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CHAPITRE 1:

Introduction générale



1 Composante phénotypique

1.1 Prévalence et définition

L’asthme est une maladie respiratoire touchant les enfants ainsi que les adultes et
ayant une morbidité et une mortalité de plus en plus élevée mondialement. [1, 2] En 2004,
sur ’ensemble du globe, environ 300 millions de personnes souffraient d’asthme. [3] En
2008, au Canada seulement, on retrouvait plus de deux millions d’asthmatiques de 12 ans et
plus. [4] Selon le dernier rapport de Global Initiative for Asthma, la prévalence de 1’asthme
dans la population d’Amérique du Nord était de 11,2 %, soit I'un des plus hauts au
monde. [3] Les médicaments utilisés pour traiter 1’asthme générent des revenus de plus de
cinq milliards de dollars par année mondialement. En ce qui concerne la physiopathologie,
P’asthme est une maladie du systéme respiratoire caractérisée par trois €éléments clés. Il
s’agit de I’obstruction et de I’inflammation des voies aériennes, ainsi que de ’hyperactivité
bronchique (HRB). [5] Les symptomes cliniques sont la dyspnée, la toux ainsi que le
sifflement lors de la respiration due a la diminution de la lumiére des voies respiratoires. [2]
L’asthme est un trait complexe, ce qui signifie que plusieurs facteurs génétiques et
environnementaux interviennent et interagissent dans le développement et la manifestation
clinique de la maladie. [6] Cette notion de trait complexe explique pourquoi il existe

plusieurs phénotypes différents et une sévérité variable chez les sujets asthmatiques.

1.2 Les phénotypes de ’asthme

Les classifications des phénotypes de 1’asthme sont variables, certaines se basent sur
les symptdmes, d’autres sur les cellules inflammatoires. Handoyo et al. ont proposé pas
moins de huit phénotypes d’asthme. Entre autres, ’asthme atopique, 1’asthme a 1’effort,
I’asthme sévere et 1’asthme a prédominance de médiateurs inflammatoires. [7] La
communauté scientifique tente donc de préciser et de classifier les sous phénotypes reliés a
P’asthme. Certains aménent une classification basée sur le type cellulaire impliqué dans la
réponse immunitaire. A titre d'exemple, 1’asthme neutrophilique correspond & ’asthme ol

I’on retrouve une forte production de neutrophiles en réponse au stimulus. [8] Malgré ces



efforts, il reste encore beaucoup de travail a faire pour établir une meilleure classification.
Dans le contexte de ce mémoire, deux principaux types d’asthme seront traités, soit
’asthme allergique (aussi appelé asthme atopique) et I’asthme non allergique. La différence
entre les deux types d’asthme réside dans ce qui déclenche la réponse immunitaire. Chez
les asthmatiques allergiques, c’est un allergéne, par exemple la poussi¢re ou les animaux
(protéines souvent sécrétées au niveau de la peau de 1’animal), qui déclenche la réponse
immunitaire. [9] Cette forme d’asthme touche 80 % des enfants asthmatiques et de 40 a
50 % des adultes asthmatiques. [10] Dans le cas de 1’asthme non allergique, la réponse
immunitaire est déclenchée par un facteur autre qu’un allergéne, par exemple un effort

physique ou I’air froid, et il n’y a pas de stimulus spécifique. [7]

L’asthme allergique, provoqué par une hyperréactivité, se subdivise en deux
endotypes, soit 1’asthme allergique médié par les immunoglobulines de type E (IgE) et
I’asthme allergique non médié par les IgE. [9] Les IgE se retrouvent sur les basophiles et
surtout sur les mastocytes localisés dans les voies aériennes supérieures et dans les
bronches. Elles jouent un réle dans la réponse immunitaire face aux helminthes et sont
souvent associées aux réactions d’hypersensibilité, comme 1’asthme. [11] Dans I’asthme
allergique, il existe également deux types de réponses a 1’allergéne, la réponse immédiate,
la réponse retardée et ceux qui présentent les deux types de réponses (immédiate et
retardée).[12] La réponse immédiate implique une réexposition a un allergene, ce qui
déclenche dans I’heure des symptdmes tels que des démangeaisons, un sifflement et une
toux. La réponse retardée débute au méme moment que la réponse immédiate, seulement
les symptodmes apparaissent de 3 a 9 heures plus tard. Elle est présente chez 50% des

adultes et 75% des enfants atteints d’asthme allergique. [13]

La sévérit¢ de I’asthme varie selon plusieurs facteurs tels que le sexe et 1’dge. En
effet, on retrouve chez les enfants de moins de 13 ans une plus grande incidence et
prévalence chez les gargons et I’asthme est plus sévere, alors qu’a la puberté cette tendance
s'inverse. [14, 15] A I’4ge adulte, 1’asthme est plus sévére chez les sujets de sexe

féminin. [16] Il y a également plus d’hospitalisations et de réadmissions pour les femmes,



et les s€jours a I’hopital sont plus longs et les rémissions plus lentes. [17] Malgré tout, la

notion de phénotype reste vague.

1.3 Facteurs environnementaux

Comme mentionné précédemment, ce sont les interactions entre les génes (G X G)
et entre les génes et I’environnement (G X E) qui influencent la susceptibilité¢ a I’asthme.
Plusieurs types de composantes présentes dans I’environnement peuvent influencer le
développement de ’asthme a travers leurs effets sur la génétique. La pollution de 1’air
extérieur et intérieur et les allergénes tels que les squames d’animaux, le pollen et la
poussiére en sont quelques exemples. [18-20] Le milieu de travail constitue aussi un
¢lément a considérer puisque les substances volatiles présentes dans ’air peuvent
prédisposer 1’individu & 1’apparition de I’asthme. Par exemple, les peintres sont exposés
aux isocyanates et les individus utilisant des produits de nettoyage chimiques voient
augmenter leur risque de développer I’asthme. [21] Ces facteurs peuvent s’annuler

(antagoniste) ou s’amplifier I’un et I’autre (synergie).

De plus, chacun peut avoir un impact différent d’une personne a 1’autre. Par
exemple, 1’exposition aux chats et les infections virales durant I’enfance peuvent avoir un
r6le de protection chez certains et d’augmentation du risque de développer 1’asthme chez
d’autres individus. [22-24] L’hypothése de I’hygiéne est d’ailleurs basée sur cette
observation. En effet, ’exposition a des allergénes durant I’enfance forcc le systéme
immunitaire a é&tre actif et efficace alors que la grande utilisation de détergents
antibactériens, d’antibiotiques, de médicaments a grand spectre diminue 1’exposition a des
bactéries et rend le systéme immunitaire moins alerte. L’influence de I’environnement sur
les génes est plus particulierement observable griace aux études avec des jumeaux
monozygotes. [25] En effet, il existe différents phénotypes et niveaux de sévérité d’asthme
chez deux personnes partageant exactement le méme ADN. Cette différence peut étre
causée par une modification de I’ADN par ’environnement (signaux épigénétiques), dont
les principaux reconnus sont les méthylations (ajout d’un groupement méthyl sur des sites
ou une cytosine précede une guanine — ilots CpG), les changements dans I’enroulement des

histones et les petits ARN interférents. [26] Il existe également des prédispositions qui



favorisent I’apparition de 1’asthme. L’atopie, par exemple, correspond a une prédisposition
que posséde I’organisme & produire un taux d’IgE plus élevé que la normale suite a une
exposition a un allergene. Cette hypersensibilité méne donc a une réponse du systéme

immunitaire exagérée et augmente les risques de développer I’asthme. [9]

1.4 Physiopathologie

La physiopathologie de 1’asthme est complexe, mais bien décrite dans plusieurs
ouvrages. Pour ce qui est de ce mémoire, les principaux aspects traités seront
I’inflammation et le remodelage puisque c’est dans ce processus que le gene d’intérét traité,

ILIR?2, est le plus grandement impliqué.

L’activation et la migration des cellules inflammatoires, comme les CD4+, les
¢osinophiles, les neutrophiles et les mastocytes, a travers la membrane basale jusqu’au site
de réaction dans la muqueuse des voies respiratoires, aménent un changement
physiologique constant chez les asthmatiques : le remodelage des voies respiratoires. [27-
30] Ce remodelage est défini par plusieurs caractéristiques illustrées dans la figure 1, soit
une perte de l’intégrité de 1’épithélium, un épaississement de la membrane basale, une
fibrose sous-épithéliale, une hypertrophie des cellules caliciformes & mucus et des glandes
de la sous-muqueuse ainsi qu’une augmentation de la masse du muscle lisse et de la

vascularisation. [31-35]



Figure 1 Représentation schématique des principaux
mécanismes de remodelage des voies respiratoires des sujets
asthmatiques ainsi que des principales cellules structurales et
inflammatoires impliquées

Le remodelage entraine plusieurs modifications des voies
respiratoires. Tout d’abord, il y a un recrutement et une infiltration de
cellules inflammatoires dans la paroi bronchique. Puis, surviennent de
nombreux changements de la paroi bronchique, de 1’épithélium, ou
encore du muscle lisse. Par exemple, une perte de l’intégrité de
I’épithélium, un épaississement de la membrane basale, une fibrose
sous-€pithéliale, une hypertrophie des cellules caliciformes & mucus et
des glandes de la sous-muqueuse ainsi qu’une augmentation de la
masse du muscle lisse et de la vascularisation. (Figure tirée de la thése
de doctorat de Karine Tremblay [36])

L’intégrité de I’épithélium est modifiée par la diminution du nombre de cellules
ciliées, I’hyperplasie des cellules caliciformes & mucus, la desquamation de 1’épithélium
ainsi que la sécrétion de facteurs de croissance. [31, 35, 37, 38] Cette perte d’intégrité
diminue également la capacité de protection contre les particules inhalées comme les
allergenes. [39] Cette diminution de la surface de 1’épithélium des voies respiratoires
provoque une hausse de I’HRB et donc prédispose ’individu a développer 1’asthme. [39]

La membrane basale réticulaire (lamina reticularis) peut subir un épaississement, ce qui



augmente la rigidité et rend la membrane moins souple lors de la contraction des muscles
lisses, amenant ainsi encore une fois une HRB. [40] L’épaississement ne constitue toutefois
pas une barri¢re contre la migration des cellules inflammatoires puisqu’elles la traversent
facilement. [40] On retrouve également la fibrose sous-épithéliale parmi les modifications
de la membrane basale entrainées par la réaction asthmatique. Cette fibrose est provoquée
par un dépdt excessif de protéines provenant de la matrice extracellulaire (MEC), par
exemple le collagene (type I, III et V) et la fibronectine. [33, 34, 41] En effet, on retrouve
souvent un déséquilibre entre la production et la dégradation des protéines de la MEC chez
les asthmatiques. [42, 43] Les métalloprotéinases (MMP) participent au maintien de cette
équilibre puisqu’elles jouent entre autres un role dans la dégradation du collagéne.
Plusieurs travaux ont déja relié les MMP2, 3, 8 et 9 a I’asthme et a I’inflammation des voies
respiratoires par I’entremise de leur role sur la migration des éosinophiles et I’hyperplasie
des muscles lisses. [44-48] La MMP9 est d’ailleurs retrouvée en plus grande quantité dans
les expectorations des asthmatiques et sa concentration est corrélée avec la sévérité de la

maladie. [46, 48, 49]

Un autre phénomene observable lors du remodelage est I’augmentation du volume
ainsi que du nombre de cellules du muscle lisse présent dans les voies respiratoires. Ces
cellules participent au processus d’inflammation en sécrétant des chimiokines, des
cytokines ainsi que des protéines de la MEC. [50, 51] Des expérimentations in vitro ont
permis de démontrer que les chimiokines induisent la migration des cellules du muscle lisse
jusqu'a la zone sous-épithéliale et augmentent leur contractilité. [52] L’augmentation de la
taille des glandes de la sous-muqueuse et des cellules caliciformes a mucus présentent dans
les voies respiratoires est une autre caractéristique du remodelage. [29, 40] Les glandes
sécretent donc plus de mucus ce qui réduit la lumiére des voies respiratoires. [35] Cette
activation des différentes composantes des voies respiratoires est directement reliée a la
sévérité de I’asthme, et ce fait est bien démontré, entre autres, grice aux travaux de James
et ses collégues. [53] En effet, il a observé que la masse des voies respiratoires des sujets
décédés a la suite d’un status asthmaticus ou asthme sévére était de 50 a 300 % plus élevée

que chez les sujets décédés d’une autre cause non liée a la santé respiratoire, alors que les



individus atteints d’asthme léger a4 modéré présentaient des bronches ayant une masse de 10

a 100 % plus élevée. [34, 53]

2 Composante génétique

2.1 Approches méthodologiques

[’asthme est considéré comme une maladie polygénique, ce qui signifie que
plusieurs génes sont inclus dans les divers mécanismes menant au développement des
différents phénotypes de la maladie. Il existe plusieurs types d’approches méthodologiques
lorsque I’on tente de relier des génes & une maladie. La premiere est I’approche par geénes
candidats qui consiste & établir une liste de genes susceptibles d’étre impliqués dans la
maladie en raison de leur réle biologique naturel et de réaliser une étude d’association
génétique. [54] Cette méthode est utilisée pour identifier des génes avec des alléles
fréquents et a effet mineur, mais elle est inefficace pour identifier des génes ayant un role
insoupgonné dans la maladie. [54, 55] La méthode par voie biologique ressemble beaucoup
a I’approche par génes candidats, mais contrairement a cette approche, les génes choisis ont
un lien biologique entre eux. Dans I’approche par voie biologique, tel qu’utilisée entre
autres par Bossé ef al., le géne de départ est choisi également selon les études précédentes,
mais les autres génes sont sélectionnés par la suite selon leur lien biologique avec ce
premier géne. [56, 57] Cette technique permet donc d’identifier une voie biologique
importante dans un trait et non pas seulement un géne en particulier. Les autres avantages

de celle-ci seront traités dans la section discussion.

