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Résumé

Les travaux présentés consistaient a étudier I'impact de I’inflammation des voies
aériennes supérieures sur l'inflammation des voies aériennes inférieures, grice a un

modéle de provocations allergéniques nasales multiples.

Dans la premiére partie, une revue de littérature a été effectuée pour repérer des
instruments validés pour I’évaluation des symptomes lors de provocations allergéniques
nasales. Aucun instrument validé n’a été trouvé, démontrant la difficulté de comparer

les études portant sur ce sujet.

Dans la deuxieme partie, les réponses physiologiques et inflammatoires suite a des
provocations allergéniques nasales multiples chez des sujets rhinitiques avec ou sans
asthme ont été comparées. Chez les sujets non-asthmatiques, nous avons noté un
écoulement nasal plus important que chez les sujets asthmatiques quoique ces derniers
avaient davantage d’obstruction nasale. Une augmentation de I’inflammation des voies
aériennes supérieures apres 4 jours de provocations antigéniques a été observée dans les
2 groupes, mais sans induire d’augmentation significative de I’inflammation des voies

aériennes inférieures.

Nous avons noté une insuffisance de standardisation des études portant sur les
provocations nasales. Un modéle de provocation allergénique nasale a ensuite été
développé pour comparer les réponses physiologiques et inflammatoires de sujets
rhinitiques avec ou sans asthme et des différences ont été notées entre les deux groupes
étudiés pour ce qui est de ces derniéres caractéristiques. Des études additionnelles sont
requises afin de déterminer quelles seraient les méthodes optimales de provocation
nasale afin de pouvoir mieux comparer les études entre elles, de mieux standardiser ces

méthodes et ainsi aider & comprendre 1’impact de la rhinite allergique sur 1’asthme.
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Abstract

This project aimed to study the impact of upper airways inflammation on lower airways

inflammation, using a repeated nasal allergen challenge model.

In the first part, the published literature was reviewed looking for instruments with a
reported validation process that evaluated symptoms during nasal allergen challenges.
No validated instrument was found, demonstrating the difficulty to compare studies on

this topic.

In the second part, a comparison of the physiological and inflammatory responses
following repeated nasal allergen challenges in rhinitic subjects with or without asthma
was done. Non-asthmatic subjects had a higher level of rhinorrhea and nasal obstruction
was more important in asthmatic subjects. An increase in upper airways inflammation
was observed after 4 days of nasal allergen challenges in the 2 groups, without inducing

a significant increase in lower airway inflammation.

A lack of standardization of studies on nasal allergen challenges was observed. Then, a
nasal allergen challenge model was developed to compare physiological and
inflammatory responses of rhinitic subjects with or without asthma. Between groups, a
different physiological response was observed, although there were no differences in the
inflammatory response. Improvements in the method of nasal bronchoprovocation and
their standardization should allow to better compare studies and increase our

understanding of the impact of allergic rhinitis on asthma.
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1.1 Asthme

1.1.1 Définition

L’asthme est une maladie chronique des voies aériennes dont les principaux symptomes
sont la toux, les sifflements, la production exagérée de mucus, I’oppression thoracique
et la dyspnée. D’un point de vue physiologique, I’asthme se caractérise par une
obstruction bronchique variable et une hyperréactivité des voies respiratoires a divers
stimuli. Les voies aériennes de sujets asthmatiques présentent également une
inflammation, qui contribue a la pathophysiologie de la maladie, mais également a sa
persistance [1]. Ces caractéristiques interagissent et contribuent a 1’apparition et au
maintien des symptomes d’asthme. Leur amplitude peut toutefois varier d’un
asthmatique a I’autre et chez un méme sujet au cours de sa vie. Cette maladie ne se
guérit pas, mais il est possible d’apprendre a la maitriser et la traiter afin de minimiser
ses conséquences, réduire le risque d’exacerbations et ainsi améliorer la qualité de vie

des sujets.

1.1.2 Prévalence et impact économique

Dans le monde, la prévalence de I’asthme s’éléve a plus de 300 millions de personnes et
n’a cessé¢ d’augmenter au cours des derni¢res décennies. En tenant compte de
’accroissement de la population mondiale, il est estimé que 100 millions de personnes
de plus souffriront d’asthme d’ici 2025 [2]. Au Canada uniquement, selon des données
obtenues par Statistique Canada en 2005, 8,3% de la population dgée de 12 ans et plus

avaient regu un diagnostic d’asthme d’un professionnel de la santé [3].

Puisque 1’asthme est une maladie touchant un grand nombre de personnes, elle engendre
des coiits de santé énormes. En effet, en ne considérant que les coiits directs associés a
la maladie, qui englobent les frais du personnel médical, les séjours et les visites en
milieu hospitalier, les traitements, les tests diagnostiques, la recherche et I’éducation, le
montant était estimé entre 306 et 405 millions de dollars en 1990 au Canada [4]. Pour ce

qui est des coits indirects liés aux absences en milieu de travail, a I’incapacité a



s’acquitter des tiches domestiques, a la mortalité et a I’invalidité a long terme, les coiits
pour le Canada en 1990 étaient encore plus importants, représentant une somme évaluée
entre 504 et 648 millions de dollars [4]. Une étude effectuée aux Etats-Unis, publiée en
2003, et évaluant les colts associés a ’asthme par personne, rapportait une moyenne
s’élevant a plus de 4 900 dollars par année. D’apres cette étude, le coit des traitements
pharmaceutiques représentait la dépense directe la plus importante, soit en moyenne 1

605 dollars par année par personne [5].

1.1.3 Facteurs de risque

Les facteurs étiologiques impliqués dans le développement de I’asthme sont encore
aujourd’hui méconnus. Cependant, la recherche dans ce domaine a permis de cibler les
facteurs qui contribuent a son développement. Les principaux facteurs prédisposant
comprennent ’atopie, la génétique et le sexe [1]. En effet, les sujets atopiques ont plus
de risques que les sujets non-atopiques de développer de 1’asthme au cours de leur vie.
Appuyant cette affirmation, Settipane et al. ont effectué un suivi chez des sujets pour
lesquels ils avaient réalisé un test d’allergie cutané 23 ans plus t6t. Ils ont observé que
pour les sujets ayant eu un test initial positif, la probabilité qu’ils aient développé de
I’asthme au cours de cette période était 3 fois plus grande que pour les sujets ayant eu

un test cutané initial négatif [6].

Le bagage génétique a également une influence sur les probabilités d’un sujet de
souffrir d’asthme. Le fait d’avoir un parent proche souffrant d’asthme augmente ainsi de
2 a 4 fois les risques d’étre soi-méme atteint par cette maladie [7]. L’étude des génes
impliqués dans la maladie reste toutefois complexe pour plusieurs raisons [8]. Tout
d’abord, de nombreux génes semblent impliqués et il est difficile de tous les identifier.
Il est également laborieux de déterminer les mécanismes sous-jacents aux différents
phénotypes, considérant I’hétérogénéité de la maladie. En effet, les études effectuces
dans le passé ont eu de la difficulté a établir un lien évident entre le génotype des
patients et le phénotype observé. Finalement, le réle de [I’interaction entre
I’environnement et la variation du bagage génétique dans le développement de 1’asthme
est complexe, car il faut tenir compte de plusieurs facteurs environnants, mais
également de plusieurs génes. Malgré ces difficultés, certains génes ont été identifiés

comme étant particuliérement impliqués dans la susceptibilité a développer de 1’asthme,
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dont ADAM33, DPP10, PHF11 et GPRA [9]. Le géne ADAM33 aurait un rdle a jouer
dans le remodelage bronchique par les fibroblastes et dans I’hyperréactivité des muscles
lisses bronchiques [10]. Pour ce qui est du DPP10, du PHF11 et du GPRA, ils

interviendraient au niveau de I’immunorégulation de la maladie [11-13].

Le sexe du sujet est également un facteur prédisposant important dans la pathologie de
I’asthme. En effet, jusqu’a ’age de 16 ans, la prévalence de 1’asthme est plus élevée
parmi les gargons comparativement aux filles [14]. Pendant I’enfance, les gargons sont
2 fois plus susceptibles d’étre touchés par cette maladie comparativement aux filles.
Cependant, a 1’age adulte, I’opposé peut étre observé alors que la prévalence d’asthme
est plus importante parmi les femmes que les hommes. Le sexe féminin devient alors un

facteur de risque important dans le développement de la maladie.

Certains facteurs environnementaux peuvent également intervenir dans 1’accroissement
du risque de développer de I’asthme [15]. Parmi ceux-ci, notons que les enfants ayant
un poids a la naissance inférieur a 2,5 kg sont plus susceptibles, ainsi que ceux ayant
présenté des infections respiratoires en bas dge. Le style de vie d’une personne peut
également influencer le développement de 1’asthme. En effet, les sujets qui fument, qui
ont déja fumeé ou qui sont exposés a la fumée secondaire sont plus susceptibles, ainsi
que ceux ayant une surcharge pondérale. L’environnement de travail peut également
devenir un facteur de risque si le sujet y est exposé a des particules telles que la
poussiére, la fumée ou certaines vapeurs, mais surtout si exposé a des substances

sensibilisantes.
1.1.4 Description clinique

Les manifestations cliniques de I’asthme peuvent se traduire par divers symptémes (voir
Section 1.1.1), des perturbations du sommeil, une limitation des activités quotidiennes,
une diminution de la fonction pulmonaire et I’utilisation d’une médication de secours
[16]. Cependant, il est possible de s’assurer d’un bon contréle de ces manifestations en
traitant la maladie de fagon adéquate, en éduquant le patient pour s’assurer qu’il
comprenne bien sa maladie et en minimisant les contacts avec divers facteurs

déclenchant.
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Un controle optimal de 1’asthme serait atteint si le patient ne présentait plus de
symptomes respiratoires et qu’il n’avait plus besoin d’utiliser une médication de secours
tel qu'un bronchodilatateur. Cependant, il n’est pas possible d’atteindre cet état chez
tous les asthmatiques. Afin de quantifier le contrdle (maitrise) de 1’asthme, Boulet er al.
ont développé un outil, présenté a la Figure 1, permettant d’obtenir un score de maitrise

de I’asthme en pourcentage [17].

Maitrise de I'asthme (au cours de la dermiére semaine)

250 20% 15% 10%% S0  |résultats
saﬁ'f;“::i;ﬁ? 0 1-3 4-6 7 sévere
Si‘ﬁ:é;n ;ss:;mm?;r 0 rarement| 1-3 4-7 | sévére
i il ® 1-3 | 4-6 | 135 z4a;
A‘ﬁ’:’g;’;;‘“’ aucune | rés peu| un peu | modérée| sévére
*excluant 1 dose/jour avant exercice Score clinique (A):

100% 8020 60% 40% 20% |résultats
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(%e) optimale

VEMS pédie OO | g . 0-79| 61-69 | =60
rgadowad B 80-389 | 70-79 <

=90 80-89| 70-79 | 61-69 = 60
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DEP (max-min)max x 100

Score physiologique (B)* :
* Diviser par le nombre de paramétres utilisés
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I'expectoration (%) I ’ 2 5] ]

Score inflamninatoire (C):

RESULTAT : [AC )+B( )+C( )]+ N**:

** Nombre de sections utilisées

Figure 1 : Score de maitrise de I’asthme. Outil permettant de quantifier le contréle de
’asthme en se basant sur [’évaluation de facteurs cliniques, physiologiques et
inflammatoires. Cet outil permet 1’obtention d’un score final en pourcentage. Adapté de
Boulet LP et al., CHEST. 2002 ;122 :2217-2223 [17]



Les exacerbations, chez les asthmatiques, sont susceptibles d’étre déclenchées par
divers facteurs, pouvant varier entre les sujets et également dans le temps. Parmi ceux-
ci, les aéroallergénes peuvent étre a l'origine de symptomes d’asthme si le sujet
asthmatique y a été préalablement sensibilisé. Les aéroallergénes peuvent étre classifiés
en deux principales catégories, soient les allergénes domestiques et les allergénes

saisonniers [18].

