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Avant-propos

Le présent document est séparé en 5 chapitres distincts. Le chapitre 1 permet de
faire une mise en contexte du sujet de recherche. Il vise ainsi a introduire les notions de
base sur la pathogénése et la physiopathologie de I’asthme. Il permet également de mettre
I’emphase sur les génes qui ont été ciblés pour ces études, soient les récepteurs de type |
et I de I’interleukine 1 (IL1R1 et IL1R2) ainsi que I’interleukine 33 (IL33). Le premier
chapitre tend a faire le pont entre la génétique et 1’épigénétique en permettant
I’intégration de cette derniére composante par le biais d’études de la méthylation de
I’ADN. Les objectifs du présent projet sont également indiqués au terme du premier
chapitre. Les chapitres 2 et 3 sont composés des articles issus de ce projet. Ils sont
d’abord introduits par un avant-propos qui détaille I’implication de chacun des auteurs
dans la réalisation de I’article. Le chapitre 2 comprend le premier article issu de ce projet.
Celui-ci porte sur la signature de méthylation de I’ADN du géne IL1R2 dans 1’asthme et
I’allergie qui a été identifiée dans un échantillon sanguin issu de la population du
Saguenay-Lac-Saint-Jean. Cet article a été accepté par le journal Clinical Epigenetics le
11 juillet 2015. Le chapitre 3 est composé du deuxiéme article permettant de documenter
la signature de méthylation du géne IL33 dans 1’asthme allergique. Cette seconde étude
utilise des lignées de cellules épithéliales isolées de biopsies bronchiques provenant de
personnes asthmatiques et de personnes non asthmatiques. Cet article a été soumis au
Journal of Allergy and Clinical Immunology le 14 aolt 2015. Le chapitre 4 propose une
discussion intégrée des éléments de résultats présentés dans les articles du mémoire. Elle
ne se veut pas une répétition des éléments de discussion retrouves dans les articles, mais
plutét une réflexion plus large des limites et de la contribution de ce travail au domaine.
Finalement, le chapitre 5 présente les conclusions tirées de ce projet de recherche de

méme que les perspectives de celui-ci.

Xi



Chapitre 1 - Recension des écrits

Asthme

1.1.1. Description et prévalence

L’asthme est une maladie respiratoire chronique qui cause une oppression de la
cage thoracique et provoque des sifflements, une respiration difficile et des épisodes de
toux en raison d’une inflammation et d’un remodelage des voies respiratoires (Ganong
2005; Holgate 2011). Selon les estimations de 1’Organisation Mondiale de la Santé, plus
de 235 millions d’individus souffraient d’asthme en 2013 (OMS 2013). Statistique
Canada estimait a environ 8% le nombre d'individus ayant été diagnostiqués
asthmatiques avant ou pendant I’année 2013 (Statistique Canada 2014). Ce nombre
réducteur ne tient compte que des individus agés de plus de 12 ans diagnostiqués par un
clinicien (Chen 2005). En 2007, le « Global Burden of Asthma » rapportait que 14,1%
des canadiens avait déja regu un diagnostique d’asthme au cours de leur vie (Masoli et
al. 2004). Cela plagait alors le Canada au 10° rang sur les 100 pays ayant la prévalence
d’asthme la plus élevée (Masoli et al. 2004). De plus, cette prévalence est susceptible
d’augmenter d’environ 20% au Canada au cours des deux prochaines décades, tous ages
et sexes confondus (Masoli et al. 2004). Bien que cette prédiction englobe tous les
canadiens, des études ont démontré que la prévalence et la sévérité de 1’asthme variaient
en fonction de 1’age et du sexe des individus. Lors de I’enfance, les gargons auraient plus
de risques de développer la pathologie que les filles et exprimeraient des phénotypes plus
séveres d’asthme. Lors de I’adolescence, la tendance serait inversée puisque les jeunes
femmes seraient plus prédisposées a développer de I’asthme que les jeunes hommes
(Bjornson et Mitchell 2000; Meurer et al. 2000). Or, a I’age adulte, certains chercheurs
prétendent que la prévalence entre les hommes et les femmes deviendrait relativement
égale, alors que d’autres sous-entendent que les femmes seraient plus a risque (Chen et
al. 2003).

L’asthme est une maladie dont les taux de mortalité et de morbidité sont €levés
(Subbarao et al. 2009). Elle affecte considerablement la qualité de vie des individus
atteints (Ahmed et al. 2014). /Au |(Canadaj les ¢rises d’asthme causent plus de 146 000
hospitalisations annuellement (Ismaila et al. 2013). Il s’agit donc de la premiére cause
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d’admission dans les hdpitaux chez la population en générale, de méme que chez les
enfants (Ismaila et al. 2013). Au Canada, les codts directs reliés aux soins hospitaliers
dans un contexte d’asthme varient entre 4008 et 7008 par patient (Ismaila et al. 2013).
Les visites aux urgences des enfants pour des symptomes reliés a 1’asthme totalisent 275
millions par an au Canada et il est estimé que chaque visite colte en moyenne 1000$
(Sears 2015). Ces colts sont généralement dus a un mauvais contréle de la maladie.
Toujours au Canada, plus de 50% des individus souffrant d’asthme ne contrdlent pas
adéquatement la maladie et il y avait plus de 300 décés évitables causés par ’asthme 1’an
dernier au Canada (Sears 2015). Ce mauvais contrdle peut étre di a deux facteur : 1-les
gens ne respectent généralement pas les doses et les fréquences des traitements (mauvaise
adhésion au traitement ou observance thérapeutique) et; 2-le traitement ne suffit pas a
diminuer les symptdmes (patients non-répondants a la médication) (Szefler 2015). Bien
qu’il n’existe aucun reméde pour 1’asthme, les symptomes peuvent étre atténués par le
biais de divers traitements, incluant des bronchodilatateurs et des anti-inflammatoires
(Bousquet et al. 2010). Or, le controle de I’asthme sévére est plus difficile et la
communauté scientifique cherche encore a comprendre les causes du moins bon
fonctionnement des traitements (Darveaux et Busse 2015). Ainsi, une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans la pathologie pourrait permettre

d’améliorer la qualité des traitements, voir méme de développer de meilleures thérapies.

1.1.2. Physiopathologie

Le systeme immunitaire constitue la défense naturelle contre les pathogénes.
Lorsqu’une infection passe la barriere physique, le corps réagit en deux étapes
successives soit par I’immunité innée, qui intervient dans les douze premieres heures de
I’infection, et par 'immunité acquise ou adaptative, qui peut perdurer jusqu’a plusieurs
jours aprés I’introduction du pathogeéne (Chapel 2004). L’immunité acquise implique
I’action de plusieurs cellules immunitaires circulantes appelées leucocytes, dont les
lymphocytes B et T. L’immunité acquise peut se diviser en deux types de réponse, soit
cellulaire ou humorale (Roitt 2007). Les anticorps sont produits lors de la réponse
humorale par les lymphocytes B. lls servent a cibler les corps étrangers. La réponse
cellulaire met en jeu plusieurs cellules clés dont les lymphocytes T effecteurs CD8+ qui
sont responsables de détruire les pathogénes (Roitt 2007). Les lymphocytes T auxiliaires

CDA4+ (Tw) sont également impliqués dans ce type de réponse, notamment en aidant les
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autres types cellulaires a accomplir leurs fonctions immunitaires (Kaisho 2013). Les
lymphocytes T CD4+ naifs sont aussi appelés THO puisqu’ils peuvent se spécialiser. Leur
spécialisation déterminera les médiateurs chimiques qu’ils pourront sécréter (Pillai et
Calhoun 2014). Les phases précoce et tardive de I’inflammation seront décrites

ultérieurement et les principaux acteurs de ces processus seront détaillés.

La symptomatologie de I’asthme s’explique par des mécanismes clés dont
I’inflammation, le remodelage des voies respiratoires et 1’hyperréactivité bronchique
(Calhoun 2014). Or, I’activation de ces mécanismes nécessite un stimulus (Roitt 2007).
Dans le présent mémoire, les allergenes représentent la source de stimulus puisqu’il s’agit
de cohortes d’asthmatiques allergiques. Comme le développement de 1’asthme allergique
passe par un continuum allergie-asthme, il est nécessaire de préciser dans un premier
temps comment se produit la sensibilisation aux allergenes. Le processus de réactions
allergiques s’explique par les phases de sensibilisation et de réexposition (voir figure 1)
(Bauer et al. 2015). La réponse allergique débute par I’entrée d’allergénes, des molécules
inertes percues a tort comme des pathogenes par le systeme immunitaire (Kim et al.
2014). Les allergenes ayant passé la barriére épithéliale sont d’abord internalisés par les
cellules dendritiques (Kitamura et al. 2007). lls sont ensuite dégradés en peptides dans
le phagolysosome et présentés aux TwO par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe Il (Riese et Chapman 2000). Les THO permettent
de reconnaitre ultérieurement les peptides allergéniques et se spécialisent en Th2
provoquant un débalancement Th1l/Tr2 (Kool et al. 2012). Cette voie est caractérisée par
la libération de glycoprotéines qui induisent I’inflammation (Hammad et Lambrecht

2006; Ray et al. 2010). Ces étapes seront décrites ultérieurement.
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Figure 1. Installation du mécanisme de réponse allergique. Lors d’une premiére
exposition aux allergenes (phase de sensibilisation), les lymphocytes T auxiliaires naifs
(THO) se différencient en lymphocytes de type (Th2) grdce au complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II. Cela permet de produire des récepteurs
immunoglobulines E (IgE) a la surface des mastocytes. Lorsque ’allergéne est rencontré
de nouveau (phase de réexposition), il se fixera aux récepteurs du mastocytes, permettant
une libération de médiateurs inflammatoires et une réaction d’allergie. L’allergene
pourra également étre internalisé par les cellules dendritiques pour réguler la
différenciation des lymphocytes T. La réexposition pourra ensuite provoquer le
recrutement de granulocytes (basophiles, éosinophiles) et entrainer une réaction
d’allergie chronique (Modifiée de Taher et al. 2010).

La physiopathologie du processus inflammatoire de I’asthme sera présentée
suivant les phases précoce et tardive et selon les principales cellules impliquées dans ces
phases. Dans les sections suivantes, les cellules et les médiateurs ne sont pas présentés
en détails, mais sont plutdt centrés sur les objectifs du présent mémoire.



1.1.2.1. Phase précoce de I’inflammation

La phase précoce ou phase aigiic de I’inflammation est la premiére réponse
immunitaire suite a I’exposition aux stimuli inhalés. Elle se caractérise par un
bronchospasme, qui est engendré entre autres par 1’activation des cellules épithéliales
des voies respiratoires et des mastocytes qui sont déja localisés au site de la réaction
(Murdoch et Lloyd 2010). Les mastocytes actives libérent des médiateurs chimiques
incluant I’histamine, la prostaglandine et les leucotriénes. Cette triade de mediateurs
provoque ensuite une augmentation de la vascularité des poumons et permettront ainsi
une infiltration des médiateurs de la phase tardive de réponse immunitaire (Hall et
Agrawal 2014).

1.1.2.1.1. Epithélium bronchique

La communauté scientifigue a longtemps pensé que le role des cellules
épithéliales des voies respiratoires dans le processus de réponse inflammatoire se limitait
a la constitution d’une barriére physique de défense contre les pathogenes et les
allergenes. Or, il est aujourd’hui connu que les fonctions immunitaires épithéliales
permettent la libération de médiateurs pro-inflammatoires par le biais de récepteurs
antigénes-épithélium (Lloyd et Saglani 2015). Les médiateurs impliqués dans la réponse
inflammatoire précoce compte entre autres les cytokines thymic stromal lymphopoietin
(TSLP), ’interleukine (IL)-25 et I’'TL-33 (Ziegler 2012). Ces cytokines interagissent avec
plusieurs cellules immunitaires incluant les cellules dendritiques, les lymphocytes T, les
éosinophiles, les mastocytes et les cellules musculaires des voies respiratoires (West et
al. 2012). Les roles de ces cytokines dérivées des cellules épithéliales dans
I’inflammation se résument a accroitre la réponse Tw2, activer les macrophages et
supprimer la tolérance aux antigénes dans les poumons (Hall et Agrawal 2014). Les
cellules épithéliales des voies respiratoires sont également aptes a libérer les protéines
du surfactant (Hall et Agrawal 2014). Ces protéines hydrophiles tapissent les voies
respiratoires pour produire une barriere physique supplémentaire contre les pathogenes
et les allergenes (Kishore et al. 2006). L’épithélium bronchique peut également sécréter
de I’activine A, qui appartient a la famille des facteurs de croissance (Hall et Agrawal
2014), laquelle est impliquée dans le développement et la réparation tissulaire. Elle est

également impliquée dans la régulation de divers éléments de I’inflammation, mais les



résultats de diverses recherches réalisées ne suffisent pas actuellement a déterminer si ce
médiateur chimique agit comme une molécule pro- ou anti-inflammatoire (Karagiannidis
et al. 2006; Semitekolou et al. 2009; Hall et Agrawal 2014).

1.1.2.1.2. Mastocytes et basophiles

Les mastocytes sont d’abord impliqués dans la sensibilisation aux allergenes. Le
mécanisme d’installation de la réponse allergique a été décrit précédemment. Les
mastocytes expriment a leur surface des récepteurs a forte affinité pour I’IgE (FceRI) qui
se fixent ensuite aux IgE sécrétés par les lymphocytes B différenciés en plasmocytes
(Stone et al. 2010). Lors d’une réexposition, les mastocytes seront trés rapidement
activés. Il s’agit donc de cellules importantes dans la réponse inflammatoire précoce
puisque suite a ’introduction d’antigenes, ils sont aptes a libérer trés rapidement des
médiateurs chimiques (histamine, prostaglandine, leucotriénes) qui agissent ensuite sur
les cellules musculaires lisses et les cellules inflammatoires dont, entre autres, les
lymphocytes B et T, les cellules épithéliales et musculaires des voies respiratoires (Amin
2012). Les mastocytes pourraient également étre impliqués dans la réponse
inflammatoire tardive puisqu’ils contribuent au recrutement des éosinophiles, a la
libération de I’interleukine 4 (IL-4) (Mayr et al. 2002) ainsi qu’a la prolifération des
cellules musculaires lisses (Alkhouri et al. 2014).

Les basophiles ressemblent en plusieurs points aux mastocytes puisqu’ils
sont activés par la fixation d’antigénes aux IgE localisés a leur surface et sécretent
également de I’histamine et des leucotriénes (Schroeder 2009; Stone et al. 2010). De
plus, les basophiles peuvent contribuer a la différenciation des lymphocytes T vers la
voie T2 (Hall et Agrawal 2014) par le biais de deux mécanismes biologiques. D’abord,
ils peuvent sécréter de 1’IL-4 qui influence la différenciation des lymphocytes Tw0 (Sokol
et al. 2008). Ensuite, ils seraient aptes a présenter les antigénes a ces mémes lymphocytes
THO en voyageant jusqu’aux ganglions lymphatiques (Sokol et al. 2008; Hall et Agrawal
2014).

Dans le but de mieux comprendre le rdle des mastocytes et des basophiles dans
la réponse inflammatoire, il est nécessaire de décrire les médiateurs chimiques

spécifiques libérés par ces deux types de cellules. L’histamine, la prostaglandine et les



leucotrienes sont les principales substances chimiques libérées par les mastocytes et les

basophiles dans un contexte inflammatoire.

L’histamine est une amine qui peut se fixer a quatre types de récepteurs, exprimés
par de nombreuses cellules dans les poumons (leucocytes, cellules épithéliales et
musculaires) (Hall et Agrawal 2014). Une fois fixées a I’un ou ’autre de ces récepteurs,
I’histamine peut engendrer la contraction du muscle lisse dans les voies respiratoires,

I’hypersécrétion de mucus par les cellules a gobelet et la production d’oxyde nitrique

(Neumann et al. 2010).

La prostaglandine est un métabolite de 1’acide arachidonique qui peut agir dans
les réactions d’oxydo-réduction (Hall et Agrawal 2014). Elle peut également se fixer a
des récepteurs qui sont localisés a la surface des lymphocytes TH2, des éosinophiles et
des basophiles (Ricciotti et FitzGerald 2011). Une fois fixée, la prostaglandine entraine
la bronchoconstriction, la vasodilatation, I’augmentation de la perméabilité vasculaire et

le recrutement des éosinophiles (Arima et Fukuda 2011).

Les leucotriénes sont des eicosanoides qui peuvent se fixer aux mastocytes, aux
lymphocytes B, aux éosinophiles et aux macrophages (Singh et al. 2010). Ils sont
impliqués dans la bronchoconstriction, I’augmentation de la perméabilité vasculaire,
I’activation des éosinophiles et I’hypersécrétion de mucus (Hallstrand et Henderson
2010).

1.1.2.1.3. Cellules lymphoides innées de type 2

Les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) ont récemment été identifiées
pour leur implication dans la pathogénése de 1’asthme (Neill et al. 2010). Ces derniéres
sont activées par les cytokines épithéliales 1L-33 et IL-25 (Halim et McKenzie 2013).
Ces cellules impliquées dans la réponse immune innée ressemblent aux lymphocytes T
puisqu’elles sont activées par des voies biologiques similaires et engendrent la sécrétion
de plusieurs cytokines communes (Hepworth et Sonnenberg 2014). En effet, les ILC2
sont une source d’IL-13 dans les poumons et sont donc impliquées dans 1’hyperréactivité

bronchique et dans I’inflammation des voies respiratoires (Barlow et al. 2012). Certains



chercheurs pensent que les ILC2 contribueraient également a la réponse inflammatoire
tardive, mais cette hypothése devra étre validée (Hall et Agrawal 2014).