La deuxieme approche est 1’étude pangénomique aussi appelée genome wide
association study (GWAS). Le GWAS consiste a génotyper un trés grand nombre de
polymorphismes (SNP) chez un trés grand nombre de sujets afin d’identifier des
associations possibles entre des variants génétiques et une maladie ou encore une
caractéristique d’un trait (par exemple le taux d’éosinophiles ou le volume expiratoire
forcé). [58, 59] Cette méthode ne nécessite pas d’hypothése ni de réflexion biologique au
départ, une trés grande quantité de Joci sont inclus dans 1’analyse sans nécessairement étre

suspectés d’étre impliqués dans la maladie. [54] Cette méthode posséde une grande
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puissance statistique en raison de la taille de I’échantillon, mais implique 1’analyse d’all¢les
couvert par un ensemble de SNP marqueurs ou TagSNP, c’est-a-dire un SNP qui représente
une région du génome comportant un fort déséquilibre de liaison, ou d’un haplotype
seulement. Ainsi, les interactions entre différents alléles ou entre différents SNP ne sont
que rarement analysées. [60] De plus, la grande taille de I’échantillon améne une correction
pour analyses multiples trés conservatrice et les geénes a effet mineur présents dans des

physiopathologies comme 1’asthme peuvent passer inapergus.

Le clonage positionnel est une autre méthode utilisée afin d’identifier des genes
responsables d’un trait en particulier. Elle est de mise lorsqu’on connait seulement la région
chromosomique approximative du géne ou de la mutation qui est associée a un phénotype
particulier. Elle fait généralement suite a des études de type GWAS ou encore a une étude
de liaison génomique ou un Jocus précis a été identifié. [61] On peut donc par la suite
procéder au génotypage de cette région jusqu’au moment ot la position exacte du gene ou

de la mutation est identifiée.

Il y a également I’étude d’expression qui est couramment employée dans 1’objectif
d’identifier de nouvelles pistes de recherche pour des ¢tudes fonctionnelles. La
transcription, la stabilité de I’ARN messager, la traduction ou encore 1’épissage sont toutes
des étapes susceptibles d’entrainer une variabilité de I’expression génétique. [59] Cette
méthode consiste a mesurer la quantité d’ARN messager (ARNm) des génes d’intérét dans
un type cellulaire ou encore un tissu en particulier et de comparer, par exemple, les niveaux
d’ARNm entre des sujets atteints et des sujets contréles ou encore avant et apres traitement
pour vérifier P’efficacité d’une molécule thérapeutique. [62] Plusieurs outils sont offerts
afin d’y parvenir. Par exemple, le PCR en temps réel permet de cibler quelques génes alors
que les micropuces permettent de mesurer ’expression de milliers de génes en méme
temps. Ce type d’étude fait ’objet de plusieurs articles et de nombreux geénes ont été

identifiés comme étant plus ou moins exprimés chez les asthmatiques. [62-66]
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2.2 Choix de la population

Les études génétiques de type GWAS, génes candidats ou encore par voie
biologique peuvent étre réalisées grice a un échantillon de cas-témoin ou encore
d’échantillons composés de gens apparentés (familles ou couples de jumeaux). Les
stratégies d’études faisant appel a des cas-témoins sont sans aucun doute les plus
fréquemment utilisées puisqu’il est plus facile de recruter les individus et les analyses sont
relativement simples. [67] Dans ce type d’étude, on compare la fréquence d’un all¢le de
susceptibilité ou encore de protection entre les personnes atteintes et les non-atteintes en
effectuant des test de Student ou encore des ANOVA. Dans les travaux en génétique de
I’asthme certains échantillons de ce type sont bien documentés, Busselton (Australie),
CAPPS (The Canadian Asthma Primary Prevention Study), et ECRHS (European
Community Respiratory Health Survey). [68-70] Les résultats obtenus grace aux études de
cas-témoins semblent difficiles a répliquer dans d’autres populations. [71] De plus, il est
préférable d’apparier les sujets pour différents facteurs tels que 1’age et le sexe, afin de
limiter leur effet confondant sur les résultats de 1’étude, ce qui peut rendre difficile le
recrutement. Toutefois, cette méthode est plus rapide et moins couteuse que ’approche
familiale. En effet, une personne est plus facile a recruter qu’une famille entiere. [54] Les
collections familiales sont souvent composées de trios, comprenant les parents (au moins
un des deux hétérozygotes pour 1’alléle en question) ainsi que leur enfant atteint. Dans
certaines études, comme 1’é¢tude EGEA (The Epidemiological study on the Genetics and
Environment of Asthma) ou la collection familiale du SLSJ (Saguenay—Lac-St-Jean) [72,
73], on retrouve la famille élargie. De plus, 1’é¢tude SLSJ compte plusieurs familles avec
des sujets répartis sur plusieurs générations. Ce type d’échantillons permet de comparer la
transmission d’un alléle spécifique entre les enfants atteints et non atteints avec la valeur
théorique, soit 50 %. Ainsi, un allele qui serait plus transmis aux enfants atteints, serait un
allele de susceptibilité et serait associé a la maladie. Cette méthode est trés efficace pour
détecter des génes ayant des alleles a faible fréquence et haute pénétrance avec de grands
effets sur le phénotype, mais n’est pas suffisamment puissante pour détecter des geénes

ayant des alleles a fréquence plus élevée et a effet moindre. [54] La méthode par familles
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possede un avantage sur celle du cas-témoin puisqu’elle n’est pas sensible 4 la stratification

de la population. [67]

Figure 2 Représentation graphique des différents types d’études avec leurs forces (+) et leurs
faiblesses (-)

La figure ci-dessus présente les différents types d’étude avec leurs avantages et désavantages. De
plus, il est possible d’y voir le type d’échantillon optimal pour chacun des types. Par exemple, une
étude de type GWAS est optimale avec un échantillon de type cas-témoins. Il est donc important de
bien choisir sa méthodologie selon notre hypothése de départ et ce que ’on veut vérifier.

2.3  Génétique de Pasthme

Gréce a toutes ces formes d’études, de nombreux génes a effet mineur impliqués
dans la physiopathologie de ’asthme ont pu étre identifiés. [74] Ce n’est pas moins de 300
génes qui ont €té associés avec ’asthme et les allergies jusqu’a maintenant. [58] Une revue
exhaustive des travaux réalisés en génétique de 1'asthme permet de constater que 18 études
de liaisons indépendantes ont permis de lier 16 régions chromosomiques a I'asthme ou aux
conditions qui sont reliées & 1'asthme. [75] De plus, a ce jour, la synthése d'une centaine
d'études par geénes candidats, analyses de liaisons, GWAS et d’expression, ont permis
d’identifier plus de 61 genes associés a 'asthme ou a ses phénotypes dans au moins cinq
études indépendantes. [76, 77] Les chromosomes 2, 5, 6, 12 et 13 contiennent la majorité

de ces genes associés. [58, 78] Les génes codant pour le récepteur de ’interleukine 4 (IL4),
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13 (IL13) et 18 (IL18) ainsi que la métalloprotéinase 33 (4DAM33) et le facteur de nécrose
tumoral alpha (7NF) sont les génes les plus connus qui ont été associés avec 1’asthme ou
ses sous-phénotypes. [79] Quant aux geénes les plus fréquemment associés, ADRB2, HLA-
DRBI, IL4R, ALOX15, HSPDI, PRNP et SERPINHI ont été associés dans au moins 30
études indépendantes. [58, 77]
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3 Récepteur de type Il de Pinterleukine 1

3.1 La famille de Pinterleukine 1

3.1.1 Interleukines et cytokines

L’interleukine est un type de molécule appartenant a la famille des cytokines. Les
cytokines sont des molécules solubles pléiotropes qui sont sécrétées principalement par les
macrophages, les monocytes et les lymphocytes, mais également par les cellules
endothéliales et épithéliales. Elles sont rapidement dégradées et ont donc une courte demi-
vie. [5] Elles jouent un réle dans plusieurs aspects du systéme immunitaire, notamment
dans la division, la différenciation et I’activation des différents types cellulaires ainsi que
dans I’inflammation. [11] Une cytokine peut agir sur la cellule qui 1’a sécrétée, sur une
autre cellule ou encore en synergie avec d’autres cytokines. Les cellules cibles posseédent
des récepteurs spécifiques a leur cytokine sur la surface membranaire et cette derniére s’y
lie avec une haute affinité. [28] Lorsque les cytokines sont capables de chimiotactisme, i.e
de stimuler le déplacement de certains types cellulaires (attraction ou répulsion) en fonction
d’un gradient chimique, elles sont appelées chimiokines alors que lorsqu’elles transmettent
les signaux entre les diverses cellules du systéme immunitaire, elles portent le nom
d’interleukines. Les interleukines forment un groupe de plus de 25 membres, dont
I’interleukine 1 (IL1), qui facilitent la voie Thl, Th2 ou Th17 et guident ainsi la réponse

immunitaire. [80]

3.1.2 Les partenaires de Uinterleukine 1

On compte trois membres dans la famille des génes de I’JL1, soit les agonistes
interleukine 1 alpha (IL1A) et beta (ILIB) ainsi que le récepteur antagoniste (/IL/RA).
L’homologie entre la structure des trois geénes suppose qu’ils proviennent d’un géne
commun présent il y a 350 millions d’années. [81] L’IL1 est une cytokine sécrétée par les
macrophages, monocytes, lymphocytes et les cellules endothéliales. [82] Plusieurs facteurs
peuvent provoquer sa sécrétion, entre autres les endotoxines bactériennes, les virus, les

antigénes et d’autres cytokines. [83] L’IL1 joue un réle dans la prolifération et la



15

différenciation des lymphocytes T et B, des macrophages, des fibroblastes, des ostéoblastes
et des cellules épithéliales (voir figure 3). Cette interleukine est présente sous deux formes,
IL1a et IL1P (codés par les génes ILIA et ILIB respectivement). IL1la se trouve a la
membrane cellulaire alors que I’IL1P est extracellulaire. La région promotrice du géne
ILIB contient un motif TATA, retrouvé habituellement sur les génes inductibles,
contrairement a /L/A4 qui est induit grace a une région de 4,2 kDa au début de sa séquence
ainsi qu’une région promotrice centrale. [84] Ces deux formes de IL1 sont d’abord
produites sous forme de précurseurs de 31 kDa appelés pro-IL1a et pro-IL1p. La pro-IL1a
est produite en association avec le cytosquelette d’actine et est biologiquement active. [85]
Elle produit la forme mature de la protéine en étant clivée par la protéinase de type
calpain. [81] Ce clivage peut étre accéléré par les ions calcium. [86] Aprés la traduction, la
pro-IL1a reste dans le cytosol, peut subir une myristoylation (5 %) (une modification post-
transcriptionnelle), et étre acheminée a la membrane, mais n’est pas emmagasinée dans une
organelle quelconque. [81, 87] La pro-IL1B quant & elle, est inactive biologiquement et doit
étre clivée par la caspase-1, aussi appelée ILI converting enzyme (ICE), afin d’étre
active. [83] La pro-IL1B est retrouvée dans le cytosol et est transportée a la membrane

lorsqu’elle est clivée puis myristoylée. [81]
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Figure 3 Représentation graphique des différents roles de I’interleukine 1

