Societies, 2007). Par contre, certains épitopes
sont spécifiques a la famille et au genre des organismes, faisant en sorte que les composantes
allergéniques des aéroallergénes de la méme espéce et/ou du méme genre seront reconnues par
des anticorps communs (Tableau 2; F. Ferreira et al., 2004; Sastre, 2010). De plus, il existe des
composantes structuralement similaires ou des séquences similaires entre des composantes
allergéniques ou protéines de différentes espéces. Celles-ci peuvent donc étre reconnues par le
méme anticorps, permettant ainsi une réaction croisée, c'est-a-dire la reconnaissance de deux
protéines ou aéroallergénes différents par un méme anticorps (Tableau 2; Sastre, 2010). Ce type de
réaction croisé peut méme survenir entre une composante d’'un aéroallergéne et d’'une protéine
produite par 'homme. Par exemple, I'une des protéines allergéniques de I'aéroallergéne du chien
peut avoir des réactions croisées avec I'antigéne prostatique humain (PSA). Un autre exemple est
la cyclophiline produite par I'Aspergillus fumigatus qui peut entrainer des réactions croisées avec la
cyclophiline produite chez I'humain (Curin & Hilger, 2017; Matricardi et al., 2016; Twaroch et al.,

2015).



Tableau 2. Exemple de composantes allergéniques provenant de Dermatophagoides
pteronyssinus (Adapté de Matricardi et al., 2016; Popescu, 2015; Sastre, 2010; World Health
Organization/ International Union of Immunological Societies, 2007)

. Prévalence de Type de . Réaction
Allergene sensibilisation composante Type de molécule croisée
Derp 1 75-92% Majeure Cystéine protéase Derf1, Eurm 1

Protéine de la famille des

Derp 2 71-100% Majeure NPC2 Derf2, Eurm2

Der p 9* 92% Majeure Senne, prote_ase -
collagénolytique

Derp 10 6% Mineure Tropomyosine Bla g 7, Blo 10,

Derf 10, Pena 1

*La composante allergénique n'est pas produite par une autre espéce d'acarien que celle-ci.
Abréviations : Bla g = Blattella germanica (coquerelle germanique), Blo t = Blomia tropicalis
(acarien), Der f= Dermatophagoides farinae (acarien), Der p= Dermatophagoides
pteronyssinus (acarien), Eur m = Euroglyphus maynei (acarien), Pen a = Penaeus aztecus
(crevette).

1.2 Aéroallergénes d'intérieur

Il est estimé qu'un individu passe en moyenne 80 % de son temps a l'intérieur d'un batiment,
que ce soit au travail, a I'école ou a la maison (Eguiluz-Gracia et al., 2020). Par conséquent, il est
exposé pendant de trés longues périodes a I'environnement intérieur, ce qui, s’il est génétiquement
prédisposé, le met plus a risque de développer une sensibilisation allergénique aux aéroallergénes
d'intérieur (Sierra-Heredia et al., 2018). Le groupe des aéroallergénes d'intérieur est composé
d’animaux, d’acariens et de certaines moisissures (Gray-Ffrench et al., 2022). Ces sources
d'aéroallergénes, mentionnées précédemment et qui seront abordées dans cette section, sont celles
les plus courantes. Cependant, il en existe d'autres, moins courantes comme les oiseaux, les lapins
et les sauterelles qui peuvent occasionner des problémes respiratoires (Gray-Ffrench et al., 2022;
Stewart & Robinson, 2017). De plus, le degré d'exposition aux aéroallergénes d'intérieur est variable
et dépend de facteurs comme la présence d'animaux, la localisation, le type d'habitation et le statut
socio-économique entre autres (Akar-Ghinril & Phipatanakul, 2020). La sensibilisation aux
aéroallergenes d'intérieur est un facteur de risque pour le développement de I'AA (Boulet et al., 1997;

J. Li et al., 2009).



1.2.1 Animaux

Les animaux produisant des aéroallergénes sont principalement les animaux a poils, tels que
les chats, les chiens et les souris (Stewart & Robinson, 2017). Les aéroallergénes provenant des
animaux sont généralement produits par le foie et les glandes sécrétoires de ces derniers et se
retrouvent sur la peau et le poil, dans la salive, dans I'urine et dans le sang (Pomés et al., 2016). Ces
aéroallergenes se retrouvent en suspension dans l'air, ce qui permet leur inhalation (Akar-Ghinril &
Phipatanakul, 2020; Zahradnik & Raulf, 2014). Les aéroallergénes peuvent étre en suspension dans
I'air pendant plusieurs minutes, et ils peuvent rester a l'intérieur d'une maison longtemps apres la

disparition de I'animal (Gray-Ffrench et al., 2022; Lei & Grammer, 2019).

Le chat est 'un des aéroallergénes ayant la plus haute prévalence allergénique dans la
population humaine (Tableau 3; Ahmed et al., 2019). La sensibilisation aux animaux est un facteur
de risque pour le développement de I'asthme (Akar-Ghinril & Phipatanakul, 2020). Environ 67 % des
enfants ayant de I'asthme sont sensibilisés aux chats ou aux chiens (Singh & Hays, 2016). De plus,
I'exposition a des concentrations élevées d’aéroallergénes de provenance animale est associée a un
mauvais contrdle de l'asthme et a une réduction de la fonction respiratoire chez les personnes

sensibilisées a ces aéroallergenes (Gray-Ffrench et al., 2022; Singh & Hays, 2016).



Tableau 3. Fréquence de la sensibilisation a 11 aéroallergénes chez des individus atopiques de la
ville d’Edmonton (Adapté de Ahmed et al., 2019)

Aéroallergénes Fréquence’
Chat 53
Chien 17
Dermatophagoides? 50
Aspergillus 10
Penicillium 6
Alternaria 24
Cladosporium cladosporioides 8
Bouleau 24
Peuplier 12
Cédre 10
Fléole des prés 39

'Les Fréquences indiquées correspondent au
pourcentage d’individu atopique ayant le type de
sensibilisation indiqué. ?Les deux espéces d'acariens
testées sont Dermatophagoides pteronyssinus et
Dermatophagoides farinae.

1.2.2 Acariens

Les acariens de maison ou de poussiére font partie de la classe des Arachnida. lls sont trés
petits, d’'une longueur entre 250 et 350 um, et se retrouvent dans des milieux humides a l'intérieur
des batiments (Miller, 2019; Seguel et al., 2016). lls se nourrissent principalement de kératine (peaux
mortes, ongles, cheveux), de cellulose (tissus) et de chitine (champignon, insecte), et I'humidité d’'un
milieu leur permet de répondre a leurs besoins en eau (Lei & Grammer, 2019; Tham et al., 2016).
Par conséquent, ils résident dans les tissus et les endroits dans lesquels il peut y avoir des résidus
de peau morte (matelas, couvertures, vétements; Seguel et al., 2016). Ce n’est pas I'acarien qui
occasionne les réactions allergéniques chez les individus sensibilisés, mais plutot ses excréments.
Les substances fécales de ces insectes contiennent diverses composantes allergéniques composées

d'enzymes digestives et d'une membrane chitineuse péritrophique (Seguel et al., 2016; Stewart &
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Robinson, 2017). Ces déjections ont un diametre de 10 a 40 um et se retrouvent en suspension dans

I'air (Pomés et al., 2016).

Il existe plusieurs espéces d'acariens dont la répartition géographique dépend de la
température et de I'humidité. Par exemple, Blomia tropicalis est plus présent dans les endroits chauds
comme les régions tropicales et subtropicales, alors que D. pteronyssinus et D. farinae sont capables
de survivre dans des endroits froids et humides. Ceux-ci se retrouvent dans toutes les maisons et
sont par conséquent les deux espéces d’acariens les plus communes (Acevedo et al., 2019; Pomés

et al., 2016).

En 2019, une étude réalisée sur la population d'Edmonton au Canada a évalué que 50% des
individus atopiques étaient sensibilisés aux acariens, plagant les acariens en deuxiéme position
aprés Felis domesticus parmi les 11 aéroallergénes étudiés (Tableau 3; Ahmed et al., 2019).
Cependant, dans certaines populations ou régions, cet aéroallergéne est celui pour lequel les gens
sont le plus sensibilisés. Par exemple, lors de I'étude sur la sensibilisation allergénique réalisée par
Chan-Yeung et al., la sensibilisation avec la prévalence la plus élevée pour chacune des six villes
canadiennes était celle pour les acariens (Tableau 1). La sensibilisation a D. pteronyssinus et D.
farinae peut toucher de 80 a 90 % des individus atteints d’allergies respiratoires (Acevedo et al.,

2019; Tham et al., 2016).

1.2.3 Moisissures

Les champignons qui forment la moisissure sont des organismes eucaryotes sous le régne
des Fungi (Seguel et al., 2016). Ceux-ci peuvent se retrouver a I'extérieur comme a l'intérieur des
habitations puisqu'ils peuvent étre transportés par les animaux de compagnie, les vétements, ou
encore étre aéroportés (Gray-Ffrench et al., 2022). Les composantes allergéniques des champignons
se trouvent dans les spores et dans les hyphes de ceux-ci (Stewart & Robinson, 2017). Le diamétre

de ces aéroallergénes peut varier entre 2 et 50 ym, mais la majorité possédent une taille entre 2 et
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10 pm, ce qui leur permet de se rendre dans les voies respiratoires inférieures, lorsqu’inhalés (Burge

& Rogers, 2000).

Les genres de moisissures les plus fréquemment retrouvés a l'intérieur des habitations sont
Aspergillus et Penicillium (Gray-Ffrench et al., 2022; Lei & Grammer, 2019). Dans le genre
Aspergillus, c'est Aspergillus fumigatus qui est I'espéce la plus étudiée, alors que dans le genre

Penicillium, ce sont Penicillium (P.) chrysogenum et P. citrinum (Pomés et al., 2016).

La prévalence de la sensibilisation allergénique pour 'ensemble des moisissures (intérieures
et extérieures) est de 16 %. Pour Aspergillus et Penicillium, cette prévalence varie entre 2 et 10 % et
entre 3 et 6 % respectivement au Canada (Tableau 1, Tableau 3; Ahmed et al., 2019; Chan-Yeung
et al., 2010). Certaines moisissures, comme Aspergillus et Penicillium, sont capables de coloniser
les voies respiratoires. Par conséquent, le champignon permettra une stimulation allergénique
continue par le biais des spores et hyphes créés dans les voies respiratoires et maintiendra la
réaction allergique chez les individus sensibilisés a ceux-ci (Lombardi et al., 2017). Un exemple de
ce type d’impact est I'aspergillose bronchopulmonaire allergique (ABPA) qui peut se développer chez
les individus asthmatiques allergiques ou atteints de fibrose kystique et qui présentent également de
I'atopie. Chez ces individus, il y aura plus de mucus produit et moins de clairance pulmonaire, ce qui
contribue a créer un milieu optimal pour la croissance d’Aspergillus. Par conséquent, il y aura
maintien de la réaction inflammatoire, menant a I'exacerbation de leur maladie et a la dégradation de
leur fonction respiratoire (Patterson & Strek, 2010). La colonisation des voies respiratoires par les
moisissures peut aussi mener a des sinusites allergiques fongiques (Lei & Grammer, 2019). De plus,
une forte exposition a la moisissure est associée a l'augmentation du risque de développer de
l'asthme et a I'accroissement de sa morbidité chez les individus asthmatiques (Akar-Ghinril &
Phipatanakul, 2020; Pomés et al., 2016). Il existe plusieurs facteurs de risques prédisposant a un
haut degré d'exposition aux aéroallergénes provenant de la moisissure. Parmi ceux-ci, on retrouve
la chaleur, la durée d'ouverture des fenétres d'une maison pour I'aération, les dégats d'eau et le taux

d’humidité (Akar-Ghinril & Phipatanakul, 2020; Gray-Ffrench et al., 2022).
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1.3 Aéroallergénes d’extérieur

Les changements climatiques occasionnés par l'activité humaine ont contribué a
'augmentation de I'exposition aux aéroallergénes d’extérieur, tels que le pollen et la moisissure
(D’Amato et al., 2020). Ces changements climatiques entrainent notamment une augmentation de la
concentration de pollens et de spores dans l'air et une prolongation de leur présence (D’Amato et al.,
2015). Par conséquent, cette forte exposition accroit les risques de développer une sensibilisation
aux aéroallergénes d’extérieur. Ce groupe d’aéroallergenes comprend le pollen des arbres, des
graminées et des mauvaises herbes, ainsi que les moisissures (Gray-Ffrench et al., 2022). Cette
catégorie d'allergénes n’est pas présente toute l'année pour un méme endroit, avec une
concentration variable selon le climat (température, chaleur, pluie, inondation, etc.; Stewart &
Robinson, 2017). De plus, la sensibilisation aux aéroallergenes d'extérieur est un facteur de risque

pour le développement de la RA (Boulet et al., 1997; J. Li et al., 2009).

1.3.1 Pollens

Le pollen est un aéroallergene produit par les végétaux afin de se reproduire et celui-ci est
aéroporté. Cette dissémination est influencée par divers facteurs comme le vent, I'numidité, les
précipitations et la température. La majorité des pollens ont un diameétre situé entre 20 et 60 um,
faisant en sorte que ceux-ci restent coincés dans les voies respiratoires supérieures (Hughes et al.,
2022; Lei & Grammer, 2019). Par contre, en présence d’une forte humidité dans I'air, il est possible
que le grain de pollen se fragmente par choc osmotique et qu'il relache des particules de dimension
inférieure a 5 um dans l'air. Une fois inhalées, ces petites particules peuvent atteindre les voies
respiratoires inférieures et provoquer de I'asthme chez les individus a risque (Hughes et al., 2022;
Singh & Hays, 2016). Dans des situations particuliéres, la dimension des particules fragmentées peut
étre inférieure a 3 um et celles-ci pourront méme atteindre les alvéoles. Lorsque les grains de pollen
sont au niveau de la muqueuse nasale, ceux-ci vont s'hydrater, ce qui occasionne le relachement de

composantes allergéniques et de protéines dans le milieu (Stewart & Robinson, 2017).
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1.3.1.1 Arbres et arbustes

Au Québec, le printemps (de mars a juin au Québec) est la saison pollinique des arbres. Les
aéroallergenes produits par les arbres ont un diametre allant de 20 a 60 ym (Demers, 2013;
Gouvernement du Québec ; Lei & Grammer, 2019). Il existe plusieurs sortes de pollens provenant
des arbres, mais ceux du genre des bouleaux (bouleau a feuilles de peuplier, bouleau jaune et
bouleau papier) font partie de ceux causant le plus d'allergies respiratoires au Québec et sont la
cause principale de la rhinite allergique saisonniére dans I'hémisphére nord durant cette saison
(Demers, 2013; Gray-Ffrench et al., 2022; Matricardi et al., 2016; Pablos et al., 2016). La prévalence
de la sensibilisation allergénique aux pollens d’arbre est de 21 % dans la population canadienne et
le pollen provenant des bouleaux est celui dont le nombre d’individus y étant sensibilisés est le plus
élevé parmi les divers pollens d’arbre au Canada (Tableau 1, Tableau 3; Ahmed et al., 2019; Chan-

Yeung et al., 2010).

1.3.1.2 Graminées

La saison pollinique des graminées s’étend de mai a octobre au Québec et les aéroallergénes
produits pendant cette période ont un diamétre situé entre 20 et 25 ym (Demers, 2013;
Gouvernement du Québec ; Lei & Grammer, 2019). Les deux especes de graminées qui causent le
plus d’'allergie au Québec sont la fléole des prés et l'ivraie vivace (Demers, 2013; Gray-Ffrench et al.,
2022; Lei & Grammer, 2019). Il est intéressant de savoir qu’une protéine, spécifiquement du groupe
7, des composantes allergéniques de la fléole des prés a déja été associée a des symptémes plus
sévéres de l'allergie, a une prévalence accrue d'asthme et a une susceptibilité de développer une
maladie allergique (Matricardi et al., 2016). La prévalence de la sensibilisation aux pollens de
graminées dans la population canadienne varie entre 23 et 39 %, ce qui lui conféere la prévalence la
plus élevée pour les pollens, tous types confondus (Tableau 1, Tableau 3; Ahmed et al., 2019; Chan-
Yeung et al., 2010). La sensibilisation aux aéroallergénes provenant des graminées est associée au
développement d'allergie respiratoire, mais ce type de sensibilisation joue aussi un réle dans la

pathogenese de la dermite atopique (Singh & Hays, 2016).
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1.3.1.3 Herbacées

Au Québec, la saison pollinique des herbacées a lieu du début juillet jusqu’en octobre et les
aéroallergenes produits ont un diameétre situé entre 16 et 20 um (Demers, 2013; Gouvernement du
Québec ; Lei & Grammer, 2019). Le genre d'herbacée qui cause le plus de sensibilisation
allergénique en Amérique du Nord et au Québec est I'herbe a poux et I'espéce la plus commune dans
ce genre est la petite herbe a poux (Demers, 2013; Gadermaier et al., 2004; Gray-Ffrench et al.,
2022; Matricardi et al., 2016). Un autre herbacé allergénique important est 'armoise commune
(Gadermaier et al., 2004). La prévalence de la sensibilisation allergénique aux pollens de la petite
herbe a poux est de 15 % dans la population canadienne (Tableau 1; Chan-Yeung et al., 2010).
Quant a 'armoise commune, elle possede une prévalence de sensibilisation allergénique située entre
10 et 14 % chez les individus atteints d’allergies aux pollens (Gadermaier et al., 2004). Ainsi, la
sensibilisation aux pollens d’herbacées est la moins prévalente parmi les trois types de sensibilisation

aux pollens (Tableau 1; Chan-Yeung et al., 2010).

1.3.2 Moisissures

Comme mentionné précédemment, la moisissure est formée de champignons du régne des
Fungi. Elle peut se retrouver autant a l'intérieur qu'a I'extérieur des habitations et ses composantes
allergéniques sont contenues dans les spores et les hyphes (Gray-Ffrench et al., 2022; Seguel et al.,
2016; Stewart & Robinson, 2017). Le diametre de ces aéroallergénes peut varier entre 2 et 50 pm
mais généralement, ils possédent une taille entre 2 et 10 ym (Burge & Rogers, 2000). La
concentration en aéroallergénes dans l'air des moisissures extérieures est trés élevée et peut méme
surpasser de 100 a 1000 fois la concentration en pollen (Abel-Fernandez et al., 2023). La
concentration de la moisissure extérieure atteint son maximum durant la moitié de I'été ou les
conditions sont favorables alors qu’elle diminue pendant I'hiver (Gray-Ffrench et al., 2022). Il existe
plusieurs genres et espéces de moisissures, mais celles qui sont les plus abondantes a I'extérieur
sont Alternaria alternata et Cladosporium herbarum (Lei & Grammer, 2019). Le genre Alternaria est

plus abondant dans les régions au climat sec et chaud et se situe dans le sol, les graines ou les
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plantes, alors que Cladosporium est plus abondant dans les régions au climat tempéré et se situe

dans les plantes et les matieres végétales (Gray-Ffrench et al., 2022).

L'allergie a la moisissure extérieure est souvent confondue avec celle au pollen étant donné
que les symptdmes sont similaires et que le pic de la concentration en spores dans l'air atteint son
maximum pendant la saison du pollen des graminées et des mauvaises herbes (Abel-Fernandez et
al., 2023; Twaroch et al., 2015). Dans la population canadienne, la prévalence pour la sensibilisation
allergénique a Alternaria alternata et a Cladosporium herbarum est de 10 a 24 % et 8%
respectivement (Tableau 1, Tableau 3; Ahmed et al., 2019; Chan-Yeung et al., 2010). L'exposition
aux moisissures peut entrainer le développement ou l'exacerbation de I'AA, de la dermite atopique
et de la RA en plus d’'une diminution de la fonction respiratoire et de 'augmentation de I'inflammation
des voies respiratoires (Abel-Fernandez et al., 2023; Hughes et al., 2022; Sanchez et al., 2022). De
plus, une exposition a Alternaria et/ou a Cladosporium serait associée aux visites aux urgences chez
les personnes asthmatiques allergiques (Abel-Fernandez et al., 2023). Il est a noter qu'une
sensibilisation a une espéce de moisissure est associée a un risque élevé de développer des
symptémes d'allergies respiratoires tandis qu'une sensibilisation a plusieurs espéces de moisissure

est associée a un moins bon contrdle de I'asthme (Sanchez et al., 2022).
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CHAPITRE 2
HISTOIRE NATURELLE DE L'ASTHME ALLERGIQUE ET DE LA RHINITE
ALLERGIQUE

2.1 Processus inflammatoire a la suite d’une exposition allergénique chez

une personne sensibilisée

Le processus inflammatoire associé a une réaction allergique a la suite du contact avec un
allergéne se divise en deux phases dont la premiére est la phase de sensibilisation a I'allergéne et la
deuxieme est la phase effectrice ou il y a une réaction inflammatoire qui est initiée (Komlési et al.,
2022). Bien que I'AA soit une inflammation des voies respiratoires inférieures et la RA soit une
inflammation des voies respiratoires supérieures, tous deux ont la méme phase de sensibilisation,
mais une phase effectrice qui est spécifique (Jean Bousquet et al., 2001). Le processus de
sensibilisation sera d’abord décrit, puis I'inflammation spécifique a chaque condition (AA et RA) sera

ensuite détaillée.

2.1.1 Sensibilisation allergique

La premiere étape initiant le processus physiopathologique de I'AA et de la RA est la
sensibilisation allergénique (Figure 2). La sensibilisation allergénique a un aéroallergéne surviendra
généralement durant I'enfance a travers un épithélium défectueux. En effet, I'épithélium des individus
atteints de dermite atopique sera une moins bonne barriére face aux particules externes comme les
aéroallergenes (Czarnowicki et al., 2017). Par conséquent, ceux-ci pourront plus facilement traverser
la peau grace a un relachement des cellules épithéliales causé par la dermite atopique. Cette
pénétration de l'aéroallergéne dans l'organisme a travers la barriére épithéliale occasionnera la
sécrétion d’alarmines (i.e. médiateurs de I'inflammation) par les cellules épithéliales. Ces médiateurs
seront l'interleukine (IL) -25, I'L-33 et la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP; Han et al., 2017;
Hill & Spergel, 2018). Ces alarmines activeront des cellules dendritiques (CD) et des cellules

lymphoides innées (ILC) de type 2 (ILC2). Les ILC2, une fois activées, relacheront de I'lL-4, I'L-5 et



I'lL-13 qui permettront la différenciation des lymphocytes T CD4" naifs (ThO). Les CD actives, quant
a elles, se fixeront a I'aéroallergene et I'internaliseront afin de le couper en plusieurs peptides, puis
migreront vers un nceud lymphoide (Holgate, 2012). Une fois dans ce nceud, elles présenteront les
peptides de I'aéroallergéne aux ThO et en présence d'IL-4, ceci permettra la différenciation des Th0
en lymphocytes T auxiliaires (Th) de type 2 (Th2) spécifiques a Il'allergene (Komlési et al., 2022;
Werfel et al., 2016). Ensuite, les Th2 présenteront I'antigéne de I'aéroallergéne aux lymphocytes B.
En plus des cytokines relachées par les ILC2, les Th2 relacheront de I'lL-4 et I'lL-13 afin de stimuler
la commutation des IgM a la classe des IgE et la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes
(Holgate, 2012; Palomares et al., 2017). Les plasmocytes relacheront, dans le milieu, des IgE
spécifiques a l'allergéne qui se dirigeront dans la circulation sanguine (J Bousquet et al., 2020). Ces
IgE seront reconnues et se lieront aux récepteurs de haute affinité pour les IgE (FceRlI) sur la surface
des mastocytes et des basophiles. Il est a noter que pendant ces étapes, il y aura expansion clonale
des Th2 et des lymphocytes B spécifiques a I'aéroallergéne, ce qui produira un groupe de cellules
mémoires Th2 et B pour 'aéroallergene (Brough et al., 2020; Palomares et al., 2017). Ainsi, l'individu
aura développé des cellules immunitaires capables de reconnaitre I'aéroallergéne et son systéme

immunitaire sera donc capable de réagir lors d'une future exposition a celui-ci.
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Figure 1. Physiopathologie du développement de la sensibilisation a un aéroallergéne

La pénétration de I'aéroallergene au niveau de I'épithélium cutanée entraine une activation des
CD et des ILC2. Les CD fixeront I'aéroallergéne, le dégraderont en peptides et permettront la
différenciation des ThO en Th2. Puis, les Th2 présenteront I'antigeéne aux lymphocytes B afin
de permettre leur différenciation en plasmocytes. Les plasmocytes produiront et libéreront dans
la circulation des IgE spécifiques a I'aéroallergéne. Ces IgE se fixeront sur les mastocytes et
les basophiles afin que ces cellules puissent reconnaitre I'aéroallergéne dans le futur (Figure
réalisée avec BioRender®, 2023).
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2.2 L'asthme allergique

2.2.1 Epidémiologie de I'asthme allergique

L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires qui se traduit par de
l'inflammation, de I'’hyperréactivité bronchique et un remodelage des voies respiratoires (Holgate et
al., 2015; L. Yang et al., 2020). Plus de 358 millions d’individus dans le monde sont atteints d’asthme
(A. Ismaila et al., 2019). En 2020, il était estimé qu'environ 2,8 millions (8,7 %) de Canadiens agés
de 12 ans et plus avaient un diagnostic d’asthme (Statistique Canada, 2023). Cependant, cette
prévalence n’est pas la méme partout dans le monde et sera beaucoup moins élevée dans les pays
non industrialisés contrairement aux pays en voie d'industrialisation et industrialisés (Holgate et al.,
2015). De plus, elle peut varier par région a l'intérieur d'un méme territoire. Par exemple, la région du
Saguenay—Lac-Saint-Jean (SLSJ) posséde la plus haute prévalence pour I'asthme parmi toutes les
régions de la province du Québec (Doucet et al., 2020). L'appartenance a un groupe ethnique
influence la prévalence de la maladie, ce qui souligne également I'importance des déterminants
génétiques dans le développement de cette maladie (Braman, 2006). A cet effet, les Afro-Américains
et les Hispaniques ont une prévalence d'asthme supérieure a celle des populations d’origine

européenne frangaise par exemple (Braman, 2006; Toskala & Kennedy, 2015).

L’age et le sexe sont deux autres facteurs qui influencent la prévalence de I'asthme. Ainsi,
durant I'enfance, la dermite atopique et 'asthme seraient plus fréquents chez les gargons jusqu'a la
puberté (< 14 ans), alors que leurs fréquences seraient plus grandes chez les filles a partir de
I'adolescence (> 14 ans; Shah & Newcomb, 2018; Yoshida et al., 2017). De plus, I'asthme serait plus
sévere chez les gargons avant la puberté (< 14 ans), alors que chez les femmes la sévérité de
I'atteinte est plus importante a partir de I'age adulte (> 23 ans; Shah & Newcomb, 2018). L'incidence
de I'AA diminue avec le temps et la plupart des cas d'asthme diagnostiqués aprés 40 ans sont non

associés a l'allergie (Pakkasela et al., 2020). L'asthme est donc un trait complexe résultant de
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l'interaction entre des facteurs génétiques et environnementaux qui touchent des personnes de tous

les statuts socioéconomiques et durant tout le parcours de vie.

L’asthme a des répercussions sur la qualité de vie d’'une personne et celle-ci décroit avec
I'accroissement de la sévérité des manifestations de I'asthme (A. S. Ismaila et al., 2013). De plus,
I'asthme est un lourd fardeau économique pour le Canada par les divers co(ts directs (médicaments,
hospitalisation, etc.) et indirects (absentéisme, perte de la productivité, etc.) occasionnés.
Notamment, une étude sur les colts directs et indirects de I'asthme au Québec a permis d’estimer
que ceux-ci totaliseraient un fardeau économique d’environ 5,8 milliards de dollars annuellement (A.

