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Résumé 

La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) est une maladie complexe 

caractérisée par une obstruction non complètement réversible des voies aériennes. 

Actuellement, aucun remède n’existe pour soigner cette maladie qui deviendra la 3e cause 

de mortalité d’ici 2030. Bien que des progrès importants furent réalisés dans les dernières 

décennies, la pathogenèse de la maladie demeure largement mal comprise. 

 Cette thèse a pour objectif général l’étude des composantes génétiques de la MPOC, 

plus précisément 1) l’identification de gènes impliqués dans le développement de 

l’obstruction respiratoire, 2) l’identification d’eQTL pulmonaires dans le complexe majeur 

d’histocompatibilité et de leurs liens avec certains phénotypes pulmonaires, 3) 

l’identification de nouveaux gènes de susceptibilité au développement de la MPOC et 4) la 

caractérisation des variations génétiques du gène SERPINA1 dans la population canadienne 

et l’évaluation du séquençage de l’ADN comme nouveau test diagnostique pour détecter le 

déficit en alpha-1 antitrypsine. 

 Dans une première étude, nous avons identifié des gènes (CST3, CD22) et des voies 

biologiques (métabolisme des xénobiotiques, apoptose, balance protéase-antiprotéase et 

balance oxydant-antioxydant) impliqués dans le développement de l’obstruction 

respiratoire. Pour ce faire, nous avons combiné les génotypes, les valeurs d’expression et 

les caractéristiques cliniques de 1,111 sujets. En combinant ces trois types de données, nous 

avons trouvé des variations génétiques influençant l’expression de gènes qui sont impliqués 

dans la perte de fonctions respiratoires. Ce projet a permis d’identifier des mécanismes 

précis impliqués dans le développement de l’obstruction respiratoire. 

 Par la suite, nous avons étudié une région clé du génome humain pour le système 

immunitaire, soit le complexe majeur d’histocompatibilité (MHC). Des études antérieures 

ont associé des variations génétiques présentes dans ce locus à plusieurs phénotypes 

pulmonaires (asthme, cancer du poumon, fibrose kystique, maladie pulmonaire 

interstitielle, MPOC). Les résultats obtenus nous ont permis d’identifier des gènes 

d’intérêts pour l’asthme (AGPAT1, CDSN), le cancer du poumon (BTN3A2, ZFP57), les 

fonctions respiratoires (MICB) et la maladie pulmonaire interstitielle (AGPAT1). Les 
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résultats de cette étude ont permis de mieux comprendre et d’interpréter les résultats 

obtenus précédemment. 

 Nous avons également participé à la plus grande étude pangénomique (GWAS) sur 

la MPOC. Cette étude, réalisée par l’International COPD Genetics Consortium (ICGC), a 

identifié 22 régions chromosomiques impliquées dans le développement de la MPOC. Pour 

ce projet, les génotypes de 63,192 sujets (47,936 cas et 15,256 témoins) provenant de 26 

cohortes différentes ont été combinés dans une méta-analyse. Par la suite, les résultats ont 

été répliqués dans 9,498 cas et 9,748 témoins supplémentaires provenant de la UK Biobank. 

Parmi les 22 loci identifiés, 15 ont été précédemment associés avec les fonctions 

respiratoires et quatre n’avaient jamais été observés (EEFSEC, DSP, MTCL1, et SFTPD). 

Cette étude a permis de mieux comprendre l’architecture génétique de la maladie et de 

confirmer le lien existant entre les gènes associés aux fonctions respiratoires et la MPOC.  

Finalement, nous avons caractérisé les variations génétiques du gène SERPINA1 

dans la population canadienne et testé le séquençage de l’ADN comme outil potentiel de 

diagnostic du déficit en alpha-1 antitrypsine. Pour ce faire, tous les exons codants du gène 

ont été séquencés dans 400 individus du projet pancanadien CanCOLD (Canadian Cohort 

of Obstructive Lung Disease). Nous avons identifié 19 variations génétiques dans le gène, 

dont 15 mutations faux sens et une nouvelle mutation. Une fois l’extraction d’ADN 

complété, le séquençage s’est effectué et a permis de déterminer de façon définitive la 

nature de l’anomalie génétique sous-jacente. Ce projet a démontré que cette technique 

permettrait d'accélérer le diagnostic et de diminuer les coûts pour ainsi faciliter la prise en 

charge et le traitement des patients souffrant d’un déficit en alpha-1 antitrypsine. 

Les résultats obtenus au cours de ce doctorat permettent de mieux comprendre les 

gènes et les voies biologiques impliqués dans le développement de la MPOC.  
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Abstract 

 Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a complex disease characterized 

by airflow obstruction that is not fully reversible. Currently, no treatment exists to reverse 

COPD, which is predicted to be the third leading cause of mortality in the world by the year 

2030. Important discoveries were made in the last decade, but the pathophysiology of the 

disease remains largely unknown.  

 The aim of this thesis is to study the genetic component of COPD and more 

specifically 1) identify genes involved in the development of airflow obstruction, 2) 

identify lung eQTL in the major histocompatibility complex and find causal genes for lung 

function and respiratory diseases in this region, 3) find new susceptibility loci for COPD, 

and 4) evaluate the feasibility and effectiveness of DNA sequencing of the SERPINA1 gene 

as a single test to diagnose alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD) and test the frequencies 

of AATD alleles in a Canadian COPD population. 

 In the first study, we identified genes (CST3 and CD22) and signalling pathways 

(xenobiotic metabolism, apoptosis, protease–antiprotease and oxidant–antioxidant balance) 

involved in the development of airflow obstruction. We combined lung gene expression, 

whole genotyping data and clinical information’s from 1,111 subjects to identify potential 

causal genes and pathways. This study has identified underlying mechanisms implicated in 

the development of airflow obstruction. 

 In the second study, we studied a critical genomic region for the immune system, 

the major histocompatibility complex (MHC). Previous studies have associated single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) located inside this locus with lung diseases and 

phenotypes (asthma, cystic fibrosis, idiopathic interstitial pneumonia, lung cancer and lung 

function). We have identified new susceptibility genes for lung cancer (BTN3A2 and 

ZFP57), asthma (AGPAT1 and CDSN), lung function (MICB) and idiopathic interstitial 

pneumonia (AGPAT1). Results from this study provide important biological insights about 

previously associated SNPs in the MHC.  
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We were also involved in the largest genome-wide association study (GWAS) on 

COPD. This GWAS was performed by the International COPD Genetics Consortium 

(ICGC) and identified 22 loci associated at genome-wide significance. Genotypes of 63,192 

subjects (15,256 cases and 47,936 controls) from 26 studies were used in the meta-analysis. 

Results were further replicated in 9,498 cases and 9,748 controls from the UK Biobank. 

Among the 22 associated loci, 9 were previously associated with COPD, 15 with lung 

function and 4 (EEFSEC, DSP, MTCL1 and SFTPD) were novel loci. Our findings 

highlight new loci associated with COPD and demonstrate the genetic overlap between 

lung function and COPD.   

 Finally, the frequencies of deficient SERPINA1 alleles were evaluated in Canadian 

patients with COPD and DNA sequencing was evaluated as a single test strategy to detect 

AATD. DNA sequencing of the coding regions of SERPINA1 was performed in 400 

individuals from the CanCOLD study (Canadian Cohort of Obstructive Lung Disease). 

Nineteen genetic variants were identified, including 15 missense mutations and one new 

mutation. DNA sequencing of SERPINA1 revealed the true genetic nature of AATD and 

was demonstrated has an effective, fast, and inexpensive single test strategy to detect 

AATD.  

 Studies presented in this thesis have identified genes and pathways involved in the 

development of COPD, which are new targets for future studies.  
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Avant-Propos 

 Cette thèse comprend 4 articles ayant comme sujet principal la génétique de la 

maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC). Le premier chapitre est une 

introduction générale de plusieurs concepts abordés dans la thèse (Chapitre 1). Ce chapitre 

est divisé en deux sections principales, la MPOC (historique, description, symptômes, 

prévalence, causes, traitements) et la génétique de la MPOC. Le Chapitre 2 décrit les 

objectifs et les hypothèses de recherche du projet. Les 4 articles scientifiques suivront par la 

suite (Chapitres 3 à 6). À noter que les références de ces articles sont exclues des 

références finales de la thèse. 

 Le premier article de cette thèse s’intitule Genetic regulation of gene expression in 

the lung identifies CST3 and CD22 as potential causal genes for airflow obstruction 

(Chapitre 3). L’objectif était d’identifier des gènes et des voies biologiques régulés par les 

variations génétiques précédemment associées à la MPOC et aux fonctions respiratoires. 

Cette étude a démontré que les gènes CST3 et CD22 ainsi que les voies biologiques de 

l’apoptose, du métabolisme des xénobiotiques, et les balances protéase-antiprotéase et 

oxydant-antioxydant sont impliqués dans le développement de l’obstruction respiratoire.  

Cette étude a été réalisée dans le cadre du consortium d’eQTL pulmonaire. Mon rôle dans 

cette étude fut la réalisation d’analyses bio-informatiques, l’interprétation et la rédaction 

des résultats obtenus. Je suis l’un des trois auteurs principaux avec les Dr Wim Timens 

(Université de Groningen au Pays-Bas) et Ke Hao (Mount Sinai, New York, États-Unis). 

L’article a été soumis dans la revue Thorax le 28 avril 2014 et a été accepté pour 

publication le 14 août 2014.  

 Le deuxième article s’intitule Susceptibility genes for lung diseases in the major 

histocompatibility complex revealed by lung expression quantitative trait loci analysis 

(Chapitre 4). Ce projet comportait deux objectifs. Le premier était d’identifier des eQTL 

pulmonaires dans la région chromosomique du complexe majeur d’histocompatibilité 

(MHC). Le deuxième était d’identifier de nouveaux gènes de susceptibilité pour plusieurs 

phénotypes et maladies pulmonaires (asthme, cancer du poumon, fibrose kystique, fonction 

respiratoire, maladie pulmonaire interstitielle). Cette étude a permis d’identifier de 
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nouveaux gènes pour l’asthme (AGPAT1, CDSN), le cancer du poumon (BTN3A2, ZFP57), 

les fonctions respiratoires (MICB) et la maladie pulmonaire interstitielle (AGPAT1). Cette 

étude a été réalisée sous la supervision du Dr Yohan Bossé en collaboration avec les 

membres du consortium d’eQTL pulmonaire. Mon rôle dans cette étude fut la réalisation 

des analyses bio-informatiques, l’interprétation des résultats, et l’écriture du manuscrit. 

L’article a été soumis dans l’European Respiratory Journal le 9 novembre 2015 et a été 

accepté pour publication le 29 mars 2016. 

  Le troisième article s’intitule Genetic loci associated with chronic obstructive 

pulmonary disease overlap with loci for lung function and pulmonary fibrosis (Chapitre 

5). L’objectif était d’identifier de nouvelles régions chromosomiques impliquées dans le 

développement de la MPOC. Cette étude a identifié 22 régions d’intérêt; 15 précédemment 

associées avec les fonctions respiratoires et quatre nouvelles (EEFSEC, DSP, MTCL1, et 

SFTPD). Cette étude a été réalisée par l’International COPD Genetics Consortium, un 

regroupement de 26 cohortes provenant de huit pays différents. Ce projet a été réalisé sous 

la supervision du Dr Michael Cho du Brigham and Women's Hospital de Boston et l’auteur 

principal est Brian D. Hobbs provenant du même institut. Je suis troisième auteur sur 76 et 

mon rôle fut la réalisation d’analyses bio-informatiques, plus spécifiquement des eQTL 

pulmonaires. L’article a été soumis dans la revue Nature Genetics le 6 juillet 2016 et a été 

accepté pour publication le 23 novembre 2016. 

 Le quatrième et dernier article de cette thèse se nomme Comprehensive genetic 

testing for alpha-1 antitrypsin deficiency in COPD patients (Chapitre 6). Ce projet vise à 

vérifier la faisabilité et l'utilité du séquençage d’ADN comme outil de diagnostic pour le 

déficit en alpha-1 antitrypsine et à caractériser les variations génétiques du gène SERPINA1 

dans la population canadienne. Premièrement, le séquençage de l’ADN permet d’accélérer 

grandement le diagnostic de la maladie et ce, rapidement et à faible coût. Deuxièmement, 

nous avons identifié à partir de 400 sujets 19 variations génétiques, dont 15 mutations faux 

sens, dans les séquences codantes du gène SERPINA1. Parmi ces 19 variations, une 

mutation n’avait jamais été identifiée précédemment. Cette étude est une collaboration 

entre le Réseau Canadien de Recherche Respiratoire et l’étude CanCOLD. Mon rôle dans 

ce projet fut l’analyse et l’interprétation des données de séquençage et j’en suis l’auteur 
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principal. Nathalie Gaudreault a réalisé le séquençage de l’ADN et les Dr François Maltais, 

Wan Tan et Jean Bourbeau ont participé au recrutement des sujets et à la conception de 

l’étude. Le Dr Yohan Bossé a participé à la conception de l’étude, l’interprétation des 

résultats et l’écriture du manuscrit. L’article sera soumis pour publication dans les 

prochains mois.   
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Introduction 
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1.1 : Maladie Pulmonaire Obstructive Chronique 

La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), aussi appelée broncho-

pneumopathie chronique obstructive (BPCO), est un ensemble de maladies (bronchite 

chronique, emphysème) qui causent une obstruction en partie irréversible des voies 

respiratoires. Selon les dernières projections de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 

la MPOC deviendra la troisième cause de décès à l'échelle mondiale d'ici 2030[1]. En 2012 

au Canada, les maladies chroniques des voies respiratoires inférieures (asthme, MPOC) en 

étaient la cinquième cause[2]. Les principaux symptômes de la MPOC sont une dyspnée 

marquée (essoufflement), une production importante de mucus et une toux chronique. La 

MPOC se développe majoritairement chez des fumeurs de longue date[3], mais seulement 

de 15 à 25% des fumeurs vont développer des symptômes d'obstruction respiratoire. Les 

seuls traitements actuellement disponibles sur le marché visent à soulager les symptômes et 

non à traiter la maladie. 

Au cours des dernières décennies, des études effectuées sur des jumeaux, des 

familles et des individus non apparentés ont permis d'établir que la génétique jouait un rôle 

important dans le développement de la MPOC[4–7]. À ce jour, environ 200 gènes 

différents ont été associés avec cette pathologie, mais les résultats varient grandement d'une 

étude à l'autre[8]. Le seul gène connu à ce jour pouvant causer la MPOC sans tabagisme se 

nomme SERPINA1 (Serpin Peptidase Inhibitor, Clade A). Des variations génétiques 

présentes dans la séquence codante de ce gène rendent la protéine non fonctionnelle 

entraînant un déficit en alpha-1 antitrypsine (AAT)[9].  

Le développement de traitements permettant de résorber, stopper ou ralentir la 

progression de la MPOC est actuellement une priorité. Pour ce faire, il est primordial de 

mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement de cette 

pathologie potentiellement mortelle. 
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1.1.1 Historique de la MPOC 

La MPOC et plus spécifiquement ses deux principales composantes, la bronchite 

chronique et l’emphysème, sont connus depuis plusieurs siècles[10]. La première mention 

d'une maladie ayant comme symptôme un essoufflement anormal remonte aux alentours de 

400 av. J.-C.[11]. À cette époque très lointaine, Hippocrate aurait utilisé le terme asthme 

pour décrire une maladie caractérisée par une dyspnée, mais il ne faisait aucune distinction 

sur les causes de l’essoufflement. L'emphysème et la bronchite chronique ont fait leur 

apparition dans le vocabulaire médical plus de 2000 ans après Hippocrate et sa notion 

d'asthme. 

L'emphysème fut décrit pour la première fois par le médecin suisse Théophile Bonet 

en 1679 dans son livre Sepulcretum[10,12] (Cimetière). À la suite d'environ 3000 autopsies 

effectuées par Bonet et ses collègues, l'emphysème a été décrit comme une condition 

médicale caractérisée par des poumons plus larges (voluminous lung). En 1769, l’italien 

Giovanni Battista Morgagni, un grand admirateur des travaux de Bonet, a publié son livre 

De Sedibus et causis morborum per anatomem indagatis[13,14] (Les sièges et les causes 

des maladies étudiées par l'anatomie) qui décrivait les poumons emphysémateux comme 

étant enflés et gonflés. En 1793, le pathologiste écossais Matthew Baillie publia The 

Morbid Anatomy of Some of the Most Important Parts of the Human Body[15] (L'anatomie 

morbide de certaines des parties les plus importantes du corps humain), le premier livre de 

pathologie écrit en anglais, dans lequel il a décrit des poumons avec de larges cavités où le 

tissu pulmonaire était détruit. En 1803, il publia un ouvrage d'illustrations pour compléter 

son précédent livre[16] et on y retrouve l'une des premières illustrations d'un poumon 

emphysémateux (Figure 1-1). En 1819, le médecin français René Laennec, inventeur du 

stéthoscope, publia le livre De l'auscultation médiate ou Traité du diagnostic des maladies 

des poumons et du cœur[17] dans lequel il décrivit plusieurs autopsies de patients 

emphysémateux. Par exemple, il a remarqué que l'emphysème était principalement présent 

dans les pointes et les parties antérieures des lobes et qu'un grand nombre d'alvéoles étaient 

de taille supérieure à la moyenne. Il a également remarqué qu'un poumon emphysémateux 

était gonflé et qu'il « ne s'affaisse nullement à l'ouverture de la poitrine, dans laquelle il est 

étroitement serré. »  
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Figure 1-1 : Représentation graphique d'un poumon emphysémateux datant de 1803. 

Figure tirée de Baillie, M. A series of engravings, accompanied with explanations, which 

are intended to illustrate the morbid anatomy of some of the most important parts of the 

human body. 1803[16].  

 

Le terme bronchite fut employé pour la première fois en 1814 dans le livre An Essay 

on Bronchitis: With a Supplement Containing Remarks on Simple Pulmonary Abscess (Un 

essai sur la bronchite: avec un supplément contenant des remarques sur l'abcès pulmonaire 

simple) écrit par le physicien anglais Charles Badham[18]. Celui-ci décrivit la bronchite 

comme une maladie inflammatoire des tissus sécréteurs présents dans les bronches 

respiratoires, qui résulte en une surproduction de mucus. En 1819, René Laennec distingua 

la bronchite chronique de l'emphysème[17]. Dans son ouvrage, la bronchite (catarrhe) 

chronique est caractérisée par « l'inflammation de la membrane interne ou muqueuse qui 

tapisse les bronches. » Il a également observé que la membrane des bronches est parfois 
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plus épaisse et d'une couleur rougeâtre. Le terme bronchite chronique (chronic bronchitis) a 

fait son apparition en 1837 dans l'ouvrage A Treatise on the Diagnosis and Treatment of 

Diseases of the Chest: Diseases of the Lung and Windpipe (Traité sur le diagnostic et le 

traitement des maladies du thorax: Maladies du poumon et de la trachée) du médecin 

irlandais William Strokes[19].  

Suite aux observations effectuées entre la fin du 17e et le début du 19e siècle, 

plusieurs moments clés des 19e et 20e siècles ont permis de faire des bonds importants dans 

notre compréhension de la bronchite chronique et de l'emphysème. Parmi ces avancées se 

trouve l'invention du spiromètre en 1846 par John Hutchinson[20]. À ses débuts, cet 

appareil, qui est maintenant un incontournable du diagnostic de la MPOC, ne pouvait 

mesurer que la capacité vitale. Il faudra attendre jusqu'en 1947 pour voir apparaître les 

concepts de volume expiratoire maximal seconde (VEMS) et de capacité vitale forcée 

(CVF)[21]. Ces améliorations au spiromètre furent élaborées par Robert Tiffeneau et André 

Pinelli[22] et l'utilisation du coefficient de Tiffeneau, aussi appelé ratio VEMS/CVF et le 

rapport de Tiffeneau-Pinelli, a été grandement popularisé par Edward A. Gaensler[23,24]. 

Entre 1959 et 1965, trois rencontres importantes (CIBA Guest Symposium, 1959[25]; 

American Thoracic Society Committee on Diagnostic Standards, 1962[26]; Committee on 

the Aetiology of Chronic Bronchitis, 1965[27]) ont permis d'harmoniser les noms et les 

définitions employés[10,24]. Le terme maladie pulmonaire obstructive chronique (chronic 

obstructive pulmonary disease) fut employé pour la première fois par William Briscoe en 

1965[28] et il est maintenant le nom officiel de la maladie. Les cinq décennies suivant la 

première mention du terme MPOC ont été le théâtre d'avancées rapides dans notre 

compréhension de la maladie.  
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1.1.2 Définitions et descriptions 

La MPOC est une maladie caractérisée par une obstruction lente et progressive des 

voies respiratoires[29]. Toutefois, une étude récente a démontré qu’environ 50% des 

patients avec MPOC avaient déjà des fonctions respiratoires abaissées au début de l’âge 

adulte (Lange et al. NEJM 2015). Ces résultats suggérent que la MPOC chez ces patients 

n’est pas le résultat d’une perte progressive et accélélée des fonctions respiratoires, mais 

plutôt de l’incapacité d’atteindre des fonctions respiratoires normals à l’âge adulte. 

L’obstruction respiratoire observée dans la MPOC est en partie réversible lors de 

l'utilisation de bronchodilatateur[30,31]. Les deux principales composantes responsables de 

cette obstruction sont la bronchique chronique et l'emphysème, et celles-ci peuvent être 

présentes à différente proportion chez un même patient. 

1.1.2.1 Bronchite chronique 

La bronchite chronique se caractérise par une réduction de la lumière des bronches 

causée par l’inflammation des voies aériennes centrales[32–34] (Figure 1-2). Cette 

inflammation entraîne une surproduction de mucus, une réduction de la clairance muco-

ciliaire et une augmentation de la perméabilité des cellules épithéliales bronchiques. La 

combinaison de tous ces processus fait en sorte que la lumière bronchique est réduite 

(Figure 1-2B) et ceci entraîne une augmentation de la résistance au passage de l'air[35]. 

Cette condition est diagnostiquée lors de la présence d'une toux persistante et d'une 

production d’expectoration pendant trois mois consécutifs et ce, durant deux années 

consécutives[36]. Selon le rapport de 2016 du Global Initiative for Chronic Obstructive 

Lung Disease (GOLD)[37], la bronchite chronique peut être présente chez des personnes 

avec des fonctions respiratoires normales. 

1.1.2.2 Emphysème  

L'emphysème est défini par une destruction irréversible des parois alvéolaires 

distales aux bronchioles terminales menant à la création de larges espaces aériens où les 

échanges gazeux sont affectés (Figure 1-2C). Deux types d'emphysème (centribulaire, 

panlobulaire) peuvent être observés chez les patients MPOC[38,39]. L'emphysème 
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centribulaire est principalement développé chez les fumeurs de longue date[35,40]. Suite à 

une exposition prolongée à la fumée de cigarette, une inflammation se développe dans les 

alvéoles pulmonaires et provoque des dommages à leur structure [41]. Graduellement, les 

alvéoles se rompent et fusionnent pour créer de grandes poches d'air créant des zones 

ventilées mais peu ou pas perfusées aussi appellées espaces morts. L’espace mort, lorsque 

sévère, est responsable d’hypercapnie chez le patient MPOC. La destruction alvéolaire se 

produit principalement dans les lobes supérieurs et se concentre dans les portions centrales 

des lobules secondaires[40,42]. L'emphysème panlobulaire est pour sa part présent chez les 

patients atteints d'un déficit en AAT. L'absence de cette protéine provoque un 

débalancement de la balance protéase-antiprotéase. Les alvéoles présentes dans les lobes 

 

 

Figure 1-2 : Différences entre un poumon sain et un poumon de patient MPOC. 

A) Bronche (gauche) et alvéoles (droite) d'une personne ne souffrant pas de MPOC. B) 

Une bronche enflammée et obstruée de mucus. C) Un espace mort où les échanges gazeux 

sont impossibles. Figure réalisée à l'aide des images de SERVIER Medical Art. 
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inférieurs sont principalement affectées[40,42]. De plus amples détails sur le déficit en 

AAT sont présentés à la section 1.1.5.2.  

1.1.3 Symptômes et diagnostic de la MPOC 

La MPOC est une maladie complexe accompagnée de nombreux symptômes 

(dyspnée, toux, expectoration). Ceux-ci font leur apparition progressivement, mais leurs 

gravités peuvent augmenter drastiquement lors de crises aiguës (exacerbations). En plus des 

symptômes principaux, de nombreux troubles connexes (comorbidités) sont régulièrement 

observés chez ces patients. Le diagnostic représente un défi, car la population en générale 

connaît peu cette maladie, les symptômes sont communs et les professionnels de la santé 

n'ont pas nécessairement recours aux tests de spirométrie[43]. Les sections suivantes 

aborderont ces différents aspects cliniques en profondeur. 

1.1.3.1 Diagnostic 

Un diagnostic de MPOC doit être considéré chez les patients ayant une dyspnée, 

une toux chronique, une surproduction de mucus ou une exposition prolongée aux produits 

du tabac[37,44] (Tableau 1-1). Des tests de spirométrie post-bronchodilatateur (suivant 

l’inhalation d'un bronchodilatateur) doivent être effectués pour vérifier la présence 

d'obstruction respiratoire irréversible. Les deux principales variables mesurées lors de ces 

tests sont le Volume Expiratoire Maximal Seconde (VEMS) et la Capacité Vitale Forcée 

(CVF). Le VEMS est la quantité d'air expiré en une seconde lors d'une expiration maximale 

et la CVF est la quantité d'air totale expiré lors d'une expiration maximale. Lorsque le ratio 

entre le VEMS et la CVF est inférieur à 0.70, il y a présence d'obstruction respiratoire[37]. 

Le niveau d'obstruction est par la suite défini selon le VEMS (Tableau 1-2).  
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Tableau 1-1 : Symptômes cliniques à considérer pour le diagnostic de la MPOC. 

Dyspnée 

 

Persistante 

Progressive 

À l’effort 

Toux chronique 

 
Intermittente ou en continue 

Jour et/ou nuit 

Expectoration 

 Production supérieure, peu importe la quantité et la fréquence 

Exposition à des facteurs de risque 

 

Tabagisme (primaire, secondaire) 

Fumée (cuisson, chauffage) 

Occupation professionnelle (poussière, produit chimique) 

Autre 

 Historique familiale de MPOC 

 

Tableau 1-2 : Classification des stades d'obstruction respiratoire. 

Stade Critère du Volume Expiratoire Maximal Seconde  

GOLD 1 : MPOC légère VEMS ≥ 80% de la valeur prédite 

GOLD 2 : MPOC modérée 50% ≤ VEMS < 80% de la valeur prédite 

GOLD 3 : MPOC sévère 30% ≤ VEMS < 50% de la valeur prédite 

GOLD 4 : MPOC très sévère VEMS < 30% de la valeur prédite 

 

Le diagnostic de la MPOC n'est pas exclusivement basé sur les tests de spirométrie. Le 

médecin traitant a également recours à d'autres tests pour baser sa décision[37]:  

• Imagerie médicale[42] : Permet de vérifier la présence de maladies ayant des 

symptômes semblables et d'identifier le sous-type d'emphysème (centribulaire, 

panlobulaire). 

• Volume pulmonaire et capacité de diffusion : Aide à caractériser la sévérité de la 

maladie. 

• Oxymétrie et relevé des gaz artériels du sang : Donne les niveaux sanguins 

d'oxygène et de dioxyde de carbone pour mieux adapter les soins. 
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• Dépistage du déficit en AAT[45] : Recommandé chez les patients plus jeune (<65 

ans) ou ceux avec une faible exposition tabagique (<20 paquet année). 

• Épreuve d’effort[46] : Excellent indicateur de la santé générale du patient. 

 

1.1.3.2 Symptômes principaux 

Le principal symptôme affectant les personnes atteintes de MPOC est une dyspnée 

qui se développe sur de nombreuses années[30,37,47] (Figure 1-3). L'essoufflement fait 

son apparition lors d'activités nécessitants un effort léger (e.g. monter les escaliers, tondre 

la pelouse). Par la suite, la progression de l'obstruction respiratoire rend les activités 

quotidiennes de plus en plus difficiles à exécuter. Dans les cas les plus avancés de la 

maladie, faire quelques pas sur une surface plane devient une tâche colossale[48]. La 

dyspnée est principalement causée par l'obstruction bronchique associée à une diminution 

du calibre des bronches (bronchite chronique) et/ou par la destruction du parenchyme  

pulmonaire (emphysème). 

. 

Figure 1-3 : Déclin du VEMS chez les fumeurs susceptibles. 

Figure adaptée de J.C. Hogg, Pathophysiology of airflow limitation in chronic obstructive 

pulmonary disease. Lancet 2004; 364:709-721[35]. 
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Un autre symptôme présent chez une forte proportion des patients MPOC, 

principalement ceux souffrant de bronchite chronique, est une toux persistante[35,37]. Ce 

symptôme est régulièrement le premier à faire son apparition, mais est souvent ignoré par 

les patients puisqu'il est souvent associé à l'utilisation du tabac[37]. La toux est présente en 

intermittence dans les stades légers de la maladie, mais fait son apparition quotidiennement 

dans les stades avancés. Bien que la toux soit l'un des principaux symptômes, son 

apparition ne signifie pas automatiquement la présence de MPOC. L'asthme, le cancer du 

poumon et le reflux gastro-œsophagien sont d'autres conditions pouvant occasionner une 

toux chronique[37]. 

Les patients MPOC peuvent produire de grandes quantités d'expectorations[37]. 

Lorsqu'il y a présence de pus dans le crachat, on parle alors d'expectorations purulentes et 

celles-ci sont associées avec la présence de médiateurs inflammatoires et/ou d’infection 

[49].  

1.1.3.3 Exacerbations 

Les personnes atteintes de MPOC peuvent vivre des périodes où leurs symptômes 

s'aggravent rapidement (exacerbations)[50]. Les principales causes de ces crises aiguës sont 

les infections bactériennes et/ou virales (50%)[51–55] et la pollution atmosphérique (15 à 

20%)[50,56,57]. Les exacerbations sont responsables de 25% des pertes totales de fonctions 

respiratoires observées[50,58,59]. La fréquence des exacerbations augmente graduellement 

avec le stade de la maladie[50]. Selon une étude publiée par Hurst et al. en 2010[50], la 

fréquence des crises aiguës par année serait de 0.85 pour les GOLD 2, de 1.34 pour les 

GOLD3 et de 2.00 pour les GOLD4. Les patients souffrants d'exacerbations récurrentes 

sont plus souvent atteints de reflux gastro-œsophagien[50,60–62]. 

1.1.3.4 Comorbidités 

Les personnes atteintes de MPOC sont régulièrement atteintes de comorbidités qui 

ont pour conséquences une aggravation de leur condition et une détérioration de leur qualité 

de vie[63–66]. En 2013, Vanfleteren et al.[67] ont remarqué que la grande majorité de leurs 

patients MPOC modérés, sévères et très sévères (97.7%) souffraient d'une ou de plusieurs 
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comorbidités, et que 53.5% des sujets vivaient avec quatre comorbidités et plus. En 2009, 

Barr et al.[68] ont réalisé une enquête auprès de 1003 sujets MPOC. Le nombre médian de 

comorbidités observées était de neuf et un plus grand nombre de comorbidités était associé 

à une dyspnée plus sévère. Les comorbidités observées sont nombreuses (anémie, anxiété, 

asthme, cancer du poumon, dépression, diabète, dysfonction musculaire, infection 

respiratoire, maladies cardiovasculaires, maladies rénales, ostéoporose, reflux gastro-

œsophagien, syndrome métabolique, etc.) et affectent différents organes du corps 

humain[69] (Figure 1-4; Tableau 1-3).  

 

Figure 1-4 : Comorbidités associées à la MPOC. 

Figure réalisée grâce aux images de la Wikipedia foundation: Human body diagrams. 
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Tableau 1-3 : Caractéristiques des comorbidités associées à la MPOC. 

Anémie 

Prévalence 
 

Impact 

 

 
 

Cause 

7.5 - 34%[69,70] 
 

Qualité de vie réduite[71] 

Plus grand nombre d'hospitalisations[72] 

Mortalité accrue[73] 
 

Prévalence élevée de maladies rénales chez les patients MPOC[74] 

Anxiété et dépression 

Prévalence 

 

 
 

Impact 

 

 

 
 

Cause 

Dépression : Entre 10 et 42% des sujets MPOC[75–77] et jusqu'à 60% 

chez les patients sous oxygénothérapie[78] 

Anxiété : Entre 7 et 50% des patients[79] 
 

Exacerbations[80] et hospitalisations[81] plus fréquentes 

Perte d'autonomie[82] 

Qualité de vie réduite[83] 

Mortalité accrue[84] 
 

Sévérité de la maladie[85,86] 

Cancer du poumon 

Prévalence 
 

Impact 
 

Cause 

25%[87] 
 

Mortalité accrue[88,89] 
 

Prédisposition génétique commune avec la MPOC (e.g. 

CHRNA3/5)[90–95] 

Inflammation chronique[96–98] 

Stress oxydant[99] 

Dysfonction musculaire 

Prévalence 
 

Impact 

 

 
 

Cause 

33%[100] 
 

Mortalité accrue[101] 

Capacité d'exercice diminuée[100] 

Qualité de vie réduite[100] 
 

Déficience en vitamine D[102,103] 

Inflammation[104,105] 

Stress oxydant[106,107] 

Hypoxémie[108] 

Hypercapnie[109,110] 

Infection respiratoire 

Impact 
 

Cause 

Exacerbations[53,54] 
 

Mucus (hypersécrétion, viscosité élevée, évacuation réduite)[111] 

Barrière épithéliale des bronches et des poumons endommagée[112] 

Maladies cardiovasculaires 

Prévalence 

 

Fibrillation auriculaire : 11-14%[113,114] 

Hypertension artérielle : 40-60%[68,69] 
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Impact 

 

 

 
 

Cause 

Insuffisance cardiaque : 5-7%[69] 

Maladie coronarienne : 28-70%[115] 
 

Insuffisance cardiaque : Survie réduite lorsque hospitalisé[116] 

Maladie coronarienne : Qualité de vie et capacité à l'effort réduite, 

dyspnée plus sévère et exacerbations de plus longue durée[117] 
 

Fibrillation auriculaire : Hypoxie[118,119] 

Hypertension artérielle : Rigidité artérielle augmentée[120] 

Maladie coronarienne : Inflammation systémique, stress oxydant et 

hypoxémie[121] 

Maladies rénales 

Prévalence 
 

Impact 
 

Cause 

Entre 1 et 11%, dépendant du type de maladie rénale[69,122] 
 

Mortalité accrue[123] 
 

Inflammation systémique[124] 

Hypoxie[125] 

Ostéoporose 

Prévalence 
 

Impact 
 

Cause 

Entre 9 et 69% des patients MPOC[126,127] 
 

Exacerbations et hospitalisations plus fréquentes[128] 
 

Inflammation systémique[126] 

Déficience en vitamine D  

Utilisation de corticostéroïdes 

Reflux gastro-œsophagien 

Prévalence 
 

Impact 

 
 

Cause 

50%[129,130]  
 

Plus grand nombre d’exacerbations[62] 

Risque accru d'admission aux soins intensifs[131]  
 

Perte de sensibilité laryngo-pharyngée[132] 

Pression intra-abdominale élevée[133] 

Pression intra-thoracique négative[133] 

Utilisation de certains médicaments (théophylline, β2-

adrénergique)[134] 

Syndrome métabolique et diabète 

Prévalence 

 

 
 

Impact 

 

 

 
 

Cause 

Diabète : 12%[77,135] 

Syndrome métabolique : 20% des sujets non-emphysémateux et 10% 

des patients emphysémateux[135] 
 

Fonctions respiratoires plus faibles[136] 

Qualité de vie réduite[136] 

Nombre d'hospitalisation accru[137] 

Mortalité supérieure[138,139] 
 

Inflammation systémique[135] 
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 L’asthme est régulièrement présente chez les patients MPOC[140]. Celui-ci se 

caractérise par une inflammation des grandes et petites voies respiratoires. Il se manifeste 

généralement à l’enfance et est régulièrement accompagné d’allergies. Tout comme les 

sujets MPOC, les asthmatiques ont un VEMS réduit, mais celui-ci retourne à la normale 

suivant l’utilisation d’un bronchodilatateur. Chez les patients plus âgés, une baisse 

permanente du VEMS peut s’installer. L’asthme est une comorbidité particulière pour la 

MPOC puisque la communauté médicale s’intéresse de plus en plus à un phénomène qui se 

nomme syndrome de chevauchement de l’asthme et de la MPOC (asthma–COPD overlap 

syndrome)[141,142]. Ce terme désigne les individus qui possèdent des symptômes des deux 

maladies (e.g. dyspnée, fonctions respiratoires réduites, reflux gastro-œsophagien, toux 

chronique). Ce syndrome, qui n’est pas officiellement reconnu comme une maladie, fait 

preuve d’un grand engouement dans la communauté scientifique. Preuve de cette popularité 

grandissante, PubMed recense 1 article scientifique en 2011 pour les termes asthma–COPD 

overlap syndrome. Ce nombre grimpe à 2 en 2013, 8 en 2014, 44 en 2015 et 69 en 2016. 