La figure ci-dessus présente les différents effets de l’interleukine 1. Elle agit sur plusieurs
phénomeénes et plusieurs types cellulaires. Entre autres, elle augmente la cytotoxicité par I’entremise
des cellules tueuses et des macrophages et favorise la prolifération des lymphocytes B et du
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récepteur de I’interleukine 2. Egalement, elle agit sur de I’endothélium en augmentant la
perméabilité vasculaire ainsi que la coagulation. (image tirée et modifiée de Roitt & al.[11])

3.1.3 Les roles de interleukine 1

L’IL1 a également une influence sur la production de lymphokines, la résorption
osseuse, la syntheése de protéines de phase aigiie et la fiévre. [88] Cette cytokine a aussi un
role a jouer dans la migration des neutrophiles hors de la moelle osseuse ainsi que sur leur
chimiotactisme. [S] Il a aussi été démontré que I’IL1 avait un impact sur le systéme
cardiovasculaire en influengant la coagulation et sur la régulation de la pression
sanguine. [89, 90] Elle favorise la dissolution des caillots en augmentant la production de
Pinhibiteur de D’activateur de plasminogéne, et ensuite, en diminuant la production de
I’activateur de plasminogene. Cette interleukine réduit aussi D’expression de
thrombomoduline et du récepteur de la protéine C provenant des cellules endothéliales, ce

qui favorise une bonne coagulation. [91]

3.1.4 Implication dans des pathologies

Comme mentionné précédemment, les interleukines sont sécrétées par les
différentes cellules impliquées dans la réponse immunitaire acquise, que ce soit Thl, Th2
ou Th17. [88] Elles jouent un rdle primordial dans la réponse immunitaire. D'ailleurs,
certaines maladies ont été reliées a la régulation des génes faisant partie de la famille d’IL1
ou encore a la présence de polymorphismes dans ces mémes génes. En effet, la
concentration d’IL1 augmente chez les sujets atteints notamment d’infections (virales,
bactériennes, parasitaires), de leucémie, d’Alzheimer, de maladies auto-immunes et
d’asthme. [81] Un polymorphisme dans le cinquiéme exon du géne ILIB a été associé avec
le diabéte tandis que le SNP rs1143634 situé dans ’exon 4 a été associé a ’obésité, une
maladie a composante inflammatoire. [92, 93] Plusicurs autres SNPs ont été identifiés dans
le géne ILIA et certains ont été associés 4 des maladies inflammatoires telles que la

rhinosinusite et le cancer du sein. [94, 95].
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3.2 Les récepteurs de Pinterleukine 1

L’action des cytokines nécessite la présence de leur récepteur spécifique ainsi que
leur liaison avec celui-ci, ce qui méne a la transmission du signal. Les récepteurs d’IL1
forment une famille de neuf membres. [83] L’IL1 posséde deux principaux récepteurs dont
il sera question ici, le récepteur de type 1 (IL1R1) ainsi que le récepteur de type 2 (IL1R2).
Il est important de mentionner la protéine accessoire d’IL1IR (ILIRAcP) qui forme un
complexe avec le récepteur ainsi que ’antagoniste du récepteur d’IL1 (ILIRA). Les deux
récepteurs sont codés par deux genes différents soit ILIRI et ILIR2 situés sur le

chromosome 2q14. [82]

IL1R1 est un récepteur de 80 kDa retrouvé majoritairement sur les lymphocytes T,
les cellules épithéliales, les kératinocytes, les cellules dendritiques, les hépatocytes et les
fibroblastes. [81, 96] Bien que ce type de récepteurs ne se retrouve pas en grande quantité
dans I’organisme, il déclenche plusieurs mécanismes simultanés et posséde une affinité tres
forte pour ses ligands agonistes, IL1a et B, ainsi que pour ILIRA. [81] En effet, le nombre
de récepteurs de type 1 varie de 5000 sur les cellules spécialisées a 50 sur les cellules
primaires. [97] Il nécessite 10 fois moins de ligands que la plupart des autres récepteurs
puisque la signalisation est possible avec 10 récepteurs par cellules. [81, 98] Le complexe
formé du récepteur de type 1 et d’IL1a est internalisé et acheminé au noyau tandis que le
récepteur est lentement dégradé. [99] ILIR1 est composé de trois domaines
immunoglobuline ainsi que d’un domaine « toll-like ». Le domaine immunoglobuline est
impliqué dans les interactions entre protéines et entre les protéines et leur ligand. [100] Le
domaine « toll-like » d’ILIR1 fiit identifié grice a ’homologie qu’il partage avec la
protéine de Drosophila melanogaster et il est similaire au régulateur du chimiotactisme
CheY présent chez les bactéries. [101, 102] Ce domaine de 200 acides aminés est formé des
trois régions conservées que I’on nomme Box 1, 2 et 3. Des études précédentes ont suggéré
que Box 1 et 2 sont responsables de la liaison avec les molécules de signalisation alors que
Box 3 est principalement impliqué dans la localisation du récepteur en interagissant avec le

cytosquelette (voir figure 4). [103]
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Figure 4 Représentation graphique de la structure des
récepteurs de ’interleukine 1

Les deux récepteurs sont trés semblables hormis 1’absence
du domaine cytoplasmique pour le récepteur de type 2 qui
est essentiel a la signalisation cellulaire.

La liaison entre IL1B et le récepteur de type 1 se fait grace a deux sites de liaison,
’un dans la structure en tonneau et I’autre a I’arriére de la molécule. [104, 105] Cependant,
ce complexe n’est pas suffisant pour I’induction d’un signal puisque celui-ci nécessite la
liaison avec IL1RACP, partageant une forte homologie avec IL1R1. [106] Une fois la
formation du complexe formée entre IL1, ILIR1 et ILIRACP, il y a recrutement de
I’adaptateur MyD88, de la protéine Tollip ainsi que des kinases IRAK1 et IRAK4. A
phosphorylation des protéines IRAK ameéne le recrutement de la protéine Pellinol. Par la
suite, les protéines TAB1 et TAB2 sont recruté et font parti du nouveau complexe IRAK1-

TRAF6-TAK1-TAB1-TAB2. IRAKI1 est ubiquitiné et dégradé alors que TAB1 et TAB2
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subisse des phosphorylations. Ces phosphorylations facilitent I’acheminement du complexe
dans le cytosol. L’inhibiteur du facteur de transcription NF-KB est par la suite phosphorylé
et ce dernier est maintenant disponible et entre dans le noyau. C’est NF-KB qui déclenche
la régulation de I’expression de plusieurs génes impliqués notamment dans 1’inflammation
et la réponse immunitaire. Ce complexe ménera aussi a 1’activation des protéines kinases
mitogenes (MAPK). [100, 107, 108] Le récepteur de type 1 est quant & lui impliqué dans
certaines maladies inflammatoires. Un SNP dans le géne codant pour le récepteur de type 1
a été associé au diabéte auto-immun. [109] Un autre SNP présent dans le géne ILIRA a
aussi €été associé¢ a des maladies inflammatoires cutanées comme la dermatite (lichen

sclerosus) et le psoriasis. [110, 111]

Le récepteur de type 2 a une taille de 68 kDa et est principalement présent sur les
lymphocytes B, les monocytes, les neutrophiles, les macrophages et les cellules de la
moelle osseuse, mais il est également exprimé par les lymphocytes T et les cellules
épithéliales. [96, 112] Ce récepteur est composé des trois domaines immunoglobulines
extracellulaires et d’un domaine intracellulaire de 29 acides aminés auquel il manque le
domaine « toll-like »essentiel a la transduction du signal (voir figure 4). [113] Le récepteur
de type 2 est présent sous forme soluble et transmembranaire. La forme soluble provient du
clivage de la forme transmembranaire par une ou plusieurs métalloprotéinase(s) (MMP2 est
la seule connue a ce jour) ou encore par un épissage alternatif. [114, 115] Cette forme
d’IL1R2 ne possede pas les domaines cytoplasmiques et transmembranaires, mais peut se
liée a IL1P sous forme de précurseur ou sous forme mature ainsi qu’avec ILIRAcP. [116,
117] La liaison avec la pro-IL1f empéche son clivage et vient donc réguler négativement la
quantité d’IL1B. [118] Sa liaison avec les formes matures d’IL1 et 1’absence de
signalisation empéchent la réponse cellulaire normalement induite par IL1. IL1R2 agit donc
de deux fagons. Tout d’abord comme un récepteur leurre entrainant une compétition avec le
récepteur de type 1 pour I’occupation du site par IL1 et ensuite en régulant négativement la
réponse des cellules face a IL1, puisqu’il n’y a pas de signalisation lorsqu’il est 1i¢ a celui-
ci. [113] Aprés son internalisation dans la cellule suite a une endocytose médiée par les
puits de clathrine, le récepteur de type 2 est rapidement retourné a la membrane afin d’étre

recyclé. [119, 120] IL1R2 semble donc également agir en tant que vidangeur de I’IL1
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présent sur les sites inflammatoires en s’y liant et en ’internalisant sans signalisation

ultérieure. [121]

Les ligands d’IL1R2 sont reconnus pour réguler son expression et ceci a été constaté
entre autres chez le modéle murin, puisque lorsqu’il y a une augmentation d’IL1a et IL1J,
le nombre de récepteurs s’accroit. [122] Ce fait a également été¢ démontré par 1’étude de
Bellehumeur et al, réalisée en 2009, dans laquelle le traitement avec IL1 B induit
I’augmentation d’IL1R1 ainsi que d’IL1R2 et ILIRA & la maniére d’une dose-
réponse. [121] Cependant, IL1B régule a la baisse la forme transmembranaire de ce
récepteur puisqu’il y a internalisation du complexe IL1-IL1R2, ce qui a pour effet de
diminuer le nombre de récepteurs a la membrane. [119] On peut donc en déduire qu’il
augmente la forme soluble du récepteur seulement. En augmentant la concentration
d’IL1R1 et d’IL1IRA en activant la transcription des génes, IL1J augmente également le
mécanisme de régulation négative en induisant 1’accroissement du nombre de récepteurs de
type 2 de forme transmembranaire en stabilisant I’ARN messager (ARNm) du géne /LIR?2,
maintenant ainsi 1’équilibre entre les deux voies de régulation. [121] L’augmentation de
I’ILIR2 transmembranaire provoque 1’¢lévation du nombre de récepteurs solubles, ce qui
est concordant avec le fait que le récepteur soluble provient du clivage de la forme
transmembranaire. [123] D’aprés les travaux de Ciu et al. en 2003, I’aminopeptidase 1 du
réticulum endoplasmique (ERAP1) serait nécessaire pour le clivage de I’'IL1R2 soluble et il
existe une corrélation entre le niveau d’expression de la protéine ERAP1 et le clivage
d’IL1R2. 1l y a également deux promoteurs différents contr6lant I’activité d’une partie de
I’exon 1 (1A et 1B) du geéne ILIR2. Certains facteurs de transcription comme SPI1 et

FOX3P seraient essentiels pour 1’expression de ce géne. [124, 125]

