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GRAPP : Groupe de Recherche sur les Avancées en Pneumo-Pédiatrie
GINA : Global Initiative for Asthma

IL-* : Interleukine-*

PNE : PolyNucléaire Eosinophile

IFNy : InterFeroN y

TNF : Facteur de Nécrose Tumorale

Lymphocytes Treg : lymphocytes T régulateurs

FoxP3 : Forkhead transcription factor 3

HAS : Haute Autorité de Santé

ACT : Asthma Control Test

EFR : Exploration Fonctionnelle Respiratoire

VEMS : Volume Expiratoire Maximum en une seconde
DEM : Débit Expiratoire Maximal

SFAR : Score For Allergic Rhinitis
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1. INTRODUCTION

L’asthme se définit par des symptdmes récidivants de sifflements, d’essoufflement et de toux,
particulierement la nuit et au petit matin. Ces symptomes sont généralement associés a une
obstruction diffuse, mais variable, des voies aériennes, qui est au moins partiellement

réversible soit spontanément, soit sous traitement.

Il s’agit d’une maladie inflammatoire chronique des bronches fréquente, aux phénotypes
multiples, dont 1’histoire naturelle est encore mal connue. C’est la maladie chronique la plus

fréquente de ’enfance en particulier 1’asthme allergique.

L’asthme peut étre considéré comme la résultante de 1’environnement sur un terrain

prédisposé.

On estime chez I’enfant que la plupart des asthmes (70% environ) surviennent chez le sujet
atopique, tandis que 30% environ surviennent chez le non atopique (1). L’atopie intéresse 20
a 30% de la population générale. Elle est définie comme la prédisposition pour un individu a
développer une allergie vis a vis des allergénes de I’environnement. Ces manifestations
allergiques sont la dermatite atopique, surtout présente chez le jeune enfant, la rhinite
allergique et 1’asthme allergique. L’atopie est déterminée par la positivité des tests cutanés
vis-a-vis des allergénes de I’environnement, qui prouve ’existence d’IgE spécifiques des

allergénes testés a la surface des mastocytes dermiques (1).

L’asthme sévére

Les recommandations publiées par le GRAPP reprennent la notion de contrdle de 1’asthme.
Cette notion traduit la maitrise de la maladie et refléte donc ’activité de 1’asthme sur une
période récente, son caractere dynamique. Elle est a la fois plus réaliste et plus proche des

objectifs cliniques et fonctionnels et est indépendante du niveau de sévérité de 1’asthme.



L’objectif pour I’enfant est un contrdle total de I’asthme c’est-a-dire I’absence de symptome

diurne et nocturne et une fonction respiratoire normale.

Chez un enfant présentant un asthme non controlé, il convient d’envisager systématiquement
la possibilité d’un diagnostic différentiel. De plus, la recherche de facteurs associés a une
perte de contrdle de la maladie est impérative avant d’envisager toute modification
thérapeutique. Certains facteurs non évitables sont associés a une plus grande difficulté de
contrdle de I’asthme : bas niveau socio- économique, ethnicité. D’autres facteurs peuvent
faire 1’objet d’une intervention : I’application du traitement, certains facteurs intrinseques et
certains facteurs environnementaux. Ainsi rentrent en ligne de compte et doivent
régulierement étre évalués : 1’observance, la présence d’allergie et de polysensibilisation, un
tabagisme qu’il soit actif ou passif, la présence de facteurs psychologiques tels que ’anxiété
ou la dépression, une obésité, un reflux gastro-oesophagien, une infection (chlamydiae

pneumoniae ou mycoplasme pneumoniae) (2).

Selon les criteres du GINA revus en 2015, la sévérité d’un asthme est définie
rétrospectivement selon le niveau de traitement requis pour controler les symptomes et les
exacerbations (3,4). Un asthme sévere se définit par un non contrdle malgré des niveaux 4 ou
5 de traitement, soit de hautes doses de corticoides inhalés plus ou moins associées a des béta-

2 de longue durée d’action inhalés.

L’European Respiratory Society et I’American Thoracic Society considérent que la définition
d’un asthme sévére doit étre réservée aux patients ayant un asthme réfractaire et ceux chez

lesquels la réponse au traitement de maladies concomitantes est incompléte (4).



1.1 Physiopathologie de ’asthme

1.1.1 L’inflammation bronchique et les cellules et cytokines impliquées

L’asthme est « une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes dans laquelle de
nombreuses cellules jouent un rdle, notamment les mastocytes, les €osinophiles et les
lymphocytes T. L’inflammation entraine également une augmentation de la réactivité des
voies aériennes a une multitude de stimulis » (4). Cette maladie inflammatoire résulte d’une
réponse immune inappropri¢e secondaire a des facteurs environnementaux (virus, allergénes,

tabac..) chez des individus génétiquement susceptibles.

