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file:///D:/These/these-draft-version/Draft_thèse-24092017-VFinale-Malpertuis.docx%23_Toc494227683

ADN
ARN
CPA
CpG

DMR
EGEA

EVADA
EWAS
FDR
GWAS
IgE

IL

IFN

ITS
LPCAT2
MCC-Seq
OMS
SNP

Th

TNF .
VEMS

ABREVIATIONS

Acide DésoxyribdNucléique
Acide RboNucléique
Cellule 3UpVHQWDtgebd FH GY$
Di-QXFOpPRWLGH IRUPp G 1 X@An&3aparee pgpH HW G
phosphat¢ &S *1
Differentially MethylatedRegions
Etudeépidémiol@ique des facteurs Génétiques et Environnementaux
GH O1$VWKPH OYK\SHUUpDFWLYLWp EURQFKL
(WXGH GH Ofp¥ROGXWHRGH] WIFAODQYWKPH GH OYDG
EpigenomeéNide AssociatiorStudy
False DscoveryRate
Genome Wide AsociatiorStudy
Immunoglobuline E
Interleukine
Interféron
Immunothérapie spécifique
Lysophosphatidylcholine éétyltransférase
Methyl-C Capture 8quencing
Organisation Mondiale de Banté
SingleNucleotidePolymorphism
Lymphocyte T helper
TumorNecrosisFactor .
Volume ExpiratoireMaximal Seconde



1.Introduction

1.1./ 9 D O O:Hi&figitiath , données émlémiologiqueset mécanismes

La réaction allergiquse cfinitcomme « XQH UpDFWLRQ DQRUPDOH H[FHVYV
a une sbstancenommée allergeneauquel il est particulierement sensibte(1). Ces

allergénes peuvent étre répartis en trois cladesspneumallergénes, les trophallergenes et

les allergénes de contgdt). Dans les pays domé prévalenceles maladies allergiques est
importante comme le Royaumeni, M XV T X 1| GH OD aB BegsbilidedalnR Q VHU
allergénes communs F faddif&V présente une production anormalement élevée en
immunoglobulines E (IgE) spécifiquement dirigémmtre un ou plusieurs allergenes de

pollers, Gaffariens ou encore §himaux(2). Les IgE sontdes anticorpgomposés de 2

chdnes lourdes et de 2 dimes Iégeres. lisomport@t4 domaines constants spécifiguaix

IgE et des dmaines varialsresponsables da spécificité antigéniqgu@nnexel). LesIgE

sont le principal médiateur desdadies allergiques qui peuvesg manifester par différents
symptémes dermatite atopique, eczéma, rhinite, asth allergie alimentaire, urticaire ou

encore conjonctivite./ Y{DOOHUJLH UHSUpVHQWH VHORQ Of2UJDQL"
(OMS), la 4™ maladie au rang mondial. En FrandeQ HV W HiVikdikiBuypsurF Xufire

dans la populatiogénérale serait allgigue(3, 4).
Le mécanisme krgique survient en deux temps

- Apres le prerier contactD YHF O { R QD@L Hhitebgqr@ uxHyvhphocytes
T par une cellule présentatridd § D Q W(CBA)Tdlainduit la différentiation des

lymphocytes T enlymphocytes T helperl (Thl)ou encoreenlymphocytes T helper
2 (Th2) qui synthétise notammentes interleukines (ILY, 5 et 13Un déséquilibre
dans la balance Th1/Th2 en faveur des Th2 siengiiqué dams la pathogénesies
maladies allergiqueg¢5). Les Th RQW OD FDSDFLWp inkeHeroth® WK p W L
(IFN) UpJXODQW QpJDWLY HP HE). \QuaDyhphoBDyiwd TRERtG HV 7 k
T reg ils inhibent les sougroupes ThIHW 7K HQ V\QWHBeMELVDQW (
transforminggrowth factor . /D SURGXFWLRQH®BN M OTLQWHEDFWLRC
lymphocytes B et Tconduisent a la diffrentiation des lymphocytes B.e€
lymphocytes B différenciés produisent alors ldgsqui peuvent se fixeddeuxtypes

de récepteursle FceR1 de haute affinié (exprimé par les mastocytgmlynucléaires
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basoplies etlesCPA) etle FceRl1l debasse affinité (présenté das polynucléaires

éosinophiles, macrophages, cellules dendritiques et les plaj(é}tes

- LorsdusecondBQWDFW O D O OpadsjgEHe}d préates A R BugfageX
membranaireles cellules teles que les mastocyte$.SUQqV |IL[D Wddgeriig, 8H OTDO
récepteur va se diriser, acivant la cellule et libéant des médiateurs de
OTLQIODPPDW LdeQcyDkir@ypl). (AnKeAe 2). Par exemple, ldumor
necrosisfactor . (TNF) O-13/4 et 5 vont activer les éosinophittsnduire leur

recrutement

/THQV H P E nlcaaismgvidniétre responsables denteanifestation de symines qui
prerdrontdifférentes formesGRQW OYJYRV WHKP®PBD OTREMHW GH FH WUDYDI

1.2./ 9 D V W: Kikition , hétérogénéité phénotypiquest traitements

/I TDVWKPH HVXde&antéc®denS DdJsymptomes tels que sifflenespiratoires,

oppression thoracique, rimes, qui varient dans le temps et en intensité avec un deébit
expiratoire limité» (7). &&stune maladienflammatoirechronique dewoies aériennes
caractéisée par des symptdomespécifique de bréve durée, spontanémeagtersibles ou

VRXV OGHAHW UBLWMRERBEMGWWLPH TXHKde peRanDe3duRrént
GIDVWKPH GDQV OH PRQGH (Q )U8&®Wk pbur@ebeFanisétpesdi QFH
de 7 % pour les adultes. 1 DV Wé&skRHIe maladie graveresponsable dé3 000
hospitalisatios entre 2005 et 200&n Franc€9).

/9D VW K P élmidldis\héxéepgene englobaplusieurs phénotypes dont cergicomme

par exempleO 1DV W K P H verAu®®! 1D WK Eeéfgiqueont été identifié depuis

longtemps /TDVWKPH DROWUIUHQWXADMRULWDL U i 8sHQuern® X UD QW
associé aes atécédents personnels ou familiadexmaladies allergiqu€g). Entreun tias
etlamoitiedescass 1DVW KP H <etdicOHsE0COs @ d/ddndibation allergiqueselon
OTpWXGH P XBuvnwhebaid QoWrlbify XRdspiratory Health Stl§). La présence

GITXQH VHQVLEL Opevtigire ider@fidpar Ontekt uwtdn®idparunemesure des

WDX[ GY,J( V(&vyeEun sctikddogitivitefixé supérieure 20,35 kY/LH WDgH G
totalesestquantalui XQ PDXYDLV WHVW GH GpS Lavjatdasitnaddde® 1D O OH
(11).

11



LD SUHPLQUH PHVXUH GDQV O DHS/WL \DH fHYQ. FF\K D RIGEdGSI N O PIDV
leurs expositions repsentent un facteur de non contr§® 12). La prise en charge
WKpUDSHXWLTXH G KuQufi Datswhism de ¢lise\\enEc8s\dp Bympthrat sur

XQ WUDLWHPHQW GH IRQG DILQ GH OLPLWHU OD VXUYHQ
FULVH RX GY{H[DFH U Eud WaditénhigntDpery KFPQ@ IWrkinidtijue GTDFW LR Q
rapide sera uitsé en premiere intentiohe traiement de fond defl D V W K P Bulla-p8de V H
quotidienne dealucacorticoides par voie inhaletB VVRFLpV R X QmeQicgméntsD X W U H \
(ex : agons W H ¥mimétiquesGH ORQJXH G XahagonGtgDdevdrdEdReQrs aux
leucotriene®u la théophylline) en fonctiodu niveau de contrélée la maladi€Annexe3).

/[H FRQWU{OH GH OY{DVWKPH HVW pYDOXp VHORQIaGOD SUpV
fréquence duecours au traitementedsecoursdes exacerbations, la limitation dares

acivités et levolume expiratoire mamal second€dVEMS) (Annexed). (Q FDV GIDVWKP/|
non contr6lé réfractaire aux autres traitements) HVW SRVVLEOH GYDYRLU
corticothérapie par voie orale ou ene a ue thérapie ciblée. Deux thérapies ciblées ont
actuellement une autorisation de mise sur le marché en FranCef RPDOL]XPDE HQ
Gf{DVWKPH DOOHUJLTXH HW OH PpSROL]XPDE(13.Q FDV ¢
/I TRPDOL]XPDE HVW XQ DQWLFRUSMbleP R BE OiRuUDtEs K X P D (
permetant de réduire la fréquence des exacerbations ainsi que les symptdémes chez les
asthmatiques allergiqués4).

'DQV O9YDVW K PHODKWOM S RVNKEHE P P X@R&8pEaiDadTs) /9,76

pa voie souscutanée visr YLV G D O OHUJqg Q@elV regrgsemdr \Whie Ra@ gie/
thérapeutiqueH I ILFDFH VXU OHV V\Pe M/ ddhsdMma@tidn Odrbédivéikdnts
Cependantges réactionfocales(ex : éruption cuta@e et systémiquesgex : urticaire choc
anaphylactiquke potentiellementgraves peuvent surven{i5). Une alternativevisant a

utiliserla voie sublingualgpermettrait de réduire fséquencaleseffets indésirables grase

WRXW HQ UHVWDQW HIILFDFH V¥®&®. OTDPpOLRUDWLRQ GHYV

1.3 Asthme et maladies allergiqus: étiologie

L'asthmeet les maladies allergiqueésultent d'interactions complexes entre des facteurs
enviromementauxcomportementaux et génétiqueais leus identificatiors et leus réles
respecti$ restentmal compris(1, 17) /fH[SRVLWLRQ j GHV IDFWHXUV HC

différents ages de la vie, est implég dans le développement et les manifestions de
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O 71 n¥.\WDKEs facteurs délétéresx(: le tabagisme actif ou passif, les expositions
profesgonnelles o uOHY DOOHUJgQHYV GH O YH qe¥ tatidu@ Qrétdetd@swW LQW
(ex: OTHQY LUR Q Qridy 6hQeW ideile€ld). Ues nombreuses études de liaison et
GYDVVRFLDWLRQ JpQpWLTXH VXU O9DYVWE&ddiHpreensios HU P LV
de cette maladi®e naiveaudoci DVV RFLpV pnO&feMisWIrikérittence paslétudes
Ga$saiation pangénomique (GWASAInsi, une trentaine de génes seraient candjtats

O 1D VaurK @84 (593183),HLA-D, 7 1) (6p21),FceRIR(11q13) ou encorPHF-11

(13914. De méme, certagvarians (singlenucleotidepolymorphisn{SNP)), comme celui

identifié sur le geneG HL@ (ILAC £89T), seraent associe ] XQ WDX[ pOHYp GY,J( F
asthmatique$19). Ces variants génétiques conferent une faible augmentation du risque et
QIH[SOLTXHQW TXTXQH SDUW GH OD FRPSRVDQWH IDPLOL
large étudgpangénomique réalisée a ce j020). « / TKpULWDELOD\E@tI2 Q@ TXD QW'
de la contribution des facteursngéiques pour un phénotype dorihéritabilitd, TXL QTHV W
pasretrouvé) pourrait en partie résider dans les facteurs environnementaux partagés au sein

des famillesavec @s interactiongénegéne egéneenvironnement

Les mécanismes épigénétigugesi FRQWU{OHQW OfH[SUHVVLRQ GHV JqC
associés a des expositions environnementgbesivent étre également une source