Ismaila et al., 2019).

2.2.2 Phénotype de I'asthme allergique

L'asthme est associé a des difficultés respiratoires, a une respiration sifflante, a un souffle
court, a un serrement de la poitrine, a des expectorations et a la présence de toux dont la sévérité
peut varier avec le temps (Holgate et al., 2015). De plus, l'asthme est caractérisé par une
hyperréactivité bronchique, une hypertrophie et hyperplasie des muscles lisses (i.e. augmentation de
la taille et augmentation du nombre de cellules), un remodelage des voies respiratoires, une
bronchoconstriction des voies respiratoires inférieures et une hypersécrétion de mucus (Hamilton &

Lehman, 2020; Komldsi et al., 2022; Samitas et al., 2018).

Il existe plusieurs facteurs déclencheurs de I'asthme qui peuvent varier d'un individu a un autre,
engendrant une grande variabilité dans les symptdomes et leur sévérité (Holgate et al., 2015). Cette
variabilité est désignée par I'hétérogénéité clinique de I'asthme. Par conséquent, il existe plusieurs
phénotypes d’asthme et leur classification peut se faire suivant certains critéres. Ainsi, 'asthme peut
étre classifié par endotype, c’est-a-dire selon les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués
dans sa physiopathologie. Le premier endotype de I'asthme se distingue par 'action des Th2, des
ILC2 et des éosinophiles (Kuruvilla et al., 2019). Ce type d’inflammation est dit de type Th2. Le

deuxieme endotype quant a lui est marqué par une inflammation de type non-Th2 dont les
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mécanismes physiopathologiques sont engendrés principalement par I'action des neutrophiles, des
cellules Th1 ou Th17 et des ILC3 (Kim et al., 2014; Kuruvilla et al., 2019). La classification
phénotypique de I'asthme se base sur des caractéristiques observables incluant I'age, le sexe, les
symptdmes, la sévérité et les éléments déclencheurs de I'asthme (Figure 3; Agache & Akdis, 2019;
Kuruvilla et al., 2019). Parmi les divers phénotypes de I'asthme, c’est I'AA qui est le plus fréquent
chez les individus de jeune age. Notamment, elle représente environ 75 % des individus
asthmatiques (Hamilton & Lehman, 2020; Toskala & Kennedy, 2015). L’AA est caractérisé par une
inflammation de type Th2, un taux d’IgE totale élevé, une sensibilisation allergénique et peut
s'accompagner d'un taux élevé d'éosinophiles dans le sang (Schatz & Rosenwasser, 2014). La
réaction inflammatoire de ce phénotype est généralement causée par la présence d'un ou de
plusieurs allergene(s) au(x)quel(s) lindividu est sensibilisé (Hamilton & Lehman, 2020). C’est

'endotype Th2 et le phénotype d’AA qui est d’ailleurs considéré dans ce mémoire.
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Figure 2. Les divers phénotypes de I'asthme regroupés en deux endotypes

L’'asthme peut étre classé selon deux endotypes regroupant plusieurs phénotypes. Les
phénotypes sont regroupés en deux endotypes selon les similarités dans leurs mécanismes
physiopathologiques (Figure réalisée avec BioRender®, 2023).
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2.2.3 Inflammation bronchique dans I'asthme allergique

La réaction inflammatoire dans I'AA survient une fois que l'individu est sensibilisé a
I'aéroallergene et qu'il est exposeé a celui-ci. Cette réaction peut se faire en deux phases, soit la phase
précoce et la phase tardive. La phase précoce est une réaction d’hypersensibilité de type | médiée
par les mastocytes, les basophiles et les IgE et qui survient aprés quelques minutes d'exposition et
qui se résout environ 1 a 3 heures aprés. La phase tardive est quant a elle une réaction
d’hypersensibilité de type IVb médiée par les Th2 et les éosinophiles qui survient de 3 a 4 heures
aprées la phase précoce et qui atteint son pic d'intensité aprés 6 a 12 heures suivant la phase précoce
(F. Ferreira et al., 2004; Gauvreau et al., 2015; Uzzaman & Cho, 2012). Il est a noter que ce ne sont
pas tous les individus asthmatiques qui subissent la phase tardive étant donné qu'elle survient chez

environ 80 % des enfants et 60 % des adultes (M. A. R. Ferreira, 2004; Gauvreau et al., 2015).

2.2.3.1 Réaction précoce

Durant la phase précoce (Figure 4), l'aéroallergene traverse I'épithélium bronchique et
occasionne la sécrétion de médiateurs de l'inflammation par les cellules épithéliales. Ces médiateurs
sont I'lL-25, I'lL-33 et la TSLP, qui activeront les ILC2 qui sécréteront de I'lL-4, I'IL-5, I'IL-9 et de I'lL-
13 dans le milieu (Hall & Agrawal, 2014; Holgate et al., 2015). L'aéroallergéne se fixera aux IgE
spécifiques fixées sur les récepteurs FceRI des mastocytes présentateurs d'antigénes préalablement
créés lors de la phase de sensibilisation allergénique (Bloemen et al., 2007). En plus de la présence
de I'lL-4, de I'lL-9 et de I'IL-13, cela occasionnera l'activation des mastocytes, provoquant ainsi leur
dégranulation (Holgate et al., 2015). Leurs granules relacheront alors de I'histamine, des protéases,
des protéoglycanes, de la prostaglandine D2 (PGD2), des leucotrienes, des chimiokines et des
cytokines (facteurs de nécrose tumorale alpha [TNF-a], IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 et IL-16; Bloemen
et al., 2007). La méme chose se déroulera pour les basophiles présentateurs d'antigénes (Gauvreau
et al.,, 2015; Hall & Agrawal, 2014). Par contre, leurs granules déverseront dans le milieu de

I'histamine, des leucotriénes, de I'lL-4 et de I'lL-13 (Bloemen et al., 2007). Ainsi, la PGD2 stimulera
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la bronchoconstriction des muscles lisses, la vasodilatation, I'augmentation de la perméabilité

vasculaire et le recrutement des éosinophiles au site de l'inflammation. Les leucotrieénes stimuleront

la bronchoconstriction, I'hypersécrétion de mucus, I'augmentation de la perméabilité vasculaire et

I'activation des éosinophiles. L'histamine quant a elle stimulera la constriction des muscles lisses des

bronches et la sécrétion de mucus par les cellules a mucus (Bloemen et al., 2007; Hall & Agrawal,

2014). De plus, I'lL-5 servira dans I'activation des éosinophiles et I'lL-13 stimulera I'hypersécrétion de

mucus par les cellules a mucus (Holgate et al., 2015). Ainsi, la phase précoce provoquera la

bronchoconstriction, I'hypersécrétion de mucus, la vasodilatation, la perméabilité vasculaire,

I'hyperréactivité bronchique et le recrutement de cellules inflammatoires (Bloemen et al., 2007).
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Figure 3. Réaction inflammatoire précoce de I'asthme allergique

L'aéroallergéne se fixera sur les IgE spécifiques sur les mastocytes et les basophiles
présentateurs d'antigénes, ce qui entrainera leur activation. Celle-ci entrainera ensuite le
relachement de médiateurs de I'inflammation. Ainsi, il y aura stimulation de I'hypersécrétion
de mucus, la contraction des muscles lisses, la vasodilatation et I'augmentation de la
perméabilité des vaisseaux sanguins, ainsi que le recrutement et |'activation des éosinophiles
(Figure réalisée avec BioRender®, 2023).
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2.2.3.2 Réaction tardive

Les médiateurs de linflammation relachés précédemment lors de la réaction précoce
permettront I'enclenchement de la réaction tardive par I'activation des CD. Une fois activés les CD,
fixeront un aéroallergéne et iront présenter les peptides de l'aéroallergéne aux Th2 mémoires
présents dans le tissu et aux ThO présents dans le nceud lymphoide en présence d'IL-4 relachées
par les ILC2 et les éosinophiles. Cela activera les Th2 présents dans le tissu, alors qu'il y aura
différenciation en Th2 dans le nceud lymphoide et migration de celles-ci vers le site de I'inflammation
(M. A. R. Ferreira, 2004; Holgate, 2012). Ainsi, les Th2 sécréteront dans le milieu des interleukines
(IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13), des facteurs de croissance hématopoiétique (GM-CSF) et
des chimiokines. Ces molécules seront impliquées dans plusieurs processus nécessaires au
développement de la phase tardive de I'AA. Notamment, les GM-CSF permettront le recrutement des
macrophages et des neutrophiles au site de l'inflammation (Hall & Agrawal, 2014). L'IL-4 et I'lL-13
stimuleront la production des IgE spécifiques par les plasmocytes, et ceux-ci migreront dans le tissu
bronchique. Par la suite, les IgE se fixeront sur les aéroallergénes, favorisant leur phagocytose par
les macrophages et les neutrophiles (M. A. R. Ferreira, 2004). L'IL-5 permettra le recrutement et
l'activation des éosinophiles au site de l'inflammation, ce qui causera le déversement de leurs
contenus cytotoxiques dans le milieu. Ainsi, il y aura déversement de molécules comme les protéines
basiques majeures, des radicaux libres, des protéines cationiques et des neurotoxines dérivées des
éosinophiles, des peroxydases, des leucotriénes, des cytokines (Ex. IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF) et
des chimiokines. Ces molécules endommageront la barriere épithéliale, favoriseront le maintien de
l'inflammation, stimuleront la bronchoconstriction, augmenteront I'hypersécrétion de mucus, la
perméabilité vasculaire et le recrutement d'éosinophiles et de Th2 (Bloemen et al., 2007; Hall &
Agrawal, 2014). De plus, les cellules épithéliales endommagées sécréteront des alarmines, ce qui
stimulera le maintien de la réponse inflammatoire (Eifan & Durham, 2016). Il y aura une boucle de
recrutement et d'activation de cellules inflammatoires qui se mettra en place, contribuant ainsi a
I'accumulation de ces cellules dans le tissu. Cela provoquera le remodelage du tissu bronchique par

un épaississement apparent de la membrane basale (dép6t de collagénes de type |, lll, V et VI, de
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périostines, ténascines et de fibronectines), la fibrose épithéliale, I'hyperplasie des cellules a mucus

et I'hyperplasie ainsi que I'hypertrophie (i.e. I'accroissement de la taille) des cellules musculaires

lisses (Bloemen et al., 2007; Holgate et al., 2015; Komlosi et al., 2022). La Figure 5 schématise les

principales étapes de la réaction inflammatoire tardive spécifique a 'AA.
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Figure 4. Réaction inflammatoire tardive de I'asthme allergique

L’activation des CD entrainera la présentation de I'aéroallergeéne aux Th2 mémoires et aux
ThO. Ceci causera une migration des cellules Th2 et des IgE ainsi que le recrutement et
I'activation de cellules immunitaires au site de I'inflammation. L’aéroallergéne sera ensuite
phagocyté par les cellules immunitaires. Les Th2 et les éosinophiles relacheront des
médiateurs de linflammation qui occasionneront des dommages a [I'épithélium,
'hypersécrétion de mucus, de la bronchoconstriction, 'augmentation de la perméabilité
vasculaire et le recrutement de cellules inflammatoires (Figure réalisée avec BioRender®,
2023).
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2.3 La rhinite allergique

2.3.1 Epidémiologie de la rhinite allergique

La RA est une maladie inflammatoire des muqueuses nasales résultant d’'une sensibilisation
allergénique et qui, tout comme l'asthme, posséde une prévalence qui peut varier selon les pays.
Ainsi, la prévalence de cette maladie se situe entre 5 a 50 % dépendamment d’ou I'on se trouve dans
le monde (Wise et al., 2023). Dans la population canadienne, la prévalence de la RA se situe entre
20 a 25 % puisqu’elle est variable d’'une province a l'autre (Keith et al., 2012). Cette variation de la
prévalence peut étre causée par plusieurs facteurs comme la diversité génétique, la présence de
polluant ou encore le mode de vie. La prévalence de la RA est aussi influencée par I'age et le sexe,
étant plus élevée chez les gargons avant la puberté pour devenir plus élevée chez les filles apres la
puberté (Keller et al., 2018; Pinart et al., 2017). Globalement, la prévalence de la RA augmente avec

I'age, peu importe le sexe (Czarnowicki et al., 2017).

La RA peut avoir des répercussions sur la qualité de vie des individus atteints et de leur
entourage (Wise et al., 2023). Notamment, en 2012, une étude sur la gestion et 'impact de la RA sur
la population canadienne a permis de mettre en évidence que les symptdomes de la RA avaient un
impact sur la vie quotidienne d’environ 72 % des personnes atteintes de RA pendant la saison du
pollen. Les symptdmes rapportés qui perturbaient le plus les individus au quotidien étaient la fatigue
(46 %) et les maux de téte (37 %) alors que ceux qui perturbaient le moins étaient une mauvaise
concentration (32 %) et une productivité réduite (23 %; Keith et al., 2012). La RA représente un lourd
fardeau économique pour la société par ses divers colts directs et indirects. Cependant, il est difficile
d’évaluer précisément a combien ce fardeau s’éleve. Par contre, une étude effectuée en 2005 sur
les colts occasionnés par l'allergie aux pollens d’Ambrosia artemisiifolia au Québec a démontré que
les colts directs associés au traitement de la RA se situeraient entre 157 et 230 millions de dollars

(Tardif, 2008; Tardif & Masson, 2008).
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2.3.2 Phénotype de la rhinite allergique

La RA est une maladie des voies respiratoires supérieures qui résulte de la sensibilisation
allergénique, dont la symptomatologie et la sévérité peuvent varier dans le temps (Meng et al., 2020;
Wise et al., 2023). Ainsi, les principaux symptémes, qui peuvent survenir seuls ou combinés, sont les
éternuements, I'écoulement nasal, la congestion ainsi que I'inflammation des muqueuses nasales
(Eifan & Durham, 2016). La réaction d'inflammation de la RA est de type Th2, ce qui veut dire qu'elle
implique les cellules Th2, les ILC2 et leurs cytokines. De plus, comme I'AA, elle peut se faire en deux
temps, soit la phase précoce et la phase tardive (Wise et al., 2023). La phase dite précoce est une
réaction d’hypersensibilité de type | qui survient aprés quelques minutes d'exposition a un allergéne
et atteint son maximum cing minutes aprés I'exposition a l'allergene (G. W. Scadding et al., 2015;
Uzzaman & Cho, 2012; Wise et al., 2023). Ce type de réaction occasionne I'apparition d’écoulement
nasal, de congestion nasale et de démangeaisons chez un individu (Wise et al., 2018). En ce qui
concerne la phase dite tardive, elle est une réaction d’hypersensibilité de type Vb, elle survient entre
4 et 12 heures apres I'exposition a un allergene (Drazdauskaité et al., 2021; Uzzaman & Cho, 2012).
Cette réaction provoque une obstruction nasale, une augmentation de la sécrétion de mucus, une
perte de I'odorat, une inflammation des muqueuses nasales et une hyperactivité nasale (Wise et al.,
2018). De plus, I'hyperactivité nasale occasionnée lors de la RA rend la muqueuse nasale tres
réactive non seulement aux allergénes, mais a d'autres stimuli comme de fortes odeurs ou d’autres

substances irritantes (Nur Husna et al., 2022).

2.3.3 Inflammation causée par la rhinite allergique

Tout comme I'AA, la réaction inflammatoire de la RA survient une fois que l'individu est
sensibilisé a l'aéroallergéne et qu'il est exposé a celui-ci. La RA partage les mémes processus
inflammatoires précoces et tardifs que I'AA, mais ceux-ci se déroulent dans les voies respiratoires
supeérieures, soit dans les voies nasales. Dans la RA, il y a peu de remodelage des voies respiratoires

supérieures comparativement a ce qui est observé dans I'AA au niveau du tissu bronchique. Cette
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absence de remodelage est attribuable a plusieurs paramétres, dont I'absence de muscle lisse, et a
une meilleure capacité de protection et de régénération de I'épithélium (réduction de la
desquamation) dans les voies respiratoires supérieures (Gelfand, 2004; Samitas et al., 2018; Vignola
et al., 2003). De plus, les voies respiratoires supérieures ont une plus grande vascularisation ce qui
contribue a I'obstruction nasale observée dans la RA par 'action des médiateurs de l'inflammation
relachés par les mastocytes et les basophiles (Vignola et al., 2003). La réaction précoce de la RA
survient aprés quelques minutes d'exposition, alors que la réaction tardive débute aprés 3 a 4 heures
et atteint son pic entre 6 et 9 heures aprés l'exposition (G. Scadding, 2014). La phase précoce
survient chez tous les individus atteints de RA, mais la phase tardive ne survient que chez 50 % des

individus atteints de RA (Peters-Golden et al., 2006).

2.3.3.1 Réaction précoce

Dans la phase précoce de la RA, I'histamine occasionnera, en plus de I'hypersécrétion de
mucus par les cellules & mucus, une sensation de démangeaison et des éternuements en agissant
sur les nerfs sensoriels présents dans la cavité nasale (Eifan & Durham, 2016). Les leucotriénes et
la PGD2 sécrétés par les mastocytes et les basophiles augmenteront la perméabilité vasculaire des
vaisseaux sanguins, la sécrétion de mucus par les glandes muqueuses et les cellules a mucus, et
stimuleront aussi le recrutement et I'activation des éosinophiles dans le tissu nasal. Ainsi, ces
molécules provoqueront un cedéme et de la rhinorrhée (i.e. écoulement nasal). Cet cedéme des
parois nasales et la surproduction de mucus occasionnée par ces médiateurs provoqueront la
congestion nasale observée chez les personnes atteintes de la RA (Eifan & Durham, 2016; Gelfand,
2004; Peters-Golden et al., 2006). En résumé, la réaction précoce de la RA se différencie de celle
observée pour I'AA par son absence de contraction des muscles lisses et par son action sur les
glandes muqueuses et les nerfs sensoriels. La Figure 7 résume les principales étapes des
mécanismes de l'inflammation précoce de la RA. Elle permet de mettre en lumiére les différences

avec ce processus dans le contexte de I'AA (Figure 4).
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Figure 5. Réaction inflammatoire précoce de la rhinite allergique

L'aéroallergéne se fixera sur les IgE spécifiques sur les mastocytes et les basophiles
présentateurs d'antigénes, ce qui les activent. Leur activation entrainera le relachement de
médiateurs de l'inflammation. Ainsi, il y aura stimulation de I'hypersécrétion de mucus par les
cellules a mucus et par les glandes muqueuses, la stimulation des nerfs sensoriels,
'augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins ainsi que le recrutement et
I'activation des éosinophiles (Figure réalisée avec BioRender®, 2023).

2.3.3.2 Réaction tardive

Dans la phase tardive de la RA, il y aura absence de remodelage des voies respiratoires
supérieures et de la stimulation des muscles lisses. Par contre, il y aura I'ajout de la stimulation des
glandes muqueuses et des nerfs sensoriels au processus inflammatoire de la phase tardive. Les
cellules qui prédomineront dans le tissu lors de la phase tardive seront les Th2 et les éosinophiles.
Ces cellules relacheront des médiateurs de l'inflammation qui contribueront au phénotype de la
rhinorrhée, de la démangeaison, de I'enflure et de I'obstruction nasale par les mécanismes suivant :
la stimulation des cellules a mucus, des glandes muqueuses et des nerfs sensoriels, la dilatation et
l'augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins, et la favorisation de l'infiltration du tissu
nasal par des cellules immunitaires (J Bousquet et al., 2020; Settipane & Schwindt, 2013). Il est a

noter que parmi les médiateurs inflammatoires relachés par les Th2 et les éosinophiles on retrouve
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des cytokines permettant leurs propres recrutement et activation en plus d’occasionner la réactivation
des processus de la phase précoce (Drazdauskaité et al., 2021; Hansen et al., 2004). De plus, le
relachement du contenu cytotoxique des granules des éosinophiles occasionnera des dommages a
la barriére épithéliale, ce qui contribuera a la sécrétion d'alarmines et au maintien de l'inflammation
(Eifan & Durham, 2016). La Figure 8 résume les principales étapes des mécanismes de
l'inflammation tardive de la RA. Elle permet de mettre en lumiére les différences avec ce processus

dans le contexte de la phase tardive de I'AA (Figure 5).
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Figure 6. Réaction inflammatoire tardive de la rhinite allergique

L’activation des CD entrainera la présentation de I'aéroallergéne aux Th2 mémoires et aux
ThO. Ceci causera une migration des cellules Th2 et des IgE ainsi que le recrutement et
I'activation de cellules immunitaires au site de I'inflammation. L’aéroallergéne sera ensuite
phagocyté par les cellules immunitaires. Les médiateurs de l'inflammation relachés par les
Th2 et les éosinophiles occasionneront des dommages a I'épithélium, I'hypersécrétion de
mucus, la stimulation des nerfs sensoriels, 'augmentation de la dilation et de la perméabilité
vasculaire ainsi que le recrutement de cellules inflammatoires dans la muqueuse nasale
(Figure réalisée avec BioRender®, 2023).
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o ~ CHAPITRE 3
GENETIQUE ET EPIGENETIQUE DE L'ASTHME ALLERGIQUE ET DE LA
RHINITE ALLERGIQUE

3.1 Trait complexe : définition

Les maladies allergiques sont des traits complexes, ce qui signifie que leur phénotype est
modulé a la fois par des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux (Wang et al., 2023).
Les facteurs génétiques sont propres a l'individu et correspondent a des variants génétiques transmis
par les parents. Pour chaque trait complexe, il existe plusieurs variants de susceptibilité dont chacun
contribue au risque total de développer la maladie. Il est a noter que les combinaisons de ces variants
de susceptibilité sont distinctes entre individus, ce qui fait en sorte que le risque de développer le trait
est difféerent d’'un individu a l'autre (Virolainen et al., 2023). En ce qui concerne les facteurs
environnementaux, ils sont propres aux habitudes de vie d'un individu ou a I'environnement auquel
l'individu est exposé, et ce méme in utero (Figure 9; Potaczek et al., 2017; Virolainen et al., 2023).
Des exemples de facteurs environnementaux sont I'exposition a des polluants, a des aéroallergénes
et les infections respiratoires entre autres (Potaczek et al., 2017). La combinaison de facteurs
environnementaux et génétiques ainsi que leurs interactions (i.e. mécanismes épigénétiques) permet
de moduler le risque de développer un trait précis et donc d’éventuellement mener au développement

d’un trait complexe comme I'AA et la RA (Virolainen et al., 2023).

3.1.2 Facteurs génétiques

Certaines variations dans la séquence nucléotidique de I'ADN peuvent étre plus ou moins
fréquentes pour les personnes atteintes comparativement aux personnes non atteintes d’un
phénotype spécifique. Lorsqu'un tel déséquilibre existe, il est suggéré que cette variation soit
associée au trait étudié (Ntontsi et al., 2021). Les SNP qui se retrouvent sur 'ensemble du génome
servent de marqueurs moléculaires pour les études d’association génétique (Wang et al., 2023). Ces

SNP peuvent se retrouver a l'intérieur d'un géne, mais sont majoritairement situés dans des régions



de I'ADN dites « non codantes », c'est-a-dire qu'elles ne codent pas pour la production de protéines.
Lorsque la mutation survient dans un géne, celle-ci peut modifier la structure ou la fonction de la
protéine codée et contribuer au développement du phénotype. En ce qui concerne un variant
génétique survenant dans une région « non codante », celui-ci peut aussi contribuer au
développement du phénotype. Ceci s'explique par l'implication potentielle des régions « non
codantes » dans les mécanismes de régulation des génes et ultimement du phénotype (Virolainen et

al., 2023).

Les variants génétiques sont héréditaires, c'est-a-dire qu'ils sont transmis a la descendance,
mais ceux-ci peuvent aussi survenir suite a une mutation spontanée dans le génome d’un individu.
Ainsi, la présence d'individus ayant des allergies dans la famille est un facteur de risque pour le
développement de maladies allergiques (Baloh & Mathias, 2023). Des études ont été capables
d'évaluer I'héritabilité des maladies allergiques, c'est-a-dire I'estimation de la partie du phénotype qui
est attribuable a la génétique dans une population donnée. Ainsi, I'héritabilité estimée de I'asthme se
situe entre 35 et 95 %, celle de la RA entre 33 et 91 % et celle pour la sensibilisation allergique entre
40 et 85 % selon la population étudiée (Bannelykke et al., 2013; Ober & Yao, 2011). Il est a noter
que ce ne sont pas tous les variants génétiques qui ont la méme importance pour le développement
de la maladie. Effectivement, certains variants contribuent plus que d'autres au risque génétique,
mais cela n'empéche pas ceux contribuant le moins de s'accumuler pour contribuer au

développement de la maladie (Ober & Yao, 2011).

3.1.1 Facteurs environnementaux

L'exposome, soit 'ensemble des facteurs environnementaux auxquels un individu est exposé,
se divise en trois types. Le premier exposome correspond aux facteurs environnementaux externes
d'un milieu, tels que le climat, la pollution, le type de zone d'habitation (urbaine ou rurale), et
I'éducation. Le deuxiéme type d'exposome est externe et lié aux habitudes de vie d'un individu,
comme l'alimentation, le tabagisme, la consommation de cannabis, la consommation d’alcool et

l'activité physique. Le dernier type d'exposome est I'environnement interne, soit biologique,
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correspondant aux manifestations biologiques et métaboliques dans le corps, résultant des deux
autres types d'exposomes (Burbank et al., 2017). De ce fait, une multitude de facteurs
environnementaux peuvent avoir un impact variable selon la maladie. Il existe des facteurs
protecteurs, comme certaines bactéries du microbiote intestinal qui protége contre le développement
d'allergie alimentaire par exemple, alors que d'autres sont néfastes, comme le virus respiratoire
syncytial qui est un facteur de risque pour le développement de I'asthme (Virolainen et al., 2023).
L'impact des facteurs environnementaux sur le développement des traits complexes se fait par la
régulation de l'expression des génes par I'épigénétique. L’épigénétique est I'ensemble des
changements biochimiques de I'ADN, héritables ou acquis, qui ne modifient pas la séquence

nucléotidique de celui-ci (DeVries & Vercelli, 2015; Potaczek et al., 2017).

3.2 Génétique de la sensibilisation allergique

3.2.1 Etude d'association pangénomique

Une étude GWAS permet I'association de variants génétiques a un phénotype. Lors de ce type
d’étude, le génome complet d’'individus atteints d’un phénotype précis est comparé a celui d’individus
ne le présentant pas. Cette comparaison permet d’identifier tous les variants génétiques qui sont
présents en plus ou moins grande fréquence chez les individus atteints du phénotype étudié (Cano-
Gamez & Trynka, 2020). Par conséquent, les variants qui ressortent sont significativement plus ou
moins fréquents chez les individus ayant le phénotype et sont donc associés au trait, s’ils passent le
seuil de significativité du GWAS. Ce type d’analyse a permis d’identifier de nouvelles associations
entre des variants et un phénotype ainsi que des loci de susceptibilité et de voies biologiques
impliquées dans plusieurs traits (Sollis et al., 2023; Tam et al., 2019). De plus, les données obtenues
par GWAS peuvent avoir d’autres applications plus larges. Notamment, elles peuvent étre utilisées
pour I'estimation de I'héritabilité d’'une maladie ainsi que pour la création de scores de risque
polygénique pour le dépistage préventif de maladies (Tam et al., 2019). Les GWAS sont largement

utilisés comme stratégie d’analyse en génétique et en 2022, le GWAS Catalog regroupait environ
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400 000 associations SNP-maladie provenant de plus de 45 000 GWAS différents (Sollis et al., 2023).
Notamment, un article de revue mentionne qu’environ 267 loci associés a I'asthme et/ou a la RA

auraient été identifiés dans la littérature a partir de 31 GWAS (J Bousquet et al., 2023).

