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INTRODUCTION

L’évolution de la pharmacie a été marquée par des découvertes importantes, puis
par des progres thérapeutiques majeurs au cours des derniers siecles (Figure 1). Dans cette
introduction, nous allons dans un premier temps retracer les origines du médicament,
depuis I’ Antiquité jusqu’aux Temps modernes, et aborder les principaux tournants dans
I’histoire de la pharmacie. Dans un second temps, nous nous attacherons aux innovations
thérapeutiques majeures des derniéres décennies, a savoir les biotechnologies et les
approches « omiques », en les illustrant par des exemples provenant principalement de la
cancérologie, domaine ayant de nombreuses retombées thérapeutiques innovantes. Enfin,
nous expliquerons la nécessité du développement de nouveaux médicaments innovants
pour améliorer la prise en charge des patients, en prenant I’exemple de I’asthme, maladie

fréquente d’origine multifactorielle.

1. Les origines du médicament : pratiques thérapeutiques de I’Antiquité

aux Temps modernes

En réalité, les premiers ¢léments de I’histoire de la médecine datent de la
Préhistoire. La paléopathologie, étude des maladies anciennes dans des populations
passées par analyse de restes humains, a permis I’apport des premicres connaissances sur
I’existence de maladies dés le Paléolithique.'” Des observations paléopathologiques du
Paléolithique, mais surtout du Mésolithique et du Neéolithique, tirées de I’examen d’os et
de dents humains, ont permis de mettre en évidence I’existence trés ancienne de 1’arthrose,

de caries ou encore de la tuberculose, du choléra, de la Iepre et de la peste.
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Figure 1: Frise chronologique retracant les principales découvertes thérapeutiques
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Les premiers actes chirurgicaux connus, a savoir les trépanations et les amputations,

témoignaient déja de I’émergence de la volonté de guérison de 1’homme préhistorique.'?

1.1. Pratiques thérapeutiques mésopotamiennes et égyptiennes

L’observation des pratiques de nos ancétres représente un €lément majeur de
I’histoire du médicament.’ La trace écrite la plus ancienne du recours par I’homme a
I’utilisation de substances a visée thérapeutique date d’environ 2100 années avant Jésus-
Christ (J.-C.). Il s’agit de la Tablette de Nippur, aujourd’hui considérée comme la premiere
pharmacopée mondiale connue, découverte en 1889 sur I’ancienne cité babylonienne de
Nippur soit des millénaires aprés sa rédaction.™” Cette
derni¢re, en argile, retrace I’utilisation par un médecin
sumeérien de substances végétales comme le myrte, le sapin et
le saule, animales comme la peau de serpent et les écailles de
tortue, ou encore minérales comme le chlorure de sodium ou
le nitrate de potassium. Ces matieres premicres ¢Etaient

préparées par décoction puis filtration avec comme

(5 et E ;g‘ i
Al AT

excipients de la biere, du vin ou diverses huiles.

Figure 2: Tablette médicale sumérienne cunéiforme de Nippur, d’aprés le Musée

d'Archéologie et d'Anthropologie de 'Université de Pennsylvanie © Penn Museum 2018°

Bien que ce document ne mentionne aucune formule « magique », 1’utilisation empirique
de substances naturelles en tant que remeéde était étroitement liée a des pratiques

incantatoires et religieuses.* En effet, les soignants d’hier étaient principalement des
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prétres, des magiciens, des guérisseurs ou des sorciers, qui préparaient et administraient
des médicaments aux patients, en y associant des pratiques traditionnelles ou religieuses
comme des paroles rituelles, des invocations a de multiples divinités voire de
I’exorcisme.™*

Le papyrus Ebers, datant d’environ 1500 ans
avant J.-C., renseigne quant a lui sur la pharmacopée
égyptienne de I’époque, composée de diverses substances
provenant des régnes végétal, animal et minéral et

associée a de nombreuses formules « magiques ».’

Figure 3 : Papyrus Ebers, d’aprés la Bibliothéque Nationale de Médecine des Etats-Unis’

Ces écrits renseignent notamment sur ['utilisation ancestrale de plantes a visée
thérapeutique, certaines contenant des substances actives encore largement utilisées de nos
jours. Parmi elles, nous retrouvons le pavot blanc (Papaverum somniferum album), qualifié
ancestralement de « plante de la joie » et utilis¢ depuis des millénaires pour ses propriétés
antalgiques. En effet, I’incision de ses capsules permet le recueil d’opium, latex riche en

alcaloides opiacés dont la codéine et la morphine.

1.2. Pratiques thérapeutiques gréco-romaines

La transmission écrite des pratiques thérapeutiques mésopotamiennes et
égyptiennes a ¢été¢ suivie de la naissance de DI’art médical occidental grec, illustré

notamment par Hippocrate (460-377 avant J.-C. environ), considéré comme le pere de la
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médecine.>* Ce dernier établit une approche plus rationaliste de la médecine, en exemptant
ses pratiques de considérations religieuses et magiques, et en considérant 1’origine de la
maladie comme naturelle.' La médecine antique gréco-romaine fut par la suite marquée par
Claude Galien (131-201 environ apres J.-C.), qui fit évoluer les connaissances en anatomie
a partir d’observations anatomiques et de dissections animales, et ¢€tablit plusieurs
hypothéses de processus physiologiques.* Alors que la cueillette de diverses plantes était le
mode principal d’acquisition de médicaments, le développement des voyages et du
commerce international dés la fin du VII™ siécle permit une multiplication des
ressources thérapeutiques. De nombreuses plantes médicinales furent par la suite cultivées
dans des jardins de monastéres afin de faciliter I’accés a ces matiéres premiéres.’
L’héritage thérapeutique gréco-romain fut transmis aux sociétés arabo-perses et
complété aux alentours de 1’an 1000 par des auteurs tels que Rhazes (865-925) et Avicenne
(978-1037). Bagdad vu naitre la profession pharmaceutique, distincte de la profession
médicale, au VIII®™ siécle. Sous le terme de « sayadila » était désigné un spécialiste de la

fabrication et de la délivrance des médicaments, prédécesseur de 1’apothicaire devenu plus

tard pharmacien.”

1.3. Pratiques thérapeutiques du Moyen Age aux Temps modernes

Au Moyen Age cohabitérent deux types de médecine : la médecine « officielle », a
savoir celle d’Hippocrate et de Galien, et la médecine « populaire », représentée par les
guérisseurs et charlatans. Les saignées et les purgations étaient trés répandues et de
nombreuses substances animales, végétales et minérales €taient indiquées sous différentes

, s .. . , . 1
formes galéniques avec des compositions et des posologies mal définies.
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Les Temps modernes furent marqués par une forte évolution des connaissances en
anatomie et physiologie avec notamment la découverte de la circulation sanguine, des
microorganismes et des cellules. Il y eu alors une premiére remise en cause puis un rejet
progressif des préceptes antiques et du galénisme ; le charlatanisme fut banni.* Ce n’est
qu’a partir du XVII®™ siécle qu’il y eu une réelle avancée dans I’histoire des
médicaments, par la découverte de la vaccination d’une part, et la naissance de la chimie

d’autre part.

2. La vaccination et I’ere de la chimie : des tournants dans I’histoire de la

pharmacie

2.1. La vaccination, premier médicament de la médecine préventive

Bien que la variole, maladie virale hautement contagieuse et fréquemment mortelle,
ait été décrite pour la premiére fois au IVS™ siécle, il semblerait qu’elle soit beaucoup plus
ancienne avec la découverte de cicatrices de pustules varioleuses sur des momies
égyptiennes. Dés le XI™ siécle, des peuples prévenaient la gravité de la variole en
déposant sur leur muqueuse nasale un matériel varioleux issu du contenu de pustules de
malades : ¢’était la variolisation. Cette technique fut fréquemment employée au XVIII®™
siécle par plusieurs médecins.* Edward Jenner (1749-1823), médecin de campagne,
s’intéressa a la vaccine, une maladie bénigne de la vache contagieuse a ’homme. Il se
rendit compte que les paysans contractant la vaccine ne pouvaient pas développer la
variole. Ainsi, il eut 1’idée d’inoculer par scarification a plusieurs personnes non plus du
pus de pustules de patients varioleux, mais de personnes atteintes de vaccine, et de leur

inoculer la véritable variole trois mois plus tard : ils ne développerent pas la maladie.
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C’était la découverte de la vaccination.* La vaccination antivariolique s’étendit ensuite
rapidement avec 1’ouverture de centres spécialisés en Europe et en Amérique des 1801, la
promotion de la vaccination par Napoléon aupres de ses troupes en 1805 et 1’obligation
vaccinale pour tous en 1902.*

Il n’est cependant pas possible d’aborder les vaccins sans faire référence a Louis
Pasteur (1822-1895), considéré comme le pere de la vaccination. En 1879, il inocula de
vieilles cultures de bactéries du choléra a des poules et constata que ces dernieres ne
mourraient pas de la maladie, méme apres inoculation de souches « fraiches » de bactéries.
Il énonca ainsi le principe de I’atténuation, consistant a affaiblir artificiellement la
virulence d’agents pathogenes et les utiliser comme vaccin afin de protéger de la survenue
de la maladie liée a ces agents infectieux. Par cette découverte, il mit au point le premier

. c . ’ ’ 4
vaccin humain a virulence atténuée contre la rage en 1885.

2.2. L’essor de la chimie: une avancée majeure pour la

thérapeutique

Les XVIII®™ et XIX“™ siécles furent marqués par des progrés considérables dans
les sciences chimiques, contribuant a une amélioration considérable de la prise en charge
thérapeutique des patients. L’avenement de la chimie fut un véritable tournant, permettant
a la fois I’extraction et la purification de substances actives de maticres organiques, ainsi
que la synthése chimique de différents composés.” L’étude des médicaments devint une

. . , . , . 4
science : la pharmacologie, renforgant encore le déclin du galénisme.
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2.2.1. L’extraction et la purification de substances actives

Le développement de méthodes physico-chimiques innovantes permit 1’extraction
et la purification de substances actives d’origines végétale et animale.* L’étude
expérimentale en laboratoire de 1’effet de ces substances sur des animaux constitua
également une avancée majeure.’

La premiere extraction et purification de substances actives végétales fut réalisée en
1805 par un pharmacien allemand, Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner (1783-1841), qui
isola I’opium des capsules de pavot blanc et I’appela morphine, du Dieu Morphée, pour ses
effets antalgiques et narcotiques.*” La codéine fut quant a elle isolée de I’opium un peu
plus tardivement, en 1832.° L’extraction et la purification d’autres substances actives
importantes sont a noter, comme celles de la quinine de 1’écorce de quinquina en 1820
(antipaludéen) ou la digitoxine de la digitale en 1867 (cardiotonique).**

L’extraction de substances actives animales, plus difficile, ne fut possible qu’au
siecle suivant avec la purification de 1’adrénaline a partir de glandes surrénales de divers
animaux en 1901, suivie de la thyroxine en 1915.>° Une autre grande étape d’extraction
d’une substance d’origine animale fut celle de I’insuline, a partir de pancréas de bceufs et
de porcs en 1922.% La découverte des héparines provient également du régne animal, avec
I’extraction a partir de foies de chiens en 1916 d’une substance aux propriétés
anticoagulantes, baptisée héparine. Apres plusieurs années de recherche pour améliorer sa
purification et son utilisation chez ’homme, les premieres héparines furent produites a

I’échelle industrielle dans les années 1940, a partir de muqueuses intestinales de porcs.”
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2.2.2. La synthese chimique de médicaments

Parallelement a ces extractions, les premieres syntheéses chimiques de médicaments
firent leur apparition.® Il s’agissait désormais de synthétiser des substances actives
naturelles afin d’en augmenter la production, de modifier leur structure chimique afin d’en
améliorer ’efficacité ou diminuer la toxicité (pharmacomodulation), ou encore d’inventer
de nouvelles molécules thérapeutiques, contribuant a 1’¢élargissement de [’arsenal
thérapeutique.” Un autre intérét de la chimie de synthése était de garantir la standardisation

de la production d’un médicament afin d’en améliorer sa sécurité d’emploi.’

Les premieres synthéses

Les premiers médicaments synthétisés furent de petites molécules, simples,
utilisées comme anesthésiques généraux par voie inhalée. Il s’agit du chloroforme,
synthétisé en 1831, suivi du chloral en 1832 et du protoxyde d’azote en 1844, qui

révolutionnérent la pratique chirurgicale.’

Des découvertes hasardeuses

Le hasard a également joué un rdle dans la découverte de plusieurs molécules. En
1846, le chimiste italien Ascanio Sobrero (1812-1888) synthétisa la nitroglycérine,
¢galement appelée trinitrine, qui fit par la suite utilisée par Alfred Nobel (1833-1896) pour
la fabrication de la dynamite. Quelques années plus tard, il mit en évidence de fagon
fortuite 1’action vasodilatatrice de la trinitrine, en remarquant que le dépot d’une
gouttelette de nitroglycérine sur la langue entrainait d’intenses maux de téte.* Ainsi, la

trinitrine par voie sublinguale fut indiquée comme antiangoreux en 1879.”
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D’autres médicaments de synthése naquirent de I’industrie des colorants. En effet,
I’aniline, un colorant naturel isol¢ par distillation de 1’indigo, est a [’origine du
développement des premiers antalgiques et antipyrétiques. L’acétanilide, la forme acétylée
de I’aniline, posséde des propriétés antipyrétiques qui furent fortuitement découvertes et
conduisirent 4 sa commercialisation en 1886 sous le nom d’Antifébrine®. Cependant, son
pouvoir méthémoglobinisant conduit au développement d’analogues moins toxiques.
Parmi eux, le célebre paracétamol ou acétaminopheéne, qui ne fut commercialis€ qu’en
1955 suite a des suspicions de néphrotoxicité.”