G KpULWD EL O(RMN gefrdé@niskBsQa Hont connus pgower un réle dans la
différenciation et la régulationles cellules T, sonparticulierementpertinents dans la
pathogél H GH OYDVWKP kR2t#9). GH OYDOOHUJLH

1.4 Epigénétique et allergies

/1pSLJIpQ p \WEfiAl Xarmnietdwé modification dH O 1 D F dgeivels Wop caudéar
XQH DOWpPUDWLRQ GHacld  =HHHHHHHHH v

désoxyibonucléique ADN) (25). , —

e novo nmit3a
/ﬂ p SLJ p Q p WLTXH L Q V\“HMINH.UH methylation l Dnmt3b
mecanismesuivants OD PpWK\ODWI & R

METHYLATED

la modification des histones et lesicro acide O 0 ¢

ribonucléique (ARN) non codarg (26). La DNA l oamts | MaINtenance
replication et methylation
PPpWK\ODWLRQ GH O D¥'D MARX

~ P
{ OCX

HEMIMETHYLATED

groupement methyl sur un résidu cytosi

apparteant a un di nucléotidel RUP p  Grigure1: Enzymes impliquées dans la méthylation
novo et héritée chez 'homr(izb)
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F\WRVLQH HAve Gépxr€eHpaihX¥pbosphaté¢ T & S *cimmunément appekite
CpG) par un groupeGefizyme, les ADN méthyl transférase(DNMT) (27). Soit e
mécanismese réalisede novo(DNMT3a et 3b) soit il est hérit§(DNMT1) (Figure 1).
/I MKpULWDELOLWpPp GH OD PpWK\ODWLRQ GH Of%$'l SHUPHW

constitue une forme de mémoaellulaire(25).

Les fonctions de la méthylation dépendent de la Isaadin du site CpG dans le génome.
Les sites CpGont trouvégout au long dugénomenotamment au niveau désts CpG
(régionscomposés de sites CpG répé)ésu ils sontmajoritairement nomeéthylés(25).
Lorsqueles ilots contenus dansd promoteurgie sont pas méthylés, ils vont puvoir
interagir avec defacteus de transcriptiorpermettantia transcription du genen ARN
messager (ARNmgtviceversa(Figure2). La fonction des$lots CpG présents en dehors des
promoteurs de gené QTHVW SDV WR\@OZYHPHQW FRPSULVH

Figure 2 : Fonction desilots
CpG ISLAND PROMOTER r CpG présers dans le
| promoteur d'un géne
0

Ce schéma montre que
ORUVTIOHRWOT&S* GTXQ

oo

AGTIE AR promoteur est plutdt non
QO (Lo méthylé (figue du haut), le
géne sera actif enversement
CpG island T X D Ql& Op{ est méthylé
(figure du bas)25).
SILENCED

/ID PpWK\ODWLRQ GH OY%$'1 HVW OH Pepem &udiéCddieptdie IJpQp WL
j OD IDFLOLWp GH PHVXUH GX QLYHDX GH PpWK\ODWLRQ ¢
biopuces La biopuce lllumina, la plus utilisée a ce jo&HU P HW G §dbQ IBs@érgibhid

de cette puce, entdb0 000 et 900 00Gsites CpGeconcouranbu GpPYHORSSHPHQW G ¢
SRUWDQW VX R23D BHanS Lallpt€drupe lanéthylationde sites CpGassocié a

O 1 D VpurtaiPddr des génes comirfie-4, OLY2, OFN- [ ou encord-OXP3 Pa exemple,

une hyperméthylationde certais sites CpG G X J g Q HFNG [Hsei@iflassocié a une
diminutiondu niveau de productiothEN- 5par les cellules Thezlessujetsasthmatiques

(24).

Lesniveauxde méthylation deertairsgens RQW G { R U H Xétrbuvés Ggnivhe gtsivip
associgauxtaux G 1, tbfales(Annexe 5. Uneétudeportant sur 355 sujetitont 175sujets
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asthmatiquea identifié 3@oci situésdans 34 géenes comme étant significativement associés

D X[ W D X{ot&@dps,LESsix sondesCpGles plus értementiéesse situaient sues géenes

deLPCAT2, I-5Ra, ZNF22, L2ZHGDH, H4 et SLC25A33Le niveau de méthylation a été

étudié plus en détail sges genesn comparan24 sujets dont 18ujetsasthmatiques ayant

untaux éleve ouDLEOH G 1 el 8sMjers 1émdnEL¥ niveau de méthylation était plus

faible pour lesujetsasthmatiques ayarlt Q W D X[ G Tothpapaduvdnigrauxtémoins

Seuls les géned PCAT2 et ZNF22p WDLHQW DV V RiRrdégpahdpnOnit dwtaur H

G 1, tbtales (28). Une autre étudgportant sura méthylation d867 adultessensibilisésa

répliquél?2 sites Cp&n lien avecX Q W D X[ p O H Yg(d€&fifji,cbtnMerRtanDsOpédrieur

a 200 kU/L)dontneufasso@s a & sensibilisation allergiquées deux principauxgenes

identifiés étaientZFPM1 et ACOT7(29). Le genePRG2(protéoglycane Ra été identifié

dans plusiX UV pWXGHV GYDVVRFLDW L R(EBB0Ydtl& stattt stopgDeX [ G T, J (
(défini parun seuil G 1, Sypérieur a 0,35 Ul/ml pour au moins un allergg28)30). Une

autre étudeallant dans ce sena montré Qu€RG2pWDLW VXUH[SULPp ORUV G
DX[ DOOHUJqQBLY GYDFDULHQV

Au-deladeOTDSSURFKH TXL FRQVLVWH j pWXGLHU GH IDoRQ LC
des siteCpG, il est possibleG § L G H Q WiffétehtidllyGridtiylated region®MR), en
combinantOHYV UpVXOWDWYV G HdMiff@exts dite SCPG W/ BeReraléd R Q

définis a priori. En suivant cette approch&l DMR ont été trouvéesignificativement

associés a unW D X[ @ofale @levéchez 97 enfant§6-12 ans)présentanun asthme
allergique(32). Lors de ette méme étud81l DMR étaient significativemerdssociées
OfDVWKPH /D UpJLRQ O B XW D R{otBHsERH St WesDr M YeRé- L p
TRMT12 égalementLGHQWLILp GD QMY DV DBk wittettuxd) 16autres

DMR, incluant une région autour du geA€OT7, étaient associéesx WD X[ GT,J( WRWD

chez des patientsyantune maladie allergiqu9).

'"IDXWUHV pWXGHV GYDVVRFduDés LUGEQtotR&E3MAiIsSRrIgSVIpE QR Q ST
spécifiguesUneétude G D V V Rdompavini®@ QY QLYHDX[ GH PpWK\ODWLRAQ
les lymphocytes Bentredessujetsasthmatiques allergiques aux acariehsles témoina

identifié 451 stes CpG dontun situé dansine région promoice du gené€CYP26A1(33).

Pourcette régionil était observéun niveau élevé de méthylatidn L Q Wb faib¥efniveau
GITH[SUHV yan&KQYPPBR1chez les sujets allergique€e gene code pour un
cytochromequi MRXH XQ U{OH GDQV OH PpWDERGEGyNaRRHr daH OYDF

systeme immunitair€33). L T p T Xde&let al ont mis en évidenc&31loci associé aux
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IgE spécifiquesdont 22 de maniere significatievec notammerZFPM1et ACOT7 mais
aucun Qefaitl Lp j O 1 RIeMyduBod aune autre maladie allergiq(@0).

La méthylation GH O {$edt jouer un rbéle non négligeable dans les maladies
multifactorielles FRP P H GflDiu@eddLidnget al indiqueque lestrois sitesCpG

majeurs associéalx WD X[ G, J (SUCRBAI) ORCXT2et L2ZHGDH) expliquaient
environ13% de la variation du taugE totales dans leur étudé28). Il a été observel X1 X QH
hypométhylationrdu geneSTAT6(dontle U{OH HVW FRQQX GDQV OD UpJXOI

totaleg augmentait le tawG ¥ , tb{aleschez es sujetasthmatique(34).

En conclusion cetterevuede la littérature met en évidenaa réle dela méthylationde
O1%'1 pusieurs genesurle WD X[ G T, J CanardgEn®itevitifies étaiert a priori

candidas GDQV O 1DV W K Pddmptamerm 1B @8xéldd Biblblgiques, tandis que
G 1D X W 4, Hel qliglPEAT2 a priori non candidats, ont été mis en évidencedss
approches méthylomeé.  p S L J p Qqifi¥ iskd€ nouvelles perspectivggur mieux
comprendre et prendre echarge les pathologies multifactorielledmme @$§hme

allergique
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2.Hypotheses de travail et objectifs

Ce travailde thesereposesur I'hypothése que les différents phénotypedasthme, en
SDUWLFXOLHU O $DVVDR/R\HK P B GHREEIBTXSHbtIds) & deX Bignatures
épigénétiques spiigues.

L'objectif général de la thegeaitd'identifierles sites de méthylation associes & D X[ G 1, J(

totales dans une pagation de sujets asthmatiques.

Les objectifs spécifiquestaientd'identifier des sites de méthylation différentiellement
méthyOpV DYHF OH WDeX [suvntHux\apRMEDe® ¢bmplémentaires

- Approche pangénomique EpigenomeWide AssociationStudy (EWAS), qui
présente l'avantage de pouvoir générer de nouvelles hypothéses

- Approche région candidate qui repose sur le®sultats de la lirature en ciblam
les sites de méthylation au se€ies génea priori candidat{LPCAT2, Il-5RaetIL-
4). Pour cette approchées réponses IgBpé&ifiques aux allergénes majeurs, soit
acariens (Der p 1, Der p 2), phléole (Phl)petchat (Fel d 1)ont également été

étudiées
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3.Population et méthodes

3.1.Population

ITWXGH pSLGPPLRORJLTXH GHV IDFWHXUV *pQpWLTXHV |
OTK\SHUUpDFWLY daN0pf £WREEHcombind ukie/étude cédmoin et une

étude faniliale qui comprend au total027 sujetsrépartisen trois groupes : des cas
asthmatiques, leurs apparentaégpeemier degré et des témoil pWXGH (*($ D pWp LQ
au débudes années 1990 (EGEAL, 199295); 388 cas asthmatiques, enfants atltad,

RQW pWp UHFUXWpV ORUV GTXQH FRQ¥unoamBavangad® HQ S Q|
SDUWLFLSDQW j OfpWXGH 3DULV /\RQ ODUVHLOOH ORQ
définis comme asthmatigsien cas deéponse positive quatrequesions du questionnaire

. «avezvous GpMj HX GHV FULVHV GYpWRXIIHPHQW DX UHSRY\
poitrine? », «avezYR XV GpMj HX GHV?k,Uki\OH,\¢e GifgDAsi &P été

confirmé par un médecin», « avezvous eu une crisdans les 12 derniers madis» (18).