3.2.2 Variants de susceptibilité

Dans les derniéres décennies, la recherche sur I'AA et la RA a permis d'identifier plusieurs
variants génétiques et génes impliqués dans leur développement. Beaucoup d'entre eux sont
associés a la fois al'AA et ala RA. Ceci n'est pas surprenant étant donné que les maladies allergiques
partagent une partie de leur composante génétique et qu'elles possédent des mécanismes
inflammatoires similaires (B. Y. Choi et al., 2021). Notamment, le locus 11913 contenant le géne
EMSY transcriptional repressor, BRCAZ interacting (EMSY) et le géne leucine rich repeat containing
32 (LRRC32) sont associés a l'asthme, la dermite atopique et la RA (Portelli et al., 2015). Le géne
EMSY est impliqué dans les fonctions de la barriere épithéliale et de sa régulation, alors que le géne
LRRC32 est impliqué dans les fonctions des lymphocytes T et dans la tolérance immunitaire (B. Y.
Choi et al., 2021). Parmi les nombreux génes et variants génétiques associés a I'AA, c'est le locus
17912-21 qui est 'un des plus associés et répliqués dans différentes études (Bonnelykke et al., 2014;
Demenais et al., 2018; Madore et al., 2008; Stern et al., 2020). Cette région contient les génes
gasdermin B (GSDMB) et ORMDL sphingolipid biosynthesis regulator 3 (ORMDL3; Stern et al.,
2020). Le gene GSDMB est impliqué dans la régulation de la pyroptose des cellules épithéliales par
le biais d’'un clivage par les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules T tueuses naturelles (NKT;
Das et al., 2017; Zhou et al., 2020). Quant au géne ORMDL3, il est impliqué dans la régulation de la
production des sphingolipides et dans le repliement des protéines suite au stress du réticulum
endoplasmique (Das et al., 2017; Jones et al., 2019; Portelli et al., 2015). L'un des génes associés a
la RA est le géne mitochondrial ribosomal protein L4 (MRPL4) situé sur le locus 19p13.2 (B. Y. Choi
et al., 2021). Cette association a été identifiée via GWAS dans la population de Singapour en Chine
par Andiappan et al. (2011) et elle a été répliquée dans la population Han en chine par Wei et al.

(2013). Ainsi, le gene MRPL4 est impliqué dans le maintien de l'intégrité des ribosomes, dans la
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traduction des protéines mitochondriales et pourrait aussi étre impliqué dans les processus
d'inflammation allergique (Andiappan et al., 2011). Une autre hypothése de son implication dans
I'allergie provient de sa grande proximité (~ 10,8 kb) avec le géne intercellular adhesion molecule 1
(ICAM1) situé dans le méme locus et impliqué dans la régulation de la réaction allergique au niveau
du tissu nasal (Andiappan et al., 2011; Wei et al., 2013). Ainsi, le géne MRPL4 pourrait avoir un
impact sur le niveau d'expression du gene ICAM1 puisque I'un de ses SNP (rs8111930) a déja été

associé a I'expression de la protéine soluble produite par ICAM1 (Andiappan et al., 2011).

Bien que plusieurs variants génétiques, loci et génes aient été associés aux diverses maladies
allergiques, peu de GWAS se sont concentrées sur la génétique de la sensibilisation allergénique
(Bennelykke et al., 2013). Le Tableau 4 présente un résumé de ces associations. Parmi les genes
identifiés, plusieurs d’entre eux sont impliqués dans des mécanismes inflammatoires. Notamment,
les genes toll like receptor (TLR) 1 (TLR1), TLR6 et TLR10 qui sont impliqués dans la reconnaissance
de motifs moléculaires lors de la réponse immunitaire contre les pathogénes. Il est suggéré qu’'une
mutation dans ces génes peut favoriser le développement de maladies allergiques (Bannelykke et
al.,, 2013; Tesse et al., 2011). Le géne TSLP est impliqué quant a lui dans le développement de
l'inflammation de type Th2 par I'activation des CD et des ILC2 lors de la réaction allergique (Figures
2,4-5 et 7-8; Han et al., 2017; Hill & Spergel, 2018). Les génes du major histocompatibility complex,
class Il DQ alpha 1 (HLA-DQA1) et HLA-DQB1 sont quant a eux impliqués dans la reconnaissance
des allergénes et la réaction immunitaire de type Th2 (Waage et al., 2018). Les génes MYC proto-
oncogene, BHLH transcription factor (MYC) et plasmacytoma variant translocation 1 oncogene

(PVT1) seraient notamment impliqués dans 'activation des lymphocytes T (Bgnnelykke et al., 2013).
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Tableau 4. Loci, génes et variants associés a la sensibilisation allergénique

Locus Géne a proximité Variant Référence
1924.3 FASLG et SLC25A38P1 rs78037977 (Waage et al., 2018)
2p25.1 LINC00299 rs891058 (Waage et al., 2018)
(Beonnelykke et al.,
rs3771175, rs10189629*, 2013; Hinds et al., 2013;
2q12.1 ILTRLT, IL1RL2 etILT8RT 65160203 et rs950881 Sauliené et al., 2015,
Waage et al., 2018)
2q33.1 PLCL1 rs10497813 (Hinds et al., 2013)
(Bonnelykke et al.,
3928 LPP rs9865818* et rs9860547 2013; Hinds et al., 2013;
Waage et al., 2018)
(Bannelykke et al.,
rs17616434**, rs2101521* et  2013; Hinds et al., 2013;
4pl4 - TLR1, TLRG et TLRT0 rs5743618 Nilsson et al., 2014;
Waage et al., 2018)
4924 NFKB1 rs4648050 et rs12509403 (Waage et al., 2018)
(Beonnelykke et al.,
% 2013; Hinds et al., 2013;
4q27 IL2 et ADAD1 rs17454584, 1s2069772™ et oo masamy et al., 2011;
rs17388568*, o oo .
Sauliené et al., 2015;
Waage et al., 2018)
. _(Hinds et al., 2013;
5p13.1 PTGER4 rs7720838 Sauliené et al., 2015)
(Bannelykke et al.,
SLC25A46, TSLP, * 2013; Hinds et al., 2013;
54221 TMEM232, WDR36 et 212322%9 étrf;1725g537570837’ Nilsson et al., 2014;
CAMK4 Ramasamy et al., 2011;
Waage et al., 2018)
6p21.33  HLA-B, HLA-C et MICA  rs6932730 et rs9266772 (Bannelykke etal,

6p21.32 HLA-DQAT et HLA-DQB1

8g24.21

9p24.1
10p14

MYC et PVT1

RANBP6 et IL33
GATA3

rs6906021** et rs7775228*

rs4410871*

rs7032572
rs962993

2013; Hinds et al., 2013)

(Beonnelykke et al.,
2013; Hinds et al., 2013;
Nilsson et al., 2014;
Ramasamy et al., 2011;
Sauliené et al., 2015)

(Bejnqelykke et al.,
2013; Sauliené et al.,
2015)

(Hinds et al., 2013)
(Hinds et al., 2013)
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(Andiappan et al., 2013;
Bannelykke et al., 2013;

rs2155219***, rs7936070 et Hinds et al., 2013;

11913.5 C110rf30 et LRRC32

rs7936323 Ramasamy et al., 2011;

Waage et al., 2018)
(Bennelykke et al.,

- 2013; Sauliené et al.,

12913.3 STAT6 rs1059513 2015; Waage et al.,

2018)

* (Hinds et al., 2013;

14921.1 FOXA1et TTC6 rs1998359 Nilsson et al., 2014)
15922.33 SMAD3 rs17228058 (Hinds et al., 2013)
17912 GSDMB rs9303280 (Hinds et al., 2013)
20913.2 NFATC2 rs6021270 (Hinds et al., 2013)

*Variant répliqué dans une autre étude **Variant répliqué dans trois études indépendantes
***Variant répliqué dans quatre études indépendantes

3.3 Epigénétique

L'épigénétique correspond a la modification biochimique de I'ADN qui n’altére pas sa
séquence, dont certaines de ces modifications sont modulées par des facteurs environnementaux,
et ayant un impact sur I'expression des génes (Potaczek et al., 2017). L'épigénétique régule cette
expression par différents mécanismes, dont l'acétylation, la méthylation, I'ubiquitination et la
phosphorylation. Ces modifications se font soit sur I'ADN, sur les histones ou sur les protéines
produites afin de les réguler (Potaczek et al., 2017; Wang et al., 2023). Ces marques épigénétiques
surviennent tout au long de la vie a commencer par la période prénatale (Ntontsi et al., 2021). La
marque épigénétique la plus étudiée est celle de la méthylation de 'ADN. Celle-ci correspond a I'ajout
d'un groupement méthyle (-CHs) sur une cytosine précédant une guanine (CpG). Ce groupe
dinucléotidique seul est appelé un site CpG et la majorité d'entre eux sont méthylés (Blomen &
Boonstra, 2011; Potaczek et al., 2017). Les régions entre les genes, dites intergéniques, et les
introns, c'est-a-dire les parties ne codant pas pour une protéine dans un géne, sont dits pauvres en
CpG (Miranda & Jones, 2007). Par contre, il existe des zones riches en CpG nommeés ilots CpG qui

sont généralement non méthylées (Blomen & Boonstra, 2011; Potaczek et al., 2017). Ceux-ci sont
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normalement situés dans les régions régulatrices des génes comme le promoteur ou I'amplificateur
afin d'en réguler la transcription. Le mécanisme de régulation de cette marque épigénétique fait en
sorte que plus un gene est méthylé et moins il est exprimé, et vice versa (Potaczek et al., 2017). La
méthylation sert au maintien de l'identité cellulaire, a la régulation de I'expression des génes et a la
formation de [I'hétérochromatine (i.e. enroulement de I'ADN condensé rendant impossible la
transcription; Blomen & Boonstra, 2011; Miranda & Jones, 2007). De plus, cette marque épigénétique
est héritable, réversible et son patron différe selon le type cellulaire étudié (Blomen & Boonstra, 2011;

Ntontsi et al., 2021).

En étudiant I'épigénétique de maladie, il est possible d’identifier les génes qui sont
hypométhylés ou hyperméthylés dans les voies biologiques impliquées dans la maladie étudiée. Ce
type d’étude permet de mieux comprendre les mécanismes épigénétiques derriére une maladie et
d’identifier de nouvelles voies biologiques impliquées dans la maladie. Notamment, une étude a été
capable d’identifier 81 loci differemment méthylés entre des enfants (6 a 12 ans) atteints d'AA et sans
AA. Parmi les loci identifiés, 73 étaient hypométhylés et huit étaient hyperméthylés chez les enfants
atteints d’AA. De plus, plusieurs génes qui étaient hypométhylés étaient impliqués dans la voie de
signalisation de la réponse immunitaire de type Th2, comme /L4 et IL13 (I. V. Yang et al., 2015).
Dans le Tableau 5, il est possible de retrouver d'autres génes pour lesquels une différence de
méthylation a déja été associée a une différence dans son expression pour I'asthme et la RA dans la

littérature.
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Tableau 5. Exemple de la méthylation impliquée dans I'asthme et la rhinite (Adapté de Nadeau et
al., 2010; Ntontsi et al., 2021; Pascual et al., 2011; Tan et al., 2020; Wang et al., 2023; I. V. Yang et

al., 2015)
Géne Méthylation Association
Hyperméthylation .
CYP26A1 (promoteur) Asthme allergique
Hyperméthylation - :
FOXP3 Asthme et rhinite allergique

(promoteur et/ou intron)

Hypométhylation : -
IL13 (exon, intron, 5-UTR) Asthme allergique a I'enfance
MEIS1 Hyper_m éthylation Asthme allergique a I'enfance
(intron)
RUNX3 Hypomethylation Asthme allergique a 'enfance
(intron)
TIGIT Hypométhylation Asthme allergique a I'enfance

(exon et 5'-UTR)

Abréviation: 5'-UTR= région 5' non traduite

3.3.1 Etude de locus a caractére quantitatif

Les GWAS permettent d'identifier une multitude de variants génétiques associés a des traits
complexes, mais la majorité de ces variants, soit environ 90 %, sont situés dans des régions
régulatrices ou « non codantes » (B. Li & Ritchie, 2021). Il devient donc difficile d’interpréter leur
implication dans la pathogenése de la maladie. Une autre difficulté d’'interprétation des GWAS est
que certains des variants identifiés peuvent ne pas étre le variant causal de la maladie, mais un
variant se retrouvant en déséquilibre de liaison (LD) avec celui-ci. Afin d’'identifier des variants et des
génes candidats solides, il est donc nécessaire de combiner des données génomiques a des
données transcriptomiques et/ou épigénomiques (Akiyama, 2021). Ainsi, I'étude des QTL,
développée pour I'analyse de traits continus, permet de combiner des données de GWAS a des
données omiques comme le niveau d’expression (eQTL) et la méthylation (mMQTL). Ce type d’étude
permet de cibler des mécanismes fonctionnels impliqués dans la pathogenése de la maladie étudiée
par I'association de variants génétiques a une différence d’expression de génes ou de méthylation
de I'ADN (Gleason et al., 2020; Ye et al., 2020). Notamment, Morin et al. (2017) ont été capables

d'identifier une association significative pour la RA entre un SNP préalablement identifié par GWAS
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(rs888989) et le niveau de méthylation d’'un CpG (cg18424208). Cette association était située dans
le promoteur du géne caudal type homeobox 1 (CDX1), et en utilisant le portail Genotype-Tissus
Expression (GTEX), ils ont été capables d'identifier que I'expression de ce gene était influencée par
le SNP identifié (eQTL). Par conséquent, en utilisant des données épigénétiques et en les combinant
aux données génétiques obtenues par GWAS (mQTL), les auteurs ont réussi a identifier un géne
d'intérét impliqué dans la RA (Morin et al., 2017). De plus, 'intégration des données de GWAS a plus
d'un type de données omiques permet d’obtenir une meilleure interprétation de l'implication des
variants génétiques dans la pathogenése de la maladie (Gleason et al., 2020). Il est a noter que ce
type d’étude permet aussi I'identification des mécanismes biologiques propre a des cellules étant
donné que les données omiques sont uniques au type cellulaire ou au tissu duquel elles proviennent
(Ye et al., 2020). Par la suite, des études d’enrichissement fonctionnel permettront de cibler des
génes ayant un fort impact dans les voies biologiques préalablement identifiées. Dans le cadre de ce
projet, les données omiques qui seront combinées aux données génétiques seront des données
d’expression des génes et de méthylation de I'ADN issu de lymphocytes T CD4* naifs et

d’éosinophiles.
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Matériel supplémentaire : Le matériel supplémentaire peut étre retrouvé dans I'annexe 1.

4.2 Résumé

La sensibilisation aux aéroallergénes est un facteur de risque courant pour le développement
d’allergies respiratoires. Il est connu que les aéroallergénes d’intérieur sont majoritairement associés
a l'asthme allergique (AA), alors que les aéroallergénes d’extérieur sont plus souvent associés a la
rhinite allergique (AR). Ainsi, il serait possible d’identifier des variants génétiques communs et
distincts entre la sensibilisation aux aéroallergénes d’intérieur et d’extérieur. Ceci a été effectué par
la réalisation d’'une étude d’association pangénomique pour la sensibilisation aux aéroallergénes
intérieurs, extérieurs et combinés dans la cohorte familiale d’asthme du Saguenay—Lac-Saint-Jean.
Par la suite, les variants identifiés pour chacun des types de sensibilisation ont été utilisés pour la
réalisation d’analyses de locus quantitatif (QTL) pour le niveau d’expression et de méthylation de
génes dans des échantillons de lymphocyte T CD4" naifs et d’éosinophiles. Les résultats ont montré
plusieurs associations significatives (P < 1E-05) avec chacun des types de sensibilisation (259
variants dans 16 loci pour les aéroallergénes d’intérieur, 38 variants dans 13 loci pour les
aéroallergenes d’extérieur et 57 variants dans 15 loci pour la sensibilisation combinée). Seulement
un locus était commun entre le profil génétique de la sensibilisation aux aéroallergénes d’intérieur et
d’extérieur. Un variant (rs3798307) pour I'analyse de la sensibilisation aux aéroallergénes d’intérieur
était significativement associé avec le niveau d’expression ainsi que le niveau de méthylation d’'un
méme géne dans les lymphocytes T CD4" naifs. Ceci a aussi été observé pour quatre variants
(rs10761191, rs4743880, rs10682558 et rs6479446) pour I'analyse de la sensibilisation combinée.
Cette recherche a permis d’identifier un profil génétique spécifique a chacun des types de
sensibilisation aux aéroallergénes et a étudié les mécanismes biologiques impliqués derriére ces

sensibilisations dans deux types de cellules immunitaires.

Mots clés: Asthme allergique, rhinite allergique, allergie respiratoire, variant génétique,

sensibilisation aux aéroallergénes, lymphocyte T CD4* naifs, éosinophiles, eQTL, mQTL
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4.3 Abstract

Aeroallergens sensitization is a common risk factor for allergic respiratory diseases
development. It is also known that indoor aeroallergens are majorly associated to allergic asthma
(AA) while the outdoor aeroallergens are more associated to allergic rhinitis (AR). So, it could be
possible to identify shared and specific genetic variants between the indoor and the outdoor
aeroallergens sensitization. This was achieved by doing a genome-wide association study (GWAS)
in the Saguenay—Lac-Saint-Jean (SLSJ) asthma family cohort for the sensitization to indoor, outdoor
or both types of aeroallergens. Afterwards, the variants identified for each type of sensitization were
used for quantitative trait locus (QTL) analyses with gene expression and methylation levels in naive
CD4* T cells and eosinophil samples. Results showed many significant associations (P<1E-05) with
each sensitization type (259 variants in 16 loci for the indoor aeroallergens, 38 variants in 13 loci for
the outdoor aeroallergens and 57 variants in 15 loci for both types of sensitization). Only one locus
was common between the genetic profile of indoor and outdoor aeroallergen sensitization.
Interestingly, one variant (rs3798307) for the indoor sensitization analysis was significantly
associated with gene expression as well as methylation levels of a same gene in the naive CD4* T
cells. This was also observed for four variants (rs10761191, rs4743880, rs10682558 and rs6479446)
for the analysis of both types of sensitization. This research identified a genetic profile specific for
each type of aeroallergens sensitization and studied the biological mechanisms behind aeroallergens

sensitization in two immune cell types.

Keywords: allergic asthma, allergic rhinitis, allergic respiratory disease, genetic variant, aeroallergen

sensitization, naive CD4" T cells, eosinophils, eQTL, mQTL

45



4.4 Introduction

During the last few decades, an increase in prevalence of allergic respiratory diseases (ARD)
such as allergic asthma (AA) and rhinitis (AR) has been observed around the world. This
phenomenon can be explained in part by the industrialization and by climate change that have a
strong impact on the respiratory health.! Consequences of these parameters, such as air pollution
and global warming, all contribute to the augmentation of aeroallergens concentration, the
modification of the period and duration of pollination and the changes in pollen distribution.?> Also,
air pollution can enhance the allergenicity of certain aeroallergens.’-? All of these factors contribute to
an increase in prevalence and exacerbation of ARD, including AA and AR.2 They are also associated
with an increased risk of developing an outdoor aeroallergens sensitization which can explain the
increase of its prevalence.® As for the increased indoor aeroallergens sensitization prevalence, it can
be partly explained by the fact that almost 80% of the westernized population spend most of their
time indoor." Moreover, the air pollutant levels found indoor can be 100 times higher than the ones

found outdoor, which can increase the allergenicity of certain aeroallergens.’

Studies have shown that sensitization to indoor aeroallergens were more associated to AA,
while outdoor sensitization was more associated to AR.%° Furthermore, it has been known for a few
decades that allergens sensitization is a risk factor for AR and AA development. Many studies have
proved this association and tried to identify which aeroallergen was associated with AR or AA %12
Only a few tried to identify genetic variants associated with the type of allergens sensitization. For
example, Ramasamy et al., identified a single nucleotide polymorphism (SNP; rs2155219) that was
associated with the risk of grass pollen sensitization (P=9.4E-09; OR=1.22) and to AR (P=3.8E-08;

OR=1.17).13

Thus, it would be possible to identify genetic variants predisposing for an allergenic
sensitization to aeroallergens classified according to their origin, either indoor (mite, dust, animal
dander), outdoor (pollen, mold, weed) or for both types. This study aims at identifying a genetic profile

associated to an allergic sensitization to indoor and outdoor aeroallergens in the Saguenay-Lac-
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Saint-Jean (SLSJ) asthma family cohort. To study the biological mechanisms underlying the
associations found with aeroallergen sensitization, quantitative trait locus analysis (QTL) for the
expression (eQTL) and the methylation (mQTL) levels in two immune cell types, naive CD4* T cells

and eosinophils, were also performed.

4.5 Materials and Methods

For a better understanding of the overall method, a schematic representation is shown in
Figure 10. This figure contains a short description of cohorts, analyses, thresholds and covariates

used throughout all steps performed.
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SLSJ cohort
1,394 individuals distributed in 271 famillies

A4

Association analyses
Phenotypes: Indoor, outdoor and both types of sensitization
n=1,010

MFQLS (WISARD)
covariates: Age and sex

¥

Genetic variants

Identification of significant genetic variants (P<1E-05)

Indoor (259 variants, 16 loci), outdoor (38 variants, 13 loci) and both types (57 variants, 15 loci)

¥

Replication analyses

¥

Functional analyses

Calculation of the significative threshold for replication
Nyholt's method for adjusting for multiple testing

Indoor (P<2.03E-03), outdoor (P<3.09E-03) and both types
(P<2.09E-03)

v

EGEA cohort
2,120 individuals coming from 388 families and population-
based controls

QTL analyses

Linear regression (R, MatrixEQTL package)
Covariates: Age, sex, smoking status, surrogate variables and cell type
proportion
eQTL:
CD4* (n=159) and Eos (n=139)
TL:

mQTL:
CD4* (n=192) and Eos (n=183)

v

of

Phenotype: indoor, outdoor and both types of sensitization
n=1,795
Logistic regression model assuming an additive model for
SNP effect (Stata V14.1) for identified variants and those in
a +100kb region

Covariates: Age, sex and four genetic principal components

o q N Identification of significant mQTLs
Identlﬁcatlz;ozigg:;tz'l;: ST (for CpGs in gene body or promoter;
FDR<5E-02)

Indoor (CD4* n=3 and Eos n=0) Indoor (CD4* n=78 and Eos n=22)

Outdoor (CD4* n=11 and Eos n=20)
Both types (CD4* n=71 and Eos n=64)

X ¥

Outdoor (CD4* n=1 and Eos n=0)
Both types (CD4* n=21 and Eos n=4)

¥
Linkage disequilibrium
Identification of replicated analyses
regions (200kb) Between variants from the
Indoor (n=9) - discovery and the
Outdoor (n=3) replication cohort
Both types (n=3) (PLINK V1.9)

R?20.8

Correlation analyses

Pearson's correlation (R, stats package)
Negative binomial model (R, MASS package)

Covariates used to adjust the P and FDR values: Age, sex, smoking status,
surrogate variables and cell type proportion

¥

Identification of significant correlations between expression and methylation
levels (FDR<5E-02)

Indoor (CD4* n=24 and Eos n=0)

Outdoor (CD4* n=0 and Eos n=0)
Both types (CD4* n=5 and Eos n=0)

Figure 7. Schematic representation of this study's layout

This figure contains a short description of the discovery and replication cohorts. It also includes
the analyses performed, their covariates and the threshold used to identify significant results, as
well as the number of significant results obtained for each step. Abbreviation: CD4*=Naive CD4*
T cells, EGEA cohort=The French Epidemiological study on the Genetics and Environment of
Asthma cohort, Eos=Eosinophils, FDR=False discovery rate, MASS=Modern applied Statistics
with S, MFQLS=Multiple Family-based Quasi-likelihood Score, QTL=Quantitative trait locus,
SLSJ cohort=The Saguenay-Lac-Saint-Jean asthma family cohort, WISARD=Workbench for
Integrated Superfast Association Study with Related Data (Created with BioRender®, 2023).
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4.5.1 Discovery sample

The sample used for this study came from the SLSJ asthma family cohort that includes data
for 1,394 individuals distributed in 271 independent families from northeastern Québec in Canada.
This cohort has a well described phenotypic profile for each of its participant with more than 75
phenotypic characteristics about general health, respiratory health and allergic status.' Individuals
recruited in this cohort are from a young founder population with European ancestry characterized by
a founder effect, making it easier to study complex traits such as ARD.'® Individuals with AA were
recruited through probands, then through their parents and grandparents if it was possible. All
probands needed to have four grandparents that originated from the SLSJ. More information on
recruitment, clinical evaluation and phenotypic data from the SLSJ cohort can be found in Laprise
2014."* From the 1,394 individuals in this cohort, 1,198 have imputed genotypic data available.'®”
Among them, 215 individuals were recruited for naive CD4" T cells and eosinophils isolation to
measure expression and methylation levels by next generation sequencing.'® After filtering, a total of
1,010 individuals with genotypic and phenotypic data remained for genome-wide association study
(GWAS) and a total of 192 and 183 samples remained for QTL analyses in the naive CD4* T cells
and eosinophil samples respectively. Out of the 1,010 individuals in this cohort, 564 (56%) had an
indoor sensitization, 445 (44%) had an outdoor sensitization and 370 (37%) had both types of
sensitizations. Their relevant phenotypic characteristics are presented in Table 6 (see supplementary
Table 9 for more details on their relevant phenotypic characteristics). All participants gave informed
written consent, and all experimental procedures were approved by the Centre intégré universitaire

de santé et de services sociaux du SLSJ ethics committee (projects #0002-001 and #2015-035).
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Table 6. Phenotypic characteristics of individuals included in the association analyses for the indoor, the outdoor and both types of aeroallergens

sensitization
Indoor Outdoor Both types

Non-allergic Allergic Non-allergic Allergic Non-allergic Allergic

(n= 446) (n=564) (n=565) (n= 445) (n= 640) (n=370)

M:F ratio 1.00:1.32 1.00:0.99 1.00:1.28 1.00:0.95 1.00:1.26 1.00:0.92
Age, mean (range) 38 (0-85) 29 (2-79) 36 (0-85) 29 (4-79) 36 (0-85) 28 (5-79)

Age, median 40 28 39 30 39 28

IgE, mean (SD)' 60 (4) 258 (4) 79 (4.21) 268 (4) 83 (4) 316 (4)
Atopy, n (%)? 81 (18) 564 (100) 200 (35) 445 (100) 275 (43) 370 (100)
Indoor allergy, n (%) 0 (0) 564 (100)? 194 (34) 370 (83)° 194 (30) 370 (100)?
Outdoor allergy, n (%) 75 (17) 370 (66)° 0 (0) 445 (100)° 75 (12) 370 (100)°
Both types of allergies, n (%) 0 (0) 370 (66)? 0 (0) 370 (83)° 0 (0) 370 (100)°

Other allergy, n (%)3 15 (4) 100 (21) 17 (4) 98 (26) 26 (5) 89 (29)
Atopic dermatitis, n (%) 31(7) 260 (46) 77 (14) 214 (48) 106 (17) 185 (50)
Dermatitis, n (%)* 155 (35) 260 (46) 201 (36) 214 (48) 230 (36) 185 (50)
Asthma, n (%)° 174 (39) 371 (66) 255 (46) 290 (65) 293 (46) 252 (68)
Rhinitis, n (%)°® 74 (17) 255 (45)? 113 (20) 216 (49)2° 130 (20) 199 (54)°
Rhinitis + asthma, n (%) 44 (10) 182 (33) 74 (13) 152 (34) 84 (13) 142 (39)

Sensitization to aeroallergens

Animal allergy, n (%) 0(0) 431 (76)? 125 (22) 306 (69)° 125 (20) 306 (83)?
House dust allergy, n (%) 0 (0) 240 (43)2 49 (9) 191 (43)2 49 (8) 191 (52)°
House dust mite allergy, n (%) 0 (0) 389 (69)*° 112 (20) 277 (62)° 112 (18) 277 (75)°
Grass pollen allergy, n (%) 37 (8) 286 (51)2 0 (0) 323 (73)° 37 (6) 286 (78)°
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Tree pollen allergy, n (%) 43 (10)
Mold allergy, n (%) 14 (3)
Allergic monosensitization, n (%) 38 (9)
Allergic polysensitization, n (%) 43 (10)
Number of sensitizations 1-10
One category of allergens, n (%) 57 (13)
Two categories of allergens, n (%) 20 (4)
Three categories of allergens, n (%) 4 (1)
Four categories of allergens, n (%) 0 (0)
Five categories of allergens, n (%) 0 (0)
Six categories of allergens, n (%) 0 (0)
Seven categories of allergens, n (%)’ 0 (0)

282 (50)?
113 (20)°
66 (12)°
498 (88)°
1-28
110 (20)°
111 (20)°
100 (18)
97 (17)°
79 (14)?
43 (8)
24 (4)

0(0)
0(0)
72 (13)
128 (23)
1-7
116 (21)
66 (12)
17 (3)
1(0)
0(0)
0(0)

0 (0)

325 (73)°
127 (29)°
32 (7)°
413 (93)°
1-28
51 (11)P
65 (15)* P
87 (20)
96 (22)>
79 (18)*®
43 (10)
24 (5)

(7)
(2)
104 (16)
171 (27)
1-10
167 (26)
86 (13)
21 (3)
1(0)
0 (0)
0 (0)
0(0)

43
14

282 (76)°
113 (31)P°
0(0)
370 (100)°
1-28
0(0)
45 (12)°
83 (22)
96 (26)°
79 (21)°
43 (12)
24 (6)

The significative difference between each group is noted with the letters a, b and c. If phenotype have different letters, it means there was a
statistical difference between them. If groups share the same letter or none of the groups have a letter it means that there was no statistical
difference between them. 'Geometric mean and standard deviation (SD) of blood immunoglobulin E (IgE) concentration. 2Defined as at least
one positive response on skin prick testing (wheal diameter 23 mm more than the negative control at 10 min). 3The other allergy category
includes all food allergens that were tested in the SLSJ cohort. “Defined as personal history of urticaria, eczema or both. *Present or past
documented clinical history of asthma. ®Present or past personal history of rhinitis. “The seventh category of allergens correspond to the food

allergens.
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All statistical comparisons for the phenotypic characteristics were made using the SPSS
statistics software (version 29.0.1.0). Comparisons were executed between the non-allergic and
allergic groups within each sensitization type and between the allergic group of each sensitization
type. All comparisons for categorical variables were made using a chi-square test and the significant
differences between groups were identified using the Bonferroni adjustment. Since the continuous
variables had a non-parametric distribution, their comparisons were made using the Kruskal-Wallis

test for non-parametric data and a multiple comparison test for post-hoc analysis.