Bien que la découverte des antibiotiques soit fréquemment attribuée au hasard, 1’utilisation
de pates ou de peaux de fruits moisis pour soigner des infections cutanées était déja connue
depuis I’ Antiquité, témoignant de I’ancienneté du recours insoupgonné aux antibiotiques.”
La contamination accidentelle en 1928 de cultures de staphylocoques par des souches de
Penicillium notatum, un champignon microscopique, conduit Alexander Fleming (1881-
1955) a découvrir la pénicilline.* Cependant, les difficultés a isoler, purifier et produire en
quantité¢ suffisante la pénicilline la laissérent dans I’ombre pendant plusieurs années,
concurrencée par la syntheése chimique du premier sulfamide antibactérien en 1935 (le
sulfamidochrisoidine) qui domina alors le marché des antibactériens.* La découverte de
Penicillium chrysogenum, capable de produire deux cents fois plus de pénicilline que
Penicillium notatum, permit la production de pénicilline G a I’échelle industrielle, qui
devint alors un médicament essentiel lors de la deuxiéme guerre mondiale.* La découverte
de la pénicilline passa sous silence celle de la gramicidine par le biologiste francais René
Dubos (1901-1982), qu’il isola en 1939 a partir de la bactérie Bacillus brevis et qui fut

e, L e eqqe 4
commercialisée avant la pénicilline.
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Quelques découvertes importantes

Apres extraction de la salicine de 1’écorce de saule blanc en 1829, 1’acide
salicylique, métabolite actif de la salicine, fut synthétis€¢ chimiquement puis [’acide
acétylsalicylique, dérivé plus actif, fut identifié a partir de la reine-des-prés (Filipendula
ulmaria) et synthétisé en 1853, conduisant a la commercialisation de 1’ Aspirine® en 1899.*
Le premier inhibiteur de I’enzyme de conversion a été quant a lui synthétisé par analogie
de structure avec le téprotide, un peptide aux effets antihypertenseurs issu du venin de la
vipére brésilienne Bothrops jararac. 11 sagit du captopril, commercialisé en 1975.*

L’¢re de la chimiothérapie anticancéreuse débuta dans les années 1940, suite a
I’observation des effets du gaz moutarde, utilis€ comme gaz de combat au cours de la
premicre et de la seconde guerre mondiale. L’autopsie de soldats révéla le pouvoir
aplasiant médullaire de ce gaz et conduit a la synthése d’analogues, dont Ila
méchloréthamine (ou chlorméthine, Caryolysine™) qui sera le premier médicament
anticancéreux commercialisé en 1949. Il sera suivi du chlorambucil (Chloraminophéne™) et
du cyclophosphamide (Endoxan®).*'*

Quelques années plus tard, la zidovudine fut synthétisée a visée anticancéreuse, mais sa
trop grande toxicité n’en permit pas son approbation. Ses propriétés antivirales contre les
rétrovirus avaient cependant €été remarquées chez la souris, ce qui lui permit d’étre de
nouveau testée chez I’homme suite a la découverte du virus de I’immunodéficience

humaine en 1985. Ce fut le premier traitement antirétroviral, approuvé en 1987.*

Cette section a mis en lumiere I’apport majeur de la chimie au développement de
nouvelles thérapies. Par la suite, le recours a d’anciens concepts, a savoir ’utilisation de

substances provenant de sources biologiques, fut une nouvelle piste pour la découverte de

27



nouveaux médicaments. C’est ainsi que de nouvelles avancées majeures virent le jour,

optimisant encore la prise en charge thérapeutique des patients.

3. Les biotechnologies, au coeur de ’innovation thérapeutique

Les biotechnologies sont des technologies récentes ayant modifié
fondamentalement la fagon de synthétiser des médicaments, en permettant une production
standardisée, sécurisée et en quantité suffisante de molécules innovantes que les techniques
industrielles classiques ne pouvaient pas assurer. En effet, il s’agit désormais de produire
des substances actives a partir de sources biologiques, d’organismes vivants : c’est la

. T . . I 7 : 7 . 11
naissance des médicaments biologiques, également appelés biothérapies.

Dans cette section, nous allons retracer les grandes étapes de 1’apport des
biotechnologies aux progreés thérapeutiques, ayant permis la constitution de 1’arsenal

thérapeutique d’aujourd’hui.

3.1. La naissance des biotechnologies

Les biotechnologies sont nées dans les années 1950, avec la mise en évidence de la
structure de I’ADN par Francis Crick (1916-2004) et James Watson (né en 1928).
L’aveénement des sciences génomiques et I’acces a I’information génétique par le
séquencgage de ’ADN ont permis la compréhension de processus physiopathologiques de

nombreuses maladies au niveau moléculaire et de déterminer ainsi une multitude de

nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.'” Les biotechnologies, en permettant la
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découverte et la production de médicaments par des procédés inédits, ont révolutionné la

médecine humaine.

3.2. Les protéines recombinantes

Avant le développement des biotechnologies, la production de protéines d’intérét
thérapeutique était limitée a quelques molécules issues de tissus humains ou animaux.* Les
biotechnologies, en permettant I’identification puis le clonage de geénes codant pour des
protéines d’intérét thérapeutique, ont rendu possible d’une part la synthése de protéines
recombinantes en grande quantité¢ et de facon sécurisée, et d’autre part la mise sur le

7 : 13,14
marché de nombreux nouveaux peptides.”'*

Leurs indications reposent principalement
sur la prise en charge de diverses pathologies liées a un déficit en protéines endogenes, de
maladies auto-immunes et de cancers. Les protéines recombinantes sont produites a partir
d’un transgeéne, introduit dans un organisme hétérologue par génie génétique capable
d’assurer la production en grande quantité de la protéine d’intérét.>"

La premiere protéine recombinante mise sur le marché fut I’insuline, produite par
biotechnologie en 1979 et commercialisée dés 1982, moins immunogene que ’insuline
porcine ou bovine.* De nombreuses autres protéines recombinantes firent ensuite leur
apparition, de I’hormone de croissance aux facteurs de coagulation, en passant par les
facteurs de croissance hématopoiétiques, les cytokines ou encore les enzymes destinées a

I’enzymothérapie substitutive.”*'*

3.3. Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux ont été¢ développés pour la premiere fois en 1975 par la

technique des hybridomes, consistant a créer une cellule ayant la propriété de se multiplier
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dans un milieu de culture approprié tout en synthétisant des anticorps.* Les anticorps
monoclonaux sont des immunoglobulines présentant 1’avantage de pouvoir cibler des
structures tres spécifiques, et capables d’induire des effets cytolytiques apres fixation a des
cellules cibles, des effets antagonistes en se liant a des récepteurs membranaires cibles, ou
encore de neutraliser I’action d’antigénes."

Le premier anticorps monoclonal mis sur le marché en 1986 est un anticorps murin, il
s’agit du muromonab, un anti-CD3 indiqué dans la prise en charge des rejets de greffe.’
Les progres biotechnologiques ont ensuite permis la synthése d’anticorps monoclonaux
moins immunogenes par génie génétique. Le succes de la chimérisation, consistant a
remplacer des domaines constants de I’immunoglobuline par ses homologues humains, a
permis le développement en 1997 d’un anticorps monoclonal majeur. Il s’agit du rituximab
(Mabthera®™), un anti-CD20 indiqué notamment dans la prise en charge de certains
lymphomes et utilisé dans de nombreuses autres indications hors cancérologie (polyarthrite
rhumatoide, maladie de Wegener, certaines vascularites, maladie du greffon contre I’hote
etc.).'” Des anticorps humanisés ont ensuite été développés, possédant seulement les
régions hypervariables de I’immunoglobuline d’origine murine, ainsi que des anticorps

-
humains. "

3.4. Les thérapies ciblées anticancéreuses

L’une des principales limites des chimiothérapies classiques est leur manque de
sélectivité, en exercant leurs effets aussi bien sur les cellules saines que les cellules
cancéreuses, a 1’origine d’une toxicité importante. L’identification de cibles thérapeutiques
spécifiques aux tumeurs a permis le développement de molécules dirigées spécifiquement

contre des mécanismes d’oncogenese. C’est le cas des thérapies ciblées anticancéreuses,
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visant a bloquer la croissance et/ou la propagation des cellules tumorales, en s’attaquant
spécifiquement a certaines de leurs anomalies. '

Les thérapies ciblées sont généralement divisées en deux classes. La premiere
classe comporte les anticorps monoclonaux ou inhibiteurs extracellulaires, définis
précédemment, qui ciblent des antigénes spécifiques présents a la surface des cellules
tumorales, tels que des récepteurs transmembranaires, ou des facteurs de croissance
extracellulaires.'”” Les anticorps monoclonaux peuvent étre conjugués a des composés
cytotoxiques, permettant une délivrance spécifique de ces derniers au niveau des cellules
cancéreuses. C’est le cas du trastuzumab emtansine ou TDM-1 (Kadcyla®), indiqué dans le
traitement du sein métastatique avec statut human epidermal growth factor receptor 2
(HER2) surexprimé.'® La deuxiéme classe fait référence a des inhibiteurs intracellulaires
¢galement nommés « petites molécules », capables de pénétrer dans les cellules pour
interagir avec leur cible. Il s’agit pour la majorité de cette classe d’inhibiteurs de tyrosine

kinase, dont le chef de file est I’imatinib (Glivec®”), commercialisé en 2001."

3.5. L’immunothérapie anticancéreuse

Contrairement a la chimiothérapie conventionnelle et aux thérapies ciblées qui
visent a détruire les cellules tumorales, I’immunothérapie a pour but de tirer profit du
systéme immunitaire pour que ce dernier reconnaisse et détruise les cellules tumorales.'
La découverte de points de contrdle inhibant la réponse immunologique antitumorale a
permis le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a restaurer les
fonctions cytolytiques du systéme immunitaire.”’ Le cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
(CTLA-4) et le programmed-cell death-1 (PD-1), sont des molécules présentes a la surface

des lymphocytes T inhibant la réponse lymphocytaire T lors de processus tumoraux.’’
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Différentes molécules ont été développées pour cibler ces points de contrdle, afin de
restaurer les fonctions cytolytiques des lymphocytes T: il s’agit de I’ipilimumab
(Yervoy™) (anti-CTLA-4), du nivolumab (Opdivo®) et du pembrolizumab (Keytruda®)
(anti-PD-1) ou encore de 1’atézolizumab (Tecentriq”) et du durvalumab (Imfinzi®) (anti-
programmed death-ligand-1 [PD-L1], le ligand du PD-1).*' Elles sont principalement
indiquées dans le traitement des patients atteints de cancers bronchiques non a petites
cellules, de carcinomes urothéliaux ou de mélanomes avancés.

Une autre technique permettant 1’activation du systéme immunitaire est le recours a
des anticorps bispécifiques, c’est-a-dire a des anticorps ayant la capacité de se lier a deux
cellules différentes, par exemple a une cellule cancéreuse et a un lymphocyte T, entrainant
ainsi 1’activation du lymphocyte T et la destruction de la cellule tumorale.”? Le
blinatumomab (Blincyto®) est le premier anticorps bispécifique, bénéficiant depuis 2015
d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le traitement de la leucémie aigue

lymphoblastique a précurseurs B.

L’aveénement des biotechnologies ainsi que la maitrise du génie génétique ont
contribué¢ a la mise au point de médicaments de plus en plus ciblés et spécifiques.
Aujourd’hui, les protéines recombinantes, les anticorps monoclonaux et les thérapies
ciblées constituent une part de plus en plus importante de notre arsenal thérapeutique,
tandis que I’immunothérapie continue de se développer. Depuis quelques années, des
stratégies thérapeutiques toujours plus innovantes voient le jour, grace aux connaissances
apportées par de nouvelles technologies en pleine expansion : les approches « omiques ».
Ces dernieres offrent la possibilit¢ d’appréhender dans leur globalité des systémes
biologiques complexes et dynamiques, et d’analyser une quantité massive de données afin

de générer de nouvelles connaissances.
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4. Les approches « omiques », une révolution thérapeutique ?

Le développement des technologies a haut débit, I’avénement des techniques de
séquencage de I’ADN a grande échelle ainsi que le perfectionnement d’outils
informatiques ont participé a la naissance des données massives (« big data ») en santé.
Les avancées technologiques dans le traitement des données ont rendu possible 1’analyse
d’un treés grand volume d’informations notamment biologiques et cliniques, et ont permis
le développement des approches « omiques » a large échelle.”® Les approches « omiques »,
en appréhendant la complexit¢ du monde vivant dans son ensemble au moyen de
méthodologies non restrictives, ne cherchent plus a valider des concepts déja connus mais
permettent de générer de nouvelles hypothéses en cherchant au-dela des connaissances

actuelles.

4.1. Les différentes approches « omiques »

Les approches « omiques » constituent des technologies a haut débit permettant une
analyse simultanée d’un grand nombre de variables portant sur la génomique (avec
I’identification de variants génétiques par exemple), 1’épigénomique (avec la méthylation
de PADN par exemple), la transcriptomique (étudiant I’expression des genes), la
protéomique (correspondant a 1’analyse des protéines) ou encore la métabolomique
(étudiant les métabolites produits).”* Les approches « omiques » permettent, sur de larges
populations, d’étudier les associations entre différents marqueurs « omiques » et une
maladie, un trait de santé, une exposition, la réponse a un traitement etc. Elles permettent
ainsi de générer de nouvelles connaissances sur les mécanismes physiopathologiques des

maladies et d’identifier de nouveaux biomarqueurs associés a ces pathologies, qui

représentent autant de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.”
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4.2. Les médicaments issus de la génomique

Au cours des dernieres décennies, des milliers de génes impliqués dans la survenue
de maladies génétiques ou de maladies multifactorielles complexes comme 1’asthme ont
¢té identifiés. Tout d’abord, les analyses de liaison génétique, reposant sur 1’observation de
familles dont plusieurs membres sont atteints d’une maladie, ont permis d’identifier des
régions génomiques contenant les genes responsables de ces maladies. Les analyses
d’association génétique ont par la suite permis d’identifier plus précisément les génes et
loci responsables. Parmi elles, I’approche candidate, consistant a rechercher des variants
génétiques dans les génes dont la fonction pourrait jouer un role dans la survenue de ces
maladies. Plus récemment, le développement de techniques de génotypage sur biopuces a
permis 1’émergence d’approches pangénomiques ou genome-wide association study
(GWANS). Ces dernieres consistent a génotyper I’ADN des sujets issus de larges cohortes
épidémiologiques et a rechercher des associations entre des maladies ou des événements de
sant¢ et des variants génétiques, ces variants pouvant alors devenir des cibles

thérapeutiques potentielles.”