1.1.2.2. Phase tardive de ’inflammation

La phase tardive de I’inflammation survient, comme son nom 1’indique, apres la
phase précoce. Il est toutefois difficile de bien séparer ces deux stades inflammatoires
puisqu’il existe de nombreuses interactions entre les cellules immunitaires innées
impliquées dans la phase inflammatoire précoce et les cellules immunitaires adaptatives
impliquées dans la phase tardive (Hall et Agrawal 2014). Or, la phase tardive comprend
principalement I’interaction entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T, recrutés
par les médiateurs chimiques libérés par les mastocytes et les cellules épithéliales lors de
la phase précédente (Holgate 2012). Les lymphocytes T différenciés permettront ensuite
le recrutement d’autres lymphocytes T, des éosinophiles et des neutrophiles dans les

voies respiratoires (Hall et Agrawal 2014).

1.1.2.2.1. Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont les principales cellules présentatrices d’antigénes
(Roitt 2007). Elles sont localisées dans 1’épithélium des voies respiratoires dans le but de
détecter la présence d’antigénes (Hall et Agrawal 2014). Lorsqu’elles captent un
antigene, elles le dégradent en peptides dans le phagolysosome et voyagent jusqu’aux
ganglions lymphatiques (Gaurav et Agrawal 2013). Elles le présentent ensuite aux
lymphocytes T non différenciés. Elles peuvent présenter les peptides aux lymphocytes T
effecteurs par le CMH de classe | ou aux lymphocytes THO par le CMH de classe Il (Roitt
2007). Elles permettront ensuite leur spécialisation.

1.1.2.2.2. Lymphocytes T

La réponse inflammatoire implique plusieurs cellules dont les lymphocytes T
(Roitt 2007). Les lymphocytes T effecteurs (CD8+) ciblent les pathogénes pour les
détruire. Les lymphocytes T auxiliaires (Trn) (CD4+) soutiennent les cellules immunes
dans 1’accomplissement de leurs fonctions grace a la libération de médiateurs

inflammatoires (Kaisho 2013). Les lymphocytes THO peuvent se différencier en de



nombreux types de cellules spécialisées, ce qui leur permettra d’étre impliqués de
diverses manieres dans le processus inflammatoire (Pillai et Calhoun 2014). Les
premiéres voies de différenciation des lymphocytes T ayant été identifiées sont les Tl
et TH2 (Roitt 2007). En situation d’homéostasie, ces deux voies sont, en théorie,
sollicitées de maniere relativement égale. Or, certaines pathologies résultent d’un
débalancement des voies Tul/Tw2. Ainsi, le développement et la persistance des
maladies allergiques résulteraient d’un excés de Th2 dans le tissu pulmonaire (Gaurav et
Agrawal 2013). Ce paradigme a été conservé et respecté jusqu’en 2005 ot une nouvelle
voie de différenciation a été identifiee : la voie Th17 (Harrington et al. 2005). Depuis,
I’implication de la voie Twl7 dans le recrutement et I’infiltration de cellules
inflammatoires a clairement été illustrée et démontrée (Peck et Mellins 2009). Les voies
Thl et TH17 ont également été associées au développement et a la persistance de maladies
allergiques, incluant I’asthme (Lu et al. 2015; VVocca et al. 2015; Wang et al. 2015a). Or,
les voies Tul et Twl7 sont principalement reliées a 1’asthme neutrophilique
contrairement a la voie Th2 qui est plutdt associée a I’asthme éosinophilique (Pelaia et
al. 2015).

Les cytokines Th2 sont principalement I’IL-4, I’IL-5, I'IL-13 et I’IL-33 (Hall et
Agrawal 2014). Ces cytokines ont toutes été génétiquement associées a 1’asthme
(Mukherjee et Zhang 2011) et elles contribuent au remodelage des voies respiratoires qui
caractérise les asthmatiques notamment par le recrutement et [’activation des
éosinophiles (principalement par IL-4, IL-5 et IL-13) (Pelaia et al. 2015) et des
macrophages alvéolaires (entre autres par IL-33) (Bunting et al. 2013).

Enfin, d’autres voies de différenciation des Tn ont été identifiées dans la
pathogénese de I’asthme. Parmi ces voies, il y a les TH9, Th22 et TH25 (Vock et al. 2010).
Bien que ces voies aient été associées a I’asthme dans des modéles animaux, leur
implication dans le développement de maladies humaines est encore spéculative (Vock
et al. 2010).



1.1.2.2.3. Eosinophiles

Les éosinophiles, principalement recrutées par la libération d’IL-5 par les T2 et
les ILC2, ont été associés a de nombreuses maladies allergiques incluant 1’asthme (Busse
et Sedgwick 1992; Deckers et al. 2013; Hall et Agrawal 2014). Ces cellules circulantes
appartiennent a la famille des granulocytes au méme titre que les basophiles et les
neutrophiles (Roitt 2007). Cette famille de cellules immunitaires s’appelle granulocytes
puisqu’elles contiennent des granules qui peuvent étre libérées dans 1’organisme en
réponse a plusieurs stimuli, incluant les pathogenes et les allergénes (Davoine et Lacy
2014). Les granules des éosinophiles sont composées de peroxydases, de protéines
basiques majeures et de protéines cationiques (ou protéines cationiques de 1’éosinophile)
(Hogan et al. 2008). Les peroxydases sont les médiateurs qui attirent les macrophages
aux pathogenes a éliminer (Wolthers 2003). Les protéines basiques majeures,
conjointement aux protéines cationiques, se lient a certains pathogénes pour fragmenter
leur membrane (Hogan et al. 2008). Elles permettent également la dégranulation des
basophiles par les canaux calcium pour libérer I’histamine dans les tissus (Kierszenbaum
2002). Les protéines cationiques peuvent également neutraliser ’héparine, ce qui permet
la coagulation. Les éosinophiles peuvent également libérer de nombreuses cytokines,
chimiokines, enzymes et facteurs de croissances pour perpétuer I’inflammation dont I’IL-
2, I'IL-3, I'IL-4, ’IL-5, ’IL-6, I’'IL-10, I’'IL-12, ’'IL-13, interféron-gamma (IFNy), le
tumor necrosis factor alpha (TNFa), le nerve growth factor (NGF), le granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), le stem cell factor, le transforming
growth factor alpha (TGF-a), le chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCLS), I’éotaxine-1
(CCL11), le growth-related oncogene alpha et 1’epithelial neutrophil-activating peptide
78 (CXCL5) (Muniz et al. 2012; Davoine et Lacy 2014). Les éosinophiles sont donc
impliqués dans I’initiation, la propagation et la résolution des réponses immunes innée

et adaptative (Travers et Rothenberg 2015).

1.1.2.24. Neutrophiles

Les neutrophiles ont également été associés a certains types d’asthme incluant les
formes les plus sévéres (Pelaia et al. 2015). Ils sont recrutés au site de 1’inflammation
par les cytokines libérées principalement par les Thl et TH17 (IL-8 et 1L-17) (Hall et
Agrawal 2014). Les neutrophiles activés libérent ensuite leurs granules. Les granules
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contiennent de 1’IL-8 et des facteurs de croissance (Monteseirin 2009; Bogaert et al.
2011). La sécrétion d’IL-8 par les neutrophiles entraine une boucle de rétro-activation.
Les granules libérées par les neutrophiles contiennent également des élastases et des
métalloprotéases (Kierszenbaum 2002). Ensemble, ces enzymes augmentent la
perméabilité vasculaire, la sécrétion de mucus et contribuent a la bronchoconstriction
(Hall et Agrawal 2014). Encore aujourd’hui, des efforts considérables sont en cours dans
différents laboratoires de recherche afin de mieux définir le rdle des neutrophiles dans le

développement et la persistance des formes moins séveres d’asthme (Pelaia et al. 2015).

La figure suivante présente les différentes cellules et les médiateurs qui sont

impliqués dans les phases précoce et tardive de I’inflammation.
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Figure 2. Mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement et la
persistance de ’inflammation et dans le remodelage des voies respiratoires. Cette
figure schématise 1’implication des lymphocytes T auxiliaires (TH) CD4+ dans le
développement et la persistance de 1’asthme. Suite a une premiére exposition, les
allergenes activent les cellules dendritiques qui migrent dans les ganglions lymphatiques.
C’est a cet endroit que se fait la sensibilisation des lymphocytes T naifs CD4+ (THO). Les
voies de différenciation Tn2 et Th17 sont priorisees chez les individus asthmatiques. La
voie TH2 se caractérise par la sécrétion d’interleukine (IL)-4, IL-5 et 1L-13 alors que la
voie Th17 met en jeu I’'IL-1, I’IL-6, I’IL-21, I’IL-23 et le transforming growth factor-
beta (TGFp). Les lymphocytes T activés migrent alors dans les vaisseaux sanguins pour
se rendre aux cellules dendritiques localisées dans le tissu pulmonaire. Les médiateurs
de I’inflammation pro-Th2 sont libérés dans le tissu et engendrent 1’inflammation et le
remodelage des voies respiratoires par le biais de plusieurs mécanismes dont le
recrutement et I’activation des cellules éosinophiles, la métaplasie des cellules a gobelet,
le remodelage des voies respiratoires par les fibroblastes et 1’épithélium bronchique. Ces
processus s’accompagnent d’une hyperréactivité bronchique causée principalement par
une hyperplasie et une hypertrophie du muscle lisse des voies respiratoires. Les
médiateurs chiomioattractants pro-Tn17 permettent le recrutement des cellules Th17, des
neutrophiles, des cellules dendritiques et des macrophages alvéolaires (Catherine Laprise
©).

Epithélium
respiratoire
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1.1.2.3. Remodelage des voies respiratoires

L’inflammation engendrée par 1’excés de cellules TH1, TH2 et/ou TH17 favorise
I’activation et le recrutement de divers types de cellules immunitaires incluant les
éosinophiles et neutrophiles, les macrophages, les mastocytes et les lymphocytes
(Dunnill 1971; Kroegel et al. 1994; Metcalfe et al. 1997; Coico et Sunshine 2009). Les
cellules migrent a travers la membrane basale et provoquent le remodelage des voies
respiratoires des personnes asthmatiques. D’abord, les cellules épithéliales bronchiques
sont endommagées et se détachent de la membrane basale, clivant les jonctions
épithéliales (Heijink et al. 2014). Cela fragilise 1’épithélium bronchique et altére
considérablement son réle de barriére physique contre les agressions (Lozewicz et al.
1990). De plus, I’altération de 1’épithélium bronchique favorise la sécrétion de facteurs
de croissance, qui viennent augmenter la prolifération de fibroblastes (hyperplasie) et
créer une fibrose sous-épithéliale (Zhang et al. 1999). Les fibroblastes peuvent également
se différencier en divers types cellulaires. Dans les bronches d’individus asthmatiques,
ils peuvent se différencier en myofibroblastes, ce qui peut contribuer a augmenter la
masse du muscle lisse et peut diminuer par le fait méme la lumiére bronchique (Michalik
et al. 2009). Holgate et ses collegues ont démontré que la plus grande quantité de
myofibroblastes observée chez les individus asthmatiques était également corrélée avec
I’épaisseur de la couche inférieure de la membrane basale (lamina reticularis) (Holgate
2011). Les cellules épithéliales bronchiques endommagées et les myofibroblastes
hypertrophiés, et plus nombreux, favorisent la synthése anormale de facteurs
fibrogéniques. Parmi ceux-ci on retrouve la fibronectine, le collagéne de type I, 1l et V
ainsi que d’autres protéines provenant de la matrice extracellulaire (Pepe et al. 2005).
Cette accumulation de substances pro-fibrotiques entrainera 1’épaississement de la
lamina reticularis (Jeffery et al. 2003). De plus, les myofibroblastes entrainent la
sécrétion de médiateurs chimiques pro-inflammatoires, qui contribuent a la persistance
de I’asthme (Al-Muhsen et al. 2011). Ces médiateurs chimiques pourraient étre
impliqués dans I’hyperplasie des cellules a gobelet et dans la synthése de mucine, menant
a I’hypersécrétion de mucus qui contribue a la diminution de la lumiére bronchique

(Turner et Jones 2009).
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1.1.3. Phénotypes

L’asthme peut étre divisé en différentes catégories suivant le type cellulaire activé
et augmenté (asthme neutrophilique ou éosinophilique), ou encore suivant le facteur qui
déclenche les symptomes respiratoires (exercice, allergene, tabac, froid, etc.) (Chen et
al. 2006; Dales et al. 2008). Dans le cadre de ce projet, la classification basée sur le
facteur déclencheur a été utilisée, ici la sensibilisation aux allergénes, qui constitue la
cause la plus fréquente d’asthme (Martinez 2011). En effet, depuis 1980, le pourcentage
d’adultes et d’enfants asthmatiques également allergiques sont estimés respectivement a
50% et 80% (Haahtela et al. 1980; Gold 2000). L’asthme allergique peut étre induit par
n’importe quel allergéne (antigéne provoquant de 1’allergie) (Johansson et al. 2001;
Handoyo et Rosenwasser 2009). En effet, la sensibilisation a divers aéroallergenes (i.e.
allergenes inhalés) incluant notamment 1’exposition aux acariens, aux squames
d’animaux, a certains fungi et aux pollens d’arbres et d’herbacés est considérée comme
un facteur de risque de I’asthme (Baxi et Phipatanakul 2010). Les asthmatiques
allergiques peuvent étre sous-divisés selon I’activation ou non d’IgE spécifiques

(Johansson et al. 2001) ou selon le niveau sérique d’IgE (Laprise 2014).

Composante génétique de ’asthme

L’implication d’une composante génétique dans le développement de 1’asthme
est bien documentée. Les premiéres études familiales réalisées par Cooke et ses collégues
en 1916 et en 1924 ont permis de démontrer des différences de prévalence de 1’asthme
dans la parenté selon le statut asthmatique du propositus (Mathias 2014). Ces résultats
ont par la suite été validés dans plusieurs autres études familiales (Schwartz 1952;
Gerrard et al. 1976; Dold et al. 1992; Aberg 1993; Laprise et Boulet 1996) et dans des
cohortes de jumeaux (Edfors-Lubs 1971; Duffy et al. 1990). L’asthme est hérité en partie
des parents, mais il est aujourd’hui connu que le mode de transmission n’est pas
Mendélien (Los et al. 2001). Des études ont permis de démontrer que 1’asthme suivait
un modele polygénique qui comprend de la codominance, de la dominance et de la
récessivité (Mathias 2014). Ces études témoignent de la complexité de la maladie et
permettent de reconnaitre que 1’asthme est un trait complexe ou les interactions géne-
gene (GxG) et les interactions géene-environnement (GXE) modulent la sévérité de
I’atteinte (Mathias 2014).
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Dans le but d’identifier des régions chromosomiques li¢es a 1’asthme, plusieurs
études pangénomiques de liaisons (Genome scan) ont été réalisees en se basant sur
’utilisation de microsatellites hautement polymorphiques dans I’ADN (Daniels et al.
1996; Wills-Karp et Ewart 2004; Denham et al. 2008; Bouzigon et al. 2010). L’utilisation
de ce type d’études a permis d’identifier pas moins de 20 régions chromosomiques
associées a I’asthme et aux phénotypes reliés (Mathias 2014). Moffatt et ses collégues
ont d’ailleurs associé les loci 2q12,1 et 9p24,1 a 1’asthme, loci codant pour plusieurs
geénes de la famille de I’'IL-1 (Moffatt et al. 2010). Ces loci de susceptibilité ont permis
de souligner la potentielle implication de plusieurs genes dans la physiopathologie.
Toutefois, les limites de cette approche méthodologique comprennent entre autres la
taille substantielle des régions a explorer a la recherche des variants génétiques et la
faible capacité de détection des genes a effets modestes (Ober et Yao 2011). Ainsi, dans
le but d’optimiser les travaux visant a dresser le « catalogue » des génes d’asthme, de

nouvelles technologies ont été mises sur pied.

Deux types d’approches ont été développés a la suite des études pangénomiques
de liaisons (Genome scan), la premicére est I’approche par géne candidat (Mathias 2014).
Cette approche est basée sur la recherche de déterminants génétiques dont les fonctions
biologiques sont connues pour avoir un lien logique avec la physiopathologie (Vercelli
2008; Mathias 2014). Ces fonctions biologiques sont généralement classées selon 4
grandes catégories selon I’implication du géne dans : 1) DIimmunité et
I’immunorégulation; 2) la différenciation des lymphocytes THO vers la voie Th2; 3)
I’immunité reliée a la surproduction de mucus par les cellules épithéliales; et 4) les
fonctions respiratoires, soient essentiellement, le remodelage des voies respiratoires et la
séverité de la maladie (Vercelli 2008). Cette approche a toutefois permis de valider
’association entre plus de 30 genes et le développement et la persistance de I’asthme et
des allergies parmi lesquels IL1 et IL33 (Ober et Yao 2011). Il est a noter que cette
approche est limitée en termes de découverte de nouveaux génes de susceptibilité

puisqu’elle se base sur les fonctions biologiques déja connues des génes sélectionnés.