4.5.2 Replication sample

The replication sample came from the French Epidemiological study on the Genetics and
Environment of Asthma (EGEA)." This cohort is a family-based study on asthma combined with a
case-control study made of three surveys in a period of 20 years (1991-2013). The whole cohort is
built from 388 asthmatic probands and their 1,317 immediate family members and 415 population-
based controls for a total of 2,120 individuals. The EGEA cohort is a well described cohort for which
all participants have an extensive phenotypic characterization (standardized questionnaires,
physiological and biological tests, data on lifestyle and environment) as described elsewhere.'® The
sample size for each analysis was 1,795 individuals for the indoor and 1,789 individuals for the
outdoor and both types of aeroallergens sensitization. The number of cases in this cohort was 40%
(720/1,795) for indoor sensitization, 35% (635/1,789) for outdoor sensitization and 24% (431/1,789)

for both types of sensitizations.

4.5.3 Atopic status

Atopy was considered if there were one or more positive response(s) in the skin prick test
(SPT). To be positive, the induration for an allergen had to be >3 mm than the negative control after
10 minutes of testing. All tests were done during the absence of any allergic symptoms during the

day-to-day life of the participants and each participant had to stop the use of anti-histaminic 72 hours
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prior to the SPT. Twenty-five common aeroallergens, divided into six categories, were tested for the
SLSJ asthma family cohort: 1) animal (cat, dog, horse and cattle dander and bird feathers); 2) house
dust; 3) house dust mite (HDM; Dermatophagoides [D] farinae and D. pteronyssinus); 4) grass pollen
(grasses, weeds, ragweed, timothy and ryegrass); 5) tree pollen (tree mix, birch, maple, oak and elm);
6) mold (Cladosporium, Alternaria, Aspergillus and Penicillium). There was also a seventh category
of allergen which was composed of 16 food allergens, but that category was not used in any of the
analyses for aeroallergens sensitization. More information on each category of aeroallergens tested
can be found in Table 6 (see supplementary information section Allergens and supplementary Table
10 for more information on each tested aeroallergen). Eleven aeroallergens were tested in the EGEA
cohort which are cat dander, D. pteronyssinus, Blattela germanica (German cockroach), olive birch
pollen, Parietaria judaica (spreading pellitory) pollen, timothy grass pollen, ragweed pollen,

Aspergillus, Cladosporium herbarum and Alternaria tenuis.

To be considered sensitized to indoor aeroallergens in the SLSJ cohort, it was necessary to
have a positive reaction to at least one of the aeroallergens from the animal, dust or HDM categories.
The indoor sensitization in the replication cohort was considered for a positive reaction to one of the
following allergens: cat, D. pteronyssinus and Blattela germanica. To be considered sensitized to
outdoor aeroallergens in the SLSJ cohort and the EGEA cohort, it was necessary to have a positive
reaction to at least one of the aeroallergens from the grass pollen, tree pollen or mold category. For
both cohorts, sensitization for both types of aeroallergens was considered when at least one positive

reaction was present for both indoor and outdoor aeroallergen types.

4.5.4 Genotyping and imputation

For each participant, a blood sample was collected and the DNA extraction was performed
using the Blood and Cell Midi Kit following the manufacturer's instructions (Qiagen, Valencia, CA,
USA). Genotypes were extracted from genome-wide data obtained by lllumina Human610-Quad
BeadChip (lllumina, San Diego, CA, USA). Afterward, these data were imputed with the UK10K and

the 1000 Genomes reference sequences using Shapeit2'® and Impute2? softwares. To be included
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in the analyses, the imputed data had to have an imputation quality score =0.9, a minor allele
frequency (MAF) 20.01, a P value for Hardy-Weinberg equilibrium =21E-05 and a genotype and
individual call rates 295%. After quality control, the data of 7,829,249 variants was retained for
analysis. More information on genotyping, quality control filtering and imputations of the SLSJ data

can be found in Madore et al.'®

The EGEA samples were genotyped using the lllumina Human610-Quad BeadChip (lllumina,
San Diego, CA, USA). Genotype imputations were carried out using the Minimac4?' software and the
1000 Genomes phase 3 reference panel. To be included in the analyses, the imputed data had to
have an imputation quality score 20.5 and MAF=0.02. After quality control a total of 7,040,000 variants

were available for analysis.?

4.5.5 Association analyses

A GWAS with the three phenotypes was carried out in the discovery cohort by using the
Multiple Family-based Quasi-likelihood Score (MFQLS)?® implemented in the Workbench for
Integrated Superfast Association Study with Related Data (WISARD; Version 1.3.2)?* toolkit. MFQLS
is a powerful quasi-likelihood method of estimation extended from the Cochran-Armitage test that
considers kinship coefficients and is suited for family cohorts with extended pedigrees.?®?
Considering the sample size and the complex trait studied for this project, variants with P values
under the suggestive significance threshold of 1E-05 were identified as significant. The analyses
included age and sex as covariates. No principal component was used for the analyses since all of
the individuals from the SLSJ cohort came from the same population. Manhattan plots were built

using the ggman package (version 0.1.8)%° in R (version 3.5.1).

4.5.6 Replication analyses

As association signals in different cohorts may be driven by different genetic variants, regions

of 200kb were defined around associated genetic variants or clusters of associated genetic variants
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that are proximal to each other (see supplementary information section Regions for replication). The
analyses were done on all genetic variants located in these 200kb regions using a logistic regression
model assuming an additive effect for the SNP. The covariates used were age, sex and the first four
genetic principal components computed using EIGENSTRAT2.0%® software to adjust for the
population stratification.?® The familial dependency was considered using the cluster and robust

options of the regress function in Stata (v14.1)?”. Testing of SNP effect was based on a Wald-test.

The significance threshold used for the replication analysis was calculated with Nyholt's
method?® using PLINK1.9 (www.cog-genomics.org/plink/1.9/)?° and R. This approach was used to
calculate the threshold for each sensitization type according to the number of independent genetic
variants associated in the discovery cohort.?® The significance thresholds obtained for the indoor,

outdoor and both types of sensitization were P<2.03E-03, P<3.09E-03 and P<2.09E-03 respectively.

Linkage disequilibrium (LD) analysis was calculated between the significant variants found in
the SLSJ cohort and the ones validated for the same 200kb region in the EGEA cohort. This was

done using the pairwise LD measures for multiple SNP in PLINK1.9 with r>>0.8 as threshold.3°

4.5.7 eQTL and mQTL analyses

The eQTL and mQTL analyses were performed in naive CD4* T cells and eosinophils to get a
better understanding of the genetic mechanisms behind associations for the three types of
aeroallergen sensitization. Naive CD4" T cells were defined as CD3*, CD4*, CD45RA", CD45RO
cells. These cells were chosen for these analyses because of their known involvement in asthma and
allergy.®' Immune cells were isolated from 200 ml blood samples as described in Madore et al (see
supplementary information section Immune cell isolation).’® Phenotypic characteristics of the
individuals for which expression and/or methylation data was available for the naive CD4* T cells and
eosinophils can be found in the supplementary Table 9. For a complete description of sequencing
and data preparation (alignment, quality control and filtering) for methylation and expression data

refer to supplementary information section, DNA methylation sequencing and levels and RNA
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sequencing and levels, see also Madore et al.'® Prior to analyses, the gene expression counts were
normalized on the library size and log2 transformed using DESeq2%? package in R. Methylation level

at cytosine preceding a guanine (CpG) sites undertook an arcsine square root transformation.

The eQTL and mQTL analyses were carried out using the package MatrixEQTL (version 2.3)33
in R. The covariates used were age, sex, smoking status, first five surrogate variables and proportion
of naive CD4* T cells or eosinophils depending on which sample type was used for analyses. For
more information on the calculation of the surrogate variables and the cell type proportion, please
see supplemental data section Cell-type contribution and surrogate variables. The QTL analyses
were performed for cis-eQTLs and cis-mQTLs (distance between a gene or a CpG and a genetic
variant <1,000kb) and for trans-eQTLs and trans-mQTLs (distance between a gene or a CpG and a
genetic variant >1,000kb). Associations between genetic variants and gene expression or CpGs were
considered significant for a false discovery rate (FDR) <0.05. The R package ChIPpeakAnno (version
3.30.1)**3% was used to find the nearest gene for the CpGs included in significant mQTLs. To be
considered linked to a specific gene, a CpG had to be located within the gene body or in the promoter,

which was defined as the region located within 1.5kb from the gene transcription start site (TSS).

Correlation analyses between gene expression and DNA methylation levels included in
significant eQTLs and mQTLs were made with the Pearson's correlations. Regressions using a
negative binomial model were also performed using the R package MASS (version 7.3.50)%. The
same covariates than the eQTL and mQTL analyses were used. Correlations were considered

significant for a FDR<0.05.

4.6 Results

The purpose of this study was to identify a specific genetic profile for each type of aeroallergen
sensitization studied, which were: 1) indoor aeroallergens, 2) outdoor aeroallergens and 3) both types

of aeroallergens. Association analyses identified significant associations for 259, 38 and 57 variants
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(P<1E-05) for the sensitization to indoor, outdoor and both types of aeroallergens respectively.
Among them, no variant was common between the indoor and outdoor sensitization. However, the
analysis for both types of sensitizations shared two and 11 variants with the analysis on indoor and
outdoor sensitization respectively. Considering the results for the indoor sensitization, 229 of the 259
genetic variants identified were located in the locus 5q12.3 and 59 of them were in or near (+10kb)
the ring finger protein 180 (RNF180) gene in this locus. A description of all variants associated can

be found in the supplementary Tables 11 to 13.

Manhattan plots obtained for the indoor (Figure 11A) and the outdoor (Figure 11B) sensitization
highlighted the differences in genetic association patterns. Genetic variants identified for the indoor
and outdoor sensitization were located in 16 and 13 loci respectively with only one shared locus
between both analyses, the 9931.3. The genetic variants associated in the analysis for both types of
aeroallergens sensitization were located in 15 loci (Figure 11C). From these, the 9g31.1 locus was
identified and thus was common to all analyses. Three other loci, 5912.3, 8912.1 and 13914.12, were
common with the analysis for indoor aeroallergens. Another three loci, 2p21, 8p23.1 and 15q11.2,

were shared with the analysis for outdoor aeroallergens (Figure 12).
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Figure 8. Manhattan plot of significant loci associated (P<1E-05) with a) the indoor sensitization, b) outdoor sensitization, and c) both

types of sensitization
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Figure 9. Venn diagram of the shared loci between the sensitization to indoor,
outdoor and both types of aeroallergens (Created with BioRender®, 2023)

A replication analysis was performed in the EGEA cohort for each sensitization type
considering a 200kb region around each genetic variant or cluster of genetic variants associated in
the discovery cohort. None of the associated variants identified for each sensitization type in the SLSJ
cohort were directly replicated in the EGEA cohort according to the significative threshold calculated
(supplementary Table 11-13). However, it was possible to replicate nine 200 kb regions for the indoor
aeroallergen sensitization that were located in eight loci (1p33, 5923.1, 7935, 8912.1, 9p24.2, 9931.3,
14932.13, a16p13.3). It was also possible to replicate three regions for the outdoor aeroallergens
sensitization in loci 12p13.1, 13q12.13 and 15q11.2 and three regions for both types of aeroallergens
sensitization located in loci 2p14, 5912.3 and 6p21.33 (Table 7). A total of 167 out of the 169 variants
passing the replication threshold for both types of sensitizations in the replication cohort were located

in the same locus, 6p21.33.
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Table 7. 200kb regions replicated in the EGEA cohort and corresponding variant's information for the best association with indoor, outdoor and
both types of aeroallergens sensitization

Number of Distance to
Associated variant associated Best variant Nearest Variant the nearest
by290kb ’e%'°“5 variants in  in EGEA® SE OR Pvalue® Locus gene? information® . Va'."'fmt.
in SLSJ EGEAP identified in
SLSJf
Indoor
rs75285112 4 rs80076649 3.18E-01  3.10  3.79E-04  1p33 TRABD2B Intron variant 5.7kb
rs370819375 3 rs201018956 3.67E-01 2.91E-01 7.56E-04 5q23.1  LINC02208 Intron variant  -1.8kb
rs12531771 1 rs147759759 4.00E-01  3.58  1.44E-03 7935 - '”\t/‘:;?aen”t'c -33.0kb
rs6998445 4 rs1436001 8.18E-02 7.64E-01 1.02E-03 8q12.1 - '”\t/‘:]:?aen”t'c -43.5kb
rs10979982 2 rs186338108 4.13E-01 2.43E-01 6.05E-04 9q31.3 - '”\t/‘:;?aen”t'c 39.5kb
rs10980680/
rs10980683/
rs1121570/
rs1030006/
rs2110548/
rs723591/
rs12345138/ Intergenic
976181/ 2 rs10817138 8.25E-02 7.65E-01 1.17E-03 9q31.3 - Variont -48.1kb
rs7039431/
rs141132389/
rs62573262/
rs10817132/
rs35663630/
rs10980699
rs1331456 1 rs112780050 3.74E-01 355 6.92E-04 9p242  VLDLR-AST Intronvariant  -62.3kb
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rs1599965 rs117585110 3.52E-01 350 3.77E-04 14q32.13  SYNE3  Intronvariant  -23.3kb
1.5kb
CCDC154, upstream
rs13336442 rs10903009 1.05E-01 141  9.17E-04 16p13.3 CLONT . varant oxon  43.7kb
variant
Outdoor
rs55750092/
rs76153631/
obo54250/ 4.03Kb
(e55816730/ rs74816398 2.82E-01  3.07 6.94E-05 12p13.1  FAM234B upstream 59.5kb
rs55928877/ variant
rs4763934/
rs55729386
rs1924783/
rs7993071/
rs17082242/ rs117347415 2.37E-01  2.04 2.61E-03 13q12.13  ATP8A2  Intronvariant  -27.5kb
rs7336497/
rs7320645
rs28788274 rs149013529 3.22E-01 265 251E-03 15q11.2 - '”\t/‘:]:?aen”t'c -32.6kb
Both types
rs75269698/ Intergenic
76173900 rs114055510 2.97E-01 256  1.56E-03 2p14 - Variant 21.0kb
8.33kb
rs6449729 rs148849598 4.01E-01  3.44  2.06E-03 5q12.3 RGS7BP upstream -90.6kb
variant
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Intron

rs13437096/ variant
rs7756426/ HLA-B, ’
167 rs2596501 8.48E-02 7.22E-01 1.20E-04 6p21.33 1.79kb 34.1kb
rs79028790/ MIR6891
rs113473106 downstream
variant

aAll significant (P<1E-05) variants identified in the SLSJ cohort grouped by 200kb regions delimited for replication analyses. ® Number of
variants with significant association in the EGEA cohort for each 200kb region (significant thresholds: Pindoor<2.03E-03, Poutdoor<3.09E-03 and
Pboth types<2.09E-03) “Variants located in the 200kb region with the best P value in the EGEA cohort and its association values. ‘Gene in which
the variant with the best association is located in or nearest to (£10kb on the right and left sides) according to the UCSC Genomes browser
(hg19). For variant which are intergenic (further than 10kb), no information is provided. ¢Variant position toward the gene according to UCSC.
Distance between the variant with the best association in the EGEA cohort and to the closest significative variant identified in the SLSJ cohort
for this locus. If the EGEA variant is situated after the closest SLSJ variant, the distance number will be negative. However, the variant with
the best association in the EGEA cohort might not be the nearest one to all of the SLSJ variants for this locus. Abbreviation: EGEA=The French
Epidemiological study on the Genetics and Environment of Asthma cohort, OR=0dd ratio, SE=Standard error, SLSJ=The Saguenay-Lac-
Saint-Jean asthma family cohort.
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Afterwards, a LD analysis was done to assess any linkage between significant variants
identified in the SLSJ cohort and variants passing the replication threshold in the EGEA cohort for
corresponding 200kb regions of replication because it was expected that not the same variant would
be found in both cohorts. LD analyses of the 6p21.33 locus for both types of aeroallergens
sensitization identified four variants in the SLSJ cohort (rs13437096, rs7756426, rs79028790 and
rs113473106) that were in LD (r>=1), with one variant identified in the EGEA cohort (rs7751923).
Those genetic variants were located from 31,355,287bp to 31,361,058bp on chromosome 6 and were
1.0kb from the 3’end of the MICA antisense RNA 1 (MICA-AST) gene and 6.5kb from the 5’ end of
the MHC class | polypeptide-related sequence A (MICA) gene. The analyses showed that none of
the variants identified in the SLSJ cohort were in LD with a variant associated in the EGEA cohort for

any of the 200kb regions identified for the indoor and outdoor aeroallergens sensitization.

The nearest genes of each genetic variants associated in the SLSJ cohort in the three analyses
were identified and classified into biological functions using the Protein Analysis Through Evolutionary
Relationships (PANTHER 17.0)* classification system, GeneCards (https://www.genecards.org)3-3°
and UniProt® (Figure 13, supplementary Table 14-16). As shown in Figure 13, each sensitization
type had at least one gene associated with immune signalization and response. For the indoor
sensitization, these genes were the ribonuclease T2 (RNASET?2), the lysophosphatidic acid receptor
1 (LPART) and the small nucleolar RNA host gene 7 (SNHG7; supplementary Table 14). For the
outdoor sensitization, the only gene was the histone deacetylase 7 (HDAC7; supplementary Table
15). As for both types of sensitizations, the genes were the C1g and TNF related 3 (C1QTNF3), the
transmembrane protein 98 (TMEM98) and the FYVE, RhoGEF and PH domain containing 3 (FGD3;

supplementary Table 16).
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Figure 10. Biological functions of genes identified by GWAS for the a) indoor, b) outdoor and c)
both types of aeroallergens sensitization

Genes identified were the ones proximal to a genetic variant (variant in gene body or <10kb from
gene) significantly associated in one of the three GWAS. They were classified by biological
function by the Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER 17.0)
classification system, GeneCards and UniProt.

To get a better understanding of the biological mechanisms behind the aeroallergen
sensitization, eQTL and mQTL analyses were performed in naive CD4" T cells and eosinophils for
genetic variants associated to each sensitization type in the SLSJ cohort. For the sensitization to
indoor aeroallergens, there were three significant cis-eQTLs and 78 cis-mQTLs in the naive CD4* T
cells and 22 significant cis-mQTLs in the eosinophils (supplementary Tables 17, 18). For the
sensitization to outdoor aeroallergens, there were one cis-eQTL and 11 cis-mQTLs in the naive CD4*
T cells and 20 significant cis-mQTLs in the eosinophils (supplementary Tables 17, 19). As for the
combination of both types of sensitizations, there were 21 significant cis-eQTLs and 71 cis-mQTLs in
the naive CD4* T cells and four significant cis-eQTLs and 64 cis-mQTLs in the eosinophils

(supplementary Tables 17, 20).

By combining the eQTL and mQTL results (Table 8), it was possible to identify one variant
(rs3798307) associated to the sensitization to indoor aeroallergens for which there was a significant
association with gene expression as well as methylation (23 and 1 CpG(s) respectively) levels for the

RNASET2 gene and for the microRNA 3939 (MIR3939) gene in the naive CD4"* T cells. It was also
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possible to identify four variants (rs4743880, rs6479446, rs10682558 and rs10761191) associated to
both types of aeroallergens that showed significant associations with gene expression as well as
methylation (15 CpGs) levels for the FGD3 gene in the naive CD4" T cells. Furthermore, one of those
variants (rs10761191) was also associated with changes in gene expression as well as methylation

(1 CpG) level for the centromere protein P (CENPP) gene in the naive CD4" T cells.
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Table 8. GWAS and cis-QTL information on variants associated with significant eQTL and mQTL targeting the same gene for which there is a
significant correlation between gene expression and methylation levels in naive CD4* T cells

Best Best
. Variant P value FDR Number Best CpG's CpG's CpG’s d d
Variant ID position® GWAS Gene eQTL of CpGs position® position FDR rPearson® FDR Corr
in gene¢ mQTLH
Indoor sensitization
MIR3939 1.82E-04 1 6:167,411,355 Body  1.60E-02 -0.545 9.47E-16
rs3798307 6:167,363,948 5.31E-06
RNASET2 7.14E-07 23 6:167,365,888 Body  6.78E-06 -0.596 1.43E-37
Both types of sensitization
CENPP  3.52E-03 1 9:95,140,430 Body  4.80E-02 -0.543 1.55E-16
rs10761191  9:95,781,040 5.51E-06
FGD3 7.56E-03 4 9:95,796,054 Body  6.60E-13
rs4743880  9:95,777,594 8.44E-06 FGD3 1.13E-02 4 9:95,796,054 Body 2.27E-12
0.259 9.63E-03
rs10682558 9:95,778,654 8.63E-06 FGD3 1.13E-02 4 9:95,796,054 Body 2.27E-12
rs6479446  9:95,782,991 8.82E-06 FGD3 4.61E-03 4 9:95,796,054 Body 7.27E-13

aGenetic variant's position on the genome according to the human genome reference 19 (hg19). °Genomic position of the CpG with the lowest
FDR in the mQTL result according to the hg19. °Position of the CpG with the best association and located in the targeted gene (body or promoter)
according to the hg19. YValues indicated here are for the CpG with the best association. Abbreviations: Corr=Correlation, CpGs=Cytosine
preceding Guanine sites, eQTL=expression quantitative trait loci, FDR=False discovery rate, GWAS=Genome-wide association study,
mQTL=methylation quantitative trait loci.

66



Correlation analyses were performed between expression and methylation levels for
RNASET2, MIR3939, FGD3 and CENNP genes in naive CD4" T cells. The correlation analyses
showed significant results for 23, one, four and one CpGs that were significantly correlated to the
gene expression levels of RNASET2, MIR3939, FGD3 and CENPP genes respectively (Table 8,
supplementary Table 21). Thus, these results showed interactions between genetic variants as well

as expression and methylation levels of same genes.

4.7 Discussion

The principal objective of this study was to compare genetic profiles for the allergic sensitization
to indoor, outdoor and both types of aeroallergens in the SLSJ cohort. First, GWAS analyses for each
sensitization type was performed in order to achieve that aim. These analyses identified 16 (259
variants), 13 (38 variants) and 15 (57 variants) loci with variants associated to the indoor, the outdoor
and both types of aeroallergens sensitization respectively. Among them, only the 9931.1 locus was
common to each aeroallergen sensitization type, showing specificity of the genetic profile identified
for each of them. Moreover, combining genomics, epigenomics and transcriptomics data in immune
cell types also allowed to partly describe the genetic mechanisms underlying the association of one

genetic variant with indoor sensitization and four variants with both types of sensitization.

None of the identified variants in this study had previously been associated to AA, AR or other
ARD in the literature. However, 11 out of the 37 proximal genes (+10kb from genetic variant) and 33
out of the 36 loci in which associated variants were located were already associated to allergic
diseases and/or ARD in the literature. Among the variants associated to the indoor sensitization, an
association signal carried by 229 genetic variants located in a 394,849bp region of the 5912.3 locus
was identified. Fifty-nine of these genetic variants were located near (1110kb) or in the only gene of
this region, RNF180. Interestingly, Morin et al. already found a significant association with a variant
(rs7713289) in the RNF180 gene and AR in the SLSJ cohort. Furthermore, they found that this variant

had a significant cis-mQTL result with one CpG site (cg17370163), located in the RNF180 gene’s
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promoter, which had been significantly associated to AR through an epigenome-wide association
study on whole blood samples in the SLSJ cohort.#' In this study, QTL analyses were performed on
eosinophils and naive CD4* T cells. One variant (rs356593) also had a significant cis-mQTL with
another CpG site located in the RNF180 gene’s promoter in the naive CD4* T Cells (supplementary
Table 18). This variant was different than the one identified by Morin et al. and were 179kb apart,

even if both seemed to modulate methylation levels in the promoter of RNF180.41

The replication analysis allowed validation of 15 out of the 45 200kb regions surrounding
genetic variants identified in the SLSJ cohort. These regions were located in 14 loci and only one of
these was not among the 33 that were already associated to allergic disease and/or ARD in the
literature. These results strengthened the implication of these loci in the development of an allergic
sensitization. None of the variants associated in the SLSJ cohort were directly replicated in the
European cohort. However, one of the replicated 200kb regions, which is located in the 6p21.33
locus, had variants in LD between the SLSJ and the EGEA cohorts. An association between this
200kb region and allergic sensitization had previously been identified by Bannelykke et al. for
common food and inhaled allergens (rs6932730) and by Hinds et al. for self-reported pollen, dust-
mite and cat allergies (rs9266772).#>43 In this study, four variants of this 200kb region in the SLSJ
cohort and 167 in the EGEA cohort were associated with both types of aeroallergens sensitization.
Interestingly, the variant rs6932730 was among the 167 variants identified in the EGEA cohort. It is
important to note that the 6p21.33 locus contains many genes like the major histocompatibility
complex, class I, B (HLA-B) and MICA which are involved in immune function.*® This data shows the
importance of the 6p21.33 locus as a candidate for the study of allergic sensitization, without
specificity to indoor or outdoor aeroallergens. It should be further studied to determine which genes

are implicated in the process of sensitization.