Ainsi, des médicaments issus des €tudes génomiques ont ét¢ développés, et
concernent notamment les médicaments de thérapie innovante. Parmi eux, les médicaments
de thérapie génique, qui sont des biomédicaments contenant un acide nucléique ayant pour
propriété de modifier une séquence génétique a visée thérapeutique, prophylactique ou
diagnostique.”® Le succés du premier essai de thérapie génique date des années 2000, par
administration du gene codant pour l'adénosine désaminase, déficient chez les enfants
atteints de certaines formes de la maladie des enfants-bulles.”” Cependant, de graves effets

indésirables apparurent et il fallut attendre 2012 pour voir, en Europe, le premier
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médicament de thérapie génique commercialisé. Il s’agit de 1’alipogeéne tiparvovec
(Glybera®), contenant le variant du géne humain de la lipoprotéine lipase, indiqué dans le
traitement des adultes présentant un déficit familial en cette enzyme.”®

Les médicaments de thérapie cellulaire somatique contiennent quant a eux des cellules ou
des tissus qui ont été¢ génétiquement modifiés, afin d’en modifier leurs caractéristiques et
permettre le traitement, la prévention ou le diagnostic de maladies.”® Le Zalmoxis®
représente actuellement le seul médicament de thérapie cellulaire somatique, approuvé en
2016. 11 est composé de lymphocytes T allogéniques génétiquement modifiés et est indiqué
en traitement adjuvant lors de greffes de cellules souches hématopoiétiques, aidant les
patients atteints d’hémopathies malignes a haut risque a renforcer leur systéme
immunitaire et & se protéger des infections.”

Le transfert adoptif de cellules est une approche combinant immunothérapie et thérapie
cellulaire visant & stimuler le systéme immunitaire du patient.”® Plusieurs méthodes sont
utilisées, dont la thérapie génique des chimeric antigen receptor-T (CAR-T) cells,
consistant a prélever les lymphocytes T du patient a partir de son sang, les modifier
génétiquement afin qu’ils reconnaissent spécifiquement les cellules tumorales du malade,
les cultiver et les réinjecter au patient pour qu’ils y exercent leur action.’® Les deux
premiers CAR-T cells, le tisagenlecleucel (Kymriah®) et I’axicabtagéne ciloleucel
(Yescarta®) ont obtenu une AMM européenne en aott 2018 dans le traitement du
lymphome B a grandes cellules chez 1’adulte, et de la leucémie aigu€ lymphoblastique B

chez I’enfant et le jeune adulte de moins de 25 ans pour le tisagenlecleucel.”’

Outre la génomique, des médicaments issus des approches épigénomiques se sont
développés au cours des dernieres années et pourraient constituer une arme supplémentaire

dans ’arsenal du clinicien de demain.
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4.3. Qu’est-ce que I’épigénétique ?

Les mécanismes épigénétiques controlent 1’accessibilité du génome et conduisent a
des modifications dans I’expression des genes, survenant sans modification de la séquence
d’ADN.*' Le role des mécanismes épigénétiques dans la régulation de 1’expression des
genes est important, comme le souligne le fait que bien que toutes les cellules d’un
individu renferment le méme patrimoine génétique, elles n’en font pourtant pas toutes le
méme usage. Le domaine de recherche de 1I’épigénome est depuis une dizaine d’années en
pleine expansion et a conduit a 1’identification de plusieurs mécanismes épigénétiques dont
les principaux sont la méthylation de I'ADN, les modifications post-traductionnelles des
histones et I'expression de micro-ARNs. La méthylation de I'ADN est le mécanisme le plus
¢tudié en recherche épidémiologique et fait référence a l'addition covalente d'un groupe
méthyle sur une base cytosine appartenant a un dinucléotide Cytosine-phosphate-Guanine
(CpQ). Celle-ci a généralement pour finalit¢ de réprimer la transcription des genes, en
affectant notamment les interactions entre les facteurs de transcription et I’ADN (Figure 4),
bien que cela dépende de la région du géne dans lequel se trouve le groupement méthyle.*
Au contraire, les modifications des histones sont généralement associées a un relachement
de la structure de la chromatine permettant une activation de 1’expression génique, et
comprennent principalement la méthylation, l'acétylation ou la phosphorylation des
histones. Enfin, les micro-ARNs sont des régulateurs de traduction capables de réprimer
l'expression d'un gene en induisant une dégradation de 'ARN messager et/ou en inhibant
sa traduction.”’ Ainsi, les modifications épigénétiques contrdlent ’accessibilité du génome

et conduisent a des modifications de I’expression des geénes.
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Figure 4 : Exemple de modifications épigénétiques : méthylation de I’ADN et acétylation

des histones, d’aprés Mukherjee ef al.*

Les mécanismes ¢€pigénétiques sont influencés par I’environnement et offrent une base
biologique a I’hypothese DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease, ou
origines développementales de la santé et des maladies), selon laquelle les expositions
subies au cours de la période prénatale et des premicres années de vie (exposition a des
polluants, alimentation, relations psychosociales etc.) influenceraient la santé ultérieure de
I’enfant et de 1’adulte.®® Bien que les premiéres phases de développement d’un embryon
soient caractérisées par une suppression quasi-totale des marques épigénétiques du

génome, permettant d’établir un nouveau profil d’expression génique spécifique de I’ceuf,

certaines modifications ¢épigénétiques persistent et peuvent étre transmises a la
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descendance. Cet effet transgénérationnel, bien que soumis a controverse chez 1’homme,
est établi chez I’animal.*

Outre les expositions précoces, l’environnement peut induire des modifications
épigénétiques tout au long de la vie, bien que le processus ne soit pas totalement €lucidé.
Des études menées chez des jumeaux monozygotes ont montré des niveaux de méthylation
de ’ADN et d’acétylation des histones similaires lorsqu’ils étaient jeunes enfants, puis de

plus en plus discordants lorsqu’ils devenaient plus agés, signant D’influence de

I’environnement et de I’expérience de chacun sur le patrimoine épigénétique.*

Bien que la génétique ait montré la contribution de variants génétiques dans
I’apparition de diverses pathologies, ces derniers ne peuvent cependant pas entierement
expliquer les variabilités phénotypiques importantes observées, notamment dans des
maladies complexes.”” Les modifications épigénétiques ont tout d’abord été démontrées
dans les cancers, et leur role dans la survenue d’autres maladies chroniques, notamment
I’asthme ou les maladies allergiques, a par la suite été mis en évidence.***° Plusieurs
¢tudes soulignent I’'importance de 1’apport de I’épigénétique, en complément de la
génétique, a la compréhension de I’étiologie de maladies. Par exemple, une étude dans
I’asthme a estimé que les trois sites de méthylation majeurs associés aux taux
d’immunoglobulines E (IgE) totales permettaient d'expliquer 13% de la variation des IgE
totales, soit dix fois la variance expliquée par les principaux variants génétiques
précédemment identifiés dans des études pangénomiques.”!

Ainsi, I’épigénétique, en étant a la frontiere des interactions geénes-environnement, a
permis d’établir de nouvelles hypotheses physiopathologiques, 1’identification de nouvelles
cibles thérapeutiques potentielles et de nouveaux marqueurs prédictifs, diagnostiques et

pronostiques.
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4.4. Epigénétique et asthme : un domaine de recherche d’intérét

dans I’innovation thérapeutique

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires,
caractérisée par une hyperréactivité bronchique et défini par des symptomes respiratoires
tels que des sifflements, des oppressions thoraciques, une toux ou encore une dyspnée,
réversibles spontanément ou sous 1’effet d’un traitement. Parmi les facteurs susceptibles de
déclencher ou d’aggraver une crise d’asthme figurent les infections virales, 1’exposition a
des allergenes ou a la fumée de tabac, 1’exercice, le stress ou encore le recours a certains
médicaments (bétabloquants, anti-inflammatoires).**

L’asthme représente un véritable probléme de santé publique puisque d’apres
'Organisation mondiale de la santé, 235 millions d’individus en sont atteints et il s'agit de
la maladie chronique la plus fréquente chez les enfants.”” En France, la prévalence de
I'asthme est estimée a plus de 10% chez les enfants de plus de 10 ans, et a 6 a 7% chez les
adultes.* L'asthme reste une maladie grave avec plus de 1000 décés en 2006 et plus de 54
000 hospitalisations en 2007 en France.*. Le coit total de la prise en charge de l'asthme

est considérable, estimé a 33,9 milliards d'euros par an en Europe.**

L'asthme est une maladie multifactorielle résultant d’interactions complexes entre
des facteurs génétiques, environnementaux et comportementaux. Elle est caractérisée par
une forte hétérogénéité endo-phénotypique, basée sur D’existence de différentes
caractéristiques cliniques, physiopathologiques et étiologiques.”’ Deux principaux
phénotypes d'asthme ont été identifiés : 1'asthme allergique et I’asthme non allergique.
L’asthme allergique est le phénotype le plus courant, apparaissant préférentiellement

pendant I'enfance et généralement associ¢ a des antécédents personnels ou familiaux
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d'allergies. L'asthme non allergique est quant a lui d'apparition plus tardive et généralement

Lo 37,42,46,47
plus sévere.

Les objectifs de la prise en charge thérapeutique de 1’asthme reposent sur le
controle de la maladie, visant a prévenir la fréquence et la sévérité des symptomes et la
survenue d’exacerbations. Outre les traitements aigus comme le salbutamol (Ventoline®)
ou la terbutaline (Bricanyl®), deux béta-2 agonistes de courte durée d’action utilisés a la
demande dans le traitement des crises d’asthme et dans la prévention de 1’asthme d’effort,
les traitements de fond représentent le pilier de la prise en charge thérapeutique de
I’asthme. Les corticostéroides inhalés a faibles doses sont considérés comme le traitement
de premiere intention dans 1’asthme; ils controlent I’inflammation pulmonaire et
diminuent I’hyperréactivité¢ bronchique. Les béta-2 agonistes de longue durée d’action, aux
propriétés bronchodilatatrices, peuvent étre introduits en deuxieme ligne lorsque le
controle de 1’asthme n’est pas atteint avec les corticostéroides inhalés seuls ; la dose des
corticostéroides inhalés peut également étre augmentée. Des traitements supplémentaires
peuvent étre introduits aux corticostéroides inhalés seuls ou associés aux béta-2 agonistes
de longue durée d’action, bien qu’ils soient moins efficaces et non dénués d’effets
indésirables. Il s’agit des antagonistes des récepteurs aux leucotriénes, dirigés contre des
médiateurs de I’inflammation bronchique, et la théophylline (Dilatrane®), une
méthylxanthine dérivée de la caféine aux effets bronchodilatateurs et anti-inflammatoires.
En cas de persistance de symptomes ou d’exacerbations malgré une utilisation optimisée
des traitements de fond précédents, le recours a d’autres thérapies est envisageable. Parmi
elles, le tiotropium (Spiriva™), un anticholinergique de longue durée d’action, et les
biothérapies. Ces derniéres sont représentées par I’omalizumab (Xolair™), anticorps

monoclonal humanisé anti-IgE indiqué en cas d’asthme allergique réfractaire ou encore le
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mépolizumab (Nucala®) et le reslizumab (Cingaero”), anticorps anti-interleukine-5
indiqués dans I’asthme hyperéosinophilique.*” Des stratégies non pharmacologiques sont &
associer aux traitements médicamenteux afin d’améliorer le controle de 1’asthme, comme
le sevrage tabagique et I’éviction des allergenes et des substances susceptibles de

’ . 42
déclencher une crise d’asthme.

Hormis les biothérapies apparues récemment et réservées a des indications
restreintes, il n’existe pas a I’heure actuelle de nouveaux traitements de 1’asthme. Bien que
les corticostéroides inhalés soient le traitement le plus efficace pour contrdler cette
maladie, les patients atteints d’asthme non allergique ont tendance a avoir une réponse
insuffisante au traitement ; de plus, une résistance progressive aux corticostéroides inhalés
peut apparaitre au long cours, notamment dans les asthmes sévéres.*®* Enfin, malgré
I’apport des biothérapies, plus de 40% de la population asthmatique présente un asthme
non contrdlé, soulignant I’intérét de développer des thérapies innovantes pour optimiser la
prise en charge thérapeutique de ces patients.”® Le nombre croissant d’études étayant un
lien entre des modifications épigénétiques et 1’apparition de I’asthme suggere qu’il est
nécessaire d’encourager la recherche dans le développement de nouvelles thérapies

RIS . 1,52
épigénétiques dans cette maladie. ™'

L’objectif de ce travail de thése était de discuter 1’apport de I’épigénétique dans
I’innovation thérapeutique, en I’illustrant par un travail de recherche portant sur
I’identification de sites de méthylation et de régions génomiques dont la méthylation était
associée aux taux d’IgE totales dans I’asthme de 1’adulte, maladie chronique fréquente au

niveau mondial.
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DNA methylation and total IgE levels: an epigenome-wide association

study in adults with asthma

ABSTRACT

Background: Asthma is a complex disease characterized by a phenotypic heterogeneity;
the allergic features, mainly mediated by the immunoglobulin E (IgE), represent a major
component of this heterogeneity. Beyond genetic and environmental factors, epigenetic
mechanisms likely play a role in the onset of asthma and allergy, and might be involved in
differentiating asthma phenotypes. The identification of differentially methylated /oci and
genomic regions associated with serum total IgE levels in adults with asthma may bring
further insights into asthma heterogeneity.

Objective: To identify CpG sites and differentially methylated regions associated with
total IgE levels in a population of adults with asthma.

Methods: High-resolution methylome data obtained by the methylC-capture sequencing (>
4 million CpG sites) were analyzed for total IgE levels in 357 adults with asthma from the
Epidemiological study on the Genetics and Environment of Asthma, bronchial
hyperresponsiveness and atopy (EGEA) cohort, using an epigenome-wide approach.
Replication of the most relevant CpG sites was investigated in the Medical Research
Council for Eczema (MRCE) panel then a meta-analysis was performed.

Results: This epigenome-wide association study identified new CpG sites, replicated in the

MRCE panel, and fifteen differentially methylated regions significantly associated with
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total IgE levels, including new genomic regions mapping to the /L-17RA, CLEC2A and
ICOSLG genes.

Conclusion: Using high-resolution methylome data, we identified new CpG sites and
differentially methylated regions associated with serum total IgE levels in adults with
asthma, including biologically relevant genes, supporting the hypothesis of the existence of

epigenetic signatures disentangling allergic versus non-allergic asthma.
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1. Introduction

Asthma is a global health problem whose prevalence is steadily increasing,
affecting 5 to 16% of population worldwide.”® Although its etiology and pathophysiology
remain poorly understood, allergy represents a major component of the endo-phenotypic
heterogeneity of asthma, leading to two major asthma phenotypes: allergic asthma and
non-allergic asthma.’’****>° The onset of asthma and allergy results from complex
interactions between environmental, behavioral and genetic factors, whose the roles remain
largely unknown.’® Family and twin studies, followed by genetic association studies,
showed the contribution of genetic determinants in asthma and allergic diseases, but they
confer a relatively small increase in risk and explain only a small proportion of familial
clustering.””® This missing heritability can partly reside in shared environmental factors,
gene-environment and gene-gene interactions and epigenetic modifications.*®**%

Evidence for the role of epigenetic changes in asthma and allergic diseases is
growing.”*" More and more studies suggest that environmental factors playing or
suspecting to play a role in allergic diseases onset (air pollution, maternal smoking during
pregnancy, farm environment, phthalate exposure, active smoking) are associated with
epigenetic signatures.’*®**°® Studies in humans that directly associate epigenetic changes
with allergic diseases and asthma, gradually appear in scientific literature.*”"*7? One of
the first epigenome-wide studies on total IgE levels identified different methylation sites
associated with total IgE levels in subjects with asthma, some located in genomic regions
with genes known to encode proteins associated with eosinophils (ILSRA, CCR3, IL1RLI1,
PRG2, GATAL..).*" Also, they reported that three major methylation sites identified
accounted for 13% of total IgE variation, that represents ten times the variance explained

by the major single-nucleotide polymorphisms (SNPs) previously identified in GWAS. To
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date, associations between epigenetic modifications and various characteristics associated
with asthma or allergic features (bronchial hyperreactivity, ventilatory function,
persistence of wheezing in children, response to asthma treatments, allergic immune
responses, persistence of childhood asthma) were highlighted.”