Les exacerbations peuvent également survenir lors d’infections respiratoires, créant une
aggravation des symptomes d’asthme et une détérioration de la fonction respiratoire.
Les principaux virus impliqués dans ces é€pisodes sont le virus respiratoire syncytial, le
rthinovirus et les virus de I'influenza. Certaines bactéries peuvent également étre a
’origine de ces exacerbations, telles que Chlamydia pneumoniae et Mycoplasma
pneumoniae [19]. Plusieurs autres facteurs peuvent étre impliqués, dont 1’exercice,
certains agents dans le milieu de travail, les variations de température, les polluants, la
nourriture et les médicaments [1]. La maitrise de I’asthme dépend donc également du

niveau d’exposition a ces différents facteurs.

1.1.5 Diagnostic

Au cours des derniéres années, de nombreuses discussions ont eu lieu quant a la fagon
de faire un diagnostic de I’asthme. La maladie étant hétérogéne, des chemins différents
peuvent conduire au diagnostic de la maladie par le clinicien. Au Canada, un groupe de
spécialistes dans le domaine de 1’asthme ont établi un consensus pouvant aider les

cliniciens pour établir un diagnostic de la maladie approprié chez leurs patients [18].

Selon le consensus canadien, la présence d’asthme se manifeste par 3 principaux
éléments, soient la présence de symptdmes, une obstruction bronchique variable et une
inflammation des voies aériennes [18]. Cependant, la confirmation du diagnostic ne
requiert que les 2 premiers critéres, 1’évaluation de la présence d’inflammation n’étant
d’ailleurs pas encore un test de routine lors de I’établissement du diagnostic de la

maladie par le clinicien.

Les principaux symptomes rapportés par le patient sont la toux, les sifflements, la

dyspnée et I’oppression thoracique [18]. Il est important de questionner le patient pour
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bien caractériser ces symptomes, en établissant quels sont les facteurs déclenchants, a
quel moment dans la journée ils surviennent et a quelle fréquence. D’autres conditions,
le plus souvent d’origine allergique, peuvent étre également observées chez ces patients,
telles que la rhinite, la conjonctivite et I’eczéma. Ces conditions ne sont toutefois pas

spécifiques a la maladie.

Pour évaluer la présence d’obstruction bronchique variable, différentes méthodes
peuvent étre utilisées [18]. Tout d’abord, la réversibilité de 1’obstruction bronchique en
réponse & un bronchodilatateur peut étre évaluée. Pour cette technique, il s’agit
d’effectuer une spirométrie avant et 15 minutes suivant [’inhalation d’un
bronchodilatateur d’action rapide. La spirométrie est un test physiologique permettant
d’évaluer les débits expiratoires et ainsi détecter une obstruction bronchique [20].
Plusieurs paramétres peuvent étre caractérisés grace a cette méthode, dont le volume
expiratoire maximal en 1 seconde (VEMS), qui correspond au volume d’air expiré dans
la premiére seconde d’une manoeuvre expiratoire forcée aprés inspiration maximale (a
la capacité pulmonaire totale). Si la différence entre la valeur précédant et suivant la
prise de bronchodilatateur est €gale ou supérieure a 12%, la présence d’obstruction

bronchique variable chez le patient peut étre confirmée [18].

L’obstruction bronchique variable peut également étre évaluée griace a un appareil
portatif servant & mesurer les débits respiratoires, dans ce cas-ci le débit expiratoire de
pointe [18]. Ces mesures peuvent aider a déterminer la variation circadienne des débits
expiratoires ou leur fluctuation avec le temps, dans lequel cas un changement de 20%

est considéré significatif.

Finalement, divers tests de provocation bronchique peuvent identifier une
hyperréactivité bronchique suggérant la présence d’asthme, un des plus fréquemment
utilisés étant le test de provocation bronchique & la métacholine. Briévement, la
méthode consiste a faire inhaler des doses croissantes de métacholine et d’effectuer,
entre chaque inhalation, une spirométrie. Cette procédure est répétée jusqu’a I’obtention
d’une chute de 20% ou plus du VEMS, comparativement a la valeur initiale, qui
correspond au VEMS obtenu aprés I’inhalation d’une solution saline. Un calcul est
ensuite effectué pour déterminer la dose de métacholine requise pour causer une chute

de 20% du VEMS (CPy) [21]. D’apreés le consensus canadien sur 1’asthme, une CP»

Jla



inférieure a 4 mg/mL correspondrait & un test positif [22] alors qu’une zone grise existe
entre 4 et 16 mg/mL.

1.1.6 Pathophysiologie

1.1.6.1 Hyperréactivité bronchique

L’hyperréactivité bronchique est une caractéristique importante de I’asthme. Il s’agit
d’une réponse exagérée des bronches a un agent provocateur et qui résulte en une
bronchoconstriction, causant les symptomes d’asthme. L’hyperréactivité bronchique
peut étre quantifiée avec le test de provocation a la métacholine, tel que décrit
précédemment, ou encore en utilisant du mannitol, de I’histamine ou de 1’adénosine
monophosphate. L’utilisation de stimuli naturels peut également étre considérée, en
évaluant par exemple la réactivité bronchique a I’exercice. Dans le milieu de la
recherche, les tests de réactivité bronchique peuvent servir & poser un diagnostic objectif

d’asthme ou a évaluer 1’efficacité de divers traitements [23].

1.1.6.2 Histologie

L’asthme est une maladie causant plusieurs changements histologiques typiques de la
mugqueuse bronchique. Les principaux changements observés sont une desquamation de
I’épithélium, une hyperplasie des glandes & mucus, une fibrose sous-épithéliale, un
infiltrat de cellules inflammatoires, une hyperplasie et une hypertrophie des muscles
lisses bronchiques et des changements dans la vascularisation des tissus bronchiques

(Voir Figure 2) [24].



Figure 2 : Comparaison de la muqueuse bronchique d’un sujet sain et d’un sujet
asthmatique. La muqueuse du sujet sain (A) est caractérisée par un épithélium intact et
par un petit nombre de cellules a gobelet et de cellules inflammatoires. La muqueuse du
sujet asthmatique (B) présente ici une accumulation de mucus, un épaississement de la
membrane sous-épithéliale, une desquamation épithéliale et une infiltration de cellules
inflammatoires. Adapté de Hamid Q., J Allergy Clin Immunol. 2003 ;111(2) :431-432
[24]

1.1.6.3 Inflammation

L’inflammation est une composante importante dans le développement et le maintien de
I’asthme, et ce sont dans les années 1800 que les premiers liens avec la maladie ont été
établis. Initialement, la composante inflammatoire de 1’asthme était associée aux cas
séveres, car les études étaient surtout effectuées chez des patients dont la maladie avait
été fatale. Cependant, grice au développement de la bronchoscopie, 1’obtention de
spécimens provenant de sujets vivants avec asthme moins grave a permis de démontrer
que I’inflammation est une caractéristique universelle de 1’asthme et qu’elle est présente

également chez les sujets souffrant d’asthme léger et modéré [25]).

L’inflammation est souvent présente a I’état basal, mais peut augmenter suite 4 un
contact avec un facteur déclenchant se trouvant dans I’environnement, par exemple un
allergéne, et pour lequel le patient asthmatique développe une réponse immunitaire
exagérée. Cette réponse immunitaire peut étre associ€ée a une chronicisation de la
maladie. Différents médiateurs et cellules inflammatoires sont impliqués dans ce

processus, conduisant a I’hyperréactivité bronchique et a 1’apparition de symptomes



[26]. Puisque ces différents médiateurs et cellules inflammatoires interagissent
grandement entre eux, I’inflammation dans 1’asthme est un processus complexe qui
n’est pas encore tout a fait bien compris. La Figure 3 présente un résumé des étapes
impliquées dans I’inflammation induite par I’inhalation d’allergénes. Les prochains
paragraphes décriront le role des principales cellules impliquées dans la réaction

inflammatoire allergénique.
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ES, eotaxin,
MCP-1, MIP-1a)

Figure 3: Réaction inflammatoire induite par les allergénes. L’inhalation
d’antigénes chez un sujet atopique active les mastocytes et les lymphocytes T, qui
sécréteront des médiateurs favorisant la survie cellulaire et la production d’éosinophiles
dans la moelle osseuse. L’interleukine-5 (IL-5) agit sur la moelle osseuse en induisant la
différentiation des éosinophiles. Les éosinophiles traversent ensuite vers le systéme
sanguin et migrent au site d’inflammation. Ils adhérent a la surface grice aux sélectines,
molécules d’adhésion intracellulaires-1 (ICAM-1s) et molécules d’adhésion vasculaires-
1 (VCAM-1s). Leur survie est prolongée par I'IL-5 et le facteur de stimulation de
colonies de granulocytes-monocytes (GM-CSF). Les éosinophiles activés libérent des
médiateurs créant des dommages aux tissus environnants. 7iré de Busse W.W. et al., N
Engl J Med. 2001; 344(5) :350-362 [27]
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1.1.6.3.1 Cellules inflammatoires
1.1.6.3.1.1 Eosinophile

L’¢osinophile est un leucocyte jouant plusieurs réles clés dans la pathophysiologie de
I’asthme. Plusieurs études ont démontré sa présence en nombre augmenté chez les sujets
asthmatiques comparativement aux sujets contrles, et ce tant dans les bronches que
dans la circulation sanguine [28-30]. L’éosinophile, lorsqu’il est activé, libére des
granules contenant plusieurs types de médiateurs, dont des facteurs de croissance
fibrogéniques, des chimiokines, des médiateurs lipidiques, des protéines basiques et
autres [31]. Ces médiateurs agissent sur divers aspects de la maladie, soient au niveau

du remodelage, de I’hyperréactivité bronchique et des exacerbations.

Le rdle de 1’éosinophile dans le remodelage bronchique et la physiopathologie des
réactions asthmatiques a pu récemment étre étudié grice a une thérapie anti-IL-5, le
mepolizumab. L’IL-5 est un médiateur impliqué entre autres dans la différenciation des
éosinophiles dans la moelle osseuse. Suite au traitement, les auteurs ont remarqué une
diminution non-significative des éosinophiles présents dans la muqueuse bronchique,
conduisant tout de méme a4 une diminution significative des protéines de la matrice
extracellulaire [32]. Dans I’hyperréactivité bronchique, le role de 1’éosinophile reste
controversé. En effet, les résultats portant sur la corrélation entre le degré de réactivité
bronchique et le nombre d’éosinophiles chez 1’humain sont contradictoires [33-35] et le
fait de bloquer I'IL-5 avec un anticorps monoclonal n’influence pas la réactivité
bronchique [36]. Toutefois, plusieurs études effectuées chez les animaux ont démontré

I'importance de I’€osinophile dans le processus d’hyperréactivité bronchique [31].

Le role de 1’éosinophile et les effets d’un traitement visant a réduire leur nombre sur la
maitrise de 1’asthme et les exacerbations a été étudié par Green et al. dans un protocole
visant & réduire le nombre d’éosinophiles présents dans les expectorations [37]. Leur
étude a clairement démontré qu’il était possible de diminuer les exacerbations

asthmatiques en réduisant le nombre d’éosinophiles dans les expectorations.

Dans un méme ordre d’idées, Jayaram et al. ont évalué la possibilité de traiter des

asthmatiques en se basant sur le pourcentage d’éosinophiles présents dans leurs
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expectorations [38]. Les patients ainsi traités ont présenté une diminution du nombre
d’exacerbations €osinophiliques et une diminution de la sévérité des exacerbations
éosinophiliques et non-éosinophiliques, suggérant que la diminution du pourcentage

d’éosinophiles dans les expectorations peut étre bénéfique dans le contrdle de 1’asthme.