/IHXUV DSSDUHQWpV DX SUHPLHU GHJU p4B GwoipsWp LQY
ont été sélectionnés sur liste électorale pour les adultes et en consultation aux urgences pour
les enfantsEn moyenne 11 andys tard la population a été invitée a participer a un premier
VXLYL GH OfYpWXGRO07)* (%% de la cohorte a complété un bref -auto
questimnaire et 1601 participants (soit I% de la cohorte initiale et 58 nouveaux
apparentés) omtarticipé aunnouvel examerA EGEAL et EGEAZ2 le protocole incluait des
TXHVWLRQQDLUHV VXU OD VDQW mnalidted D X éx&@Q HP HQ W
comprenantune prise de sang {mération formule sanguinégE totales et spécifiques,
FRQVWLW XNbbbaque)s fies Qadts cutanés a 11 allergenes (12 a EGEA2), une
HISORUDWLRQ IRQFWLRQQHOOH UHVSLUDWBLAdWedtW XQ W
suivi par autequestionnaire a été réalisé entre 2011 et 2013, soit environ 20 ans apres le
recrutenent(EGEA3). Un excellent taux de participati@nété attein79%).

Ce travailportait sur 357adultes asthmatiques & EGE#&lectionnés priori dans le cadre

du projet EVADA« (WXGH GH OfpY-RODUWPHRGH ORIMWEARC GH OfD
2012;Pl:;, 3LQ HW 9 6LURX] SRXU OHVTXHOV OHV GRQQpHV G
étaientdisponibles/H SURMHW (9%$'$ D\DQW SRXU REMHFWLI GfpWX
GH OY{DVWKPH GHGXTDVEGKOWMWKPDWLTXHV | (&&ux UHY XV
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VXLYLV (*($ HW (*($ HW D\DQW GH O7$'1l GLVSRQLEOH
VPOHFWLRQQpV &RPSWH WHQX GH OD SRVVLELOLWpPp GfpV
600 échantillons, la ntéylation a été déterminé@our 116 adultes asthmatiques
supplémentaires a EGEAR&insi, le méthylomea été mesuré pour 5¥hantillons chez

357 adutes asthmatjues, soit pour 244ujets adeuxreprises (EGEAL et EGEA2kt pour

116sujets une seule fois a EGEA2.

3.2Desciiption des principales variables

3.2.1. 7 D X [IgE ttaks

/HV W D X [tol@igk,aht étémesurésdans le mémdaboratoire G § D QD IB \antHete

exprimés en nités internationales (1 Ul =£2ng) puis transforngen logarithmecompte

tenu de la distribution statistique logrmale de ce paramé(@®. /fDQDO\VH SULQFLSDC(
réaliseceDYHF OH WD X [cah§idEré eNdriakIBcOntirvie

322.TauxGY,J( VSpFLILTXHYV

/IHV WDX[ GT,J( VSpFLILIaxétM bRgpsEmplivgtiergénhiduedeveloppée
dans le cadre du projet Européen PRG@IEMall (35). Cettebiopuce permetie mesurer &
WDX[ G glée spediigus a 150 allergenes dont 70 pneumallergenes (acariens,
animaux, pollenset 76 allergenes alimentair€3e dosage a été réalisé exclusivement pour
la population EGEA2.

'DQV FHWWH p\d poBGddlusrie@isormedi\sd HOHYV WD X[ G AloerdiSp FLILT X
allergénes, identifiés comme facteurs de ristjfid V WAKIR Yt sélectionnés cassociés
j XQH IRUWH VHQVLELOLVDWLRQ DOOHUJpQLTXH GDQV QR

- Der p 1 (Dermatophagoides pteronyssifst Der p 2 sont les allergénes majeurs
G H O 1 Ddbrbadtigtdppartenant respectivement gnowpe 1 (cystine protéase
qui permet le passage membranaire au niveau des alvépled}y sont présents au
seindesparticules fécaledes acariend.eur tailleest G {1 H Q Y L U R&)diaméetrP

ce qui leupermet G 1 DndréNed voies respiratoirdsn France,il est estimé qu&5
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a 100 % des patiemtallergigues ont des IgE ader p 1 et 63 96%ont des IgE
antiDer p2 (36).

- Feld1(FelisdomesticgsHV W O 1D O O HU J g Dest praxivtigaft ldglendes K D W
salivaires et sébacéesse reérouvesur la peau et les follicules pileu@et dlergene
est tres répandil,a ététrouvéa des niveaux quantifiablenstoutes lesmaisons
sanchat (QYLURQ GHV SDUWLFXOHY GITDOOHUJgQH )H
5 umetsont donc susceptes G TrW U d NL QK DXAWEdE37). Le role de Fel
d lrestecontroversé dans eveloppemenGH O 1 NMWXK P H

- Phl p 1 (Phleum pratengeest O 1 D O O H U J ce@atphlBdlieiespXéd 1l Grovient
du pollen de pléole de la famille deBoaceadgraminée) el possede une réactigit
croisée avec les autres especes appartenamaaceacAinsi les IgE antiPhl p1
sontidentifiésdans 90 % des cas sensibilisés sensibikationa laphléoledes prés

est courante et concernergliis de20% de la populatiomondiale(38).

/ITDQDO\WH SULQFLSDOH D pWp |IBeWaiianlXhinaddesedl@X|[ G 1, J(
0,3 Ul/ml (<03 vs. * 3 Ul/ml) a été choisa partirdesétudes antérieurg89).

3.2.3. Méthylation

Les données de rigylation ont été obtenues pdethylC-CaptureSequencingMCC-Seq)

sur sang total &t HWWH PpWKRGH SHUPHW GTYREWHQLU XQ VpTXHQ
du génomepour pres deguatremillions de sites Cp@cluantdesrégions régulatrices telles
guedesenhancersLe MCC-Seq integreégalementes sites CpG de la biopuce lllumina

450k, qui estla puce la plus utilisée dans les étudeméthylome(40).

La méthodeG 1 D € tiis€econsisait en la séparatiofGAPN en fragments de 300 a 400
paires de base€es fragments ominsuiteététraités par bisulfitgpermettant aux cytosines
non meéthyléV G fecoidriies en thymirse(celles méthylées restaiénchangées Une
amplification des séquences traitées palymerase chain reactiofPCR)a étéréaliséeet
les reads ont été alignés suré génome de référenced Q H S K D \plific&i§rDe? de
séquencage été realisée. Duracges difféerentes étapesn nettoyagedes donnés a été
effectlé afin de réduire les biais expérimentad?). Au final, celaa permis GYREWHQLU O
nombre degeadsméhylés et non méthylgsou chaque site Cp®t chaquendividu.
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/ITDQDO\VH VWDWLVW4UT Yl sifes CPG pduR @gudisdidnnées de
méthylation étaiendisponibles pour plus dE)0 sujets.

3.3 Analyses staistiques

3331. 6WUDWpJILH GYDQDO\VH

8QH DQDO\VH GHVFULSWLYH D pWp UpDOLYV p:Hg¥, %dxeO THQV H
indice de masseocporelle (rapport de la masse en kg sur la tadle n? permettant

G 1 éSi& la corpulence des sujetnaigraur si <20 ; normal si [2@5[ ; surpoids voire
REpVLWp ,Mabagisme (fumeursersusnonfumeurs) et activité de la maladie
DVWKPDWLTXH FULVHV GI{DVWKPH RX WUDLWHPHQW SRX!I
Des tests bilatéraux de comparaisenndoyenns (test deStudent), de corrélatioriest de

Pearson G YL QG p Stes) GuDEiIFRHoNt été utilisés pour anaer les facteurs de

confusion.

Dans le cadre de cette étudeur approches ont été suivies

- surOfpSLJIpQREWADQINM Ldhddte a estimer successivement pour chaque
VLWH &S* OYYDVVRFLDWLRQ HQWUH OH QLYHDX GH Pp!
PpWK\ODWLRQ D pWp pWXGLpH VXU OTHQVHPEOH GX
GILGHQWLILHU XQH DVYVR FétiyMtiarRdes Eit€sWp3Het@eHau@ L Y H D >
GY,J9( WRWDOHY &HWWH DQDO\VH D pWp UpDOLVpPH VX
sujets asthmatiques adultes a EGEA2 ainsi que sur leurs données de méthylation
REWHQXHV j (*($ DILQ GIDXJPH@WHU OD SXLVVDQFH

- par gene candidat qui consistit en la sélectionHW O D€ @2@esioHt les
propriétés ou les produits protéiques sont suppgsge un rdle @ns un
comportement physiologique particulier voire une maladie géenéfiquies taux
GY,J( Wehee DeSstietsasthmatiques Les genes ont été sélectionnés en se
basantsurHY UpVXOWDWYV R E WighQeX &l Gie@tubefnefled bvaht G H
des sites CpG fortement associ@®X|[ WDX[ GT,J28).W.BsWsDrdds$V
correspondant augenesLPCAT2, I-5Raet OLf4 a + 10 kbont étéretenwes
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(Tableaul). /f%nalyse a étécaliseeV XU OHV W Dak$ &b gpetifiques aux
allergénes Der p 1, Der p 2, Fel d 1 et Phl p 1.

Tableaul : Description degrois JqQHV VXU OHVTXHOV SRUWHQW OYDSSURFKH FDQGLGDWH

Géne Chr Sonde Site CpGde O pTXL Interval H pWXGLp GDQ
Liang et al (Build 36) (Build 37)

LPCAT2 16 €cg01998785 55 542 709 55533 736 55619 692

IL-4 5 €g26787239 132 008 525 131999808+132028185

IL -5Ra 3 €cg08404225, 3 151 900, 3102321 3161516

€g10159529 3152 530

3.3.2. Modéle de régression utilisé et st

8Q PRGgOH ELQRPLDO PL[WH D patiopeXti la@nittiypati®mS M QVHV W
site CpGetles WD X[ G 1 e3(mMsBU&/fDr@e divg décimal) ou spécifiqedsous forme

binaire).Ce modelegpermet de prendrediQ FRPSWH GD Q \Vindefde@dcs@W H OH QI
YDULH GfXQ VLWH j XQa probdbllitélde lduscaddrimivrée dRadad3médhylés
vs.nombredereadstotal). Un modéle mixt&a HITHW D O p D W R Ladte wikse paufi L Q W H U
prendre errompte la dépendance des obseorat{données répétées pour cerssnjets et

données familialgs /HV YDULDEOHYVY TXDQWLWDWLYHYV FRQWLQXF
proportion de leucocytes) ont été centrégduites pour la convergence du modéleutes

les analyses statistiques ontrégliséesvec le logiciel R (version 3.2.2)a fonction glmer

du package Ime4 a étélistee pour le modéle binomial.

/9D Q D@\M khéthylationa étéréaliséesur les cellules du sang tatdle niveau de
méthylationG H O vatidnten fonction du typ cellulaire les données de méthylationt

été ajustéesn fonction de la proportiodes dfférents types de leucocyteseftrophiles,

basophils, lymphocytes, éosinophiles monocytesSRXU VYIDIIUDQFKLU .GH FH E
Ainsi, la proportion de lecocytesa étéincluse dans &€ modéleen tant que covariahlée

modéle utilisé est le suivant

glmer (méthylation 8Q R Q P pW K\O DWJER @ | parsvit®)X] |@dividu) + age +

sexe + tabac + proportiateleucocytes).