Although a growing number of scientific evidences supports the role of epigenetic
mechanisms in the development of asthma and allergic diseases, additional studies are
needed, especially in cohorts of phenotypically well-characterized subjects to account for
the clinical heterogeneity of the disease and using finer methylome data allowing targeting
all immune-cells regulatory regions. To our knowledge, no epigenome-wide association
study (EWAS) specifically addressed the epigenetic signatures associated with total serum
IgE levels in a population of adults with asthma. Such study could bring further insights
into asthma heterogeneity.

In this study, we aimed to identify methylation sites and regions associated with

total IgE levels in adults with asthma using an epigenome-wide approach.

2. Methods

2.1 Study population

The Epidemiological study on the Genetics and Environment of Asthma, bronchial
hyperresponsiveness and atopy (EGEA) is a French cohort followed-up for more than
twenty years, combining a case-control study and a family study of asthma.”* From 1991 to
1995 (EGEA1), 2047 subjects aged 7 to 70 years were recruited, including asthmatic cases
recruited in chest clinics, their first-degree relatives and spouses and population-based

controls (Figure 5). About twelve years later, EGEA1 participants were invited for a first
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follow-up (EGEA2, 2003 to 2007; 1601 subjects). At EGEA1 and EGEA2, participants
completed detailed questionnaires on respiratory health, allergy and environment and
participated in a medical examination (lung function testing, blood sampling with total IgE
measurements and skin-prick tests).

The current analysis was conducted in 357 adults with asthma and DNA methylation
measured either twice, at EGEA1 and EGEA2, for 242 participants, or once, at EGEA2,
for 115 participants, totaling 599 samples.

Written consent was obtained from all individuals. Ethical approval was obtained for the
EGEA study by the relevant institutional review board committees (Cochin Port-Royal

Hospital and Necker-Enfants Malades Hospital, Paris).

4 EGEA1 (1991-1995) )
n=2047
— 388 subjects with asthma
— 1244 first degree
relatives and spouses

( 415 control cases /

45 deaths
157 lost to follow-up

to the questionnaire
\4

EGEA2 (2003-2007) I | ‘
n=1601 58 new family members]

)

1177 non-adult and

non-asthmatic subjects |

67 asthmatic adults J‘
a

302 without responses J‘

without methylome dat

\ 4

Study population
n = 357 subjects with asthma
< 599 samples

Figure 5 : Flow chart of the EGEA study population
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Asthma definition

Ever asthma was defined by a positive answer to either “Have you ever had attacks of
breathlessness at rest with wheezing?” or “Have you ever had asthma attacks?” or being
recruited as an asthma case in chest clinics. Active asthma was defined by the occurrence

of an asthma attack or the use of a reliever medication during the last 12 months.

2.2 DNA methylation measurement

DNA was extracted from buffy coat of whole blood and sequencing methylome
data was obtained using an innovative sequencing approach: the methylC-capture
sequencing (MCC-Seq). This approach, developed by the Epigenome Center of Mc Gill
University in collaboration with Roche, targets sequencing of functional methylomes and
regulatory regions poorly represented by microarrays, as enhancers, allowing a denser
coverage of the genome with methylation measurement for almost four million CpG
sites.”” DNA methylation of each CpG site, defined as the beta-value, was measured by the

number of methylated reads over the total number of sequenced reads.

Quality control

CpG sites were a priori selected on the following quality criteria: 1) present on
autosomes (n= 4 406 143), 2) non-missing data for at least 100 samples, 3) with at least
10% of the samples with methylation levels different from O or 1 (hypo- or hyper-
methylated CpG sites, respectively) and 4) number of reads below 150 (an indicator of
sequencing defect). Following these selection criteria, 2 815 708 CpG sites (63.9%) were

included in the analysis, including 10.6% CpG sites present on the HumanMethylation
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450K chip. Among CpG sites detected on the [llumina 450k chip, 68.2% were covered by

our MCC-seq method after the quality control steps.

Genome feature association (annotation)

The physical annotation of CpG sites derived from tables of genomic features in the
Human reference genome hgl9 format from University of California, Santa Cruz (UCSC)
Genome Browser, downloaded on September 10, 2013. Sixteen positions were identified
(3’untranslated transcribed region [UTR], 5’UTR, CpG island, exon, first exon, intron,
north and south shelves, north and south shores, 200-base pairs [bp] — 1000-bp — 1500-bp
regions centered at the transcription start sites [TSS200, TSS1000, TSS1500] or at the
transcription termination sites [TTS200, TTS1000, TTS1500]).”° For the functional
positions, which relate to the position of CpG sites on regulatory regions in whole-genome
bisulfite sequencing from blood samples or eosinophils samples, annotation tables were
downloaded from three different projects: the TwinsUK cohort, the Encyclopedia of DNA
Elements (ENCODE) and the National Institutes of Health Roadmap Epigenomics
Project.””” Several regions were identified, detected in blood and eosinophils samples:
regulatory low methylated regions (LMRs) and unmethylated regions (UMRSs), regions
around DNase I hypersensitive sites (DHS) detected in different cluster of differentiation
(CD) and T helper (Th) cells, regions containing both histone H3 lysine 4 methylation
(H3K4me) and histone H3 lysine 27 acetylation (H3K27ac) epigenetic marks or both
histone H3 lysine 4 trimethylation (H3K4me3) and H3K27ac epigenetic marks and regions

at more or less 200 bp around an autoimmune related SNP.
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2.3 Statistical methods

Epigenome-wide association study in the EGEA cohort

For each CpG site, we fitted a generalized linear model (logit link function)
assuming a binomial distribution of methylation levels, considering the proportion of
methylated reads weighted for sequence read coverage as the dependent variable, and total
IgE level (transformed into logarithm due to the log-normal distribution of this parameter)
as independent variable.®” Model was adjusted for age, sex, smoking status (never smokers
versus ever smokers) and measured blood proportions of monocytes, lymphocytes,
neutrophils, eosinophils and basophils and considered the repeated data and the familial
dependence. The equation used is the following:

CpG[methylated & unmethylated]~ total IgE + age + sex + smoking status +
dif ferential white blood cell counts + (1|family) + (1|nodos)

Associations were tested with the likelihood ratio test. The p-values were corrected
for multiple comparison using the false discovery rate (FDR) method of Benjamini &
Hochberg.®! FDR-corrected p-values below 0.05 were considered as statistically

significant. Statistical analyzes were performed with the R software (version 3.4.2).

Enrichment analyzes

To assess whether the most relevant CpG sites (CpGs with uncorrected p-value <
10 versus all others) were overrepresented in some physical and functional locations,
enrichment analyzes were performed using Fisher’s exact test on the contingence table,
which gives a p-value by annotated region indicating the probability of obtaining any such

set of values given by the hypergeometric distribution.
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Identification of differentially methylated regions

We identified differentially methylated regions (DMRs) associated with total IgE
levels using the comb-p method, which allows to calculate an overall p-value for a
genomic region, called Stouffer-Liptak-Kechris (SLK)-Sidak p-value.*” DMRs were
sought in genomic regions of 400 bp surrounding CpG sites with a FDR-corrected p-value
adjusted for the computed correlation < 10™*. We identified as DMRs regions associated
with a SLK-Sidak p-value < 0.05, and among those regions, we specifically focused on
regions containing at least two CpG sites with p-value < 10~
A specific attention was given to CpG sites and DMRs located in LMRs and UMRs,
respectively associated with promoter regions and distal regulatory regions such as

enhancers.

Replication phase in the MRCE study and meta-analysis

Replication of the most relevant CpG sites (CpGs with uncorrected p-value < 10
was investigated in an independent cohort, the medical research council for eczema
(MRCE) panel, for which total IgE levels were available and the MCC-Seq method applied
for methylome sequencing. This panel is composed of 192 children with eczema. A meta-
analysis was performed to combine the results from the two cohorts with a fixed-effects
model, using the regression coefficient and standard error from each study for the CpG
sites identified in the EGEA cohort with uncorrected p-value < 10™.

The comb-p method was applied in the MRCE cohort to search if DMRs defined with a
SLK-Sidak p-value < 0.05 and identified in genomic regions of 400 bp surrounding CpG
sites with a FDR-corrected p-value adjusted for the computed correlation < 107

overlapped with DMRs identified in EGEA.
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Candidate approach focused on published EWAS results for total IeE levels

We extracted CpG sites associated with total IgE levels in published EWAS and

41,69-72

aimed to replicate them in our study . P-values were corrected according to the

number of CpG sites extracted (FDR < 0.05).

3. Results

3.1 Description of the study population

At EGEA2, the mean (standard deviation, [sd]) age of the study population was
43.1 (15.8) and the mean (sd) age of asthma onset was 16.8 (15.2) years (Table I). Half of
the population were men (51.3%) and half were ever smokers (48.5%). Overweight
subjects represent 38.3% of the study population and almost all patients (95.5%) had active
asthma. The geometric mean (GM) (confidence interval [CI] 95%) of log-transformed total

IgE was 124.1 (7.5 - 2053.5).
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Table I : Description of the study population at EGEA1 and EGEA2

. EGEA1 EGEA2
Variable - .
n Statistics n Statistics

Number of subjects 242 357
Female, n (%) 242 126 (52.1) 357 174 (48.7)
Age, mean + sd (years) 241 38.1£13.2 357 43.1+15.8
Range 25.5-64.5 20.2-759
Age of asthma onset, mean =+ sd (years) 237 18.9+15.3 341 16.8 £15.2
Range 0-57 0-61
BMI (kg.m), n (%) 240 355

<20 45 (18.8) 42 (11.8)

[20-25] 134 (55.8) 177 (49.9)

>25 61 (25.4) 136 (38.3)
Smoking status, n (%) 240 357
Smoker 120 (50.0) 184 (51.5)
Non-smoker 120 (50.0) 173 (48.5)
Active asthma, n (%) 231 199 (86.1) 356 340 (95.5)
Total IgE (log-transformed), 242 182.8 357 124.1
GM (CI 95%) (8.4 —3062.0) (7.5 —-2053.5)

BMI: body mass index; CI: confidence interval;, GM: geometric mean, sd.: standard deviation

3.2 Epigenome-wide association study

EWAS results are presented in the Manhattan plot, Figure 6. Among the 2 815 708
CpG sites analyzed, 140 038 were associated with total IgE levels with a p-value < 0.05
before correction for multiple hypothesis testing, including 5 CpG sites with p-value
between 10° and 107, 35 with p-value between 10~ and 10 and 277 CpG sites with p-
value between 10™ and 10”. After correction for multiple testing, no CpG site reached the
statistically significant level (FDR < 0.05). The 40 CpG sites with a p-value < 107 are
described in Table II. Among these main results, several genes were associated in previous
epigenetic studies with different asthma phenotypes, such as the somatostatin receptor 3
(SSTR3) gene and the major facilitator superfamily domain containing 6 like (MFSD6L)

gene, and some new CpG sites mapping to biologically relevant genes or associated with
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asthma phenotypes in genetic studies were identified, such as the inducible T cell
costimulator ligand (/COSLG) gene, the interleukin-1 receptor associated kinase 2 (/IRAK?2)

gene and the B cell CLL/lymphoma 11B (BCL11B) gene.”**

5~ ICOSLG
i . . : MFSD6L ‘
5_
B 4-
<
¥ oa-
2_
1 -
0_
1 2 3 4 B 6 7 8 9 10 1112 13 15 17 19 22
chromosome

Figure 6 : Manhattan plot of the EWAS results between methylation and total IgE levels in

the EGEA cohort

53



Table II : Description of the top 40 CpG sites associated with total IgE levels in the EGEA cohort (uncorrected p-values < 107)

Chr Position p-value  Physical location  Functional location Beta Standard Gene Illumlna.
error 450K chip

1 871620 5.04e-06 Intron, CpG island - -0.21 0.05 SAMD1 1 -

1 19209845 9.86e-06 Exon, CpG island - 0.24 0.05 ALDH4A1 -

1 26421442 6.65¢-06 - - -0.20 0.05 *TRIMG63 -

1 26692028 3.94¢-06 Intron - 0.16 0.04 ZNF683 -

2 74618156 7.79¢-06 i?lt;f;‘ SR, WO o o srvl ol U 1R 031  0.07 DCTNI -

2 122018008  3.55e-07 Intron - -0.59 0.12 TFCP2L1 -

3 184504152  9.56e-06 - Blood and eosinophils LMRs -0.11  0.03 *MAGEF1 -

4 1949925 4.46e-06 Exon, intron, 3’UTR - 0.30 0.07 WHSC1 -

4 6198775 1.24e-06 Intron, 5’UTR - 0.33 0.07 JAKMIP1 -

5 433237 1.84e-06 Intron - -0.26 0.05 AHRR -

5 149104715 4.98e-07 - Eosinophils LMR 0.23 0.05 *ARHGEF37 -

6 40722349 6.06e-06 - Blood UMR 0.13 0.03 *LRFN2 -

6 168228753  6.96e-07 Intron Blood and eosinophils UMRs, DHS CD20 cells 0.33 0.07 MLLT4 -

7 2197717 6.40e-06 Intron, south shore - 0.16 0.03 MADILI -

7 2635408 9.58e-06 Intron, south shore - 0.11 0.02 10CE -

7 150756322  8.41e-06 iﬁgf;j’sguiﬁ’o feorth gg"fg /aﬁze‘;z‘fs"phﬂs UMRs, DHS €D3 /CD8 /- 34 03 SLC4A42 -