The excellent phenotyping of the aeroallergen sensitization of each individual from the SLSJ
cohort is one of this study’s strength. The individuals of this cohort had to undergo a SPT of 24
aeroallergens. This yielded a well-defined sensitization phenotype compared to other cohorts used

in GWAS studies on allergic sensitization, for which only a few aeroallergens were tested or had only
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self-reported allergy status. For example, Hinds et al.’s study used self-reported diagnosis for cat,
dust-mite and pollen allergies for assessing allergic sensitization while Ramasamy et al., only used
grass pollen sensitization for their analyses.43 On the other hand, this makes replication difficult
since few cohorts have tested as many aeroallergens for their participants. In this study, the number
of aeroallergens, especially for the indoor category that includes only three aeroallergens in the EGEA
cohort, was different between the SLSJ and the EGEA cohorts. This could explain why only a third of

the 200kb regions were replicated, all for the outdoor or both types of aeroallergens sensitization.

Combining genetic data with epigenetic and transcriptomic data made it possible to identify
one variant (rs3798307) for the indoor sensitization and four variants (rs10761191, rs4743880,
rs10682558 and rs6479446) for both types of sensitization that were associated with the gene
expression as well as methylation levels of the same genes in the naive CD4* T cells. Those genes
were RNASET2 and MIR3939 for the indoor sensitization and FGD3 and CENPP in both types of
sensitization. Moreover, expression and methylation levels of these genes were also correlated in the
naive CD4* T cells. The availability of the expression and methylation data for purified naive CD4* T
cells and eosinophils samples for more than 100 individuals of the SLSJ cohort is one strength of this
study. However, the eQTL and mQTL analyses performed could not be replicated as these data were

not available in the replication cohort.

Previously, Ferreira et al. had also found an intergenic variant (rs72033857) between
RNASET2 and MIR3939 that was associated with the risk of allergic disease in individuals with
European ancestry.** The RNASET2 gene is located in the 6927 locus and is coding for a
ribonuclease that recognizes and degrades microbial RNAs. The RNASET2 activity leads to the
stimulation of the innate immune system by the activation of toll-like receptors 8 (TLR8s) in immune
cells, promoting a non-atopic immune reaction of lymphocytes and macrophages.*>*’ Interestingly,
some studies even showed that the immune reaction induced by RNASET2 could be used to reduce
symptoms of allergic disease.*®4° As for MIR3939, it codes for a non-coding RNA that functions as a
post-transcriptional regulator of gene expression. Nothing is known for its involvement in allergies.

Some of MIR3939 gene targets were identified using miRTarBase (version 9.0 bets;

69



https://mirtarbase.cuhk.edu.cn)®® and can be found in supplementary Table 22 with their most
relevant biological function identified with PANTHER®, GeneCards®-3® and UniProt*°. Certain of its
targets are involved in immunity, such as ETS transcription factor ELK4 (ELK4) and salt inducible
kinase 1 (SIK1) which are involved in macrophages polarization, the granulin precursor (GRN,;
previously known as PGRN) which is involved in the pathogenesis of AA and the cryptochrome
circadian regulator 2 (CRY2) which is implicated in the nuclear factor kappa B (NF-«B) pathway.>'-5
Thus, MIR3939 is an interesting micro-RNA for the study of allergic disease through its interaction

with its gene targets.

Considering the sensitization to both types of aeroallergens, all four variants were located in
the gene body of FGD3 on locus 9922.31. These variants were significantly associated with the
expression and methylation levels of FGD3 in the naive CD4" T cells. Among them, rs10761191 also
showed significant associations with the gene expression and methylation levels of CENPP, another
gene of the 9g22.31 locus, still in the naive CD4* T cells. None of these variants and genes were
previously associated with allergic diseases in the literature. The FGD3 gene is involved in cell shape
and inhibition of migration and is normally highly expressed in cells implicated in immune reaction.
This may indicate that under normal conditions, these cells have their motility inhibited.5>* Further
studies are needed to confirm this mechanism of action in allergies. The CENPP gene is a member
of the centromere protein (CENP)-O subunit of the CENP-H-I complex. The CENPP protein is
involved in processes leading to chromosome segregation during mitosis.’”*° The link between this
gene and allergy is unclear, but some studies have found autoantibodies for the CENP proteins in
autoimmune diseases like systemic sclerosis.?8" Interestingly, one of those autoantibodies targeting
the CENP proteins (anti-CENP-A) is able to recognize another protein (forkhead box E3; FOXE-3).5°
Considering this information, CENPP autoantibodies could probably have a cross-reaction with
certain proteins found in allergens, which could explain its association to both types of aeroallergens

sensitization.
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4.8 Conclusion

This study was able to establish a specific genetic profile associated to the sensitization to
indoor, outdoor as well as for both types of aeroallergens in a French-Canadian cohort. Combination
of genetic, transcriptomic and epigenetic data in two immune cell types was also performed in order
to get a better understanding of the biological mechanisms behind allergic sensitization. Further
research is needed to completely confirm the biological mechanisms identified here and their impact
on allergic sensitization and ARD. However, these results show promising avenues for the
development of genetic and/or epigenetic predicting tools to identify risk for allergens sensitization

and prevent their development, leading to the reduction of allergies as well as AA and AR prevalence.
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DISCUSSION

L’objectif principal de cette étude était d’identifier le profil génétique spécifique a chacun des
types de sensibilisation aux aéroallergenes étudiés soit d’'intérieur, d’extérieur et combinée. Suite a
des analyses de GWAS pour chacun des phénotypes, il a été possible d’établir des profils spécifiques
a chacun des types de sensibilisation dans un sous-échantillon (n=1 010) d’individus ayant des
données génomique et phénotypique pour I'allergie de la cohorte familiale d’asthme du SLSJ. Pour
la sensibilisation aux aéroallergénes d'intérieurs, 16 loci ont été identifiés parmi lesquels 12 sont
spécifiques a ce type de sensibilisation, c’est-a-dire qu’ils ne sont pas partagés avec la sensibilisation
aux aéroallergénes d’extérieur et/ou combinée. Pour la sensibilisation aux aéroallergénes d’extérieur,
neuf loci lui sont spécifiques parmi un total de 13 loci identifiés dans la cohorte SLSJ. En ce qui
concerne la sensibilisation combinée, huit loci lui sont spécifiques parmi les 15 loci identifiés dans la

cohorte SLSJ.

La réplication des résultats d’associations obtenues pour chacun des types de sensibilisation
aux aéroallergénes dans la cohorte du SLSJ a été faite dans la cohorte de I'Etude Génétique
Environnement Asthme (EGEA). Cela a permis la réplication, dans la cohorte EGEA, de neuf régions
de 200 kb situées dans huit des 16 loci associés a la sensibilisation aux aéroallergénes d’intérieur
dans la cohorte du SLSJ. Pour la sensibilisation aux aéroallergenes d’extérieur, trois régions de 200
kb situées dans trois des 13 loci identifiés, pour la sensibilisation aux aéroallergenes d’extérieur dans
la cohorte du SLSJ, ont été répliqués dans la cohorte EGEA. En ce qui concerne la sensibilisation
aux aéroallergénes combinée, trois régions de 200 kb situées dans trois des 15 loci mis en évidence
pour la sensibilisation aux aéroallergenes combinée dans la cohorte du SLSJ, ont été répliqués dans
la cohorte EGEA. Le peu de régions répliquées pour la sensibilisation aux aéroallergenes d’extérieur
et combinée pourrait étre di au fait que des aéroallergénes d’extérieur différents ont été utilisés pour
le diagnostic de ce type de sensibilisation entre les deux cohortes. Un autre facteur qui peut expliquer

ce peu de réplication est la différence de taille des blocs de LD (plus grand pour EGEA que pour



SLSJ), ce qui fait que les blocs ne sont pas forcément les mémes pour les deux populations malgré

leur méme origine ethnique (Madore et al., 2020).

Dans la littérature, seulement un des loci identifiés dans ce projet a déja été associé a la
sensibilisation allergénique. Il s’agit du locus 6p21.33 qui a uniquement été associé a la
sensibilisation combinée dans ce projet et dont 'une des régions de 200 kb répliquées dans la cohorte
EGEA est située a l'intérieur de ce locus (6p21.33). La premiére étude a avoir identifié un variant
dans ce locus comme étant associé a la sensibilisation allergénique est celle de Bgnnelykke et al.
(2013). ls ont identifié le variant rs6932730 (pcombins= 4,20x10®; ORcombine= 1,14) qui se situe prés
des genes major histocompatibility complex, class I, B (HLA-B) et MHC class | polypeptide-related
sequence A (MICA; Bannelykke et al., 2013). Une autre étude par Hinds et al. (2013) a quant a elle
identifié le variant rs9266772 (p= 3,2x10'?; OR= 1,11) se situant prés des génes HLA-C et MICA.
Ainsi, lorsque I'on compare les résultats obtenus a ceux rapportés dans les études de Bgnnelykke et
al. (2013) et de Hinds et al. (2013), il est possible de constater que quatre nouveaux variants du locus
6p21.33 ont été mis en évidence dans la cohorte du SLSJ. Parmi ces quatre variants, le variant
rs13437096 est le plus prés des deux déja rapportés dans la littérature alors que rs6932730 et
rs9266772 ont une distance respective de 1,11 kb et 3,17 kb. Cependant, I'analyse du LD a montré
que le variant rs6932730 n’était pas en LD avec aucun des quatre variants identifiés dans la cohorte
du SLSJ. En ce qui concerne le variant rs9266772, aucune information n’était disponible pour ce
variant lors de la réplication et de I'analyse du LD. Il a aussi été possible d’identifier 167 variants du
locus 6p21.33 qui passent le seuil de significativité de I'analyse de réplication, pour la sensibilisation
aux aéroallergénes combinée dans la cohorte EGEA. Il est a noter que le variant rs6932730 est I'un
des variants identifiés dans cette région génétique. Le locus 6p21.33 renferme des génes codant
pour les complexes majeurs d’histocompatibilités (MHC) de classe | qui font partie des antigénes des
leucocytes humains (HLA) et les MHC Class | polypeptide-Related Sequence (MIC). Ainsi, le locus
6p21.33 regroupe des génes comme HLA-B, HLA-C, MICA et MICB qui ont des fonctions importantes
dans le systéme immunitaire par le biais de leur implication dans la présentation d’antigénes et de la

réponse au stress (Neefjes et al., 2011; Stojanovic et al., 2018). Ainsi, des études supplémentaires
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de ce locus permettront de déterminer si un ou plusieurs des genes qu’il renferme pourrait avoir un

impact sur le développement d’une sensibilisation allergénique.

Le deuxiéme objectif de cette étude était d’identifier de possibles voies biologiques impliquées
dans la sensibilisation aux aéroallergenes. Ainsi, des analyses d’eQTL, de mQTL et de corrélation
entre les niveaux d’expression et de méthylation ont été réalisées afin d’intégrer les données
génomiques, transcriptomiques et épigénétiques provenant de lymphocytes T CD4* naifs et
d’éosinophiles. Comme mentionné au chapitre 3, la majorité des variants identifiés par GWAS sont
situés dans des régions « non codantes » de I'’ADN et il est donc difficile d’interpréter leurs impacts
sur la maladie (B. Li & Ritchie, 2021; Liu & Montgomery, 2020). Bien évidemment, plusieurs variants
identifiés dans cette étude ne font pas exception et se retrouvent donc dans des régions
intergéniques, en amont ou en aval d’'un gene ou encore dans un géne dont la fonction est encore
inconnue. Ainsi, les analyses génétiques fonctionnelles réalisées dans cette étude ont permis
d’identifier plusieurs génes d’intérét par le biais des analyses d’'eQTL et de mQTL. Cela a permis
d’identifier 12 variants ayant une association significative avec le niveau d’expression de neuf génes
chez les lymphocytes T CD4" naifs et trois variants ayant une association significative avec le niveau
d’expression de quatre autres génes pour les éosinophiles. De plus, les résultats de mQTL montrent
que certains variants sont associés a une différence de méthylation pour le(s) méme(s) site(s) CpG
dans un géne ou différent(s) site(s) CpG dans un méme géne a la fois dans les lymphocytes T CD4*
et les éosinophiles pour chacun des trois types de sensibilisations aux aéroallergénes. Ces résultats
permettent de mettre en évidence qu'il existe de possibles voies communes et spécifiques aux
lymphocytes T CD4" naifs et aux éosinophiles dans le développement d’'une sensibilisation aux

aéroallergénes.

Les analyses génétiques fonctionnelles ont mis en évidence un variant ayant une différence
d’expression significative pour deux génes dans les lymphocytes T CD4" naifs seulement et une
différence de méthylation significative pour plusieurs CpG pour les mémes génes dans les
lymphocytes T CD* naifs (23 CpG) et les éosinophiles (3 CpG) pour la sensibilisation aux

aéroallergénes d’intérieur. Par ailleurs, les analyses de corrélation ont permis d’établir une corrélation
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significative entre le niveau d’expression et de méthylation de deux génes dans les lymphocytes T
CD4* naifs pour la sensibilisation aux aéroallergenes d’intérieur. Ces génes sont la ribonuclease T2
(RNASET2) et le microRNA 3939 (MIR3939) qui sont tous les deux situés sur le locus 6q27.
RNASET?2 est un géne impliqué dans la reconnaissance de pathogenes. Il est aussi impliqué dans
la voie de signalisation conduisant a la polarisation des macrophages en M1 ainsi qu'a la
différenciation des Th0 en Th1 et en lymphocytes T folliculaires (Greulich et al., 2019; Scaldaferri et
al., 2018; Vierbuchen et al., 2019). Ce processus entraine une réduction de la polarisation des
macrophages vers le type M2 et la différenciation des ThO vers la voie Th2 (Scaldaferri et al., 2018;
Vierbuchen et al., 2019). Ainsi, le mécanisme d’action de RNASET2 favorise une réaction immunitaire
de type non allergique et laisse envisager qu’une inhibition de ce gene pourrait favoriser une réaction
de type allergique. En ce qui concerne MIR3939, il s’agit d’'un géne codant pour un micro-ARN
impliqué dans la régulation de I'expression de certains génes (voir le Tableau 22 dans 'annexe). Ce
micro-ARN régule entre autres les quatre génes suivants : ETS transcription factor ELK4 (ELK4), salt
inducible kinase 1 (SIK1) granulin precursor (GRN) et cryptochrome circadian regulator 2 (CRY2).
Ces geénes sont impliqués dans la régulation des réactions inflammatoires (J.-P. Choi et al., 2020;
Darling et al., 2017; Narasimamurthy et al., 2012; Xie, 2014). Notamment, J.-P. Choi et al. (2020) ont
démontré que le géne GRN est impliqué dans le développement d’'une inflammation allergique des
voies respiratoires par I'induction de la production de cytokines de type Th2 par les NKT et les cellules
épithéliales suites a sa sécrétion par les macrophages exposés a un allergéne. Ainsi, MIR3939
pourrait étre impliqué dans le développement de maladies allergiques par son interaction indirecte

sur I'un ou plusieurs de ses génes cibles impliqués dans les réactions inflammatoires.

Les analyses génétiques fonctionnelles ont aussi mis en évidence quatre variants ayant une
différence d’expression significative pour deux génes dans les lymphocytes T CD4" naifs seulement
et une différence de méthylation significative pour plusieurs CpG pour les mémes genes dans les
lymphocytes T CD* naifs (16 CpG) et les éosinophiles (12 CpG) pour la sensibilisation aux
aéroallergenes combinée. Par contre, les analyses de corrélation ont identifi¢ une corrélation

significative entre le niveau d’expression et de méthylation de ces deux génes dans les lymphocytes
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T CD4* naifs pour la sensibilisation aux aéroallergénes combinés. Ces deux génes sont FYVE,
RhoGEF and PH domain containing 3 (FGD3) et centromere protein P (CENPP), qui sont tous deux
situés dans le locus 9922.31. FGD3 est un géne codant pour une protéine impliquée dans la forme
et la migration cellulaire par son interaction avec la protéine cell division cycle 42 (CDC42). Cela
conduira a la production de lamellipodes, inhibant la migration de la cellule (Hayakawa et al., 2008).
En conditions normales, la protéine CDC42 est fortement exprimée dans les lymphocytes T, NKT et
les cellules myéloides, ce qui indique que leur migration est normalement inhibée (Willis et al., 2017).
Par conséquent, ce mécanisme laisse penser que l'inhibition de FGD3 pourrait occasionner
'augmentation de la migration des cellules inflammatoires lors de réactions allergiques. Cependant,
plus d’études sur 'impact de FGD3 seraient nécessaires pour confirmer cette hypothése. En ce qui
concerne le gene CENPP, il est impliqué dans I'intégration de la protéine CENP-A dans le centromere
des chromosomes, I'assemblage des kinétochores et la ségrégation des chromosomes lors de
l'interphase de la mitose (Foltz et al., 2006; Hori et al., 2013; Okada et al., 2006). Bien que I'implication
de CENPP dans l'allergie ne soit pas évidente, une étude réalisée par Song et al. (2013) a permis
d’identifier la présence d’auto-anticorps contre la protéine CENP-P chez des patients atteints de la
sclérose systémique. Notamment, une étude a déja démontré qu’il existe une réaction croisée entre
les anti-CENP-A et les auto-anticorps de forkhead box protein E3 (FOXE-3; Perosa et al., 2016). Or,
comme mentionné dans la section 1.2.1 Animaux et la section 1.2.3 Moisissures du chapitre 1, il
existe des composantes allergéniques pour lesquelles les anticorps spécifiques peuvent avoir des
réactions croisées avec des protéines d’origine humaine. Par exemple, les anticorps reconnaissant
les antigenes de la cyclophiline de I’Aspergillus fumigatus pourront reconnaitre la cyclophiline
produite chez I'humain (Matricardi et al., 2016; Twaroch et al., 2015). Un autre exemple, est la
réaction croisée possible entre 'une des composantes allergéniques du chien et de I'antigéne
prostatique spécifique (PSA) humain (Curin & Hilger, 2017). Par conséquent, il pourrait étre possible
que les auto-anticorps contre CENP-P puissent reconnaitre une composante allergénique d’'un
aéroallergene. Ceci n’est qu’une hypothése permettant d’interpréter I'implication de CENPP dans la

sensibilisation allergénique et elle devrait étre étudiée plus en profondeur.

83



L’une des forces de cette étude repose sur I'utilisation d’une cohorte pour laquelle il y avait des
données phénotypiques pour la sensibilisation allergénique a 24 aéroallergenes. Ces données ont
ainsi permis d’étudier la sensibilisation aux aéroallergenes selon l'origine de ceux-ci (intérieur,
extérieur ou combinée) et d’identifier un profil génétique spécifique a chacun des types de
sensibilisation aux aéroallergenes. Grace a ces données phénotypiques, cette étude se démarque
des autres qui n'ont utilisé des données phénotypiques que pour un petit nombre d’aéroallergénes
ou une seule catégorie (par exemple des animaux ou pollens exclusivement) ou des données pour
I'allergie auto-rapportée (Hinds et al., 2013; Ramasamy et al., 2011). Par contre, cet avantage
entraine aussi I'une des limites de cette étude puisqu’il rend la réplication des données d’association
plus difficile, puisque peu de cohortes possédent des données phénotypiques pour autant
d’aéroallergénes ou pour les mémes aéroallergénes. Ainsi, le fait que seulement un tiers des régions
de 200 kb aient été répliquées dans la cohorte EGEA pourrait étre di au fait qu’il n’y avait pas le
méme nombre et/ou les mémes aéroallergenes considérés lors des tests. Toutefois, il n’est pas exclu
que ces différences soient dues aux populations étudiées puisque certaines associations génétiques

dans I'étude des traits complexes sont spécifiques aux populations étudiées (Gurdasani et al., 2019).

Une autre limite de cette étude est la difficulté a répliquer les résultats identifiés dans la
littérature puisque beaucoup de cohortes vont privilégier une caractérisation plus superficielle
(autorapporté, etc.) de 'AA, de la RA et de I'allergie en général contrairement a celle du SLSJ ou le
phénotype a été établi pour tous les participants par un spécialiste clinique. Une autre limite est
I'impossibilité d’atteindre le seuil de significativité a I'échelle du génome (5E-08) qui est normalement
utilisé pour les GWAS. Cette limite découle du fait que I'allergie a été séparée en trois groupes, soit
intérieur, extérieur et combiné, ce qui a contribué a réduire la taille de I'échantillon analysé pour
chaque type d’allergie. De plus, cela a contribuer a rendre difficile I'identification de variant ayant un

fort impact sur le trait étudié.

Une autre force de cette étude est I'utilisation de données d’expression et de méthylation pour
deux types de cellules immunitaires impliquées dans la pathogenése de l'allergie. L'utilisation de

données transcriptomique et épigénomique pour deux types de cellules immunitaires a permis
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d’identifier des voies biologiques dintérét qui sont potentiellement impliquées dans la
pathophysiologie de I'AA et de I'AR. L'utilisation de types cellulaires spécifiques a une maladie lors
de QTL permet d’avoir une meilleure puissance d’analyse contrairement a I'utilisation d’'un mixte
cellulaire (Kim-Hellmuth et al., 2020). Cela est d{ au fait que le transcriptome et I'épigénome sont
spécifiques aux cellules et que les variations génétiques vont souvent avoir un effet au niveau de
I'expression et de la méthylation d’un type cellulaire précis (Kim-Hellmuth et al., 2020; Westra et al.,
2015). Une autre des limites de cette étude est I'impossibilité de répliquer les résultats d’'eQTL et de
mQTL dans une autre cohorte, étant donné qu’aucune autre cohorte d’asthme et d’allergies ne
posséde de données d’expression et de méthylation dans les lymphocytes T CD4* naifs et dans les

éosinophiles.
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CONCLUSION

Cette étude a permis d’atteindre le premier objectif, soit d’établir un profil génétique différent
pour la sensibilisation aux aéroallergénes d’intérieur, d’extérieur et combinée dans la cohorte
d’asthme familiale du Saguenay—Lac-Saint-Jean. Les analyses génétiques ont permis d’associer 12
loci spécifiques a la sensibilisation aux aéroallergénes d’intérieur, neuf loci spécifiques a la
sensibilisation aux aéroallergénes d’extérieur et huit loci spécifiques a la sensibilisation combinée.
Notamment, aucun variant génétique n’était commun entre la sensibilisation aux aéroallergénes
d’intérieur et d’extérieur, mais un seul locus (9931.3) I'était pour les trois types de sensibilisation. Par
la suite, il a été possible de répliquer dans la cohorte EGEA, huit, trois et trois loci ayant été associé
dans la cohorte du SLSJ a la sensibilisation aux aéroallergénes d’intérieur, d’extérieur et combinée
respectivement. De plus, il a été possible de répliquer une association, déja établie dans la littérature,
entre le locus 6p21.33 et la sensibilisation allergénique. Ainsi, cette premiére partie de I'étude a
permis de mettre en avant de nouveaux variants génétiques et loci candidats pour I'étude de la
sensibilisation allergénique. Le deuxieme objectif de cette étude, soit d’identifier de possibles voies
biologiques impliquées dans chacun des trois types de sensibilisation aux aéroallergénes étudiés, a
aussi été atteint. Notamment, il a été possible de mettre en lumiére certains génes (RNASET2,
MIR3939, FGD3 et CENPP) dont il serait intéressant de poursuivre la recherche avec d’autres
analyses fonctionnelles afin de mieux comprendre les voies biologiques dans lesquels ils sont
impliqués et d’accroitre les connaissances existantes sur la sensibilisation allergénique et le
développement des maladies allergiques respiratoires. De plus, des analyses additionnelles ou
l'intégration des données omiques seraient poursuivies avec plus de participants ou en incluant les
données d'autres cellules activées dans la réaction allergique et contribuant au processus
inflammatoire dont les lymphocytes T CD4* naifs, viendraient également bonifier la compréhension

sur les maladies allergiques.

Ainsi, des recherches seront nécessaires afin de pouvoir confirmer les mécanismes

biologiques qui ont été identifiés dans cette étude et qui sont potentiellement impliqués dans la



sensibilisation allergénique et de mieux comprendre I'impact de ceux-ci sur le développement de 'AA
et de la RA. Les résultats obtenus montrent qu’il sera éventuellement possible de créer des outils
génétiques et/ou épigénétiques permettant d’évaluer le niveau de risque d’'un individu pour le
développement d’une sensibilisation allergénique et donc de prévenir le développement de celle-ci

ou de mieux intervenir par des thérapies plus ciblées.
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ANNEXE 1

Supplementary information

Genetic Risk Profiling for Indoor and Outdoor Aeroallergens Sensitization in A French-
Canadian Asthma Family Cohort

Marie-Pier Bouchard, Christophe Linhard, Anne-Marie Madore, Emmanuelle Bouzigon and Catherine
Laprise

Materials and Methods

Allergens

The 26 allergens tested during the skin prick test were classified into six categories which are
animal, house dust mites (HDM), house dust, grass pollen, tree pollen and mold. The animal category
was made up of the following allergens: cat (Felis catus; n=397 allergic individuals/1,010 individuals
for which the data is available for this allergen), dog (Canis familiaris; n=192/1,010), horse (Equus
ferus caballus; n=136/1,004) and cattle (Bos taurus; n=28/254) dander and bird feathers (n=51/985).
The house dust only includes one general allergen (n=240/1,004). The HDM category included
allergens for the Dermatophagoides (D.) farinae (n=346/1,009) and D. pteronyssinus (n=332/1,009).
The grass pollen category was composed of grasses (Poaceae; n=271/1,009), weeds (n=143/1,004),
ragweed (Ambrosia; n=126/1,009), timothy (Phleum pratense; n=227/999) and perennial ryegrass
(Lolium perenne; n=189/1,002) pollen as allergens. As for the tree pollen category, the allergens
tested were tree mix (n=181/1,001), birch (Betula; n=276/1,010), maple (Acer; n=91/1,008), oak
(Quercus; n=95/999) and elm (Uimus; n=71/1,008) pollen. For the mold category, the allergens tested
were Chladosporium (n=58/1,004), Alternaria (n=63/1,004), Aspergillus (n=50/1,007) and Penicillium
(n=49/765). There was a seventh category made of 16 food allergens, but that category was not used

for any of the analyses of this study.

Immune cell isolation

The immune cells isolated for this study were the eosinophils and the naive CD4* T cells which

was defined as units with CD3*, CD4*, CD45RA*, CD45R0O" markers. These cell types were chosen



considering their known involvement in asthma and allergy.1 Naive CD4" T cells and eosinophils
were isolated from 200 ml blood sample according to protocols already described.>® The blood
samples came from a subset of 215 individuals from the Saguenay-Lac-Saint-Jean asthma cohort.
Afterwards, a proportion of the cells (1E-06) was snap-frozen until DNA extraction and the same
number of cells were suspended in Trizol for RNA extraction. DNA and RNA extraction from both
CD4* T cells and eosinophils were done using the DNeasy Blood & Tissue Kit and the RNeasy Mini
Kit respectively following the company's instructions (Qiagen, Toronto, ON, Canada). Further details

can be found in the supplemental data from Madore et al.*

Cell-type contribution and surrogate variables

In order to estimate the variation in purity of naive CD4* T cell and eosinophil samples, the cell-
type contribution approach was used using whole genome methylation data for each sample. The
method employed was developed by Houseman® and implemented in RnBeads®’ R package.
Afterwards, proportion of naive CD4* T cells or eosinophils was used as covariates for eQTL and
mQTL analyses. Also, surrogate variables were calculated using the sva package® in R in order to

take into account hidden confounders and relatedness between samples.