Dans ’asthme allergique, 1’inflammation bronchique aigiie est secondaire a un contact avec
b

un allergene. Il se déroule ainsi une réponse en deux temps :

- en premier lieu, une réponse précoce apres activation des cellules portant le récepteur
FceRI (mastocytes, macrophages, basophiles..) par les IgE spécifiques dirigés contre
des pneumallergénes. En découle une libération de médiateurs inflammatoires
(prostaglandines, histamine, leucotriénes..) responsables d’une fuite du secteur
vasculaire, d’un cedéme du mur bronchique, de 1ésions de I’intégrité de 1’épithélium,
d’une altération de la clearance du mucus, d’agrégats intra-bronchiques, le tout
aboutissant a une obstruction bronchique.

- Dans un second temps, une réponse plus tardive (6-9h) comprenant :

o Une stimulation médullaire

o Une différenciation cellulaire Th2 et activation cellulaire

o Une infiltration cellulaire par des éosinophiles, lymphocytes T, basophiles,
mastocytes...

o Une production de cytokines, de chimiokines et de molécules d’adhésion.



Les lymphocytes T semblent particuliérement importants dans la physiopathologie de
I’asthme. Plus particuli¢rement les lymphocytes Th2 qui sont sécréteurs d’interleukine 4 (IL-
4), d’interleukine 5 (IL-5), responsables de la communication isotypique des plasmocytes vers
la synthése d’IgE et de D’attraction et I’activation des polynucléaires €osinophiles (PNE).
D’autre part, il existe un déficit de réponse des lymphocytes Thl (sécréteurs d’interleukine 2
(IL-2), d’interféron y (IFNy) et de facteur de nécrose tumorale (TNF) qui vont orienter les
lymphocytes B vers la production d’IgG par I’intermédiaire de ’IFNy). C’est le déficit en
lymphocytes T régulateurs (ou Treg) qui pourrait étre responsable de cette anomalie de
balance Thl et Th2 (5). En effet, plusieurs études ont montré une diminution du taux de

lymphocytes Treg chez certaines populations de patients tels que les patients asthmatiques

(6).

De plus, 1’augmentation paralléle des maladies allergiques associées au mécanisme Th2 et
des maladies auto-immunes associées au mécanisme Thl suggere I’hypothése que ces deux
types de maladies peuvent résulter d’une déficience quantitative ou qualitative des

lymphocytes Treg qui contrdlent les réponses immunes Thl ou Th2 (7).

1.1.2 Les lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes Treg appartiennent a une sous population naturelle de lymphocytes T CD4+
capables d’induire les mécanismes de tolérance. L’identification des cellules Treg repose sur
I’expression d’antigeénes de surface (CD4+ CD25+), sur leur production d’interleukine 10 (IL-

10) et/ou de TGF-B, et sur I’expression de « forkhead transcription factor 3 » (FoxP3) (6).

Les lymphocytes Treg contrdlent le développement de maladies auto-immunes, rejet de

greffons et maladies allergiques et jouent ainsi un role clef dans la tolérance périphérique.



Alors que deux sous-populations distinctes de lymphocytes Treg ont été décrites, les mieux
connus sont les CD4+CD25+ Tregs qui émergent du thymus : les lymphocytes T régulateurs
naturels. Ils constituent 5-10% des lymphocytes T CD4+ périphériques. Ces cellules
expriment un nombre variable de marqueurs a leur surface tels que GITR, CTLA-4, CD152,
neurophiline et CD45 RO. Cependant, la molécule qui définit le mieux le phénotype et la

fonction des nTreg est le facteur de transcription FoxP3 (8).

Des études réalisées ces 20 dernicres années ont permis de montrer que les lymphocytes Treg
sont les cellules parmi les plus importantes de I’immunité acquise. La transcription du facteur
FoxP3 est essentielle pour leur fonction. Les lymphocytes Treg jouent un role majeur dans la

régulation des réactions allergiques en induisant puis maintenant une tolérance aux allergénes.

Les lymphocytes Treg inhibent directement 1’activation des cellules Th2 (suppriment la
production d’IL-4, IL-5, IL-9 et IL-13), bloquent la migration des cellules T effectrices dans
les tissus inflammatoires comme démontré récemment chez la souris. Il a ét¢ démontré que
chez les individus allergiques, le nombre de lymphocytes Treg est souvent plus bas et que leur

fonction est altérée (5).

Le premier indice suggérant que les lymphocytes Treg pouvaient jouer un rdle dans les
troubles allergiques chez les sujets humains provenait de 1'observation que les patients FoxP3-
déficients (avec immuno-dysrégulation, polyendocrinopathie, entéropathie, syndrome li¢ a
1'X) avaient trés souvent des maladies allergiques. Des études ultérieures ont analysé les Tregs
chez des patients atteints de maladies allergiques. Les Tregs provenant du sang périphérique
de sujets non atopiques et de sujets avec rhinite allergique suppriment la production des
cytokines venant des voies Thl et Th2. D'autres études ont montré une altération de cette
capacité suppressive des lymphocytes Treg chez les patients atopiques, surtout pendant la

saison des pollens. Le nombre de lymphocytes Treg circulants chez les enfants ayant guéri



d'une allergie aux protéines de lait de vache est plus élevé par rapport aux enfants toujours

allergiques (7).