Avec les données actuellement disponibles, il est difficile de savoir si l’asthme et la MPOC 

sont deux maladies distinctes avec des symptômes semblables ou bien une seule et unique 

maladie avec différentes manifestations cliniques. Cette situation découle partiellement des 

critères de sélection employés lors des études scientifiques des dernières décennies. La 

majorité des études sur l’asthme ou la MPOC excluaient les patients souffrant également de 

l’autre maladie[141,142]. Pour cette raison, il est difficile d’établir la prévalence de 

l’asthme chez les patients MPOC. Il est cependant reconnu que les sujets asthmatiques 

possèdent un risque supérieur de développer la MPOC[143]. De nouvelles études sont donc 

nécessaires pour mieux caractériser ce syndrome et déterminer si l’asthme et la MPOC sont 

une ou deux maladies. 

1.1.4 Prévalence et impact économique 

La MPOC est une maladie dont la prévalence augmente avec l'âge et se développe 

habituellement chez les fumeurs de longue date[144]. Les symptômes de la maladie 

apparaissent rarement avant l'âge de 55 ans. Selon une méta-analyse de 123 études 

effectuée en 2015, la prévalence mondiale estimée de MPOC était de 10,7% (227.3 

millions) en 1990 et de 11,7% (384 millions) en 2010[145]. Au Canada, plus de 800,000 



16 

 

personnes souffraient de MPOC en 2014[146] et le quart de ce nombre se situait dans la 

province de Québec. 

La prévalence de MPOC varie grandement selon le sexe. Au niveau mondial, les 

hommes sont plus affectés que les femmes[145]. Par contre, cette tendance semble 

s'inverser dans certains pays industrialisés, dont le Canada et les États-Unis[147]. Au 

Canada en 2014, les femmes (445,637) étaient majoritaires comparativement aux hommes 

(358,406)[146]. Au Québec en 2011, 31,318 hommes et 15,955 femmes ont été 

diagnostiqués avec la maladie et le total d’hommes et de femmes affectés en 2011 était de 

163,128 et 160,652 respectivement[147]. Aux États-Unis en 2011, 7,0% des femmes âgées 

de 25 ans et plus souffraient de MPOC[75], tandis que les hommes étaient atteints dans une 

proportion de 4,3%. Au cours de la dernière décennie, plusieurs études ont constaté que la 

mortalité occasionnée par la MPOC diminuait chez les hommes, mais augmentait ou 

demeurait stable chez les femmes[75,148]. La prévalence de la maladie varie également 

selon l'âge[37].  

La proportion de personnes souffrant de MPOC augmente avec le vieillissement de 

la population (Figure 1-5). Par contre, les connaissances actuelles ne permettent pas de 

déterminer si le vieillissement augmente les chances de développer la maladie ou ne fait 

que représenter l’accumulation  des dommages aux poumons[37]. 

En plus d'encombrer nos systèmes de santé, la MPOC a également des impacts 

financiers important pour notre société. Entre 2001 et 2010 en Colombie-Britannique au 

Canada, il en coûtait en moyenne 8,600$ par année pour traiter une personne MPOC[149]. 

L'hospitalisation des patients représentait la majorité des coûts engendrés et le nombre 

d'admission par patient augmentait avec la progression de la maladie. En 2008, le fardeau 

économique des hospitalisations uniquement a été estimé à 1,5 milliard de dollars au 

Canada[150]. De plus, les coûts directs et indirects engendrés par la maladie devraient 

grimper jusqu’à 9 milliards d’ici 2030[151]. Aux États-Unis en 2010, le fardeau 

économique a été de 36 milliards de dollars américains et ce montant grimpera à 49 

milliards en 2020[152]. 
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Figure 1-5 : Prévalence de la MPOC selon le groupe d'âge et le sexe aux États-Unis 

entre 2007 et 2009. 

Figure adaptée du Centers for Disease Control and Prevention: National Center for Health 

Statistics. 

 

1.1.5 Causes 

Tel que mentionné précédemment, le tabagisme est le principal facteur de risque 

pour la MPOC. L'utilisation des produits du tabac est responsable d'environ 90% des décès 

chez les patients MPOC[153–155]. La proportion de fumeurs souffrant d'obstruction 

respiratoire varie grandement d'une étude à l'autre. Les estimations les plus courantes font 

état de 15 à 25% de fumeurs affectés[156], mais certaines études avaient jusqu'à 50% de 

fumeurs affligés[157,158]. Ces écarts peuvent s'expliquer par des méthodologies 

différentes[159] et l'évolution des techniques employées pour le diagnostic[3]. Bien que la 

majorité des cas de MPOC soit causés par le tabagisme, il existe une grande variabilité 

parmi ceux-ci. Le stade (GOLD 1 à 4) et le phénotype (emphysème et/ou bronchite 

chronique) varient grandement entre les patients. Certaines prédispositions génétiques 

semblent donc jouer un rôle dans le développement et l'évolution de la maladie[8,160].  
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1.1.5.1 Tabagisme 

Le tabagisme est de loin le principal facteur conduisant au développement de la 

MPOC. La fumée de cigarette, avec plus de 4000 agents chimiques[161], a des effets 

néfastes autant sur les voies biologiques (immunité innée[162], stress oxydant[163,164]) 

que sur la structure du poumon (destruction des cils vibratiles[165]). L'accumulation de ces 

changements aura pour conséquence une réduction des fonctions respiratoires chez les 

personnes susceptibles.  

1.1.5.1.1 Immunité innée 

L'immunité innée est constituée d'un nombre important de cellules (éosinophiles, 

neutrophiles, macrophages, cellules NK) constituant la première ligne de défense du 

système immunitaire. Ces cellules ont comme fonction d'éliminer les agents 

infectieux[166], de se débarrasser des cellules mortes et de réparer les dommages causés au 

tissu pulmonaire[167]. La trop grande présence de neutrophiles et de macrophages dans les 

poumons entraîne un déséquilibre de la balance protéase-antiprotéase et un stress oxydant 

chronique. 

Déséquilibre protéase-antiprotéase 

Les protéases, produites en partie par les neutrophiles et les macrophages[168], sont 

impliquées dans la migration cellulaire[169], la défense contre les pathogènes[170] et la 

réparation cellulaire[171]. Dans les poumons, l’élastase des neutrophiles est un 

antibactérien puissant qui s’attaque à la matrice extracellulaire des pathogènes[172,173]. 

Lorsque l’enzyme est présente en grande quantité, le tissu sain est dégradé et de 

l’emphysème se développe[168,174,175]. L’élastase des neutrophiles endommage 

l’élastine et le tissu conjonctif des poumons[174,175]. Ces dommages provoquent 

l'apoptose des cellules épithéliales et endothéliales pulmonaires et résultent en un 

élargissement des alvéoles. Les antiprotéases ont pour fonction d'inhiber les protéases et 

ainsi protéger le tissu sain. Un déséquilibre de ce système est présent chez certains fumeurs 

souffrant de MPOC[168] et chez les individus atteints de déficit en alpha-1 

antitrypsine[176]. 
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Stress oxydant 

 Le stress oxydant est caractérisé par la présence d’une grande quantité de dérivés 

réactifs de l'oxygène, mieux connu sous le nom de reactive oxygen species (ROS), dans le 

poumon. Les ROS ont comme principales sources la fumée de cigarette et la poussée 

oxydative des cellules inflammatoires (respiratory burst)[177,178]. Dans des conditions 

normales, les ROS sont impliqués dans plusieurs mécanismes, dont la défense immunitaire, 

l’apoptose et la signalisation cellulaire[179–181]. Par contre, une trop grande présence de 

ROS provoque des dommages à la structure des cellules, à l’ADN et aux 

protéines[178,180,182] et induisent la production de médiateurs inflammatoires (e.g. NF-

κB, TNF, IL-8)[164,178]. Le tabagisme est la principale source de ROS dans les premiers 

stades de la maladie, mais le stress oxydant persiste suite à l’arrêt tabagique[183]. Les 

cellules inflammatoires pulmonaires (neutrophiles, macrophages), qui sont présentes en 

grand nombre chez les patients MPOC, relâchent une grande quantité de ROS. Le 

respiratory burst débute pendant l’utilisation des produits du tabac et se poursuit après 

l’arrêt tabagique[184,185]. Ce phénomène s’explique par la réponse immunitaire adaptative 

qui s’installe chez certains individus susceptibles.  

1.1.5.1.2 Immunité adaptive   

 La réponse immunitaire adaptative est en partie responsable des symptômes 

persistants suite à l’arrêt tabagique (e.g. dommage cellulaire, inflammation) [3,186,187]. 

Normalement, la réaction immunitaire se termine lorsque l’agression prend fin (e.g. 

infection, tabagisme), mais ce n’est pas le cas chez les patients MPOC. Les mécanismes 

responsables de ce phénomène ne sont pas connus avec certitude, mais certaines molécules 

semblent impliquées[188]. Plusieurs pistes sont actuellement étudiées pour expliquer leur 

activation continue : présence de pathogènes, réaction à la fumée de cigarette, 

développement d’une réaction auto-immunitaire[189]. 
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Lymphocytes B 

 Les lymphocytes B ont pour fonction la production d'anticorps et de cytokines[190]. 

Ceux-ci sont produits dans la moelle osseuse et migrent ensuite vers la rate et les 

ganglions[191]. Lors d’une infection, ces cellules participent à l’identification de l’agent 

infectieux et à la régulation de la réponse immunitaire. Chez les patients MPOC, la quantité 

de lymphocytes B dans les voies respiratoires augmente avec la progression de la 

maladie[192]. Ceux-ci forment des follicules lymphoïdes avec les lymphocytes T CD4+ 

dans le parenchyme et les parois bronchiques des patients MPOC[189,192,193]. 

L’activation continue des lymphocytes B explique en partie l’inflammation chronique 

présente chez les patients MPOC.  

Lymphocytes T CD4+ 

 Les lymphocytes T CD4+ sont des cellules impliquées dans la régulation de la 

réponse immunitaire. Ceux-ci accomplissent cette tâche en aidant les lymphocytes B à 

produire des anticorps, en activant les macrophages, et en recrutant des neutrophiles, 

éosinophiles et basophiles au site d’infection et d’inflammation[194–197]. Afin 

d’accomplir toutes ces tâches et de produire une réponse adaptée, les cellules CD4+ naïves 

doivent subir plusieurs étapes de transformations pour se spécialiser. Cette différentiation 

est affectée par plusieurs facteurs[197] (e.g. cytokines présentes dans le milieu de 

maturation, durée de l’exposition) et vise à produire des lymphocytes T auxiliaires, mieux 

connus sous le nom de T helper cells ou Th cells[197]. Par exemple lorsque les 

lymphocytes CD4+ naïfs sont exposés à de grandes quantités d’IL-12 et d’interféron 

gamma (IFNγ)[198], ceux-ci se différentient en lymphocyte Th1, des cellules T impliquées 

dans l’inflammation et l’activation des macrophages. À la fin de la réponse immunitaire, un 

faible nombre se transforment en lymphocyte T à mémoire (memory T cell). Chez les 

patients MPOC, il y a présence de lymphocytes CD4+ dans les voies respiratoires et dans le 

parenchyme pulmonaire[192,199–203]. De plus, la quantité de lymphocytes augmente avec 

la progression de la maladie. La présence continuelle de ces lymphocytes explique en partie 

l’inflammation chronique et les dommages aux tissus pulmonaires observés chez ces 

individus[200]. 
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Lymphocytes T CD8+ 

 Les lymphocytes T CD8+ sont grandement impliqués dans la réponse immunitaire 

contre les infections. Lorsqu’ils sont activés, ces lymphocytes vont éliminer les cellules 

infectées grâce à trois mécanismes différents. Le premier est la sécrétion de cytokines 

antibactériennes telle que TNF-α et IFN-γ[204]. Le deuxième est la production et le 

relâchement de granules cytotoxiques, principalement des perforines et des 

granzymes[204,205]. Finalement, les lymphocytes CD8+ peuvent détruire les cellules 

infectées via l’interaction entre leur ligand FasL et le récepteur FasR[205,206]. Tout 

comme les lymphocytes T CD4+, les CD8+ sont présents dans les poumons et les voies 

respiratoires des patients MPOC et leur présence augmente également avec la gravité de la 

maladie[207–215]. Cette présence continue contribue à la détérioration du parenchyme 

pulmonaire et à l’inflammation chronique des voies respiratoires[186].  

1.1.5.2 Déficit en alpha-1 antitrypsine 

L’apha-1 antitrypsine est une antiprotéase produite par le foie responsable d’inhiber 

l’élastase neutrophile et d’autres protéases[216]. Un déficit en apha-1 antitrypsine (DAAT) 

peut entraîner le développement d’emphysème chez les non-fumeurs et causer un 

emphysème précoce chez les fumeurs. Le DAAT est causé par une ou des mutations dans la 

séquence codante du gène SERPINA1 qui est localisé sur le chromosome 14. En Amérique 

du Nord, il est estimé qu’une personne sur 3,000 à 5,500 souffre de cette maladie 

génétique[217]. Chez les patients MPOC, entre 1 et 5% de tous les cas en sont le 

résultat[218–220]. La proportion de gens affectés tant dans la population générale que chez 

les patients MPOC est probablement sous-estimée[221]. 

Chez les individus soupçonner d’être atteint de DAAT (sujet d’environ 40 ans, 

tabagisme moindre), plusieurs techniques sont actuellement employées[219]: mesure de la 

quantité de protéine présente dans le sérum ou le plasma sanguin, caractérisation de la 

protéine par focalisation isoélectrique, génotypage des mutations les plus courantes, 

séquençage des régions codantes du gène SERPINA1. La quantité normale de protéine dans 

le sang est de 1.5 à 3.5 g/L (150 à 350 mg/dL)[220]. Une personne souffrant de DAAT aura 

des niveaux de protéines inférieurs à 0.8 g/L (80 mg/dL)[220]. La quantification de la 
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protéine est la première étape à effectuer lorsqu'un médecin soupçonne une 

déficience[222,223] et plusieurs techniques existent : immunodiffusion radiale, 

néphélémétrie, et dosage immunoturbidimétrique renforcé de latex [224]. Une des 

limitations de ce test est que les niveaux d'AAT peuvent varier lors d'épisodes 

inflammatoires et d'infections[225,226]. Tel que mentionné précédemment, les patients 

MPOC ont un risque élevé de développer des infections. Les médecins traitants doivent 

donc être prudents lors de l’interprétation des résultats de ce test. Suite à la quantification 

sanguine, la caractérisation de la protéine et le génotypage des deux variants de risque les 

plus courants sont effectués (Pi Z et S). La caractérisation de la protéine s'effectue par 

focalisation isoélectrique. Celle-ci permet de détecter si le sujet est porteur d’un des quatre 

variants analysés (F, M, S ou Z), dépendamment de la vitesse de migration de la protéine. 

Cette technique comporte également plusieurs limitations : nombre limité de variant testé, 

doit corréler avec les niveaux sanguins de protéine et résultats difficiles à interpréter. Le 

génotypage des variants Pi Z et S consiste à déterminer les génotypes des variations 

génétiques associées à ces variants[224]. Bien qu'il existe un grand nombre de variants 

pouvant occasionner une déficience, seulement les Pi Z et S sont normalement génotypés 

puisqu’ils sont responsables de la grande majorité des cas. Lorsqu’un DAAT est 

soupçonnée mais que les résultats de la caractérisation et du génotypage ne concordent pas 

avec les niveaux mesurés, le séquençage des régions codantes (exons) du gène SERPINA1 

est requis[219,227]. Contrairement aux techniques précédentes, le séquençage des exons 

permet de déterminer toutes les variations génétiques pouvant modifier la séquence de la 

protéine. Une fois le séquençage complété, il est possible de déterminer si une ou des 

mutations présentes dans la séquence codante du gène peuvent expliquer les niveaux 

d'AAT mesurés. Suite aux différentes analyses effectuées, le médecin traitant, avec l'aide 

d'un spécialiste en génétique médicale, peut déterminer si le patient souffre d'un DAAT ou 

non. Les différents aspects génétiques de la DAAT sont décrits en profondeur à la section 

1.2.2.1. 
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1.1.5.3 Autres causes 

 Outre le tabagisme, d’autres facteurs de risques sont associés à un déclin rapide des 

fonctions respiratoires[228,229] : exposition à des particules fines (outre tabagisme), 

génétique, poids à la naissance, sexe, et statut socio-économique. 

Exposition à des particules 

La présence de particules en suspension dans l’air a été associée à une diminution 

des capacités respiratoires[230–233]. Les principales sources de particules sont les activités 

professionnelles, la pollution atmosphérique, et la combustion de biomasse pour la cuisson 

et le chauffage. Plusieurs molécules relâchées par ces sources (e.g. NO2, O3) ont des effets 

semblables à ceux du tabagisme (e.g. stress oxydant, inflammation pulmonaire)[232]. 

Génétique 

 Outre le DAAT occasionnée par le gène SERPINA1, d'autres gènes sont suspectés 

d'avoir un rôle dans le développement de la maladie. La section 1.2.2 décrit en profondeur 

la génétique de la maladie.  

Poids à la naissance 

 Selon une étude de Barker et al. parue en 1991[234], un poids inférieur à la 

naissance est associé à des fonctions respiratoires réduites à l’âge adulte. Le risque de 

mourir de MPOC est également associé à un poids inférieur à la naissance et à un an. Une 

étude publiée par Stern et al. en 2007[235] a démontré que les jeunes adultes qui avaient un 

poids inférieur à la naissance ont des fonctions respiratoires réduites à 22 ans. D’autres 

études ont également démontré cette relation[236,237].  

Sexe 

Comme énoncé précédemment, dans la très grande majorité des pays, les hommes 

sont plus atteints de MPOC que les femmes, mais les femmes le sont maintenant autant, 

sinon plus affectées que les hommes dans certains pays industrialisés[238]. La 



24 

 

prédominance des hommes est directement liée à la plus grande utilisation des produits du 

tabac par ceux-ci. Selon les données de l’OMS, 34.4% des hommes contre 11.7% des 

femmes âgés de 15 ans et plus consommaient régulièrement des produits du tabac en 

2015[239]. Des différences entre les sexes existent également dans la manifestation de la 

maladie[240]. L’emphysème serait plus fréquent chez les hommes et la bronchite chronique 

chez les femmes[241]. La dyspnée serait plus sévère chez les femmes malgré un nombre de 

paquet-année inférieur[242]. La dépression et l’anxiété affecteraient une plus grande 

proportion de femmes[238]. Les raisons précises expliquant ces observations sont toujours 

inconnues. 

Statut socio-économique 

 Le statut socio-économique est principalement déterminé par le revenu et le niveau 

de scolarité d’une personne. Le risque de souffrir et de mourir de MPOC est supérieur chez 

les personnes avec un statut socio-économique[243–245] et un revenu moindre[245,246]. 

La pauvreté est également associée à de plus faibles fonctions respiratoire[247]. Cette 

situation s’explique par plusieurs facteurs associés à un statut moins élevé[229] : tabagisme 

supérieur, infection en bas âge, emploi. 

1.1.6 Traitements 

 À ce jour, il n'existe aucune solution pour guérir la MPOC. Les traitements 

pharmacologiques et non pharmacologiques actuels sont employés pour diminuer les 

symptômes, diminuer la fréquence et la gravité des exacerbations, et améliorer la qualité de 

vie et la capacité physique des patients[37]. Peu importe le traitement employé, l'arrêt 

tabagique est l'élément central de toute intervention[88]. 

1.1.6.1 Traitements non pharmacologiques 

 Le traitement non pharmacologique le plus important est la cessation tabagique 

complète chez les fumeurs. Tel que mentionné à la section 1.1.5, le tabagisme est le 

principal facteur de risque pouvant occasionner la maladie. L'arrêt tabagique a comme 

principal effet de ralentir la progression de la maladie en réduisant l'apport de produits 
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néfastes dans les poumons[88] et cela se traduit par une diminution de la mortalité chez les 

ex-fumeurs comparativement aux fumeurs actifs[88,248,249]. 

 Les infections respiratoires sont plus fréquentes chez les sujets MPOC et elles 

peuvent avoir de graves conséquences (e.g. exacerbation, décès)[250]. Celles-ci sont 

responsables de la moitié des exacerbations. [251,252]. L'influenza est détecté chez 28% 

des patients exacerbés et certaines études ont démontré que les patients MPOC sont plus 

susceptibles aux infections par ce virus[253]. La vaccination antigrippale est donc 

extrêmement importante pour diminuer les risques d'infections et autres complications 

associées. 

 La réadaptation pulmonaire est conçue pour réduire les symptômes, augmenter la 

qualité de vie et améliorer l'état de santé général des patients[254–259]. Les programmes de 

réadaptation pulmonaire sont composés d'exercices physiques, de séances d'éducation, de 

programmes alimentaires et de soutien psychologique. En plus des bienfaits pour le patient, 

ces programmes permettent de réduire les coûts pour le système de santé[260,261]. 

 L’oxygénothérapie est parfois employée chez les patients MPOC sévères[262,263]. 

Ces patients sont caractérisés par une hypoxémie sévère au repos. Ceux-ci voient leur 

mortalité diminuée lorsque ce traitement est employé[264]. L’oxygénothérapie n’a toutefois 

aucun effet chez les patients dont la maladie est contrôlée et sans hypoxémie[265]. 

 Chez les cas sévères de la maladie, des techniques plus invasives peuvent être 

employées (bullectomie, réduction du volume pulmonaire, transplantation pulmonaire)[3]. 

Celles-ci permettent de réduire la dyspnée[266], la mortalité[267] et d’améliorer la qualité 

de vie[267]. Par contre, ces techniques ne peuvent pas être employées chez tous les patients 

et requièrent des installations de pointes. 

1.1.6.2 Traitements pharmacologiques 

 Les traitements actuellement disponibles ont pour but de soulager les symptômes de 

la maladie[37]. Il existe une gamme de médicaments qui sont prescrits selon la sévérité de 

la maladie et la réponse du patient. 



26 

 

Pour les cas de MPOC léger, la première classe de médicaments prescrits sont les 

bronchodilatateurs à courte durée d'action (BDCA). Cette classe de médicaments est 

recommandée lors de difficultés respiratoires passagères pour détendre les bronches. 

Lorsque les BDCA s'avèrent insuffisants, une combinaison d'anticholinergique à longue 

durée d'action (ACLA) et de BDCA ou une combinaison de β2-adrénergiques à longue 

durée d'action (BALA) et de BDCA peuvent être utilisée. Ces médicaments ont comme 

fonction de prévenir les bronchospasmes à court et à long terme. 

Pour les cas plus sévères de la maladie, les traitements vont dépendre dans un 

premier temps de la fréquence des exacerbations aiguës et dans un deuxième temps de 

l'historique des médicaments utilisés. Les médicaments précédents seront utilisés selon des 

combinaisons et des doses différentes. Les corticostéroïdes en inhalation en association 

avec un β2-adrénergique à longue durée d'action (CSI/BALA) et la théophylline peuvent 

aussi être employés. 

1.1.6.3 Traitement du déficit en alpha-1 antitrypsine 

À l'heure actuelle, les médecins peuvent prescrire un traitement substitutif de 

l'AAT[45]. Cette thérapie vise à augmenter la concentration d'AAT dans les poumons à 

l'aide d'injections. Selon les lignes directrices de la Société Canadienne de Thoracologie, la 

thérapie devrait être prescrite chez les patients non-fumeurs et les anciens fumeurs avec une 

MPOC contrôlée[45]. Ces injections sont associées à une réduction de la mortalité et un 

ralentissement du déclin des fonctions respiratoires et de la densité pulmonaire[268,269]. 

Par contre, la fréquence des exacerbations et la qualité de vie des patients demeurent 

inchangées. De plus, les études précédentes n'ont pas mesuré plusieurs critères cliniques 

importants telle la dyspnée, la capacité physique et la fréquence d'hospitalisations. De 

nouvelles études cliniques devront être réalisées pour mieux documenter les effets à court 

et long terme de cette thérapie. 
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1.2 : Génétique de la maladie pulmonaire obstructive chronique 

Selon le dictionnaire Larousse, la génétique est la « partie de la biologie qui étudie 

les lois de l'hérédité ». Plus particulièrement, ce domaine scientifique étudie le rôle des 

gènes dans différents phénomènes biologiques, notamment leur influence sur la santé et les 

maladies. La génétique a connu un essor fulgurant dans les dernières décennies et plus 

spécifiquement depuis la conclusion du Human Genome Project en 2003[270]. Un exemple 

flagrant de l'évolution des techniques est la diminution du coût et du temps de séquençage 

pour un génome humain. Le séquençage du premier génome humain a nécessité 13 années 

et a coûté 2,7 milliards de dollars américains (https://www.genome.gov). Aujourd'hui, le 

séquenceur HiSeq X Ten System de la compagnie Illumina (San Diego, Californie, États-

Unis) peut séquencer 18,000 génomes humains par année pour un prix moyen de 1000$ par 

génome (http://www.illumina.com). Ces avancées technologiques ont permis de faire des 

progrès importants dans la compréhension de maladies complexes tel la MPOC. 

Au cours des dernières décennies, la recherche génétique sur la MPOC a fait 

d'importants progrès. Outre le gène SERPINA1, plus de 200 gènes ont été associés avec la 

maladie[8] et ceux-ci sont impliqués dans une vaste gamme de fonctions biologiques tel la 

neurotransmission (CHRNA3), l’inflammation (IL4, IL6, IL13, IL1B, IL1RN, LTA, TNF, 

TGFB1) et l'apoptose (CASP8, CASP10). Par contre, les associations détectées ne font 

qu'augmenter ou diminuer minimalement le risque de développer la maladie. Les 

prochaines sections développeront sur l'état actuel de nos connaissances sur la génétique de 

la MPOC. 

1.2.1 Introduction à la génétique 

La section 1.2.1 présentera différentes notions de base de génétique humaine afin de 

faciliter la compréhension de cette thèse. 

1.2.1.1 Acide désoxyribonucléique 

 L'acide désoxyribonucléique (ADN) est une molécule qui contient toutes les 

instructions nécessaires à notre croissance, développement, fonctionnement et reproduction. 

Il est formé de nucléotides, une molécule organique composée d'un acide nucléique 

(adénine, cytosine, guanine, thymine), d’un sucre (2-désoxyribose) et d’un groupement 
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phosphate (Figure 1-6A). Un brin d’ADN est toujours accompagné d’un brin 

complémentaire relié par des ponts hydrogènes (ADN double brin ; Figure 1-6B) et les 

deux nucléotides présents à une position précise (un nucléotide pour chaque brin) sont 

appelés paire de bases. Dans l’ADN double brin, chaque acide nucléique ne peut être relié 

qu’à un acide nucléique précis. Par exemple, lorsqu'une adénine (A) est présente sur un 

brin, une thymine (T) est obligatoirement présente sur le brin opposé. Le même phénomène 

se produit entre les cytosines (C) et les guanines (G). L’ADN double brin est présent sous 

forme de double hélice dans les cellules (Figure 1-6C). Cette conformation confère une 

plus grande stabilité à l’ADN et aide différentes molécules à se lier à celle-ci. 

 

Figure 1-6 : Structure de l'ADN. 

Figure adaptée de Molecular Biology of the Cell 6th edition, 2015. 

 

1.2.1.2 Chromosome 

Un chromosome est une structure compacte et organisée contenant l'ADN (Figure 

1-7). Les humains ont 22 paires de chromosomes autosomes et deux chromosomes sexuels 

(X et Y), pour un total de 46. Pour les chromosomes sexuels, les hommes possèdent un 

chromosome X et un chromosome Y, tandis que les femmes possèdent deux chromosomes 

X. Chaque parent transmet à son enfant une copie de chaque chromosome non sexuel et un 

chromosome sexuel. Les femmes transmettent toujours un chromosome X, tandis que les 
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hommes peuvent transmettre un chromosome X ou un chromosome Y. Les humains 

possèdent également un génome mitochondrial provenant de la mère. 

Les chromosomes sont sous-divisés en plusieurs sections nommées locus (e.g. 

4q31.21, 6p21, 15q25). Le nom de chaque locus (loci au pluriel) est représentatif de sa 

position dans le génome humain. Le premier nombre représente le chromosome où est situé 

le locus. La lettre suivante correspond au bras sur le chromosome (p est pour le petit bras et 

q pour le long bras). Les chiffres à droite de la lettre sont la région, la bande et la sous-

bande. Par exemple, le locus 4q31.21 se prononce quatre q trois un point deux un. 

Les chromosomes sont composés d'ADN enroulé autour d’un complexe protéique 

appelé nucléosome. Ces structures sont elles-mêmes composées de protéines appelées 

histones. Les chromosomes autosomes sœurs, appelés chromosomes homologues, sont 

reliés au centre par une structure protéique nommée centromère.  

 

 

Figure 1-7 : Structure d'un chromosome autosomal. 

Figure adaptée du NIH : National Cancer Institute. 
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1.2.1.3 Gène 

Un gène est une séquence structurée d’ADN qui sert de manuel à la production 

d'acide ribonucléique (ARN) messager et de protéines. Il est estimé que le génome humain 

contient environ 20,000 gènes, mais ce nombre varie selon les définitions 

employées[271,272]. Les gènes sont principalement composés d'exons et d'introns (Figure 

1-8). Les exons contiennent les séquences d'ADN qui se retrouvent dans les ARN messager 

mature. La majorité des exons servira de plan à la production de protéines (exon codant), 

mais certains sont employés dans la régulation de l’expression et la stabilité des ARN 

messager (exon non codant). Les introns sont des segments d'ADN non codants situés entre 

les exons et sont impliqués dans la régulation de l’expression des gènes et dans la stabilité 

de l’ADN. En plus des exons et des introns, des régions régulatrices se trouvent en amont et 

en aval des gènes.  

 

 

Figure 1-8 : Structure d’un gène. 

Figure adaptée de la Wikipedia foundation. 

 

Les ARNm et protéines codés par les gènes sont responsables du bon 

fonctionnement de notre corps en remplissant diverses fonctions (e.g. enzyme, structure, 

transport). Bien que chaque personne possède les mêmes gènes, des différences existent 

dans leurs séquences et celles-ci peuvent avoir de graves conséquences sur la santé. Par 

exemple, des variations dans la séquence codante du gène CFTR peuvent causer la fibrose 

kystique, une maladie qui affecte les épithéliums glandulaires de nombreux organes. Les 

différents types de variations sont décrits à la section 1.2.1.5. 
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1.2.1.4 ADN codant 

Le génome humain est composé de 3,2 milliards de paires de bases, mais seulement 

une petite partie (~1%) est de l’ADN codant[273]. La formation d'une protéine à partir de 

l'ADN s'effectue en plusieurs étapes (Figure 1-9). La première étape, nommée 

transcription, consiste à lire la séquence des exons (exons codants et non codants) pour 

produire un ARNm. La séquence des ARNm est identique à celle des exons, à l'exception 

des thymines qui sont remplacées par des uraciles, un acide nucléique spécifique à l’ARN. 

La deuxième étape traduit la séquence de l'ARNm en acide aminé (traduction). 

L'identification des acides aminés s'effectue dans les ribosomes, des complexes composés 

de protéines et d’ARN. Les ribosomes analysent les séquences des ARNm trois nucléotides 

à la fois. Ces séquences de trois nucléotides consécutifs sont nommées codon et chaque 

codon code pour seulement un acide aminé. Chez l'humain, les 64 codons possibles codent 

pour un total de 20 acides aminés et trois codons-stop (Tableau 1-4). Outre le tryptophane 

et la méthionine, tous les acides aminés sont associés à plusieurs codons. Par exemple, la 

phénylalanine est encodée par les codons TTT et TTC. Cette redondance dans le code 

génétique est appelée dégénérescence du code génétique[274]. L’ordre dans lequel le 

ribosome lit la séquence de codons se nomme cadre de lecture. Certaines mutations peuvent 

avoir un impact sur le cadre de lecture. Une fois la traduction de l'ARNm complétée, la 

chaîne d'acides aminés subit différentes étapes de modifications avant de devenir une 

protéine. 

 

Figure 1-9 : Transcription et traduction. 
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Tableau 1-4 : Code de l’ADN. 

1ère 

base 

2e base 3e 

base T C A G 

T TTT F - Phe 

Phénylalanine 

TCT S - Ser 

Sérine 

TAT Y - Tyr 

Tyrosine 

TGT C - Cys 

Cystéine 

T 

TTC F - Phe 

Phénylalanine 

TCC S - Ser 

Sérine 

TAC Y - Tyr 

Tyrosine 

TGC C - Cys 

Cystéine 

C 

TTA L - Leu 

Leucine 

TCA S - Ser 

Sérine 

TAA Stop TGA Stop A 

TTG L - Leu 

Leucine 

TCG S - Ser 

Sérine 

TAG Stop TGG W - Trp 

Tryptophane 

G 

C CTT L - Leu 

Leucine 

CCT P - Pro 

Proline 

CAT H - His 

Histidine 

CGT R - Arg 

Arginine 

T 

CTC L - Leu 

Leucine 

CCC P - Pro 

Proline 

CAC H - His 

Histidine 

CGC R - Arg 

Arginine 

C 

CTA L - Leu 

Leucine 

CCA P - Pro 

Proline 

CAA Q - Gln 

Glutamine 

CGA R - Arg 

Arginine 

A 

CTG L - Leu 

Leucine 

CCG P - Pro 

Proline 

CAG Q - Gln 

Glutamine 

CGG R - Arg 

Arginine 

G 

A ATT I - Ile 

Isoleucine 

ACT T - Thr 

Thréonine 

AAT N - Asn 

Asparagine 

AGT S - Ser 

Sérine 

T 

ATC I - Ile 

Isoleucine 

ACC T - Thr 

Thréonine 

AAC N - Asn 

Asparagine 

AGC S - Ser 

Sérine 

C 

ATA I - Ile 

Isoleucine 

ACA T - Thr 

Thréonine 

AAA K - Lys 

Lysine 

AGA R - Arg 

Arginine 

A 

ATG M - Met 

Méthionine 

Initiation 

ACG T - Thr 

Thréonine 

AAG K - Lys 

Lysine 

AGG R - Arg 

Arginine 

G 

G GTT V - Val 

Valine 

GCT A - Ala 

Alanine 

GAT D - Asp 

Acide 

aspartique 

GGT G - Gly 

Glycine 

T 

GTC V - Val 

Valine 

GCC A - Ala 

Alanine 

GAC D - Asp 

Acide 

aspartique 

GGC G - Gly 

Glycine 

C 

GTA V - Val 

Valine 

GCA A - Ala 

Alanine 

GAA E - Glu 

Acide 

glutamique 

GGA G - Gly 

Glycine 

A 

GTG V - Val 

Valine 

GCG A - Ala 

Alanine 

GAG E - Glu 

Acide 

glutamique 

GGG G - Gly 

Glycine 

G 

 

1.2.1.5 Variation génétique 

 En moyenne, le code génétique entre chaque humain est identique à 99.5%[275]. 