DNA methylation sequencing and levels

As previously described, bisulfite sequencing was performed for a custom methyl capture panel
of already identified immune-linked genetic regions.®>'® A total of 4,609,564 Cytosine preceding
Guanine (CpGs) were covered with this panel for a total of 822,884 regions and 119,089,296pb
sequenced.® In collaboration with R&D at Roche NimbleGen, the methyl-capture sequencing (MCC-
Seq) methylation protocol was developed and optimized. CpGs were retained if they fulfilled several
criteria: 1) being located in a region targeted by the custom panel (defined as each targeted region
+100kb), 2) having more than 5 reads, 3) not overlapping with a genetic variant location with a minor
allele frequency (MAF) >0.01 and 4) not overlapping with a DAC Blacklisted Regions or Duke
Excluded Regions generated by the ENCODE project. Samples with more than 1.5M CpGs and CpGs
with data for a minimum of 120 samples were considered for analyses. Once quality control filtering

was done, data were available for 192 samples for the naive CD4* T cells and 4,703,225 CpGs for
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analyses. While the eosinophil data were available for 183 samples and 4,625,332 CpGs for
analyses. The methylation levels were calculated as total (forward and reverse) non-converted C
reads over (forward and reverse) reads. Detailed methods can be found in the supplemental data

from Madore et al.*

RNA sequencing and levels

RNA sequencing was performed using 500 ng of RNA from each sample at the McGill
University and Génome Québec Innovation Centre. The generated raw reads were filtered for quality
(phred33>30) and length (n>32). Also, adapter sequences were removed with Trimmomatic v.0.32'".
After passing filters, the reads were then aligned to the human genome reference hg19 using TopHat
v.2.0.10"? and Bowtie v.2.1.0". Only genes with a minimum of 10 reads in all samples were
considered as expressed in each cell type. Once quality control filtering done and retaining only
samples data that were available for all covariates, there were transcriptomic data available for 159
naive CD4" T cell samples and 17,366 genes for analyses. While the eosinophil data were available
for 139 samples and 17,513 genes for analyses. More information on this method can be found in

Madore et al.*

Regions for replication

The 200kb regions were calculated differently if there was only one significative variant in the
locus or more. If there was only one significative variant in the locus, the regions were defined as
[1100kb around the variant position. However, if there was more than one significative variant in the
locus, the regions were defined as [1100kb around the first and last variant position mean. The only
exception for this was the region located in the 5q12.3 locus in which 229 variants were associated
to the indoor sensitization. Since there was a difference of 394,849bp between the first (rs356593)
and the last (rs13162093) significative variant in this locus, this region was defined as starting at
63,340,373bp and ending at 63,735,222bp on the chromosome 5. It is important to note that one
locus could have more than one region in it. This is due to the fact that certain variant had more than

400kb of distance between them and thus were separated into two regions.
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Supplementary Tables

Table 9. Phenotypic characteristics of individuals included in the analyses performed on naive CD4* T cells and eosinophils

Naive CD4* T cells Eosinophils
Expression Methylation Expression Methylation
(n=159) (n=192) (n=139) (n=183)

M:F ratio 1.00:1.06 1.00:1.04 1.00:1.01 1.00:1.01
Age, mean (range) 49 (18-81) 49 (18-81) 46 (18-81) 48 (18-81)
Age, median 52 53 47 50
IgE, ug/L, mean (SD)’ 135 (5) 131 (5) 161 (5) 143 (5)
Atopy, n (%)? 113 (71) 139 (72) 107 (77) 140 (77)

Indoor allergy, n (%) 98 (62) 120 (63) 94 (68) 121 (66)

Outdoor allergy, n (%) 85 (53) 106 (55) 80 (58) 106 (58)

Both types of allergies, n (%) 73 (46) 90 (47) 70 (50) 90 (49)
Atopic dermatitis, n (%) 69 (43) 87 (45) 70 (50) 89 (49)
Asthma, n (%)3 98 (62) 122 (64) 91 (65) 121 (66)
Rhinitis, n (%)* 71 (45) 91 (47) 64 (46) 86 (47)
Rhinitistasthma, n (%) 51 (32) 66 (34) 47 (34) 65 (36)
Smoking status

Ever smoked, n (%)° 78 (49) 99 (52) 66 (47) 93 (51)

Never smoked, n (%) 81 (51) 93 (48) 73 (53) 90 (49)

All statistical comparisons between the data for the expression in the naive CD4* T cells and in the eosinophils and between the data
for the methylation in the naive CD4" T cells and in the eosinophils showed that there was no significative difference between them. All
statistical comparisons between the data for the expression and the methylation in the naive CD4" T cells and the eosinophils showed
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that there was no significative difference between them. 'Geometric mean and standard deviation (SD) of blood immunoglobulin E (IgE)
concentration. 2Defined as at least one positive response on skin prick testing (wheal diameter 23 mm more than the negative control at
10 min). 3Present or past documented clinical history of asthma. “Present of past personal history of rhinitis. The smoking status of ever
smoked regroups every individual that is smoking or has stopped smoking.
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Table 10. Complete characterization of allergens sensitization of individuals included in the association analyses for the indoor, the outdoor and
both types of aeroallergens sensitization

Indoor Outdoor Both types
Non-allergic Allergic Non-allergic Allergic Non-allergic Allergic P value
(n= 446) (n=564) (n=565) (n= 445) (n=640) (n=370)

Animal allergy, n (%) 0(0) 431 (76)? 125 (22) 306 (69)° 125 (20) 306 (83)2 2.02E-05
Cat dander, n (%) 0(0) 397 (70)2 109 (19) 288 (65)° 109 (17) 288 (78)° 2.31E-04
Dog dander, n (%) 0(0) 192 (34) 43 (8) 149 (33) 43 (7) 149 (40) 8.30E-02
Horse dander, n (%) 0(0) 136 (24) 23 (4) 113 (26) 23 (4) 113 (31) 7.70E-02
Cattle dander, n (%) 0(0) 28 (16) 2(2) 26 (19) 2(2) 26 (21) 6.02E-01
Bird feather, n (%) 0(0) 51 (9) 9(2) 42 (10) 9(1) 42 (12) 4 63E-01

House dust allergy, n (%) 0(0) 240 (43)2 49 (9) 191 (43)2 49 (8) 191 (52)° 1.40E-02

:]',/‘:)"59 dust mite allergy, n 0(0) 389 (69)7 b 112(20) 277 (62) 112(18) 277 (75\°  5.45E-04
2‘2,’,/:;at°phag°ides farinae, 0(0) 346 (61)2b 95 (17) 251 (56)2 95(15)  251(68)°  3.77E-03
Dermatophagoides a a b -
pteronyssinus, n (%) 0(0) 332 (59) 84 (15) 248 (56) 84 (13) 248 (67) 3.52E-03

Grass pollen allergy, n (%) 37 (8) 286 (51)2 0(0) 323 (73)° 37 (6) 286 (78)° 1.26E-19
Grasses, n (%) 25 (6) 246 (44)? 0(0) 271 (61)° 25 (4) 246 (67)° 7.28E-13
Weeds, n (%) 6 (1) 137 (25)° 0(0) 143 (32)° 6 (1) 137 (37)° 9.48E-05
Ragweed, n (%) 12 (3) 114 (20)° 0(0) 126 (28)° 12 (2) 114 (31)° 4.03E-04
Timothy, n (%) 15 (3) 212 (38)? 0(0) 227 (52)° 15 (2) 212 (59)° 1.59E-09
Rye grass, n (%) 11 (2) 178 (32)° 0(0) 189 (43)° 11 (2) 178 (49)° 7.40E-07

Tree pollen allergy, n (%) 43 (10) 282 (50)? 0(0) 325 (73)° 43 (7) 282 (76)° 7.46E-20
Tree mix, n (%) 22 (5) 159 (29)° 0(0) 181 (41)° 22 (3) 159 (44)° 1.02E-06

109



Birch, n (%) 32 (7)

Maple, n (%) 7(2)
Oak, n (%) 5(1)
Elm, n (%) 6 (1)
Mold allergy, n (%) 14 (3)
Cladosporium, n (%) 3(1)
Alternaria, n (%) 10 (2)
Aspergillus fumigatus, n
(%) 2©
Penicillium, n (%) 1(0)
Food allergy, n (%) 15 (4)
Allergic monosensitization, n
(%) 38 (9)
Allergic polysensitization, n 43 (10)
(%)
Number of sensitizations 1-10
One category of
allergens, n (%) 57 (13)
Two categories of
allergens, n (%) 20(4)
Three categories of 4 (1)
allergens, n (%)
Four categories of
allergens, n (%) 0(9)
Five categories of 0(0)
allergens, n (%)
Six categories of
allergens, n (%) 0(9)
Seven categories of 0(0)

allergens, n (%)

244 (43)°
84 (15)°
90 (16)°
65 (12)?
113 (20)?
55 (10)°
53 (9)°
48 (9)

48 (11)
100 (21)

66 (12)?

498 (88)?
1-28
110 (20)?

111 (20)?
100 (18)
97 (17)?
79 (14)
43 (8)

24 (4)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
17 (4)

72 (13)

128 (23)
1-7
116 (21)

66 (12)
17 (3)
1(1)
0(0)
0(0)

0 (0)

276 (62)°
91 (21)>°
95 (22)>°
71 (16)2
127 (29)°
58 (13)°
63 (14)?
50 (11)

49 (14)
98 (26)

32 (7)°

413 (93)
1-28
51 (1)

65 (15) b
87 (20)
96 (22)>°
79 (18
43 (10)

24 (5)

32 (5)
7(1)
5(1)
6 (1)
14 (2)
3(0)
10 (2)
2(0)

1(0)
26 (5)

104 (16)

171 (27)
1-10
167 (26)

86 (13)
21 (3)
1(0.16)
0 (0)

0 (0)

0 (0)

244 (66)°
84 (23)°
90 (25)°
65 (18)°
113 (31)°
55 (15)°
53 (14)?
48 (13)

48 (17)
89 (29)

0 (0)°

370 (100)°
1-28
0 (0)°

45 (12)°
83 (22)
96 (26)°
79 (21)°
43 (12)

24 (6)

2.32E-13
6.02E-03
4.16E-03
2.20E-02
3.35E-04
5.10E-02
2.60E-02

8.20E-02

1.15E-01
6.60E-02

8.60E-11

8.60E-11

1.25E-18

5.60E-03

2.08E-01

5.32E-03

1.35E-02

1.17E-01

3.19E-01
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All statistical comparisons between non-allergic and allergic individuals were significative for the exception of the allergic monosensitization for
the indoor phenotype (P=9.85E-02) and the allergic sensitization to two categories of allergens for the outdoor phenotype (P=1.70E-01) and
for both phenotypes (P=5.61E-01). The significative difference between each phenotype is noted with the letters a, b and c. If phenotypes have
different letters, it means there is a statistical difference between them. If groups share the same letter or none of the groups have a letter, it
means that there is no statistical difference between them.
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Table 11. All significant genetic variants associated with the sensitization to indoor aeroallergens in the SLSJ cohort (P<1E-05) and association
results for the EGEA cohort

Variant ID*  Chr Position® I;nlilr;?; MAF Stat PsLsy Pecea® Locus Nearest gene® ianrar::E:)ne
rs75285112 1 48,410,577 T 2.15E-02 20.07 7.45E-06  3.03E-01 1p33 TRABD2B Intron
rs356593 5 63,340,373 G 3.80E-01 22.75 1.84E-06 N/A 5912.3 - Intergenic variant
rs36160782 5 63,365,225 T 3.87E-01 19.73 8.94E-06 8.86E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs36173573 5 63,365,227 TA 3.87E-01 19.73  8.94E-06 N/A 5912.3 - Intergenic variant
rs356605 5 63,366,254 T 3.87E-01 19.73 8.94E-06 8.86E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs369133 5 63,369,324 A 3.87E-01  19.63 9.39E-06 8.69E-01 5q12.3 - Intergenic variant
rs441080 5 63,369,409 A 3.87E-01 19.73 8.94E-06 8.87E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs416463 5 63,369,878 C 3.87E-01 19.73 8.94E-06 8.88E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356635 5 63,375,421 T 3.65E-01 2420 8.67E-07 8.17E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs4562001 5 63,376,657 A 3.65E-01 2420 8.67E-07 8.78E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs10051553 5 63,377,895 T 3.65E-01 2420 8.67E-07 8.77E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs1587067 5 63,380,385 T 3.65E-01 2420 8.67E-07 8.77E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs11286839 5 63,382,997 G 3.78E-01 20.80 5.10E-06 N/A 5912.3 - Intergenic variant
rs6449700 5 63,383,370 G 3.65E-01 2420 8.67E-07 9.59E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356632 5 63,383,651 G 3.65E-01 2420 8.67E-07 9.13E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356631 5 63,383,849 G 3.65E-01 2420 8.67E-07 9.13E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356629 5 63,384,513 A 3.65E-01 2420 8.67E-07 9.12E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356625 5 63,385,467 C 3.65E-01 2420 8.67E-07 9.13E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356624 5 63,386,246 G 3.65E-01 2420 8.67E-07 9.13E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356622 5 63,386,908 C 3.66E-01 24.25 8.48E-07 9.14E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356621 5 63,387,184 T 3.66E-01 24.19 8.71E-07 9.12E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs356617 5 63,388,546 G 3.65E-01 2420 8.67E-07 8.76E-01 5912.3 - Intergenic variant
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63,729,599
63,729,610
63,729,725
63,730,207
63,730,410
63,730,453
63,731,700
63,732,142
63,732,305
63,732,809
63,733,748
63,733,973
63,734,171

OO 4>»2>» 000606 2>»000>»02>»G0W

o> 3J

TA

OO0

3.50E-01
3.50E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.47E-01
3.75E-01
3.54E-01
3.54E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01
3.51E-01

21.57
21.57
22.02
20.21
21.28
21.28
21.08
21.09
21.32
21.32
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28
21.28

3.42E-06
3.42E-06
2.70E-06
6.93E-06
3.96E-06
3.96E-06
4.39E-06
4.39E-06
3.89E-06
3.89E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06
3.96E-06

5.24E-01
5.24E-01
5.24E-01
N/A
5.24E-01
5.24E-01
5.72E-01
5.24E-01
5.24E-01
5.24E-01
4.73E-01
5.24E-01
5.23E-01
5.24E-01
5.24E-01
5.24E-01
5.24E-01
5.24E-01
N/A
N/A
5.18E-01
4.71E-01
N/A
5.18E-01
5.18E-01
5.18E-01

5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3
5q12.3

Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
Intergenic variant
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rs4594806 5 63,734,870 G 3.53E-01 2119 4.16E-06 N/A 5912.3 - Intergenic variant
rs11955926 5 63,734,900 G 3.53E-01 21.19 4.16E-06 5.18E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs11955953 5 63,735,005 G 3.53E-01 21.19 4.16E-06 5.18E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs13162093 5 63,735,222 G 3.52E-01 21.86 2.94E-06 5.18E-01 5912.3 - Intergenic variant
rs370819375 5 117,876,341 G 5.53E-02 20.14 7.19E-06 N/A 5q23.1 LINC02208 Intron variant
rs2502625 6 144,591,955 A 3.61E-01 20.85 4.97E-06 6.25E-01 6924.2 - Intergenic variant
rs3798307 6 167,363,948 A 2.04E-01 20.72 5.31E-06 6.57E-01 6q27 RNASET2 Intron variant
rs12531771 7 145,165,023 C 1.08E-01 19.72 8.95E-06 8.15E-01 7935 - Intergenic variant
rs75632282 7 151,175,033 A 2.09E-02 20.98 4.64E-06 8.81E-01 7q936.1 RHEB Intron variant
rs79861276 7 151,183,780 A 2.09E-02 20.98 4.64E-06 8.63E-01 7q936.1 RHEB Intron variant
rs6998445 8 58,651,175 T 443E-01 20.89 4.86E-06 1.76E-01 8912.1 - Intergenic variant
rs1331456 9 2,451,397 C 3.10E-01  19.52 9.96E-06 2.89E-01 9p24.2 VLDLR-AS1 Intron variant
PALM2AKAP2, Intron variant,
rs10979982 9 112,413,523 C 9.31E-02 21.71 3.16E-06 2.67E-01 9g31.3 MIR548 8.7kb upstream
(RF01061-187) variant
rs10980680 9 113,749,166 Cc 4.70E-01 2920 6.54E-08 5.35E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs10980683 9 113,753,524 Cc 466E-01 2594 3.53E-07 4.96E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs1121570 9 113,753,770 C 468E-01 29.29 6.23E-08 5.40E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs1030006 9 113,779,011 G 4.85E-01 23.98 9.73E-07 7.02E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs2110548 9 113,782,934 C 4.85E-01 2446  7.59E-07 7.25E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs723591 9 113,783,435 T 4.85E-01 2446  7.59E-07 7.44E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs12345138 9 113,783,796 A 4.85E-01 2446  7.59E-07 7.73E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs976181 9 113,785,792 G 4.86E-01 25.07 5.53E-07 7.21E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
rs7039431 9 113,785,983 T 4.86E-01 25.05 5.59E-07 7.17E-01 9g31.3 LPAR1 Intron variant
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TATA

TATA
rs141132389 9 113,786,826 TACA 4.88E-01 2490 6.03E-07 N/A 9931.3 LPAR1 Intron variant
CACA
C
rs62573262 9 113,787,141 C 4.86E-01 25.07 5.53E-07 7.40E-01 9931.3 LPAR1 Intron variant
rs10817132 9 113,789,688 A 4.85E-01 23.80 1.07E-06 7.65E-01 9931.3 LPAR1 Intron variant
rs35663630 9 113,789,836 AT 4.85E-01 24.30 8.23E-07 N/A 9931.3 LPAR1 Intron variant
rs10980699 9 113,790,030 A 4.85E-01 23.70 1.13E-06 7.86E-01 9931.3 LPAR1 Intron variant
2.3kb upstream
rs117148242 9 139624985 A  6.85E-03 21.34 3.84E-06 3.20E-01  9q34.3 SNHG?, variant, 7.6kb
LCN10 downstream
variant
rs2892077 10 5,653,677 G 2.17E-01 20.68 543E-06 1.44E-01 10p15.1 - Intergenic variant
3.9kb
rs7997863 13 45,369,779 G 251E-01 20.29 6.67E-06 3.02E-01 13q914.12 LINC00330 downstream
variant
rs1599965 14 95,874,407 C 3.04E-01 21.15 4.24E-06 4.17E-02 14932.13 SYNE3 Exon variant
1.3kb upstream
rs13336442 16 1,539,722 A 7.98E-02 20.23 6.87E-06 6.98E-01 16p13.3 PTX4, TELO2 variant, 3.6kb
upstream variant
rs79102289 18 7,025,917 T 2.77E-02  23.71 1.12E-06 7.07E-01 18p11.31 LAMA1 Intron variant

aVariant ID in bold character can also be found in the significant variant associated to both types of aeroallergens sensitization. "Genetic variant's
position on the genome according to the human genome reference 19 (hg19). °If a variant has a P value of NA in the EGEA cohort it means that
this particular variant wasn't found during the replication analysis. “Gene in which the variant is located in or nearest to (<10kb on the right or left
sides) according to the UCSC Genome browser (hg19). For variants which are intergenic (further than 10kb from a gene), no information is
provided. ¢Variant position toward the gene according to UCSC. Abbreviation: Chr=Chromosome, EGEA=The French Epidemiological study on
the Genetics and Environment of Asthma cohort, MAF=Minor allele frequency, SLSJ=The Saguenay—Lac-Saint-Jean asthma family cohort,

Stat=Statistic.
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Table 12. All significant genetic variants associated with the sensitization to outdoor aeroallergens in the SLSJ cohort (P<1E-05) and association
results for the EGEA cohort

VariantID* Chr  Position® ';"Iil';f; MAF  Stat  Psiss Pecea®  Locus Nge:r':zft inf:),?r:::]i:)ne
rs1690716 1 220,927,511 A 3.05E-02 20.33 6.51E-06 1.98E-01 1941 MTARC?2 Intron variant
rs74969563 1 226,202,298 T 9.58E-02 20.04 7.58E-06 7.14E-01 1q42.12 - Intergenic variant
rs62139377 2 41,976,649 T 2.68E-01 29.16 6.68E-08 3.55E-01 2p21 - Intergenic variant
rs62139378 2 41,976,763 T 2.68E-01 29.16 6.68E-08 3.64E-01 2p21 - Intergenic variant
rs5830698 2 41,983,319 AT  2.69E-01 27.83 1.32E-07 N/A 2p21 - Intergenic variant
rs11693207 2 41,984,278 A 3.08E-01 19.61 9.48E-06 8.65E-01 2p21 - Intergenic variant
rs4952510 2 41,986,768 A 265E-01 26.89 215E-07 2.88E-01 2p21 - Intergenic variant
rs4952374 2 41,997,648 C 253E-01 2746 1.61E-07 4.10E-01 2p21 - Intergenic variant
rs2005174 2 41,998,764 A 247E-01 2272 1.87E-06 3.28E-01 2p21 - Intergenic variant
rs755009 2 41,999,338 T 245E-01 2156 3.42E-06 3.38E-01 2p21 - Intergenic variant
rs72788670 2 41,999,848 C 2.53E-01 2598 3.44E-07 3.58E-01 2p21 - Intergenic variant
rs17530511 2 42,000,393 C  248E-01 2238 2.24E-06 2.56E-01 2p21 - Intergenic variant
rs11689227 2 42,001,225 A 247E-01 2255 2.05E-06 3.18E-01 2p21 - Intergenic variant
rs11695476 2 42,001,819 C 247E-01 2289 1.72E-06 4.38E-01 2p21 - Intergenic variant
5248727 5 127.037482 C  455E01 2266 1.94E-06 242E01 5q232  CCDCfoz | "OKD Upsteam
rs79507752 7 97,826,050 C 1.46E-02 20.64 5.54E-06 N/A 7921.3 LMTK2 Intron variant
rs28396474 8 8,762,110 G 6.36E-02 20.06 7.50E-06 3.40E-01 8p23.1 - Intergenic variant
rs57779176 8 8,763,310 G 6.41E-02 2047 6.07E-06 4.92E-01  8p23.1 - Intergenic variant
rs139588645 8 8,771,761 GA 6.41E-02 2047 6.07E-06 N/A 8p23.1 - Intergenic variant
rs10981012 9 114,453,006 A 1.20E-01 26.55 2.57E-07 5.73E-01 9931.3 SHOC1 Intron variant
rs10981094 9 114,586,573 T 1.37E-01 24.04 9.44E-07 5.73E-01 9931.3 - Intergenic variant
rs3781361 10 105,375,817 T 479E-01 19.87 8.31E-06 2.86E-01 10924.33 SH3PXD2A Intron variant
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rs55750092 12 13,252,806 T 6.18E-02 20.62 5.60E-06 3.19E-01 12p13.1 GSG1 Intron variant
0.5kb upstream

(s76153631 12 13257151 C  6.18E-02 2062 560E-06 317E-01 12p13.1 GSG1 D ubst
[s78376850 12 13257973 G  6.23E-02 2095 472E-06 317E-01 12p13.1 GSG1 1 '3ksa“rgsr:;eam
rs55054298 12 13263429 ATT 6.19E-02 20.62 5.61E-06 NA  12p13.1 GSG1 6'8ksa“r§’asr:;eam
rs55816732 12 13264236 T  6.18E-02 20.62 560E-06 3.85E-01 12p13.1 GSG1 7'6ksa“r§’asr:;eam
rs55928877 12 13265549 T  6.18E-02 20.62 5.60E-06 3.85E-01 12p13.1 GSG1 8'9ksa“rizsr:;eam
(s4763934 12 13266755 A  6.18E-02 2062 560E-06 3.79E-01 12p13.1 _ Intergenic variant
rs55729386 12 13,269,208 G 6.23E-02 2095 4.72E-06 3.85E-01 12p13.1 - Intergenic variant
(s2544037 12 48215180 G  3.34E-01 19.92 8.06E-06 519E-01 12q1311  HDAC7 1 '4ksaﬂi‘;3r:;eam
(s1924783 13 25985873 G 327E-01 1990 8.16E-06 B848E-01 13q12.13  ATP8A2 Intron variant
(s7993071 13 25986112 G  327E-01 1990 8.16E-06 B848E-01 13q12.13  ATP8A2 Intron variant
rs17082242 13 25987,881 A  328E-01 19.88 825E-06 B842E-01 13q12.13  ATP8A2 Intron variant
(s7336497 13 25988454 A  327E-01 1990 8.16E-06 8.26E-01 13q12.13  ATP8A2 Intron variant
(s7320645 13 25988656 C  327E-01 1990 8.16E-06 8.28E-01 13q12.13  ATP8A2 Intron variant
rs28788274 15 25010,316 A  3.50E-01 1966 9.26E-06 7.45E-01 15q11.2 _ Intergenic variant
rs1578401 20 17,210565 A  491E-01 19.85 8.37E-06 3.00E-01 20p121  PCSK2 Intron variant

aVariant ID in bold character can also be found in the significant variant associated with both types of aeroallergens sensitization. *Genetic
variant's position on the genome according to the human genome reference 19 (hg19). °If a variant has a P value of NA in the EGEA cohort it
means that this particular variant wasn't found during replication analysis. Gene in which the variant is located in or nearest to (<10kb on the
right and left sides) according to the UCSC Genome browser (hg19). For variants which are intergenic (further than 10kb), no information is
provided. ¢Variant position toward the gene according to UCSC. Abbreviation: Chr=Chromosome, EGEA=The French Epidemiological study on
the Genetics and Environment of Asthma cohort, MAF=Minor allele frequency, SLSJ=The Saguenay-Lac-Saint-Jean asthma family cohort,
Stat=Statistic.
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Table 13. All significant genetic variants associated to the sensitization to both types of aeroallergens in the SLSJ cohort (P<1E-05) and

association results for the EGEA cohort

VariantID® Chr  Position® I;nlilr;?; MAF Stat PsLsy Pecea® Locus Nearest gene? ianrar::E:)ne
rs62139377 2 41976649 T 268E-01 2149 355E-06 4.60E-01  2p21 - Intergenic variant
rs62139378 2 41976763 T 268E-01 2149 355E-06 4.74E-01  2p21 - Intergenic variant
rs5830698 2 41,983,319 AT 2.69E-01 20.27 6.72E-06 N/A 2p21 - Intergenic variant
rs4952510 2 41,986,768 A 2.65E-01 19.79 8.66E-06 3.71E-01 2p21 - Intergenic variant
rs4952374 2 41,997,648 C 253E-01 20.34 647E-06 4.11E-01  2p21 - Intergenic variant
rs75269698 2 67,080,118 T 228E-02 2110 4.36E-06 6.18E-01 2p14 - Intergenic variant
(s76173900 2 67,177,740 G 210E-02 22.61 1.98E-06 7.55E-01  2p14 LINC01799 Intron variant
rs115461272 3 33507658 T 1.98E-02 19.71 9.02E-06 6.54E-01 3p22.3 CLASP2 Intron variant
rs4586862 3 77,103,310 C  1.24E-01 2047 6.05E-06 7.83E-01 3p12.3 ROBO2 Intron variant
rs4975729 5 1775198 T 2.78E-01 19.88 8.23E-06 7.05E-01 5p15.33 - Intergenic variant
5115933755 5 34118989 C 3.82E-02 2565 4.09E-07 120E01 5pi32 QCT7VCI):Z§-I-\,IL\F acR mon vanant
(s199871444 5 34123038 C 2.88E-02 2443 7.71E-07  NIA 5p13.2 QCTLC,’:?_\/’L\F A R '.Tt'}‘éﬂ ‘\’/2';';’:&
rs116762404 5 34538653 T  437E-02 2113 4.30E-06 2.22E-01 5p13.2 - Intergenic variant
rs6449729 5 63702811 A 3.64E-01 1957 969E-06 8.16E-01 5q12.3 - Intergenic variant
6.8kb
(s13437096 6 31355287 A  253E-01 20.01 7.70E-06 2.66E-03 6p21.33 MICA-AS1 downstream
variant
1.4kb
(s7756426 6 31,360,694 A 250E-01 20.24 6.84E-06 2.61E-03 6p21.33 MICA-AS1 downstream
variant
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1.2kb