1.1.6.3.1.2 Neutrophile

Le role du neutrophile devient de plus en plus évident dans la pathophysiologie de
I’asthme, mais ce dernier reste toutefois moins bien connu que celui de 1’éosinophile
dans cette maladie. En effet, le neutrophile est une cellule ayant été clairement associée
a la maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), mais moins a ’asthme [39].
Depuis quelques années, des études ont cependant évalué le réle du neutrophile dans un
profil particulier de la maladie, soit I’asthme non-éosinophilique, qui peut étre observé
chez environ la moitié des sujets asthmatiques, selon Douwes et al. [40]. Dans une
étude désirant qualifier ce profil d’asthme, Gibson et al. ont observé que le nombre de
neutrophiles et la quantité de certains médiateurs qu’ils sécrétent étaient plus élevés
dans les expectorations d’asthmatiques ayant un asthme défini comme non-
¢osinophilique, supportant la théorie suggérant que le neutrophile serait une cellule

importante de ce type particulier d’inflammation [41].

Le neutrophile est un leucocyte connu principalement pour son implication dans la
premiere ligne de défense contre les infections, griace a sa capacité de phagocytose. Le
fait qu’il puisse également sécréter différents médiateurs inflammatoires suggere un role
potentiel dans [’asthme. Il peut ainsi sécréter des médiateurs contribuant a
I’inflammation bronchique tels que le facteur de nécrose de tumeurs-a (TNF-a), I’'IL-1p,
-6, -8 et des leucotriénes B4, mais également des protéases capables d’endommager la

matrice extra-cellulaire, tels que diverses metalloproteinases (MMPs) [42].

Des études cliniques se sont intéressées a la présence de cette cellule en fonction de
I’état respiratoire des sujets, et certaines observations ont pu étre établies. Ainsi, Shaw
et al. ont observé qu’un nombre élevé de neutrophiles dans les expectorations de sujets
asthmatiques était associé a une moins bonne fonction respiratoire pré- et post-

bronchodilatateur, définie par le VEMS [43].
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1.1.6.3.1.3 Mastocyte

Le mastocyte est une cellule inflammatoire importante dans l’asthme, et il a été
démontré qu’elle se retrouve en plus grand nombre dans les bronches de sujets
asthmatiques comparativement aux sujets témoins, tel qu’observé dans des spécimens
de biopsies bronchiques [29]. Son principal role dans I’asthme semble résider dans sa
capacité a induire une bronchoconstriction. Il peut libérer des médiateurs préformés ou
nouvellement formés suite a une stimulation allergénique [44]. La libération de ces
médiateurs, dont I’histamine, lors de la dégranulation du mastocyte induit une
bronchoconstriction [45]. Le niveau d’histamine dans le lavage bronchoalvéolaire
correspondrait également au degré d’hyperréactivité bronchique [46]. Les mastocytes
peuvent de plus sécréter de I’'IL-4, -5, -6 et du TNF-a, des cytokines impliquées dans la
chronicité de 1'inflammation bronchique observée dans l’asthme [47]. La tryptase
libérée par le mastocyte lors de sa dégranulation posséde quant a elle des propriétés
favorisant la dégradation de la fibrine, la croissance des fibroblastes et des muscles
lisses bronchiques, la déposition de collagéne et subséquemment 1’épaississement
membranaire (fibrose sous-épithéliale), un ensemble de caractéristiques associées au

remodelage bronchique [44].
1.1.6.3.1.4 Macrophage alvéolaire

Présent en grand nombre dans les voies aériennes, le macrophage alvéolaire posséde un
role crucial dans la défense de I’organisme, en étant notamment une cellule importante
dans D’initiation de la réponse inflammatoire [48]. Cependant, cette cellule semble
également avoir un réle a jouer dans I’asthme, bien qu’il soit moins bien défini que

celui des cellules décrites précédemment.

Le macrophage peut sécréter différents médiateurs pouvant influencer la pathologie de
I’asthme. Parmi les médiateurs sécrétés, certains peuvent avoir un effet direct chez le
sujet asthmatique, tels que le thromboxane A, et le facteur d’activation plaquettaire
(PAF), deux spasmogenes pouvant intervenir dans la bronchoconstriction. Par ailleurs,
le macrophage peut sécréter des médiateurs qui initient la réponse inflammatoire, en

attirant d’autres cellules inflammatoires, tels que 1’éosinophile et les mastocytes, a
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migrer dans les voies aériennes. De ceux-ci, notons le leucotriéne By, le PAF, les

interleukines, le TNF et le GM-CSF [49].

D’autre part, le macrophage alvéolaire posséde également des caractéristiques anti-
inflammatoires. Il est en mesure de libérer des médiateurs de type Thl entrainant la
suppression de 1’hyperréactivité bronchique. De plus, la phagocytose des leucocytes du
milieu par les macrophages alvéolaires contribue a la création d’un milieu anti-
inflammatoire, grace a la libération de molécules telles -que la prostaglandine E; (PGE,)

et le facteur de croissance transformant-p (TGF-p) [48].
1.1.6.3.1.5 Lymphocyte

Plusieurs types de lymphocytes sont impliqués dans la pathophysiologie de 1’asthme,
mais ce sont particulierement les lymphocytes de type Th2 qui y sont étudiés et dont le
role a été clairement associ¢ a la maladie. Lorsque celui-ci est activé, par exemple lors
d’une réaction allergique, il sécréte divers médiateurs responsables de la réaction
inflammatoire exagérée observée dans [’asthme, en induisant notamment la
prolifération, la différentiation et 1’activation de diverses cellules inflammatoires. Les
cytokines sécrétées peuvent également contribuer a I’hyperréactivité bronchique, a la
production de mucus et au remodelage bronchique [50]. Le lymphocyte Th2 est en effet
reconnu comme la principale cellule qui orchestre la réaction inflammatoire dans
’asthme. Confirmant son rdle dans la pathophysiologie de l’aéthme, plusieurs études
ont clairement démontré que la production de cytokines de type Th2, soient I'IL-4, -5, et
-13, était augmentée chez les sujets asthmatiques comparativement aux sujets témoins

[30, 51].

Les lymphocytes B peuvent également intervenir, de fagon indirecte, dans la régulation
de la réponse inflammatoire. Lorsqu’ils sont activés, ils ont la capacité de sécréter des
immunoglobulines E (IgE) qui, une fois liés aux antigénes, stimuleront a leur tour les
mastocytes a sécréter des médiateurs agissant au niveau de la bronchoconstriction, de

I’hyperréactivité bronchique et du remodelage bronchique [52].
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1.1.6.3.1.6 Cellule épithéliale

Le role des cellules épithéliales bronchiques s’est longtemps résumé a sa fonction de
barriére biologique contre des agents de I’environnement afin qu’ils ne traversent pas
vers la muqueuse sous-épithéliale. Cependant, il a été observé que lorsque les cellules
épithéliales sont stimulées, par exemple lors d’une réaction allergique, elles peuvent

également contribuer a la réaction inflammatoire [53].

L’exposition allergénique pourrait particuliérement contribuer a la réaction
inflammatoire en brisant les jonctions serrées unissant les cellules épithéliales les unes
aux autres [54, 55]. Le bris de ces jonctions serrées rend la barriére plus perméable,
permettant I’infiltration de la muqueuse sous-épithéliale par les cellules inflammatoires.
De plus, les réactions allergiques peuvent stimuler les cellules épithéliales a se
différencier en cellules a gobelet, augmentant ainsi la production de sécrétions
bronchiques, une caractéristique importante de 1’asthme. Les cellules épithéliales ont
€galement la capacité de sécréter des meédiateurs influengant la migration des

¢osinophiles, neutrophiles, cellules dendritiques et lymphocytes de type Th2 [53].

1.1.6.3.1.7 Muscle lisse bronchique

Tout comme la cellule épithéliale, la cellule musculaire lisse bronchique est une cellule
structurale qui peut également contribuer a la réponse inflammatoire. Elle a la capacité
de sécréter des chimiokines impliquées dans le recrutement et le maintien de cellules
inflammatoires suite a la stimulation par des allergénes, intervenant ainsi dans la

régulation de la réponse inflammatoire observée dans I’asthme [56].

L’expression de molécules d’adhésion cellulaires (CAMs) a la surface des muscles
lisses permettent I’adhésion et |’interaction avec les cellules inflammatoires bronchiques
telles que les €osinophiles, les lymphocytes, les mastocytes et les neutrophiles. De plus,
de nouvelles études suggérent que les muscles lisses seraient une source importante de
chimiokines dans la sous-muqueuse [56]. En effet, il a ét¢ démontré que suite a divers
stimuli inflammatoires, les muscles lisses peuvent sécréter différentes chimiokines,
telles que 1’éotaxine et le GM-CSF, qui encouragent la migration et la survie des

éosinophiles, I'IL-8 et le monocyte chemoattractant protein(MCP)-1, -2 et -3, qui
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participent au recrutement de cellules inflammatoires monocytaires [57]. La sécrétion
de chimiokines pourrait avoir un effet sur la régulation de I’inflammation en attirant et
en retenant les cellules inflammatoires jusqu’aux bronches et en amplifiant certains
marqueurs pro-inflammatoires. Egalement, des toll-like receptors (TLRs) qui sont
retrouvés a la surface des muscles lisses peuvent étre activés, induisant ainsi la sécrétion
de diverses cytokines inflammatoires et augmentant la réponse bronchomotrice a

certains agonistes [56].
1.1.6.4 Remodelage

Les voies respiratoires des sujets asthmatiques, en plus de subir les conséquences
directes de I'influx de cellules inflammatoires qui y sont présentes, présentent des
changements structuraux pouvant avoir des effets significatifs sur leur fonction
respiratoire, tels que le développement d’une obstruction bronchique parfois en partie
irréversible et d’une accélération de la perte de la fonction pulmonaire [58]. Ces
changements, décrits précédemment dans la section 1.1.6.2, sont probablement le
résultat des atteintes chroniques portées contre le tissu bronchique. Chez les
asthmatiques, le processus de réparation tissulaire ne se ferait pas de fagon optimale.
Ainsi, les cellules lésées ne seraient pas toujours remplacées par des cellules
fonctionnelles et il y aurait également un déséquilibre entre I’apoptose et la prolifération
de certains types cellulaires, contribuant notamment & 1’épaississement de la paroi

bronchique [59].
1.2 Rhinite allergique
1.2.1 Définition

La rhinite allergique est une maladie des voies respiratoires, tout comme 1’asthme, qui
affecte cependant les voies respiratoires supérieures et qui résulte d’une réaction
inflammatoire. Cette réaction inflammatoire, médiée par les IgE, survient suite a une
réaction allergique au niveau de la muqueuse nasale. Les principaux symptomes
associés a cette pathologie sont I’écoulement nasal, I’obstruction nasale, le prurit nasal

et les éternuements [60].
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1.2.2 Prévalence et impact économique

La rhinite allergique est un probléme de santé mondial affectant des personnes de tous
dges et de toutes nationalités. La prévalence de la maladie peut varier de fagon
considérable d’une étude a une autre, car les critéres d’évaluation de la rhinite ne sont
pas clairement établis. Cependant, il est estimé que la rhinite allergique affecterait
environ 500 millions de personnes dans le monde. De plus, la prévalence de la maladie
serait en augmentation dans les pays ou elle se situe a un plus bas niveau, tandis qu’elle
pourrait avoir atteint un plateau ou méme étre en diminution dans les pays les plus

affectés jusqu’a aujourd’hui [61].

Affectant des millions de personnes autour du monde, la rhinite allergique devient
inévitablement une maladie qui engendre des coiits substantiels pour les sociétés. Une
revue de littérature effectuée par Reed ef al. en 2004 a estimé le colit de cette maladie
aux Ftats-Unis entre 2 et 5 milliards de dollars américains annuellement, démontrant

clairement I’impact économique que peut engendrer la rhinite allergique [62].
1.2.3 Description clinique

Les principales manifestations de la maladie chez les personnes atteintes surviennent au
niveau nasal, tel que mentionné dans la section 1.2.1. Ainsi, les symptomes nasaux les
plus souvent mentionnés sont la congestion nasale, les éternuements, le prurit et
I’écoulement nasal. De plus, les patients rhinitiques peuvent souffrir de prurit aux yeux,
au palais et aux oreilles, et également étre incommodés par du larmoiement. Selon une
étude effectuée en 2002 chez des sujets atteints de rhinite allergique, la congestion
nasale a été¢ définie par 48% des répondants adultes comme le symptome le plus

dérangeant, suivi par le prurit oculaire et 1’écoulement nasal [63].