1.2 Lymphocytes Treg et contrdle par la corticothérapie inhalée dans 1’asthme

Il y a peu mais d’importantes études concernant l'effet des glucocorticoides sur les

lymphocytes Treg chez les patients asthmatiques.

Provoost et al ont rapport¢ que l'expression de la protéine FoxP3 dans les cellules T
CD4+CD25+ était significativement plus faible chez les patients adultes asthmatiques stables
par rapport a des controles sains. Ils ont également observé une tendance a une expression
accrue de la protéine FoxP3 dans les cellules T CD4+CD25+ chez les patients traités par
glucocorticoides. En conclusion, ils ont suggéré que le traitement par glucocorticoides inhalés
chez les patients asthmatiques pouvait augmenter l'expression de la protéine FoxP3 (9).
Karagiannidis et al ont rapport¢ que les glucocorticoides systémiques augmentaient de
manicre significative 'expression de FoxP3 chez les patients adultes souffrant d'asthme

modéré et sévere (10).

Yuksek et al ont montré que les traitements par glucocorticoides inhalés chez les enfants
asthmatiques allergiques entralnaient une augmentation des cellules CD4+CD25+FoxP3+
confirmant que ces lymphocytes Treg jouent un rdle important dans la pathogénése de

I’asthme et la réponse au traitement (8).

Hartl et al ont montré pour la premicre fois chez des sujets humains en 2007 que les
lymphocytes Treg sont enrichis dans l'espace broncho-alvéolaire par rapport au sang
périphérique et sont parfaitement capables de supprimer les réponses des cellules T.
Cependant, chez les enfants asthmatiques ces mémes cellules pulmonaires diminuent en

nombre et ne parviennent pas a supprimer les réponses Th2. La prise d’une corticothérapie
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inhalée chez des sujets asthmatiques augmente le nombre de lymphocytes Treg pulmonaires

et restaure leur fonction suppressive (7).

1.3 L’ omalizumab (Xolair®)

L’omalizumab est un anticorps monoclonal humanisé¢ produit par la technique de I’ADN

recombinant sur une lignée cellulaire ovarienne de hamsters chinois.

Les indications reconnues sont chez I’adulte, I’adolescent et ’enfant (a partir de 6 ans)
présentant un asthme dont la dépendance aux IgE a été établie sur des critéres probants. Chez
I’enfant, I’omalizumab est indiqué en traitement additionnel, pour améliorer le controle de
I’asthme chez les patients atteints d’asthme allergique persistant sévere, ayant un test cutané
positif ou une réactivité in vitro a un pneumallergéne per annuel et qui, malgré un traitement
quotidien par un corticoide inhalé a fortes doses et un béta-2-agoniste inhalé a longue durée
d’action, présentent des symptomes diurnes ou des réveils nocturnes fréquents, et des

exacerbations séveéres et documentées de 1’asthme.

La dose et la fréquence adaptées de 1’omalizumab sont déterminées en fonction du taux initial

d’IgE (Ul/ml), mesuré avant le début du traitement, et le poids corporel (kg).

L’omalizumab est destiné a un traitement au long cours. Les études cliniques ont démontré
qu’un délai d’au moins 12 a 16 semaines peut étre nécessaire pour bénéficier de I’efficacité du
traitement par 1’omalizumab (11). Aprés 16 semaines de traitement, I’efficacité du traitement
doit étre réévaluée par le médecin avant de poursuivre les injections. La décision de
poursuivre 1’omalizumab apres ces 16 semaines, ou par la suite, se base sur I’observation

d’une amélioration significative du controle de 1’asthme.

Il n’existe pas de contre-indication a 1’omalizumab, sauf en cas d’apparition de réaction
d’hypersensibilité au composant ou excipient.
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L’omalizumab se fixe de manicre sélective aux IgE humaines. L anticorps est une IgG1 kappa
obtenue par la fusion d’une région d’origine humaine avec des régions de complémentarité se
fixant aux IgE et provenant d’un anticorps murin. L’omalizumab se fixe aux IgE et empéche
la fixation des IgE aux FceRI (récepteur de haute affinité des IgE) réduisant ainsi la quantité
d’IgE circulantes pouvant déclencher la chaine de réaction allergique. Le traitement des sujets
atopiques par 1’omalizumab a entrainé un phénoméne de rétrocontréle a 1’origine de la
diminution des récepteurs FceRI présents a la surface des basophiles. Par ailleurs, la libération
d’histamine in vitro, a partir de basophiles isolés traités par I’omalizumab a diminué

d’environ 90% aprés stimulation par un allergéne par rapport aux valeurs pré-thérapeutiques.
p p gene p pp p peutiq

Le prix des seringues de 0,5ml et Iml est respectivement de 226,14€ et 441,85€ (12).

1.4 Recherche de biomarqueurs pour évaluer I’efficacité de 1’omalizumab

Un biomarqueur correspond a une mesure biologique qui sert d’indicateur d’un processus

physiopathologique ou d’une réponse a une intervention pharmacologique.

Les recommandations américaines et européennes préconisent I’utilisation de I’omalizumab
dans les asthmes allergiques sévéres a composante Th2. Pour éviter les traitements inutiles et
couteux, le role des biomarqueurs susceptibles de prédire 1’efficacité de I’omalizumab sont

utiles.