8 142597651 4.04e-06 - Blood LMR 0.13 0.03 *MROH)S5 -

9 138628097 9.67¢-06  \ntron. CpG island, 0.19 0.04 KCNTI -

south shore

9 140507021 5.62e-06 Intron - -0.19 0.04 ARRDCI -

10 31924487 8.62¢-06 - DHS CD14 cells -0.28 0.06 *ZEB1 -

10 38069784 9.47¢-07 Intron - 0.37 0.08 ZNF248 -

10 74489461 1.07e-06 Intron DHS CD20 cells -0.14 0.03 MCU -

10 134703376 2.88e-06 Intron - 0.21  0.05 TTC40 cg06175955
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Intron, CpG island,

113745560  9.83e-06 - -0.43  0.01 MCF2L -
south shelf

92923543 5.92e-06  Intron - -0.19 0.04 SLC24A44 -

99726688  7.41e-06  Intron DHS CD3 / Th2 cells -0.14 0.03 BCLI11B -

90892480  4.17¢-06  Exon, north shelf - 0.46 0.10 *NGRN -

1393793 2.59¢-06  \ntrom, CpG island, oo ohils MR, DHS CDS cells 020 0.04 BAIAP3 -

south shore

23598601 1.51e-06  Exon - 0.49 0.10 NDUFABI -

8703364 1.52e-06  TTS1000 - 0.14 0.03 *MFSD6L -

21415527  2.71e-06 S(I)’r(t}h island, - shore ;4 UMR 053 0.11 Cl70rf51 cg19091902

73823917  9.13e-06  Exon, 3’UTR %iscgljs / CD4/CD8 /CDI19 / CD34 / CD36 / -0.22  0.05 UNCI13D -

13437903 3.88¢-06  Intron - 0.13 0.03 LDLRAD4 -
Blood and eosinophils UMRs, H3K4me3 and

1133446 8.73e-06  Intron, TTS1500 H3K27ac, DHS CD3 / CD4 / CD8 / CD56 / Th2 -0.21 0.05 SBNO2 -
cells

33133505 7.11e-06 - - -0.41 0.09 *DYNLRBI cg14880655
Blood and eosinophils LMRs, DHS CD14 / CD19 «

45628025 3.14e-07 - /CD34 / Th / Th2 cells 0.19 0.04 ICOSLG -
Blood and eosinophils LMRs, DHS CD14 / CD19 %

45628029 8.59¢-06 - /CD34 / Thl / Tha cells 0.17 0.04 ICOSLG -

20863398 1.88e-06 Intron, south shore Blood and eosinophils UMRs -0.13 0.03 MEDI15 -

37603361 6.53e-06  Exon, CpG island - 0,38 0.08 SSTR3 -

50976581 8.52e-06 - H3K4me and H3K27ac -0.18  0.04 *ODF3B -

Ac: acetylation;, CD: cluster of differentiation;, Chr: chromosome; DHS: DNase I hypersensitive sites;, H3K4me: histone H3 lysine 4 methylation; H3K4me3:
histone H3 lysine 4 trimethylation, H3K27ac: histone H3 lysine 27 acetylation, LMR: low methylated region,; TTS: transcription termination site; UMR:

unmethylated region; UTR: untranslated transcribed region

*gene located upstream or downstream of the CpG site.
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3.3 Enrichment analyzes

Enrichment analyzes for physical location identified an overrepresentation of the

most strongly associated CpG sites (uncorrected p-value < 10) in introns (p = 3.20x10™%;

Table IIT). For functional location, no significant association was identified.

Table III : Results of enrichment analyzes in the EGEA cohort

a) for physical location

Target Target Other Other
Physical location p-value location location locations locations

and p-value and p-value and p-value and p-value

<10 >10 <10 > 10"
Intron 3.20e-04 169 1249115 143 1 566 281
South shelves 8.60e-02 34 240 461 278 2 574 935
North shelves 0.16 32 240 562 280 2 574 834
TSS200 0.24 15355 309 2 800 041
3’UTR 0.60 84 673 303 2730723
5°UTR 0.61 34 317 425 278 2497 971
TSS1000 0.77 6 68 774 306 2 746 622
TTS1000 0.78 24 247 461 288 2 567 935
TSS1500 0.80 9 102 424 303 2712972
South shores 0.85 37 385501 275 2 429 895
TTS1500 0.88 28 305213 284 2510183
TTS200 0.94 3 53739 309 2761 657
Exon 0.99 36 447 456 276 2367 940
North shores 0.99 30 392 033 282 2423 363
First exon 0.99 8 149 898 304 2 665 498
CpG island 0.99 44 602 645 268 2212751
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b) for functional location

Target Target Other Other
Functional location p-value location location locations locations

and p-value and p-value and p-value and p-value

<10 >10 <10 >10
Eosinophils LMR 0.38 36 306 248 276 2 509 148
(Slgf;szgtz‘g{)‘l‘;‘““e 0.42 1 4977 311 2810419
H3K4me and H3K27ac 0.45 3 22 502 309 2792 894
Blood LMR 0.47 40 353 136 272 2 462 260
DHS Thl cells 0.59 5 46 505 307 2768 891
DHS CD34 cells 0.84 21 228 620 291 2 586 776
ggﬁ;g‘f and 0.87 3 44744 309 2770 652
DHS CD20 cells 0.90 16 190 781 296 2624 615
DHS CD14 cells 0.95 3 57 432 309 2757 964
DHS Th2 cells 0.96 19 240 131 293 2575265
DHS CDS8 cells 0.97 23 293 896 289 2521 500
DHS CD3 cells 0.97 14 197 078 298 2618318
DHS CD56 cells 0.98 16 226 623 296 2 588 773
DHS CD4 cells 0.99 8 138 915 304 2 676 481
DHS CD19 cells 0.99 9 153 939 303 2 661 457
Blood UMR 1.00 12 214 136 300 2601 260
Eosinophils UMR 1.00 52 810431 260 2 004 965
(Slgf;szgt"imm““e 1.00 45 781 824 267 2033572
Eosinophils LMR 1.00 0 3 312 2 815393

Ac: acetylation; bp: base pairs;, CD: cluster of differentiation; DHS: DNase I hypersensitive sites;

H3K4me: histone H3 lysine 4 methylation;, H3K4me3: histone H3 lysine 4 trimethylation;

H3K27ac: histone H3 lysine 27 acetylation; LMR: low methylated region; SNP: single nucleotide

polymorphism, TSS:

transcription start site;

TTS:

unmethylated region;, UTR: untranslated transcribed region.

transcription termination site;

UMR:
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3.4 Differentially methylated regions

The comb-p analysis identified 15 DMRs associated with total IgE levels (SLK-
Sidak p-value < 0.05), 5 of which containing at least two CpG sites with p-value < 107
(ch1:167013365-167013599,  chr12:10095902-10096289,  chr21:44723309-44723458,
chr21:45627836-45628166 and chr22:17587595-17587971). A description of this 15
DMRs is reported in Table IV; a locus zoom plot of two major DMRs is reported in Figure
7. Among them, interesting genomic regions were identified, mapping to relevant genes
such as the interleukin-17 receptor A (IL-17RA) gene, the C-type lectin domain family 2
member A (CLEC2A4) gene and the ICOSLG gene, respectively involved in allergic

asthma, inflammatory processes and immune diseases.””
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Table IV : Description of the 15 DMRs defined by the comb-p method in the EGEA cohort

Sites
Start of End of Number SLK-Sidak . . . . tagged by
h .
Chr the DMR the DMR of CpGs p-value Physical location  Functional location Ilumina Gene
450K chip
CpG island, north Blood and eosinophils UMRs, DHS CD14 / «
1 158147629 158147776 8 2.03e-04 shelf CD19 / CD20 cells 1/8 KIRREL
Blood and eosinophils LMRs, DHS CD3 /
1 167013457 167013559 9 4.51e-07 - CD4/CD8/CD14/CD19/CD20/CD 34/ 0/9 *MAEL
CD56 / Th1l / Th2 cells
4 640425 640543 16 6.21e-05 Intron - 1/16 PDEG6B
6 17016423 17016537 8 8.23e-05 - Blood and eosinophils UMRs, DHS CD34 cells 1/8 *LOC101928433
7 2635350 2635409 5 2.56e-05 Intron, south shelf - 0/5 IQ0CE
8 144255600 144255676 0.016 - DHS CD4 / Th2 cells 2/8 *LY6H
11 94770777 94770891 3.23e-03 CpG island Blood UMR 0/8 *KDMA4E
12 10095995 10096153 12 7.91e-12 TTS1000 fe‘;fs‘“"ph‘ls LMR, DHS CD19 / CD34 / Th2 4/12 *CLEC24
South shore, Blood LMR, Blood and eosinophils UMRs, %
13 113242864 113242969 12 3.75e-05 TTS1000, TTS1500  DHS Th2 cells 1/12 TUBGCP3
Blood and eosinophils UMRs, DHS CD3 / CD4
17 19627934 19628032 12 6.27e-05 CpG island / CD8 / CD14 / CD19 / CD34 / CD56 / Thl / 1/12 *SLC4742
TH2 cells
19 17434531 17434569 5 0.013 Son, wwilh GOS0 ot TR 0/5 ANOS
: TSS1000, TSS1500 00¢ and cosmophits S
Blood and eosinophils LMRs, DHS CD14 /
19 51635847 51635914 7 4.99¢-03 Intron CD34 / CD56 cells 0/7 SIGLECY
21 44723309 44723361 6 2.52¢-04 South shelf Eosinophils LMR 0/6 *CRYAA
) ) Blood and eosinophils LMRs, DHS CD14 / "
21 45628003 45628075 6 5.11e-08 CD19/ CD34 / Thl / Th2 cells 0/6 ICOSLG
22 17587718 17587798 7 2.56e-04 i, roRn o e EHCl GO LI BRI IICS) el 0/7 IL-17RA

H3K27ac, DHS CD14 / CD34 / CD56 cells

*gene located upstream or downstream of the DMR. Bold rows correspond to DMRs containing at least two CpG sites with p-value < 10~.
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Figure 7 : Locus zoom plot of two major DMRs, mapping to the /L-17RA and the ICOSLG

genes

A locus zoom plot depicts the location of CpG sites versus their significance of association

with total IgE levels. Each blue point represents a CpG site within the DMR.

3.5 Replication phase in the MRCE study and meta-analysis

A meta-analysis was performed, combining the p-values of the most relevant CpG

sites (CpGs with uncorrected p-value < 10™) identified in the EGEA cohort, with the p-

values of these same CpG sites in the MRCE panel. On the 317 relevant CpG sites, we

identified 101 (31.9%) CpG sites with a global p-value for the meta-analysis between 10~
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and 107, 77 (24.3%) with a global p-value between 10 and 107 and 27 (8.5%) sites with a
global p-value < 10” (Table V).
Preliminary results of the comb-p method applied in the MRCE panel showed replication

of the genomic region mapping to the ICOSLG gene (SLK-Sidak p-value = 4.31x10°°).

Table V : Description of the 27 CpG sites with a global p-value for the meta-analysis <

107
-value for -value for
Chr  Position E)he EGEA E)he MRCE  P-valuefor the Gene
cohort panel meta-analysis
1 3348023 6.93e-05 1.15e-02 2.66e-06 PRDM16
1 244965954 2.78e-05 5.78e-02 4.28¢-06 *DESI2
1 26421442 6.65¢-06 2.42¢-01 9.43¢-06 *TRIMG63
3 10238344 1.43¢-05 1.50e-01 7.87¢-06 IRAK?
4 6198775 1.24¢-06 1.82e-01 1.05¢-06 JAKMIPI1
5 6775179 1.92e-05 6.57¢-02 3.11e-06 *PAPD7
5 68608250 3.57e-05 9.26e-02 7.95e-06 CCDCI125
6 40722349 6.06e-06 4.96¢-02 6.08¢-07 *LRFN2
7 150756322 8.41e-06 1.16e-01 8.28¢-06 SLC4A2
9 138628097 9.67e-06 2.60e-01 8.94¢-06 KCNTI
10 74489461 1.07¢-06 3.36e-01 3.40e-06 MCU
10 134703376 2.88e-06 6.62e-01 6.53e-06 TTC40
11 74977204 2.20e-05 7.09¢-02 3.83¢-06 ARRBI
12 121418643 5.48¢-05 3.09¢-02 4.74¢-06 HNF14
13 71743678 6.95¢-05 2.16e-02 4.92¢-06 *KLHLI
14 99726688 7.41e-06 1.57e-01 8.12e-06 BCLI1B
15 90501444 2.15¢-05 1.07e-01 6.11e-06 *Cl50rf38
16 81535028 2.96¢-05 2.29¢-02 2.31e-06 CMIP
16 12103748 3.61e-05 8.46¢-02 8.95e-06 SNX29
17 8703364 1.52e-06 6.59¢-01 8.33e-06 *MFSDGL
19 12946285 1.87¢-05 3.12¢-01 9.66¢-06 *RTBDN
20 2464700 9.20e-05 1.97¢-02 6.71e-06 ZNF343
21 45628025 3.15¢-07 8.19¢-03 8.51e-09 *[COSLG
21 45628029 8.59¢-06 1.66e-01 2.96e-06 *[COSLG
22 38574118 1.63e-05 4.78e-02 1.87¢-06 PLA2G6
22 30775836 9.21e-05 1.52¢-02 4.47¢-06 RNF215
22 37603361 6.53e-06 3.66e-01 5.54e-06 SSTR3

*gene located upstream or downstream of the CpG site.
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3.6 Candidate approach focused on published EWAS results for total IgE

levels

Among the 953 CpG sites on autosomes associated with serum total IgE in
published EWAS, 727 (76.3%) were tagged by our sequencing method. Among them, 40
were associated with total IgE levels in our population (uncorrected p-value < 0.05; Table

VI). After correction for multiple testing, no significant result was obtained (FDR < 0.05).
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Table VI :

associated with total IgE levels (uncorrected p-values < 0.05)