Certains rhinitiques peuvent €galement présenter d’autres conditions pathologiques
associées a la maladie, telles que la perte de I’odorat, le ronflement, des problémes de
sommeil, I’écoulement post-nasal et la toux chronique [60]. A la section 1.3, une
description détaillée sera également présentée sur le lien observé entre la rhinite

allergique et I’asthme.
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La rhinite allergique peut étre divisée en 2 grandes catégories, soit la rhinite allergique
saisonniére ou perannuelle, selon que les allergénes causant les symptomes sont,
respectivement, de nature saisonniére ou s’ils peuvent se retrouver dans
I’environnement du sujet pendant toute 1’année, le plus souvent sous forme d’allergénes
domestiques. Ces 2 formes de rhinite allergique peuvent coexister chez le méme sujet
[64]. Certaines sous-catégories de rhinite sont également décrites telle la rhinite

polypoide, médicamenteuse ou autres, mais ces entités sont moins fréquentes.
1.2.4 Diagnostic

Un des éléments les plus importants, lors d’une consultation pour un probléme de
rhinite allergique, est I’historique du patient. Il est en effet important de demander au
patient quels sont ses symptomes de rhinite, leur magnitude, leur durée, leur temps
d’apparition suite a une exposition et leurs effets sur leur qualité de vie. Il faut
¢galement questionner le sujet sur les allergénes suscitant des réactions allergiques et si
leur environnement est propice a les mettre en contact avec ces allergeénes. D’autres
pathologies pouvant résulter d’une réaction allergique telle la conjonctivite et I’eczéma
doivent étre documentées. Il est important de vérifier quels sont les traitements utilisés
par le patient et de poser des questions sur l’efficacité de ceux-ci a traiter leurs

symptomes. Des questions sur I’historique familial peuvent également étre posées [64].

Un examen du nez peut étre effectué par le professionnel, afin de vérifier ’anatomie
générale des voies aériennes supérieures, mais aussi pour examiner l’aspect et la

quantité de mucus présent ou encore la présence de polypes nasaux [60].

Afin d’établir un diagnostic précis, il est fortement suggéré de procéder a des tests
d’allergie, afin de vérifier si les symptomes sont effectivement causés par une réaction
allergique. Les tests d’allergie les plus couramment utilisés sont les tests cutanés dits « a
la pigiire », qui consistent bri¢vement a déposer des gouttes de différents allergénes sur
la peau de I’avant-bras des patients et d’aller soulever légérement la peau, pour bien
mettre ’allergéne en contact avec la sous-muqueuse. Si une réaction allergique se
produit, I’inflammation présente créera de la rougeur et une enflure (cedéme) au site de

la réaction. Le diamétre de 1’induration pourra ensuite étre mesuré et, selon les critéres
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en vigueur, déterminera la positivité du test. Le test cutané d’allergie est largement

utilisé car il est simple, facile, rapide a exécuter, spécifique et peu coiiteux [64].

Il est également possible de doser les les niveaux d’IgE présents dans le sérum. La
mesure du niveau d’IgE total dans le sérum peut étre effectuée, mais il n’est pas
recommandé car ce test est peu spécifique. Parallélement, les niveaux d’IgEs
spécifiques a des allergénes peuvent étre testés, en particulier dans le sérum. La
motivation du spécialiste a procéder a un test spécifique des IgEs serait principalement
reliée a la sévérité des symptomes du patient ainsi qu’a 1’histoire familiale [65].

Cependant ces derniers tests sont plus coiiteux et n’évaluent qu’un allergéne a la fois.

Surtout utilisés en recherche, les tests de provocation allergénique nasale pourraient
toutefois s’avérer utiles dans certains cas particuliers. En effet, il arrive que le test
cutané d’allergie ou des niveaux d’IgE dans le sérum soient contradictoires ou encore ne
donnent par les résultats soupgonnés. Dans ces cas particuliers, une provocation nasale
avec des allergenes spécifiques afin d’évaluer la réponse symptomatique ou
inflammatoire qui s’ensuit pourrait étre effectuée mais tel que mentionné, ces tests sont

rarement nécessaires [66].

1.2.5 Pathophysiologie

1.2.5.1 Réaction inflammatoire

La rhinite allergique est la conséquence d’une réaction allergique qui survient suite a
une exposition a un allergéne pour lequel le malade a été sensibilisé. Plusieurs cellules

et médiateurs interviennent dans ce processus, tel que décrit ci-dessous.

La premiére étape de cette cascade inflammatoire est 1’inhalation de I’allergéne et la
présentation de cet antigéne par les cellules présentatrices d’antigénes aux lymphocytes
Th2. Les cellules dendritiques sont les principales cellules présentatrices d’antigenes de
la réaction allergique. Un plus grand nombre de cellules dendritiques activées est
d’ailleurs retrouvé dans la muqueuse nasale de sujets souffrant de rhinite allergique
comparativement a des sujets témoins [67]. De plus, une déplétion des cellules

dendritiques chez des souris malades a permis d’inhiber la réaction inflammatoire
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allergique suite a une exposition allergénique, confirmant 1’importance de cette cellule

dans la réaction allergique [67].

Les cellules dendritiques présentent ainsi 1’allergéne aux lymphocytes Th2, qui sont les
cellules centrales de la réponse allergique, ayant la capacité de déclencher la cascade
d’événements inflammatoires conduisant a 1’apparition des symptémes de rhinite chez
les sujets touchés par la maladie (Figure 4). Suite a son activation, le lymphocyte Th2
sécréte des médiateurs qui activeront a leur tour d’autres cellules inflammatoires, dont

les éosinophiles, les lympthocytes B et les mastocytes.

Allergic
Rhinitis

Figure 4 : Pathophysiologie de la rhinite allergique. La cellule dendritique présente
son antigéne au lymphocyte Th2, qui, une fois activé, sécrétera des médiateurs qui
activeront a leur tour 1’éosinophile, le lymphocyte B et le mastocyte, créant ainsi la
réponse inflammatoire observée dans la rhinite allergique. Tiré de Benson M. et al., Clin
Exp All. 2001 ; 31 :361-367 [68]

Le recrutement et 1’activation des €osinophiles se fait en grande partie par des cytokines
de type Th2, telles que I’'IL-3, I’'IL-4, I'IL-5 et le GM-CSF, mais |’éosinophile peut lui-
méme sécréter I’IL-3, I’'IL-5 et le GM-CSF [69]. Suite a leur activation, les €osinophiles
vont a leur tour sécréter des médiateurs ayant pour effet d’augmenter la cytotoxicité et
de favoriserla réaction d’inflammation, en diminuant I’apoptose des cellules
inflammatoires, en augmentant la vasodilatation et en attirant d’autres cellules
inflammatoires grice au pouvoir chimioattractant des médiateurs éosinophiliques [60,
70].
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Les lymphocytes B possédent également un réle important dans la réaction
inflammatoire de la rhinite allergique. Ils sont activés par des cytokines de type Th2
dont I’[L-4 et I’'IL-13 et, suite a leur activation, sécreteront des IgE, une molécule clé

dans la cascade inflammatoire allergique [71].

Les mastocytes, une fois activés par des cytokines de type Th2 ou encore par des IgE
produits par les lymphocytes B qui se sont liés a des antigénes, relacheront le contenu
de leurs granules dans I’environnement extra-cellulaire [72]. Plusieurs médiateurs
relargués par le mastocyte ont été décrits, tels que I’histamine, la tryptase, le
leucotriéne, différentes cytokines inflammatoires, des chimiokines et des facteurs de
croissance. Parmi les cytokines inflammatoires retrouvées, certaines sont de type Th2,
comme I'IL-4, I'IL-5 et I'IL-13, et d’autres sont des cytokines pro-inflammatoires.
L’ensemble des médiateurs sécrétés par le mastocyte lui profére différents roles dans la
pathologie de la rhinite allergique, soient au niveau de la vasodilatation et au niveau du

recrutement et de la prolifération de cellules inflammatoires.
1.3 Relations entre I’asthme et la rhinite allergique

Plusieurs évidences épidémiologiques, physiopathologiques et thérapeutiques ont
conduit les scientifiques a penser que I’asthme et la rhinite allergique seraient la
manifestation d’une seule et méme pathologie, parlant ainsi du « One airway, one
disease » [73]. Selon ce concept, une réaction inflammatoire se produisant au niveau
des voies aériennes supérieures aurait une influence sur I’inflammation des voies
aériennes inférieures et vice-versa. Il est donc important de bien comprendre ces liens,
afin de prévenir et traiter adéquatement les patients souffrant de 1’une ou I’autre de ces

pathologies respiratoires.

1.3.1 Evidences épidémiologiques

Plusieurs données épidémiologiques permettent d’établir un lien évident entre la rhinite
allergique et I’asthme. Tout d’abord, la majorité des sujets asthmatiques souffrent
également de rhinite allergique, cette prévalence pouvant s’élever a plus de 70% [74].

Inversement, il est également vrai que parmi les sujets souffrant de rhinite allergique, il
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y a un plus grand pourcentage de sujets asthmatiques comparativement a un groupe sans
rhinite allergique [75]. Finalement, il a été démontré que la rhinite allergique précéde
souvent |’apparition de I’asthme. En effet, les sujets souffrant de rhinite allergique
voient leur risque de développer de I’asthme au cours de leur vie multiplié par 3

comparativement a un groupe contréle [76).
1.3.2 Evidences physiopathologiques

Suite & 1’établissement des évidences épidémiologiques reliant 1’asthme et la rhinite

allergique, divers mécanismes ont été proposés pour expliquer ce concept.

Tout d’abord, il a été proposé que chez les sujets rhinitiques, il y aurait une aspiration
des sécrétions nasales, contenant des cellules et des médiateurs inflammatoires, vers les
voies aériennes inférieures. Ces cellules et médiateurs inflammatoires contribueraient a
I’apparition et au maintien de 1’asthme. Cette théorie n’a toutefois jamais été prouvée et

pour I’instant est incertaine [77].

La deuxieme théorie présentée concerne le mode de respiration chez les sujets
rhinitiques [77]. Présentant une congestion nasale fréquente, les rhinitiques respireraient
davantage par la bouche que les sujets sains. L’air respiré ne serait donc pas humidifié
et réchauffé adéquatement avant d’atteindre les voies aériennes inférieures. De plus, les
aéroallergenes et les polluants de I’air pénétreraient directement dans les voies aériennes
inférieures et ne seraient pas filtrés au niveau du nez. Des études seraient toutefois

nécessaires pour prouver ce concept.

11 se pourrait également que 1’asthme et la rhinite allergique soient inter-reliés par un
réflexe neurologique naso-bronchique. Cette théorie stipule qu’une stimulation au
niveau du nez pourrait engendrer un réflexe nerveux induisant une bronchoconstriction

[77]. Cette explication reste toutefois a étre prouvée.

Finalement, la derniére hypothése est celle sur laquelle le plus d’études sont effectuées
présentement. Selon cette hypothése, I’inflammation nasale présente dans la rhinite
allergique influencerait I’inflammation systémique et bronchique observée dans

I’asthme [78] (Voir Figure 5). Selon cette hypothése, des cellules inflammatoires en
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circulation pourraient étre activées par des cellules endothéliales de la muqueuse nasale
et contribuer a I’inflammation bronchique. Les cellules inflammatoires systémiques
activées seraient ensuite attirées par des sites ou I’inflammation est déja présente, se
dirigeant donc vers les bronches et retournant également vers la muqueuse nasale.
Parallélement, des cytokines libérées par les cellules inflammatoires nasales iraient
stimuler la moelle osseuse pour augmenter la production de cellules inflammatoires

systémiques, contribuant également a 1’inflammation bronchique.