Un test de rapport deaisemblance a été realisé entre le mobiglemial mixte aveet sans
le WD X[ GCg.tdgt est plus puissant pour de faibles effegtiésle test de Wald_e test
de Walda également étéffectuéafin G § p Y DaGignificativité dela valeur 3 Ces den
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tests permettent déester statistiquementO 1DV V R F keD s IgE (@t le¢ Qqiveau de
méthylation Les valeurs pprésentéepar la suitecorrespondena celles issues du test de

rapport de vraisemblanckees résultats des analyses sont exprimés ennal¢avec leur

écarttype) /D YDOHXU % HVWLPH OD YDULDWLRQ GH OD PpWK\C
GX WDX[ GY,J( FHOD VLJQLHuHRVDX{ >XCIH3 EsMasBuiBmHIAY L R Q
hyperméthylation du site CpG quand 3>0, et, inverse@emte hypométhlyation du site

CpG quand 3<0). Le niveau de méthylatiprésentée dans les figuragté calalé selon la

formule suivante

OKI>N@ N A = @#DU 1O
OKI>N@NA=@EDUOE JKI>N@ N AO@K J DU 0

3.3.3. Facteurs de confusion

L 1 k J Hsex@dtlle tabasontconnus pour influencer la méthylatones & D X[ Gf,J( WRWD
(4,6,18,24,27). & THV W S BsX0ht €8 BRéfinis comnfacteurs de confusion ent été
ajoutés commeovariablesdans le modéle detgressionlLe tabaca étéconsidérecomme
variable binaire en fonctionudstatut fumeur ou nefumeur / Tk JH Dtilg&spus forme

devariable quantitative continue.

3.3.4. Correction poules tests multiples

Lesvaleurs pobtenuesa partirdu modeéle binomial mixtéapports de vraisemblancet
été corrigéegen fonction dunombre de sites Cp@sté pour chaque analysn utilisant la
méthodefalse discovery ratéFDR) de Benjamini & Hochberg41). Par conséquenpour
ODSSURFKH SDUPCATRHIL-BRaéX (& 14); IBswaleurs pont été corrigées sur
respectivemert20,60 et 79 siteet SR XU O DS S WsRrE&IH7(84t6s.Le seuil de

significativité a étdixé a 0,05.

3.3.5. Analyses de sensibilité

Une analyse dsensibilité a été réalisee po@IDSSURFKH SD baved pQatiabBl® QGLGD
taux GJE totales considérée en tant quenaire selonla médianeAu total, six amalyses

statistiquegar site CpG ont été exécut@rscours de cette approche
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PoX U O 1D S S U RdektHs(s. $0pplémentaires ont été consluit

- UneDQDO\VH G Y H Q polct&K duv l¥sH EYlog \genomiqueétéréaliséeen
utilisant un tetexactdeFischer /1$'1 HVW FRPSRVp GH SOXVLHXUV L
lesenhancerglesilots CpG Jes introns ou encoredexonsfigured). Lesilots CpG

comportent ewmémedifférents éléments comnbes shoregFigure4).

Promoteur 5'UTR Exon Intron Exon 3'UTR

Silencer/
Enhancer

Figure 3 : Exemple de régions composdADN

Shelf Shore Shore Shelf

Figure4 : Enemble des éléments constituantlot CpG

&H WHVW SHUPHW GfpYDOXHU OD SUREDELOLWpP GYRI
tableau de contingence comprenant les deuxessgtévantes le nombre de valeurs
p<10*isstes GH OYDQDO\VH (:$6 HW OD UpJLRQ j ODTXHOO
final, ce testa permis G  HV W le® dites identifiés (ici avecmon corrigé<10%)

sont sur ou sousreprésentées dans certamégions génomiques

- Uneanalyse deDMR a été réalisépour investiguetes sites CpGn amont ds
régions dans lesquelles un site CpG était asgpaién corrigé<10?) dansO §(: $6
Cette analyse permde calculerunevaleur p(SLK Sidakp) globale pour la région
(250 paires de ls@s)qui prenden compte lacorrélationentre lessites CpG Ces
valeus p globales ont étécorrigéegpour des tests multiples en utilisant la correction
Sidak (qui tientcompte dda taille de la région et du nombre de régjo@). Les
DMR identifiées contenantuune seulesondeont étéexclues a posteriori Au final,
cette approche DMR permisGH UpVXPHU OfLQIRUPDW®WstRat VXU XC
OTHIITHW dE RW3iBLRLit€3\EpG proches.
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4.Résultats

4.1 Description de la population

Au total, DGXOWHYV DVWKPDWLTXH YV rép@3dhtait/g991eChir@ildns G D Q V
(pour241sujets le méthylome a été évalué a 2 reprises, a EGEAL et EGEAR)W D X[ G ¥, J(
totales étdidisponible poutous les sujetd.es analyses portant sur les IgE spécifiques ont
étéréalisées sur 338 sujets correspondant a ceux pour lesquielsdge des IgE spécificgie

était disponiblesachant que ce dosage a été réaliB&EA2 exclusivemerfFigureb).

EGEA 1 (19921995)
6 centresn = 2047
Asthmatiques n=38&pparentés au
premier degré=1244;
Contrdlesn=415.

Exclusion: Décés n=45;
Perdude vuen=15;
Réponse qu'au
questionnaire court n=302

EGEA 2 (20032007) Nouveau membre famille
n = 1601 sujets n=58

Sujets non adultes et non
asthmatiques
n=1177;Adultes
asthmatiquesans données| +
sur le méthylome
(EVADA) n=67

A 4

Populationde I'étude
n = 357 sujets asthmatiquadultes
avec les données sur le méthylome (sp
599 echantillons) dont 338/ec les
dosages des IgE spécifiques (Der p 1
2, Feld 1 et Phl p 1) disponibles

it

- o

Figure5 : Diagramme de flux de la population d'étude

/ID PR\HQQH GTkJH GH O BESRARtandeW3l R 138@rsd W XXAH 59
ans); 48,9% étaient des femmes et 51 dé&fumeus. Quant ad moyenne géométrique du
WD X[ G, §(elwdaib 24l Ul/ml & EGEA2 La proportion de sujetsensibilisés
aux antigenes Der b, Der p2, Fel d1 et Phl pl était respectivement d&8,8%, 42,3%,
35,5% et 43,5%Tableaw?).
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Tableau? : Description desujets de I'étude avec les données de méthylation a EGHEASEA2

Variables EGEAl EGEA2
ntotal Statistique ntotal  Statistique
Nombre de sujets 242 357
Femme n (%) 242 126(521) 358 175 (489)
Age (moyenne zécart-type) 241 381+ 13,2 358 43,1+ 15,8
Intervalle 15,5- 64,5 202-75,9
Indice M asseCorporelle kg/m?, n (%), 240 355
<20 45 (18,9 42 (118)
[20-25] 134 (558) 177 (499)
. 61 (25,9 136(38,.3)
Fumeur, n (%), 240 358
Non-fumeur 120 (500) 174 (486)
Fumeur 120 (5Q0) 184 (514)
Asthme actif, n (%), 231 356
Crise ou traitementau cours desl2 199 (861) 340 (955)
mois
IgE totales (log décima), GM (1C95%) 242 1828 358 124,1
(8,4-30620) (7,5- 20535)
,J( VSPFLILTXHU3 W@/mPrO%:), - 338
DerplIgE 131 (388)
Derp2 IgE 143 (423)
Feld1 IgE 120 (355)
Phlp 1l IgE 147 (435)

GM correspond a la moyenne géométrigdeN , & FRUUHVSRQG j OfLQWHUYDOOH GH FRQILDQF

42.,PSDFW GH OfKkJHW GX WD EDF Vitde®H WDX[ G

Dans la population, &8W D X[ G 1,J( W RiahDdgétemeafcaetiic)ext de corrélation
=-0,21, p<10% DY HF ,Qafidis A X § &tdentsignificativementplus élevé chez les
hommesque chez les femmg458,5vs. 95,5 Ulml, p = 00009)(Tableau3). Il Q\ DYDLW
pas de différence significative concernantW<D X[ G T, Jéni'¢ R¥fDreus\et lesn

fumeurs

Tableau3 : Description statistique des facteurs de confusioncernant les IgE totaletans la populationG { pW X G H

Variables n total IgE totales, GM (IC95%) Valeur p
Sedx, 358 0,0009
Homme 158,5(116 +21727)
Femme 95,5(5,1 +17947)

Tabac, 358 0,29
Non-fumeur 1047 (7,6 £14355)
Fumeur 1445 (7,7+£27164)
GM correspond & la moyenne géométrigdeV , & FRUUHVSRQG j OfLQWHUYDOOH GH FRQILDQF
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4.3 Approche pargene candidat

4.3.1. GeneLPCAT2

Dans notre étudd,21 sites CpG couvraield geneLPCAT?2 dontl116 ont étédétectés chez
plus del00sujets Tableau?). Le site CpG §5542709)Q Tp W kiR WD X[ G T,J(
totales (p =0,51). Cing sites CpGavaient unevaleur pnon corrigée inférieure a 5#aisla

significativité disparaissa#pres correctiopour lestests multiplegTableaws).

Tableaud : Résultats obtenuoncernant lstaux d'IgE totale et le niveau de méthylatioresgenes LPCAT2 IL-5Ra et
IL-4 pour I'approche par géne candidat.

Site CpG n Beta SE Valeur p non corrigée  Valeur p corrigée par le FDR

LPCAT2
55543150 554 -054 0,20 0,008 0,64
55542709* 448 003 0,04 0,551 0,99
IL -5Ra
3152486 434 010 0,03 0,002 0,14
3151899* 375 001 003 09 0,97
3152530* 452 0,05 0,04 0,24 0,93
IL-4
132009796 413 -0,15 0,04 0,0001 0,009
132008525* 328 -0,13 0,08 0,10 0,71

6( FRUUHV S R@E ¢t EDRp(fel distbvery rate) correspond a la méthode de correction des valéursapque
la sonde qui est troueicomme assoogaux WD X[ G T, $(SW B VOO @ HxhgeHal Gells les résultats obtenus
FRQFHUQDQW OHV VRQ G H Vettakt‘caBeslayart s fdbvble@ pndridd@gkesontprésentés

$XFXQH DVVRFLDWLRQ DX )'5 QYD pWp PLVH HQ pYLGHQ
mais respectiveme® et 7sites CpG montraient des tendances (p non corrigé <5%) avec la
sensibili@tion allergéniqu& Der p 1 et Der p 2 dontstes CpG5553705555543225¢t

55602957 étaient communsT@blealb).

Tableau5 : Résultats obtenusoncernanta sensibilisation allergénique Ber p1 & Der p 2 pour le géne LPCAT2

Site CpG Allergéne n Beta SE Valeur p non corrigée  Valeur p corrigée par le FDR
,J( VSpFLILTXH j OfDOOHUJgQH 'HU S

55534253 Derpl 310 0,36 0,15 0,02 0,50
55540720 Derpl 124 -0,50 0,26 0,05 0,69
55573614 Derpl 235 0,21 0,08 0,005 0,29
,J( VSPFLILTXH j OfDOOHUJQGQH 'HU S
55533885 Derp2 218 -0,24 0,12 0,05 0,75
55543727 Derp2 334 0,43 0,20 0,03 0,75
55573318 Derp2 139 -0,33 0,16 0,04 0,75
55600644 Derp2 215 0,48 0,23 0,03 0,75
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Sites CpG communs aux allergénes Derp 1 et 2

55537055 Derp1 224 -0,33 0,15 0,03 0,56
Derp2 -0,30 0,15 0,05 0,75
55543225 Derp1l 292 114 045 0,01 043
Derp2 1,08 045 0,02 0,75
55602957 Derp1 185 0,78 0,26 0,003 0,29
Der p 2 0,57 0,26 0,03 0,75

4.3.2. GénelL-5Ra

Pourlegéne def] -6RaOTDQDO\WVH D SRUWp VXU V L \\0Bisvje&sS * G p W
(Tableau7). Aucune associatio YHF OH WD X[ G %igh{ficAtiReVslDFDRKRGYy W D L W
compris pour les deusondes idetifiées dans les travaux de Liaagal, maisune tendance

était observée podsites Cp(31030163152486et 3160994 (Tableaws).