D’autres cytokines peuvent également réguler le niveau de récepteurs IL1R2.
L’interféron gamma est 1’'un d’entre eux. Kitaya et al., ont démontré qu'une exposition a
I’interféron gamma régule a la baisse la concentration d’IL1R2. De plus, cette méme
exposition augmente de plus de deux fois la concentration de CASP1, le géne codant pour
la protéine caspase 1. [126] Comme mentionné précédemment, cette protéine est

responsable du clivage de la pro-IL1B. [83] Cette augmentation de CASP1 pourrait donc
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suggérer une augmentation de pro-IL1P, cependant ce fait n’a pas été vérifié pas les
chercheurs lors de cette étude. L’interleukine 4, 13 et le TNF régulent également IL1R2
puisque les cellules polymorphonucléaires traitées avec celles-ci ont un niveau d’IL1R2
plus élevé que les cellules non traitées. [113, 127, 128] De plus, il semble qu’un traitement
avec IL2 chez des patients atteints de cancer augmente la concentration d’IL1R2 dans le

plasma sanguin. [129]

Plusieurs études ont démontré que les concentrations d’IL1R2 étaient plus élevées
lors de la présence de certaines maladies. En effet, la quantité de ce récepteur s’accroit dans
le plasma des patients atteints de septicémie (infection bactérienne) et 1’expression plus
élevée de I’ARNm codant pour IL1R2 était également observable chez les neutrophiles de
ces patients [130] ainsi que dans des biopsies bronchiques de patients asthmatiques. [64] Ce
type de récepteur s’est également révélé plus présent dans le liquide cérébrospinal des
individus souffrant de méningite comparativement a des sujets sains. [131] II faut
également que les geénes codant pour des récepteurs dont le domaine de type « toll-like » est
absent, comme IL1R2, ont un réle important a jouer dans le développement de maladies
atopiques telles que I’asthme. [132] Le SNP rs740044 du géne ILIR2 a été associé dans des

études récentes avec l'allergie et ce SNP sera le sujet de ce projet [62] (voir figure 5).
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Figure 5 Représentation graphique de la structure du géne ILIR2 et localisation du SNP
rs740044

La séquence du gene IL/R2 est d’une longueur de 37 Kb et comprend neuf exons. Le
polymorphisme rs740044, situé dans la région promotrice, a été associé avec 1’atopie dans une
étude combinant quatre échantillons canadiens.



4 Hypothéses et objectifs

Avec une augmentation de la prévalence et de la fréquence, I’asthme est une maladie
provoque une hausse des déces, de la morbidité ainsi que des cofits reliés au systéme de
santé. Il est important de mener des recherches afin d’améliorer la prévention et le
traitement de 1’asthme allergique. Plus spécifiquement, I’implication des SNPs dans le
développement de maladies allergiques et la présence d’un domaine “’toll-like’’ permettent
de croire que le géne IL/R2 pourrait avoir un role dans I’asthme allergique. De plus, le réle
joué par les interleukines dans les maladies allergiques est considérable et un changement
dans le nombre ou la forme du récepteur de IL1 pourrait donc avoir un impact majeur sur la
réponse immunitaire provoquée par I’asthme allergique. Egalement, en rassemblant les
résultats d’études d’expression et d’étude d’association sur le géne IL/R2, nous pensons
que les génes impliqués dans les activités du geéne ILIR2 pourraient étre impliqués dans

I’asthme et les phénotypes qui y sont reliés.

Ces éléments justifient donc la pertinence d’étudier le récepteur de type2 de

I’interleukine 1 ainsi que ses polymorphismes dans un contexte d’asthme allergique.
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CHAPITRE 2:

Polymorphisms within genes involved interleukin-1 receptor
type II (IL1R2) activities are associated with allergic asthma
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RESUME

Le geéne interleukin-1 receptor type-2 (ILIR2) est différemment exprimé dans les biopsies
bronchiques des patients asthmatiques allergiques comparativement aux sujets témoins et a
¢galement €té associé avec 'atopie. Une €étude d’association entre les génes impliqués dans
Iactivité d’ILIR2 et différents phénotypes reliés a ’asthme a été réalisée sur cing
échantillons (SLSJ, EGEA, CAPPS, SAGE et BUSSELTON) afin d’identifier des genes
d’intérét. Sept genes ont été associés: beta-site APP-cleaving enzyme-1 (BACEI) et la
metalloprotéinase 2 (MMP2) avec I’asthme et I’asthme allergique, spleen focus forming
virus proviral integration oncogene (SPII) avec 1’atopie et 1’asthme atopique, endoplasmic
reticulum aminopeptidase (ERAPI) avec 1’asthme allergique, interleukin [ receptor
accessory protein (ILIRAP) et interleukin 1 alpha (ILIA) avec 1’atopie, et le géne
interleukin 1 receptor type I (ILIRI) avec ’asthme, ’atopie et I’asthme allergique. Ces
résultats renforcent 1’idée du réle d’IL1R2 dans 1’asthme et suggerent qu’il est pertinent de
mieux caractériser sa voie biologique afin d’avoir une meilleure connaissance de la biologie

moléculaire du trait.
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Genes involved in interleukin-1 receptor type Il (/LIR2) activities are
genetic determinants of allergic asthma
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ABSTRACT

Background: The interleukin-1 receptor type II (ILIR2) is overexpressed in allergic
asthmatics subjects and an association study combining four samples showed that /L/R2
gene variants are associated with allergy.

Objective: This study aimed to test the association between genetic variants in genes
involved in ILIR2 activities and asthma-related phenotypes.

Methods: We performed association studies in four familial and one case-control samples
to identify genetic variants within genes related to IL/R2 associated with asthma related
phenotypes.

Results: We found significant association with at least one gene and phenotype in all
asthma samples, but no gene was associated in more than one study (before correction).
Throughout the study, we found that the beta-site APP-cleaving enzyme 1 (BACEI) gene
(p=0.003 and 0.002), the interleukin 1 receptor type 1 (ZLIRI) gene (p=0.001 and 0.002),
the interleukin 1 receptor accessory protein (ILIRAP) gene (p=0.0007) and the
métalloprotéinase (MMP2) gene (p=0.001), were significantly associated with asthma.
Also, the spleen focus forming virus proviral integration oncogene spil (SPII) gene
(p=0.005), the ILIRI gene (p=0.0009) and the interleukin 1 alpha (IL14) gene (p=0.003)
were associated with atopy. Finally, the SPI/ gene (p=0.002), the MMP2 gene (p=0.0004),
the BACEI gene (p=0.003 and 0.0003), the endoplasmic reticulum aminopeptidase 1
(ERAPI) gene (p=0.0007 and 0.001), and the ILIRI gene (p=0.002) were associated with
allergic asthma.

Conclusion: Polymorphisms in the genes involved in the IL/R2 activity (ILIA, ILIRAP,
BACEI, ILIRI, MMP2, SPI and ERAPI) are associated with asthma, atopy and allergic
asthma. These results indicate the relevance of the genes involved in /L/R2 activities in

asthma.
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INTRODUCTION

Asthma is a common disease and genetic factors contribute to its pathogenesis. [1]
Atopy, which also shows a genetic predisposition, is characterized by the excessive
production of IgE in response to environmental allergens and is an important risk factor of
asthma. Both atopy and allergic asthma are common. Airway inflammation, obstruction
and hyperresponsiveness which are typical of asthma are initiated by the activation of Ty2
cell types and cytokines. [2] Genes can have independent effects on the pathophysiology of
asthma and/or can interact with other genetic or environmental factors. Using different
approaches including the integration of genetics (association studies) and transcriptomics
(microarrays, QPCR), more than 300 genes have been related to asthma, including 30 genes
which have been replicated in at least five studies. [3, 4] One of these genes is interleukin-1
receptor type Il (ZLIR2). Indeed, we demonstrated that /L/R?2 is differentially expressed in
bronchial biopsies of allergic asthmatics compared with controls using microarrays [5] and
found an association between rs740044 polymorphism (p=0.0007) and allergy in a study
which involved four samples from Canada and Australia (n>5500).[6] Moreover,
interleukin-1 (/L7) and its family members are frequently associated with inflammatory and
auto-immune diseases [7, 8] and two genome wide association studies showed that the
chromosome 2q12 locus, where some genes of the /LIR2 pathway are located (ILIR2,
ILIRIL2 and IL18RAP), is associated with asthma. [9, 10]

The ILIR2 gene is located on chromosome 2ql12-q22 and codes for the IL1R2
protein. This receptor is mainly expressed on B cells, macrophages, monocytes and
neutrophils, but can also be expressed on T cells and epithelial cells. [11, 12] IL1R2 acts as
decoy receptor and is involved in the negative regulation of the actions of IL1. [13] Indeed,
this receptor does not possess the toll-like domain, which is essential for the signal
transduction. [14] IL1R2 exists in soluble and transmembrane forms and both bind to IL1.
The soluble form, which is the minor isoform, is produced through the cleavage of IL1R2

by one of many metalloproteinase(s) or by alternative splicing. [15, 16]

To the best of our knowledge, studies based on the implication of the genes

involved in ILIR2 gene activities had never been performed. However, single nucleotide
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polymorphisms (SNPs) in genes that code for proteins that possess a toll-like receptor
domain, as IL1R1 (IL1R2 homologue receptor) [14], are known to be implicated in atopic
diseases, such as asthma. [17] This new information combined with the results from our
previous expression and association studies led us to investigate the relevance of
polymorphisms in the genes related to the ILIR2 activities in the pathophysiology of
asthma, especially in an atopic context. Considering that strict replications of genetic
association are rare and most of replications are only partial (same SNP and a different
allele, same gene and a different SNP), as Ober and Hoffjan cited in their review, [18] and
considering that there is a heterogeneity between populations owing to possible interactions
of genes with gender and/or and environmental factors, [19] we performed our analyses in
several populations using a biological approach instead of a candidate gene approach.
Moreover, as no correlation was shown between expression and the associated SNP in
ILIR2, we thought that this difference in the expression may be due to a mutation in genes
that modulates IL1R2. It was reasoned that this would provide an overall view of the
importance of the activity of ILIR2 in asthma related phenotypes. We performed an
association study of genes involved in the IL1R2 activities and asthma-related phenotypes
in five asthma collections from Canada, France, and Australia. The genetic analyses
showed that 14 SNPs located in seven of the thirteen studied genes were associated with at

least one of asthma-related phenotype in at least one asthma independent study.
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METHODS

Phenotypes

Phenotypes were defined following the American Thoracic Society’s criteria. [20]
We defined subjects as asthmatic if: (1) they had asthma diagnosed by a physician; or if (2)
they showed a positive methacholine provocation test (PC,g) combined with asthma related
symptoms. Atopy was defined as a positive skin prick test response (wheal diameter > 3mm
at 10 min) to at least one allergen. [21, 22] Allergic asthma was defined as the presence of

both asthma and atopy.

Samples

Multiple individual comparisons were made in five mostly Caucasian (<5%)
populations from Canada, France and Australia. The familial sample of Saguenay—Lac-
Saint-Jean (SLSJ) comprises 253 asthmatic probands and their family members (a total of 1
284 subjects). The SLSJ is a region of the province of Quebec in Canada. This French-
Canadian population is known for its founder effect and has widely conserved
chromosomal regions, which can facilitate the identification of genes associated with
complex trait diseases. [23] This sample has been well described in previous

publications. [22, 24]

The Epidemiological Study on the Genetics and Environment of Asthma (EGEA)
sample includes 348 nuclear families from France that were ascertained through asthmatic
probands (253 families ascertained through at least one asthmatic offspring and 135
families ascertained through one asthmatic parent.) [25, 26] The Study of Asthma Genes
and the Environment (SAGE) sample is a nested case-control sample of 723 children and
their parents recruited from a population-based sample of 13 980 children, born in the
province of Manitoba, Canada, in 1995. The Canadian Asthma Primary Prevention Study
(CAPPS) cohort comprises 549 children at high risk for developing asthma and their
parents who, during the second and third trimester of pregnancy, were enrolled in an

asthma-prevention study. [27] The Busselton Health Study is a case-control, community-
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based cohort that includes 440 cases and 617 control subjects from a semi-rural town in
Western Australia. [28, 29] Clinical characteristics of these populations are presented in

Table 1 and online supplements are available for more detailed description.