Inflammation nasale ———~  Activation endothéliale
Cytokines L
y Activation des cellules
ﬂ inflammatoires systémiques

Activation de la moelle osseuse U

.Augmentat.ion des cell.ules —— Inflammation
inflammatoires systémiques bronchique

Figure 5 : Influence potentielle de I’inflammation nasale sur P’inflammation
bronchique. Illustration de I'influence potentielle de 1’'inflammation nasale, présente
dans la rhinite allergique, sur ’inflammation systémique et, finalement, bronchique,
observée dans I’asthme. Adapté de Togias A., Allergy. 1999 ; 54 :594-105 [78]

1.3.3 Evidences thérapeutiques

Certaines thérapies peuvent étre efficaces a la fois dans le traitement de 1’asthme et de la
rhinite allergique. C’est le cas pour les corticostéroides oraux et nasaux et les anti-
leucotriénes. Toutefois, certaines thérapies ne sont efficaces que pour 1'une ou 1’autre
des maladies. C’est le cas pour les anti-histaminiques et les agonistes B2 de longue
durée, efficaces dans le traitement de la rhinite allergique et de I’asthme, respectivement
[79].
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1.4 Provocations allergéniques

Des modeles expérimentaux ont été développés dans le but de mieux comprendre
I'impact d’une stimulation allergénique sur des maladies inflammatoires des voies
aériennes telles que I’asthme et la rhinite allergique. Les provocations allergéniques
sont des outils utilisés en laboratoire pour simuler un contact allergénique chez des
sujets sensibilisés, pour ainsi étudier le processus inflammatoire précédant 1’apparition
des symptomes chez ces sujets ou pour tester 1’efficacité de médicaments. Il existe
plusieurs types de provocations allergéniques, dont les provocations allergéniques

bronchiques et nasales, qui seront décrites aux sections 1.4.1 et 1.4.2.

1.4.1 Provocations allergéniques bronchiques

Les provocations allergéniques bronchiques sont utilisées en recherche clinique pour
étudier les mécanismes physiopathologiques de la réaction inflammatoire induite par les
allergénes au niveau des bronches. La méthode habituellement utilisée consiste, en bref,
a faire inhaler des doses croissantes d’allergéne a un sujet sensibilité a cet allergéne
jusqu’a ce qu’une chute de 20% du VEMS soit observée. Cet outil a permis d’améliorer
grandement les connaissances sur la cascade inflammatoire présente dans 1’asthme. De
plus, les provocations allergéniques bronchiques sont utilisées pour évaluer ’efficacité
d’agents thérapeutiques dans le traitement des symptomes et de |’inflammation qui

surviennent suite a une réaction allergique [80].

Les provocations allergéniques bronchiques peuvent induire 2 types de réponses chez
les patients. De 15 a 30 minutes suivant une provocation allergénique bronchique, une
réaction allergique immédiate peut survenir, se traduisant par un épisode de
bronchoconstriction qui disparait cependant dans les 2 heures suivant la provocation
[80]. De plus, il est possible d’observer chez certains sujets une réponse allergique
retardée, survenant environ 3 a 8 heures suivant la provocation, se présentant également
sous forme de bronchoconstriction et d’une augmentation de la réactivité bronchique
[81]. La réponse allergique immédiate est induite par les médiateurs reldchés lors de la
dégranulation des mastocytes dans les minutes suivant le contact avec I’allergéne. Pour

ce qui est de la réponse allergique retardée, il s’agirait plutét d’une réaction survenant
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suite 4 une augmentation du recrutement de cellules inflammatoires, de la perméabilité

vasculaire et de la sécrétion de mucus.

Des provocations bronchiques a faibles doses, dont le but est d’induire une baisse de la
fonction respiratoire de seulement 5%, peuvent également étre utiles pour étudier les
mécanismes physiopathologiques induits par les allergénes au niveau des voies
aériennes inférieures [80]. Ce type de provocation pourrait mimer davantage une
exposition naturelle a un allergéne. Une étude de Boulay et al. a d’ailleurs démontré
qu’il est possible d’induire une inflammation de type éosinophilique des voies aériennes
inférieures chez des sujets rhinitiques sans asthme, sans induire pour autant de baisse de

la fonction respiratoire [82].

Les méthodes proposées pour administrer I’allergéne varient selon les études, mais la
plus utilisée est I’inhalation de doses croissantes de solutions contenant I’allergéne dilué
dans du salin physiologique [80]. Le patient inhale la solution comprenant 1’allergéne
dans un nébuliseur préalablement calibré, ce qui permet de connaitre la quantité

d’allergeéne qui sera inhalée par le patient, et standardisant ainsi la procédure.
1.4.2 Provocations allergéniques nasales

Les provocations allergéniques nasales sont généralement utilisées poﬁr étudier les
mécanismes de la rhinite allergique. Plusieurs techniques peuvent étres employées pour
simuler une réaction allergique chez les rhinitiques. Parmi celles-ci, il y a I’application
directe de ’allergéne sur une surface précise de la muqueuse nasale a 1’aide d’une
pipette ou de disques préalablement imbibés. D’autres méthodes existent cependant
pour distribuer 1’allergéne uniformément sur toute la surface de la muqueuse nasale.
L’utilisation d’un atomiseur, par exemple, permet de vaporiser 1’allergéne sur une

grande surface a ’intérieur du nez, imitant davantage une exposition naturelle [83, 84].

Les allergénes utilisés dans ce type de provocation sont le plus souvent sous forme
aqueuse, €tant ainsi faciles d’utilisation, peu importe la méthode utilisée pour provoquer
la réaction allergique. D’autres formes sont parfois utilisées dans certaines études, telles
que les allergénes en poudre ou encore en capsules [83]. Il est important d’utiliser des

allergenes standardisés, afin que les expérimentations soient reproductibles entre elles.
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1.5 Problématique

Les provocations allergéniques nasales représentent un bon modéle pour étudier
I’influence des voies aériennes supérieures sur les voies aériennes inférieures. Il s’agit
en effet d'une méthode pouvant aider a étudier les liens existant entre la rhinite
allergique et 1’asthme. Il n’existe cependant aucune méthode standardisée pour réaliser
ce type de provocations. Il est donc difficile de comparer les résultats des différentes
études portant sur les provocations allergéniques nasales entre eux. Dans cette optique,
la littérature a été scrutée a la recherche d’articles possédant des instruments pour
I’évaluation de symptomes validés lors de provocations allergéniques nasales. Une

revue de littérature a ce sujet est présentée au Chapitre 2.

Dans le passé, les provocations allergéniques nasales ont démontré des résultats
contradictoires. Braunstahl ef al. ont utilisé les provocations allergéniques nasales chez
des sujets rhinitiques allergiques sans asthme et ont observé une augmentation des
éosinophiles et de 'ICAM-1 dans les biopsies nasales et bronchiques comparativement
aux sujets témoins [85]. Dans une autre étude, Wilson et al. n’ont cependant pas
observé une augmentation du nombre d’éosinophiles présents dans les expectorations
induites de sujets souffrant de rhinite allergique suite a une seule provocation nasale

allergénique, et ce malgré une augmentation de I’ ICAM-1 [86].

De plus, a notre connaissance, aucune étude n’a été effectuée pour comparer les
réponses symptomatiques et inflammatoires & des provocations allergéniques nasales
multiples de sujets rhinitiques avec ou sans asthme. Des études sont nécessaires afin
d’éclaircir ces résultats et ainsi améliorer la compréhension de !'impact de
I’inflammation des voies aériennes supérieures sur 1’inflammation des voies inférieures.

Une étude dans ce sens a été réalisée et est présentée au Chapitre 3.

1.6 Hypothéses

1) Dans la littérature, il existe des outils d’évaluation des symptomes validés dans le

cadre de provocations allergéniques nasales (Chapitre 2)
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2) La réponse symptomatique a des provocations allergéniques nasales multiples est
différente en regard du type et I’intensité des symptomes chez les sujets rhinitiques sans

asthme comparativement aux sujets rhinitiques avec asthme. (Chapitre 3)

3) Les provocations allergéniques nasales multiples causent une augmentation de
I'inflammation des voies aériennes supérieures et inférieures, et ce changement est

davantage marqué chez les sujets souffrant d’asthme. (Chapitre 3)
1.7 Buts

1) Vérifier, en effectuant une revue de la littérature scientifique sur Embase et PubMed,
s’il existe des outils d’évaluation des symptomes pour effectuer des tests de

provocations allergéniques nasales.

2) Evaluer la réponse symptomatique a des provocations allergéniques nasales multiples
chez des sujets rhinitiques avec et sans asthme, en analysant les symptomes notés par

les sujets dans la période suivant les provocations nasales.
3) Evaluer la réponse inflammatoire a des provocations allergéniques nasales multiples

chez des sujets rhinitiques avec et sans asthme, dans les expectorations induites et les

lavages nasaux suivant les provocations nasales.
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CHAPITRE 2
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Review of Symptoms Assessment During Nasal Allergen Provocation

in Patients with Allergic Rhinitis
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Mise en contexte de I’étude

Les provocations nasales sont des outils pouvant étre utilisés en recherche clinique pour
étudier la pathophysiologie de la rhinite allergique. Cependant, aucune méthode
standardisée n’a été élaborée et les études restent difficilement comparables entre elles.
Une revue de la littérature a été effectuée a la recherche d’instruments validés
établissant les symptomes nasaux suivant une provocation nasale chez des sujets
rhinitiques. Dans les bases électroniques de données de Pubmed et d’Embase, 520
études ont été trouvées. Parmi celles-ci, 81 instruments ont répondu aux critéres établis,
provenant de 81 études différentes. Aucun instrument validé n’a cependant été trouvé.
Cette revue a tout d’abord permis de constater la grande variété des instruments utilisés.
De plus, il y a une absence d’outils validés, suggérant le besoin de développer une

méthode validée et standardisée d’évaluation des symptomes.
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ABSTRACT

Background: Allergic rhinitis is the most prevalent allergic disease. Nasal provocation
tests (NPTs) may be useful for its clinical diagnostic and therapy monitoring although
they are mostly used in clinical research. However, the lack of standardisation in the
symptoms assessed and the variety of instruments used make effective comparison
between studies difficult. Objective: To review the published literature searching for
instruments assessing nasal symptoms during NPTs for allergic rhinitis. Methods:
Pubmed and Embase electronic databases were reviewed, looking for all methods
including an instrument assessing symptoms during or following NPTs. Studies on
animal models, pediatric subjects, and patients without allergic rhinitis were excluded.
Studies were also excluded if they did not assess nasal symptoms during or following
the NPT. Only NPT studies performed with allergen extracts or histamine were
included. Results: A total of 520 studies were retrieved, from which 81 different
instruments from 81 studies were included in the present analysis, There was no
instrument reporting a validation process for the assessment of symptoms during NPTs.
From the remaining instruments, the most common symptoms assessed were rhinorrhea
(67), sneezing (70), congestion (67), and nasal pruritus (50). The most frequently used
type of scales among those instruments was the four-point Likert scale (39), although
different methods were used. Conclusions: This review illustrates the large variety of
symptoms and methods used to assess the aforementioned NPTs. The lack of validation
studies suggests the need to develop and validate a standardized instrument assessing

symptoms following NPTs.

Keywords: rhinitis; symptoms; symptom score; allergen challenge; nasal provocation
test.

-34-



INTRODUCTION

Several techniques have been developed to study the clinical and pathophysiological
mechanisms of rhinitis. Among those being commonly used, are direct challenges to
histamine or allergens [1]. Nasal provocation tests (NPTs) have the advantage of
reproducing an exposure in a controlled setting, making possible the use of the same
procedure for all subjects with standardized agents. They are particularly used to
monitor treatment of allergic rhinitis [2]. Although rarely performed in clinical practice,
NPTs are often used for research purposes on nasal diseases mainly to evaluate efficacy
of anti-allergic medication [2-4]. They are also important in the diagnosis of

occupational rhinitis.