Concernant la sensibilisation allergénique a Der p 1, Der p 2, aucune association au

)'5 Q Té» mise en évidence ma sites CpG communs a Der p 1 et Der gt@s

CpG montraient des tendances (p non corrigé <bPapleau6). La méthylation de
respectivement et 3 sites Cp(@tait associée a la sensibdtionallergéniquea Fel d 1 et

Phl p 1, maide FDR était non significativ€Tableaub).

Tableau6 : Résultats obtenus concerndatsensibilisation allergénique Ber p 1,Der p2, Feld 1 et Phl p Jpour le
génedel'lL-5Ra

Site CpG Allergéne n Beta SE Valeur p non Valeur p corrigée par le
corrigée FDR
3102812 Derpl 210 -0,20 0,09 0,03 0,39
Derp 2 -0,20 0,09 0,03 0,26
3106771 Derpl 336 -0,19 0,09 0,04 0,39
Derp 2 -0,20 0,09 0,03 0,26
3123308 Derpl 198 0,20 0,09 0,04 0,39
Derp 2 0,23 0,09 0,01 0,26
3151679 Derp1l 125 0,36 0,17 0,03 0,39
Derp2 0,35 0,16 0,03 0,26
3102812 Feld1 210 -0,19 0,09 0,04 0,59
3106844 Feld1 263 -0,22 0,09 0,02 0,59
3151679 Feld1 125 0,36 0,17 0,4 0,59
3152916 Feld1 283 -0,53 0,25 0,03 0,59
3106801 Phip1 246 0,22 0,08 0,01 0,45
3106838 Phip1 279 0,20 0,09 0,04 0,61
3106842 Phip1 283 0,23 0,09 0,02 0,45
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4.3.3. GenelL-4

/ITDQDO\VH D pWrp skds Qitued/ddrevgEndL -4 (Tableau?).

Tableau7 : Description des données de méthylation de la population pour les génes LPCAR2, ¢t I1-4

Variables n total Statistique
LPCAT2 121
SitesCpGavec Ndétecté> 10Q n (%) 116 (95,9)
SitesCpGavecN non 0, n (%) 121 (100
SitesCpGavecN non 100, n (%) 121 (100)
SitesCpG avecN non 0 & 100, n (%) 121 (100
IL -5Ra 60
Sites CpG avec Métecté> 100, n (%) 60 (100)
Sites CpGavecN non 0, n (%) 60 (100)
SitesCpGavecN non100, n (%) 60 (100)
SitesCpG avecN non 0 & 100, n (%) 60 (100)
IL-4 79
Sites CpG avec Métecté> 100, n (%) 79 (100)
Sites CpGavecN non 0, n (%) 79 (100)
SitesCpGavecN non 100, n (%) 79 (100)
SitesCpG avecN non 0 & 100, n (%) 79 (100)

Un site CpG (1320097963tait significativement associéxawW D X[ G1,J( WRWDOHYV |
FDR<5%(FDR =0,009) (Tableaw). Le site CpG 13200979@résent sur le chromosome

5, était majoritairement hyperméthylélatrépartition de la méthyti@n mesurée par MCC

SHT SRXU FKDTXH VXMHW HQ |IR GEWIillBt@e Gar I&gRres.WeD X[ GT,J
niveau deméthylation du site Cp@32009796 était inversement corrélé&aw D X[ G T,J(

totales.

3URILO GH PpWK\ODWLRQ H QotaRDEME REQCEIChN T13Z009T0E) (

E -1 o oo oD O O O00DOD CRODDOOD OO0 O o
o - o % Se
o 5 = oo | &g g = 8
o o B S e Buediody o5, 2
= . e Aoc%%’:(ﬁ%%ﬁ: o o
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- 2 o Tho §2EeR CTeo B
. — =] o 9B =]
= (=] < < E =
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Figure 6 : Plot du profilde méthylation efonction du taux d'IgE totaggpour lesite CpGchr5: 132009796
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Pour les quatre allergénes,X& XQH DVVRFLDWLRQ Dfouyé&mais QD pW
respectivement @t 10 sitesCpG montraient des tendances (p non corrigé <5%) avec la
sensibilisation allergénigueDer p 1 et Der p 2 dontsites CpG 132009796113201064%

qui se trouvéent au sein de la méme région du chromosomArsé¢xe6). Le niveau de
méthylation du site 132009796 mesuré par ME8&L] pour chaque sujet était légérement
LQIpULHXU ORUVTXH OH WDX[ GYT,J( VSpPFLILTXH j'HU S p
cela de maniere non significative au FDR€xg(re 7). Une tendancelorsque p est non

corrigé, a été observ@mncernant la sensibilisation allergéniquEeh d1 et Phl p 1pour

respectivement 8t 2sites CpgAnnexeo).

B3URILO GH PpWK\ODWLRQ HQ IRQFWLR Q @@ asiteX [
B CpG chr5 : 132009796

1.00 ‘ ‘

<03Ul/m  Taux G 1, dpécifique & Derp 2 +0,3 Ul/ml

Figure 7 : Boxplotdu profil de méthylation en fonction du tad{gE spécifique a l'allergéne Der p 2 pour le site CpG
chr5: 132009796

4.4 Approche EWAS

4.4.1. Résultatdu modele binomial mixte

Avant correctiordes tests multiplesd40 B8 sondegFigure8) ont étéretrouveesassociés
DX[ WDX[ G dbt Bq& sv@dedtHive valeur de gmprise entre 1®et 107 et 35
entre10° et 10° (Tableau8). Une description de ces 40 sites CpG figimes |eTableau.
Aucun site CpGQ 1D pWp assodeD R K Y\PD X fot@l&lsapfes correction des tests

multiples
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Figure 8 : Manhattan plot obtenus pour I'étude EWAS lien entrda méthylation ele taux d'IgE totalschez les adultes

asthmatiques

Tableau8 : Distribution des valeurs pt FDR obtenus suite a I'analyse EWAS

Seuils Valeur p non corrigée Valeur p corrigée par le FDR
]108-107] 0 0

]107-109] 5 0

]10°%- 109 35 0

]10°5- 104 272 0

]104- 109 2 547 0

]103-107 25117 0

10,01-0,05] 112 062 0

<005 2 675670 2815 708

Tableau9 : Description degl0 sitesCpG qui avaientinevaleur pcomprise entrd0° et 107 lors de I'étude BVAS

Chr Site CpG Beta SE  Valeurp Geéne Localisation

Chr2l 45628025 0,19 0,04 31507 - -

Chr2 122018008 -059 0,12 355E-07 TFCP2L1 Intron

Chr5 149104715 0,23 005 498E07 - -

Chr6 168228753 0,33 0,07 696E-07 MLLT4 Intron

Chr10 38069784 037 0,08 947E07 ZNF248 Intron

Chri0 74489461 -014 003 107606 MCU Intron

Chr4 6198775 0,33 0,07 12406 JAKMIP1 ,QWURQ 1875
Chri6 23598601 049 0,10 151E06 NDUFAB1 Exon

Chri7 8703364 0,14 0,03 152E06 - TTS1000

Chr5 43337 -026 0,05 184E06 AHRR Intron

Chr22 20863398 -0,13 0,03 188E06 MED15 Intron, southshore
Chrlé 1393793 020 0,04 259E06 BAIAP3 Intron, 1ot CpG,southshore
Chrl7 21415527 -053 0,11 2,71E06 C17orf51 Tlot CpG,north shore
Chr10 134703376 0,21 005 288E06 TTC40 Intron

Chrl8 13437903 013 0,03 3,88E06 LDLRAD4 Intron
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Chrl 26692028 0,16 004 394E06 ZNF683 Intron
Chr8 142597651 0,13 0,03 4,04E06 - -

Chrl5 90892480 046 010 4,17E06 - Exon,north shelf
Chr4 1949925 030 0,07 446E06 WHSC1 Exon, i QWURQ 1875
Chrl 871620 -0,21 0,05 5,04E06 SAMD11 Intron, lot CpG

Chr9 140507021 -0,19 0,04 562E06 ARRDC1 Intron

Chri4 92923543 -0,19 0,04 592E06 SLC24A4  Intron

Chr6 40722349 0,13 0,03 6,06E06 - -

Chr7 2197717 0,16 0,03 640E06 MAD1L1 Intron, southshore

Chr22 37603361 038 0,08 653E06 SSTR3 Exon, 1ot CpG

Chrl 26421442 -020 005 665E06 - -

Chr20 33133505 -041 0,09 711E06 - -

Chri4 99726688 -0,14 0,03 741E06 BCL11B Intron

Chr2 74618156 031 007 7,79506 DCTN1 Intron 9 8 7riorth shore
Chr7 150756322 0,34 0,08 841E06 SLC4A2 , QW UR Q nofft8étgouthshore
Chr22 50976581 -0,18 0,04 852E06 - -

Chr21 45628029 0,17 0,04 859E06 - -

Chrl0 31924487 -0,28 0,06 862E06 - -

Chr19 1133446 -021 0,05 8,73E06 SBNO2 Intron, TTS1500

Chrl7 73823917 -0,22 005 9,13E06 UNC13D ([RQ 1875

Chr3 184504152 -0,11 0,03 956E06 - -

Chr7 2635408 0,11 0,02 958E06 IQCE Intron, southshelf
Chr9 138628097 -0,19 004 967E06 KCNT1 Intron, 1ot CpG,southshore
Chr13 113746560 -043 001 983E06 MCF2L Intron, 1ot CpG,southshelf

Chrl 19209845 0,24 005 986E06 ALDH4Al1 Exon, lot CpG

442. $QDO\WVH GfHQULFKLVVHPHQW

/ITDQDO\VH G YH Qnetnkd vettieeR BM@akice que les sites CpQur lesquels

une association &it suggérée (p 40%) étaientplus souvent situédansdes introns(p =

0,0003 alors que les autres catégories étairdépendantes de laleur de fTableaulO).
LILQWpPpJUDOLWpP GHV UpVXOWDWYV dmEntestresent8k dads O TD Q|
Q\finexe7.

TableaulO: Résultats obtenus lors de l'analyse d'erissment avec un seuil de valeude10* suite a I'analyse
EWAS

Localisation Valeur Localisation Localisation Autre Autre
p cible et valeur cible et valeur localisation et localisation et
p" * p>10* valeurp ” * wvaleurp>10*
Introns 0,0003 169 1249115 143 1566281
South shelf 0,09 34 240461 278 2574935
North shelf 0,16 32 240562 280 2574834

North shelfet southshelf VRQW OHV UpJLRQV SUpVHQWHHUrgdSUR[LPLWp GTXQ VORW &S*
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4.4.3. Differentially methylated regions (DMR)

/YDQDO\WH SDU UpJLRQ 1D B3R SignifivatiGefine @adsQands dux fhilik

GY,J( WRaME@HB.\Parmi cellesci, la région concernan® H J q QIH1TRESWO €
chromosome22 (SLK-Sidak p =0,0002, XQH UpJLRQ UpJXODWULFH HQ O
H3K27 sur le chromosome ABLK-Sidak p 5,32E-08) et une région sur le chromosome

13 en amont du genNdJBGCP3(SLK-Sidak p 9,0002 ont étédentifiees Un descriptif de

chagqie site CpG composant ces 3 D&trouvesn Annexe8.