En 2013, Hanania et al. ont mis en évidence, dans une étude multicentrique randomisée
américaine, trois potentiels biomarqueurs d’efficacité de I’omalizumab : la fraction exhalée

du monoxyde d’azote (FeNO), I’¢osinophilie sanguine et la Periostine (13).

L’étude des récepteurs aux IgE (FceRI) comme biomarqueurs a montré une réduction

significative de I’expression des FceRI sur les basophiles circulants chez les patients traités

12



par omalizumab. Cependant, cette réduction d’expression des FceRI semble étre répandue
chez tous les patients exposés quel que soit leur réponse clinique au traitement (14).
L’expression des FceRI ne semble donc pas étre un biomarqueur prédictif d’efficacité du

traitement par omalizumab.

1.5 Objectif

L’objectif de notre étude est de proposer le taux de lymphocytes Treg circulants dans le
sang périphérique (mesuré par marquage FoxP3) comme un nouveau marqueur de
I’efficacité de I’omalizumab en relation avec le controle de I’asthme d’enfants atteints

d’asthme allergique sévere.
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2. MATERIELS & METHODES

2.1 Type d’étude

Nous avons mené une étude longitudinale prospective monocentrique.

2.2 Population

Les critéres d’inclusion comprenaient les enfants et adolescents agés d’au moins 6 ans
présentant un asthme persistant sévere allergique, non contrdlé sous traitement maximal, chez

qui un traitement par omalizumab était indiqué selon les criteres de ’HAS.

Tous les enfants inclus étaient traités par des doses stables de corticoides inhalés depuis au
moins 3 mois. Le seuil correspondant a une forte dose de corticoides inhalés était défini par

une dose supérieure ou égale a 500ug par jour de fluticasone (ou équivalent) (15).

Etaient exclus les enfants ayant une autre immunothérapie associée, une mauvaise
compréhension de I’étude, ’absence de consentement ou refus, 1’absence de couverture

sociale.

2.3 Méthodes

2.3.1 ATlinclusion (JO), les parameétres évalués étaient :

- Le sexe et I’age de I’enfant

- La sévérité de I’asthme

- Le controle de I’asthme (controlé, partiellement contrdlé ou non contrdlé) en accord avec les
recommandations du GINA (4) par la prise en compte de la présence, ou non, de symptomes

diurnes ou nocturnes, d’une limitation dans les activités quotidiennes, de la nécessité de
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recours aux béta-2 de courte durée d’action, d’exacerbations, la mesure de I’ACT et la

fonction respiratoire.

- Les explorations fonctionnelles respiratoires (EFR) comportaient la mesure du VEMS de
base, le VEMS aprés bronchodilatateur, le DEM 25-75 de base et le DEM 25-75 apres
bronchodilatateur. La fonction respiratoire était mesurée par des méthodes de spirométrie
(SpiroDyn’R®, Dyn’R, Muret, France) en accord avec les recommandations de I’ American
Thoracic Society/European Respiratory Society (16) et exprimée en pourcentage de la valeur

théorique prédite en tenant compte du sexe, de la taille et du poids.

- La présence d’une atopie, recherchée par I’intermédiaire d’un interrogatoire médicalisé
provenant de I’International Study of Asthma and Allergy in Childhood (17) et a I’aide de

scores diagnostiques et de sévérité validés et d’une exploration allergologique standardisée :

% la présence d’eczéma actif ou ancien, d’allergie alimentaire, de symptomes de
rhinite allergique (questionnaire SFAR (18)).

% La recherche de sensibilisation aux pneumallergénes et trophallergeénes était
¢galement réalisée par des tests cutanés allergologiques positifs (définis par
une papule > 3mm et I’absence de réactivité du témoin négatif) confirmée par
des IgE spécifiques positifs (soit > 0,35 kU/L) (ImmunoCAP1; Phadia,

Uppsala, Sweden).

- Les biomarqueurs :
% Le dosage du taux de PNE dans le sang périphérique exprimé en valeur
absolue/mm3 (compte cellulaire par automatique Sysmex1; Roche

Diagnostics, Roissy, France).
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% Le dosage de lymphocytes Treg par I’expression de FoxP3 par une
méthode de cytométrie de flux sur des cellules mononuclées fraiches

isolées de sang périphérique.

2.3.2 Entre la 16" et la 24°™ semaine de traitement (J1), étaient réévalués :

- Le contrdle par la prise en compte de la présence, ou non, de symptomes diurnes ou
nocturnes, d’une limitation dans les activités quotidiennes, de la nécessité aux recours aux
béta-2 de courte durée d’action, d’exacerbations et la mesure de I’ACT en accord avec les

recommandations du GINA 2015 (3) et par la mesure des EFR.

- Les EFR comme précédemment décrit

- Un nouveau prélévement sanguin afin d’analyser a nouveau le taux de lymphocytes Treg et

le taux de PNE.