Genes and SNPs selection

To identify genes involved in ILIR2 activities, a review of relevant studies was

done using combinations of the following keywords: ILIR2, interleukin 1 decoy receptor,
expression, induce, regulate, decrcased and increased. Thirteen genes were selected
according to their direct effect on ILIR2 expression or splicing including ligands, cleavage
proteins and other IL1R family members or proteins that were proven to have an effect on
IL1R2 level. These genes were selected even if they were previously associated in other
populations such as /L4 and IL13. They are listed in Table 2 with a brief description of their
proposed interaction with ILIR2. Figure 6 illustrates the contribution of those genes on
ILIR? activities. Briefly, genes selected code for natural ligands (/L/4 and ILIB),
competitor receptors, such as ILIRI and ILIRN, and an accessory protein (/L/RAP). There
are also cytokines that modulate the production of IL1R2, such as IL4, IL13, and IFNG.
Proteins that cleave the transmembrane form of IL1R2, coded by BACE1, BACE2, MMP2,
and FRAPI genes are also components of this study. Finally, a transcription factor, the
spleen focus forming virus proviral integration oncogene spil gene (SPII), is essential to

the production of IL1R2 through its binding to the PU pattern in the promoter region.

The relevance of a biological selection of genes was illustrated among others by
Bossé et al. with the vitamin D receptor pathway. [30] To validate our gene selection, we
submitted it to the GeneCoDis [31, 32] website and twelve of the thirteen genes were
identified to be involved with ILIR2 gene, whether in protein binding (12 genes) or
cytokine-cytokine receptor interaction (8 genes). Only BACE2 gene was not included in
any of the pathways. However, this gene was included since a previous study showed it
codes for a protein that cleaves the transmembrane form of IL1R2 and is coding for a

homologue protein to BACE]. [33]


http://www.rapport-gratuit.com/
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All samples included in the present study were genotyped using Illumina 610KQuad
array (Illumina, San Diego, USA) at the Centre National de Génotypage (CNG, Evry,
France). [9] We selected SNPs that were located in a + 10 Kb distance of the genes of
interest. The SNPs fulfilling the following quality control criteria were considered in the
analyses: call rate >95%, minor allele frequency >5%, Hardy-Weinberg equilibrium p value

>5% and Mendelian errors <1%.

Statistical analysis

To identify association between SNPs and asthma phenotypes, transmission
disequilibrium was analyzed using the Family-Based Association Tests software (FBAT)
(version 2.0.3, http://www biostat.harvard.edu/~fbat/default.html). Regions of strongly
linked markers (LD blocks) were inferred using the definition proposed by Gabriel et
al. [34] and implemented in Haploview. SNP associations were investigated under an
additive genetic model using the ‘fbat’ command implemented in FBAT software. To
account for the inclusion of multiple affected family members, analyses were made using
the empiric variance estimator ‘‘-¢’’. [35] All the associations of SNPs obtained had to
survive a multiple test correction for the number of independent tag SNPs [36] and the
number of independent phenotypes, which was identified as two, using a matrix spectral
decomposition (matSpD). As an example, for ILIRI gene, there were 10 independent

TagSNPs, so the corrected threshold was 0.0025 [(0.05 / 10 TagSNPs) / 2 phenotypes].



33

RESULTS

A total of 5041 subjects from five samples (1284 in SLSJ, 789 in EGEA 766 in
CAPPS, 1026 in SAGE and 1176 in BUSSELTON) were included in this study. The 198
SNPs that passed the quality control checks were tested individually with asthma, atopy,

and allergic asthma under an additive genetic model with the empiric variance estimator.

After correction for multiple testing and independent phenotypes, 14 SNPs located
in seven genes remained significant and were associated with asthma-related phenotypes in
at least one study (Tables 3 to 5). In the SLSJ familial collection, there were significant
associations between the BACE] gene and asthma and allergic asthma (rs522843 p= 0.004
and 0.003; rs47210 p= 0.002 and 0.0003 respectively) and between the SPI/ gene and
atopy and allergic asthma (rs3740689 p= 0.005 and 0.002 respectively). In the EGEA
sample, the ILIR] gene was associated with asthma (rs3732131 p= 0.001; rs871657
p=0.002; 15949963 p= 0.002; rs10208708 p= 0.002) and atopy (rs3732131 p= 0.0009), and
associations with allergic asthma were found for the ERAPI gene (rs13154629 p= 0.0007,;
rs12173167 p=0.0007; rs10050860 p= 0.001). In the CAPPS sample, rs2048874 located in
the /IL1A gene was associated with atopy (p=0.003). In the SAGE sample, the ILIRAP gene
showed association with asthma (rs10513854 p= 0.0008) and rs1030021, in the ILIRI
gene, was associated with allergic asthma (p= 0.002). Finally, in the BUSSELTON sample
rs1005913 located in the MMP2 gene was associated with asthma (p= 0.001) and allergic
asthma (p=0.0004). Complete results are shown in Tables E1 to E3 in the supplementary

material.



34

DISCUSSION

Using a biological approach, we performed an association study between
polymorphisms in genes involved in the ILIR2 gene activity and asthma, atopy and allergic
asthma. The impetus for this study was evidence that ILIR2 is overexpressed in the
bronchial biopsies of asthmatic subjects and that it was associated with atopy in a study
combining four samples from Canada and Australia. [5, 9] Our association study indicated
that the BACEI gene was associated with asthma and allergic asthma, the SP// gene was
associated with atopy and allergic asthma, the ILIR] gene was associated with asthma,
atopy and allergic asthma, the FRAPI gene with allergic asthma, the MMP2 gene with the
asthma and allergic asthma, the IL14 gene was associated with atopy and the ILIRAP gene
was associated with asthma. Some of the associated genes have already been reported to be
associated with inflammatory diseases such as chronic rhinosinusitis (/L14) [37] and with

prostate cancer (MMP?2). [38]

The majority of the SNPs associated are non coding SNPs. As the microarray design
was based on the selection of tagSNPs and not on coding SNPs, the majority of the
associated SNPs are located in introns or untranslated regions. Furthermore, the major part
of the associated SNPs with asthma and other complex traits in the literature within the last
two decades are non coding SNPs. [39] This observation suggests that the regulatory SNPs
and aberrant DNA methylation profiling (epigenetics) should probably be more relevant in
the molecular nature of the complexe disease than the coding SNPs. [40] Only rs10050860
located in the ERAPI gene which codes for an asparagine instead of an aspartate at position
575, is associated with asthma related phenotypes. The Asp575Asn substitution in ERAPI
was associated in four studies with ankylosing spondylitis, another inflammatory disease.
[41] This genetic variant in the sequence induces a modification in physicochemical
properties of the amino acid by changing an acidic amino acid for a polar one. This amino
acid change could affect the binding specificity or the protein conformation and may

influence the cleavage of the membrane form of IL1R2.
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According to the literature, most of the associated genes observed in the present
study are involved in lung physiology and in asthma. /LRI, which codes for the type one
receptor for IL1, which is mostly expressed on T cells [11, 42], can bind with its ligand IL1
and form a complex with IL1R1 accessory protein. [43] This results in signal transduction
which activates the Tyl pathway and leads to the activation of several immune pathways
such as NF-kB, JNK and mitogen activated protein kinases. [8, 44] ILI1R1 is also
implicated in inflammatory diseases such as osteoarthritis [45] and multiple sclerosis. [46]
It is important to note that the soluble form of IL1R1 is known to be anti-inflammatory and
immunosuppressive through the sequestration of IL1. [47] As asthma is an inflammatory

disease, this gene may modulate the immune response caused by IL1.

The metalloproteinase MMP2 is known to be involved in tissue repair and
remodeling of the lung by the degradation of collagen in the basement membrane. [48] This
gelatinase is over-expressed in asthma and also up-regulated by IL4 and IL13. [49] The
overproduction of MMP2 may lead to abnormal collagen deposition in the lung and a
decrease in the airway lumen. [50] The MMP2 gene can also cleave the membrane form
and increase the soluble form of IL1R2. Knowing that IL1 has a greater binding specificity
for soluble IL1R2, this would facilitate the binding between them and result in a more
efficient inhibition of the Tyl pathway. This confirms the implication of metalloproteinases

in the turnover of the extracellular matrix and the involvement in lung diseases. [48, 50, 51]

BACE1 and BACE2 are both implicated in the alternative splicing of the
membrane-bound IL1R2 [33], but their role in the pathophysiology of asthma remains
unclear. Indeed, these proteases are more implicated in brain diseases such as Alzheimer’s
disease through the cleavage of amyloid precursor proteins. [52] Nevertheless, we can
hypothesize that the modulation of the soluble form of IL1R2 would affect the proportions
of membrane-bound or soluble form of the receptor and thereby promote the Ty2 or Tyl

immune pathway.

The transcription factor SPII/ is required for the development of secreting
interleukin 9 by T helper cells subset and dendritic cells. [53-55] A mouse model which

lacks SPII showed attenuated allergic pulmonary inflammation. [53] Moreover, SPI/ has a
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role in macrophage function in inflammation by its regulation of gene expression, [56] so

this is a possible path for further exploration. [2]

As the concentration of IL1IR2 modulates the activity of IL1, it is also important to
look at the biological functions of this pro inflammatory cytokines. First of all, IL1B is
implicated in the antigen production by its role on diffenciation of T and B cells and leads
to the expantion and differenciation of CD4 T cells in Th17 cells by the induction of
IL17.[57, 58] IL1 also acts on the cytotoxic activity of the natural killer cells in
collaboration with IL2 and IFNG and increases the expression of adhesion molecules. [59,
60] Treg diffrenciation into Th17 cells and priming of Th17 cells from Natural naive Treg
precursore are also induce by IL1 (with IL2 contribution). [61] Genetic variants in the
genes related to ILIR?2 activities may modulate the concentration of this receptor and at the
same time modulates the disponibilty of IL1B. Those implication in antigen presentation
and in differenciation of immune cells indicates that the modulation of IL1B by the decoy

receptor IL1R2 may influence the inflammatory response.

Our study shows that 14 SNPs located in seven genes belonging to the /LI/R2 gene
activities are associated with at least one asthma-related phenotype in at least one
population, which is an important finding. Except for /L/R1, which is in the 2q12.1 region
that contains the ILIR2, ILIRL2 and IL18RAP genes and that was already associated with
asthma, [9] this is the first time that significant association with an asthma-related
phenotype is reported for BACEI, SPII, ERAPI, and ILIRAP. Moreover, at least one SNP
in the BACE?2 (asthma), ILIRI (atopy), and ILIRAP (atopy), genes was associated in all
five different samples, before correction. Our study demonstrates the relevance of using
several populations to document the molecular biology of a trait as well as the genetic
variability in distinct populations. Indeed, the associations found were not necessarily for
the same allele of the same SNP or the same gene among these five independent studies,
but several genes involved in the ILIR2 gene activities were associated with asthma related
phenotypes in each study. Thus, our study underlines the relevance of a biological approach
to pinpoint the genes of interest, which not only increases our chances of identifying
relevant genes involved in a specific disease but also increases the understanding of the

molecular biology of the disease. Our study also points out that the mechanisms involved
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are likely to be complex. Indeed, the difficulty to have association for a same SNP or a
same allele across studies may be partly due to the limited sample size of each study. Also,
the complex interactions between genes and also with the environment may vary across
populations. Further studies taking into account potential interactions are needed to better
understand our findings. Further fine-mapping and sequencing approaches are also needed
to better characterize the molecular structure of the genes that were associated in this study
and to identify the causal variants. Our results provide a strong basis for functional studies,
such as studies of gene expression in bronchial biopsies, which will help to better

understand the role of these genes in asthma physiopathology.
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KEY MESSAGES

The genes involved in the ILIR?2 gene activities have a role in the pathophysiology
of asthma and atopy.

The biological analysis approach is a logical continuation of the candidate gene
approach to highlight genes involved in complex traits and this approach should be
advantageous in term of defining the molecular biology of traits using independent
studies.