Description of replicated CpG sites from previously published EWAS

. p-value (from Gene (from Gene (from our
Chr  Position Probe our EWAS) literature resultsy EWAS)
1 6341230 cg21220721 0.016 ACOT7 ACOT7
1 15653410 cg03773198 0.033 FHADI FHADI
1 67191531 c204296289 0.005 SGIPI SGIPI
1 145004305 cg23991413 0.012 PDE4DIP PDE4DIP
1 153413932 c205400869 0.026 S10047L2 %S10047L2
1 203482523 cg23172671 0.014 OPTC *OPTC
2 18866125 cg27455540 0.021 NT5CIB-RDH14 *NT5CIB
2 46004187 224788291 0.031 ; PRKCE
2 70319121 225420477 0.025 - *PCBPI
2 157295032 c205786348 0.006 GPD?2 GPD?2
3 31580476 cg02470179 0.045 - STT3B
4 189191704 cgl8143143 0.018 - *TRIMLI
5 133560225 cg15827086 0.007 PPP2CA PPP2CA
7 142554307 cg07877229 0.037 - EPHB6
7 150649655 cg23147443 0.003 KCNH2 KCNH?2
8 20147996 cg01749725 0.014 ; LZTSI
8 26243601 c222816343 0.019 BNIP3L BNIP3L
8 99105576 cg17203290 0.038 C8orf47 C8orf47
8 141545599 cg17369830 0.013 EIF2C2 4GO?2
9 6683274 cg14540650 0.022 KDMA4C *GLDC
9 101705792 ¢220503329 0.030 COLI5A41 *GALNTI?2
11 3817793 c209677763 0.048 NUP98 NUP98
12 112760326 cgl8451484 0.010 HECTD4 HECTD4
13 31308509 224380653 0.016 ALOX5AP ALOX5AP
13 43355514 c224818699 0.022 Cl30r130 *TNFSF11
13 113296447 cg15756319 0.026 ATP11AUN *TUBGCP3
14 56566808 ¢220914879 0.026 - *KTNI
15 99443666 cg15840949 0.023 IGFIR IGFIR
16 69170548 c208085199 0.030 - CIRHIA
17 17939419 ¢220885063 0.032 ATPAF?2 ATPAF?2
17 25656373 cg21979773 0.043 - *WSBI
17 25798942 cg17585031 0.023 KSRI *WSBI
17 56282313 227469152 0.045 EPX EPX
17 59445746 cg12358527 0.038 BCAS3 BCAS3
17 73955839 ¢226205890 0.039 - ACOX1
18 5195201 cg19718771 0.043 Cl80rf42 Cl80rf42
19 4634006 c202445229 0.016 - *SEMAGB
19 11687621 cg10644885 0.027 ACPS ACPS
19 12997997 c208679013 0.048 KLF1 KLFI
20 4764253 cg05914537 0.005 RASSF2 RASSF?2

*gene located upstream or downstream of the CpG site.
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4. Discussion

Our epigenome-wide association study on total IgE levels, conducted in adults
with asthma and based on high-resolution DNA methylation data, provides suggestive
evidences for association with CpG sites and genomic regions mapping to biologically

relevant genes and pathways.

4.1 Identification of new DMRs and CpG sites associated with total

IgE levels

At the genomic level, our analysis found 15 DMRs using the comb-p method for
which an association with total IgE levels was suggested, including five strong DMRs
containing at least two CpG sites with p-value < 10~. DMRs analysis allowed combining
results on adjacent CpG sites, and provided the opportunity to identify regions with
accumulating evidence for association. For all DMRs, there were no or very few CpG sites
tagged by the Illumina 450K chip, confirming that detection of these regions would not
have been possible with the most used sequencing techniques to date.

Among the five strong DMRs, a genomic region linked to the /L-717RA gene (SLK-Sidak
p-value = 2.56x10™) has, to the best of our knowledge, never been identified. This region
is located in an intron and our results suggest that hypermethylation of this region would
be associated with an elevated total IgE levels. In addition, a SNP (rs2241049) located on a
CpG site upstream of this region influences its methylation level but there is no report of a
link between this genetic polymorphism and total IgE levels in the literature.”® This region
is very relevant from biological viewpoint. Indeed, the /L-/7RA gene encodes an

ubiquitous transmembrane protein that binds cytokines of the IL-17 family (IL-17A and
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IL-17E), leading to a release of pro-inflammatory mediators such as IL-6, IL-18, TNF-a,
granulocyte macrophage colony-stimulating factor, granulocyte colony-stimulating factor,

1,92 .
9192 Byrthermore, it has been shown

as well as recruitment and activation of neutrophils.
that IL-17E (also known as IL-25) stimulates IL-5 and IL-13 expression and increases total
IgE levels 24 hours after allergen inhalation in subjects with allergic asthma.” IL-17A is
known to be involved in asthma onset, and in mouse models exogenous administration of
IL-17 during a provocation test (exposure to allergens) down-regulates effectors present in
allergic asthma by decreasing the recruitment of eosinophils, but has no effect on IgE
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When an antagonist of IL-17RA was administered to mouse models
with allergic pulmonary inflammation, a decrease in pulmonary inflammation, serum IgE
and bronchial hyperresponsiveness was observed.”” In human, IL-17RA expression was
found to be significantly higher in eosinophils of individuals with atopic asthma than
atopic non-asthmatics on the one hand, and control subjects on the other hand.”® Thus,
literature data suggest a pathophysiological role of the IL-17 family and their receptors in
allergic asthma.”’

Another new DMR mapped to the CLEC24 gene (SLK-Sidak p-value = 7.91x10'%). The
expression of the CLEC2 family, known to be widely expressed in leukocytes, is
upregulated during inflammatory processes and regulates type 2 and type 17 lung
inflammation in mice models, suggesting a potential involvement of the CLEC2 pathway
in the pathogenesis of asthma.®”® The CLEC24 gene is an important paralog of the
CLEC2C (also called CD69) gene, associated with asthma and airway inflammation, and
up-regulated by the IL-9 which is overproduced in children with allergic asthma.”'®°

A third genomic region, composed of six CpG sites, to our knowledge never identified in

EWAS associated with total IgE levels, mapped to the ICOSLG gene (SLK-Sidak p-value

=5.11x10™). Interestingly, this region contains two CpG sites, separated only from four bp
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on chromosome 11 (chr11:45628025 and chr11:45628029), that are part of our most
relevant CpG sites, which one of them is the most significant CpG site of the meta-analysis
(p-value = 3.13 x10”, global p-value for the meta-analysis = 8.51x10™). Moreover, recent
replication results confirmed the detection of this DMR in the MRCE panel, confirming the
importance of this genomic region. ICOSLG, also named costimulatory molecule B7
homolog 2, is a transmembrane protein expressed in airway epithelial cells. The expression
of B7 homologs, known to participate in antigen presentation, suggests the possibility for
ICOSLG to be involved in antigen presentation by epithelial cells, an immunological

response implicated in allergic asthma.'"'

Another study showed that myeloid dendritic
cells from patients with allergic rhinitis expressed lower levels of ICOSLG, contributing to
pro-allergic/Th2 activity of dentritic cells.”” ICOSLG was also implicated in smoke
response by inducing an acute immune response and leads to inflammatory disorders in
female cigarette smoking.'” Finally, a critical role is described for a SNP (rs7282490) in
ICOSLG region associated with an immune-mediated disease, the Crohn’s disease.”
Although allergic asthma and inflammatory bowel disease are clinically very different,
they share a perturbation of immune responses, a Th1/Th2 imbalance and a dysregulation
in the Th17 pathway. Also, SNPs have already been found to be associated with
inflammatory bowel disease and respectively atopic dermatitis and asthma.'®*'%

Among the other most relevant results, we identified CpG sites mapping to the janus
kinase and microtubule interacting protein 1 (JAKMIPI) gene, the IRAK2 gene, the
BCLI11B gene and the kelch like family member 1 (KLHLI) gene. The JAKMIPI gene (p-
value = 1.24 x10°®, global p-value for the meta-analysis = 1.05x10°), previously identified
in a GWAS conducted on Crohn’s disease patients, is known to be implicated in T-cell

mediated cytotoxicity.''*® The JRAK2 gene (p-value = 1.43 x10, global p-value for the

meta-analysis = 7.87x10°°) is involved in the IL-1 pathway, overexpressed in neutrophilic
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asthma versus paucigranulocytic asthma.®® Furthermore, JRAK?2 is a part of the five top
SNPs associated with eczema in children.'” The BCLIIB gene (p-value = 7.41 x10°®,
global p-value for the meta-analysis = 8.12x107), which has been previously identified as
an asthma-associated DMR by Yang ef al., but not as a methylation site, was associated
with a significant increase in serum IgE in BCLI1B-deficient chimeric mice, suggesting
that loci differentially methylated on this gene could increase total IgE levels in asthmatic
cases.’”''? Finally, the KLHLI gene, located upstream of a hypomethylated CpG site (p-
value = 6.95 x107°, global p-value for the meta-analysis = 4.92x10°), was considered as
potentially involved in chronic rhinosinusitis in a pooling GWAS conducted on patients
with severe chronic rhinosinusitis, known to be often associated with raised IgE levels and
asthma.''"'"? Another study identified a SNP (rs7334050) on KLHLI gene interacting with
environmental tobacco smoke exposure on time-to-asthma onset in childhood.'"?

Although they are not replicated in the MRCE panel with a p-value < 0.05, three CpGs
sites mapped to relevant genes involved in asthma or allergy. The zinc finger E-box
binding homeobox 1 (ZEBI) gene, located upstream of a hypomethylated CpG site
(chr10:31924487, p-value = 8.62x10°®, global p-value for the meta-analysis = 9.36x107), is
a transcription factor known to contribute to epithelial-mesenchymal transition, leading to

inflammatory and airway remodeling in asthma.''

Jose et al. showed that an epigenetic
activation of ZEBI played a key role in the epithelial-mesenchymal transition induce by
nickel exposure, which can be involved in asthma, rhinitis or allergic contact dermatitis
onset.''”> The aryl-hydrocarbon receptor repressor (A4HRR) gene (p-value = 1.84 x107,
global p-value for the meta-analysis = 4.65x10™), playing a key role in a pathway involved
in detoxification of components of tobacco smoke, was strongly associated with maternal

smoking during pregnancy in an EWAS conducted on cord blood of newborns.''® To avoid

any residual for confounding bias on tobacco for the AHRR gene, we conducted sensitivity
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analyzes, first adjusted for a 3-class smoking variable (active smokers, ex-smokers, non-
smokers) and secondly by restricting the study population to non-smokers; results
confirmed the association in both analyses (p-values = 2.41x10 and 0.01, respectively).
The solute carrier family 24 member 4 (SLC24A44) gene (p-value = 5.92x10°®, global p-
value for the meta-analysis = 2.18x10™) was in the top five CpG sites associated with
bronchodilator drug response in a GWAS performed in children with asthma.''” Finally,
the zinc finger protein 248 (ZNF248) gene (p-value = 9.47x10”, global p-value for the
meta-analysis = 4.38x10™*) was associated with late-onset asthma, less likely to be

triggered by allergies, in a GWAS conducted on African Americans.''®

4.2 Strengthening literature results

Beyond these new findings, we enhance literature results, identifying CpG sites
mapping to relevant genes previously identified in epigenetic studies. Among them, a CpG
site mapping to the SSTR3 gene (p-value = 6.53x10°®, global p-value for the meta-analysis
= 5.54x10°%), which is implicated in a pathway network identified in paucigranulocytic
asthma, an inflammatory phenotype of asthma, in an EWAS conducted on adults with
asthma versus healthy controls.*> The MFSD6L gene, located upstream of a
hypomethylated CpG site (chr17:8703364, p-value = 1.52x10°, global p-value for the
meta-analysis = 8.33x10°), was associated with allergic rhinitis with asthma in a cis
methylation quantitative trait /oci analysis combining omics data in a population affected
with rhinitis and allergies, with or without asthma.® Also, the major facilitator superfamily
domain containing 6 (MFSDG6) gene, an important paralog of the MFSDG6L gene, was
significantly associated with total serum IgE levels in the meta-analysis of epigenome-

wide data of Liang ef al., conducted on subjects with asthma.*!
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4.3 Strengths and weaknesses of the study

A major strength of this study relies on the wide methylome that were obtained
using a new sequencing method, covering a larger part of the genome compared to
conventional methods.”.This sequencing approach offered the opportunity to explore new
probes, particularly in regulatory regions, and thus to discover previously uninvestigated
regions. Interestingly, this innovative approach identified for the first time epigenetic
changes associated with total IgE levels in genomic regions harboring /L-/17RA and
ICOSLG, for which there is biological plausibility.

An addition strength of the study relates to the study population, including adults with

asthma, for which a strong phenotypic and biological characterization was available.

The main limitation of our study relies on the difficulty to replicate our findings
in an independent population. Indeed, few studies used the same method for methylation
measurement, since most of the previous studies relies on the Illumina microarray offered
in many platforms.*"**”7*!"” A study comparing results obtained by the Illumina chip and
by the MCC-Seq observed that there would be a slight difference in correlation of
methylation levels for the two methods.” Furthermore, our population consisted only of
adults with asthma while most of the previous studies on asthma and total IgE levels relied
on population-based children.®”’*"*!"” The replication cohort we used is a cohort of
children with eczema, therefore making it difficult to reproduce our results in a such
different population. Nevertheless, eczema, also called atopic dermatitis, is mainly an IgE-
mediated disease (70 to 80% of patients have elevated total IgE levels) and a study
indicated that the median IgE levels was 347 international units (IU) per milliliter (mL)

and that IgE levels ranged for 100 to 500 IU/mL, 501 to 4000 IU/mL and greater than 4000
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TU/mL in respectively 31.5, 21.3 and 22.5% of patients.'*® Furthermore, it is considered
that 20 to 60% of children with eczema will develop allergic respiratory disease including
asthma, which could partly explain that only 32.8% of CpG sites identified in the EGEA
cohort were replicated in the MRCE panel with a global p-value for the meta-analysis <
10—4.12]

Finally, another limitation, which is not specific to this study, is the difficulty of
interpreting observed epigenetic modifications. It is known that methylation of a CpG site
within a promoter region would be in favor of a lack of expression of the targeted gene.
Nevertheless, this is to nuance because DNA methylation functions vary according to cell
types and CpG sites location (intron, exon, promoter...). In addition, assigning CpG site to
a specific gene is challenging as CpG sites might regulate gene expression of distant genes,
unless it is located near the transcription start site of a gene or in the functional UMRs or
LMRs. Interestingly, our main genomic regions identified and discussed above (/L-17RA,

CLEC24 and ICOSLG) where identified in UMRs or LMRs.

4.4 Conclusion

In conclusion, our study, based on an innovative sequencing approach covering
more widely the methylome as compared to most of the previous studies relying on the
[llumina 450K chip, identified CpG sites mapping to previously reported relevant genes,
and new differentially methylated sites and DMRs associated with total IgE levels in adults
with asthma. Among genes located in or surrounding these DMRs, the /L-7/7RA gene and
the ICOSLG gene are particularly relevant given their biological role. These results support
the hypothesis of the existence of epigenetic signatures specific to different asthma

phenotypes, in particular allergic asthma, and might reveal novel targets for biotherapies.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

A la frontiére des interactions génes-environnement, 1’épigénétique a permis
d’¢établir de nouvelles hypotheses physiopathologiques et d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles. Elle semble ainsi s’inscrire dans la continuité des grandes
étapes de la compréhension du monde vivant et pourrait constituer un support d’innovation

thérapeutique.