Le second type d’approche se base quant a lui sur des associations
pangénomiques en utilisant les variants génétiques communs ou polymorphismes (SNP)
de I’ADN. Ces études ont été possibles grace au projet « Thousand Genomes Projects »

qui a permis I’identification de plus de 35 millions de variants genétiqgues communs
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(Abecasis et al. 2010). En sachant que les SNP peuvent étre transmis en deséquilibre de
liaison (transmission conjointe de SNP fortement corrélés), il a été possible de réaliser
des études a I’échelle génomique plutét que de cibler les génes candidats (Mathias 2014).
Ces études pangénomiques (Genome-wide association study : GWAS) reposent sur
I’hypothése que les maladies fréquentes doivent étre causées par des SNP. Le premier
GWAS en lien avec I’asthme a été publié en 2007 (Moffatt et al. 2007). Depuis, plus de
1000 nouveaux genes candidats ont été identifiés grace aux GWAS (Garcia-Sanchez et
al. 2014). En 2011, 4 génes avaient déja été associés dans plus de 15 GWAS (incluant
TNF, IL4, son récepteur et IL13), 6 genes dans plus de 10 GWAS (incluant, entre autres,
TGFPp) et 11 genes dans plus de 5 GWAS (dont notamment 1L10) (Murk et al. 2011).

Gréace a la combinaison de ces différentes approches, plus de 300 génes ont déja
été associés a 1’asthme et a ’allergie grace a diverses études d’association par gene
candidat et études d’associations pangénomiques lesquelles ont été¢ validées dans des
études indépendantes (Lee et al. 2011). Ces genes de susceptibilité comprennent des
cytokines pro-inflammatoires dont I’IL1 et 1’IL33 qui sont considérés aujourd’hui
comme des « gold standards » dans 1’asthme allergique puisqu’ils ont été associés dans
au moins dix études indépendantes (Moffatt et al. 2010; Torgerson et al. 2011). La figure
suivante permet de visualiser les différentes régions chromosomiques ayant été associées
a ’asthme avec une emphase sur IL-1 et IL-33. Les récepteurs de ces cytokines ont
également été associés a I’asthme ce qui renforce I’implication biologique de ces
médiateurs de I’inflammation (Gudbjartsson et al. 2009; Moffatt et al. 2010; Torgerson
et al. 2011; Ramasamy et al. 2012; Wan et al. 2012; Wijst et al. 2013).
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Figure 3. Déterminants génétiques de I’asthme. Cette schématisation représente les
autosomes, les chromosomes sexuels et le génome mitochondrial. Les genes associés a
I’asthme sont indiqués a droite des chromosomes. Les génes et les loci présentés en rouge
indiguent les associations génétiques réalisées par une approche pangénomigue (Genome
scan ou GWAS) alors que les genes et les loci en bleu ont été associés a 1’asthme par
approche gene candidat. Ceux inscrits en verts ont été associés a 1’asthme a 1’aide des
deux approches. Les cytokines sont encerclées en rouge et les récepteurs en jaune
(Schwartz 1952; Gerrard et al. 1976; Dold et al. 1992; Aberg 1993; Laprise et Boulet
1996; Edfors-Lubs 1971; Duffy et al. 1990; Daniels et al. 1996; Wills-Karp et Ewart
2004; Denham et al. 2008; Bouzigon et al. 2010; Moffatt et al. 2010; Murk et al. 2011;
Gudbjartsson et al. 2009; Torgerson et al. 2011; Ramasamy et al. 2012; Wan et al. 2012;
Wijst et al. 2013).

1.2.1. Superfamille de I’interleukine 1

Une cytokine est un médiateur chimique qui se caractérise par son potentiel de
communication cellule-cellule (Roitt 2007). Parmi les cytokines, les interleukines jouent
un role important dans la communication entre les leucocytes (Coico et Sunshine 2009).
En 2011, plus de 40 interleukines avaient déja été identifiées (Akdis et al. 2011). Elles
sont séparées en familles en fonction de leur champ d’action. La superfamille de I’IL-1
agit dans un contexte inflammatoire. L’inflammation est un mécanisme important dans
la physiopathologie de I’asthme tel qu’il a été décrit précédemment et I’implication des
membres de la famille de I’IL-1 dans ce processus justifie le choix de ces voies

biologiques pour la présente étude. Les associations génétiques qui seront décrites
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ultérieurement permettent également de souligner Dl'intérét de ces cytokines

immunopathologiques.

La superfamille de I’'TL-1 comprend des ligands et des récepteurs Toll-like (TLR)
qui sont caractérisés par la présence d’un domaine intracellulaire Toll-IL1-receptor
(T1R) (Garlanda et al. 2013). L’activation du T1R entraine une cascade de signalisation
intracellulaire qui passe par 1’adaptateur Myeloid differentiation primary response gene
88 (MyD88). Cette cascade entraine conjointement 1’activation des tyrosines kinases
mitogen-activated (MAPK) dont c-Jun N-terminal (JNK), et du facteur de transcription
nuclear factor-kappa B (NFkB) (Barton et Medzhitov 2003). L’activation de ces voies
meéne a la translocation des facteurs de transcription dans le noyau. Ces facteurs modulent
I’expression de certains génes dont les protéines associées ont une fonction dans
I’augmentation et la persistance de I’inflammation (Martin et Resch 1988; Osborn et al.
1989; Subramaniam et al. 2004). Les ligands de la superfamille de I’IL-1 contribuent
donc a la fois a la réponse immune innée et adaptative par le biais de I’activation des
cellules lymphoides qui expriment leurs récepteurs spécifiques (Garlanda et al. 2013).
Les voies biologiques de la superfamille de I’IL-1 sont activées en réponse a des
pathogénes et des dommages cellulaires (Dinarello 2010). Toutefois, lorsque ’activation
de ces voies devient excessive, il en résulte diverses immunopathologies, incluant les

réponses allergiques (Dinarello et al. 2012).

1.2.2. Interleukine 1 et ses récepteurs

La famille de I’'TL-1 comprend plusieurs ligands dont les sous-unités alpha et beta
de 'IL-1 (IL-1a et IL-1B) qui possédent une structure moléculaire similaire rappelant
leur origine phylogénique (Dinarello 1996). La sous-unité a est une alarmine et est donc
produite rapidement en guise de signal d’alarme suite a I’introduction d’un pathogene
(Rider et al. 2011). Elle est produite principalement dans le poumon par les cellules
épithéliales et endothéliales (Garlanda et al. 2013). La sous-unité B, contrairement a
I’isoforme a, nécessite un clivage pour €tre active dans 1’organisme et agit donc plutot
dans la réponse immunitaire tardive (Rider et al. 2011). Elle est sécrétée par les diverses

cellules hématopoiétiques (Garlanda et al. 2013).

18



Les roles de I’IL-1 dans la réponse immunitaire sont nombreux. D’abord, il s’agit
d’un pyrogene, ce qui signifie que I’IL-1 contribue a I’activation de I’hypothalamus pour
générer une augmentation de la température corporelle suite a 1’introduction de
pathogénes (Roitt 2007). Elle induit également la différenciation des lymphocytes THO
en Tul, Th2 et TH17 par le biais de 1’activation des voies biologiques des protéines
kinases mentionnées précédemment (Aymeric et Lefranc 2009). Ainsi, I’TL-1 est classee
parmi les cytokines pro-inflammatoires, notamment parce qu’elle augmente la
perméabilité vasculaire, ce qui crée la tuméfaction et la rougeur caractérisant le processus

d’inflammation (Coico et Sunshine 2009).

Les études d’associations génétiques ont d’ailleurs permis de démontrer
I’importance de mieux comprendre 1’implication de I’IL-1 dans le développement et la
persistance de 1’asthme. En effet, le locus 2q12-14 qui comprend les genes codant pour
les membres de la famille de I’'TL-1 (figure 4) a été associé a 1’asthme dans plusieurs
études d’association (Torgerson et al. 2011; Daley et al. 2012; Wan et al. 2012). De plus,
I’IL-1 elle-méme a été associée a plusieurs maladies auto-immunes incluant le diabete et
I’asthme (Dinarello 2002). Des SNP situés a ’intérieur des genes IL-1a et IL-1p ont
également été associés a des maladies inflammatoires et ce, a ’'intérieur méme d’un
échantillon de la population du Saguenay—Lac-Saint-Jean (figure 4) (Pociot et al. 1992;
Daley et al. 2009; Manica-Cattani et al. 2009; Han et al. 2010; Mfuna Endam et al.
2010).
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Figure 4. Représentation simplifiée de certains génes de la famille de I’interleukine
1 localisés sur le locus 2q12-14. Les sous-unités o et B de I’IL-1 ainsi que les deux
récepteurs principaux (type | et 2) sont codés par des genes localisés dans le bras long du
chromosome 2 dans la région 12 a 14. Les genes codant pour les récepteurs sont lus sur
la bande positive alors que les génes des sous-unités de 1’IL-1 sont lus sur la bande
négative. La position chromosomique est indiquée en paires de bases et le gene est
représenté avec le gene complet en violet et les exons en rouge. Les polymorphismes
(SNP) associés a I’asthme et aux phénotypes reliés a I’asthme sont identifiés pour chaque
gene utilisant la nomenclature usuelle, soit rs# (Karjalainen et al. 2002; Adjers et al.
2004; Daley et al. 2009; Sekigawa et al. 2009; Daley et al. 2012; Padron-Morales et al.
2013).

Pour étre active, I’TL-1 doit se fixer & un récepteur qui lui est spécifique. Parmi
les neuf récepteurs de I’'IL-1, deux ont été sélectionnés pour 1’étude (Dinarello 2002). Il
s’agit en fait des deux récepteurs glycoprotéiques membranaires principaux soit les
récepteurs de type 1 (IL1R1) et de type 2 (IL1R2) qui sont codés par les genes portant

les mémes noms.
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1.2.2.1. Récepteur de type 1 de I’interleukine 1

ILIR1 a été démontré comme impliqué dans des maladies a composante
inflammatoire, notamment le psoriasis (Hebert et al. 2015), le diabete de type 1 (Pociot
et al. 1994) ainsi que 1’asthme et les phénotypes reliés (allergies, hyperréactivité
bronchique, etc.) (Daley et al. 2012). Ces études confirment 1I’importance de mieux
documenter le récepteur actif de I’IL-1 dans le contexte des maladies allergiques incluant

I’asthme.

Le récepteur IL1IR1 a un poids moléculaire de 80 kDa (Dinarello 1996). Il est
exprimé a la surface de nombreux types cellulaires dont les cellules épithéliales et
hématopoiétiques incluant les cellules dendritiques et les lymphocytes T (Sims et al.
1989; Dinarello 1996). IL1R1 est caractérisé par le domaine intracellulaire T1R de la
famille de I’'IL-1 (Subramaniam et al. 2004). Ce domaine est séparé en trois parties
appelées Box 1, 2 et 3 (voir figure 5). Box 1 et 2 permettraient la fixation des molécules
nécessaires au processus d’activation signalétique (dont I’adaptateur MyD88) et Box 3

permettrait plutdt les interactions avec les protéines du cytosquelette (Slack et al. 2000).

IL1R1 posséde une grande affinité pour IL-1a et IL-1p (Dinarello 1996). Grace
a sa plus grande affinité pour IL-1, les cellules peuvent contenir 10 fois moins d’ILIR1
comparativement aux autres récepteurs d’IL-1, ce qui explique pourquoi il se retrouve
en moins grande quantité a la surface des cellules immunitaires (Dinarello 1996; Auron
1998; Vasilyev et al. 2015). Or, la formation du complexe IL-1-IL1R1 ne permet pas la
transmission du signal. L ajout de la protéine accessoire du récepteur d’IL-1 (ILLRACP)
ubiquitaire permet de compléter la formation du complexe, d’induire et par le fait méme

d’activer IL-1 ainsi que les tyrosines kinases (Greenfeder et al. 1995).

1.2.2.2. Récepteur de type 2 de I’'interleukine 1

IL1R2 pourrait également contribuer a la physiopathologie de ’asthme. D’abord, des
associations génetiques ont permis de faire le lien entre ce récepteur et plusieurs maladies
inflammatoiresy(Sekigawayetyaln2009;:Shimizugetyaly2015):mDe plus, Daley et ses
collégues onizassocie le gene 1L1R2 a PPasthme allcrgique (Daley et al. 2009). Cette

association a d ailieurs ¢i¢ validée dans une ctude subsequente (Daley et al. 2012). 1l a
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¢galement été démontré que le niveau d’ARNm d’IL1R2 était plus élevé dans des
biopsies bronchiques d’individus atteints d’asthme allergique comparativement a des
individus sains (Laprise et al. 2004). De plus, cette signature d’expression d’IL1R2 en
lien avec 1’asthme a été validée (Chamberland et al. 2009). Un SNP (rs740044) localisé
en amont du géne IL1R2 a également été associé a I’allergie (Chamberland et al. 2009).
Des travaux non-publiés réalisés précédemment aupres de cette méme collection
familiale d’asthme du Saguenay-Lac-Saint-Jean ont également permis d’identifier une
modulation du niveau d’ARNm d’IL1R1 et IL1R2 par ce méme variant génétique
rs740044 dans le sang d’individus asthmatiques. Ces études justifient I’importance de

mieux comprendre les mécanismes qui régulent la transcription de ce géne.

Le récepteur IL1R2 a un poids moléculaire de 60 kDa. Il peut étre présent sous
forme soluble ou membranaire (Liu et al. 1996; Chang et al. 2009). Dans le cadre de ce
projet, la forme membranaire a été sélectionnée. Le récepteur de type 2 transmembranaire
est exprimé sur un nombre limité de cellules incluant les cellules épithéliales et certaines
cellules hématopoiétiques dont les lymphocytes B et T, les monocytes, les neutrophiles
et les macrophages (Sims et al. 1989; McMahan et al. 1991). Puisque les principales
cellules exprimant IL1R2 sont des cellules sanguines circulantes, la partie de 1’étude
concernant les récepteurs de I’TL-1 a été réalisée a partir de I’ADN et de I’ARN isolés
dans du sang complet. La régulation d’IL1R2 se fait grace a la modulation des ligands
disponibles pour ce récepteur (Bristulf et al. 1994). Des médiateurs chimiques peuvent
également avoir un impact sur le niveau d’IL1R2 transmembranaire. Ces cytokines
régulatrices comprennent I’IFNy (Kitaya et al. 2007), I’IL-4 (Colotta et al. 1993a) et IL-
13 (Colotta et al. 1994b) et la TNFo (Orlando et al. 1997). Contrairementa IL1R1, IL1R2
ne possede pas de domaine T1R nécessaire a 1’activation de son ligand bien qu’il possede
une structure extracellulaire homologue au récepteur actif constitué de trois domaines

immunoglobulines (voir figure 5).
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Figure 5. Schématisation de la structure moléculaire des récepteurs de types 1 et 2
de Pinterleukine 1. La structure moléculaire des deux récepteurs est similaire sur leur
coté extracellulaire. Cependant, le récepteur de type 1 (IL1R1) posséde un domaine
intracytoplasmique composé de Box 1, 2 et 3, absent chez le récepteur de type 2 (IL1R2).
C’est ce domaine qui permet une cascade de signalisation intracellulaire. Le récepteur
IL1R2 agit donc comme un leurre en n’occasionnant aucune transmission de signal. Cette
figure illustre également la protéine accessoire (ILLRACP) nécessaire pour compléter le
complexe et permettre la transmission intracellulaire du signal (Subramaniam et al. 2004;
Slack et al. 2000; Dinarello 1996).

L’importance de ces différences dans la structure moléculaire de ces deux
récepteurs a un impact sur ’activation cellulaire. En effet, ILIR2, malgré I’ajout
d’IL1RACP, n’entraine aucun signal (Colotta et al. 1996). Il agit a titre de compétiteur
avec IL1R1 en diminuant la quantité disponible de ligands pour le récepteur actif
(Garlanda et al. 2013). Comme la formation du complexe IL-1-1L1R1-IL1RACP
contribue a I’inflammation par la différenciation des lymphocytes T vers la voie TH1, il
est possible qu’IL1R2, en diminuant la formation de ces complexes actifs, permet plutét
I’activation de la voie Tn2 (voir figure 6) (Colotta et al. 1993; Lewis et al. 1995; Fraga

et al. 2005). Le lien direct entre IL1R2 et la voie TH2 n’a toutefois pas été démontré.
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Figure 6. Cascade de signalisation intracellulaire lors de la formation du complexe
de I’interleukine 1 et son récepteur actif. L introduction d’allergenes induit la sécrétion
d’interleukine (IL) -1 par les cellules épithéliales bronchiques, et les macrophages. L’IL-
1 peut alors se fixer a deux récepteurs dont le récepteur actif (ILLR1) et le récepteur
leurre (IL1R2), localisés sur plusieurs types de cellules immunitaires incluant les
lymphocytes T naifs. Chaque récepteur est également conjugué a la protéine accessoire
ILIRACP. La formation du complexe IL-1-IL1R1-IL1RACP permet la signalisation
intracellulaire grace au domaine intracytoplasmique Toll-1L1-receptor (T1R). La cascade
de signalisation active d’abord le TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) qui a son
tour active la protéine mitogen activated kinase-like (MAPK) et le nuclear factor kappa
B (NFkB). IIs sont alors transloqués dans le noyau pour permettre la transcription de
genes pro-inflammatoires. La sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires favorisera la
prolifération des lymphocytes T auxiliaires naifs (THO) qui pourront se différencier en
Thl ou TH17 grace a la rétroaction d’IL-1 et les autres cytokines sécrétées. Les TH1 et
les Tul7 sont impliqués dans I’hypersécrétion de mucus, 1’augmentation de
I’inflammation, 1’augmentation de la perméabilité vasculaire et la bronchoconstriction
par le biais des cellules épithéliales, des macrophages, des monocytes et des neutrophiles
(Colotta et al. 1996; Garlanda et al. 2013; Colotta et al. 1993; Lewis et al. 1995; Fraga
et al. 2005).
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1.2.3. Interleukine 33

L’importance d’étudier I’'IL-33 dans le contexte de 1’asthme allergique se justifie
par les évidences dans la littérature scientifique ayant démontré une association entre
cette cytokine et la maladie. En effet, les associations génétiques entre le géne IL33 et
I’asthme ont été validées dans de nombreuses études. Moffatt et ses collégues ont
d’ailleurs mis en lumiére I’importance génétique d’IL33 et de son récepteur actif ST2
grace a une meta-analyse qui comprenait alors 23 cohortes d’asthmatiques (Moffatt et al.
2010). Une étude d’association pangénomique subséquente a ensuite validé cette
association génétique et a démontré qu’IL33 était en téte de liste des génes impliqués
dans la pathogénése de I’asthme (Li et al. 2012). Il a également été démontré que
I’expression d’IL33 au niveau génétique et protéique était augmentée dans les lavages
broncho-alvéolaires et dans les cellules épithéliales issues de biopsies bronchiques de
patients asthmatiques (Prefontaine et al. 2010). D’autres études ont également permis
d’identifier une augmentation du niveau d’IL-33 sécrété dans le sérum et les
expectorations induites d’individus asthmatiques en comparaison avec des individus
témoins (Hamzaoui et al. 2013; Guo et al. 2014). Toutes ces évidences justifient
I’importance d’approfondir les connaissances concernant les mécanismes de régulation

de I’expression d’1L33.