Tableaull: Résultats de l'analyse DMR obtenus sunvisurs p du rapport de vraisemblanagantun seuil de 10

Chr  Début Fin nsondes SLK-Sidakp Géne Localisation
chrl 167013485 167013543 5 0,006 *MAEL -
chr4 640439 640511 8 0,0007 PDEGB Intron
chr7 154863058 154863098 6 0,001 HTR5A Exon

2548187 2548224 5 0,016 *GRIFIN -

2635350 2635409 5 2,98E-05 IQCE Intron, southshelf
chrl2 10096031 10096144 9 459E10 CLEC2A Exon
chrl3 113242878 113242945 10 0,0002 *TUBGCP3 Southshore
chrl7 19627944 1962808 6 0,0007 *SLC47A2  Tlot CpG
chrl9 17434538 17434569 4 0,03 ANOS8 Exon north shelf
chr2l 45628003 45628075 6 5,32E-08 *C21lorf33 H3K27Ac
chr22 17587749 17587798 6 0,0002 ILLI7RA Intron, north shore

* correspondau gene qui est situé juste en amont d@¢pon. SLKSidak p sont legaleurs pcorrigées.
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5.Discussion

5.1 Principaux résultats

Notre étude, basée sur une approche de séquencgage permettant de mesurer la méthylation de
facon plus précise que dans les études antérieures (4 millions de sitesaQOpEsinis
GILGHQWLILHU QRXYHOOHV UpJLRQV GLIIpPUHQWLHOOHI
totales 3DUPL OHV JgQHV VLWXpV GDRAIRRNUBOEGRIO desH FHV '(
genes particulieremerintéressants compte tenu de kewdles biologiques. /fDQDO\VH

G 1 H QU L F KaLnvis/eth B Vid@nse que les sites CpGur lesquels une associatiétait
suggéréavec leWD X[ G 1T, J(p WR atrbg@aVif), semient sirreprésentés dans les

introns.

- OTLWGHKHOTDSSURFKH FDQGge@d3 WRTCATR2|. H-ORaWIL-¥Y
précédemment identifiés dans des études antésiaur site CpG situé slir-4 a étérépliqué
(FDR=0009 GDQV QRWUH pWXGH applss BRrdgESpeciHidues@s GDWH
allergénes Der p 1, Der p 2, Fel dtlRhlp QYD SDV PLV HQ pYLGHQFH (
statistiquement significativel QW UH PpWK\ODWLRQ HW WDX[ GT,J(

5.2Forceset faiblesss GH OfpWXGH

Cette étude a été rduite sur une populatioredsujetsasthmatiques caractérisée finement

sur le plan individuel, phénotypique et biologique. Le dosage des IgE totales était disponible
SRXU WRXV OHV VXMHWY GH OTDQDO\VH /HV ,J(NSpFLILT
nouvelle technologie permettant le dge simultané de 150 allergéri@s). Les données de
méthylation ont été obtera avec une nouvelle méthode de séquencgage, couvrant une plus
grande partie du génongfenviron 5 fois plusfomparativement aux méthodesassiques

(40). Cette méthode depsT XHQOoDJH RIIUH OYRSSRUWXQLWp GTH[SC
notamment dans des régions régulatrices et ainsi de découvrir des rEgNsT XTDORUV Q
LOQYHVWLIXpHY GDQV OHV pWX§H\ @ REVRARFEpESIMUESQV VXU

Au couss de cette étude, deux approches complémentaires ont été réalisasalyse par
gene candidatetune andyH VXU OfpSLJIJOPRPFHUREG WhbHBAa per@is
GIpWEGIQHWUXQH SRSXODWLRQ (CPCBT2WISR&EEWL-4) Kéhtifies JqQ HV
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dans la littérature comme étant associés@uD X[ G 1, J (28) Rowr BlierkIus loin, les

sites CpG de ces 3 genes ont également élgs&s en lien avec la réponse Hgfiecifique

aux allergenes les pldtquemment retrouvatans notre populatiofper p 1, Der p 2, Fel
dletPhlpl) /TDSSURFKH (:$6 SHUPHW T XDé&Ménpnitedtierd GTLQY
offrant ainsile potentiel de g#&rer de nouvelles hypothésd D XWDQW SOXV TXH FH
HVW OD SUHPLQUH j rWUH PHQpH GDQV XQH SRSXODWLRQ
8QH DQDO\WH GTHQULFKLVVHPHQW D pWp FRQGXLWH HQ F
PLHX[ FDUDP®OODIPHPHQWHDX VHLQ GX JpQRPH GH OfHQVE
ax WDX[ GY,J( WRWDOHV 8QH DQEDO\VH '05 SHUPHWWDQW
GLIIpUHQWY PDUTXHXUV SK\VLTXHPHQW SURFKHV D SDU LC
OfHIKHREDO GH UpJLRQV VXU OH WDX[ GY,J( WRWDOHYV

/HV UpVXOWDWY REWHQXV QTRQW SDV pWp %pS@QLTXHX QGD
partie des résultats obtenus soit cohérent avec ceux déja présents dans la littérature,
notamment en ce qui concer@D P p W K\ OID-#\etTRIBGGHR3(28,43,44), les études
UpDOLVpPpHV MXVTXYj SUpVHQ deskytaierenite |4 Datne/, drivteiin®@s V XL Y D
de méthode de mesure de la méthylation, de sites CpG analysés ou encore de population

étudiée Nos résultatsécessitentionc G | r \&pligdésJdans une autre population

8QH OLPLWH TXL QYHVW S I&dRISEN OjWPRH & YNdes VW MXSEUHp
PRGLILFDWLRQV pSLIJpQpWLTXHV REVHUY pdti®G,aD seivW FRQ
GIXQ SURPRWHXU VHUDLW HQ IDYHXU GTXQH DEVHQFH C
Néanmoins, les choses sont a nuarateplus complexes que cela. Les fonctions de la
PpWK\ODWLRQ GH OT$'1l YDULHQW VHORQ OH W\SH FHOOX¢
au sein du génome (intron, exompmoteur, etc.). Bs sites CpFrésens parmi desrégions
régulatricesont étémis en évidencdans cette étudmais le role de la méthylation en leur

VHLQ QTHVW SDV HQFRUH pOXFLGp 'H FH IDLW DPpOLRUH
PpWK\ODWLRQ GH O71%$'1 SHUPHWWUDLW GH PLHX[sLQWHUS

portant sur le méthylome.
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5.3Interprétation des résultats

Les résultats de notre étude révelent 11 DMBur lesquellesOTDVVRFLDWLRQ DYHF
G7,J( WRWDOHV VHGROQMQWQWX Uplll RV @ LIFRa & XotrdqQH GH
connaissancgamais dentifiée préecédemment. Cette région est située dans un intron et se
compose de 6 sites CpG faiblement méthylésevoan-meéthylés. Les résultats suggérent

qu T X Byberméthylatiorsur ce siteV {DFFRPSDJQ KDWY DW IGRIX @G pVD X[ G1,J
llesta VR X OLJQ pblymbdlistngrs2241049 présent sur un site CpG sitjusste en

amont de cette régidnfluencele niveaude méthylatiorde ce dernie(45). Néanmoins, il

QYD SDV pWansleDiteaRideaMpOLHQ HQWUH FH SRO\PRUSKLVPH F
Si ces résultatsont répliqués dans une autre étud® D P p W K \1ii2 DidMeReQédgdfi X
LPSOLTXDQW D-H7RhpQuHaitCee aB8gpcié awx WD X[ G, d(chézRes/ DOH
asthmatiques.

/ID YRLH-GHSEQYVgGHUDLW XQ U{OH FOp GDQV FHUMWDLQ SKrg
17Ra(Interleukin 17 Receptor)Aode pour une protéine transmembranaire ubiquitaire qui
lie les cytokinesGH OD |IDPLOQUOM-1GHetDLL7E). Cette fixation induirait le
relargage de médiateupro-inflammatoires WHOV T XHO®,Y,/7 ) granulocyte
macrophagecolony-stimulating factor (GM-CSF), granulocyte colomstimulating factor
(G-CSF)aiQVL TXH OH UHFUXW H Rblydwléairamedtfophisys, ¥a) WAL RQ G HV
pJDOHPHQW pWp GIPP R@GsVdppeldeXns) QimuOHUDLW OfH[SUHVVLR
O913/etDXJPHQWHUDLW OH WDX[ GY, JOLN%Y ROIMDIDVALNVRQp G I DO
au niveau de la muqueuse bronchigue chez des sujets agtienatilergique$4?7). De
maniére intéressante, une étude suggere que les allergenes possédant une activité protéase
induiseQW OD SUR XpawdsRalul€spuimonairgss). QX D Q W-37/ f a/été
REVHUYp TXTHOOH pWDLW QpFHYVYV o) NKeaDoits pctiet @ésSSHP H
PRGgQOHV GH VRXULY DVWKPDWLTXHY DOOHORIUNXBYXQ WDKK
de provocation (exposition a des allergenes) réguletgativement les effecteurs présents
GDQV ODVWKPH DOOHUJLTXH H Qolyalucai@¥dziQophilésHt UHF U X'
QIDXUDLW SDV GILPSDFW V3J OHV FRQFHQWUDWLRQV G
/IRUV GH OYDGPLQLVWUDW L-KRRa suficcQMmDIeIvE DelRDis pésdritaBtH O T .
XQH LQIODPPDWLRQ SXOPRQDLUH DOOHUJLTXH XQH GLPL
WDX[ GT,J( VPULTXH HW GH OfK\SHU U5 Eae nveme/gudeU R Q FK
D PRQWUp TXH O H-1ER2Rs&rDids$ caButes @nfisculaires lisses pulmonaires

36



KXPDLQHYVY UpGXLVDLW OHXUV FRQWUDFWLRQV ORUV GT1XQ
O TH[SUHVVLRQa &dtrandiee significagiment plus élevée dans fedynucléaires
eosinophiles de sujets asthmatiques allergiques que ceux de sujets allergiques ou contréle
(52). Ainsi, les données de la littérature laissent ssniendreun role physiopathologique

de lafamilledesit HW GH OHXUV UpFHSWHX@BS).GDQV OfDVWKPH

/ITLPSOLFDWLRBRQ GEQON OIDVWKPH DOOHUJLTXs$ldasl&H GH Q
prise en charge thérapeutique de ces patieetdrodalumapun traitement antagonisant
O%17Ra, HVW HQ FRXUV GYpWXGH FKH] GHV VXMHWYVY DVWKF
sévere non contrélé. Pour évaligem intérétune étude contrélée ramchisée en double
DYHXJOH D pWp FRQGXLWH FKH] VX MHWaStERAUBUIO HV T X H (
OfH[SUHVVLRQ FOLQLTXH GH OYDVWKPH HW VXU OD I
bronchodilatation(54) %LHQ TXH OH EURGDOXPDE QH SUpVHQWD|
significatif, un sougyroupe de sujestasthmatiques présentant une forte amélioration du