Les premiers épimédicaments

Un grand espoir de thérapie réside en premier lieu du caractere réversible des
marques ¢épigénétiques. En effet, les marques épigénétiques peuvent étre apposées,
modulées et Otées par de multiples enzymes, offrant un large champ de cibles
thérapeutiques potentielles. Plusieurs classes d’enzymes capables de moduler les marques
épigénétiques ont été identifices. Il s’agit tout d’abord des « writers », enzymes ayant la
propriété d’ajouter des marques ¢épigénétiques sur I’ADN, comme les ADN
méthyltransférases ou les histones méthyltransférases. Les « readers » sont quant a elles
des protéines capables de reconnaitre et de se lier aux modifications épigénétiques ; ce sont
des régulateurs directs de la chromatine composés entre autres de la famille des protéines
bromodomain and extra-terminal (BET). Enfin, les « erasers » sont des enzymes pouvant
oter les marques ¢épigénétiques, comme les histones déméthylases ou les histones
désacétylases.'”'* Des composés ciblant ces différentes enzymes sont actuellement en
cours de développement, en étude clinique ou pour certains déja mis sur le marché, avec
pour finalité commune de restructurer spécifiquement des profils de méthylation anormaux

et ainsi restaurer 1’expression des genes affectés par ces modifications.
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Les premiers médicaments épigénétiques, €¢galement appelés épimédicaments ou
epidrugs, ayant vu le jour sont des inhibiteurs des ADN méthyltransférases, agissant sur la
voie des « writers ». Il s’agit de ’azacitidine (Vidaza®) et de la décitabine (Dacogen”), des
antimétabolites inhibiteurs de la synthése des bases pyrimidiques, commercialisés en
France respectivement en 2008 et 2012 pour le traitement des hémopathies malignes. Leurs
effets antinéoplasiques sont exercés par plusieurs mécanismes, dont une cytotoxicité
directe envers les myé¢loblastes, une inhibition de la syntheése de I’ADN, de I’ARN et de
protéines, et une inhibition des ADN méthyltransférases. Cette derniere entraine une
hypométhylation de genes hyperméthylés, concourant notamment a une réactivation de
I’expression de genes suppresseurs de tumeur, une nouvelle sensibilité a 1’apoptose et une
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restauration du controle de la prolifération cellulaire.'*

Bien que ces premiers
¢épimédicaments aient montré leur efficacité, peu de rémissions complétes sont obtenues,
notamment par leur rapide métabolisation en métabolites inactifs par les cytidines
désaminases. Ainsi, des inhibiteurs des ADN méthyltransférases de deuxieéme génération
ont ét¢ développés. Il s’agit de la guadécitabine, présentant I’avantage de ne pas étre
métabolisée par les cytidines désaminases, ce qui lui confére une demi-vie plus longue et
une exposition prolongée de son métabolite actif aux cellules tumorales.'” La
guadécitabine est actuellement étudiée en essais cliniques dans plusieurs indications,
notamment en phase III dans le traitement des leucémies aigués myéloblastiques avec un
taux de rémission compléte supérieur a celui de ses analogues de premiere génération, et
un profil de tolérance similaire.'** Elle est également testée en phase II dans la prise en
charge de cancers solides comme les carcinomes hépatocellulaires.'”® La 4’-thio-2’-
deoxycytidine, un autre inhibiteur des ADN méthyltransférases administrée quant a elle par

voie orale, est actuellement testée en phase I dans des tumeurs solides.'?’ Enfin, des

inhibiteurs des histones méthyltransférases sont en cours de développement, avec
72



notamment le tazémétostat, un inhibiteur de la protéine enhancer of zeste homolog 2
(EZH?2) indiqué dans les lymphomes et les tumeurs solides, ayant obtenu le statut de « Fast
Track » par la Food and Drug Administration (FDA), permettant d’accélérer la mise sur le
marché de nouveaux médicaments prometteurs.'*®

Les épimédicaments touchant la voie des « readers » sont représentés principalement par
des inhibiteurs des protéines BET ; ils sont actuellement en essais cliniques de phase 1/1I
dans divers cancers, avec une efficacité¢ semblant limitée et ayant entrainé 1’arrét prématuré
de certaines études.'**"?!

Enfin, des inhibiteurs agissant sur la voie des « erasers » ont également été développés,
avec une efficacité limitée dans le traitement de tumeurs solides mais de bons résultats
dans la prise en charge de cancers hématologiques.”** Le vorinostat (Zolinza®) et la
romidepsine (Istodax™), indiqués dans la prise en charge des lymphomes périphériques ou
cutanés a cellules T, sont des inhibiteurs des histones désacétylases actuellement soumis a
une autorisation temporaire d’utilisation en France. Les histones désacétylases, en enlevant
les groupes acétyles des histones, permettent de maintenir la chromatine dans un état fermé
et de réprimer la transcription des génes. L’inhibition de D’activité de ces enzymes se
traduit ainsi par le maintien de la chromatine sous une conformation ouverte, permettant
I’activation de la transcription de génes codant pour des protéines pro-apoptotiques ou de
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genes suppresseurs de tumeurs et d’arrét du cycle cellulaire. Les inhibiteurs des
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histones déméthylases ne sont quant a eux pas encore commercialisés.'*> "’

73



Le couplage épimédicaments / médicaments: une stratégie

thérapeutique d’intérét

La combinaison d’épimédicaments avec des anticancéreux semble prometteuse. En
effet, l'utilisation d’un médicament épigénétique en association a une molécule de
chimiothérapie classique peut permettre une synergie d’action et une meilleure efficacité
de la thérapie. Le panobinostat, un inhibiteur des histones désacétylases associé au
bortézomib et a la dexaméthasone (Farydak®), mis sur le marché en 2015 dans le
traitement du myélome multiple, en est un premier exemple. Les associations
d’épimédicaments a des thérapies ciblées montrent également des résultats encourageants
dans les cancers solides, comme 1’association du vorinostat et du sorafénib dans le cancer
du foie ou le carcinome a cellules rénales.'**'*° Enfin, les médicaments épigénétiques
utilisés en association plutét qu’en monothérapie semblent d’autant plus intéressants par
leur capacité a restaurer la sensibilité des cellules tumorales aux chimiothérapies classiques
ou aux thérapies ciblées. C’est par exemple le cas du vorinostat qui, associé¢ au tamoxiféne,
est capable de restaurer la sensibilité aux anti-estrogenes chez des patientes atteintes d’un
cancer du sein HER2 positif devenues résistantes a 1’hormonothérapie.'* D’autres
exemples peuvent étre cités comme 1’association de la guadécitabine et de I’irinotecan dans
le cancer colorectal métastatique, celle de la décitabine, du carboplatine et du paclitaxel
dans le cancer de I’ovaire, ou encore celle du MPTOE(028, un inhibiteur des histones
désacétylases et de I’erlotinib dans le cancer du poumon non 4 petites cellules.*'** Le
role des épimédicaments dans la modulation du systéme immunitaire a également été mis

en évidence, par leur capacité notamment a augmenter 1’expression de PD-1, PD-L1 et

CTLA-4, constituant un marqueur de réponse aux immunothérapies. Ces résultats ont ainsi

74



conduit a tester des épimédicaments combinés aux immunothérapies, afin d’augmenter et
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de prolonger les réponses de ces derniéres.'**'*

Les épimédicaments dans les maladies chroniques

Bien que les applications thérapeutiques ayant recours a I’épigénétique concernent
aujourd’hui majoritairement le cancer, les autres maladies chroniques représentent autant
d’applications a fort potentiel, puisqu’elles constituent un enjeu majeur de santé publique.
Parmi elles, la maladie d’Alzheimer, pour laquelle plusieurs essais cliniques sont en cours
avec le recours a des composés agissant sur diverses voies épigénétiques.'*® L utilisation
d’inhibiteurs des histones désacétylases serait particulierement intéressante par leur
capacité a passer la barriecre hématoencéphalique chez des modeles de souris
parkinsoniennes et ainsi a retarder I’apparition et la progression des symptomes de la
maladie et a rétablir la mémoire a long terme.'*”'* Des études cliniques sont également
menées dans la prise en charge de maladies métaboliques comme le diabéte et 1’obésite,
avec l’utilisation de molécules ayant des propriétés épigénétiques connues comme le
sodium phénylbutyrate, le curcumin ou le resvératrol, ayant respectivement la capacité
d’inhiber les histones désacétylases, les histones acétyltransférases et d’activer les
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sirtuines, des enzymes de la famille des histones désacétylases.'™

Bien qu’a notre connaissance [’utilisation d’épimédicaments dans 1’asthme ne soit
pas encore testée chez 1’homme, de nombreuses études précliniques sont en cours et
semblent révéler une piste prometteuse. En effet, ’administration d’azacitidine chez des
modeles de souris sensibilisées a 1’ovalbumine a réduit la sensibilité aux allergenes et a

entrainé une réduction des symptomes de 1’asthme, a savoir une diminution de
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I’hyperréactivité bronchique, de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires Th2 ainsi que
des taux d’IgG et d’IgE ovalbumine-spécifiques, tout en augmentant la production de

SLI32 De 1a méme

cellules T régulatrices permettant de réguler les réponses immunes.
facon, I’administration de trichostatine A, un inhibiteur des histones désacétylases, a des
souris exposées a des antigenes ainsi que sur des coupes de poumons humains, a mis en
évidence une diminution de I"hyperréactivité bronchique et du remodelage pulmonaire.'>
Fait d’autant plus intéressant que les inhibiteurs des histones désacétylases pourraient avoir
des propriétés bronchodilatatrices, comme le suggere une ¢étude réalisée sur des fibres
musculaires lisses d’anneaux trachéaux d’hommes et de souris."”* Le C646, un inhibiteur
des histones acétyltransférases, a quant a lui montré une réduction de 1’expression de genes
pro-inflammatoires dans des macrophages murins ainsi que sur des coupes pulmonaires de
souris."”®> Chez des modéles de souris asthmatiques, I’inhibition de micro-ARNs (micro-
ARNSs 106a, 126, 145 et 221) a permis de diminuer certaines caractéristiques de 1’asthme
comme [|’inflammation pulmonaire, 1’hyperréactivité bronchique, I’hypersécrétion de
mucus, le remodelage des voies respiratoires ainsi que la production de cytokines de la
voie Th2. Au contraire, des analogues de micro-ARNs (micro-ARNs 146a et b) avaient
quant a eux la capacité de diminuer I’inflammation allergique pulmonaire et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires.”® Enfin, la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques
épigénétiques dans les maladies respiratoires semble en pleine expansion, comme en
témoigne la récente collaboration multidisciplinaire entre MRC Technology et
AstraZeneca dans le développement d’épimédicaments dans [D’asthme et Ia

bronchopneumopathie chronique obstructive."’
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Les limites des thérapies épigénétiques

La principale limite du recours aux thérapies €pigénétiques repose sur un manque
de sélectivité et spécificité des molécules, a 1’origine d’effets indésirables parfois
importants.

Les ¢épimédicaments ciblant les ADN méthyltransférases présentent une toxicité
considérable en entrainant une déméthylation importante du génome. En effet, bien qu’ils
semblent présenter des activités intéressantes, la majorité d’entre eux reste actuellement au
stade préclinique en raison d’une faible spécificité et d’une toxicité importante observée
sur différentes lignées cellulaires.'” L’azacitidine (Vidaza®) et la décitabine (Dacogen®)
sont des inhibiteurs irréversibles des ADN méthyltransférases ; leur manque de sélectivité
et de spécificité pour les différentes isoformes de leurs cibles peut expliquer en partie la
survenue d’effets indésirables de grade 3 ou 4 chez plus de 70% des patients.”””'®® Le
recours a des inhibiteurs des ADN méthyltransférases de seconde génération, dont fait
partie la guadécitabine, semble mieux toléré.'>

La tolérance des inhibiteurs des histones désacétylases est elle aussi compromise par un
manque de sélectivité et spécificité. En effet, les histones désacétylases font partie de
complexes protéiques macromoléculaires ; leur inhibition ne touche pas seulement les
histones mais toucherait également des cofacteurs, conduisant a un degré considérable de
non-spécificité compte-tenu du nombre important d'enzymes utilisant ces mémes
cofacteurs. Ce phénoméne pourrait en partie expliquer la toxicit¢ hématologique
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importante de ces composés.'®"'®

Par exemple, la toxicit¢ de 1’association du
panobinostat, du bortézomib et de la dexaméthasone (Farydak®™) est a souligner, avec la

survenue d’événements indésirables de grade 3 ou 4 chez 95,5% des patients, comprenant

principalement des troubles gastro-intestinaux et une pancytopénie.'®
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Le ciblage des épimédicaments

L’amélioration de la sélectivit¢ et de la spécificit¢ des épimédicaments est
primordiale et doit passer par une meilleure compréhension du paysage épigénétique
régulant D’expression génique. Pour cela, une meilleure caractérisation des altérations
épigénétiques associées a des maladies est nécessaire, en recherchant sur le génome entier
des signatures épigénétiques spécifiques a 1’aide de techniques de séquencage a haut
débit.'®* De plus, affiner le ciblage des thérapies épigénétiques permettrait 1’obtention de
composés plus spécifiques, dotés d’une meilleure efficacité et d’une moindre toxicité.'’
Pour améliorer le ciblage des épimédicaments, plusieurs techniques sont actuellement en
cours de développement, comme I’encapsulation au sein de nanoparticules telles que les
liposomes, certains polymeres, des dendrimeres, des nanogels ou des vecteurs biologiques,
permettant une plus grande stabilité¢ de la substance active et son utilisation a de plus
faibles concentrations. Le recours a des prodrogues est également étudié, permettant de
conduire la substance active modifiée chimiquement jusqu’a sa cible sans étre altérée ou
dégradée. Enfin, I’amélioration pharmacodynamique des médicaments épigénétiques par
leur couplage a d’autres molécules, notamment a des agents ciblant des structures
moléculaires spécifiques, constitue une nouvelle piste en cours d’étude.'*'® Pour cela, le
couplage a des anticorps monoclonaux capables de reconnaitre spécifiquement des cibles
moléculaires permettrait d’améliorer considérablement la sélectivité et la spécificité des
épimédicaments.'® Cette technique est déja employée en cancérologie, par I’association de
molécules de chimiothérapie ou de radioéléments a des anticorps, permettant une
délivrance ciblée des substances actives au niveau des tumeurs. Par exemple, le
gemtuzumab ozogamicine (Mylotarg”™) est un anticorps permettant de cibler le CD33,

surexprimé dans certaines leucémies, couplé a une substance cytotoxique qui va étre
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libérée lors de la liaison de I’anticorps a son récepteur.'®’” De la méme facon, le couplage
de petits ARNs interférents, proches des micro-ARNs, a des anticorps a permis leur
délivrance au sein de tissus cibles, laissant penser que ce type de formulation pourrait étre
envisageable avec des analogues de micro-ARNs.'®'® La conjugaison d’un
¢épimédicament a un anticorps a elle aussi était testée récemment in vitro et in vivo sur des
modeles animaux, avec I’association d’une prodrogue inhibitrice des histones
désacétylases au cétuximab, un anticorps monoclonal ciblant 1’epidermal growth factor
receptor (EGFR) surexprimé a la surface de certaines cellules tumorales. Les résultats sont
encourageants puisque l’association a permis ’inhibition des histones désacétylases des
cellules exprimant 'EGFR et a montré une nette efficacité anti-tumorale ainsi qu’une
moindre toxicité, suggérant la possibilit¢ d’étendre cette stratégie dans de nombreuses

applications thérapeutiques, au-dela du cancer.'”