The evaluation of response during NPTs can be both objective and subjective. With
respect to objective methods, biochemical marker measures in nasal secretions have
been used [5-7], as well as anterior rhinomanometry, acoustic rhinometry, and
rhinostereometry which allow to assess nasal obstruction during NPT [2]. Subjective
symptom ratings using Likert or visual analogue scales have been widely used.
However, the lack of standardisation in the symptoms assessed and the large spectrum
of scales lacking a validation process make effective comparison between studies
difficult. Although some scoring systems have been proposed for standardised
quantification of clinical parameters [8-11],and the importance of a rigorous validation
process reported, there is, to our knowledge, no “gold standard” for the evaluation of

response to NPTs.

The aim of this work was to review published reports on NPTs, searching for
instruments with a reported validation process that evaluated symptoms during or after

NPTs and to assess the validation process when available.

METHODS

Search strategy and inclusion criteria
A systematic literature search was performed by an information specialist, using

Pubmed and Embase databases, to identify reports where the evaluation of symptoms in
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patients with allergic rhinitis during NPT was assessed regardless of study design. The
following keywords and/or medical heading terms and/or text words were used when
applicable: 1) rhinitis and 2) symptoms, and 3) evaluation or questionnaire or score or
scale or instrument, and 4) nasal provocation test or nasal allergen provocation. The
limit feature was used to select human studies published between 1980 and 2006 written
in English or French. Reference lists of included studies and review articles were hand
searched afterwards. Studies were included if 1) patients had allergic rhinitis; 2) they
included NPTs with allergen extracts or histamine; and 3) they were original
publications using tools to assess symptoms during or following NPTs in patients with

allergic rhinitis.

Data Extraction and Tool Assessment

The database was analysed independently by two reviewers. General information on the
study goal, the study type, the clinical setting, the treatment provided (medical or
surgical), and the patient population and inherent characteristics was first collected.
Subjects’ diagnosis of allergic rhinitis and asthma were also considered. The presence
of allergic asthma was noted. The number of symptom evaluation tools used by each

study was recorded.

For each symptom assessment instrument used in the studies, information was
abstracted on the number of items, the subscales or domains, the scoring method and the
mode of administration. If mentioned, the performance characteristics of each
instrument including validity, reliability and responsiveness was noted. Therefore,
information on nasal and ocular manifestations evaluated by the different tools was
precisely noted. Regarding the mode of administration, we noted if the patients
completed independently the questionnaire or scale or if an interviewer was involved in
the process. If a scale was described, the grading system and the number of items scored
were recorded. In the case of visual analog scales (VASs), we were interested in its
grading (e.g. 0 to 10, 0 to 100) and the items assessed. Finally, we analyzed if the VAS

assessed the patient’s overall feeling of symptoms or precise clinical manifestations.
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RESULTS

Literature Search Results

At first, 520 articles were identified through the query of the Embase and Pubmed
databases. We first excluded 120 duplicates, 38 articles in other languages than French
or English, 1 without abstract and 12 reviews (Figure 1). From the remaining 349
articles, we excluded 6 studies on animals and 41 which focused on pediatric patients.
We discarded 22 studies on patients without any form of allergic rhinitis and 65 which
did not perform a nasal provocation test. Fifteen studies used other substances than
allergens or histamine while 68 did not include an instrument to assess symptoms
during NPTs. Finally, 51 studies were not the original article describing the instrument
used to assess symptoms and referred to previous studies which were included in this
analysis. Hence, 81 studies used instruments to assess nasal symptoms following NPTs

among subjects with rhinitis.

Instrument Characteristics

Zero out of these 81 studies used a validation process for their instruments measuring
nasal symptoms [12-92]. Indeed, we found no description of a validated symptom
scoring method. Studies using non-validated tools were reviewed and described in order
to find any similarities and repetitive characteristics in nasal symptom assessment which

may be useful for further instrument development and validation.

Likert scales were the predominant instrument to assess symptoms following or during
NPTs. Sixty one studies included any form of numeric scale while 17 of them used
visual analogue scale (VAS). Six studies used other scoring systems, which consisted
mostly in a combination of Likert scales depending on the symptom assessed. A scale
grading symptoms from 0 to 3 was used in 38 of the 61 studies with Likert scales.
Symptom severity was subjectively assessed with the following gradation: 0
corresponded to the absence of symptoms, 1 to mild, 2 to moderate, and 3 to severe

symptoms (Figure 2).

The symptoms most frequently evaluated were, in order of prevalence, rhinorrhea (73),
sneezing (70), nasal blockage (67), and nasal pruritus (50). The prevalence of these four

upper airway symptoms was clearly higher compared to the others. Tearing (12) and
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itching of the eyes (9) as well as bronchial symptoms (6) were the following most
prevalent symptoms assessed during NPTs. Bronchial symptoms, relating to lower
airway symptoms, included cough, wheezing and shortness of breath. In 39 studies, the
symptom evaluation tool was auto-administered. Nineteen studies used an interviewer
to complete the symptom assessment tool. Twenty three studies did not mention the

mode of administration.

DISCUSSION

This review confirms the lack of standardization and validity assessment of the different
tools used to assess the upper airway response to nasal allergen challenges. No
validation process for an instrument was found following the review of 81 original
manuscripts meeting the previously described criteria. Nevertheless, the publications
using non-validated tools were reviewed to find any common characteristics in nasal

symptom assessment.

When analysing data extracted from the non-validated tools, the four-point Likert scale
was the most commonly used instrument to assess symptoms following NPTs.
Moreover, rhinorrhea, sneezing, nasal blockage and nasal pruritus were the most
frequently evaluated symptoms. Even though these results come from studies which
lacked a validation process, the four symptoms most frequently assessed during or after
NPTs correspond to the definition of allergic rhinitis according to the Allergic Rhinitis
and its Impact on Asthma workshop report [93]. Allergic rhinitis may be described as a
symptom complex characterized by paroxysms of sneezing, rhinorrhea, nasal
obstruction, and itching of the eyes, nose and palate [94]. In a more recent evaluation of
clinical parameters for the definition of allergic rhinitis, Ng et al. suggested that the
most important factors to be considered in the diagnosis of allergic rhinitis are those
related to nasal and ocular symptoms; for example, the symptoms of rhinorrhea,
sneezing, sniffing, impaired sense of smell, blocked nose, watery eyes, red eyes, mouth
breathing and itchy nose [95]. Therefore, the symptoms commonly assessed in studies

using NPTs seem to be relevant in the evaluation of patients with allergic rhinitis.
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Another important finding of the study was the diversity of the methods to assess
symptoms. In some instances, the same author used different instruments to evaluate
symptoms during NPTs. However, the use of more than one instrument to assess
symptoms following NPTs was rarely noted. Multiple scales could be used to assess the
various components of the nasal response. On one side, specific symptoms could, for

instance, be individually assessed with a Likert scale.

The data collected in this study are most valuable for the future construction and
validation of a new symptom score as they reflect the perception of most authors on
rhinitis’ key features. This review stresses the need to develop and most importantly,
validate a common tool to assess symptoms severity and evolution during or following
NPTs in patients with allergic rhinitis. Since no standardized and common tool has been
produced for this purpose, the evaluation and comparison of studies using various

methods to assess NPTs remain difficult and less reliable.

-39.



CAPTIONS

Figure 1: Details of the literature search results

Figure 2: Characteristics of the tools assessing allergic rhinitis symptoms
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Figure 1
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Figure 2
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Rousseau MC, Boulay ME, Goronfolah L, Denburg J, Keith P, Boulet LP

Comparative Responses to Nasal Allergen Challenge in Allergic
Rhinitic Subjects With or Without Asthma A soumettre
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Mise en contexte de I’étude

Les provocations allergéniques nasales peuvent étre utilisées pour étudier la
pathophysiologie de la rhinite allergique. Cependant, des provocations allergéniques
répétées seraient possiblement plus représentatives d’une exposition naturelle. Cette
étude consistait donc a déterminer 1’effet d’une provocation allergénique répétée sur 4
jours sur des parameétres cliniques et inflammatoires de sujets rhinitiques avec et sans
asthme. Des symptomes semblables ont été induits chez les 2 groupes de sujets, sauf
pour 1’écoulement nasal, davantage marqué chez les rhinitiques sans asthme, et la
congestion nasale, davantage marquée chez les rhinitiques avec asthme. Une
augmentation des éosinophiles dans les voies aériennes supérieures a été observée apres
4 jours de provocations, mais pas dans les voies aériennes inférieures. Une
augmentation du nombre de jours de provocation ou de la dose donnée pourrait
améliorer le modéle et aider & mieux comprendre les mécanismes reliant I’inflammation

des voies aériennes supérieures et inférieures.
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ABSTRACT

Background: Nasal allergen challenge can be used to study the pathophysiology of
rhinitis, but since single dose challenge may not adequately approximate natural
exposure, multiple challenges could be more helpful. Objective: To determine the
effect of daily nasal allergen challenge over 4 consecutive days on clinical and
inflammatory parameters in rhinitic subjects with or without asthma. Methods: Thirty
two subjects with allergic rhinitis were recruited: 19 with mild asthma and 13 without
asthma. Subjects underwent a nasal control challenge with normal saline followed by 4
consecutive daily allergen challenges. During each allergen challenge day, an allergen
extract was sprayed into each nostril, beginning at the concentration pre-determined by
skin titration (1:10,000 to non-diluted), until a positive nasal response occurred. Patients
recorded their symptoms (nasal obstruction, rhinorrhea, sneezing, nasal itching and
cough) on a Likert scale, as well as oral peak expiratory and nasal peak inspiratory
flows, allowing an assessment of a nasal blockage index (NBI), for a period of 7 hours.
Induced sputum and nasal lavage were done on control day and after 1 and 4 days of
allergen challenges. Results: Compared with the control day, there was a significant
increase in NBI and symptom scores 10 minutes after each last daily allergen exposure
for the two groups (p<0.05). No cumulative effect or any late response was observed in
any of the 2 groups during the challenge period. NBI and symptom scores were similar
for the 2 groups, except for nasal obstruction and rhinorrhea, which were more marked
in subjects with asthma and rhinitis, respectively. An increase in eosinophils was
observed in nasal lavage after 4 days of challenges in both groups, but not in induced
sputum. Conclusion: Multiple nasal allergen challenges may be a useful tool to study
the impact of interventions on nasal responses, and to study the pathophysiology of

allergic rhinitis or its relationships with asthma.
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INTRODUCTION

Asthma and rhinitis are two airway inflammatory diseases that often coexist in the same
patient. Up to 80% of asthmatic patients also suffer from allergic rhinitis [1, 2] and the
risk to develop asthma is almost three times higher among allergic rhinitic subjects
compared to controls [3]. Asthma and allergic rhinitis involve common inflammatory
mediators that may contribute both to upper and lower airway inflammation [4]. These
epidemiological and pathophysiological observations support the concept of the ‘United
Airways’ in which upper and lower airways should be considered as a continuum, rather
than 2 distinct units. However, the mechanisms by which some rhinitic subjects will

subsequently develop asthma are still to be understood.

Several techniques have been developed to study the clinical and pathophysiological
mechanisms of allergic rhinitis. Among those being commonly used, are direct
challenges to histamine or allergens and natural exposure models [5]. Nasal allergen
challenge (NAC) is a classical model that has the advantage to reproduce a direct high
dose allergen contact in a controlled setting, making possible the use of the same
procedure for all subjects with standardized allergens. In comparison with challenges in
exposure chambers, NAC helps to understand specifically the effect of challenging the
upper airways on systemic or lower airway inflammation, since the allergen is delivered
locally in the nose. This method seems therefore appropriate to study the link between
an upper airway disease, such as allergic rhinitis, and a lower airway disease, such as

asthma.