Genetic variability between distinct populations within regulatory SNPs, and
interactions between non-coding SNPs and the environment can influence the

associated genes and SNPs and validate the biological approach.
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Table 1 Characteristics and distribution of the studied phenotypes in the samples
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SLSJ EGEA CAPPS SAGE BUSSELTON
Probands® Family Probands Family Children Parents Children Parents Case Control
members members
n=253 n=1031 n= 235 n= 554 n=266 =500 n=430 n=596 n=440 n=617
Male : Female ratio 1:1.1 1:1.2 1.6 0.98 1:0.86 1:1.02 1:0.78 1:1.17 1:1.25 1:1.72
Mean age, yr (range) 18 44 15 17 7 39 9 40 49 54
£S yr{rang (3-50) (2-93) (7-41) (1-43) (6-8) (25-50) (7-10) (26-69) (18-87) (17-88)
Smoking status, n (%)
Non smoker 211 473 46 156 NA 329 NA 365 668 3973 (50)
(85) “n (63) (58) (66) (62) (51
Ex-smoker 12 342 10 28 NA 110 NA 136 252 1584 (20)
(5) (34) 14) (an (22) (23) (19
Smoker 25 197 17 84 NA 59 NA 85 381 2468 (31)
(10) (19) (23) 3D 12) (14 (29
FEV, %pred. (SD)°  927(157) 946(203)  927(140)  98.7(13.0) (??'E) NA 89.1 (12.3) 182:)0 91.9(18)  99.8(19)
c 2.74 13.04
PCy, mg/ml (SD) 2.53(3.51) 10.10(4.97) 1.82 (2.63) 6.31 (6.76) G21) NA 3.54 (4.58) (3.92) NA NA
PDZO <=4mg, 311
n (SD)? NA NA 121 (95.3) 194 (51.9) NA NA NA NA 528 (85.5) (50)
c 100.0 54.9 25.0
Serum IgE, pg/l (SD) 254.2 (4.9) 112.4 (4.4) 371.5(3.2) (5.0) (4.4) NA (5.5) NA NA NA
Subphenotypes (%)
Asthma® 253 (100) 378 (37) 235 (100) 250 (42) 50 (20) 160 (48) 159 37) 189 (32) 440 (100) 0
Atopy® 200 (79) 509 (49) 207 (91) 289 (54) 109 (44) 346 (69) 201 (47) NA 308 (70) 360 (58)
Atopic asthma 200 (79) 257 (25) 207 (91) 131 (25) 38 (22) 127 (63) 106 (38) NA 308 (70) 0




? Probands are first affected family member recruited in the familial collection and family members refers to other family members
who joined the study.

® FEV, = Mean calculated for the forced expiratory volume in one second in percentage of the predicted value.

¢ PCy = Provocative concentration of methacholine that induces a 20% fall in FEV;.

d PD;y = Decrease of FEV; >= 20% for a <= 4 mg dose of methacholine.

¢ IgE = Immunoglobulin E serum concentration.

T Present asthma or past documented clinical history of asthma.

€ Defined as at least one positive response on skin prick testing (wheal diameter > 3 mm at 10 minutes).

*Calculated from the larger sample of 9317 individuals.
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Table 2 Involvement of the selected genes on ILIR2 activities
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Number of SNPs  Involvement in
G Refi
enes Chromosome analyzed ILIR2 activities clerence
Interleukin 1 alpha (IL14) 2ql3 5 Ligands (62, 63]
Interleukin 1 beta (IL1B) 2ql3 4
Interleukin 1 type 1 receptor 2ql2.1 33 Competitive [64]
({LIRD) receptor of
IL1R2
Interleukin 1 receptor 2ql3 4 Competitive [42]
antagonist (/LIRN) receptor of
IL1R1 and
IL1R2
Interleukin 1 receptor 3g28 40 Essential for the [65]
accessory protein (/LIRAP) binding of IL1 to
ILIR1
Interleukin 4 (IL4) 5q31.1 5 IL1 antagonist, [14]
upregulates
IL1R2
Interleukin 13 (JL13) 5q31.1 4 Upregulates [62]
IL1R2
Interferon gamma (JFNG) 12q15 6 Downregulates [66]
IL1R2
Endoplasmic reticulum 5ql15 18 Involved in [67]
aminopeptidase 1 (ERAPI) shedding of
IL1R2
Beta-site APP-cleaving 21g23.3 9 Upregulates [33]
enzyme 1 (BACEI) IL1R2, involved
in shedding of
Beta-site APP-cleaving 21g22.3 56 IL1R2
enzyme 2 (BACE?2)
Matrix metallopeptidase 2 16q12.2 13 Upregulates [68]
(MMP2) IL1R2
Spleen focus forming virus 11pl11.2 3 Transcription [69]
proviral integration factor

oncogene spil (SPII)
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Table 3 Significant associations with asthma

Gene SNP Allele SLS]  EGEA CAPPS SAGE BUSSELTON
Corr. Genomic MAF® Pvalue Pvalue Pvalue P value P value
Threshold®  Feature® Families® Families Families Families OR

/7 /7 /Z /Z

ILIRI 153732131 G 0.07 0.001 - 0.47 0.46
0.0025 Intron 008 59/18 73/32 28/-0.7 0.88
15949963 T 0.62 0.002 0.34 0.26 0.59
5°UTR 0.16 97/-05 142/-3.0 23/1.0 56/-1.1 1.07
rs10208708 G 0.55 0.002 0.34 0.26 0.59
5°UTR 0.16 95/-0.6 142/-3.0 23/1.0 56/-1.1 1.07
15871657 T 0.67 0.002 0.34 0.26 0.59
Intron 0.16 96/-04 142/-3.0 23/1.0 56/-1.1 1.07
ILIRAP 1510513854 T 0.45 0.43 - 0.0008 0.76
0.001 Intron 0.18 90/-1.6 121/-0.8 46 /3.4 1.0
BACEI 18522843 C 0.004 0.70 0.06 0.49 0.57
0.004 Intron 0.30 123/-2.9 183/044 33/-19 75/-0.7 0.94
rs473210 T 0.002 0.74 0.14 0.70 0.82
Intron 0.38 137/-3.1 185/-04 32/2.1 82/04 0.98
MMP2 151005913 T 0.44 0.93 0.15 0.75 0.001
0.0036 5°UTR 0.44 119/-0.8 199/-0.1 31/-1.4 63/-0.3 1.37

Definition of abbreviations: Corr. threshold = Corrected threshold, SNP = single nucleotide
polymorphism, MAF = minor allele frequency, SLSJ = Saguenay—Lac-Saint-Jean, EGEA =
The Epidemiological Study on the Genetics and Environment of Asthma, CAPPS = The
Canadian Asthma Primary Prevention Study, SAGE = The Study of Asthma Genes and the
Environment

- Not enough individuals contributed to the test
* Corrected threshold for independent TagSNPs and independent phenotypes for each gene

® According to UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/)
¢ Major/minor allele as observed in the Saguenay—Lac-St-Jean sample. All MAFs were

similar.
“Number of families which were included in the analyses
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Table 4 Significant associations with atopy

Gene SNP Allele  SLSJ EGEA  CAPPS SAGE BUSSELTON
Corr. Genomic MAF® Pvalue Pvalue Pvalue P value P value
Threshold®  feature” Families Families Families Families OR
/Z. /Z /7 4

ILIA rs2048874 T 0.31 NA 0.003 0.57 0.47
0.008 5’UTR  0.13 79/1.0 34/30 49/1.9 1.09
ILIRI  1s3732131 G 0.12 0.0009 0.83 0.24 0.59
0.002 Intron 0.08 46/16 81/34 22/02 35/-1.2 1.09
SPI1 13740689 G 0.005 0.68 0.10 0.04 NA
0.008 Intron 047 125/2.8 211/-04 62/-1.7 105/-2.0

Definition of abbreviations: Corr. threshold = Corrected threshold, SNP = single nucleotide
polymorphism, MAF = minor allele frequency, UTR= Untranslated region, NA = Analyses
were not performed. SLSJ = Saguenay-Lac-Saint-Jean, EGEA = The Epidemiological
Study on the Genetics and Environment of Asthma, CAPPS = The Canadian Asthma
Primary Prevention Study, SAGE = The Study of Asthma Genes and the Environment

* Corrected threshold for independent TagSNPs and independent phenotypes for each gene
® According to UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/)

 Major/minor allele as observed in the Saguenay—Lac-St-Jean sample. All MAFs were
similar.

‘Number of families which were included in the analyses
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Table 5 Significant asscciations with allergic asthma

Gene SNP Allele  SLSJ EGEA CAPPS SAGE BUSSELTON
Corr. Genomic MAF° Pvalue Pvalue Pvalue P value P value
Threshold®  feature® Families® Families Families Families OR
/Z /7. /Z /Z
ILIRI 151030021 C 0.44 0.49 ] 0.002 0.62
0.0025 3’UTR 0.27 107/-0.8 111/0.688 ' 1.06
ERAPI 1513154629 T 0.11 0.0007 0.56 0.09
0.002 Intron 022 77/-16 93/-34 i 40/0.6 0.83
rs13173167 T 0.11 0.0007 0.67 0.08
Intron 022 79/-1.6 93/-34 i 40/0.4 0.82
rs10050860 T 0.13 0.001 0.78 0.08
CodingD/N 022 82/-1.5 92/-3.3 i 41/0.3 0.82
BACEI rs522843 C 0.003 0.60 0.03 0.81 0.99
0.004 Intron 0.30 108/-29 122/-0.5 26/-2.1 55/0.2 0.99
rs473210 T 0.0003 0.65 0.05 0.43 0.97
Intron 041 116/-36 119/05 25/-2.0 59/0.8 0.99
MMP2 151005913 G 0.29 0.93 0.14 0.71 0.0004
0.003 5’UTR 044 102/-1.1 199/-0.1 24/-14 44/-04 1.4
SPI1 rs3740689 G 0.002 0.69 0.56 0.37 NA
0.008 Intron 0.47 120/3.1 153/-04 21/-0.6 48/-0.9

Definition of abbreviations: Corr. threshold = Corrected threshold, SNP = single nucleotide
polymorphism. MAF = minor allele frequency, UTR= Untranslated region, SLSJ =
Saguenay—Lac-Saint-Jean, EGEA = The Epidemiological Study on the Genetics and
Environment of Asthma, CAPPS = The Canadian Asthma Primary Prevention Study,
SAGE = The Study of Asthma Genes and the Environment

- Not enough families contributed to the test
? Corrected threshold for independent TagSNPs and independent phenotypes for each gene

® According to UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/)
¢ Major/minor allele as observed in the Saguenay—Lac-St-Jean sample. All MAFs were

similar.
“Number of families which were included in the analyses
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Table 6. Significant associations before correction with asthma

Gene SNPs SLSJ EGEA CAPPS SAGE BUSSELTON
ERAPI rs10515248 0.86 0.61 - 0.05 0.67
rs27434 0.23 1.00 0.85 0.01 0.39

rs30187 0.40 0.53 0.87 0.03 0.65

rs34753 0.16 0.30 0.86 0.03 0.75

1513160562 0.55 0.05 0.58 0.54 0.65

rs10050860 0.63 0.01 0.28 0.90 0.63

rs13154629 0.57 0.01 0.28 0.90 0.70

rs13173167 0.68 0.01 - 1.00 0.68

BACEI rs522843 0.004 0.66 0.06 0.49 0.57
rs473210 0.002 0.66 0.14 0.70 0.82

rs560564 0.02 0.97 0.34 0.18 0.63

BACE2 rs1046210 0.59 0.20 0.03 0.83 0.61
rs2837992 0.12 0.01 0.004 0.20 0.07

15914187 0.75 0.04 0.03 0.004 0.75

1s1541103 0.24 0.01 0.24 0.02 0.36

rs2009135 0.71 0.24 0.08 0.05 0.33

rs2837981 0.42 0.01 0.08 0.04 0.70

rs2837985 0.56 0.54 0.48 0.05 0.92

1s960230 0.10 0.05 0.30 0.91 0.06

rs9975388 0.11 0.01 0.09 0.34 0.09

rs4818225 0.37 0.05 0.13 0.26 0.12

rs17175402 0.01 0.51 0.71 0.34 0.15

152837998 0.29 0.06 0.13 0.49 0.02

154818226 0.44 0.12 0.24 0.63 0.01

rs1964927 0.35 0.92 0.07 0.70 0.01

152838006 0.26 0.09 0.07 0.63 0.01

IFNG 152193045 0.02 0.13 0.25 0.92 0.07
rs2069718 0.03 0.22 0.12 0.28 0.54

IL13 1s2243204 0.04 0.53 - 0.19 0.59
ILIRI rs1030021 0.81 0.89 0.40 0.03 0.88
rs3917335 0.88 0.07 - 0.03 0.90