Les variations génétiques sont responsables des différences observées entre individus d'une 

même espèce. Selon la version 147 de dbSNP (base de données des variations connues), 

plus de 150 millions de variations différentes ont été répertoriées chez l'humain. Plusieurs 
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types de variations existent dans le génome humain et celles-ci peuvent avoir des 

conséquences très diverses selon leur localisation. 

Polymorphisme nucléotidique simple (SNP) 

 Un polymorphisme nucléotidique simple (SNP) est une variation d'une seule paire 

de base du génome observée entre individus d'une même espèce. Ils sont le type de 

variation le plus fréquent dans le génome humain[276,277]. Les SNP peuvent avoir 

différents impacts selon leur localisation (Figure 1-10) : 

• Non codant - Intergénique : Situé dans une région non codante entre deux gènes. 

Peut affecter l'expression de gènes. 

• Non codant - Exon : Présent dans un exon non codant d'un gène. La protéine 

demeure inchangée, mais peut affecter l’expression de gènes. 

• Codant - Synonyme ou silencieux (synonymous) : Situé dans un exon codant. 

L'acide aminé ne change pas et la protéine demeure inchangée. 

• Codant - Faux sens (missense) : Situé dans un exon codant. L'acide aminé change et 

la protéine est modifiée. 

• Codant - Non-sens (nonsense) : Situé dans un exon codant. Un codon-stop apparaît. 

La protéine est tronquée et généralement non fonctionnelle. 

 

  

Figure 1-10 : Types de polymorphisme nucléotidique simple (SNP) codant. 
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Insertion et délétion (Indel) 

 Les insertions et les délétions (indel) se caractérisent par l'ajout ou le retrait d’une 

ou de plusieurs bases (Figure 1-11). Si un indel se produit dans une séquence codante, cela 

peut avoir de graves conséquences pour la protéine. Un indel dont la taille n’est pas un 

multiple de trois produit une mutation du cadre de lecture (frameshift mutation). Lorsque ce 

type de mutation est présent, la séquence des codons et la chaîne d'acides aminés est 

modifiée. Cela a comme résultat une protéine avec une capacité fonctionnelle différente ou 

une protéine non fonctionnelle. Lorsque la taille d’un indel est un multiple de trois, la 

séquence d’acides aminés est soit tronquée ou allongée.  

 

Variabilité du nombre de copies 

 Une variabilité du nombre de copies est l’absence ou la présence d’une ou plusieurs 

copies d’une région chromosomique de 50 paires de bases ou plus[278,279]. Ce type de 

variation, mieux connue sous le nom de copy number variation (CNV), peut produire de 

nombreux scénarios ; absence d’un gène, une seule copie d’un gène, plusieurs copies d’un 

gène, gène non fonctionnel, fusion de gènes.  

Figure 1-11 : Exemples d'insertions et de délétions. 
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1.2.1.6 Technologies et approches en génomique 

 Avec l’avancement de nos connaissances en génétique, de nouvelles technologies et 

approches furent développées afin d’interroger le génome humain. Ces outils ont permis de 

faire d’important progrès pour la génétique des maladies humaines. Les paragraphes 

suivants présenteront quelques-unes des techniques les plus couramment employées. 

1.2.1.6.1 Puce à ADN (microarray) 

 Une puce à ADN, mieux connu sous le nom de DNA microarray, est un ensemble 

de molécules d’ADN fixé de façon ordonnée sur une surface solide[280]. Ces séquences, 

qui sont connues au départ, permettent d’analyser des sites précis sur le génome humain. 

Au départ, cette technologie était employée pour quantifier l’expression de milliers de 

gènes. Aujourd’hui, les puces à ADN permettent également d’analyser une vaste gamme de 

phénomènes biologiques dont les SNPs, la méthylation, les gènes de fusion et la détection 

de pathogènes[281]. Cette technologie peut tout autant être employée chez l’humain que 

chez la souris, le maïs, et d’autres espèces (https://www.illumina.com/). Les puces à ADN 

sont régulièrement employées dans les études pangénomiques en raison de leur rapport 

coût/quantité de données[282]. Par contre, cela risque de changer au cours des prochaines 

années avec la diminution fulgurante des coûts du séquençage[283].  

1.2.1.6.2 Séquençage de l’ADN 

 Le séquençage de l’ADN consiste à déterminer la séquence d’acides nucléiques 

d’un brin d’ADN. La technique la plus connue et la plus employée est la méthode de 

Sanger[284].  Le séquençage est employé de différente façon, mais principalement pour 

séquencer des régions précises du génome humain (targeted sequencing), tous les exons du 

génome (whole exome sequencing) ou le génome dans son entièreté (whole genome 

sequencing). Contrairement aux puces à ADN, le séquençage de l’ADN détermine tous les 

génotypes d’une séquence et non seulement ceux interrogés sur une puce. Par contre, cette 

technologie est plus dispendieuse et la quantité de données générées complique l’analyse 

des résultats[283].  

https://www.illumina.com/
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1.2.1.6.3 Genome-wide association study (GWAS) 

 Les criblages génomiques par association, mieux connus sous le nom de genome-

wide association study (GWAS), sont un type d’étude génétique qui consiste à vérifier 

l'association entre plusieurs centaines de milliers de polymorphismes et un phénotype 

précis[285] (Figure 1-12). Ce genre d’étude nécessite des cohortes composées d'individus 

avec (cas) ou sans (témoins) un phénotype précis (e.g. MPOC, cancer) ou avec de 

l’information sur une caractéristique clinique continue (e.g. VEMS, grandeur). Peu importe 

le phénotype étudié, les cohortes doivent être composées de centaines voir de milliers 

d'individus avec les informations cliniques et génétiques pour tous les sujets. Suite aux 

analyses statistiques, des variations génétiques associées avec le phénotype sont identifiées.  

Bien que les criblages génomiques par association soient une technique très 

puissante, de nombreuses limitations compliquent l'interprétation des résultats. Un des défis 

techniques des GWAS est le recrutement d’un nombre important de sujets. Les chercheurs 

ont alors recours à des sujets provenant de plusieurs centres qui peuvent être situés dans 

différents pays. Cela peut poser problème puisque l'ethnicité des sujets peut varier entre les 

centres, et les résultats de GWAS sont connus pour varier entre les groupes ethniques[286]. 

Une autre limitation est la couverture génétique. La majorité des GWAS effectués jusqu'à 

présent ont employé des puces à ADN. Bien que celles-ci permettent d'identifier les 

génotypes de centaines de milliers ou de millions de variations génétiques, un nombre 

important de variations est ignoré et particulièrement les variations rares[287,288]. 

Finalement, les résultats obtenus lors de ces études sont difficiles à interpréter. La majorité 

des variations identifiées par GWAS n’expliquent que faiblement le phénotype étudié[288] 

et sont localisées dans des régions non codantes (intron, intergénique)[289–291]. Cette 

dernière observation complique grandement l’identification du ou des gènes causaux. Des 

études fonctionnelles supplémentaires sont donc essentielles pour identifier les variations et 

gènes causaux. 
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Figure 1-12 : Exemple de criblage génomique par association (GWAS). 

Figure de T. Manolio, Genomewide association studies and assessment of the risk of 

disease, N Engl J Med 2010 Jul 8;363(2):166-76[285]. A) Un locus du chromosome 9 

contenant deux variations génétiques (SNP1 et SNP2). B) Distribution des génotypes des 

SNP1 et SNP2 dans une cohorte de sujets cas et une de sujets témoins. C) Exemple de 

graphique de Manhattan (Manhattan plot). L’axe des X est la position des SNP sur le 

génome humain. L’axe des Y est la valeur P transformée à la base -log10. Chaque point est 

le résultat d’un test statistique entre un SNP et le phénotype étudié. Le graphique de droite 

est un zoom des deux variations les plus significatives dans cet exemple.  
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1.2.1.6.4 Expression Quantitative Trait Loci (eQTL) 

Les expression Quantitative Trait Loci (eQTL) sont des variations génétiques 

influençant l'expression des gènes (Figure 1-13). Pour détecter un eQTL, il est nécessaire 

d'avoir chez le plus grand nombre d’individus possible, l’expression des gènes et les 

génotypes de variations génétiques. Il est important de préciser que pour chaque sujet, les 

deux types de données doivent être disponibles. Les tests statistiques effectués permettent 

de déterminer si les différents génotypes d'une variation expliquent les changements 

observés dans les niveaux d'expression d'un gène. 

 

 

Figure 1-13 : Exemple d'expression Quantitative Trait Loci. 

L’axe des x représente les génotypes de la variation génétique. L’axe des y de gauche 

représente l’expression du gène. L’axe des y de droite représente la variance de 

l’expression expliquée par la variation génétique. A) Aucun eQTL. B) Un eQTL 

significatif, mais avec un effet relativement faible. C) Un eQTL significatif expliquant un 

grand pourcentage de la variance.  

 

Les eQTL sont régulièrement employés pour identifier les gènes causaux dans les 

régions chromosomiques identifiées par les GWAS[292]. Les criblages génomiques 

permettent d'identifier des variations associées à un phénotype précis, mais dans la majorité 

des cas ne peuvent déterminer le ou les gènes causaux[291]. De plus, les variations 

détectées par ce type d’étude sont souvent localisées dans des régions non codantes. En 

déterminant quel gène est influencé par une variation génétique précédemment associée, il 
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devient alors possible de déterminer les mécanismes moléculaires précis. L’article publié 

par Kapoor et al.[293] en 2014 est un exemple parfait de l’utilité des eQTL. Ils ont 

démontré que le variant intergénique rs7539120 influence les fonctions cardiaques en 

régulant à la hausse l’expression du gène NOS1AP[293], un gène précédemment associé à 

ce phénotype. 

Les eQTL se subdivisent en deux catégories dépendamment de la distance entre la 

variation génétique et le gène associé (Figure 1-14). Lorsque le SNP et le gène sont situés à 

proximité (< 1 Mb), nous parlons d'un eQTL local (local-eQTL) ou d'un cis-eQTL[294]. 

Nous parlons d’eQTL distant (distant-eQTL) ou de trans-eQTL quand la distance est 

supérieure à 1 Mb ou que la variation et le gène se situent sur des chromosomes différents. 

Par contre, les termes employés peuvent varier d'une étude à l'autre[295]. La distinction 

entre les eQTL local et distant est très importante, car les mécanismes impliqués ne sont pas 

les mêmes. Pour les local-eQTL, les mécanismes possibles sont nombreux et 

variés[295] (e.g. liaison du facteur de transcription, méthylation de l’ADN, accessibilité de 

la chromatine, épissage alternatif, dégradation de l’ARNm). L’exemple présenté dans le 

paragraphe précédent est un eQTL local. Le variant identifié, rs7539120, est situé dans un 

amplificateur (enhancer) situé à 20 kb du gène NOS1AP. Pour ce qui est des eQTL distants, 

un mécanisme intermédiaire est responsable de la différence observée[295]. Une variation 

génétique présente sur le chromosome 1 pourrait influencer l'expression d’un ou de 

plusieurs gènes situés sur des chromosomes différents en influençant l'expression d'un 

facteur de transcription situé à proximité. Par exemple, Lee et al.[296] ont remarqué dans 

les cellules dendritiques que le polymorphisme rs12805435, localisé sur le chromosome 11, 

est un eQTL local pour le gène IRF7 et un eQTL distant pour sept gènes additionnels[296] 

(NMI, IFNA4, IFNA10, IFNA13, IFNA21, IFNA17 et IFNA5) situés sur les chromosomes 2 

et 9. Ce eQTL distant se produit car IRF7 est un facteur de transcription pour les autres 

gènes. 
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Figure 1-14 : eQTL local et distant. 

Le rectangle gris représente la position du gène. Le cercle bleu est un eQTL local pour le 

gène et le cercle rouge est un eQTL distant. 

 

 Tout comme les GWAS, les eQTL ont quelques limitations. Bien que les eQTL 

peuvent être partagés par plusieurs tissus[297,298], ceux-ci peuvent également être tissus 

spécifiques[299,300]. Une association détectée dans un tissu (e.g. sang) peut donc être 

absente dans un autre tissu (e.g. poumon). Cela complique grandement les études sur les 

maladies dont les tissus impliqués sont difficilement accessibles (e.g. poumon, cœur, 

cerveau). Une autre limitation est que les niveaux d’expression ne corrèlent pas 

nécessairement avec les niveaux de protéines[301]. Une variation qui affecte les niveaux 

d’expression d’ARNm peut n’avoir aucun impact sur la quantité de protéine produite. 

Finalement, les eQTL ne donnent aucune information sur les mécanismes de régulation 

impliqués. Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour comprendre comment la 

variation génétique influe sur les niveaux d’ARNm. 

1.2.2 Génétique de la MPOC 

 Tel que mentionné à la section 1.1, pas tous les fumeurs développeront une 

obstruction respiratoire. De plus, la maladie se manifeste différemment d'un patient à 

l'autre[302] (e.g. présence ou absence de bronchite chronique et d’emphysème, nombre de 

comorbidités). Ces observations combinées à des études familiales ont démontré que la 

génétique est impliquée dans le développement de la maladie[3,303]. Malgré l'association 

d'un grand nombre de variations génétiques et de gènes avec la MPOC, seul le gène 

SERPINA1 est connu pour causer la maladie sans exposition aux produits du tabac. Les 

sections suivantes feront un résumé de l'état actuel de nos connaissances sur la génétique de 

la maladie. 
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1.2.2.1 Déficit en alpha-1 antitrypsine 

 Le déficit en alpha-1 antitrypsine, identifié pour la première fois en 1963 par Carl-

Bertil Laurell et Sten Eriksson[304], est causé par des mutations dans la séquence codante 

du gène SERPINA1. Ces mutations ont pour effet un arrêt prématuré de la transcription du 

gène (mutation non-sens) ou la production d’une protéine non fonctionnelle (mutation faux 

sens). L’AAT est une antiprotéase principalement produite par le foie, mais également par 

les neutrophiles, les monocytes et les cellules épithéliales du poumon et du système 

digestif[305]. Une fonction de cette protéine est de protéger les poumons des effets 

destructeurs de l’élastase neutrophile en l’inhibant[306]. Tel que mentionné à la section 

1.1.5.2, les personnes souffrant d’un déficit peuvent développer de l’emphysème au cours 

de leur vie[307]. Ces individus sont également à risque de développer d’autres pathologies 

pulmonaires (e.g. asthme[308], bronchectasie[309]) et de souffrir de maladies du 

foie[242,243] telles que la cirrhose hépatique. 

 Pour le gène SERPINA1, la littérature scientifique emploie le terme variant pour 

décrire le comportement de la protéine. Au départ, les variants du gène étaient nommés 

selon leur vitesse de migration lors d’une électrophorèse sur gel : M – medium (médium), S 

– slow (lent), F – fast (rapide), Z – very slow (très lent)[312]. Avec la venue du génotypage 

et du séquençage, les variations génétiques sont analysées afin de déterminer les variants. 

De plus, les variants détectés sont nommés Pi (protease inhibitor), basé sur l’ancien nom 

du locus où est situé le gène [305,312]. Actuellement, les variants sont séparés en trois 

catégories selon leur impact sur les niveaux sanguins de la protéine : Normal, Déficient, 

Nul. Les variants du type normal sont caractérisés par des niveaux normaux d’AAT et 

n’augmentent pas le risque de développer de l’emphysème ou autres conditions associées. 

Les variants Pi M1 à M4 sont les variants normaux les plus communs et sont présents dans 

la majorité de la population[313–315]. Les variants du type déficient sont associés à des 

niveaux moindres de protéine dans le sérum sanguin et à des risques accrus de développer 

de l’emphysème. Les deux variants déficients les plus communs sont Pi Z et S[305,312]. 

Les variants nuls, aussi appelées Q0, sont caractérisés par l’absence de niveau détectable de 

la protéine et sont également associées à un risque accru de développer de 

l’emphysème[316]. Bien que le gène soit étudié depuis plus de 50 ans, de nouvelles 

mutations/variants pathogéniques sont découvertes continuellement[316–318].  
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 Tel que mentionné dans le paragraphe précédent, les variants Pi Z et S sont les 

variants pathogéniques les plus communs[220]. Le variant Pi Z est composé d'une lysine à 

la position 342 de la protéine (Glu342Lys; rs28929474). Ce variant produit une protéine 

mal repliée qui s’accumule dans le réticulum endoplasmique des cellules[319]. Plusieurs 

études ont estimé l’âge de ce variant, mais celui-ci varie grandement entre les études (2,000 

à 6,000 ans)[320–323]. Le deuxième variant déficient le plus courant, Pi S, est causé par le 

changement d’un acide glutamique en une valine à la position 264 (Glu264Val; rs17580). 

Comparativement au variant Z, le variant S a un impact moindre sur la concentration de la 

protéine dans le sang. D’autres variants déficients sont connus pour causer un déficit (e.g. 

F, I, PLowell), mais ils sont beaucoup plus rares[176]. 

 Selon de récentes études épidémiologiques, la prévalence du déficit varie 

grandement entre les régions du monde[324]. Par exemple, l’Asie est très peu touchée par 

cette maladie puisque la fréquence des variants Pi Z et S est extrêmement faible chez les 

asiatiques. À l’opposé, les régions du monde principalement colonisées par les pays du 

nord de l’Europe (e.g. Danemark, Norvège, Lettonie) sont plus fortement affectées par le 

déficit.  

1.2.2.2 Études par gènes candidats 

Lors des dernières décennies, plusieurs études ont été réalisées à l’aide de 

l’approche par gènes candidats[8]. Ce genre d'étude cible les gènes de voies biologiques 

soupçonnées de jouer un rôle dans le phénotype d’intérêt. Les principales voies biologiques 

étudiées pour la MPOC ont été celles de l'inflammation, du système immunitaire, du stress 

oxydant, du métabolisme des xénobiotiques et de l'équilibre protéase-antiprotéase[325]. Les 

études par gènes candidats ont permis, avant la venue des GWAS, d'identifier plusieurs 

gènes et régions chromosomiques possiblement associés à la MPOC (e.g. GSTM1, TGFB1, 

TNF)[8]. Par contre, les résultats obtenus ont été difficile à répliquer d’une étude à l’autre. 

Un bon exemple de cette situation est le gène TNF (Tumor necrosis factor alpha)[8]. Plus 

d’une vingtaine d’études ont établi une association positive entre des variations génétiques 

de ce gène et la MPOC. Par contre, un nombre équivalent d’études n’a observé aucun lien 

entre le gène et la maladie. Actuellement, les études par gènes candidats sont régulièrement 

employées pour confirmer et raffiner les résultats obtenus par les GWAS[326]. 
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1.2.2.3 Genome-wide association study 

Lors des dernières années, plusieurs études pangénomiques effectuées sur la MPOC 

ont permis d’associer des variations génétiques et des régions chromosomiques avec la 

maladie (Tableau 1-5). Ces études réalisées avec des milliers d’individus et différents 

groupes ethniques ont permis de relier 24 loci avec la MPOC[90,327–332] et plus d’une 

centaine avec des phénotypes associés (e.g. bronchite chronique, cachexie, diminution des 

fonctions respiratoires, emphysème, fonction pulmonaire, réactivité des voies 

respiratoires)[93,333–360]. Parmi les régions chromosomiques identifiées, certaines l’ont 

été dans plusieurs d’études et parfois avec des phénotypes différents. Quatre de ces régions 

(4q22, 4q31, 6p21.32, 15q25) sont décrites dans les paragraphes suivants.  

 

Tableau 1-5 : GWAS effectués sur la MPOC. 

Références Nombre de sujets 

(cas vs témoins) 

Nombre de 

régions 

identifiées 

Nombre de 

régions 

connues 

Pillai et al. PLoS Genet. 2009.[90] 823 / 810 2 2 

Cho et al. Nat Genet. 2010.[329] 2940 / 1380 3 3 

Cho et al. Hum Mol Genet. 2011.[330] 3499 / 1922 4 4 

Cho et al. Lancet Respir Med. 2014.[328] 6633 / 5704 6 7 

Chen et al. Ann Am Thorac Soc. 2015.[327] 157 / 1031 2 9 

Hobbs et al. Am J Respir Crit Care Med. 2016.[331] 6161 / 6004 3 10 

Hobbs et al. Nat Genet. 2017.[332] 15,256 / 47,936 21 24 

 

1.2.2.3.1 4q22 – FAM13A  

La première association entre ce locus et la MPOC fut réalisée en 2010 par Cho et 

al[329]. Depuis, quatre GWAS supplémentaires ont confirmé cette association 

[328,330,332,344,361] et le locus 4q22 fut également associé aux fonctions 

respiratoires[342,346,352,353,360] et à la bronchite chronique[344]. FAM13A (Family 

With Sequence Similarity 13 Member A) est le gène candidat dans cette région. Malgré de 

nombreuses associations entre ce gène et la MPOC, son rôle dans le développement de la 

maladie n’est toujours pas compris avec certitude. La théorie actuelle suggère que le gène 

serait impliqué dans la voie de signalisation des Rho GTPase, des régulateurs clés du 

cytosquelette impliqués dans plusieurs maladies pulmonaires[362]. Chez les fumeurs 

susceptibles, le gène FAM13A serait surexprimé dans les poumons[337,363] et ceci 
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activerait la dégradation de la bêta-caténine, une protéine impliquée dans la réparation 

cellulaire des voies respiratoires et alvéoles pulmonaires[364]. Une présence réduite de 

cette protéine chez les individus fumeurs serait donc associée à une diminution de la 

réparation cellulaire dans les poumons.  

1.2.2.3.2 4q31 – HHIP  

 La première association entre le locus 4q31 et la MPOC fut réalisée en 2009 par 

Pillai et al[90]. Depuis, ce locus a été associé à la MPOC dans quatre autres études 

pangénomiques[328–330,332]. La région 4q31 a également été identifiée dans quelques 

GWAS sur les fonctions respiratoires[334,337,340,352,360] et l’emphysème[357,358]. Le 

gène candidat de ce locus, HHIP (hedgehog interacting protein), code une protéine 

fortement conservée. Une étude parue en 2012 a démontré que ce gène est sous-exprimé 

dans le poumon de patients MPOC[365]. Ce gène est impliqué dans les voies biologiques 

de la matrice extracellulaire et croissance cellulaire[366], deux voies associées à la 

MPOC[367]. Une diminution de l’expression pourrait donc participer au développement de 

la MPOC en dérégulant ces deux voies biologiques. 

1.2.2.3.3 6p21.32 – AGER  

 Contrairement aux deux régions chromosomiques précédentes, le locus 6p21.32 a 

principalement été associé aux fonctions respiratoires (VEMS, VEMS/CVF) 

[336,339,340,346,352,353,360]. En 2014 et 2015, deux GWAS ont établi un lien entre cette 

région et l’emphysème[341,357]. Finalement en 2017, une étude pangénomique sur la 

MPOC a établi un lien entre ce locus et la maladie[332]. La protéine produite par le gène 

candidat, AGER (advanced glycosylation end-product specific receptor), est impliquée dans 

l’inflammation, l’homéostasie et le développement[368]. Une étude parue en 2011 a 

démontré que les niveaux de RAGE étaient supérieurs dans les voies respiratoires et 

poumons de sujets MPOC[369]. AGER/RAGE participent probablement au développement 

de l’obstruction respiratoire en régulant à la hausse l’inflammation et l’apoptose[370].  

1.2.2.3.4 15q25 – CHRNA3, CHRNA5, CHRNB4, IREB2 

Parmi tous les loci identifiés par GWAS, la région chromosomique 15q25 est la plus 

constante. Celle-ci a été identifiée dans six GWAS sur la MPOC[90,328–332], un sur les 
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fonctions respiratoires[93] et deux sur l’emphysème[357,358]. De plus, cette région est 

également associée à la consommation tabagique[371–374], le principal facteur de risque 

de la MPOC, et au cancer du poumon[91,92,375–379], une comorbidité importante. Cette 

région comporte de nombreux gènes susceptibles d’être causaux (CHRNA3, CHRNA5, 

CHRNB4, IREB2, PSMA4). CHRNA3 (cholinergic receptor nicotinic alpha 3), CHRNA5 

(cholinergic receptor nicotinic alpha 5) et CHRNB4 (cholinergic receptor nicotinic beta 4 

subunit) sont tous des sous-unités du récepteur nicotinique de l’acétylcholine (nicotinic 

acetylcholine receptors) qui est impliqué dans la dépendance au tabac[380,381]. Ces gènes 

sont soupçonnés de participer au développement de la MPOC en influençant la 

consommation tabagique. IREB2 (iron responsive element binding protein 2) est impliqué 

dans le métabolisme du fer[382]. Une étude parue en 2009 a démontré que les niveaux de 

mRNA et de protéine de ce gène sont supérieurs chez les patients MPOC comparativement 

à des patients contrôles[383]. Une augmentation des niveaux de fer dans les poumons 

pourrait contribuer au stress oxydant important observé chez ces individus[384]. Ces 

résultats pointent vers deux mécanismes indépendants pouvant contribuer au 

développement de la MPOC dans ce locus.  

1.2.2.3.5 Fonction respiratoire 

Parmi les GWAS conduits sur des phénotypes associés à la MPOC, ceux des 

fonctions respiratoires ont été les plus nombreux et les plus prolifiques. Suite à la 

publication de Wain et al. en 2017[360], le nombre de régions chromosomiques associées 

aux fonctions respiratoires (VEMS, CVF, VEMS/CVF) est passé de 54 à 97 (Figure 1-15). 

Les signaux pangénomiques connus expliquent respectivement 9.6%, 6.4% et 14.3% de 

l’héritabilité de ces phénotypes, qui est estimée à 40% pour chacun[385,386].   

 Tel que mentionné précédemment, la MPOC et les fonctions respiratoires partagent 

de nombreuses régions de susceptibilité et cette étude ne fait pas exception. Outre 

l’identification de régions précédemment associées à la MPOC (FAM13A, AGER, GSTCD), 

les auteurs ont également démontré que les variations associées aux fonctions respiratoires 

étaient pour la plupart également associées à la MPOC. Cette étude démontre encore une 

fois le lien important entre la génétique de ces deux phénotypes.  
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Figure 1-15 : Graphique de Manhattan de Wain et al., Nat Gen, 2017. 

Figure de L. Wain, Genome-wide association analyses for lung function and chronic 

obstructive pulmonary disease identify new loci and potential druggable targets, Nat Genet 

2017 Mar;49(3):416-425[285]. Graphique de Manhattan représentant les résultats 

significatifs de l’étude pour le VEMS, le ratio VEMS/CFV et la CVF. Les nouveaux loci 

sont en rouge et ceux précédemment identifiés en bleu.  
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1.2.2.4 expression Quantitative Trait Loci 

 Dans la littérature scientifique, peu d’études se sont attardées à identifier des eQTL 

en relation avec la MPOC[363,387–390]. La majorité d’entre elles ont employé les données 

du consortium d’eQTL pulmonaire pour réaliser ces analyses. Dans les paragraphes 

suivants, le consortium d’eQTL pulmonaire ainsi que deux autres études seront décrits en 

profondeur. 

1.2.2.4.1 Consortium d’eQTL pulmonaire 

 Le consortium d’eQTL pulmonaire (Lung eQTL consortium) est composé de 

chercheurs provenant de trois universités (Université Laval, Canada; Université de la 

Colombie-Britannique, Canada; Université de Groningen, Pays-Bas) et d’une compagnie 

pharmaceutique (Merck). Chez près de 1,500 individus ayant subi une résection 

pulmonaire, du tissu pulmonaire non tumoral et des échantillons sanguins ont été prélevés. 

L’ARNm des échantillons pulmonaires a été hybridé sur des microarray personnalisés de la 

compagnie Affymetrix. L’ADN provenant soit de tissu pulmonaire ou d’échantillon 

sanguin a été testé sur des puces à ADN Human1M-Duo de la compagnie Illumina. Suivant 

les étapes de contrôle de qualité, 1,111 sujets sont disponibles pour effectuer des analyses 

d’eQTL. Les données générées par ce consortium ont été employées dans un grand nombre 

d’études sur plusieurs phénotypes pulmonaires, dont l’asthme[389,391], le cancer du 

poumon[389,392], la fibrose kystique[389,393], les fonctions respiratoires[360,389,394] et 

la  MPOC[332,363,390,395,396]. 

1.2.2.4.2 Génétique de l'expression des gènes dans les expectorations de patients MPOC 

 Cette étude de Qiu et al. parue en 2011 a identifié des eQTLs dans les 

expectorations induites de 131 sujets MPOC[387]. Vu le petit nombre de sujets pour ce 

type d’étude, les eQTL calculés se limitaient à une distance de plus ou moins 50 kilobases 

du site d'initiation de la transcription des gènes. Le résultat principal de cet article est que 

parmi les 3,309 SNP impliqués dans les eQTL, deux variations sont également associées à 

la MPOC dans une cohorte de 2,940 cas et 1,380 témoins. Ces deux SNP, rs1051730 et 

rs2656069, sont des eQTL pour deux gènes précédemment associés à la MPOC, soit 

CHRNA5 et IREB2 respectivement. Malgré le petit nombre d’échantillons pour des 
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analyses d’eQTL, cette étude a démontré que les eQTL ont la capacité d’identifier de 

possibles gènes causaux. 

1.2.2.4.3 Contrôle génétique de l'expression des gènes dans les loci de la MPOC 

 En 2014, Castaldi et al. ont publié une étude qui s’est attardée à identifier des eQTL 

dans les expectorations induites et dans le sang de patients MPOC[388]. Cet article, qui est 

la suite de celui de Qiu et al.[387], a effectué des analyses d’intégration entre des données 

de GWAS et d’eQTL. Le résultat principal de ce projet est l’identification de 19 régions 

significatives à la fois dans le GWAS et les eQTL sanguins et/ou d’expectorations.  Parmi 

celles-ci, les loci 4q22, 4q31 et 15q25, décrits aux sections 1.2.2.3.1/2/4, ont été identifiés. 

Autre résultat intéressant, une forte proportion des variations génétiques se situait dans les 

sites d'initiation de la transcription des gènes. Bien que cette étude possède plusieurs 

résultats intéressants, il est important de noter que les eQTL détectés dans le sang et dans 

les expectorations corrélaient peu. Parmi les 27 meilleurs cis-eQTL associés à la MPOC, 

seulement 5 étaient significatifs dans les deux tissus (18.5%). Cette observation confirme 

que le tissu employé pour réaliser des eQTL doit être pertinent pour le phénotype étudié.  

 

 



 

 

CHAPITRE 2 

Problématiques, objectifs et hypothèses des travaux
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Cette thèse a pour objectif général d'approfondir nos connaissances sur la génétique 

de la MPOC, plus précisément 1) l'identification de nouveaux gènes et voies biologiques 

impliqués dans l'obstruction respiratoire, 2) l'identification de gènes causaux dans les 

régions chromosomiques précédemment associées à la MPOC, 3) l'identification de 

nouvelles régions chromosomiques impliquées dans le développement de la maladie et 4) 

l'amélioration du diagnostic pour le déficit en alpha-1 antitrypsine. 

Voici une brève description de la problématique de chaque projet de recherche ainsi 

que les principaux objectifs et hypothèses de recherche. 

 

Chapitre 3 

Problématique 

 Dans les dernières années, plusieurs études pangénomiques ont identifié des régions 

chromosomiques impliquées dans le développement de la maladie[90,327–331]. Par contre, 

la majorité des SNP identifiés sont localisés dans des régions non codantes[397]. Une des 

explications possibles est que ces variations influencent le risque de développer la maladie 

en régulent l’expression de gènes.  

Objectif 

• Identifier des variations génétiques influençant à la fois l’expression de gènes et le 

risque de développer la MPOC et/ou de l’obstruction respiratoire. 

Hypothèse 

• Certaines variations génétiques vont influencer les chances de développer la MPOC 

en régulant l’expression de gènes dans les poumons. 
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Chapitre 4 

Problématique 

Le complexe majeur d’histocompatibilité est une région chromosomique associée 

avec des centaines de maladies[398]. Les gènes présents dans cette région sont des 

membres clés de la réponse immunitaire. Ce locus du génome humain est l’un des plus 

complexe à étudier avec son nombre élevé de gènes et son déséquilibre de liaison 

important[399]. Lors des dernières années, de nombreux GWAS ont associé des variations 

génétiques présentes dans cette région avec des maladies et phénotypes pulmonaires : 

asthme[400–405], cancer du poumon[375–377,406,407], fibrose kystique[408], 

pneumopathie interstitielle idiopathique[409], fonction pulmonaire[339,340,352,353]. Par 

contre, ces études n’ont pu déterminer les gènes causaux.   

Objectifs 

• Identifier des eQTL pulmonaires dans le complexe majeur d’histocompatibilité. 

• Déterminer le ou les gènes régulés par les variations génétiques identifiées dans les 

GWAS précédents. 

Hypothèses 

• Un grand nombre d’eQTL pulmonaires sont présents dans le MHC. 

• Des variations génétiques précédemment associées aux maladies respiratoires vont 

influencer les niveaux d’expression de gènes dans les poumons. 

o Certains des gènes régulés auront des fonctions biologiques pertinentes pour 

les phénotypes pulmonaires associés. 
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Chapitre 5 

Problématique 

La MPOC est une maladie complexe ayant comme principal facteur de risque le 

tabagisme. Par contre, seulement 15 à 25% de tous les fumeurs vont développer la maladie 

et ceux-ci n’auront pas tous les mêmes symptômes cliniques. De nombreuses évidences 

démontrent le rôle important de la génétique dans cette maladie[8]. Plusieurs études 

pangénomiques ont identifié des régions chromosomiques impliquées dans le 

développement de la maladie, mais les résultats obtenus n’expliquent qu’une faible 

proportion du risque. L’International COPD Genetics Consortium fut créé afin d’identifier 

de nouvelles régions de susceptibilité. Pour ce faire, de nombreuses cohortes de sujets 

MPOC ont été combinées afin de réaliser le plus grand GWAS sur la maladie.  

Objectifs 

• Identifier de nouvelles régions chromosomiques impliquées dans le développement 

de la MPOC. 

• Déterminer les gènes possiblement causaux dans les loci identifiés. 

Hypothèses 

• Plusieurs régions du génome humain sont associées avec la MPOC. 

o Certaines de ces régions auront précédemment été associées avec la maladie 

et/ou d’autres phénotypes reliés. 

o De nouvelles régions seront identifiées grâce au nombre important 

d’échantillons employés. 

• Des gènes avec des fonctions biologiques pertinentes seront identifiés en combinant 

les résultats du GWAS et d’eQTL pulmonaires. 
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Chapitre 6 

Problématique 

 Le déficit en alpha-1 antitrypsine (DAAT) peut entraîner le développement 

d’emphysème chez les personnes non-fumeurs et causer l’emphysème précoce chez les 

fumeurs. En Amérique du Nord, il est estimé qu’une personne sur 3,000 à 5,500 souffre de 

cette condition[217]. Le déficit est causé par des mutations dans la séquence codante du 

gène SERPINA1. Le DAAT est sous-diagnostiqué par les cliniciens et la majorité des cas ne 

sont jamais identifiés. Les raisons expliquant cette situation sont nombreuses[220] : 

pénétrance incomplète, symptômes cliniques communs, diagnostique complexe. Le 

séquençage de l’ADN est déjà reconnu comme étant la meilleure technique, mais il est jugé 

dispendieux et difficile à implanter[45].  

Objectifs 

• Déterminer les variations génétiques présentes dans la séquence codante du gène 

SERPINA1 dans une cohorte canadienne de patients MPOC. 