L’IL-33 appartient a la superfamille de I’IL-1. Le gene codant pour cette cytokine
est situé sur le locus 9p24,1 (figure 7) (Wu et al. 2012). La protéine résultante pése
environ 30 kDa (Cayrol et Girard 2009). Cette cytokine constitue, au méme titre qu’IL-
la, une alarmine. Elle agit donc en émettant un signal d’alarme endogéne en cas
d’anormalité cellulaire. Ainsi, en cas de mort nécrotique cellulaire ou de stress
mécanique, I’'TL-33 est libérée dans 1’organisme (Lefrancais et al. 2012). L’introduction
de pathogéne ou d’agression par des allergénes ou autres agents irritants
environnementaux peuvent également déclencher la libération d’IL-33 (Lloyd 2010).
Elle peut étre sécrétée par de nombreux types cellulaires incluant des cellules stromales,
parenchymales, hématopoiétiques et épidermiques (Garlanda et al. 2013). Considérant
le fait que les cellules épithéliales des voies respiratoires sont les principales sources
d’IL-33 dans les poumons (Cayrol et Girard 2014) et que les études précédentes ont

démontré une signature d’expression d’IL-33 en lien avec 1’asthme dans ce type
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cellulaire (Prefontaine et al. 2010), la partie de 1’étude concernant 1L-33 a été réalisée
dans des cellules épithéliales isolées de biopsies bronchiques.
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Figure 7. Schématisation du géne de ’interleukine 33 codé par le locus 9p24,1.
L’interleukine 33 est codée par un géne localis¢ dans le bras court du chromosome 9 dans
la région 24,1. Le géne est lu sur la bande positive. La position chromosomique est
indiguée en paires de bases et le gene est représenté avec le gene complet en violet et les
exons en rouge. Les polymorphismes (SNP) associés a ’asthme et aux phénotypes reliés
sont identifiés dans la figure utilisant la nomenclature usuelle, soit rs# (Gudbjartsson et
al. 2009; Melen et al. 2010; Moffatt et al. 2010; Belpinati et al. 2011; Torgerson, et al.
2011).

L’activation d’IL-33 se fait par le biais de la formation d’un complexe avec son
récepteur ST2 qui a une structure moléculaire similaire a 38% a IL1R1, comprenant donc
également un domaine T1R (Kitaya et al. 2007). C’est d’ailleurs pour cette raison qu’il
est également reconnu comme le récepteur IL1R-like-1 (IL1RL1). Le gene codant pour
ce récepteur est localisé sur le méme locus que les récepteurs de 1I’TL-1 (2912) (Shimizu
et al. 2005). Le recepteur ST2 est exprimé a la surface de nombreux types de cellules
immunitaires dont les lymphocytes T, les macrophages, les mastocytes, et les cellules
Natural Killers (cellules NK) impliquées a la fois dans les réponses innée et adaptative.
Cela justifie la contribution d’IL-33 dans ces deux types de réponse immune (Lloyd

2010). La protéine accessoire ILIRACP est également nécessaire pour permettre
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I’activation des voies de signalisations intracellulaires dépendantes de 1’adaptateur
MyD88 (Garlanda et al. 2013). La formation du complexe 1L-33-ST2-IL1RACP induit
I’activation de voies de signalisations similaires a I’'IL-1 (NFxB et MAPK) (voir figure

8) (Smith 2010).
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Figure 8. Signalisation intracellulaire induite par la libération de I’interleukine 33
suite a la stimulation par un allergéne. L’agression de 1’épithélium bronchique par un
allergéne entraine la libération de I’interleukine (IL) -33 par les cellules épithéliales. Le
récepteur d’1L-33 (ST2) est exprimé principalement a la surface des lymphocytes T naifs
(THO), des mastocytes et des macrophages. Le ligand se fixe a son récepteur actif ST2 et
a la protéine accessoire de I’'IL-1 (ILIRACP), couplé a un domaine Toll-IL1-receptor
(T1R) et a I’adaptateur myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) ce
qui permet la signalisation intracellulaire par les voies des tyrosines kinases mitogen-
activated (MAPK) et du facteur de transcription nuclear factor-kappa B (NFkB). Une
fois activées, ces voies ont plusieurs réles dans 1’asthme notamment 1’augmentation de
I’hyperréactivité bronchique, I’augmentation de la réponse allergique, la persistance de
I’inflammation et la prolifération du muscle lisse des voies respiratoires (Kitaya et al.
2007; Garlanda et al. 2013; Smith 2010; Zhiguang et al. 2010).

Les voies de signalisations MAPK et NFkB sont généralement associées a la voie

Tul, ce qui constitue une particularité intéressante dans le cas d’IL-33 puisqu’elle est
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comprise parmi les cytokines pro-Tu2 (Lloyd 2010). En effet, contrairement aux autres
cytokines de la superfamille de I’IL-1 qui entrainent une favorisation de la voie Twul, IL-
33 favorise plutdt la voie Tu2 par I’augmentation de I’une ou 1’autre des cytokines de
cette voie, notamment 1’IL-4, I’IL-13 et I’IL-5 (Kurowska-Stolarska et al. 2008;
Kurowska-Stolarska et al. 2009; Liu et al. 2009). Toutefois, contrairement a IL-13 et IL-
5, la sécrétion d’IL-4 n’est pas essentielle pour induire la voie Th2. L’étude de
Kurowska-Stolarska, Kewin et leurs collégues démontre qu’IL-33 peut contribuer a
I’inflammation sans nécessairement augmenter la sécrétion d’IL-4 et activer les
lymphocytes B et T (Kurowska-Stolarska et al. 2008). Or ce type de réponse immunitaire
est encore peu connu. Elle mettrait en jeu des cellules immunitaires peu documentées,
décrites précédemment, les ILC2 (Neill et al. 2010; Barlow et al. 2013). Ces cellules,
activées par la sécrétion d’IL-33 par les cellules épithéliales, permettraient de dresser un
portrait de I’implication de 1’épithélium dans la réponse innée (Lloyd 2010). IL-33 a
également été associée a une augmentation de I’hyperréactivité bronchique et a
I’hyperplasie des cellules a gobelet dans une étude fonctionnelle (Kondo et al. 2008).
Cette cytokine joue également un role dans ’activation et le recrutement des cellules
inflammatoires dont les éosinophiles (Zhiguang et al. 2010). 11 s’agit donc de cellules clé

dans la pathologie de 1’asthme.

Composante environnementale de ’asthme

L’environnement est également impliqué dans le développement et la persistance
de I’asthme (Mathias 2014). Des études de jumeaux monozygotes ont permis de
déterminer I’importance de considérer I’aspect environnemental dans le développement
de I’asthme (Koppelman et al. 1999). En effet, ces études démontraient que deux
individus ayant un code génétique identique pouvaient présenter des niveaux de sévérité

d’asthme différents. Ils avaient donc été exposés a des facteurs extrinséques différents.

Ces facteurs environnementaux, considérés comme impliqués dans la
pathogénese, sont plus communément appelés des facteurs de risque (figure 9). lls
peuvent influencer la santé de I’individu a tous les stades du développement (Miller et
Peden 2014). Lors du développement feetal, I’environnement intra-utérin peut engendrer
une adaptation du feetus (Tedner et al. 2012). Cette adaptation peut perdurer tout au long

de la vie de I’individu et prédisposer ce dernier a développer certaines pathologies. Ce
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concept s’appelle la programmation feetale (Tedner et al. 2012). De plus, I’exposition a
divers facteurs de risque durant I’enfance et méme apres cette période peut contribuer a
la pathogénése ou a la persistance de 1’asthme. Parmi ces facteurs, il existe entre autres
de nombreux irritants bronchiques sous forme d’aérosols dont la pollution (Chen et al.
2006), les pesticides (Yang et al. 2014b) et la fumée de cigarette (Stapleton et al. 2011).
L’exposition a diverses bactéries en bas age pourrait moduler le risque de développer de
I’asthme (Schaub et al. 2009). Les recherches visent encore a identifier par quels
mécanismes ces facteurs environnementaux contribuent a 1’asthme et si les mécanismes
épigénétiques peuvent expliquer, du moins en partie, le phénoméne de programmation

feetale.
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Figure 9. Facteurs déclenchants de I’asthme. L’inflammation peut étre engendrée par
divers facteurs exogénes dont les allergenes, les infections respiratoires et les irritants
inhalés du lieu de travail. La constriction des voies respiratoires peut étre déclenchée par
des variations de température, par des exercices trop intenses, par les émotions et le stress
et par la température trop basse de 1’air. Finalement, les autres mécanismes de I’asthme
peuvent étre provoqués par la prise de certains médicaments, le tabac, les reflux
gastriques, la pollution atmosphérique et certains additifs alimentaires (figure modifiée,
traduite a partir de http://www.ucalgary.ca/asthma/asthmay).

1.3.1. Epigénétique

L’ épigénétique se résume a une modification au niveau moléculaire de ’ADN
sans changer la séquence des nucléotides. Les mécanismes épigénétiques comprennent
les modifications d’histones, les micro-ARN (miARN) et, le plus étudié actuellement, la
méthylation de I’ADN (voir figure 10) (Renaudineau et Youinou 2011). C’est donc ce

signal qui sera détaillé ici et utilisé dans le présent mémoire. Ces modifications sont
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induites par I’environnement et peuvent avoir un impact direct sur I’expression des génes
en bloquant I’acces des facteurs de transcription a leur site de fixation sur I’ADN ou
encore en recrutant des represseurs de transcription (Renaudineau et Youinou 2011). Ces
modifications sont réversibles et peuvent survenir a différents stades de vie puisqu’elles
peuvent étre héritées ou spontanées (Varriale 2014). L’importance de ce type d’études se
justifie par le manque d’informations sur I’héritabilité de la maladie. En effet, la majorité
des SNP associés a 1I’asthme n’expliquent que 60% de I’héritabilité de la maladie
(Thomsen et al. 2010; Gibson 2011; Bernstein et al. 2012). Ainsi, il est probable que
I’épigénétique puisse contribuer a expliquer, du moins en partie, la portion héréditaire
encore non déterminée de I’asthme et permettrait de dresser un portrait plus complet de
la pathogénese. Dans le cadre de ce mémoire, tel qu’indiqué dans les sections
précédentes, les cibles génétiques ont déja été définies lors d’études d’association et
d’expression antérieures. Or, une piéce manquante du casse-téte repose dans
I’identification du ou des mécanismes responsables de la régulation de 1’expression des

genes préecédemment associés avec 1’asthme.
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Micro-ARN

Chromosome

Figure 10. Mécanismes épigénétiques du chromosome a I’ADN. Le double brin
d’ADN est enroulé autour des protéines d’histones pour ensuite former les chromosomes.
La méthylation de I’ADN est représentée par 1’ajout du groupement méthyle (CHs) sur
une cytosine et les modifications des queues d’histones (acétylation: COCHs3,
méthylation : CHs, phophotylation: POs% et ubiquitination) déterminent le niveau
d’enroulement de I’ADN autour de I’histone. Ces modifications épigénétiques modulent
la transcription des génes. Les miARN sont des simples brins de nucléotides se fixant a

I’ARN pour en réguler la traduction en protéine (Renaudineau et Youinou 2011).

1.3.2. Méthylation de ’ADN

La méthylation de ’ADN est le mécanisme qui a été retenu pour le présent
mémoire puisqu’il s’agit de la marque épigénétique la mieux documentée a ce jour
(Huang 2015). Elle consiste en 1’ajout covalent d’un groupement méthyle sur le 5°
carbone d’une cytosine (C), et cela se produit plus fréquemment si celle-ci est placée
devant une guanine (G) (i.e. CpG : Cytosine-phosphate-Guanine). Les zones riches en
CG, qui contiennent entre 200 et 2000 paires de bases, s’appellent des ilots CpG et
constituent jusqu’a 2% du génome des mammiféres (Bogdanovic et Veenstra 2009). Déja

en 1977, il était documenté que la méthylation était corrélée avec I’activité de la
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chromatine, ce qui impliquait que les CpG méthylés ne se retrouvent pas au hasard dans
le génome (Razin et Cedar 1977). En effet, les promoteurs contiennent plus souvent des
flots CpG et sont donc plus propices a étre méthylés (Schubeler 2015). Cela est cohérent
avec la littérature puisque le promoteur se retrouve en amont du géne et sert a 1’initiation
de la transcription et la méthylation permet de réguler ce mécanisme (Cheung et Lau
2005). La transcription des génes s’effectue grace a la fixation de facteurs de
transcription en amont du site d’initiation (transcription start site ou TSS) permettant la
production des ARNm (Huang 2015). Dans le promoteur, la méthylation de I’ADN et
I’expression des génes sont généralement inversement proportionnelles. Ainsi, une plus
grande méthylation du promoteur d’un géne diminuera généralement I’expression de son
ARN messager (ARNm) et vice versa (Varriale 2014). Or, il y a eu de nombreuses
avanceées sur la structure du génome et il est reconnu que les promoteurs ne sont pas les
seuls impliqués dans la régulation de 1’expression par le biais de la méthylation de
I’ADN. En effet, les régions régulatrices ont ¢té démontrées comme impliquées dans la
répression de I’expression lorsque méthylées (Huang 2015). Dans le corps du gene, la
méthylation permet de maintenir la transcription des génes (Shenker et al. 2015). Des
interactions entre des SNP et des marques de méthylation ont également été associées a
une augmentation de la régulation de la transcription des génes (voir figure 11) (Heyn
2014). La régulation de la transcription par la méthylation de I’ADN a d’ailleurs été
associée a diverses pathologies respiratoires dont 1’asthme (Perera et Herbstman 2011;
Morales et al. 2012; Acevedo et al. 2015; Yang et al. 2015).
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Figure 11. Régulation de la transcription par la méthylation de I'"ADN. Cette figure
démontre la régulation de 1’expression d’un geéne par une interaction entre un
polymorphisme (SNP) et la méthylation de I’ADN. Dans la figure de gauche, I’alléle T
du SNP, indiqué par le carré vert, permet la fixation des facteurs de transcription sur le
site régulateur qui est marqué par la H3 lysine 4 monométhylation (H3K4mel). Le
niveau de méthylation bas du promoteur permet la fixation des facteurs de transcription
et de DI’ADN polymérase, et Dinteraction avec le complexe médiateur.
L’hyperméthylation du corps du géne permet également 1’activation des genes. La
portion a droite de la figure représente la répression de 1’expression de ce méme gene.
Lorsque 1’allele du SNP est G, les facteurs de transcription ne peuvent se fixer sur la
région régulatrice, cela limite ’acceés a I’ ADN des facteurs de transcription, du complexe
médiateur et de I’ADN polymérase. L’hyperméthylation du promoteur et
I’hypométhylation du corps du géne sont également associés a la répression de la
transcription du geéne (figure modifiée, traduite a partir de Heyn 2014).

L’importance de considérer la méthylation de I’ADN dans les études de cohortes
asthmatiques a été soulignée dans de nombreuses études. Hollingswoth, Maruoka et leurs
collegues ont démontré qu’il existait un lien entre le développement de maladies
respiratoires allergiques et la méthylation de I’ADN (Hollingsworth et al. 2008). En effet,

de nombreux genes impliqués dans la balance Th1/TH2 ont démontré une signature de
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méthylation en lien avec 1’asthme et les phénotypes reliés (Schieck et al. 2014; Seumois
et al. 2014; Song et al. 2014; Zhang et al. 2014; Berni Canani et al. 2015; Yang et al.
2015). Ces études permettent d’expliquer en partie la régulation de I’expression de
plusieurs génes de la voie Tn2 par la méthylation de I’ADN et par des interactions GXE.
Comme ces modifications sont dynamiques (Christensen et al. 2009), elles pourraient
servir de cibles thérapeutiques lorsque dirigées vers les bons génes. Par contre, les
mécanismes responsables de la réversibilité de I’ADN ne sont pas encore documentés et
cela devra étre le sujet des études ultérieures avant de compter sur la méthylation de

1’ADN comme avenue thérapeutique (Christensen et al. 2009).