rs11883987 0.11 0.02 0.25 1.00 0.65

rs10187031 0.40 0.01 0.55 0.15 NA

rs13001315 0.29 0.04 - 0.87 NA

rs13035227 0.29 0.03 - 1.00 0.56

rs2110727 0.50 0.02 0.55 0.15 0.57

rs6754776 0.23 0.03 - 0.87 0.52

rs10208708 0.55 0.002 0.34 0.26 0.59

rs10184523 0.40 0.01 0.55 0.15 NA

rs1558641 0.40 0.01 0.41 0.15 0.57

rs1558640 0.40 0.01 0.55 0.15 0.57

rs35318065 0.42 0.02 0.55 0.15 NA

rs949963 0.62 0.002 0.34 0.26 0.59

rs3732131 0.07 0.001 - 0.47 0.46

rs3917254 0.02 0.14 - 0.60 0.77

ILIRaP rs10937439 0.16 0.98 0.01 0.92 0.16

rs6444435 0.94 0.23 0.02 0.41 NA
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159877268 0.27 0.55 0.05 0.92 0.18
rs10513854 0.45 0.43 - 0.001 0.71
rs2193874 0.18 0.17 0.50 0.03 0.87
rs2193875 0.70 0.20 0.72 0.03 0.93
152241343 0.67 0.59 - 0.02 0.17
rs3773953 0.46 0.30 - 0.02 0.87
rs4686554 0.40 0.47 0.72 0.04 0.44
rs4687163 0.87 0.40 0.86 0.04 0.59
rs6781037 0.71 0.17 0.73 0.04 0.99
187626795 0.11 0.24 - 0.003 0.27
rs4320092 0.57 0.03 0.72 0.72 0.31
rs3773958 0.02 0.63 - 1.00 0.46
L4 1s2243248 0.81 NA - 0.03 0.96
ILIB 1512621220 0.98 NA 0.02 0.67 0.60
SPI1 rs3740689 0.02 0.46 0.16 0.92 NA
rs3729989 0.30 0.04 - 0.54 0.23
MMP2 151005913 0.44 0.93 0.15 0.75 0.001

SLSJ = Saguenay—Lac-Saint-Jean, EGEA = The Epidemiological Study on the Genetics
and Environment of Asthma, CAPPS = The Canadian Asthma Primary Prevention Study,
SAGE = The Study of Asthma Genes and the Environment

-: Not enough families to complete the analyses

NA: SNP not available in this population



52

Table 7. Significant associations before correction with atopy

Gene SNPs SL.SJ EGEA CAPPS SAGE BUSSELTON
ERAPI rs13173167 0.03 0.02 0.03 0.92 0.38
rs10050860 0.05 0.02 0.06 1.00 0.37

rs13154629 0.04 0.02 0.06 0.84 0.29

1s26618 0.09 0.01 0.10 0.64 0.60

1s34753 0.02 0.63 0.63 0.59 0.19

1s25866 0.44 0.86 0.12 0.21 0.02

rs13160562 0.21 0.04 0.40 0.86 0.26

BACEI 1s522843 0.04 0.63 0.51 0.67 0.23
rs560564 0.22 0.64 0.60 0.81 0.01

rs473210 0.01 0.80 0.92 0.80 0.14

BACE2 152016240 0.83 0.84 0.03 0.17 0.08
rs2837992 0.34 0.31 0.01 0.28 0.34

rs2837998 0.75 0.35 0.05 0.57 0.31

rs3787944 0.35 0.27 0.04 0.13 0.38

rs6517653 1.00 0.65 0.04 0.25 0.07

rs7510366 0.80 0.92 0.05 0.68 0.79

13914183 0.67 0.56 0.40 0.02 0.34

rs7278659 0.65 0.78 - 0.30 0.05

rs8133778 0.90 0.72 0.46 0.24 0.01

rs2838002 0.85 0.72 0.46 0.24 0.01

rs2006737 0.65 0.69 0.58 0.73 0.04

rs2838000 0.83 0.26 0.37 0.21 0.02

rs17175402 0.04 0.07 - 0.37 0.15

ILI1A rs2048874 0.37 NA 0.003 0.06 0.47
ILIRI rs2287047 0.19 0.93 0.04 0.02 0.11
1s2160227 0.95 0.22 0.25 0.02 0.71

rs2287049 0.14 0.51 0.11 0.03 0.11

rs3917225 0.23 0.35 0.25 0.01 0.05

rs3917318 1.00 0.14 0.20 0.02 0.71

rs4851547 0.50 0.25 0.29 0.00 NA

rs10208708 0.68 0.04 0.35 0.17 0.21

rs949963 0.69 0.04 0.35 0.17 0.21

rs871657 0.75 0.04 0.50 0.17 0.21

rs3917289 0.45 0.02 - 0.13 0.21

rs3171845 0.41 0.02 - 0.22 0.21

rs3732131 0.12 0.001 0.83 0.24 0.59

rs3917329 0.46 0.05 - 0.15 0.15

rs11123911 0.01 0.27 0.85 0.19 NA

rs13001315 0.03 0.16 0.37 0.22 NA

rs13035227 0.03 0.13 0.30 0.11 0.70

1s6754776 0.02 0.13 0.24 0.12 0.44

ILIRAP 1s766442 0.92 0.02 0.34 0.85 0.17
rs9290935 0.54 0.05 0.03 0.59 0.48

rs1024940 0.31 0.12 0.90 0.02 0.96

rs1559018 0.22 0.15 0.90 0.03 0.98

rs3773990 0.29 0.50 - 0.02 0.30

rs4320092 0.40 0.02 0.90 0.63 0.50
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rs6444444 0.01 0.98 0.67 0.65 0.97
rs2885373 0.01 0.98 0.67 0.82 0.97
rs12053868 0.02 0.88 0.74 0.13 0.65
rs4687150 0.21 0.91 0.40 0.45 0.03
ILIB rs10169916 0.43 NA 0.02 0.67 0.94
rs4849127 0.29 NA 0.05 0.32 0.74
INFG rs2069727 0.04 0.53 0.40 0.87 0.17
152069718 0.04 0.42 0.07 0.62 0.68
MMP2 1517301608 0.02 0.51 0.56 0.40 0.31
rs9302671 0.03 0.57 0.65 0.36 0.30
rs8054459 0.04 0.71 0.69 0.57 0.81
rs1005913 0.54 0.50 0.04 0.79 0.01
SPI1 rs3740689 0.005 0.68 0.10 0.04 0.03

SLSJ = Saguenay—Lac-Saint-Jean, EGEA = The Epidemiological Study on the Genetics

and Environment of Asthma, CAPPS = The Canadian Asthma Primary Prevention Study,
SAGE = The Study of Asthma Genes and the Environment
-: Not enough families to complete the analyses

NA: SNP not available in this population
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Table 8. Significant associations before correction with allergic asthma

Gene SNPs SLSJ EGEA CAPPS SAGE BUSSELTON
ERAPI 1s27434 0.20 0.58 0.53 0.04 0.98
rs30187 0.42 0.98 0.85 0.02 0.61

rs13160562 0.87 0.02 - 0.91 0.14

rs10050860 0.13 0.001 - 0.78 0.08

1513154629 0.11 0.001 - 0.56 0.10

1527042 0.88 0.27 0.14 0.39 0.03

rs13173167 0.11 0.001 - 0.67 0.08

1528096 0.72 0.03 0.86 0.82 0.14

BACEI rs473210 0.0003 0.65 0.05 0.43 0.97
rs522843 0.003 0.60 0.03 0.81 0.99

rs560564 0.03 0.42 - 0.17 0.54

rs687740 0.04 0.88 0.08 0.38 0.42

BACE? 152016240 0.51 0.93 - 0.03 0.75
rs6517653 0.57 0.87 - 0.05 0.64

rs1541103 0.90 0.03 0.63 0.03 0.02

rs914187 0.20 0.22 0.14 0.02 0.25

rs2837981 0.09 0.04 - 0.14 0.11

15960230 0.07 0.02 - 0.41 0.04

139975388 0.03 0.04 0.35 0.09 0.01

1517175402 0.01 0.24 - 0.51 0.10

rs746064 0.03 0.46 - 0.90 0.05

rs9983496 0.03 0.27 0.32 0.54 0.38

1s2837992 0.04 0.13 0.06 0.12 0.17

rs4818225 0.18 0.14 0.37 0.07 0.01

rs2837998 0.12 0.13 0.35 0.29 0.03

rs2838000 0.59 0.08 - 0.33 0.01

151964927 0.23 0.28 0.21 0.29 0.03

rs2838006 0.22 0.28 0.21 0.25 0.03

rs4818226 0.31 0.25 0.47 0.16 0.02

152837970 0.08 0.64 - 0.90 0.02

IL13 1320541 0.24 0.05 - 0.50 0.49
rs2243204 0.02 0.64 - 0.56 0.51

IL14 rs2048874 0.51 NA - 0.02 0.51
ILIRI rs10184523 0.60 0.04 - 0.02 NA
rs10187031 0.60 0.05 - 0.02 NA

rs10208708 0.81 0.05 - 0.02 0.72

rs1030021 0.44 0.49 - 0.002 0.61

rs1558640 0.60 0.05 - 0.02 0.78

rs1558641 0.60 0.04 - 0.02 0.78

rs2110727 0.73 0.06 - 0.02 0.78

1s2160227 0.50 0.59 - 0.01 0.63

152287047 0.32 0.78 0.85 0.02 0.84

rs2287048 0.60 0.04 - 0.02 0.73

rs2287049 0.26 0.70 0.47 0.02 0.95

rs35318065 0.58 0.06 - 0.02 NA

rs3917304 0.44 0.49 - 0.01 0.63

rs3917318 0.44 0.49 - 0.01 0.59
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rs871657 0.81 0.05 - 0.02 0.72
rs949963 0.81 0.05 - 0.02 0.72
rs2287048 0.60 0.04 - 0.02 0.73
rs3732131 0.06 0.005 - - 0.80
1s3917329 0.41 0.04 - 0.18 0.87
ILIRAP rs1024940 0.59 0.11 - 0.02 0.74
rs10513854 0.14 0.78 - 0.01 0.71
rs2193874 0.11 0.82 0.58 0.01 0.87
rs2193875 0.62 0.83 - 0.02 0.93
rs2241343 0.89 0.79 - 0.003 0.17
rs3773986 0.31 0.68 - 0.02 0.60
rs4687161 0.12 0.94 - 0.04 0.53
rs4687163 0.55 0.85 - 0.04 0.59
rs6781037 0.59 0.83 - 0.02 0.99
187626795 0.13 0.43 - 0.01 0.27
rs9290935 0.19 0.04 - 0.32 0.27
rs4320092 0.35 0.04 1.00 0.41 0.31
rs11714779 NA 0.85 - - 0.05
rs3773958 0.01 0.55 - 0.56 0.46
156444444 0.01 0.50 - 0.87 0.51
152885373 0.01 0.50 - 0.87 0.51
INFG 152069718 0.05 0.85 0.37 0.20 0.27
MMP2 1517301608 0.01 0.05 0.56 0.25 0.22
151005913 0.29 0.61 0.14 0.71 0.000
1516955194 0.61 0.88 - - 0.04
159302671 0.01 0.07 0.58 0.24 0.13
SPII rs3740689 0.002 0.69 0.56 0.37 NA

SLSJ = Saguenay—Lac-Saint-Jean, EGEA = The Epidemiological Study on the Genetics

and Environment of Asthma, CAPPS = The Canadian Asthma Primary Prevention Study,
SAGE = The Study of Asthma Genes and the Environment
-: Not enough families contributed to the test

NA: SNP not available in this population
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Bronchial wall Bronchial airway

ILIRACP
[ IL1R1

IL1IR2

Figure 6 Schema of the proteins involved in the TLL1R2 gene activities analyzed in this study

This figure represents the potential actions and interactions of genes involved in the /LI/R2
gene activities, in a bronchus of an asthmatic subject. The actions of each gene are
represented by arrows. The upper panel shows possible involvement of IL1 and its receptor
(IL1R1) in the Tyl immune response and the bottom panel shows the actions of ILIR2 in
the Ty2 immune response
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Les résultats de cette étude ont permis d’obtenir des associations entre des genes
faisant partie de la voie biologique d’ILIR2 et I’asthme, I’atopie et/ou I’asthme allergique.
En effet, il existe une association significative entre les SNP situés dans les génes ILIR],
ILIRAP et BACE] et ’asthme, IL14, ILIRI et SPII et I’atopie, ainsi que ERAPI, BACEI,
MMP?2 et SPII et 1’asthme allergique (voir tables 3 a 5).