• Évaluer la faisabilité et l’utilité du séquençage d’ADN du gène SERPINA1 afin de 

diagnostiquer le déficit et d’implanter les recommandations des sociétés canadienne, 

américaine et européenne de thoracologie[45,220].  

Hypothèses 

• Une proportion de patients MPOC canadiens souffre de déficit en alpha-1 

antitrypsine. 

• Le séquençage de l’ADN permet de diagnostiquer le déficit rapidement avec une 

grande précision. 
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Résumé 

Introduction : La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) est une maladie 

complexe dont la pathogénèse est mal comprise. Les analyses intégratives ont le potentiel 

d’élucider les mécanismes impliqués dans le développement de la MPOC et des fonctions 

respiratoires. Récemment, nous avons combiné l’expression des gènes et les variations 

génétiques de 1,111 sujets pour identifier des eQTL pulmonaires. 

Objectif : Déterminer des associations causales entre des variations génétiques associées à 

la MPOC et aux fonctions respiratoires et les changements dans l’expression des gènes 

dans les poumons. 

Méthodes : Le lien entre les SNP et l’expression des gènes a été évalué pour trois 

phénotypes : % du VEMS prédit, le ratio VEMS/CVF et la MPOC. Différents modèles 

furent testés dans trois cohortes et les résultats ont été combinés dans une méta-analyse. 

Des analyses in silico ont évalué le rôle des voies biologiques pour les gènes identifiés. 

L’expression des gènes candidats a été validée dans un jeu de données de tissus 

pulmonaires et un de brossage bronchique. 

Résultats : Des triplets SNP-ARNm-phénotype démontrant des relations causales ont été 

identifiés pour le pourcentage du VEMS prédit (n=169) et le ratio VEMS/CVF (n=80). Des 

variations génétiques associées à des fonctions respiratoires réduites régulaient à la hausse 

l’expression des gènes CST3 et CD22, deux gènes avec des fonctions biologiques 

pertinentes. Les analyses des voies biologiques ont identifié une surreprésentation des 

gènes impliqués dans l’apoptose, le métabolisme des xénobiotiques, et les balances 

protéase-antiprotéase et oxydant-antioxydant.  

Conclusion : En utilisant une approche intégrative pour analyser les liens entre les 

fonctions respiratoires, les SNP précédemment associés à la MPOC et l’expression des 

gènes dans les poumons, nous avons identifié les gènes CST3 et CD22 comme gènes 

potentiellement causaux pour le développement d’obstruction respiratoire.   
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Abstract 

Background: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a complex chronic disease 

with poorly understood pathogenesis. Integrative genomic approaches have the potential to 

elucidate the biological networks underlying COPD and lung function. We recently 

combined genome-wide genotyping and gene expression in 1,111 human lung specimens to 

map expression Quantitative Trait Loci (eQTL). 

Objective: To determine causal associations between COPD and lung function-associated 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) and lung tissue gene expression changes in our 

lung eQTL dataset. 

Methods: We evaluated causality between SNPs and gene expression for three COPD 

phenotypes: FEV1%predicted, FEV1/FVC, and COPD as a categorical variable. Different 

models were assessed in the three cohorts both independently and in a meta-analysis. SNPs 

associated with a COPD phenotype and gene expression were subjected to causal pathway 

modeling and manual curation. In silico analyses evaluated functional enrichment of 

biological pathways amongst newly identified causal genes. Biologically relevant causal 

genes were validated in two separate gene expression datasets of lung tissues and bronchial 

airway brushings. 

Results: High reliability causal relations were found in SNP-mRNA-phenotype triplets for 

FEV1%predicted (n=169) and FEV1/FVC (n=80). Several genes of potential biological 

relevance for COPD were revealed. eQTL-SNPs up-regulating CST3 and CD22 were 

associated with worse lung function. Signaling pathways enriched with causal genes 

included xenobiotic metabolism, apoptosis, protease-antiprotease and oxidant-antioxidant 

balance.  

Conclusion: By using integrative genomics and analyzing the relationships of COPD 

phenotypes with SNPs and gene expression in lung tissue, we have identified CST3 and 

CD22 as potential causal genes for airflow obstruction. This study also augmented the 

understanding of previously described COPD pathways. 
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Key messages 

  

What is the key question? 

What are the causal genetic variants changing gene expression in the lung that in turn 

associate with lower lung function and COPD? 

 

What is the bottom line?  

Lung function-associated genetic variants alter the mRNA expression of nearby genes 

involved in biological pathways underpinning pulmonary function and COPD 

pathogenesis.  

 

Why read on?  

New genes of airflow obstruction are identified with a generalized framework for the 

identification of causal genes from joint examination of genome-wide genotyping and gene 

expression data in the same patients. 
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Introduction 

Genome-wide association studies (GWAS) have revolutionized our ability to 

identify common genetic variants that are associated with complex chronic diseases[1]. 

This approach has been applied to chronic obstructive pulmonary disease (COPD), a lung 

disease that is caused predominantly by cigarette smoking in the western world[2-4]. It is 

well-known that only a subset of heavy smokers (15-20%) develops clinically relevant 

COPD and there is considerable evidence that there is a substantial genetic component 

involved in its pathogenesis[5]. Although GWAS have identified novel loci that harbor 

susceptibility genes, they do not allow precise identification of the causal variant (or 

variants). In addition, GWAS do not provide information on how and to what extent the 

gene (or genes) within the susceptibility loci contribute to the phenotype. Interestingly, the 

majority of genetic variants which have been associated with disease traits by GWAS do 

not affect the coding sequence of genes but are located in intergenic regions or introns[6]. 

Possible explanations are that the associated alleles are in linkage disequilibrium (LD) with 

rarer coding alleles with large effect sizes[7] and/or that the genetic variants control the 

level of expression of genes involved in pathogenetic pathways. For complex genetic 

diseases, such as COPD, the effects of susceptibility alleles may primarily act by regulating 

gene expression rather than by altering protein coding as in most Mendelian diseases[8]. 

We recently reported the discovery of a large number of lung-specific expression 

quantitative trait loci (eQTLs)[9] and identified the most likely causal genes within three 

GWAS-nominated COPD susceptibility loci[10]. The aim of the present study is to use the 

power of genome-wide mRNA expression arrays combined with genome-wide 

interrogation of single nucleotide polymorphisms (SNPs) to pinpoint specific SNPs that are 

related to lung tissue gene expression and to COPD phenotypes. Identification of 

susceptibility alleles that function as strong eQTLs increases the likelihood of identifying 

the true susceptibility gene within loci with large areas of LD[8]. Moreover, the use of 

integrative genomics by combining environmental exposure data with susceptibility alleles, 

RNA expression levels, and different COPD phenotypes can unravel causal genetic 

relationships[11]. The basic principle of the current study is to map the genetic regulation 

of gene expression to identify DNA variants that induce changes in transcriptional networks 

that in turn contribute to COPD and airway obstruction pathogenesis. 
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Methods 

Subject selection 

The methods for subject selection and phenotyping as well as for interrogation of 

gene expression and genotype were recently described[12]. The lung tissue used for 

discovery of eQTLs was from 1,111 human subjects who underwent lung surgery at three 

academic sites, Laval University, University of British Columbia (UBC), and University of 

Groningen, henceforth referred to as Laval, UBC, and Groningen, respectively. All lung 

specimens from Laval were obtained from patients undergoing lung cancer surgery and 

were harvested from a site distant from the tumor. At UBC, the majority of samples were 

from patients undergoing resection of small peripheral lung lesions. Additional samples 

were from autopsy and at the time of lung transplantation. At Groningen, the lung 

specimens were obtained at surgery from patients with various lung diseases, including 

patients undergoing therapeutic resection for lung tumors, harvested from a site distant 

from the tumor, and lung transplantation. For the present study, the principal aim was to 

examine smoking-related airway obstruction. Thus, we excluded subjects whose lung 

function may have been influenced by lung diseases other than COPD and lung cancer. 

Exclusion criteria are provided in online supplement.  

COPD phenotypes and genome-wide association study 

Genome-wide association was performed using linear or logistic regression models 

on the three phenotypes: FEV1% predicted and FEV1/FVC as continuous variables, and 

COPD defined dichotomously based on an FEV1/FVC < 0.7 cut-off (see online 

supplement). Single-marker association tests were run within each cohort adjusting for age, 

gender and smoking status. Fixed-effects meta-analysis was then performed combining the 

three cohorts using inverse standard error weighting. 

Expression trait processing 

Expression traits were adjusted for age, gender, and smoking status as described 

previously[9]. Gene expression data are available in the Gene Expression Omnibus 

repository through accession number GSE23546. 
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Causality Models 

We evaluated three competing causality models to describe the relationship between 

lung eQTL-SNPs, RNA expression and COPD phenotypes[12] (Figure 3-1). Model 1 

indicates a potential causal relationship where the SNP acts on gene expression to produce 

the phenotype, which was the main interest of this work. Model 2 indicates that the gene 

expression pattern is reactive to the phenotype, i.e. the phenotype drives gene expression. 

Model 3 is the independent model where the SNP acts on the phenotype and gene 

expression independently. We required a p-value < 1 x 10-3 for SNP associated with 

phenotype before examining a particular variable triplet (i.e. SNP, gene expression, and 

phenotypes). The causal model (Model 1) was selected when p-value < 0.05 was found for 

SNP associated with gene expression adjusting for phenotype and p-value > 0.05 was found 

for SNP associated with phenotype adjusting for gene expression. More details are 

provided in the online supplement. Analyses were performed in the three cohorts separately 

and then combined into a meta-analysis. We then conducted sample bootstrapping and 

repeated the causality test for N=1000 realizations. The reliability score of the molecular 

relationship is the fraction of bootstrap realizations that supports the call observed. 

Threshold for p-values, number of bootstrap reselections, and reliability cut-off (>0.8) were 

selected based on previous literature[12].  

Manual curation and pathway analyses on reliable causal models 

The biology and possible role of genes in the causal model were reviewed by 

manual curation and bioinformatics tools including Ingenuity Pathways Analysis (IPA), 

MetaCore, and Partek (see online date supplement). 

Replication studies 

Biologically relevant causal genes were validated in two datasets. First, a bronchial 

airway epithelial dataset where genome-wide gene expression levels were obtained from 

bronchial brushing of 238 individuals and associated with lung function as previously 

described[13]. Second, a regional lung tissue dataset where genome-wide gene expression 

were obtained for eight regions of the same lung and for eight patients. The association 
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between gene expression levels and micro-CT based regional emphysema severity was 

assessed[14]. More details are provided in the online data supplement. 

 

Results 

Of the 1,111 subjects in whom there were data on genotype and gene expression, 

848 with sufficient phenotypic information were included in the analysis. The demographic 

and clinical features of the subjects in the three cohorts are described in Table 3-1. 

Causal pathways that fit model 1 

Model fitting was restricted to SNPs that were significantly associated with at least 

one of the lung function variables or COPD as a categorical variable at a p-value cut-off of 

10-3. SNPs were considered an eQTL if they had a p-value ≤ 10-5. Using these criteria, there 

were 4,465 SNP-mRNA-phenotype triplets. Of these, 249 triplets showed a significant fit to 

the causal model for at least 1 of the phenotypes with a reliability score > 0.8 in at least one 

cohort and/or in the meta-analysis. A fit to this model means that the SNP was associated 

with one of the phenotypes and affected gene expression in a direction that supported a 

causal relationship. 

The list of causal models with a confidence score > 0.8 in any one of the cohorts or 

in the meta-analysis is shown in Supplementary Table 3-S1. For FEV1% predicted, 169 

causal models were found including 122 unique SNPs and 169 probe sets. The 169 models 

included 168 cis and 1 trans-eQTLs, respectively. For FEV1/FVC, 80 causal models were 

found involving 63 unique SNPs and 80 probe sets. Among these 80 models, 79 were cis-

eQTLs and 1 was trans-eQTLs. No causal model was found when using COPD as a 

categorical variable. There was no overlap between causal pathway models for FEV1% 

predicted and FEV1/FVC. 

Manual curation of significant and reliable causal models 

Significant causal models were inspected manually. We identified a number of 

models of potential biological relevance for FEV1% predicted and FEV1/FVC. The most 
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biologically relevant models are listed in Table 3-2. The p-values and direction of effect for 

each of the SNP association with the gene expression and the phenotype are also indicated. 

For example, SNP rs6048956 was significantly associated with cystatin C (CST3) 

transcript. The common allele was associated with higher expression of the transcript 

(Figure 3-2 and positive eQTL Z score in Table 3-2) and with lower FEV1 % predicted 

(Figure 3-2 and negative Z score with phenotype in Table 3-2). Taken together, these 

results suggest that the common allele confers susceptibility to a lower FEV1 % predicted 

value through up-regulation of the CST3 mRNA expression levels in the lung. This was 

confirmed in a second causality model that interrogated a different probe set for CST3, 

FEV1 % predicted and rs6515375 (Table 3-2 & Supplementary Figure 3-S1). Analogous 

observations were made for natural cytotoxicity triggering receptor 3 (NCR3), cystatin A 

(CSTA), peroxisome proliferation-activated receptor gamma coactivator 1 alpha 

(PPARGC1A), folliculin (FLCN), BCL2-like 1 (BCL2L1), cell adhesion molecule 2 

(CADM2), and tumor necrosis factor receptor superfamily member 10b (TNFRSF10B) for 

FEV1 % predicted, and glutathione S-transferase omega 2 (GSTO2), DEP domain 

containing 6 (DEPDC6), CD22 molecule (CD22), mucin 22 (MUC22), and serine 

peptidase inhibitor Kazal type 5 (SPINK5) for FEV1/FVC (Table 3-2). The direction of 

effects for all these causality models is illustrated in Supplementary Figures S2-S13. 

Pathway analyses 

To find key biological pathways involved in COPD, causality genes were overlaid 

on canonical pathways available in IPA. 169 and 80 causality genes for FEV1 and 

FEV1/FVC were considered, respectively (Supplementary Table 3-S1). Table 3-3 shows 

all canonical pathways enriched with causality genes (p < 0.05). Of interest was the Aryl 

Hydrocarbon Receptor Signaling pathway, which is involved in xenobiotic clearance. Five 

causality genes were noted in this canonical pathway including ARNT (aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator), IL6 (interleukin 6), GSTO2 (glutathione S-transferase omega 

2), ALDH8A1 (aldehyde dehydrogenase 8 family, member A1), and TRIP11 (thyroid 

hormone receptor interactor 11). The Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling pathway and 

the location of the causality genes are illustrated in Supplementary Figure 3-S14. Another 

pathway involved in xenobiotic handling, the Xenobiotic Metabolism Signaling pathway, 
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was also enriched for causality genes, many of which overlapped with those in the Aryl 

Hydrocarbon Receptor Signaling pathway (ARNT, IL6, GSTO2, and ALDH8A1). The 

former also includes PPARGC1A (peroxisome proliferator-activated receptor gamma, 

coactivator 1 alpha), and PRKCE (protein kinase C, epsilon). This pathway is illustrated in 

Supplementary Figure 3-S15. 

For the Partek analyses 118 and 45 transcripts were identified for FEV1 % predicted 

and FEV1/FVC, respectively. These transcripts mapped to a total of 115 genes in Partek GS 

(based on official gene symbols) and were parsed to Partek Pathway Suite. Causality genes 

were overlaid onto canonical pathways from the REACTOME and KEGG databases. Table 

3-4 shows the canonical pathways enriched with causality genes (p < 0.05). TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL) signaling was the most significant pathway with 

several other apoptosis related pathways include in the list of top significant associations. 

The glutathione metabolism pathway connects to both the cyanoamino acid and taurine and 

hypotaurine metabolism pathways (Supplementary Figure 3-S16). These three pathways 

were identified in our enrichment analysis and were also identified using the IPA system. 

GO functional categories also showed enrichment for causality genes (Supplementary 

Figure 3-S17) including the gamma-glutamyl transferase (GGT) activity. 

Replication of the most biologically relevant causality models 

No other large-scale lung eQTL dataset is available in patients with and without 

COPD. To replicate the most biologically relevant causality model, we relied on two 

genome-wide expression datasets. Causality genes were first validated in a gene expression 

study of bronchial airway epithelial cells obtained by bronchoscopy. All fourteen genes 

represented in Table 3-2, except MUC22, were assayed in this airway dataset. Two genes 

were significantly associated with lung function at an FDR of 5% in the bronchial airway 

epithelial dataset: CSTA (FDR = 0.002 with FEV1 % predicted) and TNFRSF10B (FDR = 

9.35 x 10-5 with FEV1 % predicted). In both cases, the direction of effect was the same as 

that in the current study (Table 3-5). For example, higher CSTA mRNA levels were 

associated with worse lung function (Table 3-2 and Supplementary Figure 3-S3). 
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Causality genes identified in this study were also compared to a second lung 

transcriptomic study that evaluated the impact of regional emphysema severity on gene 

expression. Interestingly, CD22 was positively associated with regional emphysema 

severity within individuals (p = 5.8 x 10-5) and was a part of the 127 gene signature for 

emphysema identified in that study[14]. This observation is consistent with the current 

study showing that carriers of the rare allele for rs10411704 had greater mRNA expression 

of CD22 and worse FEV1/FVC (Table 3-2 and Supplementary Figure 3-S11). 

Associations with regional emphysema severity were also observed for three other genes in 

Table 3-2 including NCR3 (p=0.058), PPARGC1A (p=0.081), and BCL2L1 (p=0.051), but 

these were not statistically significant. However, the direction of effect was consistent only 

for PPARGC1A. The expression of this gene was found to decrease with emphysema 

severity in the regional lung tissue dataset and, in the current study, carriers of the rare 

allele for rs4550905 were associated with less mRNA expression of PPARGC1A in the 

lung and lower FEV1 (Table 3-2 and Supplementary Figure 3-S4). 

 

Discussion 

This investigation integrated a genome-wide eQTL study on lung tissue with 

genome-wide genetic association results for lung function and COPD in the same subjects. 

For the discovery of eQTLs we used the entire dataset, which consisted of 1,111 tissue 

samples from subjects who had lung surgery for a variety of reasons. In order to focus on 

COPD, we limited the study to 848 subjects with sufficient phenotypic information and 

without a lung disease (other than COPD and lung cancer), which could cause 

abnormalities of pulmonary function. We limited the causal pathway analysis to SNPs that 

were both significantly related to gene expression (p < 10-5) and were associated with one 

of three COPD phenotypes (p < 10-3), i.e. FEV1 % predicted, FEV1/FVC and COPD 

defined as FEV1/FVC < 0.7. Of the 4,465 SNP-mRNA-phenotype triplets which met our 

inclusion criteria, 249 triplets showed a significant fit to the causality model for at least 1 of 

the phenotypes with a reliability score ≥ 0.8. We thus provide evidence that these SNPs 

influence disease susceptibility by altering gene expression. Causality pathway genes were 
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enriched in pathways involved in xenobiotic handling, antiprotease and antioxidant activity 

and apoptosis. 

Two of the eQTL-SNPs in CST3 (rs6515375 and rs6048956) and another for CSTA 

(rs2270859) were in the causal pathway for FEV1 % predicted. The two CST3 SNPs were 

in perfect LD and were eQTLs for two different probe sets. CST3 and CSTA are cysteine 

antiproteases; CST3 antagonizes cysteine cathepsins such as Cathepsin L and S, and CSTA 

acts similarly for cathepsins B, H and L[15,16]. Interestingly the direction of association is 

such that the alleles that are associated with a higher mRNA level of cystatin C and cystatin 

A are associated with lower FEV1/FVC. 

The above findings might seem paradoxical since cystatins are antiproteases and if 

one simply invoked the protease-antiprotease hypothesis, then one might expect that 

individuals with higher levels to be protected from COPD. One possibility is that 

upregulation of CST3 mRNA and protein could be the result of a feedback loop stimulated 

by high protease levels. This would be supported by observations in bronchoalveolar lavage 

fluid and serum reporting higher cystatin C level in patients with emphysema[17, 18]. 

Alternatively excessive inhibition of proteases may confer biological effects on a yet to be 

discovered mechanism which contributes to the pathogenesis of airflow obstruction. 

Further molecular studies of the involved proteins might shed more light on this. We 

previously reported SNPs associated with CST3 mRNA and protein levels in alveolar 

macrophages[19]. However, in the latter study, higher CST3 mRNA in alveolar 

macrophages was associated with higher FEV1. Together, these studies suggest that the 

cystatin genes are important in the pathogenesis of COPD, however, the relationship 

between CST3 mRNA expression levels and lung function remains to be elucidated in 

relevant tissues and cell types. 

With respect to anti-oxidant activity, eQTLs from PPARGC1A and GSTO2 were 

found. Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1alpha (PPARGC1A) 

binds to PPARγ by induction of PPARγ ligands, co-activating PPARγ target genes, 

involved in anti-oxidant activity. Compared with controls, expression levels of PPARγ, 

PGC-1α, and γ-GCS have been reported to be significantly increased in the lungs of 

patients with mild COPD, and progressively decreased in more severe disease[20]. These 
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authors concluded that γ-GCS showed compensatory upregulation in the early stage of 

COPD, which progressively decompensated with disease progression and that the 

activation of the PPARγ/PGC-1α pathway may protect against COPD progression by 

upregulating γ-GCS and relieving oxidative stress. Furthermore PPARGC1A has been 

described to be involved in bronchial smooth muscle remodelling and skeletal muscle 

wasting[21, 22]. For Glutathione-S-transferase Omega (GSTO) 2, a strong association of 

the Asn142Asp SNP with FEV1 and FVC was found in the Framingham Heart Study[23]. 

In a latter study, the Asn142Asp polymorphism in GSTO2 and the GSTO1 140Asp/GSTO2 

142Asp haplotype were associated with increased risk of COPD but failed to reveal an 

association between lung function parameters and non-synonymous coding SNPs in the 

GSTO genes[24]. Polymorphisms in GSTO2 were also associated with COPD either with or 

without lung cancer[25]. 

Pathways involved in apoptosis and in handling of xenobiotic pathways were 

significantly enriched for causal genes. The results of the present study aid in understanding 

the underlying genetic (dys)regulation of apoptosis. In general, increased apoptosis of 

endothelial cells and fibroblasts has been shown to contribute to the development of 

emphysema[26, 27]. This is partly due to an imbalance caused by excess oxidant and 

protease effects related to cigarette smoking and to intrinsic dysregulation of apoptosis 

induced in susceptible individuals. This may explain why the apoptotic effects are larger in 

smokers with COPD than smokers without COPD. Dysregulation of apoptosis can also 

work the other way: decreased apoptosis in cells of the immune system can lead to 

sustained inflammation, and when occurring in fibroblasts (e.g. in the bronchial wall) can 

induce fibrosis. Emphysema is characterized by alveolar cell apoptosis, which was shown 

to be mediated by increased levels of apoptotic proteins including TRAIL receptors[28]. 

Interestingly, TRAIL signaling was the most significant pathway enriched with causality 

genes using Partek. TRAIL signaling has been shown to regulate immune responses in the 

lung and can lead to a sustained, pro-inflammatory response that contributes to vascular 

disease. An opposite effect is related to the Death Receptor signaling pathway, which, in 

human, binds with TRAIL, induces formation of a death-inducing signaling complex 

ultimately leading to caspase activation and initiation of apoptosis[29]. 
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The Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling pathway is involved in xenobiotic 

clearance and therefore of relevance to the known vulnerability of COPD patients to 

(cigarette) smoke. Furthermore additional metabolic pathways including the glutathione 

metabolism pathway and two subpathways involving metabolism of the cyanoamino acids, 

taurine and hypotaurine, were also significantly enriched in the causal analysis. Genetic 

variants in a number of genes in the glutathione pathway have previously been associated 

with risk for COPD[25,30]. 

No other large-scale lung eQTL dataset is available in patients with and without 

COPD. To replicate the most biologically relevant causality models, we relied on two 

genome-wide expression datasets. Causality genes were first validated in a gene expression 

study of bronchial airway epithelial cells obtained by bronchoscopy and then in a 

transcriptomic study of whole lung explanted at surgery. Whole genome genotyping is not 

available for these datasets. Accordingly, replication of significant triplets (i.e. SNP-

mRNA-phenotype) can only evaluate the concordance between gene expression and 

phenotype. Additional studies with phenotype, genotype and gene expression in the lung 

would be required to provide full validation. 

In conclusion integration of lung-specific eQTL data with GWAS from the same 

individuals has revealed interesting and potentially causal pathways of airflow obstruction. 

GWAS have revolutionized our ability to identify gene variants that contribute to 

susceptibility for common complex genetic diseases but often do not pinpoint the exact 

genes or mechanisms. Causal pathway analysis involving the joint examination of genetic 

and genomic data is a vital next step in discovering novel biomarker and therapeutic targets 

in airflow obstruction as evidenced in the present study. 
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Tables 

 

Table 3-1 : Clinical characteristics of patients. 

Characteristics 

 

Laval 

(n=403) 

UBC 

(n=270) 

Groningen 

(n=175) 

Age (years) 63.4 ± 9.8 63.9 ± 10.0 59.7 ± 10.0 

Male/female (n) 224/179 144/126 83/92 

Body Mass Index (kg/m2) 26.6 ± 5.2 25.7 ± 5.4 24.6 ± 4.11 

FEV1% Predicted 82.19 ± 17.6 83.6 ± 22.3 72.4 ± 24.9 

FEV1/FVC 0.68 ± 0.10 0.69 ± 0.13 0.64 ± 0.16 

COPD (%) 209 (51.9) 114 (42.2) 112 (64.0) 

Stage 1 : Mild 80 (38.2) 43 (37.7) 16 (14.3) 

Stage 2 : Moderate 117 (56.0) 60 (52.6) 30 (26.8) 

Stage 3 : Severe 11 (5.3) 2 (1.8) 11 (9.8) 

Stage 4 : Very Severe 1 (0.5) 9 (7.9) 44 (39.3) 

Missing data 0 0 11 (9.8) 

Non-COPD (%) 194 (48.1) 156 (57.8) 63 (36.0) 

Smoking (%)    

    Smoker 89 (22.1) 91 (33.7) 12 (6.9) 

    Ex-Smoker 281 (69.7) 150 (55.6) 117 (66.9) 

    Non-Smoker 33 (8.2) 16 (5.9) 43 (24.6) 

    Missing data 0 13 (4.8) 3 (1.7) 

Pack years (years) 48.6 ± 27.4 46.0 ± 28.6 32.1 ± 18.1 

Continuous variables are presented as means ± standard deviations. 
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Table 3-2 : Models of biological relevance identified by manual curation. 

SNPs Reference allele 

(freq)a 

Gene (probe set) Lung eQTL 

p-value b 

eQTL Z 

scorec 

p-value 

phenotype d 

Z score 

phenotype e 

FEV1 % 

predicted 

      

rs769178 G (0.91) NCR3 (100125842_TGI_at) 8.03 x 10-30 11.3 4.7 x 10-4 3.5 

rs6048956 C (0.77-0.79) CST3 (100307577_TGI_at) 1.54 x 10-68 17.5 7.8 x 10-4 -3.4 
rs6515375 G (0.79-0.81) CST3 (100125967_TGI_at) 3.65 x 10-6 4.6 5.8 x 10-4 -3.4 

rs2270859 G (0.83-0.88) CSTA (100148334_TGI_at) 1.74 x 10-9 6.0 3.1 x 10-6 -4.7 

rs4550905 G (0.26-0.31) PPARGC1A 
(100131093_TGI_at) 

1.69 x 10-5 -4.3 4.4 x 10-4 -3.5 

rs3803761 G (0.71-0.77) FLCN (100135396_TGI_at) 3.77 x 10-29 11.2 3.4 x 10-2 -2.1 

rs1543438 A (0.76-0.82) BCL2L1 
(100158784_TGI_at) 

3.89 x 10-5 -4.1 7.94 x 10-5 3.9 

rs9880397 G (0.62-0.64) CADM2 

(100162763_TGI_at) 

1.3 x 10-8 -5.7 2.9 x 10-4 3.6 

rs2466183 T (0.84-0.86) TNFRSF10B 

(100153254_TGI_at) 

3.76 x 10-5 -4.1 6.6 x 10-4 3.4 

FEV1/FVC       

rs17754977 A (0.30-0.32) GSTO2 
(100132911_TGI_at) 

3.96 x 10-5 4.1 8.2 x 10-4 3.3 

rs9987135 T (0.28-0.31) DEPDC6 

(100154484_TGI_at) 

6.13 x 10-59 16.2 1.1 x 10-4 -3.9 

rs10411704 T (0.79-0.82) CD22 (100154732_TGI_at) 1.70 x 10-40 -13.3 4.6 x 10-4 3.5 

rs12179536 A (0.80-0.84) MUC22 
(100304000_TGI_at) 

3.47 x 10-33 -12.0 3.0 x 10-3 3.0 

rs2287765 T (0.91-0.93) SPINK5 

(100305138_TGI_at) 

2.85 x 10-10 6.3 9.2 x 10-4 -3.3 

P-values and Z scores in this table are from the meta-analysis. As indicated in the text, the 

significant causal models were selected based on results of both individual cohorts and 

meta-analysis (SNP associated with phenotype with p-value < 10-3, SNPs associated with 

gene expression with p-value ≤ 10-5, and reliability score > 0.8 in at least one cohort and/or 

in the meta-analysis). 

 

aFrequency of the reference allele in the three cohorts. 

bLung eQTL p-value from the meta-analysis. 

cZ score from the eQTL meta-analysis showing the direction of effect for the SNP on gene 

expression. 

dP-value for association between the SNP and phenotype from the meta-analysis. 

eEffect size (Z score) for association between the SNP and the phenotype from the meta-

analysis, showing the direction of effect for the SNP on the phenotype. 

Known role of genes are provided in Supplementary Table S2. 
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Table 3-3 : Canonical pathways enriched for causality genes using the Ingenuity 

Pathway Analysis system. 

Pathways P-value 

Cdc42 Signaling 0.00002 

Crosstalk between Dendritic Cells and Natural Killer Cells 0.00015 

Graft-versus-Host Disease Signaling 0.00069 

OX40 Signaling Pathway 0.00151 

Antigen Presentation Pathway 0.00468 

Neuroprotective Role of THOP1 in Alzheimer's Disease 0.00589 

Taurine and Hypotaurine Metabolism 0.00617 

Autoimmune Thyroid Disease Signaling 0.00661 

Regulation of Actin-based Motility by Rho 0.00676 

Communication between Innate and Adaptive Immune Cells 0.00676 

Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 0.00759 

Integrin Signaling 0.00891 

Allograft Rejection Signaling 0.00977 

Cytotoxic T Lymphocyte-mediated Apoptosis of Target Cells 0.01023 

Cyanoamino Acid Metabolism 0.01047 

Glutathione Metabolism 0.01072 

Amyotrophic Lateral Sclerosis Signaling 0.01230 

Systemic Lupus Erythematosus Signaling 0.01230 

PXR/RXR Activation 0.01995 

Macropinocytosis Signaling 0.02455 

Selenoamino Acid Metabolism 0.02692 

Xenobiotic Metabolism Signaling 0.02951 

Cellular Effects of Sildenafil (Viagra) 0.03162 

Aminoacyl-tRNA Biosynthesis 0.03631 

Actin Cytoskeleton Signaling 0.04365 

FAK Signaling 0.04467 

Apoptosis Signaling 0.04677 

Pathways discussed in the text are given in italic. 
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Table 3-4 : Canonical pathways enriched for causality genes using Partek. 

Pathways  P-value Pathway ID 

TRAIL signaling 0.0003 reactome_pathway_506 

Cyanoamino acid metabolism 0.001 kegg_pathway_36 

Cell adhesion molecules (CAMs) 0.002 kegg_pathway_139 

Extrinsic Pathway for Apoptosis 0.002 reactome_pathway_502 

Death Receptor Signaling 0.002 reactome_pathway_503 

Taurine and hypotaurine metabolism 0.002 kegg_pathway_34 

Glutathione metabolism 0.003 kegg_pathway_39 

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 0.004 kegg_pathway_81 

Apoptosis 0.006 reactome_pathway_501 

Cytosolic tRNA aminoacylation 0.006 reactome_pathway_1127 

Glutathione conjugation 0.007 reactome_pathway_256 

Natural killer cell mediated cytotoxicity 0.011 kegg_pathway_152 

The NLRP1 inflammasome 0.015 reactome_pathway_469 

tRNA Aminoacylation 0.018 reactome_pathway_1126 

Apoptosis 0.023 kegg_pathway_126 

BoNT Light Chain Types B, D, and F cleave 

VAMP/Synaptobrevin 
0.024 reactome_pathway_647 

Amyloids 0.026 reactome_pathway_643 

Nucleotide-binding domain, leucine rich repeat 

containing receptor (NLR) signaling pathways 
0.026 reactome_pathway_465 

BH3-only proteins associate with and inactivate 

anti-apoptotic BCL-2 members 
0.034 reactome_pathway_517 

Axonal growth inhibition (RHOA activation) 0.039 reactome_pathway_984 

Vitamin C (ascorbate) metabolism 0.039 reactome_pathway_188 

Import of palmitoyl-CoA into the mitochondrial 

matrix 
0.039 reactome_pathway_70 

Downregulation of ERBB4 signaling 0.039 reactome_pathway_1023 

p75NTR regulates axonogenesis 0.043 reactome_pathway_982 

Caspase-8 is formed from procaspase-8 0.043 reactome_pathway_507 

Activation of Pro-Caspase 8 0.043 reactome_pathway_508 

Endosomal/Vacuolar pathway 0.043 reactome_pathway_413 

Phase II conjugation 0.047 reactome_pathway_249 

SLBP independent Processing of Histone Pre-

mRNAs 
0.048 reactome_pathway_1111 

Arachidonic acid metabolism 0.050 kegg_pathway_56 

Pathways in italic are also found in ingenuity pathway analysis.  
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Table 3-5 : Replication of causality genes in the bronchial airway epithelial and the 

regional lung tissue datasets. 

 Replication datasets 

 Bronchial airway epithelium[13] Regional lung tissue[14] 

FEV1 % predicted   

NCR3 True False 

CST3 True  

CSTA True*  

PPARGC1A False True 

FLCN False  

BCL2L1 True False 

CADM2 False  

TNFRSF10B True*  

FEV1/FVC   

GSTO2 False  

DEPDC6 False  

CD22 True True* 

MUC22   

SPINK5 True  

*Significant in the original studies[13,14]. 
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Figures 

 

 

Figure 3-1 : Causality models showing the relationships between the expression of a 

gene, a phenotype, and a SNP. 

Three models are depicted including a Causal Model (M1), a Reactive Model (M2), and an 

Independent Model (M3). Model 1 (M1) is the simplest, and states that the genotype at an 

eQTL-SNP acts directly on gene expression pattern to produce the phenotype. Model 2 

(M2) states that the gene expression pattern is reactive to the phenotype, and Model 3 (M3) 

states that the gene expression pattern and phenotype are independent. 
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Figure 3-2 : Direction of effects for causality model with rs6048956, mRNA expression 

of CST3, and FEV1 % predicted. 