Single dose NAC may limit the efficiency of this model, since it may not reproduce the
chronicity of a natural allergen exposure. In the past, conflicting results were obtained
regarding the impact of upper airway inflammation on the induction of lower airway
inflammation. Braunstahl et al. performed single nasal allergen challenge in rhinitic
subjects without asthma, and observed a significant increase in eosinophils and in the
expression of intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) in nasal and bronchial
biopsies [6]. However, Wilson et al. did not observe any increase in the number of
eosinophils in induced sputum following a single nasal allergen challenge, despite an

increase in [ICAM-1 [7].The need to find a model closer to natural allergen exposure has
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lead to the development of repeated allergen challenges [8]. These challenges consist in
performing a daily challenge with the chosen allergen and to repeat the procedure over a
few consecutive days [8]. This type of challenge has previously been used to investigate
the efficiency of different therapies in subjects suffering from seasonal allergic rhinitis
[9, 10, 11], although they could also be helpful to determine the type of clinical
response (e.g. nasal obstruction vs. rhinorrhea) and to compare these features in allergic
rhinitics with or without asthma. Whether performing single or repeated NAC, it is
difficult to establish an effective comparison between studies, considering that different
types of allergens, challenge methods and assessment of symptoms scores have been

used in the past, no standardized NAC method being available up to now.

It would be of interest to investigate the effect of a repeated allergen challenge model in
rhinitic subjects with or without asthma, considering that, to our knowledge, no studies
are available to compare nasal responses in these two different groups following a
repeated NAC. This study could also help to compare the nasal response of these 2
groups in regard to a possible cumulative effect, the presence of a late response and the
type of response. The aim of the present study was to compare the effects of a repeated
daily NAC with perennial standardized allergens, on clinical and inflammatory

parameters, between allergic rhinitic subjects with or without asthma.

METHODS

Subjects

Thirty-two non-smoking subjects were recruited: 19 had mild stable asthma associated
to allergic rhinitis (A) and 13 allergic rhinitics (R) without asthma. Rhinitis was defined
according to the ARIA guidelines [12]. All subjects had a positive reaction to cat hair
and/or house dust mite (Dermatophagoides pteronyssinus) aeroallergens on allergy skin
prick tests and reported rhinitis symptoms when exposed to an environment containing
this allergen. Asthma was defined according to the criteria proposed by the American
Thoracic Society (ATS) [13]. At entry into the study, all subjects had baseline forced

expiratory volume in one second (FEV,) >70% predicted. Asthmatic subjects had a
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provocative concentration of methacholine causing a 20% fall in FEV, (PCy) < 16

mg/mL and non-asthmatic subjects had a PCy >16 mg/mL.

Patients who had received oral or inhaled corticosteroids in the past 6 months, nasal
corticosteroids in the past 3 months, and anti-inflammatory or antihistamine drugs in the
past 7 days were excluded from the study. Asthmatic subjects did not use any rescue
medication 7 h prior to each visit and 7 h following every challenge. None of the
subjects experienced upper or lower respiratory tract infection within one month
preceding beginning of the study. All subjects provided a written informed consent and

the study was approved by the institutional Ethics Committee.

Study design

The study design is presented in Figure 1. The study was performed outside the pollen
season. On a baseline visit, 2 to 7 days prior to control challenge, allergy skin prick tests
and methacholine inhalation test were done. Prior to first allergen challenge, skin
titration was done using dilutions of the allergen chosen for nasal challenges.
Subsequent to baseline visit, a control challenge was done, followed, a week later, by
repeated NACs. NACs were done over 4 consecutive days, in the morning. Nasal peak
inspiratory flows (NPIF), oral peak expiratory flows (PEF), and symptoms were
recorded at baseline and at regular intervals over 7 h post-challenge on each challenge
day. Induced sputum and nasal lavage specimen were obtained 7 h following the control
challenge and the first and last NAC.

SKkin prick tests and titration

Atopy was determined using skin prick tests procedure for common aeroallergens.
Normal saline and histamine were used as negative and positive controls, respectively.
Skin wheal diameter was recorded at 10 min as the mean of 2 perpendicular
measurements. A positive response was defined as a skin wheal diameter of 3-mm or
more. The choice of the allergen for NAC, either cat hair or D. pteronyssinus, was based
upon the intensity of the sensibilisation, determined by skin prick tests, and questions

about their rhinitis symptoms to these allergens.
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Skin titration was done prior to allergen challenge in order to determine the starting
allergen concentration for NAC. The titration was done in the same way as for skin
prick tests, but using a series of dilutions of the chosen allergen. The procedure was
done in duplicate. The starting concentration was the one giving a minimum of 2-mm

wheal diameter.
Spirometry and methacholine inhalation test

Baseline FEV, and forced vital capacity (FVC) were measured according to the ATS
criteria [14] and predicted values were obtained from Knudson [15]. Methacholine

bronchial challenge was done as described by Juniper [16].
Nasal challenge

NAC was performed as previously described by Wilson er al. [7] using perennial
allergens (cat hair or D.pteronyssinus; Omega Laboratories, Montreal, QC, Canada).
Briefly, the nasal control challenge was done using 4 exposures of 0.9% saline at 10
min intervals in the same way as for allergens. Nasal allergen challenge was done using
tenfold increasing concentrations of the allergen extract chosen, either cat hair or
D.pteronyssinus, beginning with the concentration pre-determined by skin titration.
Before spraying, subjects were asked to inhale through their mouth to total lung
capacity and to hold their breath, in order to avoid lower airway contamination by the
test agent [6, 17]. Then, one squirt (0.1 mL) of the starting concentration was sprayed
into each nostril from a metered-dose pump spray (Aventis Pharma, Laval, QC,
Canada).

Symptoms scores derived from: blockage 0-2 (absence = 0, moderate = 1, severe = 2),
secretion 0-2 (absence = 0, moderate = 1, severe = 2), sneezing 0-2 (< 3 sneezes = 0, 3-5
sneezes = 1, > 5 sneezes = 2), itching eye or throat 0-1 (absence = 0, presence = 1), and
conjunctivitis, cough, urticaria or dyspnea 0-1 (absence = 0, presence = 2), were
recorded 10 min after each provocation. The total score of symptoms was calculating by
adding up the score previously registered. The procedure was repeated with tenfold
increasing concentrations until the highest concentration was given or a positive

response occurred. A positive response was achieved when the total score of symptoms
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reached a minimum of 3 points. If this was not obtained with the highest concentration,
then the dose was increased by giving 2 squirts and, if necessary, 3 squirts in each

nostril.

Nasal obstruction was measured quantitatively using NPIF and PEF before provocation
and at determined time-points for 7 h post-provocation. At these same time-points,
subjects evaluated the intensity of their symptoms for nasal obstruction, rhinorrhea,
sneezing, nasal itching and cough. A score was given for each of these symptoms, using

a 7-points Likert scale, graduated from 0 = Not troubled, to 6 = Severely troubled.
Peak Flows

NPIF was measured with a nasal peak flow meter (In Check, Clement-Clarke
International Ltd, Harlow, Essex, UK), using the method previously described by
Youlten [18]. The best of three measurements was recorded. The use of NPIF and PEF
(Mini Wright Peak Flow Meter, Clement-Clarke) allowed obtaining the nasal blockage
index (NBI), using a modified equation from Taylor ef al. [19]:

NBI = PEF - NPIF
PEF

Induced Sputun_l

Sputum induction was performed using the method described by Pin ef al. [20] and
modified by Pizzichini et al. [21]. Sputum was processed within 2 h following
induction. Briefly, mucus plugs were selected from saliva, weighed, treated with 4 times
their volume of dithiothreitol (DTT) and rocked for 15 min. The reaction was stopped
with an equal volume of Dulbecco’s phosphate buffered saline (D-PBS) 1X, filtered and
counted to determine total cell count and viability. Suspension was adjusted to 1 x 10°
cells/mL and 2 slides were prepared and stained with Diff-Quik for differential cell

count. Following centrifugation, sputum supernatants were aliquoted and frozen.
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Nasal Lavage

Nasal lavage was performed as described by Cormier e7 al. [22]. Briefly, subjects were
in a sitting position with the neck flexed at 45° from horizontal. Subjects were asked to
blow their nose before 5 mL of 0.9% saline solution were instilled into each nostril with
a needleless syringe. Subjects the flexed the neck and expelled nasal lavage fluid into a
sterile dish. Throughout the procedure, subjects were asked to refrain from breathing or

swallowing.
Mediator measurements

The presence of eosinophilic cationic protein (ECP) in induced sputum and nasal wash
supernatants was measured by ELISA kit (Measacup ECP, MBL International

Corporation, Woburn, MA). ELISA was done according to manufacturer’s instructions.
Statistical Analysis

Values are reported as mean + SEM. Two different statistical procedures were
completed 1) to compare asthmatic to rhinitic subjects over a time course at specific
visits 2) to compare asthmatic to rhinitic subjects over a time course from different
visits. 1) Subjects were considered as random block effects. For each visit, values were
measured at time 0, 10, 20 30, 45, 60, 90, 120 min, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, and 7 h. The
statistical approach used was to perform a three-way repeated measures design where
group and time were analysed as fixed factors. A symmetric component variance-
covariance structure was defined to analyse repeated measurements as time points were
not equally spaced. The multivariate normality was verified using the Mardia’s test. 2)
We considered subjects as random block effects. The statistical approach used was to
perform a four-way doubly-repeated measures design where group, visit and time were
analysed as fixed factors. The unstructured compound symmetry structure was used to
analyse repeated measurements. Tukey’s comparisons were preformed to compare visits
and time points. The multivariate normality was verified using the Mardia’s test. The
results were considered significant with p-values < 0.05. The data were analysed using

the statistical package program SAS v9.1.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC)
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RESULTS

Subjects

The characteristics of the subjects are presented in Table 1. Age and baseline FEV,
were similar between the 2 groups. Lower initial dilutions of allergen given for
challenge were used for asthmatics compared to rhinitics. Allergens used for challenge

were equally distributed within and between groups.

Nasal blockage index

Over the 4 challenge days, no difference in baseline NBI values was detected between
and within subjects, irrespective of their group (Figure 2). On control day, no significant
change in NBI was observed over time and the response was similar between groups.
Ten minutes after obtaining a positive response on each allergen challenge day, an
increased NBI value was observed for the two groups compared with baseline value (p
< 0.05) and the response was similar for the 2 groups. Moreover, the comparison of
each allergen challenge day with control day showed a significant increase in NBI from

10 min to 1.5 h post-challenge.

Symptoms scores

All subjects recorded their symptoms for a 7-h period post-challenge. In regard to nasal
obstruction score, on control day, no symptoms were observed for any of the 2 groups.
When comparing each allergen challenge day with control day, the score remained
significantly increased until 90 min post-challenge for the 2 groups (p < 0.05). Overall,

asthmatic subjects had a higher nasal obstruction score than rhinitics (p = 0.04).

No symptoms of rhinorrhea were observed on control day in any of the 2 groups, while
a significant increase was observed until one hour post-challenge on each allergen
challenge day, in comparison with control day, for both rhinitics and asthmatics (p <
0.05). Overall, subjects with rhinitis only had a higher rhinorrhea score than those with

rhinitis and asthma (p = 0.03).
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The nasal itching score was significantly increased until one hour following allergen
challenge for rhinitics and for 30 min following challenge for asthmatics, compared

with control day. Overall, no difference was observed between groups (p > 0.05).

No significant change for sneezing and cough symptoms scores were observed on any
of the 4 allergen challenge days in the two groups, compared with control day.
However, a limited number of subjects experimented cough symptoms at least at one

time-point on allergen challenge days (A = 9/19 (47%) and R = 7/13 (54%)).

No late response was observed in any of the two groups during the challenge period.