Quelles perspectives offrent les résultats de I’étude dans le

développement d’épimédicaments dans I’asthme ?

Notre ¢étude a permis la mise en évidence de sites CpG, répliqués dans une cohorte
indépendante, et de régions génomiques différentiellement méthylés assignés a des génes
particuliérement pertinents dans la physiopathologie de 1’asthme et de D’allergie qui, a
notre connaissance, n’avaient jamais ¢€té identifiés. Parmi eux, les génes de 1’/L-17RA,
CLEC2A4, ICOSLG, IRAK2, BCL11B ou encore KLHLI. Au-dela de ces nouveaux résultats,
notre travail a permis de renforcer les données de la littérature dans les phénotypes
d’asthme et d’allergie, avec notamment 1’identification de sites CpG assignés aux geénes
SSTR3 et MFSD6L. Ces résultats corroborent ainsi I'hypothése de I'existence de marques

épigeénétiques spécifiques a différents phénotypes d'asthme, notamment 1'asthme allergique
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et pourraient constituer un support pour le développement de thérapies épigénétiques
ciblées dans I’asthme.

Parmi nos résultats les plus pertinents, nous avons mis en évidence la région de 1’/L-17RA,
connue pour étre impliquée dans ’asthme allergique, et dont nos résultats suggerent
qu’une hyperméthylation de ce géne serait associée a une augmentation des taux d’IgE
totales. De facon intéressante, le brodalumab (Kyntheum®), un anticorps monoclonal
ciblant ’IL-17RA utilisé dans le traitement du psoriasis, a été évalué en essai controlé en
double aveugle chez des adultes atteints d’asthme modéré a sévére. Bien que cette étude
n’ait pas montré de résultats cliniquement significatifs, un sous-groupe de sujets
asthmatiques, ayant une importante ameélioration du volume expiratoire maximal par
seconde post-bronchodilatation, a présenté des réponses cliniquement significatives au
brodalumab.'”" Ce sous-groupe était celui comportant le plus de sujets atopiques et ayant
un taux moyen d’IgE totales le plus élevé.

Le géne ICOSLG, dont nos résultats montrent qu’une hyperméthylation serait associée a
une ¢lévation des taux d’IgE totales, est lui aussi pertinent dans 1’asthme. Il a ét¢ identifi¢
dans notre étude comme étant a la fois le site CpG différentiellement méthylé le plus
significatif de la méta-analyse et comme une région génomique différentiellement
méthylée répliquée. La protéine ICOSLG peut elle aussi étre ciblée par un anticorps ; en
effet et bien qu’il ne soit pas testé dans 1’asthme, le prézalumab, un anticorps monoclonal
anti-ICOSLG, est actuellement en essais cliniques dans le lupus érythémateux systémique
et arthrite lupique, dans lesquels il a démontré son efficacité et son innocuité.'”

Les génes de I'IL-17RA et de I’ICOSLG codant respectivement pour des protéines
membranaires, le couplage d’anticorps dirigés spécifiquement contre ces cibles avec des
¢pimédicaments semble prometteur. Le brodalumab et le prézalumab, en inhibant

respectivement la liaison entre I'[L-17RA et son ligand et celle de 'ICOSLG a son
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récepteur, entraineraient le blocage de cascades pro-inflammatoires et de réponses
immunologiques intervenant dans la physiopathologie de I’asthme allergique.’’-*>?>10!-1%2
Leur couplage a des inhibiteurs des ADN méthyltransférases permettrait a ces derniers
d’exercer leurs effets de fagon particulierement ciblée, en otant les marques €pigénétiques
de ces genes hyperméthylés pertinents d’un point de vue physiopathologique, conduisant
ainsi a une répression de leur expression au niveau de cellules d’intérét. Cette association
anticorps / épimédicament permettrait d’une part une synergie d’action entre 1’anticorps et
la thérapie épigénétique, et d’autre part une toxicité diminuée par une plus grande
spécificité d’action.””® Ces hypothéses supposent des recherches précliniques poussées
pour la mise au point de ce type de thérapies, avec des défis galéniques,
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques majeurs, ainsi que des recherches
complémentaires pour I’application chez I’homme. Si ces hypotheses étaient confirmées,

I’épigénétique pourrait constituer une innovation thérapeutique pour des phénotypes

spécifiques d’asthme, comme 1’asthme allergique.

Conclusion

Bien que I’avenir des thérapies épigénétiques doit étre apprécié avec prudence, ces
thérapies ont déja commencé a étre utilisées chez ’homme et suscitent de nombreux
espoirs. Malgré un succes limité en monothérapie, les épimédicaments semblent
particulierement intéressants en association a d’autres substances actives et laissent
entrevoir un potentiel thérapeutique important. En revanche, nous ne disposons pas a
I’heure actuelle de suffisamment de recul pour connaitre les effets a long terme de ces
traitements. Du fait de la possible héritabilité des marques épigénétiques, il n’est pas exclu

que les thérapies €pigénétiques puissent avoir des effets sur les générations successives,
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dont nous ne connaissons pas I’impact. Bien qu’il soit nécessaire de rester prudent vis-a-vis
de la place des épimédicaments dans I’innovation thérapeutique, il semble primordial
d’encourager massivement la recherche dans le domaine prometteur de 1’épigénétique par
une approche multidisciplinaire afin de prendre en compte les différentes spécificités de

ces nouveaux médicaments.
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THESE SOUTENUE PAR : Laura BEAUMIER

TITRE :
L’EPIGENETIQUE COMME SUPPORT D’INNOVATION THERAPEUTIQUE : EXEMPLE
D’UNE ETUDE D’ASSOCIATION ENTRE METHYLATION DE L’ADN ET TAUX

D’ IMMUNOGLOBULINES E TOTALES CHEZ DES ADULTES ASTHMATIQUES

CONCLUSION :

Ces dernieres décennies ont été marquées par 1’essor des technologies de pointe et des
outils informatiques, ayant contribué¢ a la naissance des données massives (« big data »),
révolutionnant la recherche en santé. L’émergence de techniques de génotypage et de
séquengage a haut débit a permis I’analyse simultanée d’un grand nombre de variables portant
sur la génomique, 1’épigénomique, la transcriptomique, la protéomique ou encore la
métabolomique, qualifiées d’approches « omiques ». L’épigénétique, en controlant
I'accessibilité¢ du génome et en conduisant a des modifications de I’expression des génes, sans
modification de la séquence d’ADN, est actuellement un domaine de recherche en pleine
expansion. A I’heure ou se développent les premiers épimédicaments, il est important de se

demander en quoi I’épigénétique pourrait constituer un support d’innovation thérapeutique.

Un travail de recherche sur 1’asthme, maladie chronique représentant un enjeu de santé
publique, a ét¢ mené. L’asthme est une maladie multifactorielle caractérisée par une forte
hétérogénéité phénotypique, dont la composante majeure est I’allergie médiée par les
immunoglobulines E (IgE). Ce travail reposait sur I’hypothése que les principaux phénotypes
d’asthme, a savoir I’asthme allergique et I’asthme non allergique, sont associés a des signatures
épigénétiques spécifiques et que leur identification pourrait permettre de mieux comprendre

I'hétérogénéité de cette maladie. Nous avons ainsi cherché a identifier des sites et des régions
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génomiques dont la méthylation était associée aux taux d’IgE totales chez des adultes
asthmatiques, en utilisant une approche pangénomique. La méthylation a ét¢ mesurée par une
approche innovante de séquengage (sur prés de quatre millions de sites CpG) chez 357 adultes
asthmatiques issus de la cohorte de 1I’Etude épidémiologique des facteurs Génétiques et
Environnementaux de I’ Asthme, ’hyperréactivité bronchique et I’atopie (EGEA). Une étude de
réplication a été menée dans la cohorte Medical Research Council for Eczema (MRCE) et une

méta-analyse a été conduite.

Cette étude d’association a permis 1’identification de quinze régions génomiques et de
317 sites CpG dont la méthylation était associée aux taux d’IgE totales (p-valeur < 10™), dont
certains situés a proximité de geénes particulierement pertinents dans la physiopathologie de
I’asthme et de ’allergie. Parmi eux se trouvaient des génes qui, 4 notre connaissance, n’avaient
jamais €t€ identifiés précédemment dans ce type d’approche, comme les génes de 1’ interleukin-

17 receptor A (IL-17RA) et de I'inducible T cell costimulator ligand (ICOSLG).

Les résultats de cette étude sont prometteurs pour le développement d’épimédicaments
dans I’asthme. Aujourd’hui, les premiers médicaments épigénétiques développés manquent de
sélectivité et de spécificité, a I’origine d’effets indésirables importants, et leur efficacité semble
limitée lorsqu’ils sont utilisés en monothérapie. Le couplage d’épimédicaments a des anticorps
monoclonaux leur permet d’exercer leurs effets de fagon ciblée et ainsi d’améliorer la sélectivité,
Iefficacité et la tolérance de ces nouvelles thérapies. L’IL-17RA et I'ICOSLG pourraient
constituer de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques dans ’asthme allergique puisqu’ils
peuvent étre ciblés par des anticorps monoclonaux, respectivement le brodalumab et le
prézalumab. Bien que des études plus poussées soient nécessaires et que les effets a long terme
des traitements épigénétiques ne soient a ’heure actuelle pas connus, 1’épigénétique suscite de
nombreux espoirs dans la prise en charge thérapeutique des patients. Une approche
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multidisciplinaire doit étre menée afin de prendre en compte les différentes spécificités de ces

nouveaux médicaments.
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Laura BEAUMIER

EPIGENETICS AS A SUPPORT FOR THERAPEUTIC INNOVATION: AN
EXAMPLE OF AN EPIGENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY ON TOTAL

IMMUNOGLOBULIN E LEVELS IN ASTHMATIC ADULTS

ABSTRACT:

Epigenetics represents a growing field of research. Although the first epidrugs are
marketed in oncology, research is needed for most chronic diseases to identify epigenetic
modifications associated with these diseases, constituting potential therapeutic targets.
Asthma is a multifactorial disease characterized by a strong phenotypic heterogeneity; allergy,
whose the main mediator is the immunoglobulin E (IgE), represents a major component of
this heterogeneity. Identification of epigenetic marks associated with total IgE levels in
asthmatics may bring further insight into the heterogeneity of this disease. An epigenome-
wide association study of total IgE levels was conducted in 357 adults with asthma from the
EGEA cohort; replication of the identified sites and regions was investigated in the MRCE
cohort and a meta-analysis was conducted. A total of 15 genomic regions and 317 CpG sites
have been identified, some of which are close to genes that are particularly relevant in the
pathophysiology of asthma and allergy, such as IL-17RA and ICOSLG. These results pave the
way for new therapeutic approaches in allergic asthma, especially via coupling of epidrugs to
monoclonal antibodies specific for IL-17RA and ICOSLG (brodalumab and prezalumab,
respectively), constituting an approach likely to improve selectivity, efficiency and tolerance
of these epidrugs. Although further studies are needed, epigenetics raises many hopes and

could be a source of therapeutic innovation.

KEYWORDS: Epigenetics, therapeutic innovation, asthma, allergy, total IgE, DNA

methylation.



Laura BEAUMIER

L’EPIGENETIQUE COMME SUPPORT D’INNOVATION THERAPEUTIQUE :
EXEMPLE D’UNE ETUDE D’ASSOCIATION ENTRE METHYLATION DE L’ADN
ET TAUX D’IMMUNOGLOBULINES E TOTALES CHEZ DES ADULTES
ASTHMATIQUES

RESUME :

L’>épigénétique constitue un domaine de recherche en pleine expansion. Si les premiers
épimédicaments sont déja apparus en cancérologie, des travaux de recherche sont nécessaires
pour la plupart des autres maladies chroniques, afin d’identifier de potentielles nouvelles
cibles thérapeutiques épigénétiques. L’asthme est une maladie multifactorielle caractérisée
par une forte hétérogénéit¢ phénotypique; 1’allergie, dont le principal médiateur est
I’immunoglobuline E (IgE), représente une composante majeure de cette hétérogénéité.
L'identification de marques épigénétiques associées aux taux d'IgE totales chez des
asthmatiques pourrait permettre de mieux comprendre 1'hétérogénéité de cette maladie. Une
¢tude d’association a large échelle entre méthylation de I’ADN et taux d’IgE totales a été
menée chez 357 adultes asthmatiques de la cohorte EGEA ; la réplication des sites et régions
identifiés a été recherchée dans la cohorte MRCE et une méta-analyse a été conduite. Au
total, 15 régions génomiques et 317 sites CpG ont été identifiés, dont certains a proximité de
genes particulicrement pertinents dans la physiopathologie de 1’asthme et de 1’allergie,
comme 1’/L-17RA et I'ICOSLG. Ces résultats ouvrent la voie a de nouvelles pistes
thérapeutiques dans I’asthme allergique, notamment via le couplage d’épimédicaments a des
anticorps monoclonaux spécifiques de I'IL-17RA (brodalumab) et de I'ICOSLG
(prézalumab), constituant une approche susceptible d’améliorer la sélectiviteé, I’efficacité et la
tolérance de ces épimédicaments. Bien que des études plus poussées soient nécessaires,
I’épigénétique suscite de nombreux espoirs et pourrait constituer un support d’innovation

thérapeutique.

MOTS CLES : Epigénétique, innovation thérapeutique, asthme, allergie, IgE totales,
méthylation de ’ADN.
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