The left, center, and right panels show the results for Laval, UBC and Groningen samples, 

respectively. A), B), and C) are boxplots of gene expression levels in the lung for CST3 

according to genotype groups for SNP rs6048956. The left y-axis shows the mRNA 

expression levels for CST3. The x-axis represents the three genotype groups for SNP 

rs6048956. The right y-axis shows the proportion of the gene expression variance explained 

by the SNP (black bar). Box boundaries, whiskers, and center mark in boxplots represent 

the first and third quartiles, the most extreme data point which is no more than 1.5 times the 

interquartile range, and median, respectively. D), E), and F) are barplots of the mean and 

standard error of FEV1 % predicted according to genotype groups for SNP rs6048956.  
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Online Data Supplement 

 

Methods 

Subject selection 

The methods for subject selection and phenotyping as well as for interrogation of 

gene expression and genotype were recently described[1]. The lung tissue used for 

discovery of eQTLs was from 1,111 human subjects who underwent lung surgery at three 

academic sites, Laval University, University of British Columbia (UBC), and University of 

Groningen, henceforth referred to as Laval, UBC, and Groningen, respectively. For the 

present study, the principal aim was to examine smoking-related airway obstruction. Thus, 

we excluded subjects whose lung function may have been influenced by lung diseases other 

than COPD. Exclusion criteria were: 1) missing data for lung function, i.e. for both Forced 

Expiratory Volume in 1 second as a percentage of its predicted value (FEV1 % predicted) 

and that divided by Forced Vital Capacity (FEV1/FVC) and 2) patients with asthma, 

extensive pneumonia, cystic fibrosis, bronchiectasis, pulmonary fibrosis, pulmonary 

hypertension, primary bullous emphysema, mesothelioma, diffuse alveolar damage and 

alpha-1-antitrypsin deficiency. We did not exclude individuals with lung cancer, focal 

pneumonia or atelectasis, but in these cases lung tissue samples were taken as far away as 

possible from involved areas. Although lung function in theory could be compromised in 

these cases, the vast majority of subjects included in the biobanks from the three 

participating sites had relatively small, non-obstructing lung tumors, which were unlikely to 

significantly interfere with the subjects’ lung function. Of the 1,111 subjects in whom there 

were data on genotype and gene expression, 848 with sufficient phenotypic information and 

without a lung disease (other than COPD and lung cancer) were included in the analysis. 

The demographic and clinical features of the subjects in the three cohorts are described in 

Table 3-1. 
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COPD phenotypes 

For the primary analyses, three phenotypes were used: FEV1 % predicted and 

FEV1/FVC as continuous variables, and COPD defined dichotomously based on an 

FEV1/FVC < 0.7 cutoff. We used post-bronchodilator spirometry when available; 

otherwise, pre-bronchodilator values were used. 

Genome-wide association study 

Genome-wide association was performed on the three phenotypes using linear or 

logistic regression models. Single-marker association tests were run within each cohort 

adjusting for age, gender and smoking status. Furthermore, we conducted a fixed-effects 

meta-analysis combining the three cohorts using inverse standard error weighting. We 

performed genomic control (GC) correction for individual cohorts and for the meta-

analysis. To avoid over-correction, we computed the genomic inflation factor ( ) on the 

90% of SNPs with the largest p-values. The  estimates were small (≤1.03) for the 

individual cohort analyses and the meta-analysis. 

Causality Models 

We evaluated three competing causality models to describe the relationship between 

lung eQTL-SNPs, RNA expression and COPD phenotypes (Figure 3-1). We tested three 

linear equations in describing the molecular relationships, 

Ti = α1 + β1 Li + ε1i      (eq 1) 

Gi = α2 + β2Ti + β3Li + ε2i     (eq 2) 

Ti = α3 + β4Gi + β5Li + ε3i     (eq 3) 

A SNP at a specific locus is denoted by L, gene expression for a specific transcript 

by G, and a measured clinical endpoint by T (i.e. FEV1 % predicted, FEV1/FVC or COPD 

yes/no). Dependencies are likely to exist between certain pairs of covariates in the 

preceding three models. We inferred a causal relationship using conditional correlation[2]. 

We required a p-value for β1 < 1 x 10-3 before examining a particular (L, G, T) variable 
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triplet. If a p-value for β3 < 0.05 and p-value for β5 > 0.05, the causal model was selected. If 

the converse was true, a reactive model was selected. If both p-values were < 0.05, an 

independence model was selected. If both p-values were > 0.05 then no call was made. 

Model 1 indicates a potential causal relationship and was the main interest of this work. 

Analyses were performed in the three cohorts separately and then combined into a 

meta-analysis. We then conducted sample bootstrapping and repeated the causality test for 

N=1000 realizations. The reliability score of the molecular relationship is the fraction of 

bootstrap realizations that supports the call observed. 

Manual curation of significant and reliable causal models 

To explore the biology and possible role of genes in the causal model, experts in the 

pathobiology of COPD at each of the participating sites manually reviewed the literature 

for functionality and known genetic associations. Several strategies were used including 

PubMed searches using the gene’s name and COPD or emphysema, interrogation of NCBI 

PubMed Gene site, GeneRIFs (Gene Reference Into Functions database), PheGenI for 

eQTL, and phenotype association data. 

Pathway analyses on causality results 

Pathway analyses were performed on causality results in order to search for 

enrichments of specific gene pathways. Genes that fitted Model 1 (causal) with reliability 

scores > 0.8 were analyzed using the Ingenuity Pathways Analysis (IPA, Ingenuity® 

Systems, www.ingenuity com). Causal genes were mapped to corresponding gene objects 

in IPA using official gene symbols and overlaid onto canonical pathways contained in the 

Ingenuity Pathways Knowledge Base. The latter analysis identified pathways from the IPA 

library of canonical pathways that were most enriched with causal genes. The significance 

of the association with canonical pathways was determined using a right-tailed Fisher’s 

exact test. This test compared the number of causal genes versus total genes in a canonical 

pathway beyond that expected by chance alone. A total of 181 canonical pathways were 

tested. A nominal p-value < 0.05 was considered significant. Similarly the same list of 

causality genes was examined for enrichment in gene ontology and functional categories 
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using MetaCore™ (version 6.12, build 42289, GeneGo, Inc.) and mapped to both the Gene 

Ontology (GO) project and proprietary ontologies in the MetaCore™ knowledge database. 

The significance of functional enrichment of genes was determined by using a False 

Discovery Rate (FDR) cutoff of 0.05. Network analysis was also carried out using 

canonical networks in the Metacore™ knowledge database. Direct interaction networks 

based on our gene lists were built using seed nodes and their direct interactions were 

assessed using curated, known interactions. Pathway analysis was also carried out using 

Partek Genomic Suite 6.6 software (Partek GS, version 6.12.0907, www.partek.com). 

Causality genes were mapped to official gene symbols in Partek GS and parsed to Partek 

Pathway software. Partek Pathway interrogates the REACTOME (www.reactome.org) and 

KEGG (www.genome.jp/kegg/) databases and identifies canonical pathways that are 

enriched with causality genes. Enrichment score p-values were derived using Fisher’s Exact 

test. A p-value < 0.05 was considered significant. 

Replication studies 

Bronchial airway epithelial dataset. Bronchial airway brushings were obtained 

during bronchoscopy from active and former smokers who were enrolled in a lung cancer 

screening program at the British Columbia Cancer Research Agency[3]. Institutional 

Review Board approval was obtained at participating institutions, and all subjects provided 

written informed consent. RNA isolated from bronchial brushings of 238 lung cancer-free 

active and former smokers with and without COPD was profiled using Affymetrix Human 

Gene 1.0 ST Arrays (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). Microarray data were 

deposited in the Gene Expression Omnibus (GSE37147). Gene expression estimates were 

derived and normalized as previously described[3]. Gene expression levels associated with 

FEV1 % predicted, FEV1/FVC and the presence of COPD were determined using linear 

modeling as previously described[3]. 

Regional lung tissue dataset. Whole lungs were explanted from patients with severe 

COPD (n=6) and from donors (n=2). Each lung was sampled in eight consecutive regions 

from the apex to the base of the lung. This study was approved by the institutional review 

board and written informed consent was obtained from each patient prior to surgery or from 

the next of kin of the persons who the donated lung. The gene expression profiles were 
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obtained in 64 samples (8 patients x 8 regions) using the Human Exon 1.0 ST array. The 

gene expression dataset was deposited in the Gene Expression Omnibus (GSE27597). 

Details of sample collection and processing as well as analytical methods to normalize and 

obtain gene expression values have been previously described[4]. The degree of 

emphysema in each sample was quantified by measuring the mean linear intercept (Lm) on 

micro-computed tomography (CT) scans for tissues. Lm represents a morphological 

measurement of alveolar destruction and is a surrogate for emphysema severity. In this 

study, genes were associated with regional emphysema severity within the same lung using 

linear models as described before[4]. 
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Tables 

Table 3-S1 : List of causal models with a confidence score >0.8. 

See the attached file. 

 

Table 3-S2 : Models of biological relevance identified by manual curation 

SNPs Gene (probe set) Gene role & references 

FEV1 % 

predicted 

  

rs769178 NCR3 

(100125842_TGI_at) 

SNPs near NCR3 gene were associated with lung 

function[5]. 

rs6048956 CST3 

(100307577_TGI_at) 

Protease-antiprotease balance[6]. 

rs6515375 CST3 

(100125967_TGI_at) 

Protease-antiprotease balance[6]. 

rs2270859 CSTA 

(100148334_TGI_at) 

Expression of CSTA is modulated by genotype, 

smoking, COPD and lung cancer[7]. 

rs4550905 PPARGC1A 

(100131093_TGI_at) 

The PPAR -PGC-1α pathway regulates antioxidant 

genes and protects against COPD in rats[8]. 

rs3803761 FLCN 

(100135396_TGI_at) 

Mutations in FLCN cause Birt-Hogg-Dubé syndrome, 

a monogenic disorder characterized by spontaneous 

pneumothorax.  

Genetic variants in FLCN were not associated with 

severe, early-onset COPD[9]. 

rs1543438 BCL2L1 

(100158784_TGI_at) 

Cigarette smoke extract induces the expression of 

BCL2L1in human dendritic cells and augments 

survival of these cells in COPD patients[10] 

rs9880397 CADM2 

(100162763_TGI_at) 

SNPs in CADM2 were associated with lung function 

and asthma (unpublished). 

rs2466183 TNFRSF10B Involved in T cell and eosinophil regulation in 
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(100153254_TGI_at) bronchial smooth muscle cell death in asthma[11]. 

Increased expression of the protein in the lung of 

subjects with emphysema[12]. 

FEV1/FVC   

rs17754977 GSTO2 

(100132911_TGI_at) 

GSTO enzymes protect against oxidative stress. 

Involved in the biotransformation of arsenic found in 

cigarette smoke[13]. 

SNPs in GSTO2 were associated with FEV1, FVC[14] 

and COPD[15]. 

rs9987135 DEPDC6 

(100154484_TGI_at) 

DEPDC6 is a negative regulator of mTORC1 and 

mTORC2 signaling pathways. Decreased TOR 

activity has been found to slow aging in yeast, 

worms, flies, and mice[16]. The mTOR inhibitor, 

rapamycin, increases the lifespan in mice and reduces 

bronchial hyperresponsiveness and airway 

remodelling[17]. 

rs10411704 CD22 

(100154732_TGI_at) 

CD22 is present on the surface of (mature) B cells 

and prevents over activation of the immune system 

and development of autoimmune system.  

rs12179536 MUC22 

(100304000_TGI_at) 

Polymorphisms in MUC22 were associated with 

panbronchiolitis[18]. MUC22 is expressed in the 

lung. 

rs2287765 SPINK5 

(100305138_TGI_at) 

SPINK5 is a candidate gene for asthma and 

allergy[19]. 

Upregulation of SPINK5 in epithelial cell line 

increases inflammatory responses[20]. 
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Figures 

 

 

Figure 3-S1 : Direction of effects for causality model with rs6515375, mRNA 

expression of CST3, and FEV1 % predicted. Data are presented as described in 

Figure 3-2. 
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Figure 3-S2 : Direction of effects for causality model with rs769178, mRNA expression 

of NCR3, and FEV1 % predicted. Data are presented as described in Figure 3-2. 
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Figure 3-S3 : Direction of effects for causality model with rs2270859, mRNA 

expression of CSTA, and FEV1 % predicted. Data are presented as described in 

Figure 3-2. 
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Figure 3-S4 : Direction of effects for causality model with rs4550905, mRNA 

expression of PPARGC1A, and FEV1 % predicted. Data are presented as described 

in Figure 3-2. 
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Figure 3-S5 : Direction of effects for causality model with rs3803761, mRNA 

expression of FLCN, and FEV1 % predicted. Data are presented as described in 

Figure 3-2. 
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Figure 3-S6 : Direction of effects for causality model with rs1543438, mRNA 

expression of BCL2L1, and FEV1 % predicted. Data are presented as described in 

Figure 3-2. 
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Figure 3-S7 : Direction of effects for causality model with rs9880397, mRNA 

expression of CADM2, and FEV1 % predicted. Data are presented as described in 

Figure 3-2. 
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Figure 3-S8 : Direction of effects for causality model with rs2466183, mRNA 

expression of TNFRSF10B, and FEV1 % predicted. Data are presented as described 

in Figure 3-2. 
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Figure 3-S9 : Direction of effects for causality model with rs17754977, mRNA 

expression of GSTO2, and FEV1/FVC. Data are presented as described in Figure 3-2. 
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Figure 3-S10 : Direction of effects for causality model with rs9987135, mRNA 

expression of DEPDC6, and FEV1/FVC. Data are presented as described in Figure 3-

2. 
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Figure 3-S11 : Direction of effects for causality model with rs10411704, mRNA 

expression of CD22, and FEV1/FVC. Data are presented as described in Figure 3-2. 
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Figure 3-S12 : Direction of effects for causality model with rs12179536, mRNA 

expression of MUC22, and FEV1/FVC. Data are presented as described in Figure 3-2. 
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Figure 3-S13 : Direction of effects for causality model with rs2287765, mRNA 

expression of SPINK5, and FEV1/FVC. Data are presented as described in Figure 3-2. 
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Figure 3-S14 : Causality genes in the Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling pathway. 

Causality genes identified in this study are in red.  

 

 

Figure 15 : Causality genes in the Xenobiotic Metabolism Signaling pathway. 

Causality genes identified in this study are in red. 
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Figure 3-16 : The glutathione metabolism pathway connecting the cyanoamino acid 

and the taurine/hypotaurine metabolism pathways. 
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Figure 3-S17 : Gene Ontology (GO) project functional categories enriched for 

causality genes. 
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Take Home 

New susceptibility genes for asthma, idiopathic interstitial pneumonia, lung cancer and 

lung function in the MHC. 
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Résumé 

Introduction: Le complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) a été associé aux maladies 

respiratoires (asthme, cancer du poumon, fibrose kystique, pneumopathie interstitielle 

idiopathique) et aux fonctions pulmonaires par des études pangénomiques (GWAS). Par 

contre, ces études n’ont pu déterminer le ou les gènes causaux.  

Objectif : Cette étude vise dans un premier temps à identifier des eQTL pulmonaires dans 

la région du MHC puis à déterminer le ou les gènes régulés par les variations génétiques 

identifiées dans les GWAS sur les maladies respiratoires.  

Méthodes: Les tissus pulmonaires non-tumoraux de 1,038 patients provenant de trois 

cohortes ont été analysés dans cette étude. Les eQTL ont d’abord été calculés dans une 

première cohorte (Laval, n=409) puis répliqués dans deux cohortes supplémentaires (UBC, 

n=287; Groningen, n=342). Les eQTL pulmonaires ont par la suite été superposés aux 

résultats des GWAS pour identifier les gènes causaux. 

Résultats: 5,790 eQTL pulmonaires ont été identifiés dans le MHC. Parmi les 28 variations 

génétiques des GWAS précédents sur les maladies pulmonaires et les fonctions 

respiratoires présentes dans cette région, 14 étaient associées avec l’expression d’un 

ARNm. Plusieurs gènes identifiés sont biologiquement pertinents et pourraient expliquer 

les effets des variations génétiques associées à l’asthme (AGPAT1 et CDSN), au cancer du 

poumon (BTN3A2 et ZFP57), aux fonctions respiratoires (MICB) et à la pneumopathie 

interstitielle idiopathique (AGPAT1) dans la région du MHC. 

Conclusion: En combinant des eQTL pulmonaires avec les résultats des GWAS 

précédents, nous avons identifié de possibles gènes causaux pour l’asthme, le cancer du 

poumon, les fonctions respiratoires et la pneumopathie interstitielle idiopathique dans la 

région du MHC. Ces résultats nous permettent de mieux comprendre et interpréter les 

associations génétiques observées pour les maladies respiratoires dans la région du MHC.  
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Abstract 

Background: The Major Histocompatibility Complex (xMHC) has been associated with 

lung diseases (asthma, cystic fibrosis, idiopathic interstitial pneumonia, lung cancer) and 

lung function in previous genome-wide association studies (GWAS). As for many loci 

implicated by GWAS, the causal gene(s) underpinning the genetic association with lung 

diseases in the xMHC locus remain unknown.  

Objective: The goal of this study is first to identify lung eQTLs located inside the major 

histocompatibility complex and subsequently to reveal the most likely susceptibility genes 

in this region that mediate the heritable risk of lung diseases identified from previous 

GWAS. 

Methods: Non-tumor lung specimens and DNA from 1,038 patients recruited at three 

academic sites were included in this study. Lung eQTLs were identified in the discovery set 

(Laval, n=409) and verified in two replication sets (UBC, n=287; Groningen, n=342). 

GWAS-SNPs located in the xMHC and associated with lung diseases or lung function were 

investigated.  

Results: A total of 5,790 significant lung eQTLs were detected in the xMHC. Among the 

28 GWAS SNPs associated with lung diseases and lung function in the xMHC, 14 were 

associated with the expression levels of at least one transcript. Potential causal genes that 

may explain the effect of risk-associated genetic variants were found for asthma (AGPAT1 

and CDSN), lung cancer (BTN3A2 and ZFP57), lung function (MICB), and idiopathic 

interstitial pneumonia (AGPAT1). 

Conclusion: By combining lung eQTLs with results from previous GWAS for lung 

diseases and traits, this study revealed new susceptibility genes for asthma, idiopathic 

interstitial pneumonia, lung cancer and lung function within the xMHC. Results of this 

study represent an important step to elucidate the causal genes underlying the genetic 

association with lung diseases and lung function in the xMHC region. This study highlights 

possible causal genes underlying the genetic association with lung diseases and pulmonary 

function in the xMHC region.  
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Introduction 

The major histocompatibility complex (MHC) has been linked with hundreds of 

diseases [1]. Genes located in this region play important roles in antigen presentation and 

the immune response with well-established clinical relevance to blood transfusion, organ 

transplantation, immunologic and infectious diseases. The MHC is one of the most 

complex regions of the human genome because of the high gene density, extended linkage 

disequilibrium (LD) and sequence diversity [2]. An extended region of the MHC (xMHC) 

of 7.6 Mb containing 400 genes and pseudogenes has been defined [1]. 

Recent genome-wide association studies (GWAS) have identified that 

polymorphisms located in the xMHC are associated with lung diseases and related-traits: 

asthma, cystic fibrosis, idiopathic interstitial pneumonia, lung cancer and lung function 

(Table 4-S1). These diseases/traits are characterized by mechanisms linked to the MHC 

including persistent inflammation, aberrant immune response and antigen presentation. 

However, due to the complexity of this locus, limitations of GWAS [3] and tissue-specific 

characteristic of gene expression [4, 5], the causal genes and genetic mechanisms mediating 

the heritable risk within this locus remain to be found. 

As part of the lung eQTL consortium, we recently reported the discovery of a large 

number of lung specific eQTLs [6] and identified SNP-mRNA-phenotype triplets 

associated with airflow obstruction [7]. The present study has two goals. First, to identify 

lung expression Quantitative Trait Loci (eQTLs) within the xMHC region. Second, identify 

new susceptibility genes for lung diseases/traits by overlaying lung eQTL results and the 

xMHC SNPs previously reported to be associated with lung function and respiratory 

diseases. Susceptibility alleles for respiratory diseases and traits that function as strong lung 

eQTLs should facilitate the biological interpretation of GWAS results and the identification 

of causal genes in loci with high gene density and high LD such as the xMHC.  
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Methods 

Subjects 

Study subjects and lung specimens have been described previously [6, 8]. Briefly 

subjects were from three academic sites: Laval University (Quebec, Canada), University of 

British-Columbia (Vancouver, Canada) and Groningen University (Groningen, The 

Netherlands), henceforth referred to as Laval, UBC, and Groningen, respectively. At Laval, 

the lung specimens were provided by the Institut universitaire de cardiologie et de 

pneumologie de Québec (IUCPQ) site of the Respiratory Health Network Biobank of the 

Fonds de recherche du Quebec – Santé (FRQS) (www.tissuebank.ca); at UBC, the lung 

specimens were provided by the James Hogg Research Center Biobank at St Paul’s 

Hospital, and at Groningen, the lung specimens were provided by the local tissue bank of 

the Department of Pathology. COPD diagnosis and severity were determined according to 

the GOLD recommendations [9]. Clinical characteristics of subjects by site are shown in 

Table 4-1. All lung tissue samples were obtained in accordance with Institutional Review 

Board guidelines at the three sites. Patients provided written informed consent and the 

study was approved by the ethics committees of the IUCPQ and the UBC-Providence 

Health Care Research Institute Ethics Board for Laval and UBC, respectively. The study 

protocol was consistent with the Research Code of the University Medical Center 

Groningen and Dutch national ethical and professional guidelines (‘‘Code of conduct; 

Dutch federation of biomedical scientific societies’’; http://www.federa.org). 

Assays 

Genome-wide gene expression and genotyping profiles were obtained using a 

custom Affymetrix array (GPL10379) and the Illumina Human1M-Duo BeadChip array, 

respectively. Gene expression data are available through the Gene Expression Omnibus 

(GEO) repository with the accession number GSE23546. Probe sequences were mapped to 

the human genome (hg19) using Bowtie [10] and probes not mapping to a coding region or 

having a common SNP (MAF ≥ 5%) in their sequence were removed. Standard quality 

controls were performed on genotyping data (MAF ≥ 1%; call rate ≥ 97%; Hardy-Weinberg 

P-value ≥ 0.001). Genotypes were imputed after quality controls with SHAPEIT2 [11]  and 
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IMPUTE v2 [12] using the 1000 Genomes Project Phase 1 data as a reference set. Only 

subjects that passed genotyping and gene expression quality controls were included in this 

study. Subjects with missing value for smoking status were also excluded leaving 409, 287 

and 342 subjects from Laval, UBC, and Groningen, respectively. 

Lung eQTLs by genomic regions 

To identify the number of eQTLs by genomic regions, the genome-wide eQTLs 

results were obtained from our previous report [6]. In that report, we assumed that each 

transcript could have at most one local-eQTL. Accordingly, all association signals from 

SNPs within 1 Mb up and downstream of the transcription probe set were considered as a 

single local-eQTL. The 14,734 local-eQTL-SNPs were aligned with SNPnexus [13] (hg19). 

The human genome was split in sliding-window size of 20 Mb starting on chromosome 1 

and ending at chromosome 22. Windows located at the end of each chromosome were 

between 10 and 30 Mb. A total of 145 windows were created and each local-eQTL-SNP 

was assigned to one window.  

xMHC locus 

The borders of the extended Major Histocompatibility Complex were defined in 

2004 by Horton et al [1]. The complex is delimited by two genes on chromosome 6: 

HIST1H2AA and KIFC1. The expressions of all probe sets located inside this region were 

used in our analysis, which includes 271 probe sets covering 212 transcripts. 6,872 

genotyped SNPs were available in the three datasets. 

Statistical analysis 

Lung eQTLs in the xMHC region were identified using a different model than our 

previous genome-wide lung eQTL mapping study [6]. Expression data were adjusted for 

age, sex, and smoking status using residuals obtained with the robust fitting of linear 

models function (rlm) in the R statistical package MASS. Residual values deviating from 

the median by more than three standard deviations were filtered as outliers. Association 

tests between adjusted expression traits and SNPs were performed using quantitative 

association tests implemented in PLINK [14] (version 1.90). Association tests were 
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performed with the “assoc” command and the Wald test asymptotic P-values was used. 

Each possible combination of genotyped SNP and probe set located in the xMHC was 

tested in the Laval, UBC and Groningen datasets separately. eQTLs were considered 

significant if they passed Bonferroni correction in Laval (MHC analysis: 0.05 / (271 probe 

sets x 6872 SNPs), P-values ≤ 2.68 x 10-08; GWAS Catalog analysis: 0.05 / (271 probe sets 

x 27 SNPs), P-values ≤ 6.83 x 10-06) and replicated (P-value ≤ 0.05) in UBC and 

Groningen. Local- and distant-acting eQTLs were defined using a 1 Mb threshold between 

the SNP and transcriptional start site (TSS) positions of MHC genes. Circular 

representation of eQTL results were made with Circos [15]. 

GWAS Catalog 

The NHGRI-EBI Catalog of published GWAS was downloaded 

(https://www.genome.gov/26525384, Accessed 19 March 2015) and hits located in the 

xMHC were isolated. Five lung diseases/traits were considered: asthma, cystic fibrosis, 

idiopathic interstitial pneumonia, lung cancer, and lung function. Twenty-nine SNPs were 

associated with one or more of these diseases/traits with GWAS P-values < 1 x 10-5 (Table 

4-S1). One failed Hardy-Weinberg equilibrium (rs2647044) and six were not available in 

our genotyped or imputed data. SNPs in perfect LD were found for five of the six missing 

SNPs using the 1000 Genomes Project browser 

(http://browser.1000genomes.org/index.html) (Table 4-S1). No SNP in perfect LD was 

found for rs3094548 and the best LD score was with rs238869 (r2=0.79). Rs2395185, a 

SNP associated with lung cancer, was serving as a proxy for the cystic fibrosis SNP 

rs9268905 (r2=1). Overall, a total of 27 risk-associated genetic variants were considered.  

Most of the GWAS-SNPs were not in strong LD with each other (Figure 4-S1).  
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Results 

Lung eQTLs by genomic regions 

Genome-wide eQTL analysis from our previous report revealed 14,734 local- 

eQTL-SNPs. The number of local-eQTL-SNPs were counted by using a sliding-window 

size of 20 Mb from chromosome 1 to chromosome 22, except the last window of each 

chromosome that ranged between 10.3 and 29.3 Mb. Figure 4-1 and Table 4-S2 show the 

number of local-eQTL-SNPs for the 145 windows. The average number of local-eQTL-

SNPs among the 145 windows was 101.6 ± 55.1. The three windows with the largest 

number of local-eQTL-SNPs were chr19:40,000,001–59,128,983 (n=385), 

chr6:20,000,001-40,000,000 (n=282) and chr19:1-20,000,000 (n=268). The xMHC is 

included in the interval 20-40 Mb on chromosome 6 and is thus in the window with the 

second largest number of local-eQTL-SNPs (Figure 4-1). 

Lung eQTLs in the xMHC 

A total of 5,790 significant lung eQTLs were detected in the xMHC (Table 4-S3). 

Please note that in the current xMHC analysis, no restriction was set for the number of 

local-eQTLs by transcript, which contrasts our previous genome-wide analysis [6] limited 

to at most one local-eQTL by transcript. The eQTLs consisted of 2,807 SNPs and 66 

associated probe sets interrogating 50 transcripts. The majority of eQTLs were local (n= 

5,516), but 274 distant-acting eQTLs were found. Local-eQTL-SNPs located closer to the 

transcriptional start site had lower P-values (i.e. higher significance), and explained a 

greater proportion of the gene expression variance (Figure 4-S2). The most significant 

eQTL detected in the discovery set (Laval) was between ZFP57 and four SNPs in perfect 

LD (rs2535238, rs2747421, rs375984, rs387642; P-value = 1.06 x 10-124) (Figure 4-S3). 

eQTL-SNPs were pruned to 663 independent SNPs (LD with r2 < 0.8). Figure 4-S4 shows 

results for this subset of local- and distant-eQTLs. 
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Integration of lung eQTLs with risk-associated SNPs from GWAS on lung diseases 

Among the 28 GWAS SNPs associated with lung diseases in the xMHC, 14 were 

associated with the expression levels of at least one transcript (Figure 4-2A; Table 4-2; 

Table 4-S4). For all significant results present in Table 4-2, the direction of effect was the 

same in the two replication sets. Nineteen unique eQTLs were found with SNPs previously 

associated with asthma (6 SNPs; 8 transcripts), two with idiopathic interstitial pneumonia 

(1 SNP; 2 transcripts), four with lung cancer (2 SNPs; 4 transcripts), 13 with lung function 

(5 SNPs; 10 transcripts), and none with cystic fibrosis. Figure 4-2 presents the most 

relevant lung eQTLs identified for SNPs previously associated with asthma, lung cancer, 

lung function, and idiopathic interstitial pneumonia. For lung cancer, rs7767099 was 

associated with mRNA expression of ZFP57 encoding the transcriptional repressor zinc 

finger protein 57 (high expression for the risk allele (T)) (Figure 4-2B). For asthma, the 

risk allele (rs9273349-C) was associated with lowered mRNA expression levels of CDSN 

(corneodesmosin) (Figure 4-2C). The same risk variant was also associated with lowered 

expression levels of AGPAT1 encoding 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 

(Figure 4-2D). The variant associated with lower FEV1 and FEV1/FVC (rs2855812-T) was 

associated with higher mRNA expression of MICB encoding the MHC class I polypeptide-

related sequence B (Figure 4-2E). Finally, the idiopathic interstitial pneumonia risk allele 

(rs3132946-A) was associated with higher expression of AGPAT1 (Figure 4-2F). 

Accordingly, the risk variants for asthma (rs9273349) and idiopathic interstitial pneumonia 

(rs3132946) have an opposite direction of effect on the expression of AGPAT1 in lung 

tissue. The most significant results for cystic fibrosis in the discovery set was between 

rs2395185 and CDSN (P-value = 0.0016), which did not reach significance. Three genes 

were associated with GWAS SNPs for two different traits/diseases: AGPAT1 and HLA-

DQB1 – asthma and idiopathic interstitial pneumonia, and ZFP57 – lung cancer and lung 

function (Table 4-2). 
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Discussion 

The goal of this study was first to identify lung eQTLs located inside the major 

histocompatibility complex and subsequently to reveal the most likely susceptibility genes 

in this region that mediate the heritable risk of lung diseases and lung function identified 

from previous GWAS. Whole-genome genotyping and gene expression values of 1,038 

lung samples from three independent populations were used to identify lung eQTLs. 

Analyses were limited to the extended version of the major histocompatibility complex 

(xMHC). Briefly, 5,790 significant lung eQTLs were discovered within the xMHC and 

potential causal genes that may explain the effect of risk-associated genetic variants were 

found for asthma (AGPAT1 and CDSN), lung cancer (BTN3A2 and ZFP57), lung function 

(MICB), and idiopathic interstitial pneumonia (AGPAT1). 

At the genome-wide scale, the xMHC region had the second highest number of 

local lung eQTL-SNPs (Figure 4-1). The first and third richest eQTL genomic windows 

were both located on chromosome 19. The identification of the xMHC as one of the richest 

eQTL regions is not surprising since previous studies have identified many local and distant 

eQTLs at this locus [16]. Chromosome 19 has the highest gene density of all human 

chromosomes [17], which may explain the high number of lung eQTLs observed in this 

study. 

Among the 5,790 significant lung eQTLs detected in the xMHC, ZFP57 was the 

strongest eQTL-gene in the discovery set (Table 4-S3). Four SNPs in perfect LD 

(rs2535238, rs2747421, rs375984, rs387642; P-value = 1.06 x 10-124) explained 75.5% of 

the gene expression variance. Interestingly, the association between this gene and rs375984 

was made previously in a study on peripheral blood mononuclear cells of 288 healthy 

subjects [18]. This association was then replicated in purified monocytes from the same 

subjects. In the Genotype-Tissue Expression project data [4] 

(http://www.gtexportal.org/home/, Accessed 2 July 2015), the same eQTL is present in 12 

tissues including the lung. In this study, the surrogate risk-allele of rs7767099 in LD with 

the lung cancer-related SNP rs4324798 [19, 20] was associated with higher mRNA 

expression levels of ZFP57 (Figure 4-2B). ZFP57 induces IGF2 expression [21] and high 

protein expression of IGF2 is associated with lower survival rate in lung cancer [22]. It is 
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thus tempting to speculate that rs4324798 mediates the risk of lung cancer by increasing 

expression levels of ZFP57 in lung tissue. 

One more eQTL gene, BTN3A2 (butyrophilin, subfamily 3, member A2), was 

associated with lung cancer-associated SNPs. BTN3A2 was previously associated with 

ovarian cancer [23]. Higher expression of BTN3A2 was associated with higher density of 

infiltrating T cells, particularly CD4+ cells, and better prognosis. Interestingly, a study by 

Al-Shibli et al. [24] found a positive relation between the number of stromal CD4+ cells 

and the prognosis of non-small cell lung cancer patients. Whether BTN3A2 is playing a role 

in recruiting CD4+ cells in lung cancer will require further studies. 

A biologically relevant eQTL-gene associated with an asthma SNP is CDSN. This 

gene has been associated with skin diseases including psoriasis [25] and peeling skin 

syndrome [26]. Genetic variants in this gene may alter skin barrier contributing to allergic 

sensitization and allergic asthma akin to the effect associated with SNPs in the filaggrin 

gene [27]. The other asthma-eQTL-gene identified is AGPAT1 encoding for an enzyme 

(lysophosphatidic acid acyltransferase, alpha) that converts lysophosphatidic acid (LPA) 

into phosphatidic 121acid (PA). The autotaxin-LPA pathway was recently associated with 

allergic lung inflammation in humans [28]. 

Lung function measurement, such as FEV1 and FEV1/FVC ratio, are good 

indicators of population health [29]. In this study, the allele associated with lower FEV1 

and FEV1/FVC (T) was associated with higher expression of MICB (Figure 4-2E). The 

eQTL SNP rs2855812 was nearly significant in a GWAS on lung function (FEV1 and 

FEV1/FVC) [30]. MICB encodes a ligand for the NKG2D type II receptor, which is a key 

mediator of cigarette smoke-stimulated NK cell hyperresponsiveness [31]. Higher levels of 

MICB may predispose individuals to greater inflammation due to the constant activation of 

the NKG2D receptor. 

Idiopathic interstitial pneumonias (IIPs) are diffuse interstitial lung diseases (ILD) 

of unknown cause characterized by variable degree of interstitial fibrosis and/or infiltration 

of the interstitial compartment with chronic inflammatory cells. In a recent GWAS of IIPs, 

rs3132946 was borderline significant [32]. The risk allele of this SNP is associated with 
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elevated levels of AGPAT1 in the current study. AGPAT1 was also associated with an 

asthma risk variant in this study. The risk allele in IIPs (rs3132946-A) is associated with 

higher expression levels of AGPAT1 (Figure 4-2F). In asthma, the risk allele (rs9273349-

C) is associated with lowered expression of AGPAT1 (Figure 4-2D). These two SNPs are 

in low LD in our datasets (max r2 = 0.17). As mentioned above, AGPAT1 encodes an 

enzyme that converts LPA into PA. Elevated levels of LPA and/or ATX have been 

observed in the BAL [33], lung [34] and exhaled breath condensate [35] of IIPs patients. 

The risk-associated genetic variants for IIPs in the MHCx may thus be mediated through 

AGPAT1.  

This study has limitations. eQTLs obtained in this study are derived from non-tumor 

lung parenchymal samples. Because whole lung tissues, containing multiple cell types, 

were used, many eQTLs in less prevalent cellular types will not be detected [16]. Even if a 

large number of eQTLs are shared across tissues [36], a proportion of them are cell type- 

and tissue-specific [37]. eQTLs are also known to be influenced by disease states. In this 

study, the majority of patients had lung cancer, but patients with other lung diseases were 

also included in the replication sets. Due to these limitations, studies in other disease-

relevant tissues or cell types and subjects are needed to confirm or refine these results. 