2.4 Statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne, en médiane ou en pourcentage avec dérivation

standard. Les associations statistiques ont été effectuées avec le logiciel R version 3.0.2

(http://www.r-project.org). Nous avons utilisé¢ les tests de student et Wilcoxon pour les
comparaisons de variables en JO et J1; et le test de Wald et le modele modele GEE
(generalized estimating equations) pour les régressions logistiques. Nous avons considéré un

p<0.05 comme statistiquement significatif.
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3. RESULTATS

3.1 Description de la population

21 patients ont été inclus pour un asthme sévére allergique ayant une indication a introduire

un traitement par omalizumab entre novembre 2011 et janvier 2015.

Le sexe ratio était de 2 (14 garcons pour 7 filles). L’age moyen était de 11,2 ans (6 a 17 ans,

sd = 3,51). On note que 1’age moyen chez les filles était plus ¢levé que chez les gargons (13,4

ans versus 10,2 ans respectivement).

Sur le plan de I’atopie, 47,6% des patients présentaient un eczéma actif, 76,2% présentaient

des symptdmes de rhinite allergique, 19% présentaient des allergies alimentaires (Tableau I).

Le VEMS moyen a ’inclusion était a 75,89%, le DEM 25-75 a 58,11% témoignant d’une

atteinte fonctionnelle importante.

Le taux moyen de lymphocytes Treg a 1’inclusion était de 4,57% et le taux moyen de PNE de

441,54/mm3 (Tableau I).

Tableau | : caractéristiques de la population

Population
N=21

Données cliniques

Sexe
Masculin
Féminin
Age (années)
Age filles
Age gargons

Eczéma actif
Rhino conjonctivite allergique
Allergie alimentaire

14 (66,6%)

7 (33,3%)
11,2 (sd = 3,51)
13,4
10,2
10 (47,6%)
16 (76,2%)

4 (19%)

Données paracliniques

VEMS (% de valeur attendue)
DEM 25-75 (% de valeur attendue)
Treg (%)

PNE (/mm3)

75,89 (sd = 11,32)
58,11 (sd = 25,46)
4,57 (sd = 1,51)
441,54 (sd = 284,63)
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3.2 Evolution des parameétres cliniques a JO (inclusion) et J1 (16-24 semaines)

Le controle de 1’asthme a JO et J1 était qualifié¢ de « contrdlé », « partiellement contrdlé » ou

« non controlé ».

Ainsi a JO, 20 patients (soit 95,2%) étaient non contrdlés et 1 patient (soit 4,8%) partiellement

contrdlé (Tableau II).

A J1 (16-24°™ semaine de traitement), 9 patients (soit 42,8%) étaient contrdlés, 11 patients

(52,4%) étaient partiellement contrdlés et 1 patient (4,8%) restait non contrdlé (Tableau II).

En regroupant les patients « partiellement contrdlés » et « non controlés », le test statistique
de Mac Nemar permettait de montrer qu’a J1 le « statut contrdlé » était statistiquement

significatif (p=0,0076).

A JO et J1, 100% des patients prenaient des moyennes ou fortes doses de corticoides inhalés
sans changement significatif entre les deux périodes. Ainsi, a JO, 16 patients (soit 76,2%) des
patients bénéficiaient de fortes doses de corticoides inhalés et 5 patients (soit 23,8%)

bénéficiaient de dose moyenne de corticoides inhalés contre 15 versus 6 a J1 (Tableau II).

Tableau Il : Evolution des paramétres cliniques a JO et J1
JO (incusion) J1 (16-24 semaines)
Population N =21

Controle :
Controlé 0 (0%) 9(42,8%)
Partiellement controlé 1(4,8%) 11 (52,4%)
Non controlé 20 (95,2%) 1(4,8%)
Niveau de traitement :
Faible dose 0 (0%) 0 (0%)
Moyenne dose 5(23,8) 6 (28,5%)
Forte dose 16 (76,2) 14 (66,6%)
Forte dose et corticothérapie orale 0 (0%) 1(4,8%)

Controle définit selon les critéres du GINA (3) ; niveau de traitement définit selon I'EPR (13)
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3.3 Evolution des variables paracliniques qualitatives et quantitatives a 1’inclusion et

aprés 16-24 semaines de traitement par omalizumab

Le pourcentage de lymphocytes Treg dans le sang périphérique des patients augmentait de
maniere significative entre JO et J1 : 4,57% a JO contre 5,65% a J1 (t-test p-value = 0,026/

wilcoxon p-value = 0,026) (Tableau III) (Figure I).

Le taux moyen de polynucléaires ¢éosinophiles diminuait de manicre significative :
441,54/mm3 a JO versus 320/mm3 a J1 (t-test p-value = 0,013/ wilcoxon p-value = 0,024)

(Tableau III) (Figure I).

Le VEMS moyen n’était pas significativement différent : 75,89% a JO versus 79,42% a J1 (t-

test p-value = 0,387/ wilcoxon p-value = 0,468) (Tableau III).

Le DEM 25-75 n’était pas significativement différent : 58,11 % a JO versus 61,37% a J1 (t-

test p-value = 0,794/ wilcoxon p-value = 0,522) (Tableau III).