1.3.3. Facteurs intrinséques

1.3.3.1.  Age et sexe

L’influence de 1’age et du sexe sur la pathogénése de 1’asthme a été démontré
dans des études précédentes (Bjornson et Mitchell 2000; Meurer et al. 2000; Chen et al.
2003). Des différences en lien avec le sexe ont été démontrées dans les études
d’associations genétiques avec certains loci de susceptibilité (Aschard et al. 2009;
Hunninghake et al. 2010; Hrdlickova et Holla 2011; Loisel et al. 2011). Enfin, quelques
équipes de chercheurs ont également publié des résultats qui attestent que 1’4ge et le sexe
peuvent influencer les facteurs épigénétiques (Madrigano et al. 2012; Naumova et al.
2013; Binder et al. 2015; Chase et al. 2015). Une de ces études a d’ailleurs été réalisée
dans un échantillon de la population du Saguenay—Lac-Saint-Jean en collaboration avec
I’équipe de la Dre Anna Naumova (Naumova et al. 2013). En fait, ces résultats
démontrent que la méthylation de I’ADN pourrait modifier les associations génétiques
en lien avec 1’age et le sexe des individus de 1’échantillon pour I'une des régions
génétiques les plus associées a I’asthme par GWAS, soit la région 17q12-g21. En résumé,
la méthylation de I’ADN, qui varie selon 1’age et le sexe des patients, pourrait interagir
avec des SNP localisés dans les régions régulatrices de certains genes ce qui viendrait
moduler I’expression de certains genes de susceptibilité de I’asthme en fonction de I’age
et du sexe des individus (Kauffmann et Demenais 2012). Ceci pourrait permettre
d’expliquer, du moins en partie, les différences de la prévalence de I’asthme en lien avec

I’age et le sexe des individus (Kynyk et al. 2011).
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1.3.3.2.  Type cellulaire

L’étude des marques épigénétiques dans les types cellulaires impliqués dans la
pathogénese et la persistance de 1’asthme permet de documenter 1’importance de la
composante environnementale (Barros et Offenbacher 2009). Or, les patrons de
méthylation de I’ADN peuvent varier en fonction du type cellulaire étudié. Une étude
réalisée par Lokk et ses collegues démontre la spécificité tissulaire de la méthylation de
I’ADN parmi 17 types de tissus somatiques. Leurs résultats permettent de constater que
la grande majorité des sites CpG sont différemment méthylés entre les différents tissus
étudiés et que les patrons de méthylation reflétent les fonctions spécifiques de ces tissus
(Lokk et al. 2014). 1l est donc important de choisir le bon tissu en lien avec la fonction
qu’il exerce dans la pathologie lors du développement de devis de recherche (study
design) en épigénétique. Idéalement, pour étudier I’asthme, ce tissu devrait solliciter
I’implication et I’activation de plusieurs types cellulaires a la fois quant aux cellules
résidentes dans le poumon qu’aux cellules circulantes dans le sang et aussi en lien avec
sa composante immune et inflammatoire (Locksley 2010). Pour bien documenter
I’influence de la méthylation de I’ADN sur la régulation de la transcription de certains
génes candidats, il faut cibler le tissu ou la cellule associé a la fonction de ce géne dans
le contexte de la maladie a documenter (Lokk et al. 2014).

1.3.4. Facteurs extrinseques

Les modifications épigénétiques peuvent étre héritées ou induites au stade
prénatal par divers facteurs extrinseques (Bird 2002). Elles peuvent également survenir
spontanément (de novo) suite a I’influence de 1’environnement durant le stade néonatal
ou méme durant les autres stades de la vie (Zhou 2012). Ces modifications peuvent
favoriser le développement de diverses pathologies mémes lorsqu’elles surviennent tot
dans le développement des individus puisqu’elles sont maintenues lors de la division
mitotique (Bird 2002; Tang et Ho 2007). Durant la grossesse, les habitudes de vie de la
meére et ses facteurs métaboliques peuvent avoir un impact sur le profil épigénétique. Les
facteurs d’influence intra-utérins associeés a des changements de méthylation
comprennent le niveau de stress maternel (Xu et al. 2014), la nutrition (Dominguez-Salas
et al. 2013) et le tabagisme (Knopik et al. 2012) pour ne citer que ceux-ci. Ces mémes
facteurs peuvent également avoir un effet lors du développement de I’enfant (Ahluwalia

et Matsui 2011; Blaze et al. 2013; Lee et Pausova 2013). Comme ces facteurs
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environnementaux constituent également des facteurs aggravants de 1’asthme (Noutsios
et Floros 2014), 1’étude des marques épigénétiques pourraient permettre de documenter
les mécanismes par lesquels ces facteurs influencent le développement et la persistance
de I’asthme. D’autres facteurs extrinséques peuvent également contribuer a des
modifications épigénétiques. Toutefois, ce projet de recherche visait a caractériser le
mécanisme de régulation de la transcription par la méthylation de I’ADN et non pas a

déterminer quel facteur environnemental était causal a ce processus.

Problématique et hypotheéses

L'asthme est une maladie respiratoire chronique qui affecte une proportion
importante de la population mondiale et celle du Canada ne fait pas exception. Sa
prévalence a considérablement augmenté depuis les trois derniéres décennies, ce qui en
fait une préoccupation mondiale (Subbarao et al. 2009). A I’heure actuelle, plus de 300
génes de susceptibilité ont été validés dans 1’asthme (Lee et al. 2011). Les «gold
standards » de I’asthme, i.e. les génes associés a I’asthme dans plus de 15 études
indépendantes, comprennent les interleukines de la superfamille de I’IL-1: IL1 et IL33
(Moffatt et al. 2010). Ces genes sont impliqués dans la régulation de la différenciation
des lymphocytes T en favorisant de maniére directe ou indirecte la voie Tn2 qui est une
voie favorisée dans les cellules circulantes (sang) et dans le tissu (poumon) chez les
personnes asthmatiques (Dinarello 2002; Lloyd 2010). Les voies biologiques qui incluent
ces ligands et leurs récepteurs ont également été validées dans des études d’associations
génétiques (Daley et al. 2009; Daley et al. 2012; Li et al. 2012). Une signature
d’expression pour le récepteur leurre d’IL-1, IL1R2, et pour I1L33 a également été
démontrée et validée dans I’asthme (Laprise et al. 2004; Chamberland et al. 2009;
Prefontaine et al. 2010). Une augmentation de ’expression d’IL-33 a également été
démontrée en lien avec 1’augmentation de la sévérité de la maladie ce qui en fait un
biomarqueur de sévérité (Guo et al. 2014). Or, I’asthme est un trait complexe, ce qui
implique qu’elle résulte en partie d’interactions geéne-environnement, incluant les
modifications épigénétiques (Barros et Offenbacher 2009). Il importe ainsi d’intégrer la
composante environnementale dans le but de mieux comprendre les mécanismes de
régulation de I’expression des geénes de susceptibilité. La méthylation de I’ADN est le
mécanisme épigénétique le mieux documenté (Huang 2015). Son importance dans la

régulation de I’expression de génes impliqués dans la balance Th1/TH2 a été démontrée
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a maintes reprises (Schieck et al. 2014; Seumois et al. 2014; Song et al. 2014; Zhang et
al. 2014; Berni Canani et al. 2015; Yang et al. 2015). L’hypothese générale de ce projet
¢tait donc que la méthylation de I’ADN pourrait réguler 1’expression des geénes IL1R1,
IL1IR2 et IL33 dans I’asthme puisque ceux-ci sont impliqués dans la régulation de la
différenciation des lymphocytes T auxiliaires et contribuent a I’inflammation (Dinarello
2002; Lloyd 2010). Considérant le dynamisme de la méthylation de I’ADN (Christensen
et al. 2009), ces études pourraient permettre 1’identification de nouvelles cibles

thérapeutiques potentielles.

Les objectifs de la présente étude étaient donc de :

1- documenter le patron de méthylation des récepteurs de I’'IL-1 (IL1R1 et
IL1R2) dans des échantillons sanguins de la population du Saguenay-Lac-
Saint-Jean et déterminer si la méthylation régule 1’expression de ces geénes

dans un modeéle d’asthme;

2- documenter le patron de méthylation de 1’'TL-33 selon la séveérité de
I’asthme dans des cellules épithéliales isolées de biopsies bronchiques issues
de la banque de cellules primaires développée par la Dre Chakir et déterminer

si la méthylation régule I’expression de ce géne.
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Chapitre 2 - Signature de méthylation de I’ADN des
récepteurs de ’interleukine 1 dans I’asthme et
Pallergie / DNA methylation signature of interleukin 1

receptors in asthma and atopy

Article accepté par Clinical Epigenetics.
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2.1. Avant-propos

Ce chapitre met I’emphase sur les principaux résultats obtenus dans la premiére
partie de ce projet de recherche visant a caractériser le patron de méthylation des génes
IL1IR1 et IL1R2 dans des échantillons sanguins de patients asthmatiques et allergiques

issus de la collection familiale d’asthme du Saguenay—Lac-Saint-Jean.

Les analyses ont permis d’identifier pour une premiére fois la signature de
méthylation de ’ADN pour le géne IL1R2 dans 1’asthme et I’allergie. Ces épivariations
ont été corrélées avec une différence d’expression du géne ce qui démontre le potentiel
régulateur de 1’expression d’IL1R2 par les épivariations identifiées dans le promoteur du

geéne.

Dre Catherine Laprise est titulaire de la Chaire de recherche du Canada en
Environnement et génétique des troubles respiratoires et de ’allergie située a 'UQAC.
Elle a concu et construit la collection familiale qui comprend plus de 1250 échantillons
sanguins de familles ou se trouve un proband asthmatique et les membres de sa famille.
La description de cette collection familiale a été publiée en 2014 (Laprise 2014). Ce
projet de maitrise a été fait a partir d’un sous-échantillon de cette collection. La Dre
Laprise a établi le devis méthodologique de I’étude et obtenu une subvention des Instituts
de recherche en santé du Canada pour permettre la réalisation de 1’étude. Elle a dirigé
toutes les étapes du projet incluant la rédaction de 1’article scientifique. Le Dr Luigi
Bouchard de 1’Equipe de recherche sur la régulation épigénétique de la santé métabolique
(EPIMET) au Centre intégré universitaire de santé et de services sociaux (CIUSSS) du
Saguenay—Lac-Saint-Jean affili¢é a 1’Université Sherbrooke a contribué au design de
I’étude et a révisé le manuscrit. Dr Simon-Pierre Guay a réalisé le design des amorces
pour les genes sélectionnés et assuré le soutien a la technique du pyroséquencage. J’ai
ensuite réalisé les diverses étapes de manipulation (extraction d’ADN, conversion au
bisulfite de sodium, amplification PCR, pyroséquencage, gRT-PCR et analyses). Anne-
Marie Boucher Lafleur a participé a I’amplification PCR et au pyroséquencage. Au terme
des manipulations, j’ai pu rédiger 1’article sous forme de lettre a 1’éditeur. Suite aux
révisions, I’article a été accepté par le journal Clinical Epigenetics (facteur d’impact de
4,54).
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2.2. Résumé

L’interleukine 1 et ses récepteurs ont ¢été associés avec les maladies allergiques
incluant 1’asthme. Dans cette étude, le niveau de méthylation de I’ADN dans les loci
IL1IR1 et IL1R2 a été mesureé et le niveau d’association entre ce paramétre, les phénotypes
reliés a I’asthme, et le niveau d’expression de ces mémes geénes a été déterminé. Cette
étude démontre que les individus asthmatiques et allergiques ont un niveau de
méthylation plus élevé dans le promoteur du gene IL1R2 en comparaison avec des
individus témoins (sans asthme ni allergie). Une corrélation négative entre la méthylation
de ’ADN et la quantité relative d’ARNm d’IL1R2 a également été observée. Ces
résultats suggerent que la méthylation du promoteur d’IL1R2 est associé a une répression

de la transcription du gene dans les maladies allergiques incluant I’asthme.

2.3. Abstract

Interleukin 1 and its receptors are associated with allergic diseases such as asthma. In the
present study, we measured DNA methylation at the IL1R1 and IL1R2 gene loci and
assessed for associations with asthma-related phenotypes and gene expressions. We
found that asthmatic and atopic individuals have higher IL1R2 promoter DNA
methylation than control subjects. Additionally, we observed a negative correlation
between DNA methylation at the IL1R2 promoter and IL1R2 mRNA expression. These
results suggest for the first time that ILLR2 promoter DNA methylation is associated

with its gene repression in allergic diseases such as asthma.

2.4. Introduction

Interleukin 1 (IL-1) plays a key role in the inflammatory process of asthma (Dinarello
1996). We reported the association of polymorphisms within the IL-1 receptors type |
(IL1R1) and type Il (IL1R2) gene loci with asthma and atopy in the French Canadian
Saguenay-Lac-Saint-Jean (SLSJ) asthma study (Daley et al. 2009; Daley et al. 2012).
The IL1R2 gene expression signature in allergic asthma has also been described (Pociot
et al. 1992; Laprise et al. 2004; Chamberland et al. 2009). Epigenetics has received
tremendous attention and variations in DNA methylation (DNA-Me) in candidate genes
have been reported associated with asthma and allergic related disorders (Morales et al.
2012; Naumova et al. 2013; Reinius et al. 2013; Seumois et al. 2014; Wang et al. 2015b;
Yang et al. 2015). These findings underline the relevance of genetic and epigenetic
profiling to identify pathways associated with allergic diseases. Such a combined
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approach will facilitate the understanding of the functional impacts of genetic and
epigenetic variations on transcription and molecular mechanisms involved in allergic
diseases. In this study we hypothesized that DNA-Me in the promoters of IL1R1 and

IL1R2 are associated with asthma and/or atopy.

2.5. Clinical characteristics and methods

Clinical characteristics of the 93 individuals (21 non-atopic asthmatic, 26 atopic
asthmatic and 21 atopic individuals, and 25 non-asthmatic non-atopic controls) from the
Saguenay-Lac-Saint-Jean asthma familial collection (Laprise 2014) and included in the
analysis are shown in Table 1. Ethics committee approved the study and all subjects gave
informed consent. Based on previous genetic (Smith et al. 2004) and epigenetic analyses
(Lin et al. 2012), methylation at 1 CpG in promoter and 3 CpGs in exon 1 of IL1R1
(Supplementary Figure 1) and 5 CpGs in promoter of IL1R2 (Figure 12A) were
measured. DNA-Me differences (AP) between affected (individuals with asthma, atopy,
or both) and non-affected individuals were assessed and DNA-Me was correlated with
gene expression for each CpG. DNA-Me was measured on DNA extracted from blood
(Blood & Cell Culture Midi Kit, Qiagen, Canada) using bis-pyrosequencing (EpiTech
Bisulfite Kits, Pyromark PCR Kit, Pyromark Gold Q24 Reagents, Qiagen, Canada). PCR
primers were designed using PyroMark Assay Design software (v2.0.1.15) (Qiagen,
Canada). Total RNA was extracted from whole-blood (RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen,
Canada) using a subset of affected and non-affected individuals (n=30). For each sample,
RNA was converted into cDNA (qScript™ cDNA SuperMix, Quanta Biosciences, USA)
and mRNA quantification was determined (PerfeCTa® gPCR FastMix®, Quanta
Biosciences, USA) using the two standard curves method with RPLPO as a reference
gene (Wang et al. 2012).

The association between IL1R1 and IL1R2 DNA-Me levels and asthma and/or atopy
at each CpG was analyzed by logistic regression considering age and sex as covariates
(Naumova et al. 2013). Gene expression analysis by phenotype was not performed as
control group sample size was insufficient (n=4). The association between DNA-Me and
MRNA levels was assessed by Spearman correlation. CpG dinucleotides with r>0.6 were
combined before they were tested for associations with asthma and/or atopy and for

correlation with gene expressions. Ap with p-value<0.05 was considered statistically
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significant. Statistical analyses were conducted using the statistical software SPSS
(v11.5.0, IBM, USA).

2.6. Results

In this study we detected higher levels of DNA-Me at IL1R2 among affected (i.e.
asthmatic and/or allergic) individuals as compared to non-affected controls (Ap=8.02%,
p-value=0.013 and AB=3.72%, p-value=0.012 for IL1R2-CpG2 and the mean for CpG3
and CpG4, respectively (Table 2, Figure 12B)). Atopic and non-atopic asthma were
associated with DNA-Me at IL1R2 but not atopy alone (data not shown). We also
observed that DNA-Me at IL1IR2-CpG2 was negatively correlated with its mRNA levels
(r=-0.511, p-value=0.004) (Figure 12C) but it was not correlated for CpG3 and CpG4
(Figure 12D).

2.7. Discussion

An epigenetic signature has also been identified for ILLR2 promoter in systemic
lupus erythematosus (SLE) (Lin et al. 2012). The risk of allergic disorders was
significantly increased in SLE patients, which suggest that these conditions share some
common biomarkers (Shen et al. 2014). The negative correlation we observed between
DNA-Me and gene expression levels for IL1R2 may be due to stoichiometry.
Methylation may limit access of a transcription factor to DNA and hinders transcriptions
(Blattler et Farnham 2013). We identified potential binding sites for transcription factors
relevant to asthma near the CpG dinucleotide sites of IL1R2 analyzed (Supplementary
Figure 2) which could explain the inverse correlation between methylation and gene
expression (Turker 2002). Noteworthy is the potential binding site for nuclear factor
kappa B/c-rel (NFKB) at the IL1LR2 promoter; it is involved in inflammation through
several pathways, including IL-1 signalization (Acuner Ozbabacan et al. 2014). Given
that IL1R2 acts as a decoy receptor to antagonize the bound ligand (Colotta et al. 1993),
our data prompted the speculation that hypermethylation of IL1R2 in asthma and atopy
negatively regulates IL1R2 expression and less decoy receptors are available to reduce
the downstream pro-inflammatory response of IL-1 in the presence of unchanged IL1R1
level (Colotta et al. 1994a; Garlanda et al. 2013b). Unlike IL1R1, IL1R2 does not have
an intracellular domain and the formation of IL-1-IL1R2 complex inactivates the IL-1
downstream signaling cascade; hence, silences the role of IL-1 in inflammation.