In conclusion, integration of lung specific eQTLs located in the xMHC with results 

from previous GWAS for lung diseases/traits has revealed new susceptibility genes for 

asthma, lung cancer, lung function and idiopathic interstitial pneumonia. This study 

provides significant new information concerning our understanding of the complex 

regulatory mechanism governing the xMHC region and sheds light on the mechanism 

underlying GWAS loci for lung diseases identified in this region. 
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Tables 

 

Table 4-1 : Clinical characteristics of patients that passed gene expression and 

genotyping quality control filters 

 Laval (n = 409) UBC (n = 287) Groningen (n = 342) 

Male (%)  229 (56.0) 132 (54.0) 182 (53.2 ) 

Age (years) 63.3 ± 9.9 61.6 ± 13.2 51.5 ± 15.6 

FEV1 predicted (%) 82.2 ± 17.5 [10] 83.4 ± 22.8 [33] 45.6 ± 30.4 [39] 

FVC predicted (%) 91.7 ± 15.1 [25] 91.3 ± 19.0 [31] 65.1 ± 26.4 [57] 

FEV1/FVC 0.67 ± 0.10 [26] 0.68 ± 0.12 [33] 0.54 ± 0.22 [34] 

COPD 211 (51.6 %) [34] 108 (37.6 %) [56] 155 (45.3 %) [104] 

    Stage 1 : Mild 82 (38.9 %) 42 (38.9 %) 20 (12.9 %) 

    Stage 2 : Moderate 117 (55.4 %) 87 (52.8 %) 38 (24.5 %) 

    Stage 3 : Severe 11 (5.2 %) 2 (1.9 %) 19 (12.3 %) 

    Stage 4 : Very Severe 1 (0.5 %) 7 (6.4 %) 67 (43.2 %) 

    NA 0 0 11 (7.1 %) 

Smoking    

    Smoker 90 (22.0 %) 98 (34.1 %) 57 (16.6 %) 

    Ex-Smoker 283 (69.2 %) 163 (56.8 %) 185 (54.0 %) 

    Non-Smoker 36 (8.8 %) 26 (9.1 %) 100 (29.4 %) 

Pack-years in ever-smokers 48.5 ± 27.4 [35] 44.7 ± 28.8 [12] 31.2 ± 17.4 [30] 

 

FEV1 : forced expiratory volume in 1 second. 

FVC : forced vital capacity. 

[-] = missing value. 
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Table 4-2 : Significant lung eQTLs detected in the xMHC for GWAS associated SNPs 

with lung diseases 

Phenotype GWAS SNP Analysed SNP eQTL-gene Laval P UBC P Groningen P Effect of risk allele 

on gene expression 

Asthma 

 rs987870 rs987870 AB209058 1.06x10-54 1.61x10-35 3.40x10-33 Down 

 rs9273349 rs9273349 HLA-DQB1 3.96x10-12 3.20x10-11 1.33x10-15 Down 

 rs9273373 rs1063355 HLA-DQB1 3.96x10-12 3.20x10-11 1.33x10-15 Down 

 rs9272346 rs9272346 HLA-DQB1 1.77x10-11 8.95x10-11 8.57x10-15 Down 

 rs987870 rs987870 HLA-DPB1 3.71x10-11 5.53x10-5 9.10x10-13 Up 

 rs9272346 rs9272346 HLA-DQB2 1.94x10-10 0.037 4.82x10-4 Down 

 rs9273349 rs9273349 HLA-DQB2 2.73x10-10 0.027 3.14x10-4 Down 

 rs9273373 rs1063355 HLA-DQB2 2.73x10-10 0.027 3.14x10-4 Down 

 rs9500927 rs9500927 AB209058 5.85x10-10 5.35x10-7 2.78x10-5 Down 

 rs9273349 rs9273349 AGPAT1 7.74x10-9 1.61x10-11 1.53x10-11 Down 

 rs9273373 rs1063355 AGPAT1 7.74x10-9 1.61x10-11 1.53x10-11 Down 

 rs9272346 rs9272346 AGPAT1 1.27x10-8 1.24x10-11 1.73x10-10 Down 

 rs9273349 rs9273349 CDSN 4.50x10-7 0.0089 0.0039 Down 

 rs9273373 rs1063355 CDSN 4.50x10-7 0.0089 0.0039 Down 

 rs9273349 rs9273349 TAP2 5.54x10-7 0.0030 0.041 Down 

 rs9273373 rs1063355 TAP2 5.54x10-7 0.0030 0.041 Down 

 rs9272346 rs9272346 CDSN 1.79x10-6 0.0066 0.0043 Down 

 rs987870 rs987870 HLA-DPB2 2.26x10-6 0.0081 3.09x10-7 Up 

 rs9275698 rs9275698 TAP2 2.30x10-6 0.0021 7.11x10-4 Up 

Idiopathic interstitial pneumonia 

 rs3132946 rs3132946 HLA-DQB1 2.21x10-10 4.12x10-8 4.58x10-8 Up 

 rs3132946 rs3132946 AGPAT1 1.12x10-9 2.79x10-8 4.60x10-7 Up 

Lung cancer 

 rs4324798 rs7767099 BTN3A2 1.92x10-15 3.60x10-24 5.73x10-30 Down 

 rs4324798 rs7767099 ZFP57 3.36x10-10 5.03x10-17 4.95x10-18 Up 

 rs3117582 rs3117582 D83543 3.57x10-8 0.0012 1.16x10-8 Up 

 rs4324798 rs7767099 BC035828 / 

BC035659 

3.73x10-6 9.44x10-13 4.22x10-12 Up 

Lung function 

 rs6903823 rs6903823 ZSCAN31 3.22x10-12 2.59x10-7 0.0037 Up 

 rs2252711 rs2256266 IFITM4P 1.44x10-11 5.02x10-17 7.44x10-9 Down 
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 rs3094548 rs238869 ZFP57 1.60x10-9 3.85x10-10 1.53x10-12 Down 

 rs6903823 rs6903823 HCG4B 4.73x10-8 9.31x10-6 2.08x10-8 Up 

 rs2252711 rs2256266 AX748153 / 

AK093478 

1.08x10-7 6.12x10-6 3.20x10-4 Down 

 rs2252711 rs2256266 ZFP57 5.97x10-7 8.93x10-8 3.36x10-12 Up 

 rs2252711 rs2256266 HCG4B 6.80x10-7 1.12x10-8 4.06x10-7 Up 

 rs2252711 rs2256266 HLA-J 8.60x10-7 0.0044 5.90x10-4 Down 

 rs2252711 rs2256266 HLA-F 1.05x10-6 3.27x10-5 3.06x10-12 Up 

 rs2855812 rs2855812 MICB 1.20x10-6 0.0082 2.17x10-4 Up 

 rs2857595 rs2857595 PSORS1C1 1.21x10-6 1.12x10-5 1.99x10-5 Up 

 rs2252711 rs2256266 HLA-A 1.37x10-6 1.30x10-4 8.06x10-6 Down 

 rs3094548 rs238869 HLA-A 3.80x10-6 7.09x10-11 1.12x10-14 Up 

 

For transcripts with many significant probe sets, only the probe set with the smaller P-value 

in Laval is presented. 

  



 

133 

Figures 

 

Figure 4-1: Number of local-eQTL-SNPs per sliding-window of 20 Mb. 

The x-axis represents windows of 20 Mb starting at chromosome 1 and ending at 

chromosome 22. The y-axis is the number of local-eQTL-SNPs identified in each window. 

The xMHC is contained in the window with the second largest number of lung eQTLs.  
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 A) Graphical representation of significant lung eQTLs identified in the xMHC considering 

only GWAS associated SNPs for lung diseases (asthma, lung cancer, interstitial lung 

disease) and lung function. The outer border of the circle is the chromosomal position in 

Mb. xMHC sub-regions are color coded (green - extended class I; yellow - classical class I; 

orange - classical class III; blue - classical class II; red - extended class II). SNPs and 

transcripts are color coded according to their GWAS associated trait or disease (green – 

pulmonary function; blue – lung cancer; orange – interstitial lung disease; red – asthma). 

Transcripts in black are associated with GWAS SNPs of two different traits or diseases. 

Black arrow heads represent the location of eQTL-genes. B-F) Boxplots of gene expression 

levels in the lung according to genotype groups. The y-axis shows the mRNA expression 

levels. The x-axis represents the three genotype groups for the SNP with the number of 

individuals in parenthesis. The red allele is the risk allele identified in GWAS. Box 

boundaries, whiskers and centre mark in boxplots represent the first and third quartiles, the 

most extreme data point which is no more than 1.5 times the IQR, and median, 

respectively. The left, centre and right panels show the results for Laval, University of 

British Columbia (UBC) and Groningen samples, respectively. B) Lung cancer-associated 

SNP rs7767099 – ZFP57. C) Asthma-associated SNP rs9273349 – CDSN. D) Asthma-

associated SNP rs9273349 – AGPAT1. E) Lung function-associated SNP rs2855812 – 

MICB. F) Interstitial lung disease-associated 

Figure 4-2 : Lung eQTL in the xMHC for GWAS-nominated SNPs of lung diseases 

and traits. 
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Supplementary data 

Tables 

 

Table 4-S1 : GWAS SNPs with P-values < 1 x 10-5 

See the attached file. 

 

 

Table 4-S2 : Number of local-eQTL-SNPs per window of 20 Mb. 

See the attached file. 
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Figures 

A) Laval. B) UBC. C) Groningen. 

Figure 4-S1 : Linkage disequilibrium plot of selected GWAS SNPs. 
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The x-axis is the distance in Mb between the SNPs and the TSS of the associated gene. A) 

The number of eQTLs by section of 50 kb. B) eQTL P-values in the discovery set. C) The 

variance explained by each eQTL. 

Figure 4-S2 : The effect of distance between the eQTL-SNP and the transcription 

start site (TSS) of the eQTL-gene in the discovery cohort (Laval). 
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Boxplots of gene expression levels in the lung according to genotype groups. The y-axis 

shows the mRNA expression levels of ZFP57. The x-axis represents the three genotype 

groups for rs375984 with the number of individuals in parenthesis. Box boundaries, 

whiskers and centre mark in boxplots represent the first and third quartiles, the most 

extreme data point which is no more than 1.5 times the IQR, and median, respectively. The 

left, centre and right panels show the results for Laval, University of British Columbia 

(UBC) and Groningen samples, respectively. 

Figure 4-S3 : Boxplots of ZFP57 gene expression levels in the lung according to 

genotype groups of rs375984. 
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Figure 4-S4 : Circos plot of lung eQTLs located in the xMHC. 

Graphical representation of significant lung eQTLs identified in the xMHC considering 

only independent SNPs (LD with r2 < 0.8). The outer border of the circle is the 

chromosomal position in Mb. xMHC sub-regions are color coded (green - extended class I; 

yellow - classical class I; orange - classical class III; blue - classical class II; red - extended 

class II). All transcripts present (n=50) are associated with at least one local-eQTL-SNP. 

Transcripts in red (n=8) are also associated with distant-eQTL-SNPs. Blue lines are local-

eQTLs (n=1,262) and red lines are distant-eQTLs (n=47). Black arrow heads represent the 

location of eQTL-gene. 
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Résumé 

 La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) est l’une des principales 

causes de mortalité à l’échelle mondiale. Nous avons réalisé une étude pangénomique avec 

15,256 cas et 47,936 témoins, puis répliqué les résultats avec un P < 5x10-6 dans 9,498 cas 

et 9,748 témoins supplémentaires. Dans la méta-analyse des deux étapes, 22 régions 

chromosomiques ont atteint le seuil de significativité, dont 9 précédemment associées à la 

MPOC, 15 aux fonctions respiratoires, et quatre nouvelles (EEFSEC, DSP, MTCL1, et 

SFTPD). Deux des loci ont précédemment été associés à la fibrose pulmonaire (FAM13A et 

DSP), mais les allèles de risque des deux maladies sont dans des directions opposées. 

Aucune de nos régions ne chevauchent les résultats des GWAS sur l’asthme, mais un locus 

connu pour le risque commun entre l’asthme et l’obésité fut identifié dans notre analyse. 

Nous avons également identifié une corrélation génétique entre la MPOC et l’asthme. Cette 

étude a identifié de nouvelles régions, démontré le lien important entre la MPOC et les 

fonctions respiratoires, et identifié des loci partagés entre la MPOC et d’autres maladies 

respiratoires.  
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Abstract 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a leading cause of mortality 

worldwide1. We performed a genetic association study in 15,256 cases and 47,936 controls, 

with genotyping of select top results (P < 5x10-6) in 9,498 cases and 9,748 controls. In the 

combined meta-analysis, we identified 22 loci at genome-wide significance, of which 15 

have been associated with lung function in general population samples, and 4 (EEFSEC, 

DSP, MTCL1, and SFTPD) are novel. We noted 2 loci shared with pulmonary fibrosis 

(FAM13A and DSP) but with opposite risk alleles for COPD. None of our loci overlapped 

with genome-wide associations for asthma; however, one locus has been implicated in the 

joint susceptibility to asthma and obesity. We also identified genetic correlation between 

COPD and asthma. Our findings highlight novel loci, demonstrate the importance of 

specific lung function loci to COPD, and identify potential regions of genetic overlap 

between COPD and other respiratory diseases. 
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Letter 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a leading cause of mortality 

worldwide1. We performed a genetic association in 15,256 cases and 47,936 controls, with 

replication of select top results (P < 5x10-6) in 9,498 cases and 9,748 controls. In the 

combined meta-analysis, we identified 22 loci at genome-wide significance, including 13 

new associations with COPD. Nine of these 13 loci have been associated with lung function 

in general population samples2-7; however, 4 (EEFSEC, DSP, MTCL1, and SFTPD) are 

novel. We noted 2 loci shared with pulmonary fibrosis8,9 (FAM13A and DSP) but with 

opposite risk alleles for COPD. None of our loci overlapped with genome-wide 

associations for asthma; however, one locus has been implicated in the joint susceptibility 

to asthma and obesity10. We also identified genetic correlation between COPD and asthma. 

Our findings highlight novel loci, demonstrate the importance of specific lung function loci 

to COPD, and identify potential regions of genetic overlap between COPD and other 

respiratory diseases. 

 COPD is characterized by persistent and progressive airflow limitation diagnosed 

by lung function testing1. While cigarette smoking is the major risk factor, susceptibility is 

also influenced by genetics11-13. We established the International COPD Genetics 

Consortium (ICGC) to coordinate efforts to find susceptibility loci14. We defined cases 

based on pre-bronchodilator evidence of moderate-to-severe airflow limitation by modified 

GOLD criteria15; controls had normal spirometry, and all analyses were adjusted for age, 

sex, and cigarette smoking (pack-years and smoking status). We performed a two-stage 

genome-wide association study (Figure 5-1). In Stage 1, we combined 26 cohorts 

(Supplementary Table 5-S1 and 5-S2) containing 63,192 individuals (15,256 COPD 

cases and 47,936 controls). We selected 79 loci with P < 5x10-6 and in analysis Stage 2, we 

tested them in the UK BiLEVE dataset (9,498 COPD cases and 9,748 controls) from the 

UK Biobank and performed an overall meta-analysis (Supplementary Table 5-S3).  

 We identified 13 genome-wide significant (P < 5x10-8) associations in Stage 1. 

Following the Stage 2 analysis, an additional 9 loci achieved genome-wide significance in 

the overall meta-analysis (Table 5-1, Figure 5-2, Supplementary Figures 5-S1 and 5-S2). 

Analysis of only European ancestry (Supplementary Table 5-S4) and only African 
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ancestry (Supplementary Table 5-S5 and Supplementary Figure 5-S3) Stage 1 cohorts 

showed no unique association signals. Of the 22 genome-wide significant loci described in 

our study, 9 have been previously described as genome- (or exome-) wide significant in 

studies of COPD13,16-19: HHIP, CHRNA5, HTR4, FAM13A, RIN3, TGFB2, GSTCD-NPNT, 

CYP2A6, and IL27-CCDC101.  The remaining 13 loci have not been previously associated 

with COPD at genome- (or exome-) wide significance. Eight of these 13 loci: 

ADGRG6/GPR126, THSD4, ADAM19, TET2, CFDP1, AGER, ARMC2, and RARB have 

been previously described and replicated (Supplementary Table 5-S6) in general 

population GWASs of two measures of lung function (FEV1 and FEV1/FVC) that are used 

in conjunction to diagnose COPD2,4-7,20,21. One locus near PID1 was previously associated 

with FEV1/FVC, but had not replicated in those studies4,6. Four loci are newly being 

described as genome-wide significant in association with either COPD or lung function: 

EEFSEC, DSP, MTCL1, and SFTPD (Figure 5-3). 

To explore the potential function and causal genes for our novel loci, in addition to 

using publicly available datasets and prioritization tools (Supplementary Table 5-S7), we 

also examined a larger set of lung expression quantitative trait loci (eQTL) in 1038 

subjects, including subjects with COPD22 (Supplementary Table 5-S8). As eQTL are 

pervasive, we also attempted to determine whether our association signal co-localized23 

with an eQTL signal in lung tissue (Supplementary Table 5-S9).  We found strong 

evidence of co-localization (posterior probability > 0.8) for DSP, a major protein of 

desmosomes required for epidermal integrity 24, and MTCL1, important in epithelial-cell-

specific microtubule stabilization25,26, and expressed in respiratory epithelial cells27. 

Variants in strong LD with our top MTCL1 variant rs647097 

(NC_000018.9:g.8808464T>C) appear to have enhancer histone marks in fetal lung 

fibroblasts28,29.  In contrast, we found no evidence of a strong eQTL signal or co-

localization at our other two novel loci.  At 3q21, EEFSEC is a potential candidate, as it is a 

paralog of TUFM, a top blood and lung eQTL gene for the 16p11.2/IL27 COPD 

susceptibility locus19, recently part of a novel COPD-related pathway involving NLRX130-

32.  At 10q22, pulmonary surfactant-associated protein D (SFTPD) is the most likely 

candidate, as it is highly expressed in pneumocytes27, and sftpd (-/-) mice develop 

pulmonary emphysema33.  SFTPD has been explored as a COPD biomarker34, and while 
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rs721917 (NC_000010.10:g.81706324A>G) is not an eQTL, polymorphisms in SFTPD, 

including rs721917, may lead to decreased surfactant protein D levels35; though the 

association of SFTPD polymorphisms with COPD susceptibility have been inconsistent. 

Our analysis also led to some additional insights into other previously described loci. We 

found evidence of COPD association and eQTL statistical co-localization in lung tissue 

(posterior probability > 0.8) for THSD4, HHIP, AGER, CHRNA3, and RARB 

(Supplementary Table 5-S9). Additional data on eQTLs (Supplementary Table 5-S8), 

cohort-specific associations at each locus (Supplementary Figures S1a-v), fine mapping 

(Supplementary Note and Supplementary Table 5-S10), causal gene (Supplementary 

Table 5-S11 and 5-S12), and other supportive analysis for previously described and novel 

loci can be found in the Supplementary Note. 

 We note that our top variant at DSP (rs2076295, NC_000006.11:g.7563232T>G) is 

also associated (P = 1.1x10-19) with pulmonary fibrosis8. Recently, a re-sequencing study36 

at the DSP locus identified a second fibrosis-associated variant, rs2744371 

(NC_000006.11:g.7554174A>C) with Pfibrosis = 0.002 and PCOPD = 0.04. We also note 

overlap at the FAM13A locus  (top fibrosis SNP8, rs2609255 

[NC_000004.11:g.89811195G>T]; Pfibrosis = 2.2x10−11, PCOPD = 1.9x10-7). We performed 

additional analysis to investigate genetic overlap using gwas-pw37 (see Supplementary 

Note). We confirmed overlap at the DSP and FAM13A loci with a posterior probability of > 

0.99, and additionally discovered overlap near MAPT/KANSL1 (top fibrosis SNP8, 

rs1981997 [NC_000017.10:g.44056767G>A]; Pfibrosis = 8.87×10–14, PCOPD = 4.5x10-3) with 

posterior probability of 0.84. While the MAPT/KANSL1 locus did not reach genome-wide 

significance in our study, we note its independent discovery in a genome-wide association 

in extremes of lung function7. Notably, for all four of these variants (in DSP [2], FAM13A, 

and MAPT), the fibrosis risk allele is protective for development of COPD.  Emphysema, a 

key component of COPD, and pulmonary fibrosis are both smoking-related lung diseases 

that have both shared and distinct pathophysiology38-40, though genetic loci with opposing 

effects have not been previously described.  Additional investigation of these loci as a well 

as a more comprehensive assessment of genetic overlap of COPD and pulmonary fibrosis 

may lead to insight into both disorders. 
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Because our analysis relied on a spirometric definition of COPD alone, we did not 

specifically exclude other causes of airway obstruction such as asthma, which can overlap 

with COPD in adults41. To define COPD, we used pre-bronchodilator spirometry, which 

was available across all cohorts, and we included at least moderately affected cases (FEV1 

< 80% predicted). We examined the top set of genome-wide significant results in a subset 

of our largest cohorts with both pre- and post-bronchodilator data and densely imputed 

genotypes; overall, the effect sizes (mean difference = 0.001) and P values (mean log10 P 

value difference = 0.18) were similar (Supplementary Table 5-S13 and Supplementary 

Figures 5-S4 and 5-S5). In addition, a recent GWAS of FEV1, FVC, and FEV1/FVC did 

not find substantial differences including and excluding subjects with asthma7. In the 79 

variants tested in Stage 2, we found no significant difference in the OR for COPD 

association when including and excluding individuals with asthma (Supplementary Figure 

5-S6).  

We examined COPD associations of genome-wide significant asthma (and asthma-

associated traits) loci from the NHGRI-EBI GWAS Catalog42 (Supplementary Table 5-

S14). We also compared our COPD association results to the GABRIEL asthma study43 

(Supplementary Tables 5-S15). None of the genome-wide significant loci from asthma 

and COPD overlapped. Further, no asthma or COPD loci showed Bonferroni-adjusted (for 

number of look-ups) significant association with the other disease, though several loci 

showed nominal (P<0.05) significance. The 16p11.2 (CCDC101) locus has been described 

in the joint susceptibility to asthma and obesity10. COPD susceptibility is strongly related to 

cigarette smoking. Two of our loci (15q25 and 19q13) have been previously associated 

with smoking behavior44,45, though we found no additional evidence of overlap in genome-

wide significant variants described in the NHGRI-EBI GWAS Catalog42 and Tobacco and 

Genetics Consortium GWAS45 (Supplementary Tables 5-S16, 5-S17 and 5-S18). We 

additionally evaluated overlap of our top 22 loci with COPD comorbidities 

(Supplementary Table 5-S19) and radiographic imaging features (Supplementary Table 

5-S20). 

In contrast to minimal overlap in genome-wide significant results with asthma and 

smoking, we discovered a significant overall genetic correlation of COPD with asthma 



154 

(rgenetic = 0.38, P = 6.2x10-5) using LD score regression in our European-ancestry 

subjects46,47. We also assessed genetic correlation with population-based lung function, 

pulmonary fibrosis, smoking behavior, and two common COPD comorbidities, coronary 

artery disease and osteoporosis.  We identified significant correlation of COPD with lung 

function and two aspects of smoking behavior, but not with common comorbidities or with 

pulmonary fibrosis (Figure 5-4). The lack of significant correlation of COPD with 

pulmonary fibrosis may indicate our overlapping loci for COPD and pulmonary fibrosis are 

not representative of a broader disease correlation; alternatively, it could reflect limited 

sample size or a mix of positive and negative genetic correlations across the genome for the 

diseases.  In potential support of this latter hypothesis, and in contrast to the loci we 

describe in this study, are recent descriptions of rare variants in telomerase genes 

predisposing to both emphysema, a key feature of COPD, and pulmonary fibrosis40,48. Our 

analysis of partitioned heritability identified COPD genetic association enrichment in fetal 

lung tissue (coefficient P = 3.5x10-7); other bioinformatics analyses also support functional 

annotation of COPD associations to lung tissue or lung cell types (Supplementary Note). 

Our study is, to our knowledge, the largest genome-wide association study of COPD 

cases to date and includes over 60,000 subjects (including 15,256 COPD cases) in the Stage 

1 analysis.  We chose to combine subjects of different ethnicities, hypothesizing that shared 

COPD risk factors across ethnicities would outweigh power loss due to heterogeneity.  

While methods have been developed that can more rigorously assess the degree of overlap 

and provide additional power in this setting49, none of our non-white cohorts were 

sufficiently sized or powered for these analyses. COPD is also a highly heterogeneous 

disease; whether a more precise phenotypic definition would result in greater power is not 

clear. We used a staged study design and examined overall meta-analysis P-values to 

determine genome-wide significance. Thus, 9 loci (TET2, CFDP1, TGFB2, AGER, 

ARMC2, PID1, MTCL1, SFTPD, and CYP2A6) from our Stage 1 analysis, which only 

reached genome-wide significance in either the Stage 2 UK BiLEVE analysis or the overall 

meta-analysis, should be further replicated. However, six of these 9 association signals are 

significant if we consider a Bonferroni correction (P < 6.3x10-4) for the 79 variants tested in 

Stage 2. Further, 8 of these 9 variants are more strongly associated in the overall meta-
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analysis compared to Stage 1; the exception is RARB, which has a previously reported 

association with both lung function4 and airflow obstruction21 (Table 5-1). 

 The majority of our significant loci overlap with lung function loci, strengthening 

the foundation for investigating the relationship of lung function variability in the general 

population to risk of developing COPD. These loci are unlikely to reflect susceptibility for 

asthma or for cigarette smoking; however, our association results as a whole show evidence 

of shared heritability with asthma (supporting investigation into shared genetic etiologies 

for these diseases) and cigarette smoking behavior (despite adjustment for smoking in our 

statistical model).  We identified functional annotation enrichment for fetal lung cells, 

supporting a role for early life events contributing to future risk of COPD. Finally, we 

identify loci that overlap with pulmonary fibrosis, but with opposite risk alleles. Our study 

highlights the important contribution of genetic association studies to understanding COPD, 

not only by identifying novel loci, but also illustrating relationships with other pulmonary 

traits and diseases. 
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Data Availability Statement 

The genome-wide association summary statistics generated in the Stage 1 analysis of the 

current study are available in the dbGaP repository, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gap/cgi-bin/study.cgi?study_id=phs000179.v5.p2  

The Stage 2 analysis summary statistics are available in Supplementary Table 3. 
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Table 

 

Table 5-1 : Overall study results showing 22 loci with genome-wide significant P values in overall meta-analysis following UK 

BiLEVE Stage 2 analysis. 

rsID 

Closest 

Gene Locus 

Risk 
Allel

e 

Alt 
Allel

e 

Risk Allele 

Mean Freq (Range) 

Stage 1 

OR (95% CI) 

Stage 1 

P Value 

UK BiLEVE (Stage 
2) 

OR (95% CI) 

UK BiLEVE 
(Stage 2)  

P Value 

Overall 

Meta-

Analysis 

P Value 

rs13141641 HHIP 4q31.21 T C 0.594 (0.524-0.886) 1.231 (1.183-1.281) 1.16E-24 1.213 (1.16-1.267) 8.15E-18 9.10E-41 

rs17486278 CHRNA5 15q25.1 C A 0.351 (0.244-0.442) 1.224 (1.177-1.273) 2.61E-24 1.126 (1.077-1.178) 2.35E-07 1.77E-28 

rs7733088 HTR4 5q32 G A 0.602 (0.47-0.685) 1.178 (1.129-1.229) 4.40E-14 1.177 (1.127-1.229) 1.78E-13 5.33E-26 

rs9399401 ADGRG6 6q24.1 T C 0.724 (0.615-0.748) 1.141 (1.095-1.189) 3.59E-10 1.174 (1.119-1.232) 6.18E-11 1.81E-19 

rs1441358 THSD4 15q23 G T 0.332 (0.194-0.546) 1.132 (1.09-1.177) 2.06E-10 1.121 (1.071-1.172) 6.87E-07 8.22E-16 

rs6837671 FAM13A 4q22.1 G A 0.405 (0.364-0.582) 1.157 (1.115-1.2) 1.02E-14 1.066 (1.021-1.114) 3.75E-03 7.48E-15 

rs11727735 GSTCD 4q24 A G 0.936 (0.926-0.988) 1.266 (1.167-1.374) 1.55E-08 1.246 (1.144-1.357) 4.93E-07 3.84E-14 

rs754388 RIN3 14q32.12 C G 0.821 (0.804-0.865) 1.196 (1.136-1.258) 7.07E-12 1.108 (1.05-1.169) 1.85E-04 4.96E-14 

rs113897301 ADAM19 5q33.3 AT A 0.175 (0.052-0.187) 1.195 (1.13-1.263) 4.52E-10 1.127 (1.066-1.192) 2.79E-05 1.58E-13 

rs2047409 TET2 4q24 A G 0.618 (0.222-0.649) 1.101 (1.059-1.146) 1.58E-06 1.136 (1.087-1.188) 1.95E-08 2.46E-13*† 

rs2955083 EEFSEC 3q21.3 A T 0.881 (0.854-0.893) 1.195 (1.123-1.272) 2.00E-08 1.167 (1.093-1.246) 4.01E-06 4.16E-13 

rs7186831 CFDP1 16q23.1 A G 0.435 (0.226-0.472) 1.125 (1.07-1.183) 3.54E-06 1.116 (1.069-1.165) 6.63E-07 1.12E-11*† 

rs10429950 TGFB2 1q41 T C 0.731 (0.216-0.773) 1.117 (1.071-1.164) 1.83E-07 1.096 (1.044-1.15) 1.94E-04 1.66E-10*† 

rs2070600 AGER 6p21.32 C T 0.955 (0.85-0.987) 1.276 (1.151-1.414) 3.54E-06 1.208 (1.105-1.319) 2.96E-05 5.94E-10*† 

rs17707300 

CCDC10

1 16p11.2 C T 0.373 (0.109-0.433) 1.122 (1.079-1.167) 6.24E-09 1.063 (1.018-1.111) 6.10E-03 6.75E-10 

rs2806356 ARMC2 6q21 C T 0.184 (0.052-0.242) 1.125 (1.071-1.181) 2.84E-06 1.116 (1.057-1.178) 6.88E-05 8.34E-10*† 

rs16825267 PID1 2q36.3 C G 0.929 (0.874-0.942) 1.242 (1.149-1.342) 5.22E-08 1.131 (1.045-1.224) 2.27E-03 1.68E-09* 

rs2076295 DSP 6p24.3 T G 0.554 (0.442-0.581) 1.107 (1.067-1.149) 4.95E-08 1.061 (1.016-1.107) 7.45E-03 3.97E-09 

rs647097 MTCL1 18p11.22 C T 0.269 (0.259-0.399) 1.106 (1.06-1.154) 3.03E-06 1.089 (1.038-1.142) 4.66E-04 6.14E-09*† 

rs1529672 RARB 3p24.2 C A 0.831 (0.675-0.862) 1.162 (1.106-1.221) 2.37E-09 1.048 (0.991-1.109) 9.95E-02 2.47E-08 

rs721917 SFTPD 10q22.3 G A 0.422 (0.392-0.631) 1.092 (1.053-1.132) 2.11E-06 1.068 (1.023-1.115) 2.60E-03 2.49E-08* 

rs12459249 CYP2A6 19q13.2 C T 0.662 (0.617-0.702) 1.126 (1.071-1.183) 2.89E-06 1.077 (1.029-1.127) 1.35E-03 3.42E-08* 

OR = odds ratio, CI = confidence interval.  *Genome-wide significant in overall analysis only †Stage 2 results significant after 

Bonferroni.
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Figures 

 

Figure 5-1 : Study design showing the cohorts used in each stage of the analysis. 

ARIC = Atherosclerosis Risk in Communities Study, B58 = British 1958 Birth Cohort, CHS = Cardiovascular 

Health Study, COPACETIC = COPD Pathology: Addressing Critical gaps, Early Treatment & Diagnosis and 

Innovative Concepts, ECLIPSE = Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate End-

points, eQTL = Lung Expression Quantitative Trait Loci Study, FHS = Framingham Heart Study, KARE = 

Korean Association Resource project, MESA = Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis, NETT-NAS = 

National Emphysema Treatment Trial / Normative Aging Study, RS = Rotterdam Study, SPIROMICS = 

Subpopulations and intermediate outcome measures in COPD study , EOCOPD = Boston Early-Onset COPD 

Study, ICGN = International COPD Genetics Network, TCGS = Transcontinental COPD Genetics Study, UK 

BiLEVE = UK Biobank Lung Exome Variant Evaluation; NHW = Non-Hispanic white, AA = African 

American, EA = European American.* Studies without genome-wide array genotyping (custom genotyping). 



166 

 

Figure 5-2 : Manhattan plot. 

Manhattan plot showing P values for Stage 1 analysis (small open diamonds) with overlay of overall meta-analysis P values for SNPs analyzed in UK BiLEVE 

Stage 2 analysis (filled circles). Gene names in gray are previously described COPD or lung function (FEV1 or FEV1/FVC) loci; black are novel loci discovered 

in this study. The Stage 1 cohorts with available genotyping data (Supplementary Figures 1a-v) and the UK BiLEVE cohort determined the sample size for each 

top variant. The red dashed line indicates the threshold for genome-wide significance (P value < 5x10-8). 
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Figure 5-3 : Regional association for novel loci. 

LocusZoom plots showing regional association of variants at the four novel COPD loci. The point size is 

proportional to the sample size, where Stage 1 cohorts with available genotyping data (Supplementary Figures 

1a-v) and the UK BiLEVE cohort determined the sample size for each top variant.
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Figure 5-4 : Genetic correlation (using LD score regression) between COPD and other traits. 

Shading and numbers represents strength of correlation.  An asterisk indicates nominal (P < 0.05) 

significance, and a double asterisk indicates significant after Bonferroni correction for number of pairwise 

comparisons.  fev1fvc and fev1 = lung function (FEV1/FVC ratio and FEV1 from CHARGE/SpiroMeta4, 

asthma taken from the asthma GWAS by the GABRIEL Consortium43, ild = pulmonary fibrosis from 

Fingerlin et al.8,9, bilSmk = subset of smokers in the UK BiLEVE study7, smkCpd = cigarettes per day 

smoking from the Tobacco and Genetics (TAG) Consortium45, smkFormer = current versus former smokers 

from TAG, smkOnset = age of smoking initiation from TAG, smkEver = ever versus never smoking from 

TAG.  cad = coronary artery disease from the CARDIoGRAM study50, height51 and bmi (body mass 

index)52 from the GIANT consortium, bmdLumbar and bmdFemoral = lumbar and femoral bone mineral 

density, respectively, from the Genetic Factors for Osteoporosis (GeFOS) Consortium53. 
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Supplement 

 

Online Methods 

Study Cohorts 

We invited investigators from 22 studies with genome-wide association data and 

COPD case-control or general population samples with spirometry to participate in a 

genome-wide association meta-analysis. Additionally, we included four cohorts with 

Illumina HumanExome v1.2 and custom genotyping based primarily on prior top results 

from a previously published COPD GWAS13, using results with P < 1x10-4 using plink ‘--

clump’ on the COPDGene non-Hispanic whites to perform linkage disequilibrium pruning 

(r2 < 0.8), preferentially retaining both an imputed and genotyped top SNP at each locus. 

An additional group of variants was a candidate panel, based on results from a previous 

candidate gene analysis54, as well as variants identified in association with lung function 

(supplementing the existing content on the array, which included variants from previous 

genome-wide association studies), including the lead SNP and a 200kb region around that 

SNP pruned for variants with P < 0.01 and r2 < 0.8, and additional top-ranked SNPs for 

COPDGene-specific analyses for lung function, bronchodilator responsiveness, 

exacerbations, and SNPs from candidate genes.  

The baseline characteristics of these 26 cohorts can be seen in Supplementary 

Table 5-S1. Each cohort obtained approval from appropriate ethical/regulatory bodies; 

informed consent was obtained for all individuals. (Further cohort-specific methods can be 

found in the Data Supplement.) As most of these cohorts did not have post-bronchodilator 

spirometry, we used a modified definition of GOLD criteria based on pre-bronchodilator 

spirometry: forced expiratory volume in 1 second (FEV1) < 80% and FEV1 to forced vital 

capacity (FVC) ratio of < 0.7 for cases, and FEV1 > 80% and FEV1/FVC > 0.7 for controls. 

Logistic regression was performed in each cohort, adjusting for age, sex, pack-years of 

smoking, ever-smoking status, current-smoking status, and ancestry-based principal 

components, as appropriate for each study. Summary statistics were assessed using 
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EasyQC55 version 10.1. More detailed cohort information, including cohort-specific 

methods, can be found in the Supplementary Note. 