Les ¢léments qui seront discutés dans cette section visent & compléter les éléments
discutés dans la section discussion de I’article présentés au chapitre 3 dans un contexte plus
large. Ainsi, les principales raisons de I’absence de réplication stricte seront plus détaillées

dans cette section.

4.1 Absence de réplication stricte

La principale limite de cette étude est que les génes associés aux phénotypes reliés a
I’asthme n’ont pas été associés dans tous les échantillons. Toutefois, plusieurs rapportent la
difficulté d’obtenir une réplication stricte (méme alléle du méme geéne pour un méme
phénotype). [78] Plusieurs paramétres peuvent expliquer la difficulté d’obtenir une

réplication dans 1’étude des traits complexes.

4.1.1 Origine de échantillon

Tout d’abord, les échantillons utilisés dans la présente étude étaient composés de
familles provenant de différentes régions (Saguenay—Lac-St-Jean, Manitoba, Alberta,
France, et Australie). La variabilité génétique (interaction G X G), la structure des
populations ainsi que I’environnement (interactions G X E) sont différents d’une région a
I’autre, et pourraient expliquer, du moins en partie, 1’absence de réplication stricte des
associations entre les différentes populations étudiées. [73, 133] Il est important de
mentionner que la population du SLSJ a une structure bien particulicre, dite a effet
fondateur. Ainsi, elle est caractérisée par une faible variabilité génétique et une
conservation de larges haplotypes. [134] Ce type de population est favorable lors d’étude

de traits complexes puisque celui-ci améliore les chances d’identifier un polymorphisme
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d’intérét. [135] De plus, cette homogénéité apporte également une économie au niveau de
colits de génotypage. En effet, puisque les haplotypes contiennent plus d’alleles et
s’étendent sur de plus grandes régions chromosomiques, le nombre de polymorphismes
devant étre choisis pour bien représenter les différentes régions du génome (TagSNP) est

minimal.

4.1.2 Type d’échantillon

Le type d’échantillon est également différent, soit des collections familiales ou
encore des cohortes cas-témoins. Ceci implique des différences dans la composition des
études et il est possible de constater, entre autres, que les cohortes cas-témoins sont
beaucoup plus sensibles a la stratification de la population que les échantillons
familiaux. [67] 1l faut également mentionner que le recrutement des échantillons familiaux
n’a pas ét¢ fait de la méme fagon. En effet, les échantillons du SLSJ et EGEA ont été
construits sur la base du recrutement d’un proband alors que les échantillons CAPPS et
SAGE sont des cohortes ou le recrutement a été fait chez les femmes enceintes ot le risque
d’avoir un enfant asthmatique était élevé (ayant un asthmatique apparenté ou encore deux
individus apparentés souffrant d’une autre maladie de type allergique reliée aux IgE). Ainsi,
méme si les échantillons du SLSJ, EGEA, CAPPS et SAGE sont tous de type familial, leur
composition n’est pas la méme et il est possible de constater que la prévalence d’asthme est
beaucoup plus faible dans les échantillons CAPPS et SAGE comparativement aux études
SLSJ et EGEA, rendant ces études moins puissantes pour 1’identification de « genes
d’asthme ». Donc, le type de 1’étude ainsi que la méthode de recrutement influencent les

résultats des associations génétiques et rendent la réplication stricte plus difficile.

4.1.3 Phénotype

Outre P’aspect génétique des échantillons utilisés, il y a également 1’aspect
phénotypique qui est a considérer. Les caractéristiques démographiques des échantillons,
tels que I’dge des individus, le sexe de méme que leur condition respiratoire n’est pas
similaire d’une population a une autre. Par exemple, les membres de la famille composant
la population EGEA souffrent d’asthme plus sévére que ceux de la population du SLSJ.
Ainsi, un géne associ¢ dans I’échantillon du SL.SJ, mais pas dans celui de EGEA, tel que

BACE]I, pourrait ne pas étre associé a 1’asthme de fagon générale, mais plut6t a 1’asthme
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léger qui est plus associé aux sensibilisations allergéniques. De plus, la proportion de
personnes atteintes d’asthme allergique parmi les membres de la famille des échantillons du
SLSJ et EGEA est plus élevée, ce qui pourrait également avoir une influence sur les
associations. Le nombre de familles incluses dans les analyses pour chacun des échantillons
est différent et influence donc la puissance statistique du test. En effet, si un plus petit
nombre d’individus était inclus pour une association, il serait plus difficile de détecter une

association significative pour un SNP a effet moindre.

En plus de la sévérité de ’asthme, 1’4ge pourrait également expliquer en partie les
résultats différents d’un échantillon a I’autre. Les phénotypes d’asthme sont reconnus pour
étre différents entre les enfants et les adultes (« childhood versus adulthood asthma /child-
onset asthma versus adult-onset asthma ») et de maniére encore plus évidente entre les
enfants eux-mémes. [136] De plus, ’étude de van Wonderen, qui a répertorié plus de 60
définitions d’asthme chez les enfants dans les articles parus entre 1998 et 2008, démontre
bien cette affirmation. [137] De fagon générale, le systéme immunitaire est également
différent selon I’age de I’individu. Par exemple, I’intensité des lymphocytes T lors des
réactions de synapses diminue ce qui rend la réponse immune moins intense. Les
lymphocytes B sont également touchés puisqu’ils produisent moins d’anticorps chez les
adultes. [138, 139] Cette diminution dans I’activité des lymphocytes améne une diminution
de la production d’interleukines, par exemple I’'IL1 et I’IL2. [140] On pourrait donc croire
que la production d’IL1R2 est également compromise, soit directement, ou encore via la
baisse de production de I’IL1. Ces différences dans la production d’IL1R2 chez les
individus selon leur 4ge pourraient expliquer que les associations n’étaient pas répliquées.
Par exemple, le géne ILIRAP, associé a I’asthme seulement dans 1’échantillon SAGE,
pourrait étre en réalité associé a un asthme chez les enfants (childhood asthma) et non pas a
I’asthme en général. En effet, une étude publiée récemment par Moffatt ef al. a démontré

que les associations génétiques les plus fortes sont celles reliées a un asthme infantile. [141]
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4.1.4 Statistiques

La majorité des associations obtenues lors de cette étude n’ont pas résisté a la
correction pour analyses multiples de type Bonferonni. En effet, 116 associations ayant une
valeur p inférieure a 0,05 avaient été identifiées (116 / (198 X 5 X 2)=5,9%), alors qu'apres
correction, seulement 14 polymorphismes étaient toujours associés significativement
(14/198 X 5 X 2=0,7%). Le type d’échantillon utilisé, soit majoritairement des études
familiales, peut expliquer pourquoi peu d’associations ¢taient significatives apres
I’application de la correction. Dans ’article de Haldar et al., il a été démontré que ce type
d’échantillon est sensible aux faux négatifs, ce qui peut indiquer que les valeurs p obtenues
sont plus élevées qu’elles ne devraient I’étre. [67] Ainsi, certaines associations n’ont peut-
étre pas pu résister a la correction en raison de leur valeur p plus élevée. Toutefois, comme
le pourcentage de faux négatifs avant correction se situe a 5%, il est possible de croire que
0,9% des résultats étaient de vrais positifs. Ainsi, le nombre d’associations qui résiste a la

correction de 0,7% semble comparable.

Les échantillons utilisés ont une puissance assez élevée pour ce genre d’étude
puisque celle-ci a déja été calculée par M. Lemire, mathématicien du Centre d'innovation
Génome Québec et Université McGill, a 1’aide d’un modéle de simulation en utilisant une
prévalence d’asthme de 15 % et une fréquence allélique de 2,5 %. [142] Ces parametres
sont séveres, puisque la prévalence d'asthme observée dans les échantillons étudiés est
d'environ 60 % et la fréquence allélique, selon les variants génétiques, est généralement au-
dessus de 10 %. [143] 1l s’est avéré que 1’échantillon devait comprendre 200 individus pour
étre assez puissant et obtenir des associations significatives. De plus, ces simulations
avaient ¢été faites en 2000 alors que la collection familiale du SLSJ comprenait 600
individus alors que les échantillons utilisés dans cette étude comprennent tous plus de 700
sujets. Aussi, la puissance de ’association entre un SNP et une maladie est plus élevée
lorsque le nombre de famille utilisée pour le test est supérieur a 35 et que la fréquence de
I’allele associ€ se situe entre 5 et 50 %. Pour la presque totalité des associations, le nombre
de trios qui ont participé a I’analyse est largement suffisant. Il y a seulement quelques

exceptions, au niveau des cohortes CAPPS et SAGE, pour lesquelles les résultats ont été
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mis de c6té en raison d’un nombre trop faible de familles contribuant aux tests (inférieur a

20).

4.2 Interprétation générale

Cette étude démontre que I’approche par voie biologique peut étre une méthode
complémentaire & la méthode par geénes candidats. En effet, si aucune association
significative n’est obtenue pour un gene X dans le cadre d’une approche par génes
candidats, celui-ci ainsi que ses partenaires d’interaction seront sans doute mis de c6té. Or,
avec une approche par voie biologique, les génes présents dans la voie du géne X seront
peut-&tre associés et ainsi I’ensemble de ces geénes sera pris en considération dans de futures
expérimentations. En plus des explications fournies précédemment, le fait que 1’asthme soit
une maladie ayant une multitude de génes a moindre effet influencant son développement
(polygénique), combiné au fait que les échantillons sont de natures différentes, sont des
arguments qui appuient le fait que les génes ne soient pas associés dans tous les
échantillons. De plus, cette étude démontre qu’il serait possible de définir de fagon plus
précise et sur une base génétique, les différents phénotypes d’asthme. Par exemple, certains
geénes associés seulement dans un échantillon d’asthmatiques plus léger pourraient devenir
des critéres pour définir un asthme plus léger. Ceci souligne également I’importance de
mener les analyses dans différentes populations, les plus comparables possible, afin d’étre
certain d’avoir la bonne information du polymorphisme concernant 1’effet ainsi que le sens
de cet effet. Une vue d’ensemble du trait est avantageuse en plus de cibler des populations
ou le trait complexe est représenté par le phénotype le plus uniforme possible dans le

spectre possible de représentation phénotypique (phénotypage fin).

4.3 Perspectives

Cette étude a permis de déterminer que les génes reliés aux activités d’/LIR2 étaient
impliqués dans 1’asthme. Afin de mieux comprendre de quelle maniére ce géne intervient
dans le développement de I’asthme, des études de génétique fonctionnelle sont nécessaires.
Pour ce faire, le séquencage du geéne ainsi que des études fonctionnelles mesurant le taux de
production de la protéine IL1R2 (en conditions basales et suite a une stimulation avec les

interleukines 1B, 4 et 13) chez des asthmatiques et chez des témoins sont en cours. De plus,
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comme ’environnement & un impact important au niveau de cette maladie, 1’étude de la
méthylation de I’ADN du géne ILIR2 serait intéressante. Ces nouvelles informations
permettront d’avoir une meilleure caractérisation du géne [LIR2 et ainsi de mieux

comprendre son rdle dans 1’asthme.

De plus, il serait pertinent de s’intéresser aux geénes les plus prometteurs suite aux
études d’associations, par exemple BACEI et ILIRI. Le séquencage de ces génes pourrait
permettre d’identifier d’autres mutations qui pourraient étre associées a 1’asthme. De plus,
des études fonctionnelles aideraient a caractériser 1’effet de ces mutations sur ’activité
protéique et permettraient de comprendre par quels mécanismes les protéines codées par
ces genes interagissent avec IL1R2. Ainsi, ’asthme serait mieux caractérisé et une nouvelle

médication plus adaptée a chaque individu pourrait étre développée.
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