Functional study will be needed to investigate the impact of observed epi-variations on
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the production of expressed receptors. This hypothesis could be attributed to both asthma
and atopy as IL1R2 non-signalling receptor is suspected to influence Tn2 imbalance
(Sims et al. 1993) and both disorders are driven by Tw2 allergic lung inflammation (Islam
et Luster 2012; Paul 2015).

2.8. Conclusions

To our knowledge this is the first report of (1) a hypermethylation signature of IL1R2
promoter in asthma with or without atopy and (2) inverse correlation between
methylation at IL1R2 promoter and its gene expression. Together they underline the
relevance of IL1R2 as a potential biomarker of asthma and atopy. Further work is needed
to understand the interactions between environmental exposures and epigenetic
modifications like the ones identified in this study. Such understanding will aid the
discovery of disease mechanisms associated and development of more effective

therapies.
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Table 1. Clinical characteristics of individuals from the Saguenay-Lac-Saint-Jean

asthma familial collection

“FEV1

Characteristics All Controls  Asthmatics®
individuals (n=25) and/or
(n=93) atopic'
(n=68)
Sex ratio (M:F) 1:1.2 1:1.8 1:1
Mean age, yr (range) 15 (3-46) 14 (3-44) 15 (4-46)
<16 years old, n (%) 64 (68.8) 18 (72) 46 (67.6)
FEV1, % predicted 62 (40) 63 (40) 62 (40)
(SD)*
PC20, mg/ml (SD)" 8.2 (4.3) 15.3(3.4) 6.8 (4.4)
Serum IgE, pg/l (SD)} 109 (4.6) 36 (3.6) 157 (4.1)
Asthma, n (%)% 47 (51) NA 47 (69)
Atopy, n (%)" 47 (51) NA 47 (69)
With asthma, n (%)% 26 (28) NA 26 (38)

= Mean

and standard deviation (SD) calculated for forced expiratory volume in 1 second for 67

individuals (16 controls, 51 asthmatic and/or atopic individuals).

fPC = Geometric mean and SD of provocative methacholine concentration inducing

20% decline in FEV1 calculated for 58 individuals (14 controls, 44 asthmatic and/or

atopic individuals).

‘IgE = Geometric mean and SD of serum immunoglobulin (Ig) E level concentration

calculated for 80 individuals (20 controls, 60 asthmatic and/or atopic individuals).

SPresent asthma or past documented clinical history of asthma. Data available for all

individuals.

'Defined as having at least 1 positive response on the skin prick test (wheal diameter >3

mm at 10 minutes). Data available for all individuals.
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Table 2. Summary of DNA methylation analysis on promoter of two interleukin 1
receptors in whole blood samples from Saguenay-Lac-Saint-Jean asthma familial

collection

Gene CpG AB¥ p value
ILIR1 1 119 0.113
promoter and
0.22
exon 1 2-4 0.892
1 -059 0.569
IL1R2 2 802 0.013

promoter 3-4 3.72 0.012
5 -050 0.564

¥AP are calculated with mean methylation ratio for asthmatic and/or atopic individuals

on control individuals. Significant p-values are shown in bold.
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Figure 12. Association between CpGs’ DNA methylation levels for IL1R2 and gene
expression in asthma and atopy. A. Schematic representation of IL1R2, location of
epigenotyped CpG sites and pairwise correlations between CpG sites. B. Mean DNA-Me
levels for CpG2 and CpG3-4 of IL1R2 in control and affected subjects (individuals with
asthma, atopy or both). C. Correlation between DNA-Me level of IL1R2-CpG2 and
MRNA level; and D. Correlation between mean DNA-Me level of ILIR2-CpG3 and 4
and mRNA level.
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Supplementary figure 1. Schematic representation of IL1R1 and location of
epigenotyped CpG sites.

This figure illustrates a simplified schematic representation of IL1R1 and location of
selected CpG dinucleotide sites and pairwise correlations between each CpG.
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IL1RT - CpG1-4
CCCTCCAGCTCACAGGTATCTGGCCAGGGTGGGGGCACCGCTGTGTTGTAGAC
ATGCTCCTTAAAGAGTGCTTTGTTCCCACTTGGAGTAGGGGACCCTCCCTCATA
GGGCTGTGGCCTCTCTGCCAGCCAGGAAGGGCCTGAAGTCTGATGGAGGAGG
GCATCTGAGGACAGGGTCTGAGAGTACACbGTﬂTGGCCTGCTCTGTGGCT
GGGGTCCTTGGGCGACTGCAGGCTGAGGCTGCTCAGCAGTGAGGAATGCTGA
GTCAAGAGGATGAACAGCTTCTTTCTGAGAAGCCAGGGTGATCGCTGAGTCAT
GCCACTCTTGGCTAACACATGTGCAGCCTGCCCGGGGCTTTAGGGCTGAGCAT
AACCAGTCCTGCTTTTTATCTTCTCTTTCTCAACCCCATCTCTTCTTCAGGAAAC
ATTTACCAGATGTGTGGCTTGAGTGTCCATTCCCZGCAACAAAAACEECTCTGCAG

TAAAGCTCCGAGATGGCTGTGTTTGTGTTGGACTGCTCTAGATG

IL1R2 - CpG1-5

TAACAGTTAAAAATCATACAGGACTCTGAAAACAAAACAAAACAAAAACTT
AACCTTTCTTAGATCCTAAAAGCGTTCCTTGGATGGAAAACCAACTCTTCCAC
TGGCTAAAGATCAAAAGCATCTTTTTCTCTTCAATGGGGCCACAGTTGGGCAA
AAC]GCCCATCACTTTAAAACCACCTCTCZGG%AAGTACGTAATTTTTAGCSG

ETS1

AGTCACAGAAAAATAGGGAAACTTATGCGGCGTIICCTIGGCCACTTCCCCA

NFKB XBBF

TCTGGGTGATCATGTACTCAGACCCAGCACTGCAGCCTGGGGGETGCTCCCCG
TGAGGAGGAAAAGGTGTGTCCGCTGCCACCCAGTGTGAGCAGGTGACACCAC

Supplementary Figure 2. Potential binding sites for transcription factors in IL1R1
and IL1R2.

This figure shows a segment of the primary sequences of IL1R1 and IL1R2. Both
sequences lie in the respective gene promoter (UCSC Genome Browser assembly
GRCh38/hg38). Epigenotyped CpG sites are shown in blue and are numbered from the
distal part of the promoter. Exons are shown in red. Potential binding sites for
transcription factors in differentially methylated loci are shown by underlined sequences
and the name of the transcription factors are indicated underneath.
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Chapitre 3 — Signature de méthylation du géne de
Pinterleukine 33 dans des cellules épithéliales
bronchiques d’individus asthmatiques / Asthma-
induced regulation of IL33 gene expression by DNA

methylation in airway epithelium

Article soumis au Journal of Allergy and Clinical Immunology.
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3.1. Avant-propos

Ce troisieme chapitre présente les résultats obtenus dans la seconde partie de ce
projet de recherche et visait alors a caractériser le patron de méthylation d’IL33 dans des
cellules épithéliales isolées de biopsies bronchiques de patients asthmatiques, présentant

une sévérité de I’atteinte variable, et de témoins sans asthme ni allergie.

Les diverses analyses de ce volet ont permis de mettre en évidence la signature
de méthylation de I’ADN pour le géne IL33 en lien avec la sévérité¢ de 1’asthme. Ces
modifications épigénétiques dans le promoteur du gene semblent réguler la transcription
en ARNm.

Dre Catherine Laprise a élaboré le profil méthodologique de ce projet, assuré la
direction de toutes les étapes incluant la rédaction de I’article en plus de permettre son
financement par le biais de ses fonds de recherche des Instituts de recherche en santé du
Canada. La Dre Jamila Chakir, principale collaboratrice dans ce projet, est professeure a
I’Université Laval et chercheure au Centre de Recherche Université de 1’Institut de
Cardiologie et de Pneumologie de Québec et a élaboreé le profil méthodologique pour la
culture cellulaire. Elle a également corrigé I’article. Le Dr Michel Laviolette,
pneumologue de I’Institut universitaire de Cardiologie et de Pneumologie de Québec a
réalisé les bronchoscopies et la Dre Chakir a isolé et produit les lignées de cellules
épithéliales pour chaque individu ayant participé a 1’étude. Elle m’a également permis
de séjourner dans son laboratoire pour acquérir les notions en matiere de culture de
cellules épithéliales. J’ai réalisé le design des amorces, la culture cellulaire, 1’extraction
d’ADN, la conversion au bisulfite de sodium, I’amplification PCR, le pyroséquencage et
les analyses. L’extraction d’ARN et le qRT-PCR ont été fait par Eric Jacques et Sophie
Plante du laboratoire de la Dre Jamila Chakir. Anne-Marie Boucher Lafleur, étudiante a
la maitrise en médecine expérimentale sous la direction de Dre Laprise, a aidé
considérablement a la réalisation du pyroséquencage. J’ai rédigé 1’article sous forme de
lettre a I’éditeur qui est actuellement soumis au Journal of Allergy and Clinical

Immunology (JACI, facteur d’impact = 11,48).

55



Title : Asthma-induced regulation of IL33 gene expression by DNA methylation in
airway epithelium

Authors : Valérie Gagné-Ouellet?, BSc, Eric Jacques?, MSc, Anne-Marie Boucher-
Lafleur?, BSc, Sophie Plante?, MSc, Jamila Chakir?, PhD, and Catherine Laprise!, PhD.

Affiliations : 'Department of fundamental sciences, Université du Québec a
Chicoutimi, Saguenay, QC, Canada; 2Centre de recherche, Institut Universitaire de
Cardiologie et de Pneumologie de Québec, Université Laval, Quebec City, QC,

Canada.

Address for correspondence :
Dr. Catherine Laprise
Université du Québec a Chicoutimi
555 boulevard de I’Université
Saguenay, Qc, Canada, G7H 2B1
Tel.: 418-545-5011 #5659

Email: catherine.laprise@ugac.ca

Key words : IL33, methylation, inflammation, Tx2, bronchial epithelial cells, gene
expression

Abbreviations:
BECs : Bronchial epithelial cells

CpG : Cytosine-phosphate-guanine dinucleotide site
CTCF : CCCTC binding factor

DNA-me : DNA methylation

GAPDH : Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GATAL : GATA binding protein-1

IL-4 : Interleukin 4

IL-5 : Interleukin 5

IL-13 : Interleukin 13

IL-25 : Interleukin 25

IL-33 : Interleukin 33

IL33 : Interleukin 33 gene

56



NF«B : Nuclear factor kappa B/c-rel
TSLP : Thymic stromal lymphopoietin

AP : Difference of methylation levels

Declaration of all sources of funding for the research : This work was supported by
CL catalyst grant on Environments, Genes and Chronic Disease from Canadian Institutes
of Health Research (CIHR). CL holds the Canada Research Chair in Environment and
Genetics of Respiratory Disorders and Allergy, and direct the Asthma Strategic Group
of the Respiratory Health Network (RHN) of Fonds de la recherche du Québec - santé
(FRQS) and is a member of AllerGen NCE. JL is member of the RHN of the FRQS.
VGO and AMBL received a Summer Student Research Training Award from AllerGen
NCE Inc. and a master degree studentship award from the RHN-CIHR.

57



3.2. Résumé

Une signature de méthylation a été identifiee pour le géne 1L33 dans 1’épithélium
bronchique isolé de biopsies bronchiques provenant d’individus asthmatiques
allergiques. Ces résultats soulignent I’importance d’IL-33 en tant que biomarqueur de

I’asthme et de son potentiel comme cible thérapeutique.

3.3. Capsule summary

IL-33 has been reported to be associated with allergic asthma onset. Methylation
signature of genes related to T2 immune responses in allergic asthma has been reported
in blood cells. Here we showed that IL33 expression in bronchial epithelial cells is
regulated by DNA methylation in asthma, which highlighted the potential of IL-33 as

therapeutic avenue.

3.4. Introduction

To the Editor:

Airway epithelium constitutes the first line of host defense against pathogens.
Airway epithelial remodeling in asthma includes epithelial hypertrophy, disruption of
tight junctions, loss of epithelial integrity, impairment of barrier function, and cell death;
features which correlate with asthma severity (Davies 2009). It is now recognized that
epithelial cells are the first set of immune cells interacting with antigens such as
aeroallergens in allergic individuals (Lambrecht et Hammad 2014). The allergen-
epithelial cells interactions release a plethora of inflammatory mediators activating both
the innate and adaptive responses; hence the epithelium is likely to play a key role in the
development and persistence of inflammatory response (Lloyd et Saglani 2015).
Epithelial derived cytokines include thymic stromal lymphopoietin (TSLP), interleukin
(IL) -25 and -33 (Gandhi et Vliagoftis 2015) and trigger Tw2-driven inflammation, a key
pathophysiological mechanism underlying the development of allergic asthma (Lloyd et
Saglani 2015). In the last decade, I1L-33 has been investigated for its potential role as a
biomarker for asthma severity (Tsicopoulos et al. 2013). Genetic variants in IL33 gene
have been found to be associated with asthma in several genome-wide association studies
(GWASS) (Grotenboer et al. 2013). Moreover, gene and protein expression of IL-33 were
higher in bronchial epithelial cells (BECs) from asthmatic than non-asthmatic individuals
(Prefontaine et al. 2010). However, how these genetic associations translate into
biological impact is not totally understood. We hypothesized that epigenetic regulation
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of 1L-33 may contribute to asthma. We aimed to characterize the DNA methylation
(DNA-me) and mRNA signatures of IL-33 in BECs from asthmatic and healthy

individuals.

3.5. Results

Twenty-one BEC lines were selected from the Primary Airway Cell Biobank (Dr.
Chakir, Quebec City Biobank) (4 severe asthmatics, 7 mild asthmatics, and 10 healthy
lineages). The severity of asthma was ascertained based on symptomatology and
medication, following the American Thoracic Society criteria (ATS 1987). Clinical
characteristics are presented in Table 3. Five CpG dinucleotides were selected near the
IL33 transcription start site (Figure 13A) to evaluate DNA-me differences (AB) between
different groups (see the Appendix for the method).

IL33 CpG dinucleotides 2 and 3 were highly correlated together (r>0.6, p<0.05)
and were analyzed together subsequently (Figure 13A). Among the five selected CpG
dinucleotide sites, only CpGs 2 and 3 reached statistical significance. Student’s t-test
analyses shown that IL33 CpGs 2 and 3 were less methylated in BECs from asthmatic
than from control individuals (Ap=20%, p=0.002) (Figure 13B). When stratified by
asthma severity, DNA-me in mild asthmatic was significantly higher than control cells
(AP=22%, p=0.005) and severe asthmatic were higher than control cells, though did not
reach statistical significance (Ap=17%, p=0.090) (Figure 13B).

RNA was extracted from a subset of the BEC cell lines evaluated for methylation
levels, including samples from asthmatic and healthy individuals, to measure IL33
MRNA expression. Asthmatic BECs demonstrated higher 1L33 mRNA levels than
control cells (fold change=3.4, p=0.017) (Figure 13C). When stratified by severity,
higher mRNA levels was detected in mild as compared to control cells (fold change=2.3,
p=0.047) and a similar trend was observed for severe asthmatic cells (fold change=4.7,
p=0.060) (Figure 13C). Moreover, promoter methylation was negatively correlated with
MRNA level (r=-0.750, p=0.05) (Figure 13D).

3.6. Discussion

Our results suggest that in the airway epithelium, DNA-me modifications of
cytokine genes, which are important in Th2 responses, contribute to asthma development.
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The pathological changes in the epithelium in asthma decrease the efficiency of this
physical barrier against pathogens and increase antigen-epithelium interactions;
subsequently trigger the innate and adaptive immune responses through Th2 cytokines
production (Lloyd et Saglani 2015). IL-33 is a good candidate to investigate since it could
induce, activate, and attract innate lymphoid cells type 2 and T2 lymphocytes (Lloyd et
Saglani 2015). These cells have been shown to release Tn2 mediators (e.g. I1L-4, IL-5,
and IL-13) through the activation of NF«xB pathway in chronically inflamed allergic
airways (Locksley 2010). It has been reported that in the nasal epithelial cells of allergic
subjects, epigenetic modifications of genes in NFkB pathway occurred even in the
absence of stimulus (Vroling et al. 2008). In this study, we observed reduced DNA-me
levels in the promoter of 1L33 in unstimulated BECs from asthmatics as compared to
controls. Our study showed and suggested for the first time that substantial decrease
methylation in the IL33 promoter could lead to an upregulation of 1L-33 transcription in
BECs from asthmatic individuals, thus highlighting the merit in considering epigenetic
modification as a regulatory mechanism of gene expression in the airway epithelium.
Moreover, our results imply that DNA-me of disease relevant cytokines could be
therapeutic targets for asthma (Varriale 2014). Given that IL-33 is a pleiotropic alarmin
released after stress and mechanical damage (Luthi et al. 2009), tissue-specific blockade
of IL-33 in asthmatic individuals through DNA-me may be more biologically relevant

and efficient than systemic blockade.