Genome-wide association quality control 

Summary statistics, including effect allele and other allele oriented to the + strand, 

effect allele frequency, chromosome and position (hg19), and imputation quality were 

uploaded to a secure site at the Brigham and Women’s Hospital / Channing Division of 

Network Medicine.  Quality control assessments included assessing allele frequencies 

versus 1000 Genomes reference, standard error versus sample size, and quantile-quantile 

plots.  Variants with an imputation quality metric of < 0.3 (provided a higher threshold for 

imputation quality was not already implemented), a minor allele count (MAC) of < 20 

using the effective sample size or the number of cases and adjusted for imputation quality 

where applicable, were set to missing.  Variants were included for meta-analysis if they 

were present in at least 13 studies (those with European ancestry and at least 7 million 

markers passing all quality control filters). 

Staged GWAS meta-analysis 

 In Stage 1 of the analysis, we used Metal56,57 version 2011-03-25 to perform a fixed-

effects meta-analysis of genome-wide data from 22 studies and four additional COPD 

cohorts genotyped on an Illumina HumanExome v1.2 platform with custom content; this 

content included a set of COPD candidate genes and regions identified from prior COPD 

GWAS efforts13. We adjusted for inflation using genomic control correction in each study. 

We included study populations with subjects of non-European ancestry in the overall 

analysis, and additionally examined results limited to study populations of European 

ancestry.  To identify variants to test for association in Stage 2 in the UK BiLEVE study, 

we selected top results (P < 5x10-6) from the Stage 1 meta-analysis. We selected one lead 

variant from the chromosome 15q25, FAM13, and HHIP regions, as all of these have been 

described in multiple COPD GWASs13,16,17,21. For the remainder of the regions, we 

performed linkage disequilibrium pruning using the PLINK1.9 --clump procedure with an 

r2 of 0.5, additionally examining these SNPs for the number of cohorts with passing quality 

control at each variant and including SNPs in strong LD (i.e., part of the same clump) with 
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a lower degree of missingness. To identify independent results, we used GCTA-COJO58,59 

on the Stage 1 meta-analysis for variants with P < 5x10-6 using the default distance of 

10Mb. We used the COPDGene non-Hispanic whites (as the largest representative 

population) as the reference population for these analyses. An overall meta-analysis across 

the Stage 1 and Stage 2 (UK BiLEVE) cohorts was performed and variants with P < 5x10-8 

were considered genome-wide significant (Figure 5-1). 

Lung eQTL analysis 

 Lung expression quantitative trait loci (eQTL) were calculated from 1,111 human 

subjects who underwent lung surgery at three academic sites, Laval University, University 

of British Columbia (UBC), and University of Groningen, henceforth referred to as Laval, 

UBC, and Groningen, respectively. This lung eQTL dataset has been described 

previously22,60. Briefly, 66.7% to 91.2% of the individuals in this study were current or 

former smokers and 24.2% to 35.3% had moderate to severe COPD (GOLD spirometry 

grade 2 to 4). Whole-genome gene expression profiling in the lung was performed on a 

custom Affymetrix array (GPL10379). Microarray pre-processing and quality controls were 

described previously22,61,62. Probe sequences were mapped to the human genome (hg19) 

using Bowtie63 and probes not mapping to a coding region or having a common SNP (MAF 

≥ 5%) in their sequence were removed. Expression data were adjusted for age, sex, and 

smoking status using residuals obtained with the robust fitting of linear models function 

(rlm) in the R statistical package MASS. Residual values deviating from the median by 

more than three standard deviations were filtered as outliers. Genotyping was carried on the 

Illumina Human 1M-Duo BeadChip array.  

 Twenty-one out of the 22 SNPs (in main manuscript Table 5-1) were genotyped or 

imputed in the three cohorts, i.e. Laval, UBC, and Groningen. One of the SNPs, rs7186831, 

was not well-imputed; a proxy, rs11865296 in modest linkage disequilibrium (r2 = 0.54, 

1000 genomes phase 3, EUR) was used instead.  These variants were tested for association 

with adjusted expression traits (43,465 probe sets) in the lung. SNPs within 1 Mb up and 

downstream of the transcription probe set were considered as local-eQTL. Distant-acting 

eQTLs were further than 1 Mb away or on a different chromosome. Association tests were 

carried with PLINK1.964,65 in each cohort and then meta-analyzed using Fisher’s method. 
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All local eQTL with nominal P value < 0.05 in the meta-analysis were considered. To 

provide an additional overall estimate of eQTL significance, we considered a Bonferroni 

correction threshold ([0.05/(22 SNPs x 43,465 probe sets) = P value < 5.2 x 10-8]). 

Statistical analyses were performed in R3.2.366. 

Co-localization Analysis 

Co-localization of statistical signals between COPD genetic association and eQTL 

were examined using the coloc R package23. We used phenotypic summary statistics from 

individuals of European ancestry with genome-wide association data and all eQTL results 

and examined 500kb flanks around the top 22 genome-wide significant associations found 

in the overall meta-analysis (Table 5-1).   

Sensitivity Analysis 

 To estimate the effect of using pre- instead of post-bronchodilator lung function on 

our results, we examined the top set of genome-wide significant results in our largest 

cohorts with both pre- and post-bronchodilator data and densely imputed genotypes 

(COPDGene NHW and AA, ECLIPSE, NETT-NAS, and Norway / GenKOLS).  Since 

subjects from these cohorts (except for COPDGene) were included based on post-

bronchodilator values, including all subjects with COPD based on post-bronchodilator 

spirometry would lead to larger sample sizes and make comparison of P-values more 

difficult.  Thus, we chose a random sample of post-bronchodilator cases and controls that 

matched the number of pre-bronchodilator cases and controls.  We performed logistic 

regression using these equal sized set of pre- and post-bronchodilator cohorts, and meta-

analyzed the results.  

Asthma overlap analysis 

 We assessed the overlap between our results and known asthma susceptibility loci. 

We downloaded information on genome-wide significant (P < 5x10-8) associations with 

asthma and asthma-related traits including asthma and hay fever, asthma (childhood onset), 

asthma (corticosteroid response), bronchodilator response in asthma, pulmonary function 

decline, and severe asthma in the NHGRI-EBI GWAS Catalog42. Additionally, we 



 

173 

examined top associated variants (which were not genome-wide significant) in the 

susceptibility to the asthma-COPD overlap syndrome67. In all, we assessed the association 

statistics of 49 unique asthma-associated trait loci across 26 genomic regions in our Stage 1 

meta-analysis results. We also examined the asthma association statistics of our top COPD 

loci from overall meta-analysis using publically available asthma GWAS data from the 

GABRIEL Consortium43. For COPD loci not present in the GABRIEL Consortium asthma 

GWAS data, we attempted to examine proxy SNPs in LD (r2 > 0.5, 1000 genomes phase 1 

CEU) with our top COPD loci. 

To examine the genetic correlation47 of COPD and asthma over the entire genome, 

we performed LD score regression46 using summary statistics from publically available 

asthma GWAS data from the GABRIEL Consortium43.  For all comparisons using LD 

score regression, we filtered to HapMap3 variants, limited to European-ancestry subjects 

with genome-wide data, and filtered on missingness using default parameters in 

munge_sumstats.py.  For the GABRIEL data, we required a variant to be present in at least 

35 of the studies.  

Smoking behavior overlap analysis 

 We downloaded information on genome-wide significant (P < 5x10-8) associations 

with the traits “nicotine dependence” and “smoking behaviour” in the NHGRI-EBI GWAS 

Catalog42. We assessed these top smoking-associated SNPs in our Stage 1 meta-analysis 

results. We also assessed overlap of smoking and COPD in the publically available 

summary statistics from the 2010 Tobacco and Genetics Consortium GWAS45.  We 

evaluated our top COPD loci associations from overall meta-analysis with both cigarettes 

per day and ever-smoking traits. For COPD risk SNPs not directly analyzed in the Tobacco 

and Genetics Consortium GWAS, we attempted to examine proxy SNPs in LD (r2 > 0.5, 

1000 genomes phase1 CEU) with our top COPD loci.  

To examine the genetic correlation47 of COPD and smoking behaviours (cigarettes 

per day and ever-smoking status) over the entire genome, we performed LD score 

regression46 using summary statistics from our current COPD study as noted above and 
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publically available summary statistics from the 2010 Tobacco and Genetics Consortium 

GWAS45. 

Fine mapping analysis 

 We attempted to determine, at each locus, whether we could identify a potentially 

causal variant.  We performed these analyses using European ancestry subjects alone, and 

in all subjects with genome-wide data, and excluded variants that were not present in at 

least 80% of the full sample.  We assumed a single causal variant at each locus, examined a 

+/- 250kb region around the top variant, and calculated approximate Bayes factors using 

the method of Wakefield68 to determine the 95% credible set. While specific trans-ethnic 

mapping approaches69,70 can significantly assist in identifying causal loci, we found that the 

number of non-European samples in our study were likely insufficient to leverage these 

methods. 

Functional enrichment analysis 

 To identify enriched cell types for our COPD associations, we applied LD score 

regression to GenoSkyline71 lung tissue annotations (the default LD score regression 

annotations collapse lung into the cardiovascular tissue type), as well as cell-type specific 

annotations from LD score regression46. We also performed analysis using only the 22 

genome-wide significant loci and tested for enrichment of imputed chromatin marks from 

ROADMAP using HaploReg 4.129. Further, we applied a more sophisticated analysis 

adjusting for local linkage disequilibrium patterns, GoShifter72. Finally, we examined 

overlap with gene expression datasets using SNPsea73. 

Additional pulmonary fibrosis and COPD overlap analysis 

To further examine overlapping loci for COPD and pulmonary fibrosis, we combined 

summary statistics from our study and the pulmonary fibrosis GWAS by Fingerlin et al.8,9 

using gwas-pw37.  
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Causal gene analysis 

 For the genome-wide significant loci from the overall meta-analysis, we explored 

potential causative genes at each association locus using the PrixFixe method74, assuming 

co-function of all significant loci. As required by the PrixFixe method, we assured our 

genome-wide significant loci were present in dbSNP v13775 and were represented 

HapMap76 phase III data; for loci not meeting these requirements, proxy SNPs from 

HapMap phase III were selected based on strongest LD (r2) with index SNP (see 

Supplementary Table 5-S11 for details of the proxy variant used at each genome-wide 

significant locus). 

COPD comorbidity overlap analysis 

We assessed the overlap between our results and two common COPD 

comorbidities, coronary artery disease and osteoporosis (through bone mineral density 

traits). We downloaded information on genome-wide significant (P < 5x10-8) associations 

with these comorbidities as reported in the NHGRI-EBI GWAS Catalog42. We assessed the 

association statistics of these comorbid trait loci in our Stage 1 meta-analysis results.   

Quantitative imaging overlap analysis 

 To explore the relationship between our top COPD-associated variants and imaging 

features of emphysema and airway thickness, we queried data from a GWAS of COPD 

quantitative imaging features77. For each genome-wide significant COPD susceptibility 

locus in our overall meta-analysis, we assessed the corresponding quantitative imaging 

GWAS effect size, effect direction, and P value for association with the following 

quantitative imaging traits: %LAA-950 (percentage low attenuation area, using a threshold 

of -950 Hounsfield units); Perc15 (value of Hounsfield units at the 15th percentile of the 

density histogram); Pi10 (airway wall area: the value for a hypothetical airway of 10 mm 

internal perimeter obtained by plotting a regression line of the square root of the airway 

wall area versus the airway internal perimeter); and WAP (percentage of the wall area 

compared to the total bronchial area). 
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Gene set enrichment analysis 

As an attempt to minimize false positives in our gene set enrichment analysis, we divided 

the Stage 1 GWAS cohorts with full genome-wide data into two sets of roughly equal size. 

We then used i-GSEA4GWAS (http://gsea4gwas.psych.ac.cn)78 for each of the two GWAS 

data sets to assess enrichment of COPD GWAS loci in BioCarta 

(http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta_Pathways) and KEGG79 pathways as well as 

gene ontology (GO) terms80,81. We first evaluated GO terms and pathways with a false-

discovery rate (FDR) less than 5% in both analysis sets and then used a more stringent 

threshold of FDR < 1% to evaluate overlap of GO term and pathway enrichment in our two 

analysis sets. 
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Résumé 

Introduction : Le déficit en alpha-1 antitrypsine (DAAT) est une maladie héréditaire 

causée par des mutations dans le gène SERPINA1. Les individus atteints ont un risque 

augmenté de souffrir d'emphysème pulmonaire, particulièrement ceux ayant des 

antécédents de tabagisme. L’algorithme présentement employé en clinique pour identifier 

le DAAT comprend plusieurs étapes et utilise des techniques désuètes. 

Objectif : Ce projet vise à vérifier la faisabilité et l'utilité du séquençage d’ADN afin 

d’optimiser la détection du DAAT dans une cohorte de patients canadiens avec MPOC.  

Méthodes : Le séquençage des régions codantes du gène SERPINA1 fut effectué dans une 

cohorte de 400 patients MPOC provenant de l'étude Canadian Cohort of Obstructive Lung 

Disease (CanCOLD). 

Résultats : Au total, 19 variations génétiques, dont 15 mutations faux sens, ont été 

identifiées dans le gène SERPINA1. Parmi les mutations observées, trois génèrent des 

niveaux normaux d'alpha-1 antitrypsine (Pi M1 à M4), cinq sont connues pour causer un 

déficit léger à sévère (Pi Z, PLowell, F, I et S), et sept ont des effets inconnus. Trois individus 

ont été classifiés DAAT incluant deux homozygotes ZZ et un hétérozygote composé SZ. 

Soixante-et-onze patients (18%) étaient porteurs d’au moins un allèle déficient. Le 

séquençage d’ADN s’effectue à l’intérieur d’un délai de 48 heures, est peu coûteux et 

permet de déterminer de façon définitive la nature de l’anomalie génétique sous-jacente. 

Conclusion : Le séquençage d'ADN offre plusieurs avantages comparativement à 

l’algorithme à plusieurs étapes actuellement employé en clinique. L'utilisation de cette 

technique permettrait d'accélérer le diagnostic et diminuer les coûts et ainsi faciliter la prise 

en charge et le traitement des patients DAAT en fonction des recommandations des 

Sociétés de thoracologie sur les tests ciblés et le traitement substitutif.  
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Abstract 

Background: Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD) is one of the most common 

hereditary disorders. AATD is caused by genetic mutations in the SERPINA1 gene and is 

associated with increased risk of lung and liver diseases. Only a minority of AATD patients 

is identified and the current multi-step diagnosis algorithms are not helping to enhance 

recognition of this condition. 

Objective: The goal of this study is to evaluate the feasibility and effectiveness of DNA 

sequencing of the SERPINA1 gene as a single test to diagnose AATD. 

Methods: DNA sequencing of the coding regions of SERPINA1 was performed as a single 

diagnostic test to detect AATD. The frequencies of deficient alleles were evaluated in 400 

Canadian patients with chronic obstructive respiratory disease (COPD). 

Results: Nineteen genetic variants were identified including 15 missense mutations. These 

include three mutations known to generate normal protease inhibitor (Pi) M1 to M4 alleles; 

five causing deficient Pi alleles Z, S, PLowell, F, and I; and seven with unknown significance. 

Overall, at least 9.4% of alleles in this Canadian COPD cohort were deficient. Three 

patients were identified as AATD including two homozygotes ZZ and one compound 

heterozygote SZ. Seventy-one out of 400 patients (18%) were carriers of at least one 

deficient allele. DNA sequencing can be easily implemented, with a turnaround of less than 

48 hours, and a price that is lower than the multi-step algorithms currently used to diagnose 

AATD. 

Conclusions: DNA sequencing of SERPINA1 is effective as a single test strategy to detect 

AATD. Simplifying and improving diagnostic strategy will ultimately expedite the clinical 

decision-making process recommended by many national and international lung societies 

about targeted testing and augmentation therapy. 
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Introduction 

Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD) is an inherited disorder associated with 

accelerated rate of lung function decline and early onset emphysema. AATD is caused by 

genetic mutations in the SERPINA1 gene located on chromosome 14, which encodes an 

antiprotease called alpha-1 antitrypsin (AAT). The prevalence of AATD is estimated at one 

in 3,000 to 5,500 in the North American population1. Previous studies suggested that severe 

AATD accounts for 1% to 5% of COPD cases2-4, but the exact number for this specific 

population remains to be described. Clinicians frequently under recognize AATD and most 

cases are not diagnosed. The widespread under recognition of AATD may be related to the 

low awareness of this condition among physicians, incomplete penetrance of the genetic 

defect, clinical manifestations that are not exclusive to this condition, but also to the 

complexity of diagnosis4. This results in an unacceptable delay before the diagnosis is 

reached5. In Canada, a typical patient will experience a diagnostic delay of 7 years after the 

onset of respiratory symptoms6, which is not different from elsewhere5. 

Diagnostic methods for AATD vary by countries and regions, but usually follow a 

multi-step testing algorithm7-9. First, measuring the serum or plasma levels of AAT is 

typically used as an initial test in individuals with suspected deficiency. However, this 

strategy does not provide information about the genetic variants involved. In addition, acute 

inflammatory/infectious conditions may lead to falsely elevated AAT levels10. Second, 

targeted genotyping is considered with or independently of serum AAT measurements. 

Commercially available genotyping tests developed so far are testing only the most 

common mutations (S and Z) and not all known genetic variants in SERPINA1. This is a 

major limitation considering that over 250 gene variants have been reported11 [Exome 

Aggregation Consortium (ExAC), Cambridge, MA (URL: http://exac.broadinstitute.org) 

accessed November, 2015]. Third, presumptive genotypes of AAT can also be obtained by 

protease inhibitor (Pi) phenotyping. Pi typing is determined by isoelectric focusing of 

serum AAT and reflects the genotype at the SERPINA1 locus7. There are four main variants 

of AAT classified by their speed of movement during gel electrophoresis and labeled as fast 

(F), medium (M), slow (S), and very slow (Z)12. However, Pi typing only provides 

presumptive genotypes, has limited resolution (i.e. characterize a limited number of protein 

phenotypes), cannot detect heterozygote carriers of null variants, requires correlation with 
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the individual’s serum AAT level, and the outcome is sometime difficult to interpret. 

Finally, the gold standard to detect the deficiency is direct DNA sequencing. Historically, 

full-gene sequencing is considered laborious, expensive and not available in all centers13. In 

the current genomic era, these arguments are no longer valid and the time has come to 

develop a comprehensive genetic test for AATD and replace the multi-step testing 

algorithms into a single test that is inexpensive, fast, and accurate. 

The goals of this study were two folds. First evaluate the feasibility and 

effectiveness of DNA sequencing of the SERPINA1 gene as a single test to diagnose AATD 

in order to expedite the clinical decision-making process recommended by many 

organizations about targeted testing and augmentation therapy4,13. Second, test the 

frequencies of AATD alleles in a Canadian COPD population. 

 

Materials and Methods 

CanCOLD study 

The Canadian Cohort of Obstructive Lung Disease (CanCOLD) is a prospective 

multi-center cohort study in Canada specifically designed to increase our understanding of 

COPD and to improve the management of affected patients14. Importantly, CanCOLD 

represents a random sampling of the Canadian population. So far, 1,552 individuals over 

the age of 40 living in 10 cities across Canada were enrolled. All research participants were 

thoroughly phenotyped for COPD and related variables including sociodemographic, 

clinical, pulmonary function and CT scans of the chest. Three visits are scheduled at 

baseline, 18 months and 3 years. Only data from the initial visit is available for the current 

study. A subset of 400 CanCOLD participants with COPD was selected for DNA 

sequencing. The patients with the most severe COPD (GOLD 2+) and milder COPD with 

earlier age of onset were prioritized. Table 6-1 shows the clinical characteristics of these 

COPD patients. 
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DNA sequencing of SERPINA1 

DNA was extracted from 200 µL of frozen whole blood using QIAamp® DNA 

Blood Mini kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). The DNA quality and concentration 

was assessed by the UV absorbance ratio 260 nm/280 nm and UV absorbance 260 nm, 

respectively. Every sample was diluted to a final concentration of 50 ng/µL. The DNA 

sequences of the coding regions (i.e. exons 2 to 5) of the SERPINA1 gene were obtained by 

Sanger sequencing in 400 COPD patients. Primer sequences to evaluate the selected 

regions of SERPINA1 are provided in Table 6-2. PCR was performed in a final volume of 

25 μl containing 100 ng of genomic DNA, 1 U of HotStar Taq DNA polymerase (Qiagen), 

PCR buffer 1X, Q-Solution 1X, 160 µM of each dNTP and 0.2 μM of each primer. The 

PCR reaction was carried out on the GeneAmp® PCR system 9700 (Applied Biosystems) 

with the following cycling conditions: 15 minutes at 95oC, 35 PCR amplification cycles (15 

seconds at 94oC, 30 seconds at 60oC, and 60 seconds at 72oC), and 7 minutes at 72oC. The 

sequencing reaction was then performed using standard procedures and the product was run 

on the ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems). Sequencing files were assembled 

and analyzed using the EMBL-EBI Clustal Omega Multiple Alignment Tool 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). 

 

Results 

DNA sequencing of SERPINA1 

One important goal of this project was to evaluate DNA sequencing as a single test 

for the detection of AATD. The idea was to provide a diagnostic test at the DNA-based 

resolution, instead of relying on fluctuating levels of AAT protein in serum and the 

migrating velocity of the protein on gel. Table 6-3 describes time and cost (in Canadian 

dollars) to perform the test and the different components of the test including DNA 

extraction, quality control, PCR amplification, DNA sequencing, and data analysis. Please 

note that these metrics are estimated for a general genetic laboratory with available 

equipment including a thermocycler and a DNA sequencing system. As an example, time is 

estimated based on one laboratory technician processing one batch of 24 samples, which is 
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a convenient number to work with considering the 96-well DNA plate format. Overall, the 

process starting with blood takes approximately 13 hours and can be easily implemented in 

two working days. It should be emphasized that the amplification (PCR) and sequencing 

runs are automatic and require no hands-on time. Accordingly, the process takes about 8 

hours of hands-on time for an experienced laboratory technician. Reagent costs for 24 

samples is estimated at $680, or approximately 28$ per patient. Adding cost associated with 

staff member (13 hours x $30/hour = $390) will raise the cost to roughly 45$ per patient. 

Overall, this genetic test can diagnose AATD at the DNA-based resolution for a cost price 

of approximately 50$ CDN and with a turnaround of less than 48 hours. The volume of 

samples processed at the same time will influence cost and time. These metrics are likely to 

rise for smaller laboratory and decrease for higher throughput facilities. 

Frequencies of genetic variants and AATD alleles in a Canadian COPD population 

DNA sequencing of SERPINA1 was performed in 400 COPD patients from 

CanCOLD. Briefly, 19 genetic variants were identified (Figure 6-1). Table 6-4 shows the 

variants based on standardized genetic, nucleotide, protein, and Pi typing nomenclatures as 

well as allele frequencies among the 400 COPD patients. The allele frequencies of normal 

alleles in this population was 17.8% for M1 (Ala213), 45.5% for M1 (Val213), 13.9% for M2, 

11.1% for M3, and 2.4% for M4. Accordingly, 90.6% of alleles were normal. 

A number of genetic variants responsible for AAT phenotypes defined by isoelectric 

focusing of serum were identified. The most common was rs17580 causing the S phenotype 

with an allele frequency of 6.4%. Rs28929474 causing the Z phenotype was found at 2.4%. 

Rs28931570 and rs121912714 causing the I and PLowell phenotypes, respectively, were 

identified with an allele frequency of 0.25%. Finally, rs28929470 responsible for the F 

phenotype was found with an allele frequency of 0.13%. The S, Z, I, P, and F are known 

deficient alleles. Taking together, 75 deficient alleles were identified and indicated that at 

least 9.4% of alleles (75 out of 800) in this Canadian COPD cohort are deficient. 
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Additional missense genetic variants were identified, for which the AAT effect and 

clinical relevance are not known. This includes four variants in exon 2: rs745463238 

(Ser14Phe), rs111850950 (Ala60Thr), rs758820515 (Pro88Leu), and rs112030253 

(Gly148Trp). One more missense in exon 3 (rs759736224, Pro255Thr) and two in exon 4 

(rs141620200, Aal284Ser; rs201788603, Ser330Phe) were identified. The allele 

frequencies for all these missense variants varied from 0.13% to 0.25% (one or two 

heterozygote patients). Collectively, these variants account for 1.1% of all alleles. 

Interestingly, the Ser14Phe mutation was identified in one individual with PiSZ genotype, 

indicating that this mutation occurs on the background of the S or Z alleles. 

One newly identified variant was found and labelled c.738G>A based on standard 

nomenclature15. This variant is located in exon 3 and causes a G to A substitution at 

position 3 of codon 222 (AAG to AAA). This new variant is synonymous, i.e. does not 

change the lysine at position 222 of the protein, and is thus unlikely to have a functional 

impact. This new variant occurred on the M1 (Val213) background. 

Frequencies of AATD and carriers of deficient alleles in a Canadian COPD 

population 

Two patients had genotype AA for SNP rs28929474, meaning that these individuals 

carry two copies of the mutant Z allele and are thus confirmed cases of AATD. One patient 

was compound heterozygote SZ carrying allele A for SNP rs28929474 and allele T for SNP 

rs17580. Fourteen additional patients were heterozygotes for the Z allele. One SS 

individual was found and 49 additional patients carried the S allele. One patient was a 

carrier of the F allele with a T for SNP rs28929470. Two heterozygotes carriers of deficient 

alleles I (rs28931570-T) and P (rs121912714-T) respectively were also found. Figure 6-2 

illustrates the number of individuals in any combinations of normal and deficient alleles. 

Overall, 71 out of 400 patients (18%) were carriers of at least one deficiency allele. This 

includes three severely deficient (2 PiZZ and 1 PiSZ) and 68 mild to moderate deficient (2 

PiMP, 2 PiMI, 1 PiMF, 1 PiSS, 14 PiMZ, and 48 PiMS). 
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Discussion 

Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD) is one of the most common hereditary 

disorders in the world, with more than one million cases with PiZZ and PiSZ genotypes1. 

International and national lung societies and most particularly patient groups have had a 

tremendous contribution during the last 20 years to increase awareness about AATD. 

Unfortunately, practice gaps persist despite clear recommendations about appropriate 

patients suitable for targeted testing for AATD4,13. For example, the ATS/ERS statement 

recommended diagnostic testing for adults with persistent obstructive defects including 

emphysema, COPD, and asthma in which airflow obstruction is incompletely reversible as 

well as individuals with unexplained liver disease. Predispositional testing is also 

recommended for individuals with a family member with AATD. Why is it that only a 

limited number of clinicians are following these recommendations? One important 

bottleneck at many locations is the lack of a fast and accurate diagnostic test. In addition, 

most of the well-established laboratories for AATD are using outdated techniques to detect 

AATD. In the current era of genomic medicine, the diagnosis of AATD must go beyond the 

PiZ and S deficient alleles. A diagnosis at the DNA-based resolution is important to 

distinguish genetic and nongenetic (e.g. hepatic dysfunction) AATD as well as to determine 

a proper prognosis as some genetic variants are associated with pulmonary symptoms only 

while others cause pulmonary and hepatic symptoms. In addition, a definite genetic 

diagnosis would raise the level of awareness of the range of deficiency and stimulate 

further studies into their clinical relevance. In this study, we have used DNA sequencing to 

provide a complete assessment of the gene causing AATD, namely SERPINA1. DNA 

sequencing is providing diagnosis at the DNA-based level, which is the ultimate level of 

information needed for hereditary disorders. DNA sequencing can detect conventional Pi 

deficient alleles (e.g. Z and S), but also rare and novel genetic variants. Most importantly, 

DNA sequencing can be implemented in any laboratory with a standard DNA sequencing 

system, has a turnaround of less than 48 hours, and is cheaper than the multi-step testing 

algorithms used in most countries. 

 In this Canadian COPD cohort, 0.75% of patients were AATD, i.e. PiZZ and SZ, 

which is lower than 1.9% of PiZZ found in 965 severe COPD patients2. Random sampling 
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in this study14 and patients with a range of COPD severity may explained this difference. 

Despite this lower than expected ZZ homozygosity, deficient alleles together including Z, 

S, I, F and PLowell, account for nearly 10% of all alleles tested (75 out of 800). Overall, these 

alleles affect 18% of patients that have thus a genetic predisposition to develop COPD. 

Seven additional missense mutations were also identified, each in one or two patients. 

Unfortunately, the frequency of these mutations is too low to draw conclusions about their 

clinical significance and generate uncertainty for the diagnosis of nine additional patients 

(2.25%). One patient was a carrier of the F allele, which confers a dysfunctional protein 

with normal AAT blood levels16. This case further highlights the intrinsic limitation of 

relying on serum measurement of AAT and commercially available genotyping tests to 

establish the diagnosis of AATD. Overall, these results demonstrated the effectiveness of a 

diagnostic test performed at the DNA-based resolution. Studying the effects of known and 

newly identified genetic variants with serum levels of AAT and the clinical phenotypes of 

patients in this COPD cohort will be part of a future study. 

Registries of patients with AATD have been very valuable to carry out clinical trials 

and to understand the natural history of the disease17. For most national registries, the 

diagnostic of AATD is restricted to serum AAT levels and/or the most common mutations 

(PiS and Z). A comprehensive diagnostic test at the DNA-based level is needed to improve 

our ability to combine results across registries and understand the clinical relevance of rare 

mutations. This study highlights the importance of testing less frequent deficient alleles. 

Together, these rare alleles represent a significant number of patients with the potential of 

mislabeling their AATD status with the current testing procedure. This study demonstrated 

that DNA sequencing is fast, cheap, and accurate, suggesting that the time has come to 

replace the historical multi-step diagnostic algorithms used by most countries 7-9 by a 

single-step DNA sequencing test. Consistency in diagnosis at the DNA-based resolution 

has the potential to accelerate outcomes of existing registries, expedite the clinical decision-

making process recommended by many national and international lung societies for 

targeted testing and augmentation therapy4,13, and ultimately, improve quality of care for 

AATD patients. 
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Tables 

 

Table 6-1 : Clinical characteristics of COPD patients. 

Characteristics   

Number of patients 400 

Age (years; mean ± SD) 62.0 ± 7.5 

Sex – no. of patients (%)   

   Male 237 (59) 

   Female 163 (41) 

COPD GOLD Stage – no. of patients (%)   

   1 172 (43) 

   2+ 228 (57) 
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Table 6-2 : Primers to sequence the SERPINA1 gene. 

 Forward Reverse Amplicon 

Size (bp) 

Exon 2 5'- CAAGTACTTGGCACAGGCTGG -3' 5'- GGCCCATAATGCATTGCCAAGG -3' 873 

Exon 3 5'- GAAGCTGAGCCTCGAGGGATG -3' 5'- AGCAGTGACCCAGGGATGTG -3' 533 

Exon 4 5'- GAGGACACAGGAGTAAGTGGCAG -3' 5'- ACGGGCATCTTCAGGAGCTC -3' 405 

Exon 5 5'- AGACGTGGAGTGACGATGCTC -3' 5'- TACCCAGCCAGATGCTCCATG -3' 678 

 

  



198 

Table 6-3 : Time and cost to sequence the coding regions of SERPINA1 in batch of 24 

patients. 

Steps Time (min)* Cost for reagents (CDN) 

DNA extraction 210 $245 

Quality control (260/280 nm 

ratio) 

30 $5 

PCR amplification 260 $70 

Sequencing 240 $360 

Data analysis 40  

Total 780 (13 hours) $680 ($28.33/patient) 

*Time is estimated for one laboratory technician. 
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Table 6-4 : Nomenclature of the 19 genetic variants identified and allele frequencies in 

this Canadian COPD population. 

Exon rs # Nucleotide Protein Pi typing MAF 

2 rs745463238 c.113C>T Ser14Phe  0.13% 

2 rs150784949 c.171C>T Phe33Phe  0.13% 

2 rs28931570 c.187C>T Arg39Ccys I 0.25% 

2 rs111850950 c.250G>A Ala60Thr  0.25% 

2 rs758820515 c.335C>T Pro88Leu  0.13% 

2 rs709932 c.374G>A Arg101His M2/M4 16.25% 

2 rs20546 c.424C>T Leu118Leu  1.88% 

2 rs112030253 c.514G>T Gly148Trp  0.25% 

3 rs6647 c.710T>C Val213Ala M1 20.13% 

3 New c.738G>A Lys222Lys  0.13% 

3 rs28929470 c.739C>T Arg223Cys F 0.13% 

3 rs759736224 c.835C>A Pro255Thr  0.13% 

3 rs121912714 c.839A>T Asp256Val P Lowell 0.25% 

3 rs17580 c.863A>T Glu264Val S 6.38% 

4 rs141620200 c.922G>T Ala284Ser  0.13% 

4 rs201788603 c.1061C>T Ser330Phe  0.13% 

5 rs28929474 c.1096G>A Glu342Lys Z 2.38% 

5 rs13170 c.1188C>T Phe372Phe  0.25% 

5 rs1303 c.1200A>C Glu376Asp M2/M3 25.00% 

MAF, minor allele frequency.
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Figures 

 

 

Figure 6-1 : The exon-intron structure of the SERPINA1 gene and the localization of the identified genetic variants. 

Genetic variants are illustrated with their rs numbers if available with genotyping counts in parentheses for 400 individuals. Newly 

identified variants are illustrated in green and named based on standard gene mutation nomenclature15. Variants causing conventional 

Pi typing (M, S, Z, I, P and F) are illustrated in blue and red for normal and deficient alleles, respectively. The coding exons are shown 

in black and the untranslated regions in grey.
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Figure 6-2 : Number of patients identified in any pairwise combinations of normal 

and deficient alleles annotated based on the legacy nomenclature. 

The color of the squares illustrates the expected level of deficiency on a black and white 

scale where white indicates no deficiency and black indicates severe deficiency. *M1 

(Ala213).



 

CHAPITRE 7 

Discussion, conclusion et perspectives
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La maladie pulmonaire obstructive chronique est une maladie chronique des voies 

respiratoires se caractérisant par une réduction lente et progressive des fonctions 

respiratoires. Actuellement, aucun traitement n’existe pour renverser cette pathologie. 

L’identification de nouvelles cibles thérapeutiques est donc une priorité afin de diminuer 

les coûts sociaux-économiques de la MPOC. 

Cette thèse a pour but général d’approfondir nos connaissances sur la génétique de 

la MPOC pour en comprendre les bases moléculaires afin de contribuer au développement 

d’un traitement curatif. Pour accomplir cet objectif, quatre études sur différents aspects de 

la maladie ont été réalisées. La première de ces études s’est attardée à identifier des gènes 

et des voies biologiques impliqués dans le développement de l’obstruction respiratoire 

(Chapitre 3). L’étude suivante a déterminé des gènes possiblement causaux pour différents 

phénotypes pulmonaires dans le complexe majeur d’histocompatibilité, une région clé du 

génome humain pour le système immunitaire (Chapitre 4). La troisième étude, un projet 

international regroupant 26 cohortes sur la MPOC, a identifié de nouvelles régions 

chromosomiques de susceptibilité pour la maladie (Chapitre 5). Finalement, la dernière 

étude avait pour objectif de vérifier si le séquençage de l’ADN peut être employé comme 

outil de diagnostic pour le déficit en alpha-1 antitrypsine (Chapitre 6). Bien que chaque 

article ait sa propre discussion et conclusion, les résultats principaux ainsi que plusieurs des 

gènes identifiés sont décrits en détail dans les pages suivantes.  