rs79028790 6 31,360,861 A 253E-01 20.01 7.70E-06 N/A 6p21.33 MICA-AS1 downstream
variant
1.0kb
rs113473106 6 31,361,058 G 250E-01 20.52 591E-06 2.74E-03 6p21.33 MICA-AS1 downstream
variant
rs28396474 8 8,762,110 G 6.36E-02 20.15 7.17E-06 2.11E-01 8p23.1 - Intergenic variant
rs57779176 8 8,763,310 G 6.41E-02 2049 6.00E-06 2.66E-01 8p23.1 - Intergenic variant
rs139588645 8 8,771,761 GA ©6.41E-02 20.49 6.00E-06 N/A 8p23.1 - Intergenic variant
rs62512006 8 59,610,183 T 9.10E-02 21.23 4.08E-06 8.53E-01 8qg12.1 - Intergenic variant
rs62512007 8 59,610,523 G 9.10E-02 21.23 4.08E-06 8.54E-01 8qg12.1 - Intergenic variant
rs115793380 8 59,612,502 T 9.10E-02 21.23 4.08E-06 N/A 8qg12.1 - Intergenic variant
rs11774021 8 59,612,992 T 9.10E-02 21.23 4.08E-06 9.61E-01 8q12.1 - Intergenic variant
rs116905394 8 59,690,382 G 7.33E-02 20.35 6.46E-06 9.60E-01 8q12.1 - Intergenic variant
rs117022993 8 59,691,136 C 7.33E-02 20.35 6.46E-06 9.60E-01 8qg12.1 - Intergenic variant
rs62505091 8 59,694,627 G 7.33E-02 20.35 6.46E-06 9.99E-01 8qg12.1 - Intergenic variant
FGD3 Intron variant,
rs4743880 9 95,777,594 T 466E-01 19.84 8.44E-06 1.89E-01 9q22.31 LOC101927954 0.4kb upstream
variant
FGD3 Intron variant,
rs10682558 9 95,778,654 G 4.66E-01 19.79 8.63E-06 N/A 9g22.31 LOC101927954 1.4kb upstream
variant
FGD3 Intron variant,
rs10761191 9 95,781,040 T 469E-01 20.65 5.51E-06 1.99E-01 9qg22.31 LOC101927954 3.8kb upstream
variant
FGD3 Intron variant,
rs6479446 9 95,782,991 T 469E-01 19.75 8.82E-06 1.96E-01 9qg22.31 LOC101927954 5.8kb upstream
variant
rs10981012 9 114,453,006 A 1.20E-01 22.77 1.83E-06 2.46E-01 9g31.3 SHOC1 Intron variant
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rs72754210 9 114,581,300 A 4.78E-01 20.56 5.77E-06 1.51E-01 9g31.3 - Intergenic variant
rs10981094 9 114,586,573 T 1.37E-01 21.89 2.89E-06 3.94E-01 9931.3 - Intergenic variant
3.9kb
rs7997863 13 45,369,779 G 251E-01 22.04 2.68E-06 3.17E-01 13q14.12 LINC00330 downstream
variant
rs28788274 15 25,010,316 A 3.59E-01 29.18 6.60E-08 4.88E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs67801593 15 25,011,361 G 2.89E-01 19.86 8.34E-06 6.47E-01 15q911.2 - Intergenic variant
rs67799280 15 25,011,443 T 289E-01 19.86 8.34E-06 6.46E-01 15911.2 - Intergenic variant
rs200054505 15 25,012,281 AAT 2.89E-01 19.86 8.34E-06 N/A 15911.2 - Intergenic variant
rs113986838 15 25,012,336 A 271E-01 20.84 4.99E-06 7.29E-01 15q911.2 - Intergenic variant
rs7498117 15 25,012,842 G 2.89E-01 19.86 8.34E-06 6.27E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs4340312 15 25,013,023 G 2.89E-01 19.86 8.34E-06 6.27E-01 15q911.2 - Intergenic variant
rs2123683 15 25,013,195 G 2.88E-01 20.76 5.21E-06 6.46E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs34980104 15 25,013,533 A 2.89E-01 19.86 8.34E-06 6.27E-01 15q911.2 - Intergenic variant
rs8028920 15 25,013,804 T 289E-01 19.86 8.34E-06 6.27E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs8029309 15 25,014,094 G 2.89E-01 19.86 8.34E-06 6.46E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs8033617 15 25,014,871 A 2.89E-01 19.86 8.34E-06 6.27E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs8035301 15 25,015,163 T 289E-01 19.86 8.34E-06 6.27E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs1597994 15 25,015,805 G 2.85E-01 20.37 6.37E-06 6.27E-01 15q911.2 - Intergenic variant
rs4254306 15 25,017,123 C 2.89E-01 19.86 8.34E-06 6.29E-01 15911.2 - Intergenic variant
rs12910736 15 25,025,458 T 290E-01 19.92 8.06E-06 6.26E-01 15q11.2 - Intergenic variant
rs1603731 15 25,027,457 C 290E-01 19.92 8.06E-06 6.26E-01 15911.2 - Intergenic variant
rs7180394 15 25,029,728 G 290E-01 19.92 8.06E-06 6.01E-01 15q911.2 - Intergenic variant
rs7163591 15 25,030,127 G 290E-01 19.92 8.06E-06 6.02E-01 15q11.2 - Intergenic variant
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7.2kb
downstream
RAB11FIP4, MT- variant, 4.7kb
TA, TRT-CGT4-1 upstream variant,
4.7kb upstream
variant

rs1485935633 17 31,258,657 A 2.06E-02 23.73 1.11E-06 N/A 17q911.2 TMEM98 Exon variant

rs9896435 17 29,872,405 T 1.22E-02 20.58 5.72E-06 N/A 17q911.2

aVariant ID in bold character can also be found in the significant variant associated to indoor or outdoor aeroallergens sensitization. "Genetic
variant's position on the genome according to the human genome reference 19 (hg19). °If a variant has a P value of NA in the EGEA cohort it
means that this particular variant wasn't found during replication analysis. “Gene in which the variant is located in or nearest to (<10kb on the
right and left sides) according to the UCSC Genome browser (hg19). For variants which are intergenic (further than 10kb), no information is
provided. ¢Variant position toward the gene according to UCSC. Abbreviation: Chr=Chromosome, EGEA=The French Epidemiological study
on the Genetics and Environment of Asthma cohort, MAF=Minor allele frequency, SLSJ=The Saguenay-Lac-Saint-Jean asthma family cohort,
Stat=Statistic.
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Table 14. Biological function of proximal genes of genetic variants identified by GWAS for the indoor sensitization

Association to

Gene name Gene symbol Cytoband Protein class Function di References
isease
Regulation
: Negative regulation of Wnt/B- -
TraB domain TRABD2B 1p33  Metalloprotease  catenin signaling pathway by~ /\Sthma (indirect 1,2
containing 2B : L . association)
inactivation of Wnt proteins
Involved in TOR signaling
Ras homolog, activation by its binding to .
MTORCH1 binding RHEB 7936.1 Small GTPase mTORCH1. Involved in regulating Allergic asthma 3.4
macrophage polarisation
Positive regulation of TORC1
Telomere and TORC?2 signaling by
maintenance 2 TELO2 16p13.3 - stabilizing and promoting - 5,6
mTORC1 and mTORC2
complexes assembly
Positive regulation of protein
ubiquitination and of proteasomal
Ring finger protein RNF180 5q12.3 Ub|qu_|t|n-prote|n ublqwtln_-dependent prot(_em Allergic a}sf(r_\ma 7.8
180 ligase catabolic process, protein and rhinitis

polyubiquitination and regulation
of catalytic activity
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Involved in the lung formation
during embryogenic development
through its mediation of
attachment, migration and
organisation of cells into tissues.
Positive regulation of integrin-
mediated pathway

Laminin subunit alpha 18p11.31- Cell adhesion
1 LAMAT 18p11.23 molecule

Pulmonary

fibrosis 9,10

Immune signalization and response

Recognition and degradation of
microbial pathogens RNA and Allergic disease
RNA-dependent activation of (variant)
TLR8

Ribonuclease T2 RNASET2 6927 Endoribonuclease 11,12

Contributes to the response to
tissue damage and pathogens by
modulating certain functions like
proliferation, platelet aggregation,

cell migration, smooth muscle

aggregation and chemotaxis.
Role in triggering inflammation in

response to bacterial
lipopolysaccharide

Lysophosphatidic acid LPART 9q31.3 G-protein coupled
receptor 1 receptor

Lung fibrosis,

asthma 13-16

Promote M2 polarization of Resistance to
Small nucleolar RNA macrophages and involved in  docetaxel in lung
host gene 7 SNHG7 9934.3 regulation of autophagy in cancer adenocarcinoma
cells cells
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Cellular process

Spectrin repeat
containing nuclear

Cytoskeleton organization,
regulation of cell shape, protein
localization to membrane, part of

the meiotic nuclear membrane

) SYNES3 14932.13 - ; . - 18
envelope family microtubule tethering complex
member 3 and a component in the linker of
nucleoskeleton and cytoskeleton
(LINC) complex
Binding and transportation in
Transfer/Carrier specific cells of small
Lipocalin 10 LCN10 9g34.3 rotein hydrophobic ligands. Lipocalins - 19, 20
P are involved in inflammation and
immunity
Non-protein coding
VLDLR antisense Unknown function and is Susceptibility to
RNA 1 VLDLR-AST  9p24.2 - affiliated to the INCRNA class pneumonia 21
Long intergenic non- Unknown function and is Response to
protein coding RNA LINC02208 5923.1 - o infections 22
affiliated to the INcCRNA class :
2208 (variant)
Long intergenic non- . .
. ) Unknown function and is
protein %%cgng RNA LINC00330 13914.12 - affiliated to the INcRNA class - -
Micro RNA 548 MIR548 9931.3 - miRNA - -

(RF01061-187)
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Other

PALMZ lf‘sr;gnAKAPZ PALM2AKAP2  9g31.3 - Unknown function - -
Unknown function, but is
Pentraxin 4 PTX4 16p13.3 Scaﬁold/a_daptor hypothe_suzed t_o have a role in _ 23
protein innate immunity by structural
homology with short pentraxins
References:

1: Zhang X, et al. Cell. 2012;149(7):1565-1577. 2: Kwak HJ, et al. Exp Mol Med. 2015;47(12):e198. 3: Long X, et al. Curr Bio. 2005;15(8):702-
713. 4: Li K, et al. Sci Rep. 2017;7:42655. 5: Kaizuka T, et al. J Biol Chem. 2010;285(26):20109-20116. 6: Takai H, et al. Genes Dev.
2010;24(18):2019-2030. 7: Ogawa M, et al. Genes Cells. 2008;13(4):397-409. 8: Morin A, et al. Clin Epigenetics. 2017;9:3. 9: Christie PE, et al.
Eur Respir J. 2004;24:107-115. 10: Lee C-M, et al. JCI Insight. 2018;3(18):€99574. 11: Greulich W, et al. Cell. 2019;179(6):1264-1275.e.13. 12:
Ferreira MA, et al. Nat Genet. 2017; 49(12):1752-1757. 13: Tager AM, et al. Nat Med. 2008;14:45-54. 14: George J, et al. J Periodontol.
2009;80(8):1338-1347. 15: Song HY, et al. Biochim Biophys Acta. 2010;1801(1):23-30. 16: Zhao Y and Natarajan V. Cell Signal. 2009;21(3):367-
377. 17: Talotta R, et al. Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis. 2022;1868(2):166291. 18: Morgan JT, et al. Mol Biol Cell. 2011;22(22):4324-
4334. 19: Suzuki K, et al. Gene. 2004;339:49-59. 20: Jensen-Jarolim E, et al. Allergy. 2016;71(3):286-294. 21: Hayden LP, et al. Am J Respir
Cell Mol Biol. 2017;56(1):20-28. 22: Zhang K, et al. Cancer Letters. 2022;526:142-154. 23: Wang Z, et al. Front Immunol. 2020;11:1757.
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Table 15. Biological function of proximal genes of genetic variants identified by GWAS for the outdoor sensitization

Gene . . Association to
Gene name symbol Cytoband Protein class Function disease References
Immune signalization and response
Negative regulation of interleukin-2
Histone Histone production, negative regulation of Allergic disease
deacetvlase 7 HDAC7 12913.11 modifying NIK/NF-«B signaling, positive (variant), adult- 1-3
y enzyme regulation of the transcriptional onset asthma
repressor activity of FOXP3
Metabolic process
Protein, peptide hormone and insulin
converiass e opepide hormones like . Atopic dermatiis
o . PCSK2 20p121 Serine protein ) : (indirect 4,5
subtilisin/kexin Melanocyte-stimulating hormone (a- .
. association)
type 2 MSH) and neuropeptide precursors.
Involved in secretory pathway
M;tr?]?:g)gg]réal Member of the N-reductive enzyme Immune escape
reducin MTARC2 1941 - system which is involved in nitrogen  in hepatocellular 6
9 compound metabolic process carcinoma
component 2
Involved in invapodia and podosome
formation and extracellular matrix Diisocyanate-
SH3and PX o 1apypoa  10q24.33  Scaffold/adaptor oo ation. Allows NOX1- or NOX-3  induced asthma 7, 8
domains 2A protein

dependent reactive oxygen species
(ROS) generation and ROS localisation

(variant)
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Cellular process

Sr_\ortage in SHOC1 9q31.3 ER_CC4-(Hh_H)2- Ir_1vo|ved_ in crossing over formation Lulng cancer 9-12
chiasmata 1 like protein during meiosis prophase | in germ cells survival (variant)

Predicted to enable RNA polymerase L
ung squamous

Germ cell Cytoskeletal binding activity and its promoter .
GSG1 12p13.1 protein interacts with HEBP1's promoter which cellscuar:/?:/r;?ma 13,14

associated 1
allows HEBP1 expression in T-cell

ATPase Aminophospholipid translocase. Is

phospholipid Primary active . . . Lung
. ATP8A2 13912.13 involved in regulating the number of f 15-17
transzC;Ftlng transporter intestinal intraepithelial lymphocytes adenocarcinoma
Other
Coiled-caoll
domain CCDC192 5g23.2 - Unknown function - -

containing 192

; Non-receptor .
Lemur tyrosine ; : Involved in the nerve growth factor . .
Kinase 2 LMTK2 7921.3 senne{thrgonme (NGF)-TrkA signaling Cystic fibrosis 18, 19
protein kinase

References:

1: Li B, et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104(11):4571-4576. 2: Ferreira MA, et al. Nat Genet. 2017;49(12):1752-1757. 3: Ferreira
MAR, et al. Am J Hum Genet. 2019;104(4):665-684. 4: Chen Y-C, et al. Diabetes Obes Metab. 2018;20(suppl. 2):64-76. 5: Andoh T, et
al. Am J Pathol. 2019;189(9):1775-1785. 6: Wu D, et al. Front Genet. 2021;12:790093. 7: Saini P and Courtneidge SA. J Cell Sci.
2018;131(1):jcs203661. 8: Yucesoy B, et al. Toxicol Sci. 2015;146(1):192-201. 9: Guiraldeli MF, et al. PloS Genet.
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2018;14(5):e1007381. 10: Yao C, et al. J Med Genet. 2021;58(10):679-686. 11: Wang W, et al. Mol Hum Reprod. 2022;28(6):gaac015.
12: Brhane Y, et al. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2020;29(10):1983-1992. 13: Chandra V, et al. Nat Genet. 2021;53(1):110-119.
14: Qi L, et al. Peer J. 2019;7:€7727. 15: Coleman JA, et al. J Biol Chem. 2009;284(47):32670-32679. 16: Ishifune C, et al. PLoS Biol.
2019;17(5):e3000262. 17: Zhang X, et al. Front Cell Dev Biol. 2021;9:740487. 18: Kawa S, et al. Genes Cells. 2004;9(3):219-232. 19:
Cruz DF, et al. Front Cell Dev Biol. 2020;8:58.
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Table 16. Biological function of proximal genes of genetic variants identified by GWAS for both types of sensitization

Gene name Gene symbol Cytoband Protein class Function ASS(;‘;E;:;“ to References

Immune signalization and response

Negative regulation of NIK/NF-xB
signaling, of IL-6 production, of

C1g and TNF Scaffold/adaptor gluconeogenesis, of CCL2 Allergic rhinitis i
related 3 C1QTNF3 5p13.2 protein production, of inflammatory (down regulated) 1-3
response and positive regulation of
cytokine production
Transmgmbrane TMEM98 17q11.2 Transmembrane Induc_e T-hel_pgr 1 cell Non-small cell 4.5
protein 98 protein differentiation lung cancer
Prognostic of
FYVE, RhoGEF and Guanyl- Activate CDC42 by its GTPase cancer like
PH domain FGD3 9922.31 nucleotide binding activity which is involved in  breast cancer 6,7
containing 3 exchange factor cell migration and adhesion and lung
adenocarcinoma
Cellular process
Involved in stabilizing and
organizing microtubules which are
Non-motor used for processes like migration  Anti-inflammatory
Cytoplasmic linker CLASP2 3p22.3 microtubule and can increase wound healing.  effect, non-small 8-11

associated protein 2 Involved in the inhibition of the cell lung cancer
JAK/STAT pathway by its risk
association with SOCS3, and

CLIP-170, IQGAP1

binding protein
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Roundabout

Cell adhesion

Receptor of SLIT2 that allows axon

Asthma, allergic

. ROBO2 3p12.3 : o rhinitis (down 3,12
guidance receptor 2 molecule guidance and cell migration
regulated)
. Involved in crossing over formation
Shortage in SHOC1 9931.3 ERCCA4-(HhH).- during meiosis prophase | in germ Lung cancer 13-16
chiasmata 1 like protein cells survival (variant)
_ RAB11 fam|ly RAB11EIP4 17q11.2 _ Involved in regulation pf erjdocytlc Asthma (CpG), 17-19
interacting protein 4 traffic and cytokinesis Cancer
Non-protein coding
Uncharacterized Unknown function and is affiliated
LOC101927954 ~ LOC701927954  9q22.31 - to the IncRNA class - -
Diisocyanate-
induced asthma
Long intergenic non- . . . (variant), lung
protein coding RNA ~ LINC00330  13q14.12 - Unknown function and is affiliated 461 5carcinoma  20-22
to the IncRNA class
330 (up-regulated),
cystic fibrosis
(expression)
MICA antisense Unknown function and is affiliated Pneumonia
RNA 1 MICA-AST 6p21.33 B to the IncRNA class (variant) 23
Long intergenic non- . : .
protein coding RNA  LINCO1799 2p14 - Unknown function and is affiliated iy 5j16rgy 24

1799

to the IncRNA class
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Transfer RNA-
threonine (anticodon TRT-CGT4-1 17911.2
CGT) 41
Mitochondrially
encoded TRNA Ala MT-TA 17911.2
(GCN)

C1QTNF3-AMACR

readthrough C1QTNF3-AMACR  5p13.2

Unknown function and is affiliated
to the tRNA class

Unknown function and is affiliated
to the tRNA class

Unknown function, is affiliated to
the IncRNA class and is a
candidate for nonsense-mediated
mRNA decay

References:

1: Weigert J, et al. FEBS Lett. 2005;579(25):5565-5570. 2: Li D, et al. Medicine (Baltimore). 2015;94(36):e1503. 3: Wei X, et al. BMC Med
Genomics. 2021;14:100. 4: Fu W, et al. J Interferon Cytokine Res. 2015;35(9):720-733. 5: Mao M, et al. Int J Clin Exp Pathol. 2015;8(12):15661-
15669. 6: Hayakawa M, et al. Genes Cells. 2008;13(4):329-342. 7: Willis S, et al. JCO Precis Oncol. 2017;1:P0.17.00009. 8: Akhmanova A, et
al. Cell. 2001;104(6):923-935. 9: Kim M, et al. Wound Repair Regen. 2019;27(4):345-359. 10: Karki P, et al. J Biol Chem. 2021;296:100239.
11: You D, et al. BMC Med. 2022;20:203. 12: Ding L, et al. Hum Genomics. 2013;7(1):16. 13: Guiraldelli MF, et al. PloS Genet.
2018;14(5):e1007381. 14: Yao C, et al. J Med Genet. 2021;58(10):679-686. 15: Wang W, et al. Mol Hum Reprod. 2022;28(6):gaac015. 16:
Brhane Y, et al. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2020;29(10):1983-1992. 17: Wallace DME, et al. Biochem Biophys Res Commun.
2002;299(5):770-779. 18: Cardenas A, et al. Nat Commun. 2019;10:3095. 19: Machesky LM. Biosci Rep. 2019;39(1):BSR20182219. 20:
Yucesoy B, et al. Toxicol Sci. 2015;146(1):192-201. 21: Hu J, et al. Transl Cancer Res. 2019;8(4):1046-1064. 22: Rehman T, et al. J Clin Invest.

2021;131(16):e150398. 23: Sakaue S, et al. Nat Genet. 2021;53(10):1415-1424. 24: Hong X, et al. Nat Commun. 2015;6:6304.
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Table 17. Significant cis-eQTL results including genetic variants associated with each sensitization type in naive CD4* T cells and eosinophils

Gene

Variant ID expression Stat P value FDR Beta Cell type
Indoor sensitization
rs117148242 RNF208 -4.38 2.23E-05 1.06E-02 -4 55E-01 CD4*
RNASET2 -6.66 5.02E-10 7.14E-07 -2.49E-01 CcD4*
rs3798307
MIR3939 -5.40 2.55E-07 1.82E-04 -1.70E-01 CcD4*
Outdoor sensitization
rs1690716 MARK1 -4.35 2.49E-05 1.31E-02 -2.83E-02 CD4*
Both types of sensitization
4.51/457/  1.30E-05/ 1.01E-05/  3.33E-03/ 3.33E-03/ 1.14E-01/ 1.14E-01/ .
LOC100128361  ,'54/453  1.30E-05/1.23E-05  3.33E-03/3.33E-03  1.14E-01/1.13E-01 CD4
rs10682558/
rs10761191/ CENPP 4.33/4.25/  2.79E-05/ 3.78E-05/  3.47E-03/ 3.52E-03/ 1.42E-01/ 1.38E-01/ cD4*
rs4743880/ 4.33/3.99 2.79E-05/ 1.04E-04 3.47E-03/ 7.56E-03 1.42E-01/ 1.31E-01
rs6479446
FGD3 3.83/3.97/  1.87E-04/ 1.11E-04/ 1.13E-02/ 7.56E-03/ 3.85E-02/ 3.92E-02/ cD4*
3.83/4.16 1.87E-04/ 5.39E-05 1.13E-02/ 4.61E-03 3.85E-02/ 4.11E-02
AIET -4.39/-428/  2.18E-05/ 3.38E-05/  3.47E-03/ 3.47E-03/  -4.44E-01/ -4.34E-01/ cD4*
rs113473106/ -4.28/-4.28  3.38E-05/ 3.38E-05 3.47E-03/ 3.47E-03 -4.34E-01/ -4.34E-01
rs13437096/
rs7756426/
rs79028790 SKIVAL -3.61/-3.57/  4.23E-04/ 4.86E-04/  2.38E-02/ 2.38E-02/  -1.17E-01/-1.16E-01/ cD4*
-3.57/-3.57  4.86E-04/ 4.86E-04 2.38E-02/ 2.38E-02 -1.16E-01/ -1.16E-01
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rs116762404 DNAJC21 -4.06 7.95E-05 6.27E-03 -1.05E-01 CD4*
ASIC2 -4.24 4.33E-05 2.15E-02 -1.13E-01 Eos
rs148593533
SPACA3 -4.30 3.37E-05 2.15E-02 -8.37E-03 Eos
rs4975729 LOC100506688 -3.85 1.86E-04 4.62E-02 -1.05E-02 Eos
rs9896435 SH3GL1P2 -3.98 1.14E-04 3.76E-02 -6.71E-01 Eos

Abbreviations: CD4*=Naive CD4" T cells, Eos=Eosinophils, FDR=False discovery rate, Stat=Statistic.
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Table 18. Significant cis-mQTL results including genetic variants associated with the indoor sensitization in naive CD4* T cells and eosinophils

CpG's position in gene

Variants ID? CpG Stat P value FDR Beta Body Promoter Cell type
1:49,242,583 -4.69 541E-06  2.67E-02  -1.26E-01 AGBL4 BEND5 CD4*
rs75285112

1:48,937,957 -4.61 7.60E-06  3.29E-02  -1.23E-01 - SPATAG CD4*

rs356593 5:63,461,232 -4.58 8.79E-06  3.66E-02  -6.45E-02 - RNF180 CD4*
6:167,365,877 6.92 7.64E-11 6.78E-06 1.91E-01 RNASET?2 - CD4*

6:167,365,888 7.04 3.83E-11 6.78E-06 1.99E-01 RNASET?2 - CD4*

6:167,365,855 6.68 2.89E-10  2.05E-05 1.68E-01 RNASET?2 - CD4*

6:167,371,100 6.52 6.90E-10  3.50E-05 1.96E-01 - RNASET?2 CD4*

6:167,070,197 -6.45 9.82E-10  3.88E-05  -1.22E-01 RPS6KA2 - CD4*

6:167,365,340 6.32 1.98E-09  7.03E-05 1.00E-01 RNASET?2 - CD4*

6:167,365,909 6.30 2.21E-09  7.09E-05 1.81E-01 RNASET?2 - CD4*

rs3798307 6:167,366,511 6.27 2.55E-09  7.09E-05 1.48E-01 RNASET?2 - CD4*
6:167,365,308 6.18 4.10E-09 1.04E-04  9.19E-02 RNASET?2 - CD4*

6:167,365,386 6.14 5.21E-09 1.20E-04 1.21E-01 RNASET?2 - CD4*

6:167,365,863 6.13 5.40E-09 1.20E-04 1.67E-01 RNASET?2 - CD4*

6:167,070,154 -6.04 8.61E-09 1.51E-04  -1.34E-01 RPS6KA2 - CD4*

6:167,365,847 6.02 9.29E-09 1.51E-04 1.31E-01 RNASET?2 - CD4*

6:167,275,549 -5.95 1.34E-08 1.98E-04  -1.09E-01 RPS6KA2 - CD4*

6:167,070,135 -5.85 2.22E-08  3.15E-04  -1.27E-01 RPS6KA2 - CD4*
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6:167,070,428
6:167,070,325
6:167,366,196
6:167,244,035
6:167,070,040
6:167,371,091
6:167,070,296
6:167,365,903
6:167,069,572
6:167,070,309
6:167,070,607
6:167,070,127
6:167,349,958
6:167,070,053
6:167,070,616
6:167,411,355
6:167,366,359
6:167,705,750
6:167,069,618
6:167,069,582
6:167,371,869
6:167,070,263