To further investigate the impact of DNA-me on gene expression, we examined
the genomic region housing the 5 CpGs to identify the potential binding motifs of
transcription factors, especially those relevant to immunity. Using the software
Matlnspector, the transcription factors with the most relevance to asthma are GATA
binding protein-1 (GATAL) and CCCTC-binfing factor (CTCF) (Supplementary Figure
3). GATAL1 belongs to the GATA family of transcription factors, with members involved
in the promotion of Th2 cytokines expression (Finotto 2008). Hence it is plausible that
the decreased methylation in IL33 promoter in asthmatic individuals may promote the
binding of GATAL to the promoter and upregulate gene expression. CTCF is known as
a chromatin insulator and generally binds to an enhancer region of a target gene (Yang
et al. 2014a). CTCF had been found to regulate the innate immune response in murine

models (Schaack et al. 2011). Further work is needed to investigate the interactions
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between the 1L33 CpG sites with differences in methylation marks and these transcription
factors.

The present results suggest that, in asthma, the increased IL33 gene expression in
the epithelium is driven by DNA-me. In addition to DNA-me, other mechanisms are
likely to influence the expression of relevant genes. Our previous work has suggested
that miRNA could regulate gene expression in the epithelial cells of severe asthma (Haj-
Salem et al. 2015). Hence, the transcriptional regulation of asthma-associated genes in
the epithelium is likely to be the combined actions of various epigenetic modifications
(i.e. DNA-me, miRNA and histone modifications, and gene-environment interactions).

3.7. Conclusions

In summary, this study provides the first evidence of epigenetic regulation of gene
expression in the epithelium of asthmatic airway. Further investigations are needed to
elucidate the biological impacts of these interactions in the bronchial epithelium layer.
Our results demonstrated that epithelial cells-secreted IL-33 is a plausible candidate for
being a prognostic asthma biomarker. Furthermore, given the dynamic reversibility of
DNA-me, therapeutic manipulation of methylation in the IL33 promoter in the

epithelium may reduce the need of systemic blockade of the cytokine.
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Table 3. Clinical data of healthy controls and asthmatic individuals

Healthy Mild Severe
Characteristics controls asthmatics® asthmatics®
(n=10) (n=7) (n=4)
Sex ratio (M:F) 1.5:1 0:6 1:1
Mean age, yr (range) 30 (21-50) 23 (20-31) 63 (62-65)
FEV1, % predicted
. 100 (13) 98 (13) 65 (9)
(SD)
PC20, mg/ml (SD)" 96.5 (1.9) 1.2 (3.9) n/a
ICS dose (pg/day) * - 0 1344
Atopy (%)" - 100 75

SPresent asthma or past documented clinical history of asthma. Data available for all
individuals.

“FEV1 = Mean and standard deviation (SD) calculated for forced expiratory volume in
1 second. Data available for all individuals.

fPC20 = Geometric mean and SD of provocative methacholine concentration inducing
20% decline in FEV1 calculated for all individuals.

¥ICS dose = Mean dose of inhaled corticosteroids (ug/day). Data available for all
asthmatic individuals.

"Defined as having at least 1 positive response on the skin prick test (wheal diameter >3

mm at 10 minutes). Data available for all individuals.
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Figure 13. DNA methylation at the 1L33 promoter region and gene expression in
asthma. A. Schematic representation of I1L33 demonstrating the location of selected CpG
dinucleotides and pairwise correlations between each CpG. Blue squares show
significant correlation between CpGs (r>0.6, p<0.5). B. Mean methylation level for
CpG2-3 of IL33 for control, all asthmatic and for samples from individuals with mild
and severe asthma separately. C. Comparison of mRNA levels between the same selected
groups. D. Correlation between DNA methylation and mRNA levels in bronchial
epithelial cells (BECs).
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TAGGATGTGGAATCAGTCCAAGTCTTAAAAGAGCATTACTTCATCCCT

TTATTTICTGSTACAGATGCCAAACGAGATGGAGAGAGGGTGAGTAG
1

GAGCAAAATTICTCATGAGGTAAGAAGAACAACTTSTCATGGGATCT

ATAGTACAGGATTTGCTTITIGTGATAAAGTATTATCTICTGCGAGATT
GATAI

2
TITGAGATGAATAGAAAGAAAAGATGAACAGTGGGGARCAGGAAAG

CCCRTCAGATAYGTTGGAATACAGAGTATITCAGAGCTTITATTTGCA

GACGAGCTGCTTATTACTGATAGGCCAAAGGGGGTCGCAAATTTICTA
CTCF 3
TTATAAAGGAATTTGGAAGAATACACTGATCTCTTAATGAAGTTTGTA

AATTAAGAAGC EME GGCCAAAAGTGAATATATAAATGGCAAMAGA
ATTTCAAAATGEAMAGTGCTGAAGTTGAAGTTTAGGAGTTICAACTCC

AAAGAGAGCCAAAACATAAAGTTTAGGGGCAGAAGAMGAATCATAA
TTGCTGGY TTAAAATATTCAGATGGAGGGAGGA C;-‘:“:C AGAAAGTAGTG
AGCCTTAGATGTTGACAGAATTGTAACTCTGTIGGCTCTITACATGAG
ATTTCAAGCCTGCTAAAATCTCACCCGCCCAGATMTCCCTICTAAGGC
AATTTGGGTCTCTGCCAAACTTTGGCTAATAAAAAGAGTCYACAGAC

TCCTCCGAACACAGAGCTGCAGCTCTTCAGGGAAGAAATCAAAACAA

TSS
GATCACAAG

Supplementary Figure 3. Potential binding sites for transcription factors in
interleukin 33 promoter gene locus. This is the primary sequence of L33 representing
the promoter region located before transcription start site (TSS). The first exon is
highlighted (UCSC Genome Browser assembly GRCh38/hg38). Epigenotyped CpG
dinucleotides are numbered and colored in blue. The sequence of the potential binding
sites for transcription factors GATAL and CTCF are underlined.
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3.10. Appendix - Methods

3.10.1. Bronchial epithelial cell lines (BECs)

A total of 21 cell lines were selected for the study. Among them, 4 were severe
asthmatic individuals, 7 were mild asthmatic individuals and 10 were healthy individuals.
The degree of severity of asthma was based on symptomatology and medication
following American Thoracic Society criteria (ATS 1986). Atopic individuals responded
positive to at least one common allergen after allergy skin prick tests. The healthy
individuals had no history of asthma and atopy. BEC lineages were obtained by Dr.
Michel Laviolette at the Institut Universitaire de Cardiologie et de Pneumologie de
Québec (IUCPQ). BECs were obtained by flexible bronchoscope sampling methodology
as described elsewhere (McNamara, Kicic et al. 2008). The isolation of BECs and cell
culture was performed as previously described by Dr. Jamila Chakir (Chakir, Dube et al.
2000). Cells were used at passage 3 maximum. This study was approved by the Centre
intégré universitaire de santé et de services sociaux du Saguenay-Lac-Saint-Jean
(CIUSSS) and the IUCPQ Human Ethic Committees. All participants gave their

informed consent.

3.10.2. DNA methylation level measure

Three regions from the 1L33 gene were assessed for a total of 5 CpG dinucleotides
upstream (i.e. maximum of 1kb) Transcription Start Site (TSS) (GRCh38). Primers were
selected using the PyroMark Assay Design Software (v2.0.1.15) (Qiagen, Canada). DNA
was extracted from BECs when 90% confluence was reached according to the Blood &
Cell Culture Midi Kit guidelines (Qiagen, Canada). Two micrograms of DNA were
treated with sodium bisulfite using EpiTech Bisulfite Kit (Qiagen, Canada) following
manufacturer’s instructions. Bisulfite-treated DNA was then amplified with Pyromark
PCR kit (Qiagen, Canada) and the cytosine methylation rates were assessed by bis-
pyrosequencing using the PyroMark Q24 Advanced kit and PyroMark Q24 software
v2.0.6 (Qiagen, Canada).
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3.10.3. Expression study

Total RNA was extracted from a subset of the cultured BECs with the RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen, Canada). The mRNA was converted into cDNA with a reverse
transcription using the qScript™ cDNA SuperMix (Quanta BioSciences, USA). The
expression level was measured by gRT-PCR using TagMan technology on Corbett
Rotorgene following the AACt method with glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) as a reference gene. This gene was shown to be stable in epithelial tissues in
Dommisch and colleagues’ study in an inflammatory context (Dommisch, Winter et al.
2015). The PerfeCTa® gqPCR FastMix® Reaction Mixes was used (Quanta BioSciences,
USA). We tested all primers for efficiency with a dilution series and all of them gave an
efficiency of amplification of 100%. All samples were diluted in the middle range of the
standard curve and were measured in triplicate with a negative control, and gRT-PCRs
were performed two times.

3.10.4. Statistical analyses

Normal distribution of all variables was assessed using a Shapiro-Wilks test.
Correlation coefficients between CpG 1 to 5 were measured using a Pearson’s correlation
test. When r>0.6 and p<0.5, CpG dinucleotides were analyzed together. The association
between DNA-me or mRNA levels and asthma was assessed using Student’s t-tests.

Then, the association between DNA-me and mRNA levels was assessed using a

Pearson’s correlation test. The [results were |considered significant when p<0.05 (two-

sided). Statistical analyses were performed with SPSS software v11.5.0 (IBM, USA).

3.10.5. Identification of potential binding motifs

Potential transcription factor binding sites in promoting area of I1L33 gene were

investigated using the Genomatix software (Matlnspector, http://www.genomatix.de)

(Cartharius, Frech et al. 2005). The Genomatix program uses a position weight matrix to
identify a possible binding site for transcription factors according to the similarity of the
weight matrix. Transcription factor binding sites relevant to immunity were considered

if they reach the 0.85 matrix similarity threshold.
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Chapitre 4 - Discussion

Cette section inclut des éléments de discussion complémentaires a ceux
consideérés dans les articles présentés aux chapitres 2 et 3 respectivement. Ainsi, méme
si certains éléments se chevauchent pour aider & la compréhension, les notions abordées

seront présentées dans un contexte plus global quant a la physiopathologie de I’asthme.

4.1. Association épigénétique entre les récepteurs de type 1 et 2 de
Dinterleukine 1 et ’asthme

Des génes candidats ont été identifiés grace a des études d’associations, des
études comparatives d’expression entre individus asthmatiques et témoins et des études
comparatives des niveaux protéiques. La méthylation de I’ADN permet de mieux définir
le lien qui existe entre les facteurs génétiques et I’expression génique. Le présent
mémoire a permis dans un premier temps d’associer la signature de méthylation du géne
du récepteur de type 2 de l'interleukine 1 (IL1R2) a I’asthme et I’allergie dans les
leucocytes. 1l a également permis de démontrer que cette augmentation de la méthylation
chez des individus asthmatiques et allergiques en comparaison avec des témoins pouvait
entrainer une diminution de la production d’ARNm pour ce géne. Ces résultats suggerent
que la transcription du gene IL1R2 dans les leucocytes d’individus asthmatiques et
allergiques pourrait étre régulée, du moins en partie, par la méthylation de I’ADN dans
le promoteur de ce géne. Cette régulation pourrait s’expliquer par un acces limité aux
sites de fixation des facteurs de transcription par les cytosines méthylées dans le
promoteur du géne (Blattler et Farnham 2013). De manieére précise, 1’étude de Blatter et
Farnham a permis d’identifier des motifs de fixation pres des sites CpG analysés pour
certains facteurs de transcription ayant un role biologique dans 1’asthme et 1’allergie.
Aucune différence de méthylation significative dans le promoteur du géne IL1R1 entre

les individus asthmatiques et les t€émoins n’a été observée.

Une différence de méthylation de 8% a été évaluée pour le gene IL1R2 entre les
individus asthmatiques et les témoins dans un sous-échantillon de la collection familiale
du Saguenay—Lac-Saint-Jean. A ce jour, une revue des études de méthylation par la
méthode du bis-pyroséquencage faites en lien avec I’asthme et ’allergie rapporte des
résultats significatifs qui varient entre 1 et 5% (Devries et Vercelli 2013; Kabesch 2014).

Cette revue témoigne de I’importance de la différence obtenue dans les présents travaux.
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Bien qu’il soit évident que ces résultats n’expliquent pas a eux seuls les causes de la
pathogénése et de la persistance de ’asthme et de 1’allergie (Relton et Davey Smith
2012), ils contribuent a documenter un mécanisme possible de régulation tissu-specifique
de la transcription en lien avec la voie biologique de I’IL-1 dans ce trait complexe. 1l est
ensuite possible de spéculer sur I’effet que peuvent avoir les modifications du niveau
d’ARNm dans les tissus, mais il ne s’agit 1a que d’hypothéses a valider par le biais

d’études fonctionnelles.

Ainsi, a partir des résultats obtenus, il est possible de concevoir que la signature
épigénétique du gene IL1R2, indépendamment du géne IL1R1, entrainerait une
diminution de son expression dans I’asthme et I’allergie, et que celle-ci provoquerait une
réduction du nombre de récepteurs leurres a la surface des cellules immunitaires (Colotta
et al. 1993). Tel que décrit précédemment, I’IL-1 peut se fixer a I’'un ou 1’autre de ses
récepteurs. La formation du complexe IL-1-IL1R1 favorise la différenciation des
lymphocytes T naifs vers la voie Th1. Le complexe IL-1-1L1R2 diminue la quantité de
ligands disponibles pour la fixation avec le récepteur actif et favorise donc indirectement
la voie TH2 en se basant sur le concept de balance (Dinarello 2002). L’IL-1 peut
également engendrer des cellules TH17 (Aymeric et Lefranc 2009). Ainsi, en diminuant
la quantité d’IL1R2, les voies Thl et/ou Tw17 pourraient étre plus sollicitées par une
augmentation de la fixation du ligand avec le récepteur actif (IL1R1), dont le patron de
méthylation n’est pas modifié¢ chez les individus asthmatiques (Colotta et al. 1994;
Garlanda et al. 2013a). Cette hypothese serait a vérifier et le projet en découlant serait

une suite logique des présents travaux.

4.1.1. Discordance entre les résultats d’expression du récepteur 2 de ’interleukine

1 obtenus et ceux rapportés dans la littérature scientifique

L’équipe de la Dre Catherine Laprise avait déja souligné I’importance
d’approfondir les connaissances sur IL1R2 en 2004 et en 2009. Des articles présentant
une augmentation de 1’expression d’IL1R2 dans les biopsies bronchiques de personnes
asthmatiques ont d’ailleurs été publié¢s (Laprise et al. 2004; Chamberland et al. 2009).
Or, la présente étude démontre une augmentation de la méthylation de ce méme géne
chez les asthmatiques, ce qui entrainerait une diminution de I’expression. Cette
divergence pourrait s’cxpliquer parile profil*méthodologique différent entre ces deux

¢tudes. En effet, les premieres études publiees par I’équipe de Laprise (Laprise et al.

71



2004; Chamberland et al. 2009) présentent des résultats réalisés a 1’aide de micropuces
alors que I’¢étude d’expression réalisée dans le cadre de ce projet a été réalisée par réaction
en chaine de la polymérase (PCR) en temps réel. Ces techniques sont toutes les deux trés
utilisées et présentent des résultats valides (Wang et al. 2006). Un résumé publié en 2011
par Sarwal, Sigdel et Salomon souligne que la PCR est plus précise que la micropuce, ce
qui s’explique entre autres par la meilleure sensibilité de la PCR a détecter les séquences
comparativement a la micropuce (Sarwal et al. 2011). Ensuite, Wang et ses collégues ont
démontré que la PCR en temps réel est plus sensible lorsque les niveaux d’ARNm sont
tres bas (Wang et al. 2006), ce qui est le cas pour les interleukines et leurs récepteurs
(Bruder et al. 2007). Les divergences importantes obtenues entre les mesures
d’expression dans les cellules sanguines totales et les biopsies bronchiques sont toutefois
peu probablement engendrées par la méthodologie utilisée puisque les résultats
d’expression d’IL1R2 dans les biopsies bronchiques obtenus par 1’équipe de la Dre
Laprise ont été validés dans deux études indépendantes.

La source ayant servi a ’extraction de I’ARN pourrait expliquer la divergence
des résultats. En effet, la spécificité de I’expression des geénes en termes de tissus et de
cellules (tissue- et cell-specificity) est clairement démontrée par différentes études
retrouvées dans la littérature scientifique (Stefanowicz et al. 2012; Gutierrez-Arcelus et
al. 2015). Les premiéres études concernant ce géne ont été réalisées dans des biopsies
bronchiques, alors que la présente étude a été faite dans le sang complet. Ces deux
modeles tissulaires sont hétérogenes quant aux types cellulaires (Wiktorowicz et
Jamaluddin 2014) et il est également important de noter qu’a la fois la composition en
types cellulaires et les proportions de cellules qui composent ces modéles hétérogenes
sont variables et que cette variabilité est a la fois tissu dépendante et individu dépendante.
Précisément, le sang permet d’acheminer les cellules immunitaires auX tissus cibles et
est composé de cellules circulantes tandis que le poumon qui constitue le site
d’inflammation dans le cas de 1’asthme est composé de cellules résidentes (Roitt 2007).
A cette variabilité de composition cellulaire, il faut ajouter les différentes proportions de
ces dites cellules qui composent ’échantillon d’un individu a un autre (variabilité
interindividuelle). De plus, il faut considérer I’environnement de ces cellules qui est aussi
différent d’un individu a l’autre (Stefanowicz et al. 2012). Ainsi, dans un modele
hétérogéne composeé en partie de cellules inflammatoires, la variabilité de composition

de DP’environnement cellulaire (par exemple de cytokines) peut étre la cause de
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modifications épigénétiques (Stoyanov et al. 2015). Il est donc possible que le niveau
d’expression et que le profil épigénétique d’IL1R2 soient différents entre les personnes
asthmatiques et les témoins mais que ces différences soient inversées dans ces deux tissus
de nature différente. Des études fonctionnelles pourraient permettre de faire le lien
conceptuel entre ces observations et la fonction de ces complexes biologiques, IL-1-
IL1R1 et IL-1-IL1R2, dans la physiopathologie de I’asthme.