Tableau Il : Evolution des paramétres paracliniques a JO et J1
JO (inclusion) J1 (16-24 semaines) p
Population N = 21

EFR:
VEMS 75,89 79,42 0,387
VEMS post-BD 83,39 87,47 0,537
DEM 25-75 58,11 61,37 0,794
DEM 25-75 post BD 79,78 85,95 0,352
Reversibilité du VEMS :
Reversible avec normalisation 6 (28,5%) 5(23,8%)
Reversible sans normalisation 0 (0%) 0 (0%)
Non reversible 12 (57,1%) 14 (66,6%)
Donnée manquante 3(14,2%) 2 (9,5%)
Treg 4,57 5,65 0,026
PNE 441,54 320 0,013

EFR : explorations fonctionnelles respiratoires ; Treg : lymphocytes T régulateurs ; PNE : polynucléaires éosinophiles.
Résultats exprimés selon le test de Student.
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Figure 1 : Evolution des Treg et PNE en JO (inclusion) et J1 (16-24 semaines de traitement)
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3.4 Explication de la variable « controle de I’asthme » aprés 16 semaines de traitement

par omalizumab

- En analyse univariée, le controle de 1’asthme aprés 16 semaines de traitement par
omalizumab s’expliquait de fagon statistiquement significative uniquement par

I’augmentation du taux de lymphocytes Treg (p = 0,027) (Tableau I'V).
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Tableau IV : Analyse de la variable controle par regression logistique univariée

OR ¢]
Sexe 8 0,085
Age au début du traitement 0,99 0,91
Eczéma 1,25 0,8
Rhino conjonctivite allergique 0,86 0,88
Allergie alimentaire 2,67 0,43
Sensibilisation aux pneumallergénes 1,05 0,83
Sensibilisation aux trophallergénes 0,79 0,28
Corticoides inhalés a J1 0,15 0,12
Tregall 0,47 0,027
PNE aJ1 1 0,57

J1:16-24 semaines de traitement ; Treg : lymphocytes T régulateurs ; PNE : polynucléaires éosi-

nophiles.

- En analyse multivariée, le controle de I’asthme apres 16-24 semaines de traitement par
omalizumab s’expliquait de fagon significative uniquement par le taux de lymphocytes Treg a

J1 (p =0,044) (Tableau V).

(Rq : pour I’analyse multivariée, seules les variables ayant un p<0,2 dans 1’analyse univariée

ont été utilisées.)

Tableau V : Analyse de la variable controle par regression logistique multivariée

OR ¢]
Sexe 22,9 0,148
Tregall 0,21 0,044
Corticoides inhalés a J1 0,01 0,077

3.5 Explication de 1’évolution de la variable « contrdle de 1’asthme » sous traitement

L’évolution du contréle du statut « non contr6lé » ou « partiellement contrdlé » au statut
« contrdlé » apres 16 semaines de traitement était expliquée par la seule variable Treg

(mode¢le GEE (generalized estimating equations) — p=0,002) (Tableau VI).
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(Rq : le modele GEE comprend une analyse multivariée avec régression linéaire. Etant donné

la petite taille de la base de données, seules 3 variables sont gardées afin d’obtenir un mode¢le

fiable. Ainsi, les variables ayant un p > 0,2 ou apportant les mémes informations, ou celles

n’étant pas informatives ont été identifiées et retirées du modele.)

Tableau VI : etude de I'évolution du contrdle entre JO et J1

beta écart-type p
Tregall -0,741 0,244 0,002
Sexe 1,649 1,048 0,115
Sensibilisation aux trophallergénes -0,132 0,0816 0,105

JO inclusion ; J1: 16-24 semaines de traitement; Treg : lymphocytes T régulateurs
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4. DISCUSSION

Les résultats principaux de notre étude montrent que 1I’éosinophilie diminue tandis que le taux
de lymphocytes Treg augmente sous traitement par omalizumab a partir de 16 semaines de
traitement. D’autre part, notre étude confirme que le contrdle de I’asthme s’améliore sous
traitement par omalizumab. Notre étude permet de confirmer I’hypothése que le taux de
lymphocytes Treg est associé¢ au controle de I’asthme et pourrait constituer un biomarqueur

d’efficacité de 1’omalizumab.

4.1 Le controle de 1’asthme s’améliore sous traitement par omalizumab

Dans notre étude, dés 16 a 24 semaines de traitement par omalizumab, 9 patients (soit 42,8%)
passent a un statut contr6lé de leur asthme de maniére significative (p=0,0076). Ce résultat est
en accord avec les données de la littérature. L’omalizumab est une biothérapie dont le but est
d’obtenir le controle de 1’asthme. L’efficacité de 1’omalizumab a été démontrée dans une
¢tude en double aveugle, controlée contre placebo. L’omalizumab entrainait de manicre
significative une réduction de la fréquence des exacerbations sévéres et non séveres, une
réduction des consultations d’urgence dues a I’asthme et une amélioration de la qualité de vie,
des symptomes d’asthme et de la fonction respiratoire (12). Plusieurs études ayant étudié
I’effet de ’omalizumab chez des patients asthmatiques sévéres allergiques ont montré que le

contrdle de I’asthme s’améliore sous omalizumab (19-22).