-5.80
-5.78
5.77
5.58
-5.46
5.44
-5.36
5.32
-5.28
-5.22
-5.03
-5.01
5.00
-4.89
-4.89
4.87
4.84
-4.84
-4.81
-4.78
4.76
-4.71

2.85E-08
3.25E-08
3.32E-08
8.52E-08
1.58E-07
1.73E-07
2.52E-07
3.10E-07
3.59E-07
4.95E-07
1.18E-06
1.30E-06
1.37E-06
2.17E-06
2.26E-06
2.39E-06
2.77TE-06
2.82E-06
3.11E-06
3.66E-06
3.91E-06
4.83E-06

3.89E-04
4.22E-04
4.22E-04
9.45E-04
1.70E-03
1.80E-03
2.55E-03
3.06E-03
3.36E-03
4.51E-03
9.31E-03
9.87E-03
9.90E-03
1.51E-02
1.55E-02
1.60E-02
1.76E-02
1.76E-02
1.87E-02
2.08E-02
2.17E-02
2.56E-02

-1.18E-01
-1.02E-01
1.36E-01
1.65E-01
-1.07E-01
1.64E-01
-1.03E-01
1.53E-01
-1.25E-01
-1.11E-01
-1.13E-01
-1.10E-01
1.68E-01
-1.09E-01
-1.18E-01
9.84E-02
1.14E-01
-9.32E-02
-1.02E-01
-1.09E-01
1.10E-01
-1.09E-01

RPS6KA2
RPS6KA2
RNASET2
RPS6KA2
RPS6KA2
RPS6KA2
RNASET2
RPS6KA2
RPS6KA2
RPS6KA2
RPS6KA2
RNASET2
RPS6KA2
RPS6KA2
MIR3939
RNASET2
UNC93A
RPS6KA2
RPS6KA2

RPS6KA2

RNASET?2

CEPA43, CCR6

RNASET?2

CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
CD4*
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6:167,070,327  -4.70  5.09E-06 2.66E-02 -8.06E-02  RPS6KA2 - CD4*
6:167,070,027 -4.69  5.34E-06 267E-02 -9.33E-02  RPS6KA2 - CD4*
6:167,366,501 470  521E-06 267E-02 127E-01  RNASET2 - CD4*
6:167,365,735  4.66  6.08E-06 292E-02 9.51E-02  RNASET2 - CD4*
6:167,350,137 459  8.33E-06 3.52E-02 141E-01  RNASET2 - CD4*
6:167,506,241  -455  9.80E-06  3.95E-02  -9.08E-02 CCR6 - CD4*
6:167,368,710 455  9.96E-06 3.97E-02 157E-01  RNASET2 - CD4*
6:167,368,630  4.53  1.08E-05 4.21E-02 1.74E-01  RNASET2 - CD4*
6:167,366,232 450  1.21E-05 4.68E-02  1.09E-01  RNASET2 - CD4*
7:152,133,539  -6.09  6.51E-09  1.28E-04  -2.11E-01 - FABP5P3, KMT2C CD4*
7:150,946,081  -5.71  457E-08  541E-04 -2.03E-01 SMARCD3 - CD4*
75630082/  7:150,929,683  -517  6.11E-07  5.16E-03  -1.11E-01 CHPF2 - CD4*
rs79861276  7.151217,681  -5.00  1.33E-06  9.87E-03  -2.44E-01 - RHEB cD4*
7:151,216,510  -4.65  6.27E-06  2.92E-02  -1.31E-01 RHEB - CD4*
7:151,217,624  -457  897E-06  3.66E-02  -2.14E-01 - RHEB CD4*
9:139,010,681  -6.02  9.36E-09  1.51E-04 -2.32E-01  TMEM250 - CD4*
9:139,090,726  -6.05  8.19E-09  1.51E-04  -3.26E-01 LHX3 - CD4*
9:138,987,016  -5.65  6.26E-08  7.17E-04  -1.76E-01 NACC2 - CD4*
rs117148242  9:139,137,291  -5.30  3.41E-07  3.27E-03  -2.84E-01 QSOX2 - CD4*
9:138,799,172  -520  5.32E-07 4.73E-03  -2.53E-01 - CAMSAP1 CD4*
9:138,852,761  -4.85  263E-06 1.70E-02  -1.68E-01 UBAC1 - CD4*
9:138,799,768  -4.81  3.23E-06 1.91E-02 -2.37E-01 - CAMSAP1 CD4*
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9:139,223,206 4.62 7.31E-06  3.25E-02  3.70E-01 GPSM1 DKFZP434A062 CD4*
9:139,010,709 -4.60 7.96E-06  3.41E-02  -1.49E-01 TMEM250 - CD4*
9:138,799,535 -4.53 1.05E-05 4.16E-02 -1.91E-01 - CAMSAP1 CD4*
rs2892077 10:5,932,240 -4.62 7.21E-06  3.24E-02  -4.15E-02 FBH1 ANKRD16 CD4*
16:2,246,875 -4.96 1.62E-06 1.15E-02  -7.52E-02 - CASKIN1 CD4*
16:1,361,829 -4.77 3.70E-06  2.08E-02  -1.69E-01 UBE2| - CD4*
16:1,832,561 -4.73 451E-06  2.43E-02 -4.50E-02 SPSB3 NUBP2 CD4*
rs13336442
16:1,361,900 -4.65 6.33E-06  2.92E-02  -1.51E-01 UBE2| - CD4*
16:1,673,702 4.66 6.23E-06  2.92E-02 1.26E-01 CRAMP1 - CD4*
16:1,361,767 -4.61 7.55E-06  3.29E-02  -1.31E-01 UBE2| - CD4*
rs75285112 1:47,696,635 -7.95 2.37E-13  8.33E-08  -1.86E-01 STIL, TAL1 - Eos
6:167,411,428 5.99 1.18E-08  6.93E-04 1.11E-01 - MIR3939, CEP43, CCR6 Eos
6:167,371,091 5.76 3.84E-08 1.35E-03 1.44E-01 - RNASET?2 Eos
6:167,411,355 5.68 5.51E-08 1.76E-03 1.09E-01 MIR3939 CEP43, CCR6 Eos
6:167,070,154 -5.23 4.79E-07  9.34E-03  -1.29E-01 RPS6KA2 - Eos
rs3798307 6:167,069,833 -5.15 7.17E-07 1.24E-02  -1.70E-01 RPS6KA2 - Eos
6:167,571,584 5.15 7.07E-07 1.24E-02 1.04E-01 - GPR31 Eos
6:167,070,135 -5.06 1.05E-06 1.60E-02  -1.32E-01 RPS6KA2 - Eos
6:168,198,137 -4.93 1.96E-06  2.65E-02 -1.20E-01 - LINC01558 Eos
6:167,454,660 4.76 4.08E-06  4.93E-02 1.27E-01 CCR6 - Eos
7:151,574,854 -5.83 2.62E-08 1.02E-03  -1.48E-01 PRKAG2-AS1 PRKAG2 Eos
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75632082  7:151.217,339 535  283E-07  6.22E-03  -1.29E-0f - RHEB Eos
rs79861276  7.150812585 -513  7.77E-07  1.24E-02  -2.13E-01 AGAP3 - Eos
0:138,986,594 -6.98  6.24E-11  6.99E-06  -1.12E-01 NACC2 - Eos
rs117148242
0:138,853,073  -4.94  1.82E-06 2.55E-02 -2.20E-01 UBAC1 - Eos
10:5,709,119 524  460E-07 9.34E-03  1.22E-01 - ASB13 Eos
rs2892077
10:5,709177  4.96  1.66E-06 2.42E-02  1.39E-01 - ASB13 Eos
16:1,838,095 545  1.73E-07 4.38E-03  2.09E-01 NUBP2 - Eos
rs13336442
16:2,034,383  -4.88  2.36E-06  3.07E-02  -5.40E-02 GFER - Eos

2CpGs and variants shown are those with significant mQTL results (FDR<5.00E-02) in the whole sample. Abbreviations: CD4*=Naive CD4* T

cells, CpG=Cytosine preceding Guanine sites, Eos=Eosinophils, FDR=False discovery rate, Stat=Statistic.

145



Table 19. Significant cis-mQTL results including genetic variants associated to the outdoor sensitization in naive CD4* T cells and eosinophils

CpG's position in gene

Variants ID? CpG Stat P value FDR Beta Body Promoter Cell type
rs79507752 7:97,910,856 -476  3.99E-06 4.53E-02 -1.42E-01 - BRI3 CD4*
rs3781361 10:105,437,661 4.71 4.88E-06 4.53E-02 8.50E-02 SH3PXD2A - CD4*

rs4763934/ rs55729386/

rs55750092/ rs55816732/ ) -4.73/  4.57E-06/ +
155928877/ rs76153631/ 12:12,869,980 453E-02 -5.45E-02 - CDKN1B CD4

472 4.77E-06
rs78376850/ rs55954298°

rs2544037 12:48,501,168 5.09  8.93E-07 4.53E-02 7.83E-02 PFKM SENP1 CD4*
1:221,052,581 -5.05 1.14E-06 2.25E-02 -9.62E-02 - HLX Eos
rs1690716 1:220,445,787 -5.00 1.38E-06 2.34E-02 -1.27E-01 RAB3GAP2 - Eos
1:221,915,475 -463 7.17E-06 4.26E-02 -1.03E-01 DUSP10 - Eos
rs74969563 1:225,997,848 -538 2.37E-07 7.05E-03 -4.70E-02 EPHX1 - Eos
7:98,741,384  -7.46  4.15E-12 4.94E-07 -1.19E-01  SMURF1 - Eos
rs79507752
7:98,476,013  -543  1.89E-07 7.05E-03 -1.21E-01 - TRRAP Eos
10:105,437,746 560  8.26E-08 4.91E-03 1.07E-01 SH3PXD2A - Eos
10:105,437,758 4.85  2.76E-06 3.86E-02 8.17E-02 SH3PXD2A - Eos
3781361 10:105,437,783 4.70 5.28E-06 3.86E-02 8.11E-02 SH3PXD2A - Eos
10:105,437,694 4.67 6.07E-06 4.00E-02 8.35E-02 SH3PXD2A - Eos
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rs4763934/ rs55729386/

rs55750092/ rs55816732/ .. 469/ 552E-06/ 3.86E-02/ -7.52E-02/
rs55028877/ rs76153631/ 12 13:193.099 s 66 630E.06 4.00E-02 -7.46E-02 EBP1 HTR7P1 Eos
rs78376850/ rs55954298

20:17,608,075 -5.32  3.14E-07 7.47E-03 -9.40E-02 RRBP1 - Eos
rs1578401
20:17,608,080 -4.79  3.53E-06 3.86E-02 -8.87E-02 RRBP1 - Eos

aCpGs and variants shown are those with significant mQTL results (FDR<5.00E-02) in the whole sample. ®Values in bold characters are
for the variant rs55954298 which are in bold character too. Abbreviations: CD4*=Naive CD4* T cells, CpG=Cytosine preceding Guanine
sites, Eos=Eosinophils, FDR=False discovery rate, Stat=Statistic.
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Table 20. Significant cis-mQTL results including genetic variants associated with both types of sensitization in naive CD4" T cells and eosinophils

CpG's position in gene

Variants ID?P CpG Stat P value FDR Beta Body Promoter Cell type
3:33,759,237 576 350E-08  1.11E-04  -1.02E-01  CLASP2 - CD4*
rs115461272 3:33,759,541 484 075E-06  5.08E-03  -1.15E-01  CLASP2 - cD4*
3:33,688,381 4.60 8.08E-06  142E-02  263E-01  CLASP2 - CD4*
rs4975729 5:893,269 4.42 172E-05  275E-02  -3.60E-02  TRIP13 BRD9 CD4*
1212/ 379E-25/  127E-20/  2.25E-01/
9:05795002 1243/  477E-26/  481E-21/  2.27E-01/ FGD3 - CD4*
12.03 6.96E-25  1.76E-20  2.26E-01
2 16E-12/ 1.59E-01/
005783223  5¢ 21912 [30T0 4ssEon  Fops - cD4*
: 2.86E-12 : 1.59E-01
r;ﬂ6;77691414961/ / 4.46/ 142E-05/  2.36E-02/  6.62E-02/
S ocazsag 9:95,783,341 4.45/ 151E-05/  2.50E-02/  6.56E-02/ FGD3 - cD4*
ppyidss 4.53 1.05E-05  1.79E-02  6.75E-02
1017/ 171E-19/  2.46E-15/  1.83E-01/
9:95795971 1028/  807E-20/  1.25E-15/  1.84E-01/ FGD3 - CD4*
10.03 4.09E19  5.15E-15  1.83E-01
7.82/ 427E-13/  269E-09/  1.22E-01/
9:95,783,395 7.95/ 195E-13/  1.36E-09/  1.23E-01/ FGD3 - CD4*
7.93 219E-13  1.42E-09  1.25E-01
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9:95,783,204

9:95,795,919

9:95,783,234

9:95,783,388

9:95,795,942

9:95,796,054

9:95,783,192

9:95,783,056

4.99/
4.97/
5.16

11.86/
11.94/
11.66

5.36/
5.38/
5.25

6.32/
6.39/
6.44

9.21/
9.26/
9.26

9.22/
9.24/
9.02

6.30/
6.41/
6.54

4.74/
4.50/
4.39

1.43E-06/
1.52E-06/
6.57E-07

2.20E-24/
1.32E-24/
8.76E-24

2.54E-07/
2.34E-07/
4.23E-07

2.01E-09/
1.37E-09/
1.03E-09

7.94E-17/
6.02E-17/
6.05E-17

7.77E-17/
6.55E-17/
2.71E-16

2.14E-09/
1.25E-09/
6.25E-10

4.27E-06/
1.20E-05/
1.90E-05

2.72E-03/
2.87E-03/
1.38E-03

4.44E-20/
2.95E-20/
1.47E-19

5.64E-04/
5.29E-04/
9.17E-04

7.11E-06/
4.92E-06/
3.84E-06

7.27E-13/
6.42E-13/
6.42E-13

7.27E-13/
6.60E-13/
2.27E-12

7.45E-06/
4.60E-06/
2.49E-06

7.54E-03/
2.03E-02/
2.91E-02

8.43E-02/
8.37E-02/
8.73E-02

2.33E-01/
2.33E-01/
2.33E-01

1.13E-01/
1.13E-01/
1.12E-01

9.81E-02/
9.85E-02/
1.00E-01

1.81E-01/
1.81E-01/
1.83E-01

2.04E-01/
2.03E-01/
2.02E-01

1.31E-01/
1.32E-01/
1.36E-01

8.82E-02/
8.38E-02/
8.29E-02

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

CD4*

CD4*

CD4*

CD4*

CD4*

CD4*

CD4*

CD4*
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12.29/ 1.21E-25/ 8.15E-21/ 2.06E-01/
9:95,795,959 12.59/ 1.58E-26/ 3.19E-21/ 2.08E-01/ FGD3 - CcD4*
12.20 2.30E-25 9.26E-21 2.07E-01
5.82/ 2.69E-08/ 8.46E-05/ 1.25E-01/
9:95,794,497 5.71/ 4 .50E-08/ 1.31E-04/ 1.23E-01/ FGD3 - CcD4*
5.65 6.29E-08 1.67E-04 1.23E-01
rs10761191 9:95,140,430 -4.26 3.28E-05 4.80E-02 -1.53E-01 CENPP - CcD4*
17:30,846,785 -4.54 1.03E-05 1.78E-02 -1.09E-01 MYO1D - CcD4*
rs148593533
17:31,255,101 -4.42 1.73E-05 2.75E-02 -1.70E-01 TMEM98 - CcD4*
17:30,334,554 -4.44 1.58E-05 2.58E-02 -9.21E-02 - LRRC37B CcD4*
17:29,036,528 -4.43 1.61E-05 2.62E-02 -1.31E-01 - SUZ12P1 CcD4*
rs9896435
17:30,186,284 -4.36 2.19E-05 3.26E-02 -8.64E-02 COPRS - CcD4*
17:30,593,834 -4.27 3.12E-05 4.59E-02 -1.24E-01 RHBDL3 - CcD4*
rs116905394/
rs117022993/
rs62505091/
-4.96/ 1.65E-06/ 5.56E-03/ -9.45E-02/
rs115793380/ 8:58,907,473 FAM110B - Eos
rs11774021/ -4.49 1.29E-05 2.61E-02 -6.97E-02
rs62512006/
rs62512007
rs115793380/
rs11774021/ .
162512006/ 8:60,030,763 -5.24 4.62E-07 1.70E-03 -7.53E-02 TOX - Eos
rs62512007
rs28396474 8:9,008,158 -4.39 1.96E-05 3.82E-02 -2.22E-02 PPP1R3B - Eos
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rs6479446/
rs10761191/
rs10682558/

rs4743880

9:95,140,430

9:95,709,345

9:95,783,204

9:95,783,223

9:95,783,234

9:95,794,428

9:95,795,919

9:95,795,942

-4.52/
-4.45/
-4.49

-5.22/
-5.45/
-5.52

6.51/
6.47/
6.76

4.63/
4.54/
4.91

4.58/
4.60/
4.92

4.53/
4.64/
4.61

10.51/
10.63/
10.52

15.40/
15.64/
15.51

1.16E-05/
1.56E-05/
1.28E-05

5.15E-07/
1.69E-07/
1.23E-07

7.96E-10/
9.81E-10/
2.05E-10

7.13E-06/
1.08E-05/
2.10E-06

8.87E-06/
8.32E-06/
1.98E-06

1.11E-05/
6.85E-06/
7.84E-06

2.89E-20/
1.35E-20/
2.66E-20

3.30E-34/
6.97E-35/
1.65E-34

2.50E-02/
3.11E-02/
2.61E-02

1.86E-03/
7.47E-04/
5.55E-04

4.53E-06/
5.42E-06/
1.20E-06

1.75E-02/
2.38E-02/
6.35E-03

1.98E-02/
1.88E-02/
6.15E-03

2.43E-02/
1.70E-02/
1.83E-02

2.61E-16/
1.42E-16/
2.52E-16

6.57E-30/
4.62E-30/
4.69E-30

-1.66E-01/
-1.63E-01/
-1.65E-01

-2.38E-01/
-2.46E-01/
-2.50E-01

1.25E-01/
1.24E-01/
1.29E-01

7.45E-02/
7.27E-02/
7.85E-02

9.40E-02/
9.37E-02/
1.00E-01

1.03E-01/
1.05E-01/
1.05E-01

2.37E-01/
2.37E-01/
2.37TE-01

3.81E-01/
3.81E-01/
3.82E-01

CENPP

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

FGD3

Eos

Eos

Eos

Eos

Eos

Eos

Eos

Eos
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16.00/ 6.89E-36/ 6.85E-31/ 3.73E-01/
9:95,795,959 16.04/ 5.33E-36/ 6.85E-31/ 3.71E-01/ FGD3 - Eos
15.47 2.16E-34 4.78E-30 3.68E-01
15.51/ 1.63E-34/ 4.69E-30/ 3.69E-01/
9:95,795,971 15.56/ 1.19E-34/ 4.69E-30/ 3.67E-01/ FGD3 - Eos
14.90 8.95E-33 1.48E-28 3.62E-01
14.05/ 2.33E-30/ 3.32E-26/ 3.13E-01/
9:95,795,992 14.33/ 3.64E-31/ 5.57E-27/ 3.14E-01/ FGD3 - Eos
13.97 4.07E-30 5.07E-26 3.12E-01
10.65/ 1.19E-20/ 1.31E-16/ 2.60E-01/
9:95,796,054 10.73/ 6.80E-21/ 7.96E-17/ 2.60E-01/ FGD3 - Eos
10.20 2.06E-19 1.71E-15 2.53E-01
17:29,036,499 -5.61 8.09E-08 3.84E-04 -1.21E-01 - SUZ12P1 Eos
17:29,058,569 -4.49 1.33E-05 2.67E-02 -7.56E-02 SUZ12P1 - Eos
rs9896435
17:29,422,776 -5.32 3.26E-07 1.33E-03 -1.09E-01 NF1 MIR4733 Eos
17:30,592,521 -4.41 1.83E-05 3.60E-02 -1.72E-01 - RHBDL3 Eos

aCpGs and variants shown are those with significant mQTL results (FDR<5.00E-02) in the whole sample. ®Values in bold characters are for the
variant identified in bold character too. Abbreviations: CD4*=Naive CD4" T cells, CpG=Cytosine preceding Guanine sites, Eos=Eosinophils,

FDR=False discovery rate, Stat=Statistic.
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Table 21. Correlation between gene expression and methylation levels in CD4* T cells in indoor and both types of sensitization

Gene CpG?P Coeff SE OR rPearson FDR Corr
Indoor sensitization
MIR3939 6:167,411,355 -2.06 2.46E-01 1.27E-01 -5.45E-01 9.47E-16
6:167,349,958 -4.83E-01 6.56E-02 6.17E-01 -4 45E-01 2.13E-12
6:167,350,137 -6.03E-01 7.45E-02 5.47E-01 -4 43E-01 1.03E-14
6:167,365,308 -1.42 1.26E-01 2.42E-01 -5.09E-01 1.01E-27
6:167,365,340 -9.07E-01 1.20E-01 4.04E-01 -4 18E-01 5.91E-13
6:167,365,386 -9.52E-01 1.01E-01 3.86E-01 -5.38E-01 1.09E-19
6:167,365,735 -7.23E-01 1.13E-01 4.85E-01 -5.04E-01 1.37E-09
6:167,365,847 -9.14E-01 8.85E-02 4.01E-01 -5.34E-01 1.75E-23
6:167,365,855 -9.11E-01 6.98E-02 4.02E-01 -5.79E-01 5.25E-37
RNASET2

6:167,365,863 -8.50E-01 6.54E-02 4 27E-01 -6.13E-01 8.55E-37
6:167,365,877 -8.68E-01 6.27E-02 4.20E-01 -6.36E-01 4.53E-41
6:167,365,888 -8.23E-01 6.25E-02 4.39E-01 -5.96E-01 1.43E-37
6:167,365,903 -7.80E-01 7.15E-02 4.58E-01 -5.65E-01 3.89E-26
6:167,365,909 -7.07E-01 7.23E-02 4.93E-01 -5.70E-01 3.70E-21
6:167,366,196 -7.46E-01 8.64E-02 4.74E-01 -3.50E-01 1.33E-16
6:167,366,232 -6.65E-01 9.75E-02 5.14E-01 -2.63E-01 9.13E-11
6:167,366,359 -4.13E-01 1.01E-01 6.62E-01 -1.86E-01 2.02E-04
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6:167,366,501 -7.33E-01 7.88E-02 4.81E-01 -4.64E-01 3.65E-19

6:167,366,511 -8.79E-01 8.50E-02 4.15E-01 -4.92E-01 1.54E-23
6:167,368,630 -5.82E-01 4.79E-02 5.59E-01 -6.29E-01 3.72E-32
6:167,368,710 -4.67E-01 5.98E-02 6.27E-01 -5.51E-01 7.75E-14
6:167,371,091* -7.52E-01 6.44E-02 4.72E-01 -6.31E-01 9.01E-30
6:167,371,100* -6.82E-01 6.28E-02 5.06E-01 -5.93E-01 7.34E-26
6:167,371,869* -5.95E-01 1.03E-01 5.52E-01 -4.66E-01 5.49E-08

Both types of sensitization

CENPP 9:95,140,430 -5.51E-01 6.33E-02 5.76E-01 -5.43E-01 1.55E-16
9:95,783,223 8.92E-02 2.76E-02 1.09 -3.28E-02 7.52E-03
9:95,783,234 8.66E-02 3.04E-02 1.09 -1.24E-01 1.98E-02

Febs 9:95,783,395 1.13E-01 3.47E-02 1.12 1.22E-01 7.31E-03
9:95,796,054 7.83E-02 2.50E-02 1.08 2.59E-01 9.63E-03

aGenomic position of CpGs according to the human genome reference 19. °CpGs marked with * are located in
the gene's promoter while the others are in the gene's body. Abbreviations: Coeff=Coefficient, Corr=Correlation,
CpGs=Cytosine preceding Guanine sites, FDR=False discovery rate, OR=0dd ratio, SE=Standard error.
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Table 22. Genes targets of MIR3939 and their biological functions

Gene Cytoban Association to

Gene name Protein class Function . References
symbol d disease
. . Regulation of stress response in
ETS transcription Winged helix/ macrophages to external infection.

ELk4 19321 fo.”"?ead Involved in M2 polarization of B 1.2
transcription factor

macrophages in gastric cancer

factor ELK4

Involved in extracellular matrix
Extracellular matrix organization, cell adhesion,
structural protein epithelial cell proliferation and
angiogenesis

Chronic obstructive
pulmonary disease, 3,4
atopic eczema

Collagen type VIII

alpha 1 chain COL8A1 3qg12.1

Negative regulation of CREB
transcription factor activity,
involved with other SIK in inhibition
of M2 polarisation of macrophage

Non-receptor
SIK1 21922.3  Serine/threonine-
protein kinase

Eczema (variant),
allergic disease 5-7
(variant)

Salt inducible
kinase 1
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Lower expression in
well-controlled
asthmatics with night
symptoms. Low
Negative regulation of transcription t?[)ripre?smn in the_th
by RNA polymerase Il, Circadian ai. matic group wi
igh proportion of

Cryptochrome regulation of gene expression
circadian regulator CRY2 11p11.2  DNA photolyase 9 . 9 P ’ allergic rhinitis and 8,9
Regulation of NF-kB pathway . "
2 through interaction with the gtoplc dermgtms_ and
adenylyl cyclase high expression in the
asthmatic group with
high proportion of
atopic dermatitis and
low proportion of
allergic rhinitis
Protein methylation, peptidyl-
Protein arginine Protei difvi argininte _met;[h)g_atior?, re?ulzti_on of
rotein modifying protein binding, involved in . .
methyltr%nsferase PRMT8 12p13.32 enzyme formation of asymmetric Pneumonia (variant) 10, 11
dimethylarginine which is involved
in asthma
LHFPL tetraspan Asthma exacerbation
subfamily member LHFPL3 77q22.2- Scaffold/a_d aptor Sensory perception of sound despite use of inhaled 12
g22.3 protein . ; !
3 corticosteroids (variant)
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Plakophilin 1 PKP1

Granulin precursor GRN

Inka box actin

regulator 2 INKA2

HPS4 biogenesis
of lysosomal
organelles
complex 3 subunit
2

HPS4

1q32.1

17921.31

1p13.2

22q12.1

Intermediate
filament binding
protein

Facilitate the formation of

intermediate filaments, component

of desmosome, stabilize
desmosomal proteins at the
membrane and involved in
promoting and stabilizing cell
adhesion

Positive regulation of cell
migration, of angiogenesis, of
epithelial cell proliferation.
Regulation of inflammatory
response. Negative regulation of
neutrophil activation. Promote
differentiation of CD4* T cells into
Treg cells

Involved in regulation of catalytic
activity, Inhibitor of the
serine/threonine-protein kinase
PAK4 which promotes cell growth,
proliferation, migration and
metastasis in certain types of
cancer

Protein targeting, vesicle-mediated

transport, melanocyte
differentiation, involved in
regulations of biogenesis and/or
function of the lung lamellar body

Asthma (variant)

Neutrophilic asthma

Down-regulated in lung
fibroblasts in idiopathic
pulmonary fibrosis

Development of
pulmonary fibrosis in
Hermansky-Pudlak
syndrome with HPS4
mutation

13, 14

15, 16

17

18, 19
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