7.1 Obstruction respiratoire 

 Mes premiers travaux de doctorat visaient à mieux comprendre les mécanismes 

impliqués dans le développement de l’obstruction respiratoire. Les études pangénomiques 

précédentes ont été fructueuses dans l’identification de régions chromosomiques et de 

variations génétiques[90,327–332]. Par contre, ces études n’ont pu identifier avec précision 

le ou les gènes causaux ni les mécanismes sous-jacents. Pour mieux comprendre les bases 

génétiques du développement de l’obstruction respiratoire, nous avons employé les données 

du consortium d’eQTL pulmonaire afin d’identifier des variations génétiques influençant 

l’expression de gènes, qui à leur tour sont associés à un ou des phénotypes respiratoires. 
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7.1.1 Modèle de causalité 

 La première étape de ce projet fut l’identification de modèles de causalité (causality 

models). Trois modèles différents ont été analysés lors de cette étude (causal, réactif, 

indépendant). Nos analyses ont détecté 169 triplets causaux (SNP  expression  

phénotype) pour le VEMS% et 80 pour le ratio VEMS/CVF. Aucun triplet n’a été identifié 

pour les deux autres modèles, ni pour la MPOC comme trait dichotomique. Parmi les 249 

triplets significatifs, 13 gènes avaient des fonctions biologiques pertinentes; 8 pour le 

VEMS prédit (BCL2L1, CADM2, CST3, CSTA, FLCN, NCR3, PPARGC1A et 

TNFRSF10B) et 5 pour le ratio (CD22, DEPDC6, GSTO2, MUC22 et SPINK5). La 

fonction des gènes CD22, CST3, GSTO2 et PPARGC1A ainsi que leurs mécanismes 

associés sont décrits en détail dans l’article. Pour ce qui est des 9 autres gènes, une 

description complète de leurs rôles dans le développement de l’obstruction respiratoire est 

présentée dans les paragraphes suivants. 

 BCL2L1 (BCL2 like 1) code pour une protéine impliquée dans la régulation de 

l’apoptose. Une étude parue en 2010[410] a démontré que l’extrait de fumée de cigarette 

augmentait l’expression de cette protéine chez les cellules dendritiques et augmentait 

également la survie de ces cellules. Une étude publiée en 2012 par Zhang et al.[411] a 

remarqué un phénomène semblable chez les neutrophiles. Les neutrophiles sanguins de 

sujets MPOC avaient une expression supérieure de BCL2L1 comparativement aux cellules 

de sujets sains. De plus, l’expression de ce gène corrélait négativement avec le VEMS 

prédit et le ratio VEMS/CVF. Dans notre étude, une expression supérieure de ce gène était 

associée à un VEMS prédit inférieur, ce qui correspond aux résultats de Zhang et al. 

 CADM2 (cell adhesion molecule 2) est impliqué dans l’adhésion cellulaire. Ce gène 

semble jouer un rôle important dans la prise de décision et les fonctions 

cognitives[412,413] et serait impliqué dans les habitudes de consommation du 

cannabis[414]. Ces résultats permettent de croire que CADM2 aurait un impact sur les 

fonctions respiratoires en jouant un rôle dans les habitudes de consommation des produits 

du tabac.  
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 CSTA (cystatin A), tout comme CST3, est une antiprotéase à cystéine (cysteine 

antiproteases). L’expression de ce gène est augmentée chez les fumeurs et est supérieure 

chez ceux atteints de MPOC[415]. Tout comme CST3, le VEMS prédit est inférieur lorsque 

CSTA est surexprimé. Ces résultats semblent contradictoires à ceux attendus puisqu’une 

augmentation de CSTA devrait protéger les poumons contre les nombreuses protéases 

présentes dans les poumons de sujets MPOC. Son rôle dans le développement de 

l’obstruction respiratoire pourrait se faire par son effet sur les kératinocytes, des cellules 

impliquées dans l'épithélium. Une étude publiée en 2011[416] a démontré que des 

mutations présentes dans CSTA avaient un impact sur les interactions cellule-cellule des 

kératinocytes. Des études antérieures ont démontré l’implication des kératinocytes dans les 

poumons (développement, inflammation, réparation)[417]. De plus, le gène FGF7 

(fibroblast growth factor 7), aussi connu sous le nom de facteur de croissance des 

kératinocytes (keratinocyte growth factor), est impliqué dans la réparation cellulaire dans 

les poumons[417–419]. CSTA pourrait donc influencer les fonctions respiratoires non par 

son rôle dans la balance protéase-antiprotéase, mais par celui sur les kératinocytes. 

 FLCN (folliculin) est un gène dont la fonction précise est toujours inconnue, mais 

celui-ci est probablement un suppresseur de tumeur. Actuellement, ce gène est 

principalement connu pour son implication dans le syndrome de Birt-Hogg-Dubé[420,421], 

une maladie génétique rare caractérisée par des pneumothorax et des kystes pulmonaires. 

En 2008, une étude n’a identifié aucun lien entre ce gène et le développement de la MPOC 

sévères et précoces chez 152 patients[422]. Ce gène pourrait influencer le développement 

de pneumothorax chez les patients MPOC, une condition plus fréquente chez ces 

individus[423]. Il serait donc intéressant de réaliser des études d’association pour ce gène 

dans une cohorte de sujets MPOC avec une fréquence élevée de pneumothorax. 

 NCR3 (natural cytotoxicity triggering receptor 3) produit une protéine qui 

augmente l’efficacité des cellules NK activées. Deux études ont établi un lien entre des 

variations génétiques localisées près de ce gène et les fonctions respiratoires[339,424]. 

Dans nos résultats, une expression réduite de ce gène était liée à un VEMS prédit inférieur. 

Dans le cancer du poumon, une expression plus faible de NCR3 dans les cellules 

mononuclées du sang périphérique corrèle à une survie diminuée[425]. Des études 
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supplémentaires devront être réalisées afin de vérifier si une corrélation semblable à celle 

du cancer du poumon est présente chez les patients MPOC et déterminer les mécanismes 

impliqués, car ceux-ci sont toujours inconnus.  

 TNFRSF10B (TNF receptor superfamily member 10b) produit un récepteur qui 

lorsque activé, provoque l’apoptose de la cellule[426–428]. Parmi les ligands de cette 

protéine on retrouve TNF-α, un gène associé à plusieurs reprises à la MPOC[8]. Une étude 

parue en 2009[429] a démontré que chez des cellules de muscles lisses de patients 

asthmatiques, l’expression de TNFRSF10B (TRAILR2) est augmentée. Morissette et al. ont 

démontré en 2008[430] que les niveaux protéiques de ce récepteur étaient augmentés dans 

le parenchyme pulmonaire de patients emphysémateux. Wu et al.[431] ont également 

observé des niveaux supérieurs de cette protéine dans le sérum sanguin de patients MPOC. 

De plus, les niveaux corrélaient négativement avec les fonctions respiratoires (VEMS 

prédit, ratio VEMS/CVF) et corrélaient également avec l’inflammation. Dans notre étude, 

une expression supérieure de ce gène était associée à un VEMS prédit plus faible, ce qui 

concorde avec la littérature. 

 DEPDC6 (DEP domain containing MTOR interacting protein) est un régulateur 

négatif de mTORC1 et mTORC2, des complexes protéiques impliqués dans plusieurs 

mécanismes cellulaires. Chez le fétus, ces deux molécules sont impliquées dans le 

développement des poumons[432]. Outre ce rôle, mTORC1 jouerait un rôle protecteur dans 

les poumons[433]. Fait intéressant, le gène FLCN, que nous avons identifié dans cette 

étude, serait un régulateur de mTORC1[434]. Dans nos résultats, une expression élevée de 

DEPDC6 est reliée à un ratio VEMS/CVF diminué. Une expression supérieure pourrait 

donc provoquer l’inhibition de mTORC1 et mTORC2, et donc rendre le poumon 

susceptible aux dommages cellulaires. 

 MUC22 (mucin 22) fait partie de la famille des mucines, une famille de gènes 

impliquée dans la composition de mucus. Ce gène fut associé à l’asthme[435] et à la 

panbronchiolite diffuse[436], deux pathologies pulmonaires importantes. MUC22 est 

surexprimé par les cellules épithéliales lors d’infections virales[437]. Un ratio VEMS/CVF 

moindre était associé à une expression supérieure du gène dans nos résultats. Ces données 
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permettent de croire que MUC22 pourrait participer à la surproduction de mucus observée 

chez certains patients MPOC, plus spécifiquement ceux avec bronchite chronique. 

 SPINK5 (serine peptidase inhibitor, Kazal type 5), aussi connu sous le nom de 

LEKTI (lympho-epithelial Kazaltype inhibitor), est un gène codant un inhibiteur des 

protéases. Des variations génétiques dans ce gène ont été associées au Syndrome de 

Netherton, une maladie cutanée caractérisée par de l’inflammation et des 

allergies[438,439]. Une étude parue en 2012[440] a démontré que les cellules épithéliales 

qui surexprimaient le gène produisaient une plus grande quantité de facteurs 

proinflammatoires (IL-6, IL-8). Dans notre étude, une surexpression de ce gène dans le 

tissu pulmonaire était associée à un ratio VEMS/CVF inférieur. Ce gène pourrait donc 

influencer le développement de l’obstruction respiratoire en contribuant à l’inflammation 

chronique. 

7.1.2 Voies biologiques 

 Les gènes identifiés furent par la suite employés pour identifier des voies 

biologiques enrichies. Plusieurs voies associées à l’apoptose, la balance oxydant-

antioxydant et la régulation du système immunitaire étaient enrichies dans nos résultats. La 

balance oxydant-antioxydant et l’apoptose sont bien connues dans la MPOC. Tel que 

mentionné à la section 1.1.5.1.1, une trop grande présence de protéases dans les poumons 

résulte en des dommages aux cellules épithéliales et endothéliales pulmonaires. Ces lésions 

provoquent l’apoptose de ces cellules et participent à l’élargissement des alvéoles. Les 

gènes identifiés dans ce projet pourraient expliquer pourquoi l’apoptose est plus fréquente 

chez les cellules endothéliales de fumeurs MPOC comparativement à des fumeurs non-

MPOC[441]. La réponse immunitaire adaptative est en partie responsable des symptômes 

persistants suite à l’arrêt tabagique (section 1.1.5.1.2). Une dérégulation des voies de 

signalisation du système immunitaire pourrait expliquer ce phénomène chronique. 

7.1.3 Conclusion partielle 1 

 Ce projet a identifié de nombreux gènes et voies biologiques impliqués dans le 

développement de l’obstruction respiratoire. Ces résultats ont permis de mieux comprendre 

certains mécanismes précédemment impliqués (balance oxydant-antioxydant, apoptose, 
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système immunitaire) ainsi que d’en identifier des nouveaux (adhésion cellulaire, 

kératinocytes). De nouvelles études sont nécessaires afin de déterminer la fonction précise 

de certains gènes et de vérifier si ceux-ci participent réellement au développement de la 

MPOC. De plus, certains gènes pourraient être impliqués dans des sous-groupes 

particuliers.  

7.2 Complexe majeur d’histocompatibilité 

 Les travaux suivants ont porté sur le complexe majeur d’histocompatibilité (major 

histocompatibility complex; MHC) et son rôle dans certaines maladies pulmonaires. Cette 

région, aussi connue sous le nom d’antigènes des leucocytes humains (human leukocyte 

antigen; HLA), est une région clé du génome humain pour le système immunitaire. Depuis 

sa découverte chez la souris en 1936[442], les variations génétiques et gènes de ce locus ont 

été reliés à plus d’une centaine de pathologies différentes[398] (e.g. cancer du 

poumon[376,377], maladie cœliaque[443,444], maladie inflammatoire chronique de 

l’intestin[445,446], MPOC[339,447–484], et psoriasis[485,486]). Tel que mentionné 

précédemment, ce locus possède une densité élevée de gènes. La région est aussi 

caractérisée par un déséquilibre de liaison important[399]. Ces deux observations 

compliquent grandement l’interprétation des résultats car elles rendent l’identification du 

ou des gènes causaux difficile.  

 Pour améliorer nos connaissances sur cet important locus, les données du 

consortium d’eQTL pulmonaire ont été utilisées afin d’identifier des gènes causaux pour 

plusieurs maladies et phénotypes pulmonaires (asthme, cancer du poumon, sévérité de la 

fibrose kystique, fonction respiratoire, maladie pulmonaire interstitielle). Bien que la 

MPOC ne soit pas le sujet principal de cette étude, les résultats obtenus ont permis 

d’approfondir nos connaissances sur plusieurs phénotypes associés. 

7.2.1 Génome  

 La première étape de ce projet fut la vérification de la présence d’eQTL 

pulmonaires dans cette région et de comparer le nombre d’eQTL détectés avec d’autres 

régions du génome de même taille. Deux observations intéressantes furent effectuées lors 

de cette analyse. Premièrement, le complexe majeur d’histocompatibilité possède un 
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nombre important d’eQTL pulmonaire. Ce résultat était attendu puisque cette région 

chromosomique est extrêmement dense en terme de gènes (~50 gènes / Mb)[398,487] et 

des études antérieures avaient identifiées de nombreux eQTL dans cette région[488,489]. 

La deuxième observation est le nombre élevé d’eQTL sur le chromosome 19. Tout comme 

le MHC, le chromosome 19 comporte de nombreux gènes. Celui-ci est le chromosome avec 

la plus haute concentration de gènes par Mb[490]. Autre fait intéressant, deux études 

indépendantes ont détecté des « hotspot » d’eQTL distant sur ce chromosome[491,492]. 

Ces « hotspot » sont des variations génétiques impliquées dans de nombreux eQTL distant. 

Dans une étude de Wright et al. parue en 2014[492], un SNP localisé sur le chromosome 19 

participait à un eQTL local et 19 eQTL distant. Dans une étude de Yang et al.[491], un 

eQTL local et 13 eQTL distant composaient le « hotspot ». Bien que notre étude ne fût pas 

sur ce chromosome, ces résultats permettent de croire que celui-ci pourrait comporter de 

nombreux eQTL distant qui seraient importants dans les pathologies pulmonaires.  

7.2.2 Gènes causaux dans la région du MHC 

 Les analyses suivantes se sont attardées à bonifier les résultats obtenus par 

différents GWAS sur des phénotypes respiratoires avec des résultats significatifs localisés 

dans le MHC, plus précisément dans sa forme étendue (xMHC). 16 GWAS répondant à ces 

critères furent identifiés dans la littérature. Ceux-ci portaient sur l’asthme[400–405], le 

cancer du poumon[375,376,406,407], la sévérité de la fibrose kystique[408], les fonctions 

respiratoires[339,340,352,353] et la maladie pulmonaire interstitielle[409]. Des gènes avec 

des fonctions biologiques pertinentes ont été identifiés pour 4 des 5 phénotypes. Les 

paragraphes suivants décriront les résultats obtenus. 

Pour l’asthme, 7 gènes (AGPAT1, CDSN, HLA-DPB1, HLA-DPB2, HLA-DQB1, 

HLA-DQB2 et TAP2) participaient à des eQTL pulmonaires. Parmi ceux-ci, HLA-DPB1/2, 

HLA-DQB1/2 et TAP2 sont tous des gènes codant des protéines présentatrices d’antigènes. 

Les gènes HLA sont étudiés dans l’asthme depuis les années 1970[493,494]. Différents 

gènes HLA sont reliés à différents sous-types de la maladie. Par exemple, le gène HLA-

DRB1 est associé à l’asthme allergique, tandis que HLA-DPB1 à l’asthme avec intolérance 

à l’aspirine[495]. Cette famille de gènes semble influencer l’asthme en ayant un impact sur 

les allergies, l’un des principaux facteurs de risque de la maladie. Les individus avec un 
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système immunitaire sensible sont plus à risque d’avoir une réaction allergique à des 

allergènes à priori inoffensif, ce qui peut alors occasionner une crise d’asthme. Le gène 

AGPAT1 (lysophosphatidic acid acyltransferase, alpha) code une enzyme qui convertit 

l’acide lysophosphatidique (LPA) en acide phosphatidique (PA). Avant cette étude, ce gène 

n’avait jamais été associé à l’asthme ou autre maladie pulmonaire. Par contre, la voie 

biologique autotaxine-LPA, dont fait partie le gène, a été associée à cette maladie à 

quelques reprises[496–499]. Une des principales études de ce domaine a été publiée par 

Park et al. en 2013[498]. Les auteurs ont remarqué que la concentration d’autotaxine et de 

LPA était supérieure chez les sujets asthmatiques ayant subi une provocation avec un 

allergène. La LPA est connue pour accroître la contractilité du muscle lisse[499] et ce 

phospholipide est maintenant étudié comme possible biomarqueur pour l’asthme[497]. Nos 

résultats pour le gène AGPAT1 concordent parfaitement avec ceux de la littérature puisque 

l’allèle de risque pour l’asthme est associé à une diminution de l’expression du gène. Une 

accumulation de LPA pourrait donc être impliquée dans des crises d’asthme plus sévères et 

plus régulières vu l’accroissement de la sensibilité du muscle lisse. Réduire les niveaux de 

LPA chez les sujets asthmatiques pourrait aider à diminuer les symptômes de la maladie. 

Le dernier gène associé à l’asthme dans cette étude se nomme CDSN (corneodesmosin). Ce 

gène est principalement associé à des maladies de peau telles que le psoriasis[500] et le 

syndrome de peau déciduale généralisée type B (inflammatory peeling skin syndrome) 

[501–503]. Le mécanisme impliqué pourrait être semblable à celui entre l’asthme et le gène 

responsable de produire la filaggrine (FLG). Palmer et al. ont publié un article en 

2006[504] qui établissait un lien entre deux variations faux-sens présentes dans le gène 

FLG et la susceptibilité à l’asthme. Les auteurs ont remarqué que les sujets porteurs de ces 

mutations avaient un risque augmenté de souffrir d’asthme lorsque ceux-ci souffraient 

également de dermatite atopique. Chez les patients atteints de dermatite atopique, la 

barrière épithéliale présente à la surface des tissus est endommagée, ce qui permet aux 

allergènes de pénétrer dans les sous-couches et d’interagir avec les cellules présentatrices 

d’antigènes[505]. Cette interaction augmente les risques de souffrir d’allergies puisque 

l’organisme est déjà sensibilisé aux allergènes. CDSN pourrait donc avoir un impact sur le 

risque de souffrir d’asthme grâce à un mécanisme semblable à FLG. 
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 Les résultats d’eQTL pour le cancer du poumon ont identifié deux nouveaux gènes 

candidats, soit BTN3A2 et ZFP57. BTN3A2 (butyrophilin subfamily 3 member A2) code 

pour une protéine possiblement impliquée dans la réponse immunitaire 

adaptative[506,507]. Peu d’informations sont actuellement disponibles sur ce gène. Une 

étude sur le cancer des ovaires a démontré qu’une concentration élevée de BTN3A2 était 

associée à une infiltration supérieure de cellules T et à un meilleur pronostic[508]. Le 

même mécanisme pourrait également s’appliquer au cancer du poumon. Une étude publiée 

en 2008[509] a établi la même relation entre le nombre de cellules T (CD4+) et le cancer du 

poumon. Dans nos résultats, l’allèle de risque identifié dans le GWAS est associé à une 

expression réduite, ce qui corrobore les études précédentes. ZFP57 (ZFP57 zinc finger 

protein) est un régulateur de la transcription et participe au maintien de l’empreinte 

parentale (imprinting), un phénomène épigénétique. Celui-ci pourrait jouer un rôle dans le 

développement du cancer du poumon en ayant un impact sur l’expression d’IGF2 (insulin 

like growth factor 2). Tada et al. ont démontré que l’inactivation de ZFP57 est associée à 

une suppression de l’expression d’IGF2[510]. Une augmentation de l’expression d’IGF2 et 

une perte d’imprinting pour ce gène sont associées au développement du cancer du poumon 

et à une mortalité accrue chez les patients touchés[511–513]. Dans nos données, 

l’expression du gène est augmentée chez les sujets porteurs de l’allèle de risque, ce qui 

concorde avec les études précédentes  

 Pour les fonctions respiratoires, 9 gènes de susceptibilité ont été identifiés (HCG4B, 

HLA-A, HLA-F, HLA-J, IFITM4P, MICB, PSORS1C1, ZFP57 et ZSCAN31). HCG4B (HLA 

complex group 4B) produit un ARN non codant. HLA-A (major histocompatibility complex, 

class I, A) est un gène impliqué dans le système immunitaire et est régulièrement testé lors 

de transplantations de rein et de moelle osseuse[514,515]. Dans une étude parue en 

2016[516], un CNV couvrant ces deux gènes (HCG4B et HLA-A) fut associé à la MPOC et 

au VEMS. Le VEMS augmentait et le risque de souffrir de MPOC diminuait lorsqu’il y 

avait une ou aucune copie de ce CNV. De plus, la perte de copies diminuait l’expression 

des deux gènes. MICB (MHC class I polypeptide-related sequence B) code une protéine qui 

est un ligand pour le récepteur NKG2D de type II. La fonction du récepteur est de rendre les 

cellules susceptibles à la lyse par les cellules NK, lors de l’exposition à la fumée de 

cigarette[517] ou à une infection[518]. Dans notre étude, l’allèle de risque pour ce SNP 
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provoquait une augmentation de l’expression du gène. Une expression continue de MICB 

pourrait prédisposer les individus à une réponse inflammatoire exagérée lors d’exposition 

aux produits du tabac ou lors d’une infection. Cette réponse aggravée pourrait occasionner 

des effets délétères au tissu pulmonaire. ZFP57, relié au cancer du poumon dans notre 

étude, contient une variation génétique associée au tabagisme et aux fonctions 

respiratoires[353]. Dans cette étude, la variation en question fut associée au ratio 

VEMS/CVF en relation avec le tabagisme (déjà fumé vs jamais fumé), mais l’effet du SNP 

sur ces deux phénotypes n’est pas mentionné. Dans une étude de 2006[519], Silva et al. ont 

remarqué que les souris déficientes en IGF2 (Igf2-/-), gène régulé par ZFP57, avaient un 

retard de croissance pulmonaire à la fin de la gestation. Un mécanisme semblable pourrait 

être présent chez l’humain, ce qui se traduirait par des volumes pulmonaires plus faibles 

tout au long de la vie. Pour les derniers gènes (HLA-F, HLA-J, IFITM4P, PSORS1C1, 

ZSCAN31), il est plus difficile d’établir le lien entre leurs fonctions biologiques et les 

fonctions respiratoires. 

 Les maladies pulmonaires interstitielles sont un groupe de maladies rares caractérisé 

par de l’inflammation et de la fibrose pulmonaire[520]. Dans ce projet, l’allèle de risque 

était associé à des niveaux d’ARNm supérieurs de AGPAT1, le même gène que dans 

l’asthme. Cependant, l’effet de l’allèle de risque sur les niveaux d’expression était inversé 

entre les deux pathologies. Des niveaux supérieurs d’autotaxine et de LPA ont 

précédemment été observés dans des lavages broncho-alvéolaires[521], poumons[522] et 

condensats de l'air expiré (CAE)[523] de sujets souffrant de maladies pulmonaires 

interstitielles. En plus d’avoir démontré des niveaux supérieurs de LPA dans les lavages 

broncho-alvéolaires d’humains et de modèles murins, Tager et al. ont également remarqué 

que l’inhibition du récepteur LPA1 protègerait de la maladie[521]. Dans notre jeu de 

données, l’allèle de risque était associé à une expression supérieure du gène AGPAT1, ce 

qui devrait se traduire par une diminution de la quantité de LPA. Nos résultats semblent 

donc être en contradiction avec ceux de la littérature qui pointent vers une accumulation de 

LPA. Des études supplémentaires devront être réalisées afin de répliquer nos résultats et de 

vérifier si un mécanisme connexe pourrait expliquer cette disparité. 
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 La sévérité de la fibrose kystique est le seul phénotype analysé qui ne comportait 

aucun eQTL pulmonaire dans la région du MHC. Une explication possible est la présence 

d’eQTL conditionnel pour cette maladie. En effet, certains eQTL sont détectable seulement 

lorsqu’un ou des stimuli spécifiques sont présents[524,525]. Réaliser de nouveau cette 

étude en utilisant des poumons de patients souffrant de fibrose kystique permettrait peut-

être d’identifier un ou des gènes causaux dans cette région.  

7.2.3 Conclusion partielle 2 

Cette étude a permis d’approfondir nos connaissances sur de multiples phénotypes 

associés à la MPOC. De possibles gènes causaux pour l’asthme, le cancer du poumon, les 

fonctions respiratoires et les maladies pulmonaires interstitielles furent identifiés. Ces 

nouvelles cibles permettent de mieux comprendre comment le MHC influence ces 

différents phénotypes et maladies pulmonaires. De nouvelles études sont maintenant 

nécessaires pour confirmer le rôle de ces gènes et déterminer avec plus de précision les 

mécanismes impliqués.  

7.3 Régions de susceptibilité 

Le troisième article de cette thèse porta sur l’identification de nouveaux gènes de 

susceptibilité. Lors de la dernière décennie, un grand nombre d’études pangénomiques a été 

réalisée afin de comprendre la composant génétique de plusieurs maladies incluant la 

MPOC. Les six premières études sur ce sujet ont identifié 10 régions de 

susceptibilité[90,327–332]. Par contre, ces loci n’expliquent qu’une faible proportion du 

risque de développer la maladie. La réalisation de nouveaux GWAS avec des échantillons 

beaucoup plus importants est donc nécessaire pour identifier de nouveaux loci. Cet objectif 

a mené à la création de l’International COPD Genetics Consortium (ICGC), un 

regroupement de 26 cohortes provenant de huit pays, afin de réaliser le plus important 

GWAS sur la MPOC. 

7.3.1 Méta-analyse 

 Dans le GWAS de ICGC, 22 régions chromosomiques ont atteint le seuil de 

significativité (P < 5x10-8) lors de la méta-analyse. Parmi les 22 loci identifiés, quatre 
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(EEFSEC, DSP, MTCL1, SFTPD) régions jamais associées à la MPOC ni aux fonctions 

respiratoires furent identifiées. 

 DSP (desmoplakin), situé sur le chromosome 6p24.3, code une protéine essentielle 

des desmosomes, des structures impliquées dans les liaisons entre les cellules. Ces 

dernières sont importantes pour maintenir l’intégrité des tissus exposés à un stress 

mécanique important[526]. De nombreuses études ont démontré que des mutations dans ce 

gène provoquent une perte d’intégrité du tissu épithélial[527–531]. Chez les souris, des 

expériences ont déterminé qu’une expression supérieure de la forme sauvage du gène ne 

comportait aucun risque[532]. Par contre, les souris avec des mutations pathologiques et 

qui exprimaient à la hausse le gène, développaient de multiples problèmes cardiaques. Ce 

gène fut également associé à la fibrose pulmonaire dans un GWAS publié en 2013[409]. En 

plus d’effectuer une étude pangénomique, les auteurs de l’étude ont analysé l’expression du 

gène dans 194 poumons humains (100 patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique 

et 94 contrôles). Ils ont remarqué 1) que l’expression du gène était supérieure chez les cas 

et 2) que l’allèle de risque pour la maladie était associé à des niveaux d’expression 

inférieur. Les auteurs n’ont pu expliquer ces résultats qui semblent se contredire. Dans 

notre étude, l’allèle de risque pour ce gène était associé à une augmentation de l’expression. 

Un mécanisme semblable à celui du cœur ou de la fibrose pulmonaire pourrait participer au 

développement de la MPOC. Il serait intéressant de savoir si ce gène est associé à 

l’emphysème ou à la bronchite chronique plus spécifiquement.  

 EEFSEC (eukaryotic elongation factor, selenocysteine-tRNA specific) est un gène 

localisé sur le chromosome 3q21.3 et peu connu dans la littérature. Il serait impliqué dans 

l’incorporation de la sélénocystéine, un acide aminé non standard, dans les sélénoprotéines. 

De nombreuses protéines de cette famille seraient des antioxydants[533–535]. Celles-ci 

pourraient donc diminuer ou prévenir le stress oxydant, l’un des processus impliqués dans 

le développement de la MPOC. Tel que mentionné dans l’article, EEFSEC est un gène 

paralogue de TUFM, un gène récemment lié à la MPOC[536–538]. La combinaison de tous 

ces éléments pointe vers une implication possible de EEFSEC dans le développement de la 

MPOC.  
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 MTCL1 (microtubule crosslinking factor 1), mieux connu sous le nom de SOGA2, 

est impliqué dans la stabilisation des microtubules dans les cellules épithéliales[539,540]. 

Ce gène, présent sur le chromosome 18p11.22, est très peu connu dans la littérature. 

Considérant son rôle dans les cellules épithéliales, une dérégulation de ce gène pourrait 

donc faciliter le développement de la maladie. Cependant, les informations disponibles 

actuellement sont insuffisantes pour postuler sur les mécanismes impliqués. 

 La protéine codée par SFTPD (surfactant protein D) est impliquée dans le système 

immunitaire inné et dans le métabolisme du surfactant. Chez les souris Sftpd-/-, l’absence de 

cette protéine provoque le développement d’emphysème en bas âge[541,542]. Chez 

l’humain, cette protéine protègerait de la MPOC en diminuant la réponse immunitaire et la 

production d’oxydants tout en augmentant le nettoyage des cellules mortes[543]. Il est 

possible qu’un phénomène semblable à celui des souris soit présent chez certains patients 

MPOC.  

7.3.2 Corrélation génétique 

 Suite à la méta-analyse, nos résultats furent comparés à ceux de GWAS réalisés sur 

l’asthme, la densité minérale osseuse, la fibrose pulmonaire, l’indice de masse corporelle, la 

maladie coronarienne, le tabagisme, la taille, le VEMS et le ratio VEMS/CVF pour 

identifier des corrélations génétiques entre la MPOC et ces phénotypes associés. Ces 

analyses ont permis d’identifier des corrélations significatives entre la MPOC et l’asthme, 

le nombre de cigarette consommée par jour, le statut tabagique, la taille, le VEMS et le 

ratio VEMS/CVF. Ces résultats démontrent une fois de plus le lien important entre la 

MPOC et les fonctions respiratoires. La corrélation significative avec l’asthme démontre 

que ces deux maladies partagent des facteurs de risque génétique, ce qui vient appuyer la 

théorie du syndrome de chevauchement asthme-MPOC.  

7.3.3 Conclusion partielle 3 

Suite à la publication de cette étude, le nombre de régions associées à la MPOC est 

passé de 10 à 24. Parmi ces 14 nouvelles régions, quatre n’avaient jamais été identifiés dans 

des GWAS sur les fonctions respiratoires. Celles-ci comportaient des gènes avec des 

fonctions biologiques pertinentes pour le développement de la MPOC. Par contre, des 
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études supplémentaires devront être réalisées afin de confirmer et mieux comprendre leurs 

fonctions chez l’humain et leurs relations avec la maladie. De plus, il serait important de 

vérifier si ces gènes sont associés à l’emphysème ou la bronchite chronique plus 

spécifiquement. 

7.4 Déficit en alpha-1 antitrypsine 

 Le projet final de cette thèse consistait à faire le lien entre la recherche 

fondamentale et la clinique. Le déficit en alpha-1 antitrypsine représente de 1 à 5% de tous 

les cas de MPOC et sa fréquence chez ces patients est sous-estimée. Cette situation est 

causée par de nombreux facteurs dont une méconnaissance de la maladie chez les 

médecins, des symptômes non spécifiques et des techniques de diagnostic lentes et 

dispendieuses. Afin d’améliorer et d’accélérer le diagnostic de la maladie, nous avons 

collaboré avec l’étude CanCOLD pour 1) déterminer les variations génétiques du gène 

SERPINA1 présentes chez une population de sujets MPOC canadiens et 2) vérifier si le 

séquençage de l’ADN peut être employé comme outil de diagnostic.  

7.4.1 Séquençage 

 Le séquençage des exons codants du gène SERPINA1 a révélé la présence de 19 

variations génétiques chez les 400 sujets de l’étude. Huit des 19 variations participent à 10 

formes différentes de la protéine dont 5 de type Normal (M1, M1Ala213, M2, M3, M4) et 5 

Déficient (Z, S, F, I, P). De plus, 10 SNPs ont des effets inconnus sur la protéine et une 

nouvelle mutation fut également détectée. Les variations impliquées dans les formes Z 

(rs28929474) et S (rs17580) étaient présentes chez 4.25 et 12.5 % de nos sujets 

respectivement. Ces fréquences sont supérieures à celles observées dans la population 

européenne, ce qui n’est pas surprenant puisque nous étudions une cohorte de sujets 

MPOC.  

Dans notre étude, trois sujets (0.75%) étaient considérés déficients. Ce pourcentage 

est inférieur à celui de la littérature qui est de 1 à 5%. Plusieurs raisons peuvent expliquer 

cette situation. Tout d’abord, notre étude comporte principalement des sujets de stades 

précoces. Puisque les personnes atteintes du déficit développent un emphysème précoce et 

plus sévère, il n’est pas surprenant que la fréquence de la maladie soit moindre dans nos 
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sujets. Reproduire cette étude mais chez 400 sujets de stades avancés produirait 

probablement des résultats différents. Le groupe ethnique pourrait également expliquer une 

partie de la différence. Tel que mentionné à la section 1.2.2.1, la fréquence de la maladie 

varie grandement entre les groupes ethniques et ce projet est composé de villes 

multiethniques.  

7.4.2 Temps et coûts 

 Dans les recommandations des sociétés de thoracologies canadienne, américaine et 

européenne, le coût du séquençage était l’un des arguments pour expliquer sa non 

utilisation en clinique[45,220]. Notre étude a démontré que ce n’était plus le cas (~30$ par 

patient). Les technologies du séquençage de l’ADN évoluent à un rythme fulgurant, ce qui 

se traduit par une baisse des coûts tout aussi rapide. De plus, le temps nécessaire afin de 

réaliser ces analyses est court (13 heures de travail pour 24 patients), ce qui constitue un 

avantage comparativement aux techniques actuelles.  

7.4.3 Conclusion partielle 4 

 Ce projet a démontré que le séquençage de l’ADN possède tous les prérequis pour 

être employé en clinique (précis, rapide, peu dispendieux). L’utilisation de cette 

technologie améliorerait de beaucoup le diagnostic de cette maladie génétique. 

Actuellement, la disponibilité des équipements et du personnel qualifié sont deux facteurs 

qui peuvent empêcher l’établissement de cette technique en clinique.   

7.5 Conclusion et perspectives 

La MPOC est une maladie courante avec de graves conséquences sur la santé des 

patients. Celle-ci sera la troisième cause de mortalité à l’échelle planétaire d’ici 2030. 

Actuellement, aucun traitement n’existe pour cette maladie et en déterminer les causes 

moléculaires est maintenant une priorité afin d’accélérer le développement de thérapies 

curatives. Cette thèse s’est principalement intéressée à mieux caractériser la contribution 

génétique au développement de la MPOC. D’une part, les travaux réalisés dans le cadre de 

cette thèse ont permis d’identifier de nombreux gènes et régions chromosomiques 

impliqués dans le développement de la maladie et de plusieurs phénotypes pulmonaires 

associés (asthme, cancer du poumon, fonctions respiratoires, pneumopathie interstitielle 
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idiopathique). D’autre part, ces travaux ont également permis de confirmer l’utilité du 

séquençage de l’ADN comme outil de diagnostic pour le déficit en alpha-1 antitrypsine.  

Les traitements actuellement employés en clinique ont pour fonction de diminuer les 

symptômes de la MPOC, et non de traiter la maladie. Les résultats de cette thèse sont des 

cibles privilégiées pour de futures études sur cette maladie, tant au niveau fondamental que 

pour le développement de cibles thérapeutiques. Il est primordial pour ces études 

d’employer des sujets extrêmement bien caractérisés afin de déterminer si les gènes sont 

associés ou non à des sous-phénotypes cliniques précis (bronchite chronique, emphysème, 

syndrome de chevauchement asthme-MPOC). La découverte de gènes associés à des sous-

phénotypes précis permettrait de mieux comprendre pourquoi les symptômes sont différents 

entre les patients et d’un jour personnaliser les traitements.      
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