VEMS postbronchodilatatioravaittendance a répondre positivement aWlRGDOXPDE G X
point de vue cliniqué54). De mangre intéressante, ce segioupe était majoritairement
FRPSRVp GH VXMHWY DWRSLTXHV 6L OHV UpVXOWDWYV Gt
SDU OYXWLOLVDWLRQ GI1XQ ELRPdaed gaxdhis potenhtiellémentY RLH
répondeurs permetttaW GH SURSRVHU FRPPH SRXU OYfRPDOL]XPD
alternative thérapeutique reposant sae thérapie ciblée pour un phénotype spécifique
GYDVWKPH

'DQV QRWUH pWXGH OD PpWK\ODWLRQ TGEGCPB{(TubplihLRQ VLW
Gamma ©mplex Associated ProteB) était inversement corréléexaWbD X[ GY,J( WRWDO
cela de maniére significativee géneTUBGCP3code pour une protéine qui fait partie du

complexe de l&btubuline impliguéeGDQV OH F\WRVTXHOHWWBGCPBXWLOLYV
(entre autrgsen tantqueP DU TXHXU pSLJpQpW lergieHespichpoidd dakgs | GH O
cellules sanguines est actuellement protégée par un &)et a méthylation de ce géne

poXUUDLW rWUH XQ PDUTXHnas GH OH B § WIQRMU Bl OFOHH W 5L TOXXHH
geneTUBGCP3 HW OHV ,J( WRWDOHV QTHVW SDV WRANMODOHPHQ'

précisément

/D PpWK\ODWLRQIL&Xedd) ite GHWDX [ G Talés(chézRassujets

asthmatiques. Dans notre étutesite CpG132009796présentsur le chromosome &u
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QLYHDX G1XQ H[RIQ-4CGKiItIng@QrithiréntentChfperméthylé, et inversement
DVVRFLp DX[ WDX[ GY,J( WRWDOHSER UNMVHGQRQOYU \G GHX WL K
DX VHLQ G XILHAPQUH leGgdelga§ associationsemblent aller dans le méme sens

(28).

A propos des IgE spédif TXHV DX[ DOOHUJgQHV GYDFDULHQV 'HU S
site CpG132009796que la méthylation serait Iégerement plus faible chezsigsts
DVWKPDWLTXHYV D\DQW X QJIMHVS u@sebiflde& O,8 UlSrinQisicélas

de maniérenon significative. Cette méme tendance a été observée dans la littérature chez

des sujets présentant un asthme allerg(g4de Le gendL-4 était moins méthylé chez les

sujets asthmatiques par rapport aux cas contrble et cette différence augmentait aprés
HISRVLWLRQ DX[ DOOHUJqQHV GYDFDULHQ¢#inE2éssnt® fpWDL\
OD FRQFHQW étaitvgasRv@meny corrélée au pourcentage denmétinylation du
promoteur(44).

LegendL-4 FRGH SRXU XQ H4fuies pradpite padI1§s lymphocytes T activés.

/114 SRVVQGH SOXVLHXUV IRQFWLRQV GDQV OH V\VWqgP|
notammentSDU OYLQWHUP p GLEATAH P& lexdipley ellddest un cofacteur
HVVHQWLHO SRXU OH VZLWFK LVRW\SLTXH YKBYV' ' OPOQSURG X
SRLQW GH YXH FOLQHTO4Hal aviebl 8eUdHleRse b@nchique serait
SRVLWLYHPHQW FRUUpOpH DX[ WDX[ GY,J( WRWDOHYV PDL\
allergique(56).

'HV PROpFXOHV- FEEPPOVOTIDIOWUDNLQFHSW RX OH SDVFF
GYpYDOXDWLRQ GDQV O 57\3) AultttaH POHM86! cGnHueOHI JoueK P H

un réle physiologique dans la synthése des IgE et la méthylation de ce géne serait
inversement corrélée auW D X[ G 1, 3¢h&¥ R¥UPt€aBthmatiques.

/TRDO\WH GTHQULF K d& éttie drQéwdddcesdtiss sites/CpGssociés au

WDX[ GT,J( WRW D OH W) éaie@tfuifouF ird$ébtad piveau des intronkes

introns représataQW OD |1UDFW LR QeRdsanttFaRIG3 ENVARN G fiXe®cisés

ORUV GH OfpSLVVDJH CHol©dedcrhdthylabidhD&mHds Cps au sein du

FRUSV G TXQ@pdgepddredtddevhent elucidd Q JpQpUDO 1ilb® CpEt SHX G
ceuxci sont noameéthylés(26). Il semblerait que la méthylation intervenant dans le corps
GIXQ JgqQH VRLW SRVLWLYHPHQW FRUUpOpH j OD WUDQVF
dehors de#lots, les introns seraient moins méthydésauteur de 5 a 17% qus kxong59).

Une transition concernant le niveau de méthylation semble avoietige la limite exon
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intron, suggéranXKQ U{OH SRWHQWLHO GH OD PpWK\ODO28LRQ GDQ
Cette différence de méthylation permettrait de distinguer les introns des exons lors de
OfpSLVVDJIJH LQGXLVDQW GMp S\ @NDKLdHfiNiEl, @ FondtibnUde DeQ W
PpWK\ODWLRQ GHVY LQWURQV Q THYV Ws Sel¥gadd&iber étudles R Q Q X H

sont nécessaires pour éclaircir ce point.

Il existe des différences dans la méthodologie suivie entre notre étude et celle de la littérature
notamment dans la mesure de la méthylatibre étude comparant les résultats obtgraus

la biopuce lllumina et par MGGHT REVHUYH TXJLO \ DXUDLW XQH OpJ
corrélationdu niveau de méthylation pour leeuxméthodeg40). Or, la biopuce llumina

HVW SULQFLSDOHPHQW XWLOLVpH GDQV OD OLWWpUDWXU
Liang et al, utilisantla puce llluminaa identifié les genes LPCAT2et IL-5 comme géenes

associesD X[ WD X[ G JLaddeMd R®ADXyHophosphatidylmwolineacétyltransférase

code pour une enzyme essentielle a la formatioplatelet activating factqgrun médiateur

lipidique preinflammatoire tandis queOH JqQH5BaH®EH SRXU OH WpFHSWH.
stimulantOD SURGXFWLRQ pdyhuol§drésdudinophiéd. Rapis@rekude, la
PpWK\ODWLRQ GYDXFXQH VRQGH FRGDQW SRXU FHV JgQH!
Une des explicationde ces résultats contradictoingsurrait résider dankes différences
méthodologjues et le faitque la population de notre étugkaitcompoge exclusivemented

sujetsasthmatiquesune populatiomp-régulée en ce qui concerne les IgE totales.

L 1 p W X @ hhétBythtiOrdans cette populatioredsujetsasthmatiquerévéle des signatures
épigénétiqus qui pourraert représenteune nouvelleapprochepour la prise en chargie

ces patientsll pourrait étre envisageable que des médicaments ciblant les mécanismes
épigénétiqueslans OfDVWKPH j O T LOMedanentG:HvisEd] ahibbiDdéf@use

(comPH SDU H[HPSOH OfD]DFLWLGLQH LBsXpidniddiGarénts\ord E L Q H
pour ciblela famille deshistones dacédylases(HDAC), leshistones miytransféases les

DNMT et lesbromodomaircontaining proteing(60). La majorité des médicaments en
développement sont des inhibiteurs plus ou MOMOHFW LIV GTXQH podrDeVVH GH\
traitement de cancers. Néanmoins, ceemisubstances activexomme le RVX208
actuellemenéenessai tnique dephase ] FLEOH OH GLDEqQWH GH \BOBH HW (
(Q SDUDOOQOH GH OfpY DsObXtandes BveBdHndubtives Qévetoype@ O H V

des tests de diagnostic compagrpermettant de sélectionner les candidats au traitement.

3DU FRQVpPTXHQW LO fmathyati&nDpurradt] Egal¥mentX $eérvid de
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biomarqueus afin dedéfinir des sougroupes @ sujetsasthmatiquesAu final, cibler les
mécanismes épigénétiu® TLQVFULW G O QXigaHein® pedsoindlidée.

5.4 Conclusion

Notre étude @pemis de mettreen évidencea travers deux approches complémentadtes,

nouvelles régiors différentiellement méthyks impliquéess GDQV OH W akaitsf,J( WRW
T X o Qreau site de méthylatidhR Q F H U Q D Q IL-OdHed lgRuidtBsthn@atfgues

maisaucun site de méthylan Q D pWp LGH QW LIGEgpécRGuEsEes@ebulate O HV
DSSXLHQW O T IO\BHR WKWk tfdsdd Epitjenétiquespécifiques a différents
SKpPQRW\SHV GIDVWKPH HQ SDUWLFXOLHU OfDVWKPH DO
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6.Conclusion
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Annexel : Schéma d'unerimunoglobuline E

Représentation schématiqu 1 XQH LPPXQRJOREXOLQH ( DYHF VHYV FKDLQHV ORXUGHYV
constants (Ce) et variables (V). Ainsi que son interaction avec le récepteur de haute affinité FceRlI et de faible affinité
FceRI(6).

49



Annexe2 : Scléma descriptif du @canisme interveant lors de la
sensibilisatioraun allergne.

Ce scléma représente la place des Id&ns la phase immédiate de la réaction allergique avec notamment la libédation
PpGLDWHXUV FRPPBUOFHKVVRDDPLRHWHY $LQVL TXH V@ Q U{OH GDQV OTDOOHU
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Annexe3 : Schéma récapitulant la stredie de la prise en charge de I'aséh
selon le niveau de cofte

'"HVFULSWLRQ GH OD VWUDWpPJLH GH SULVH HQ FKDUJH GH OfDVWKPH DLQVL
niveau de contrbl¢3).
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Annexe4 : Classifiation du niveau de cordle de I'asthme

7TDEOHDX GHVFULSWLI PRQWUDQW OYHQVHPEOH GHV FULWQUHV SULV HQ FRP
TXH OHXUV GpILQLWLRQV &HV FULWQUHV SHU P driféitdoQrile Gutio®rpidlé@). U VL OfD V)
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Annexe5 : EtudesévaluantO fDVVRFLDWLRQ HQWUH ODWIPXY K3 0,3 YrarFRBtesDfidtiqesl W O H

Auteur  Journal Expression des réultats  Population Méthodes Principaux résultats
Liang et Nature -Sites CpG assodaux aux -355 sujets dont 17! Modéle linéaire mixte -La métaanalyse pour ces 3 panels réw
al. (2015) GY,J( WRWDOHV DVWKPDWLTXH Cellules du sang total. 36 lociassociesauW D X[ GY,J( W
-Variation du D X[ G MRCA agés de2 a 61 Méthylationobtenueavec la un FDR < 16" dont LPCAT2 IL-5R3
totales en fonction du nivea ans biopucelllumina ZNF22 L2HGDH, IL-4 et SLC25A33
de méthylation -149 sujets dont 3¢ - Pour ces 6 sites CpG, le niveau de
DVWKPDWLTXH PpWK\ODWLRQ GLPLQgED
PAPA &agés del8 a 30 totales.Pour le panel MRCA, le top 3 de:
ans (premiére sites CpGSLC25A33, LPCAT2t
réplication). L2HGDH) expliqgue13.5% de la variation
-160 sujets dont 69 dutaX[ GT1,J( WRWDOHYV

DVWKPDWLTXH
SLSJ &gés dé a 79 ans
(secone réplication).