4.2 L’éosinophilie diminue sous traitement par omalizumab

Le taux de PNE dans le sang périphérique est un marqueur d’inflammation reconnu dans
I’asthme. Busse et al ont montré dans une étude multicentrique, randomisée, contrdlée, en
double aveugle que le taux d’éosinophiles dans le sang périphérique a D’initiation d’un

traitement par omalizumab pouvait avoir une valeur de biomarqueur prédictif d’efficacité de
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I’omalizumab chez des patients asthmatiques séveres avec fonction respiratoire normale. En
effet, dans leur étude, la réponse a I’omalizumab versus placebo était significative dans le
groupe ayant un taux d’éosinophile >300/uL a I’initiation du traitement, tandis qu’il n’y avait
pas de différence entre omalizumab/placebo dans le groupe ayant un taux d’¢osinophiles

<300uL (23).

Djukanovic et al ont montré que le taux d’éosinophiles diminue de manicre significative dans
les sécrétions bronchiques et les crachats de patients asthmatiques séveres traités par

omalizumab (24).

Notre étude étudie I’évolution du taux d’€osinophiles au cours du traitement par omalizumab
et montre que le taux moyen de PNE diminue de manicre significative chez les enfants traités
par omalizumab. Nous avons montré que ce résultat est en accord avec les données de la
littérature. Ainsi, Massanari et al ont fait une analyse regroupant les résultats de cinq études et
ont montré une diminution significative des éosinophiles au cours du traitement par

omalizumab entre les groupes omalizumab et placebo (25).

Un effet direct de I’omalizumab sur les éosinophiles est possible via les récepteurs FceRI qui

ont été détectés sur les éosinophiles mais ce mécanisme reste a étre établi.

Il existe d’autres biomarqueurs utilisés pour évaluer I’efficacité des nouveaux traitements de
I’asthme tels que I’omalizumab. Ainsi la periostine, qui appartient a la famille des protéines
de la matrice cellulaire, est considérée comme un biomarqueur de I’inflammation via la voie
Th2. Son taux est prédicteur du taux d’éosinophiles dans les voies aériennes et un taux
supérieur a 95ng/ml est associé a une diminution du VEMS et une dégradation plus rapide de

la fonction respiratoire (26).
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4.3 Le taux de lymphocytes Treg augmente sous traitement par omalizumab

Notre étude retrouve effectivement des taux moyens de lymphocytes Treg bas dans la
population étudiée. Les lymphocytes Treg ont ét¢ montrés comme déficitaires chez les
patients atteints d’asthme sévére allergique (5,6). De plus, dans notre étude, a 16 semaines de
traitement par omalizumab, ce taux augmente de maniere significative (p = 0,026). Il a déja
été¢ démontré que les lymphocytes Treg peuvent augmenter de maniére significative dans le
sang périphérique sous 1’action des glucocorticoides (7—10). Dans notre étude, I’augmentation
des lymphocytes Treg ne peut pas étre liée au role des corticoides inhalés car sur cette période

donnée, il n’y a pas de changement de dose significative de ces derniers.

4.4 Le taux de lymphocytes Treg est associé au contrdle de 1’asthme

Nous avions émis I’hypothese que le taux de lymphocytes Treg dans le sang périphérique était
associ¢ au controle de 1’asthme. En effet, si les lymphocytes Treg, déficitaires chez les
enfants asthmatiques séveres non contrdlés, controlent les réponses immunes Thl ou Th2 (7),
il parait licite d’imaginer que leur augmentation dans le sang périphérique sera directement
associée au contrdle de I’asthme. Une étude ultérieure analysant le taux de Treg chez deux
groupes de patients asthmatiques allergiques (contrdlés et non controlés) nous avait déja
permis de démontrer que le nombre circulant de lymphocytes Treg semblait étre corrélé au
contrdle de 1’asthme et au DEM 25-75 (observation non publi¢e). Notre étude montre que
sous omalizumab, non seulement les patients améliorent le contrdle de leur asthme, mais aussi
le taux de lymphocytes Treg augmente de maniere significative dans le sang périphérique.
L’explication statistique de I’évolution vers un meilleur contréle de 1’asthme s’explique
uniquement par ’augmentation du taux de lymphocytes Treg (modéle GEE (generalized
estimating equations) — p=0,002). Ainsi, nous pouvons confirmer notre hypoth¢ese et affirmer

que le taux de lymphocytes Treg est associé¢ au controle de I’asthme. Ces résultats suggerent
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qu’il existe un role des lymphocytes Treg dans le controle du processus inflammatoire de

I’asthme (27).

4.5 Forces et limites de I’étude

Notre étude est la premiere a étudier 1’association entre contrdle de 1’asthme et lymphocytes

Treg, notamment dans le cadre d’un traitement par Omalizumab.