Induced Sputum and nasal wash

Data for changes in inflammatory parameters after 1 and 4 days of nasal allergen
challenges are presented in Table 2. There was no inflammatory change in the
percentage of eosinophils and in ECP levels in induced sputum after both the first and
last allergen challenges compared with control challenge. There was a significant
increase in the percentage of eosinophils in nasal wash after 4 days of nasal allergen
challenge in rhinitics and asthmatics compared with control challenge. The levels of
ECP in nasal wash was significantly increased after 1 day of nasal allergen challenge in

both groups, but not after 4 days.

DISCUSSION

Asthma is one of the most common respiratory diseases worldwide, affecting
approximately 300 millions of people and its prevalence is still increasing[23]. Given
that allergic rhinitis is a risk factor for the development of asthma, effective methods
should be developed to study the mechanisms linking these two diseases. In this regard,
nasal allergen challenge is a useful tool to study the specific effect of upper airway
allergen stimulation on the lower airways. However, nasal challenges performed on a
single occasion may not represent accurately a natural allergen exposure, leading to the
development of multiple challenges, done over a few consecutive days, which could be

more representative of the reality. This type of nasal challenge has been used in few
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studies in the past [9-11, 24]. In these last, only allergic rhinitic subjects were recruited
and three out of four were done to compare the effect of different types of rhinitis
medications [9-11]. To our knowledge, the present study is the first to compare the
effect of multiple NAC in rhinitic subjects with or without asthma. This study showed

that this method is effective to induce rhinitis symptoms in these two groups.

One of the objective of this study was to determine how allergic rhinitic subjects with or
without asthma would react following a multiple NAC, regarding the type and duration
of induced symptoms. Our results showed that the two groups responded in the same
way, except for nasal obstruction and rhinorrhea symptoms. Asthmatics were more
likely to report nasal obstruction, whereas rhinitics had more symptoms of rhinorrhea.
This is of interest, since nasal obstruction may lead to mouth breathing, allowing an
increased quantity of allergens to penetrate into the lower airways, inducing
inflammation, and potentially triggering asthma symptoms. At an early state of rhinitis,
subclinical airway inflammation may lead to airway remodelling and contribute to the

development of asthma.

The other objective was to compare the inflammatory response of allergic rhinitic
subjects with and without asthma following a repeated nasal allergen challenge. No
significant change in lower airway inflammation was observed, determined by sputum
eosinophils and ECP. However, an increase in upper airway eosinophils was observed
after 4 days of challenge in both groups. Since upper airway inflammation appeared
only at the last challenge day, it could be of interest to continue this type of challenge
over a few more days to be able to induce lower inflammation by stimulating upper

airways.

Perennial allergens (cat hair and D.pteronyssinus) were used to perform allergen
challenges since these allergens are more associated with lower airway hyperreactivity
[10] and lower airway inflammation than outdoor ones [25]. Therefore, it is of interest
to observe the effect of upper airway challenge with perennial allergen on lower airway
symptoms given that no study used perennial allergens to perform multiple nasal
allergen challenges. A limited number of subjects experienced cough symptoms

following nasal challenge, reflecting the link between upper airway stimulation and
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lower airway symptoms. It could be interesting to study if rhinitic subjects experiencing

these symptoms are more at risk to develop asthma then the others.

Several techniques have been used to deliver the allergen to the nose [26]. In our study,
the nasal pump spray technique was used for two main reasons. First, it has the
advantage of delivering the allergen over the entire nasal mucosa, instead of a localized
area, as it can be observed, for example, with pipettes or paper discs [27]. Second, the
exact quantity of solution sprayed into the nose is known. With the pump spray delivery
method, no allergen should penetrate in the lower airways if the patient previously
inhale to total lung capacity and hold their breath before spraying the solution [17].
Considering this, the results obtained in this study are the specific consequences of

upper airway stimulation.

To be sure that the results were not influenced by outdoor allergens, subjects sensitized
to seasonal allergens were tested out of the pollen season. Obviously, some indoor
allergens, such as dust mites, cannot be avoided completely. In this regard, subjects
were asked to keep their life habits as stable as possible throughout the study. In
addition, the allergen challenge results were compared with the control challenge
results, which were done in the same way. These precautions helped to better assess the
specific effect of the allergens tested, independently of the presence of perennial

allergens in subjects’ environment.

The challenge was repeated over 4 consecutive mornings allowing to determine if there
was a priming effect. The concept of priming is defined as an increase in the response to
the same quantity of allergen [24]. In our study, this effect was not observed over the 4
days of challenge, in any of the two groups. Symptoms obtained following each
challenge were similar to the challenges of the other days. These results do not agree
with those obtained by Wachs ef al. who observed, over three consecutive challenge
days, a significant increase in the number of sneezes at each day compared with the
previous one, revealing a priming effect for this symptom [24]. However, the dose
administrated, the type of allergens and the mode of administration were different from

our study.

-68-



Furthermore, the development of late nasal or bronchial responses were not observed in
the hours following challenge, even on last provocation days. Our results differ from
those obtained by Pelikan et al., who observed a bronchial late phase or delayed
reaction in the majority of the subjects with a positive nasal challenge [28]. An
extension in the collection of data over 7 h post-challenge could have been appropriate

to observe a late response in some subjects.

In conclusion, this study showed that multiple nasal challenges with perennial allergens
are effective to induce rhinitis symptoms in rhinitic subjects with or without asthma. We
found no evidence of cumulative effect or late response after multiple nasal challenges
in both groups. We think that this method could be useful to assess the effect of
treatment on symptoms. However, future studies are needed to improve this protocol of
repeated nasal allergen challenge to induce lower airway inflammation, maybe by

extending the challenge period or increasing the dose given.
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TABLE 1. Characteristics of subjects

Rhinitics Asthmatics
n 13 19
Age (years) 24 (19-32) 24 (19-41)
Gender (M : F) 7:6 5:14
Allergen used for NAC (Cat hair : D.pteronyssinus) 5:8 11748
Initial dilution given (non-diluted, 1:10, 1:100, 1:1000) 19,25 0,3,5,11

FEV, (% predicted)

108 (87-125)

103 (87-125)

Data are presented as mean (range)
FEV,: Forced expiratory volume in one second
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TABLE 2. Inflammatory parameters following nasal control challenge, and 1 and 4
days of nasal allergen challenges

Parameters Rhinitics Asthmatics

Control Day 1 Day 4 Control Day 1 Day 4
Induced sputum eosinophils 2013 1315 1.6£1.0 56£1.8 6017 41x14
(%)
Induced sputum ECP 72+£20 112x41 98 + 36 146+43 17141 242+106
(ng/mL)

Nasal lavage eosinophils (%) 1.3£09 3.0x13 155+£96* 2.1+06 75+£43 15.7+54*

Nasal lavage ECP (ng/mL) 42 9+3* 8+3 9+3 10£3* 9+4

Data are presented as means + SEM
* p<0.05 vs control challenge
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CAPTIONS

FIGURE 1. Study design. The protocol was divided into 3 different parts: a baseline
visit, a control day (nasal challenge with 0.9% saline) and 4 consecutive days of nasal
allergen challenge (days 1-4).

FIGURE 2. Effect of nasal challenge with saline (control day) or allergen (days 1-4) on
NBI for rhinitics (a) and asthmatics (b) at 0 min and over 7 hours post-challenge.
*p<0.05; 0 min vs 10 min on days 1-4. **p<0.05; Control day vs days 1-4.
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CONCLUSIONS GENERALES
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4.1 Résumé

La rhinite allergique et I’asthme sont 2 maladies inflammatoires des voies aériennes qui
affectent un grand nombre de personnes dans notre société. Pour mieux comprendre
I’influence de I’inflammation des voies aériennes supérieures sur |’inflammation des
voies aériennes inférieures, un modele de provocations allergéniques nasales multiples a

été I’objet de la présente étude.

Tout d’abord, une revue de littérature a été effectuée a la recherche d’outils validés pour
I’évaluation de symptomes lors de provocations allergéniques nasales. (Voir Chapitre 2)
Parmi les 520 études répondant & nos critéres de recherche, 81 instruments ont été
répertoriés, provenant de 81 études différentes. Contrairement & notre hypothése de
départ, aucun outil validé n’a cependant été trouvé. Il a ainsi été constaté qu’une grande
variété d’instruments est utilisée, mais qu’il y a une absence d’outils validés dans la
littérature. Un outil d’évaluation des symptémes suite a une provocation allergénique
nasale devrait étre développé et validé. Cela permettrait de pouvoir mieux évaluer et

comparer les études.

Dans le Chapitre 3, un projet a été présenté, portant sur la réponse symptomatique et
inflammatoire de sujets rhinitiques avec ou sans asthme suite & une provocation
allergénique nasale multiple. D’un point de vue symptomatique, |’écoulement nasal
était plus important chez les sujets rhinitiques sans asthme alors que les sujets
rhinitiques avec asthme présentaient davantage d’obstruction nasale. Ce modele s’est
révélé efficace pour induire des symptomes de rhinite qui perduraient 1,5 heure suivant
la provocation chez ces 2 groupes, & tous les jours de provocation. Au niveau
inflammatoire, une augmentation du pourcentage d’éosinophiles a été observée dans les
voies aériennes supérieures apres 4 jours de provocation dans les 2 groupes. Cependant,
contrairement a I’hypothése initiale, le pourcentage d’éosinophiles dans les voies
aériennes inférieures est resté stable pour les 2 groupes. Puisque le modéle s’est révélé
efficace dans I'induction des symptomes, mais que cela ne s’est pas traduit par une
augmentation de I’inflammation, tout indique que ce mod¢le pourrait étre amélioré afin

de mieux représenter ce qui se passe lors d’une réaction allergique naturelle.
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4.2 Discussion

Il a été démontré, au Chapitre 2, que plusieurs études ont été réalisées sur les
provocations allergéniques nasales. Toutefois, elles utilisent des méthodes différentes
pour évaluer I’amplitude et la diversité des symptdmes. Bien que les provocations
allergéniques nasales soient utilisées par plusieurs équipes de recherche, il est difficile
de comparer les études entre elles car chacune des équipes possede son propre modéle.
Suite a ces observations, au Chapitre 3, un modele de provocation allergénique nasale
multiple a été élaboré. Ce modele pourra étre amélioré et servir de référence pour la

création d’un modele qui devra étre standardisé.

Le modéle de provocations allergéniques nasales multiples développé pourrait étre
utilisé dans de prochaines études pour étudier les mécanismes reliant I’inflammation des
voies aériennes supérieures et inférieures. Ce modele présente plusieurs avantages : il
est facile a utiliser, cause peu d’inconvénients aux sujets de recherche et demande peu
d’équipements spécialisés.

L’étude présentée au Chapitre 3 a été la premiere a utiliser les provocations
allergéniques nasales multiples pour comparer les réponses symptomatiques et
inflammatoires de sujets rhinitiques avec et sans asthme. Bien qu’un profil
symptomatique différent a ét€ observé entre les 2 groupes, aucune différence au niveau
inflammatoire n’a été obtenue entre les 2 groupes. Il serait toutefois possible
d’améliorer le modeéle afin de caractériser plus efficacement le type de réponse chez ces
2 groupes de sujets. Parmi les améliorations possibles, notons le développement d’une
méthode validée et standardisée et I’optimisation des doses 4 donner et du nombre de
jours durant lesquels il faudrait répéter la provocation nasale. Cela permettrait de
reproduire davantage une provocation allergénique naturelle, tout en restant dans un

milieu contrélé.

4.3 Perspectives

En conclusion, il serait important d’améliorer les modeéles de provocations allergéniques

nasales afin de reproduire le plus fidélement possible les réactions naturelles. Il faut en
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effet continuer la recherche sur le lien existant entre la rhinite allergique et I’asthme.
Une meilleure connaissance des mécanismes reliant I’inflammation des voies aériennes
supérieures et inférieures nous permettrait peut-étre de prévenir 1’apparition de ces
maladies chez les sujets prédisposés ou encore de mieux contrdler les symptomes chez

les personnes atteintes.
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