Everson Genome Sites CpG associés a la -367 sujets atopiques ¢ - e WD SH XWLOLVDV-3RXU OfYpWDSH \YAN
et al. Medicine sensibilisation allergiquet a la cohorte IOW agés d Random Forest pour sélectionner | sélectionnés
(2015) XQ WDX][ pOdtatep G 18 ans. cas atopiques puis une régress - Etape 2 (IOW): Sur les 62 sites, 22 sit
- HQIDQWY (C ORJLVWLTXH DQDO\ dont 12 sites étaient sidimativement
BAMSE (réplication) ente la méthylation et le associés a la sensibilisation allergiaaiex
sensibilisation allergique XQ WDX[ GT,J( pOHYDP

- Etape 2 et réplication : évaluatior - Réplication: 19 sitesrd été répljués
de chage site CpG en lien avec la dont 9 associés a la sensibilisation
sensibilisation allergiquet le taux allergiqueHW j XQ WDX[ GT,J
G 1,J( Wpawdgmeddion PRG2
logistique multiple
Cellules du sang total.
Méthylation obtenue ac la
biopuce Illlumina 450k
Yanget JAllergy Clin -DMR associés O 1D V&l | 97 sujets asthmatiques Modéle linéairepuis utilisation de - 81 DMR étaienaissocieV j OTDV W

al. Immunol comparaison aux ca allergiques agés de 6 a . la méthodecombp pour calculer la 4 également associéemux WD X[ C
(2015) contrbles ans corrélation des valeurs p dans un totales. 73 étaient majoritairemer
- DMR associé auxtaux 97 sujetontréles intervalle de 300 bases et correctic hypométhylées dont-13
GT,J( WdhaY @OH des valeurs p par Sl-Kidak
asthmaijuesuniquement Cellules du sang total.
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Méthylationobtenue avec la biopuc - 11 DMR étaientliés aux tauxG T, .

[llumina 450k totales chez les asthmatiquesgont

TRMT12
Ek etal Epigenomics -Sites CpG associés aux tal -728 sujetsagés de 14 ¢ -Modele mixte et correctior -15 sites Cp®nt été répliqués en lien ave
(2017) GT1,J9( WRWDOHYV 94 ans dont 356 ayani Bonferroni poules tests multiples OHV WDX[ GT,J(ABGRW D-C

-Sites CpG liés aux IgE une maladie allergique ¢ -Pour les DMR méthodecomb-p 5Ra, PRG2Six passaient la correction di
spécifiqgues obtenus pe¢ 372 contrbles de e pour calculer la corrélation des tests multiples dortPCAT2, ZNF22tIL-

Phadiatop  (chat, chier NSPHS population valeurs p dans un intervalle de 20t 5Ra

cheval, acariens, phléol¢ -355 sujetsigés de 2 a 6. bases et correction des valeurs p| -331 sites CpG associés aux {g

ERXOHDX HW )[ ans issus de MRCA pot SLK-sidak spécifigues dont 23 qui passent

lait, pdsson) la réplication Cellules du sang total. correction des valeurs p maiXd&a X Q Q

-DMR associés aux IgE Méthylationobtenue avec la lié a une maladie allergique

totales biopucelllumina 450k -16 DMR ont été mises en éviden
concernant le WD X[ GT,J( WEF
ACOT7

BAMSE, Children AllergyMilieu Stockholm Epidemiology ; IOW, Isle of Wight ; MRCMedical Research Council AsthmdSPHS Northern Svedish Population Health
Study; PAPA, Poblogaeth Asthma Prifysgol Abertawe, SLSJ, SagukeaaygaintJean region of Quebec,
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Annexe6 : Résultas obtenus concernant les IgEésifiquesaDerp 1, 2, Feld 1
et Fhl p 1 pour le gnelL-4

Site CpG n Beta SE  Valeur p non corrigée Valeur p corrigée par leFDR
Derp1l
131999991 134 -0,21 0,09 0,02 0,20
132008595 111 091 0,39 0,02 0,20
132009796 234 -0,23 0,09 0,02 0,20
132009811 242 -0,25 0,09 0,01 0,20
132009823 255 -0,25 0,11 0,03 0,28
132010005 185 -0,21 0,08 0,01 0,20
132010649 230 -0,29 0,08 0,01 0,20
132010825 208 -0,22 0,09 0,02 0,20
Derp 2
131999991 234 -0,27 0,09 0,04 0,35
132001742 278 041 0,19 0,03 0,33
132005791 297 0,38 0,15 0,01 0,17
132008595 111 1,04 039 0,01 0,17
132009796 234 -0,23 0,09 0,02 0,20
132009811 242 -0,24 0,09 0,01 0,17
132009947 219 -0,23 0,06 0,04 0,35
132010649 230 -0,20 0,07 0,01 0,17
132010825 208 -0,24 0,09 0,01 0,17
132024718 321 -0,44 0,20 0,03 0,32
Feld1
132005824 300 0,3 0,15 0,03 0,69
132008595 110 0,79 0,37 0,03 0,69
132010934 194 0,18 0,09 0,04 0,69
Phip1l
132005824 300 0,27 0,14 0,04 0,60
132008595 110 0,79 0,35 0,03 0,60
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Annexe7 : Tableaudescriptif de I'ensemble deSsultas obtenus pour I'analyse
d'enrichissement

Localisation Valeurp  Localisation Localisation Autre Autre
cible et cible et localisation localisation et
valeurp ” - valeurp>10 etvaleurp” valeurp>10
4 4 10% 4

Intron 0,0003 169 1249115 143 156628

South shelf 0,09 34 240461 278 2574935

North shelf 0,16 32 240562 280 2574834

TES 200 0,24 3 15355 309 2800041

Eosinophile Imr 0,38 36 306248 276 2509148

SNP auto-immun 0,42 1 4977 311 2810419

(200

H3K4mel.H3K27ac| 0,46 3 22502 309 2792894

Blood Imr 0,47 40 353136 272 2462260

Thi 0,59 5 46505 307 2768891

39 875 0,60 9 84673 303 2730723

1 875 0,61 34 317425 278 2497971

TES 1000 0,78 6 68774 306 2746622

TTS 1000 0,78 24 247461 288 2567935

TES 1500 0,80 9 102424 303 2712972

CD34 0,84 21 22860 291 2586776

South shore 0,85 37 385501 275 2429895

H3K4me3.H3K27ac| 0,87 3 44744 309 2770652

TTS 1500 0,88 28 305213 284 2510183

CDh20 0,90 16 190781 296 2624615

TTS 200 0,94 3 53739 309 2761657

CD3 0,95 3 57432 309 2757964

CD14 0,96 19 240131 293 2575265

Th2 0,97 23 293896 289 2521500

CD8 0,97 14 197078 298 2618318

CD3 0,98 16 226623 296 2588773

CD56 0,99 8 138915 304 2676481

Exon 0,9 36 447456 276 2367940

CDh4 0,99 9 153939 303 2661457

North shore 1,00 30 392033 282 2423363

Premier exon 1,00 8 149898 304 2665498

CD19 1,00 12 214136 300 2601260

llot CpG 1,00 44 602645 268 2212751

Blood umr 1,00 52 810431 260 2004965

Eosinophile umr 1,00 45 781824 267 2033572

SNPauto-immun 1,00 0 3 312 2815393

Umr : unmethyled region Imr : low methygd region; TTS : transcriptional start site; TES : transcriptional end site; UTR :
untranscripted region
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Annexe8 : Tableau descriptif des 3 DMR significativement associées aux taux

d'IgE totales
Site CpG Béta Ecart-type Valeur p non corrigée Gene
(LRT)
Chr13 113242878 -0,09 0,04 0,01325 *TUBGCP3
113242893 -0,09 0,04 0,02684
113242899 0,10 0,04 0,02496
113242907 0,11 0,04 0,01654
113242909  -0,10 0,04 0,01729
113242911 0,11 0,05 0,02282
113242926 0,12 0,05 0,00986
113242931 0,13 0,05 0,00515
113242944 0,12 0,05 0,01840
Chr21 45628003 0,12 0,04 0,00441 *C210rf33
45628012 0,13 0,04 0,00102
45628025 0,19 0,04 3,15E07
45628029 0,17 0,04 8,59E06
45628074 0,11 0,05 0,02172
Chr22 17587749 0,21 0,06 0,00070 IL17Ra
17587752 0,15 0,05 0,00242
17587755 0,18 0,05 0,00057
17587784 0,16 0,05 0,00052

*signifie que cela correspond au gene situé en amont de la région. Il est observé que pgu@ddaG H FHVY UpJLRQV OfYHIII
DLQVL T XtipeQFE) B@tdw/méme ordre de grandeur et vont dans le méme sens.
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Anais MALPERTUIS

METHYLATION ET IGE : APPROCHE METHYLOME DANS UNE POPUIATION DE
SUJETS ASTHMATIQUES

RESUME:

Introduction: /fLPPXQRJOREXOLQH ( ,J( HVW OH PpGLDW®HbKtUeSSULQFLS
étiologies résulterd'interactions complexes entre des facteurs environnementaux, comportementaux et
génétiquesLes maladies allergiqueSHXYHQW V T H pfé&rdnkesl forméRKR/PPH OYDVWKPH
Dans OfDVWKPH OYDVVRFLDWLRQ HQW UdtouRPge\Vpeurceiaiidgies HW , J(
notammenSLC25A33, LPCATEtL2HGDHet H[SOLTXHUDLW GH OD YDWLDWLRQ ¢
L'objectif de ce travail étaitl'identifier les sites de méthylation associézx WD X[ GYT,J( WRWDOH
spécifiques dans une population de sujets asthmatiques.

Méthode : La méthylation, obtenue par méthylC capteeguencing, a été analysée en fonction des
WDX[ GT,J( FKH]asthmatiGuesOistus e la cohorte EGEA selon une approche par géne
candidaf(IgE totales et IgE spécifiquésDerp 1, 2, Feld 1 et Phipdt XQH D S S U RpigehbmexX U O
entier (gE totales.

Résultat /T DSSURFKH VXU O fpSL JQRBJoHs sigRifiedtieoheBtssoGi¢e QN duk
GY,J9( WRWDOHV GRQW XAQHFRdcRQdaitleQD gMont@&BACQR3 N nouveau
site CpG (132009796) était associéxaW D X[ GT,Jq awsew blO¢endL-4 /TDQDO\VH
G T H Q U L F Krhonwaitquel IEsWites CpG ayant une valeur p (non corrigée) inférieuré étdiént

PDMRULWDLUHPHQW SUpVHQWQY TDXp W LAGHBMIAR B BRQifiGues X F X Q VLW

Conclusion: Ce travail adentifié de nouveaux sites de méthylation lices D X[ GT1,J( WRWDOHYV
résultatsVRQW UpSOLTXpV GDQYpS K DpXQpWHM M RGIWV UD LpaurG&H QR XYH
traitemenet OYXWLOLVDWLRQ GH E L R-Brbuges ¥ HatiehdasthmBtoeQ W GHV VR XV

MOTS CLES: Asthme Allergie, IgE totals et spécfiques,Approchecandidate, EWAS

FILIERE : Pharmacie optiofndustrie

59