4.1.2. Signature de méthylation pour le récepteur de type 2 de I’interleukine 1 dans
I’asthme et le lupus systémique érythémateux, deux pathologies a composantes

inflammatoire

Une signature épigénétique dans le promoteur d’IL1R2 a été rapportée dans la
littérature en lien avec le lupus systémique érythémateux (SLE) (Lin et al. 2012). De
plus, une étude publiée par Shen et ses collégues a permis de démontrer que le risque de
développer de 1’asthme était plus élevé chez les patients atteints de SLE (Shen et al.
2014). Cette étude suggere que les deux pathologies partagent plusieurs biomarqueurs
(Hsiao et al. 2014). 1 est possible d’envisager que I’IL1R2 soit I’un de ces biomarqueurs.
En effet, ces signatures de méthylation de 1’IL1R2 identifiées dans les deux pathologies
témoignent du role que peut jouer ce gene dans le processus inflammatoire. Toutefois,
dans I’étude de Lin, le promoteur du géne était moins méthylé dans des leucocytes
provenant d’individus atteints de SLE en comparaison avec des individus sains, tandis
que dans 1’asthme, le promoteur d’IL1R2 est plus méthylé dans les échantillons sanguins
d’individus atteints. Cela suggere que pour ces deux maladies a composante
inflammatoire (Shen et al. 2014), les voies biologiques impliquées comportent des
specificités propres a la pathologie. L’asthme, I’allergie et la SLE sont des maladies
multicellulaires pour lesquelles I’'importance des lymphocytes T a été demontrée dans la
pathogénese et la persistance de chacune de ces pathologies (Kobayashi et al. 2013;
Dema et Charles 2014) et pour lesquelles les voies impliquées sont principalement de
types TH1, TH2 et TH17 (Choi et al. 2012; Kobayashi et al. 2013). Toutefois, I’importance
de chacune de ces voies de différenciation dans I’inflammation peut varier selon le
phénotype. La SLE résulte en majeure partie d’une infiltration de neutrophiles (Wan et
al. 2012). Ces cellules sont recrutées et activees entre autres par les cellules Thl et TH17
(Pelletier et al. 2010; Pelaia et al. 2015). Bien que certaines formes d’asthme sévére

puissent étre caractérisées par une abondance de neutrophiles, cette portion de personnes
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asthmatiques représente une faible proportion des cas et la majorité des individus
asthmatiques présente un profil inflammatoire & prédominance éosinophilique (Pelaia et
al. 2015). C’est d’ailleurs le cas pour la collection familiale d’asthme du Saguenay-Lac-
Saint-Jean qui a été construite sur la base du phénotype asthme allergique Iéger a modéré
et dont les individus ciblés dans la présente étude portant sur IL1R2 présentent une
inflammation éosinophilique. Les éosinophiles sont principalement recrutés et activés
par les cellules Th2 (Pelaia et al. 2015). Ainsi, les cascades biologiques distinctes

pourraient logiquement expliquer les différences d’expression d’IL1R2 mesurées.

4.2. Association épigénétique entre l’interleukine 33 et I’asthme

Le chapitre 3 présentait I’importance de mieux comprendre les mécanismes de
régulation de la libération des cytokines inflammatoires par le tissu épithélial bronchique
chez les individus souffrant d’asthme. Le role immunitaire de I’épithélium a longtemps
¢été¢ limité a celui d’une barriere physique. Or, plusieurs fonctions immunitaires de
I’épithélium bronchique sont désormais documentées dans la littérature et soulignent
I’importance de mieux comprendre comment ces cellules interagissent entre
I’environnement et le tissu pulmonaire (Gandhi et Vliagoftis 2015). Bien que
I”épithélium respiratoire soit connu pour contribuer a 1I’inflammation dans I’asthme par
les interactions environnement-épithélium, les mécanismes qui permettent le
relachement des cytokines pro-inflammatoires de type Tw2 (incluant entre autres
I’interleukine 33 (IL-33)) sont peu documentés (Lloyd et Saglani 2015). Le présent
memoire visait donc, dans un second temps, a determiner si la régulation d’IL-33 dans
I’épithélium bronchique d’individus asthmatiques et témoins sans asthme ni allergie

pouvait étre régulée par la méthylation de I’ADN.

Ainsi, la présente étude a également permis de documenter la signature
épigénétique d’IL33 dans I’asthme au niveau des cellules épithéliales isolées de biopsies
bronchiques. Plus précisément, la différence de méthylation entre les lignées provenant
d’individus asthmatiques et témoins mesurée est de 20% ce qui constitue une différence
substantielle par rapport aux différences retrouvées dans la littérature scientifique
(Devries et Vercelli 2013; Kabesch 2014). Cette signature de méthylation est associée a
une augmentation de I’expression du géne de I’ordre de 3,4 fois dans les lignées
provenant de personnes asthmatiques indépendamment du degré de sevérité de la

maladie. Ces résultats suggerent que des niveaux de méthylation du promoteur d’1L33
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moins ¢levées dans les lignées épithéliales bronchiques provenant d’individus
asthmatiques entrainent une régulation a la hausse de I’expression du géne. Une plus
grande fixation des facteurs de transcription due a une diminution de la méthylation
pourrait expliquer 1’augmentation de la production d’ARNm observée dans la présente
étude (Brasier 2014). En effet, il a été possible, a partir des bases de données publiques,
d’identifier deux motifs de fixation de facteurs de transcription prés des sites CpG
analysés. Cette observation permet d’envisager qu’en raison d’une diminution de la
méthylation dans le promoteur d’IL33, les individus asthmatiques pourraient présenter
une augmentation de 1’accessibilité des motifs de fixation des facteurs de transcription,
incluant le globin transcription factor 1 (GATAL) et le zinc finger protein (CTCF) et de
surcroit une plus grande production d’ARNm d’IL33 qui pourrait ultérieurement étre

traduits en protéine.

11 est ensuite possible de spéculer sur I’impact fonctionnel de la déméthylation du
gene d’IL-33 dans un contexte d’asthme allergique. La sécrétion de cette cytokine, suite
a la fixation a son récepteur actif ST2, permet le recrutement et ’activation de plusieurs
cellules immunitaires puisque le récepteur est exprimé a la surface de nombreux types
cellulaires (incluant les lymphocytes, les ILC2, etc.) (Farahani et al. 2014). Ainsi, les
cellules lymphoides innées de type 2 et les cellules TH2 peuvent étre activées par 1I’IL-
33. Une fois activées, ces cellules engendrent la libération de 1’IL-4, de I'IL-5 et de I’IL-
13 (Smithgall et al. 2008; Kobayashi et al. 2013; Lund et al. 2013). Ces cytokines
favorisent ensuite le recrutement des éosinophiles et divers aspects du remodelage des
voies respiratoires (Hall et Agrawal 2014). Entre autres, ils permettront la métaplasie des
cellules a gobelet, la prolifération des cellules du muscle lisse et la fibrose sous-
épithéliale (Pelaia et al. 2015). L’TL-33 a aussi été documentée pour sa contribution a la
prolifération des fibrocytes, producteurs de collagenes liés au remodelage observé dans
les exacerbations des individus asthmatiques (Bianchetti et al. 2012). Par conséquent,
une augmentation de I’expression d’IL33 causée par une déméthylation du promoteur du
gene pourrait, par les voies brievement décrites dans les lignes précédentes, contribuer a
une augmentation des mécanismes inflammatoires et du remodelage des voies
respiratoires, et donc aux exacerbations de la symptomatologie et a la persistance de

I’asthme.

75



La présente étude corrobore le fait que 1’expression d’IL33 est en lien avec la
sévérité de I’atteinte asthmatique. En effet, Miller et ses collégues avaient déja rapporté
que I’augmentation de l'expression d’I1L33 était dépendante du degré de sevérité de la
maladie (Miller 2011). Une étude subséquente de Guo a ensuite permis de documenter
I’augmentation du niveau protéique d’IL-33 selon le degré de sévérité dans le plasma
sanguin (Guo et al. 2014). Dans la présente étude, la différence entre la quantité d’1L33
entre les cellules isolées de personnes asthmatiques et les témoins s’est retrouvée deux
fois plus importante dans le cas d’une atteinte sévére comparativement a la différence
mesurée entre les individus asthmatiques légers et les témoins. Cette augmentation de
I’expression semble en partie régulée par la méthylation de I’ADN tel que démontré par
la corrélation entre ces deux parametres. Par ailleurs, bien que la méthylation et
I’expression aient été corrélées, le lien obtenu avec la sévérit¢é pour la mesure
d’expression n’a pas été retrouvé pour la méthylation. Ainsi, la différence de méthylation
entre les personnes asthmatiques et les témoins n’était pas de plus en plus importante en
fonction de la sévérité. Une augmentation du nombre de participants avec une atteinte
sévere aurait peut-étre permis d’établir un lien similaire a ce qui a été observé pour
I’expression, i.e. une diminution de la méthylation de plus en plus importante avec une
sévérité de ’atteinte plus importante. Il faut toutefois reconnaitre que pour ce genre
d’étude il est nécessaire de réaliser des biopsies bronchiques, technique invasive pour les
participants et qui comportent des risques de complication (par exemple une infection
respiratoire), ce qui explique la difficulté d’obtenir des groupes aussi importants que lors
de ceux avec les échantillons sanguins particuliérement pour les patients dont 1’atteinte

est séveére.

Il est possible d’envisager que d’autres mécanismes pourraient étre également
impliqués dans la régulation de la transcription d’IL33 dans les cellules épithéliales
bronchiques de personnes asthmatiques. Les miARN seraient a privilégier parce que les
modifications d’histones sont généralement corrélées avec la méthylation de ’ADN
(Razin et Cedar 1977). D’ailleurs, les récents travaux de la Dre Jamila Chakir ont
démontré I’'importance de la régulation transcriptionnelle par les miARN (Haj-Salem et
al. 2015). Leurs résultats suggerent que le miARN 19a, relié principalement au
phénotype sévere d’asthme, permettrait la prolifération des cellules eépithéliales

bronchiques (BEC) en réponse a une activation de la voie SMAD3 par le récepteur 2 du
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TGFB. Ainsi, dans ’optique de compléter cette étude, il serait important d’évaluer le

potentiel régulateur des miARN sur 1’expression du gene I1L33 dans les BEC.

4.3. Limites de I’étude

4.3.1. Choix des modeéles cellulaires

Le choix des modeles cellulaires dans le présent mémoire a été fait en lien avec

les fonctions connues des genes étudiés.

Le choix des échantillons sanguins pour réaliser la premiére étude, qui visait a
déterminer la signature épigénétique d’IL1R1 et IL1R2, s’explique par la disponibilité de
ces récepteurs. En effet, les récepteurs de I’IL-1 se retrouvent principalement a la surface
des cellules immunitaires circulantes (Sims et al. 1989; McMahan et al. 1991; Dinarello
1996). Bien que I’efficacité des modéles sanguins dans les études de méthylation soit
controversée, de nombreuses publications visent & démontrer que, bien qu’hétérogene, le
sang complet permet de bien documenter les signatures de méthylation de nombreux
genes (Stefanowicz et al. 2012; Kabesch 2014; Yang et Schwartz 2012; Slieker et al.
2013). De plus, des études précédentes avaient d’ailleurs utilisé des échantillons sanguins
pour documenter la méthylation de ’ADN en lien avec le processus inflammatoire
(Kinnally et al. 2011; Smith et al. 2011; Uddin et al. 2011). Enfin, il s’agit d’un
prélevement facile a obtenir et moins invasif pour les patients comparativement a une
biopsie bronchique (Salam et al. 2012). Par conséquent, les échantillons sanguins
constituaient un bon modeéle cellulaire pour réaliser I’étude de méthylation des récepteurs
de I’IL-1 afin de déterminer si des modifications épigénétiques dans le promoteur de ces
génes pouvaient expliquer, du moins en partie, ’augmentation de 1I’expression de ces

récepteurs transmembranaires chez les individus asthmatiques allergiques.

Le choix de I’épithélium bronchique pour réaliser le deuxiéme volet de ce
mémoire de recherche, qui consistait a documenter le profil de méthylation du géne 1L33,
repose sur I’activité connue de cette cellule en lien avec cette cytokine. IL-33 est une
cytokine pro-inflammatoire principalement sécrétée par les cellules épithéliales dans les
poumons (Cayrol et Girard 2014). De plus, ce modele cellulaire est reconnu comme étant
un bon modele pour étudier la physiopathologie de 1’asthme notamment parce que les
principales associations génétiques ont été associées a I’activité des BEC (Moffatt et al.
2010; Al-Muhsen et al. 2011) et elles ont egalement servi de modéle dans plusieurs
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études épigénetiques (Loxham et al. 2014; Antognelli et al. 2015; Galvis et al. 2015;
Haj-Salem et al. 2015). Ainsi, les cellules épithéliales bronchiques primaires isolées de
biopsies bronchiques provenant de personnes asthmatiques et témoins, puis mises en
culture, se sont avérées un choix logique pour étudier la méthylation et 1’expression
d’IL33 afin de déterminer si I’augmentation de cette cytokine dans 1’asthme pouvait

s’expliquer, du moins en partie, par ces mécanismes moléculaires.
4.3.2. Intégration de la composante environnementale

Les groupes ont été définis selon les caractéristiques cliniques des patients pour
les deux études présentées dans ce memoire. Toutefois les études en épigénétique
reposent sur des modifications induites par 1’environnement (Zhou 2012). Les
composantes de I’environnement pouvant affecter les marques épigénétiques sont
nombreuses (notons par exemples la nutrition, le stress, le tabagisme, la pollution,
I’exposition aux allergénes, la composition du microbiome et les infections en bas age)
(Bird 2002). Ainsi, puisque I’environnement des individus intra-groupes n’était controlé
d’aucune maniére, il est possible que certaines variations soient liées a ces variations de
conditions environnementales. Il est toutefois important de souligner que le statut
tabagique a été considéré dans les mod¢les d’analyse et que le fait d’avoir réalisé cette
étude dans une population a effet fondateur caractérisée par une situation géographique
isolée et ayant un mode de vie relativement similaire (religion, alimentation et climat)
réduit I’impact des facteurs environnementaux comparativement a une population ou les
mélanges ethniques sont plus importants. Les niveaux de méthylation peuvent également
varier entre des individus d’age et/ou de sexe différents (Naumova et al. 2013). Ces
parameétres ont été considérés a titre de covariables dans 1’étude utilisant des échantillons
sanguins puisque le nombre d’échantillons permettait de les considérer dans le modele
statistique, cependant, vu la difficulté d’obtenir des participants aux études pour obtenir

des biopsies bronchiques, ces différences demeurent des limites a I’étude.
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Chapitre S — Conclusion et perspectives
5.1. Conclusion générale de I’étude

Le présent mémoire a permis de documenter la signature de methylation de
I’ADN d’IL1R2 dans des échantillons sanguins d’individus asthmatiques. Cette signature
épigénétique a été associée a une repression de la transcription du géne possiblement en
lien avec une diminution de la fixation des facteurs de transcriptions a leurs sites de
liaison. II a également permis de documenter la signature de méthylation de ’ADN
d’IL33 dans des lignées de cellules épithéliales isolées de biopsies bronchiques issues
d’individus asthmatiques. Cette signature épigénétique a été associée a une augmentation
de la transcription du gene possiblement en réponse a une augmentation de la fixation
des facteurs de transcription a I’ADN. Bien que la cause environnementale responsable
de ces modifications épigénétiques n’ait pas €té identifiée par ces études, les résultats

suggerent I’importance de considérer IL1R2 et IL-33 comme biomarqueurs de 1’asthme.
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5.2. Perspectives

La présente étude a permis de déterminer qu’il existe des différences de
méthylation pour certains génes reconnus pour avoir un role dans I’asthme et I’allergie
et que ces différences de méthylation pouvaient étre responsables de la régulation de la
production d’ARNm dans 1’épithélium bronchique et dans les leucocytes. Ces marques
épigénétiques ont été mises en évidence dans les génes du récepteur de type 2 de
I’interleukine 1 et de I’interleukine 33. Comme indiqué dans la revue de la littérature
(chapitre 1), les voies biologiques qui comprennent ce récepteur et cette cytokine
engendrent I’activation et la translocation du facteur de transcription pro-inflammatoire
NF«B. Dans les cellules activées, ce facteur de transcription permettra la production et

le relachement des cytokines de type Thl, Th2 et TH17.

En suite logique avec les résultats présentés dans ce mémoire, il serait donc
intéressant de réaliser I’étude du méthylome et du transcriptome a la fois pour les
échantillons issus du sang de méme que pour les cellules significatives dans 1’asthme
isolées du sang, telles les lymphocytes T CD4+ et les éosinophiles, que pour les cellules
épithéliales bronchiques pour documenter quels sont les genes différemment méthylés et
d’évaluer I’impact de cette méthylation sur ’expression des geénes dans le sang et ces
types cellulaires. ldéalement, ces échantillons devraient étre obtenus des mémes
personnes dans chacun des groupes de sujets et les groupes devraient étre appariés pour
I’age et le sexe. L’étape suivante serait de valider les geénes ayant des différences
significatives avec une méthode plus sensible (par exemple PCR a temps réel pour
I’expression et pyroséquencage pour la mesure de méthylation). Enfin, puisque les
données de I’étude pangénomique (GWAS) et épigénomique (EWAS) sont également
disponibles pour cette population, des analyses intégrées des résultats obtenus
permettraient certainement de mieux comprendre le r6le, en termes de biologie

moléculaire, de ces cellules dans le contexte de 1’asthme allergique.
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