Elle montre un lien entre contrdle de I’asthme et augmentation du taux de lymphocytes Treg.
Ainsi, les lymphocytes Treg pourraient étre utilisés comme biomarqueurs d’efficacité d’un
traitement par omalizumab. En effet, le dosage du taux de lymphocytes Treg est peu invasif
puisqu’il est réalisable par une simple prise de sang lors de la surveillance courante d’un
traitement par omalizumab.

Actuellement, le controle de I’asthme peut étre évalué par des marqueurs fonctionnels. Ce
biomarqueur apportera un argument plus objectif du controle de I’asthme.

Les résultats de cette é¢tude sont limités par le faible nombre de patients inclus. Les difficultés
d’inclusion dans 1’étude sont liées au fait que malgré la forte prévalence de 1’asthme
allergique chez ’enfant, le nombre de patients éligibles a un traitement par omalizumab est

limité (pas de traitement avant 1’age de 6 ans).
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5. CONCLUSION

Les lymphocytes Treg sont déficitaires chez 1’enfant ayant un asthme sévére allergique non
controlé. Cependant, la mise en place d’un traitement par omalizumab chez ces patients
améliore de maniere significative le contréle de I’asthme. L’amélioration du contrdle de
I’asthme est associée a une augmentation significative du taux de lymphocytes Treg. Le taux
de lymphocytes Treg est donc associé¢ au contrdle de 1’asthme et représente donc un bon

candidat pour un biomarqueur d’efficacité de 1’omalizumab.

Il serait intéressant de poursuivre 1’étude du contrdle et du taux de lymphocytes Treg au plus

long cours lors d’un traitement par omalizumab.
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Titre en francais :
Les lymphocytes T régulateurs, biomarqueurs du contréle de I'asthme chez I'enfant atteint d’asthme
séveére allergique traité par omlizumab.

Résumé (frangais) :

L’asthme allergique est une maladie inflammatoire des bronches. L'inflammation est liée a une
anomalie de balance Th1/Th2 en faveur des lymphocytes Th2. Le déficit en lymphocytes T
régulateurs (Treg) pourrait étre responsable de cette anomalie. L’'omalizumab est un anticorps
monoclonal dirigé contre les IgE utilisé en traitement additionnel dans I'asthme sévére.
L’objectif de notre étude est d’évaluer le taux de Treg circulants (évalué par marquage FoxP3)
comme marqueur d’efficacité de 'omalizumab en relation avec le contréle de I'asthme.

Nous avons réalisé une étude longitudinale, prospective, monocentrique chez des enfants
atteints d’asthme séveére allergique, non contrélé sous traitement maximal. Nous avons relevé
avant (JO) puis a 16 semaines (J1) d’un traitement par omalizumab : le contréle de I'asthme,
les EFR, un dosage des polynucléaires éosinophiles et des Treg évalués par FoxP3.

21 patients ont été inclus. Le taux de patients non controlés était de 95,2% a JO et de 4,8% a
J1 (p = 0,0076). Le pourcentage de Treg augmentait significativement entre JO et J1 (p=0,026)
et le taux de polynucléaires éosinophiles diminuait significativement (p=0,013). L’évolution du
contréle de « non contrélé » a « contrélé » a J1 était expliquée par la seule variable Treg
(p=0,002) indépendamment des autres facteurs.

Dans notre population, le traitement par omalizumab améliore le contrble de I'asthme.
L’amélioration du contréle est associée a une augmentation significative des Treg. Le taux de
Treg est donc associé au controle de I'asthme et représente un nouveau biomarqueur
d’efficacité de 'omalizumab.

Mots clés (francgais) : asthme, contréle, biomarqueur, lymphocyte T régulateur, FoxP3

Titre en anglais :
T regulatory cells as biomarker of asthma control for children with severe allergic asthma.

Abstract (english) :

Allergic asthma is an inflammatory disease of the lungs. The inflammation is associated with an
abnormality of the Th1 / Th2 balance towards Th2 lymphocytes. The deficit in regulatory T cells
(Treg) could be responsible for this anomaly. Omalizumab is a monoclonal antibody directed against
IgE used as additional treatment in severe asthma.

The objective of our study is to assess the level of circulating Treg (assessed by marking FoxP3) as a
marker of efficacy of omalizumab in relation to asthma control.

We conducted a longitudinal study, prospective, single-center in children with allergic severe asthma,
uncontrolled on maximum salary. We noted before (day 0) and at 16 weeks (day1) of treatment with
omalizumab: the control of asthma, EFR, a dosing eosinophils and Treg evaluated by FoxP3.

21 patients were included. The rate of uncontrolled patients was 95.2% at DO and 4.8% at D1

(p = 0.0076). The percentage of Tregs increased significantly between DO and D1 (p = 0.026) and the
rate of eosinophils decreased significantly (p = 0.013). The evolution of the control of "uncontrolled" in
"controlled" at D1 was explained by Treg single variable (p = 0.002) independently of other factors.

In our population, treatment with omalizumab improves asthma control. The improvement of the
control is associated with a significant increase in Treg. The rate of Treg cells is associated with the
control of asthma and represents a novel biomarker of efficacy of omalizumab.

Keywords (english) : asthma, control, biomarker, T regulatory cell, FoxP3
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