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RESUME

Les premiéres années de la vie sont marquées par un développement important des
poumons et du systéme immunitaire, immatures a la naissance. Les défenses du poumon font
intervenir en premier lieu, I'immunité innée qui, en période néonatale, contribue au
déséquilibre de la réponse adaptative avec un biais inhérent en défaveur d’'une immunité anti-
infectieuse qui facilite une réponse allergique. La théorie hygiéniste suggere que le
développement d’'un asthme est, au moins en partie, attribuable a une dérégulation
immunitaire, par manque d'exposition a certains microorganismes.

L'asthme, premiére maladie chronique de I'enfant, est favorisé par des facteurs de
risque génétiques, épigénétiques et environnementaux. Différents profils d’évolution ont été
décrits et les facteurs susceptibles d’influencer I'histoire naturelle sont multiples. Sur le plan
Iésionnel, le remodelage apparait précocement, probablement entre 3 et 6 ans. L’'age
préscolaire constitue donc une période cruciale pour caractériser les formes sévéres et limiter
des Iésions irréversibles.

Plusieurs approches permettent de catégoriser les patients asthmatiques, soit par
l'identification de caractéristiques cliniques spécifiques, définissant un "phénotype", soit par
l'identification de processus physiopathologiques a I'origine de l'inflammation, définissant un
"endotype". Les exacerbations constituent un événement particulier, fréquent chez le jeune
enfant, propice a I'étude de la réponse inflammatoire.

Hypothese : L'hétérogénéité des phénotypes d’asthme de I'enfant est la résultante de
la variabilité interindividuelle de la réponse immune de la muqueuse bronchique, en partie
prédéterminée génétiquement, et en partie influencée par les expositions environnementales,
microbiennes en particulier. Mieux comprendre I'asthme de I'enfant en tenant compte des
mécanismes pourrait permettre d’améliorer le traitement, pour prévenir [l'altération

fonctionnelle et les Iésions anatomiques.



Objectifs et principaux résultats du travail de these :

1/ Décrire les facteurs associés a la sévérité dans I'asthme de I’enfant.

L’analyse des données de la cohorte nationale CobraPed suggére que les facteurs
influencant la sévérité de I'asthme différent selon I'age : elle est associée a I'exposition au
tabac et/ou aux moisissures a I'age préscolaire, alors qu’elle est reliée aux maladies atopiques
a I'age scolaire.

2/ Corréler les endotypes et les phénotypes a I’dge préscolaire.

L’analyse de la réponse immunitaire au cours d’infections respiratoires (VIRASTHMA
2) a mis en évidence chez les enfants les plus séveres, exacerbateurs fréquents, des niveaux
systémiques plus faibles de cytokines Thl et Th2, pro et anti-inflammatoires et des réponses
antivirales moins margquées pendant une exacerbation sévére viro-induite.

3/ Corréler les endotypes et les phénotypes d’évolution.

L’analyse de la réponse immunitaire en paralléle du profil d’évolution clinique a un an
chez des enfants d’age scolaire (VIRASTHMA) n’a pas mis en évidence de relation entre le
profil cytokinique au moment de I'exacerbation et le risque futur de mauvais controle de
I'asthme et/ou de récurrence des exacerbations.

4/ Générer des hypothéses sur les interactions entre microbiote et
environnement atopique.

L’analyse du métabolome plasmatique par profilage non-ciblé chez les enfants des
cohortes VIRASTHMA 1 et 2 a permis d’identifier un défaut d’acides biliaires secondaires
associé a I'atopie, suggérant que ces métabolites, connus pour étre générés par le microbiote
intestinal et avoir des fonctions immunomodulatrices, pourraient jouer un réle clé dans la
tolérance pendant I'enfance.

Au total, ces travaux confirment l'intérét de phénotyper les enfants asthmatiques et
de décrire leur environnement. Le phénotype exacerbateur fréquent pourrait correspondre a
un endotype distinct, caractérisé par un défaut de la réponse anti-infectieuse. Le microbiote
joue également un réle clé dans le développement de I'atopie et la pérennisation de I'asthme.
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ABSTRACT

During the first years of life, the lung and airway grows and the immune system,
immature at birth, develops. Innate immunity, as the first line of host defense, plays a key role
and contributes to the imbalance of the neonatal adaptive response, characterized by an
inherent bias against anti-infectious immunity that facilitates an allergic response. The hygiene
hypothesis suggests that the development of asthma is, in part at least, attributable to immune
dysregulation due to lack of exposure to certain microorganisms.

Asthma, the most frequent chronic disease in children, is favored by genetic,
epigenetic, and environmental risk factors. Different evolutionary patterns have been
described, and the factors likely to influence the natural history of asthma are multiple. In terms
of structural damage, remodeling appears early in the natural history of asthma, probably
between 3 and 6 years of age. The preschool age could therefore constitute a window of
opportunity to characterize severe asthma and to prevent irreversible lesions.

Several approaches have made it possible to categorize asthma patients, either by
identifying their specific clinical characteristics, named “phenotype”, or by the underlying
pathophysiological process leading to inflammation, named “endotype”. Exacerbations are a
particular event, frequent in young children, which is conducive to the study of the
inflammatory response.

Hypothesis: The heterogeneity of asthma phenotypes in children is the result of inter-
individual variability of the bronchial mucosa immune response, partly determined by genetic
factors, and partly influenced by environmental, among which microbial exposures. A better
understanding of childhood asthma, taking into account its mechanisms, could lead to
improved treatment to prevent functional impairment and anatomical damage.

Objectives and main results of the PhD thesis:

1/ To describe factors associated with severity in asthmatic children.

The analysis of data from the French national CobraPed cohort suggests that factors

influencing asthma severity may differ according to age: exposure to tobacco and/or molds is
9



associated with severity at preschool age, whereas atopic diseases are associated with
severity at school age.

2/ To correlate endotypes and phenotypes at preschool age.

The analysis of the immune response during respiratory infections (VIRASTHMA 2)
showed in the most severe children, prone to exacerbations, lower systemic levels of Thl and
Th2, pro- and anti-inflammatory cytokines and antiviral responses during a severe virus-
induced exacerbation.

3/ To correlate endotypes and evolutionary phenotypes.

The analysis of the immune response in parallel with the clinical evolutionary profile at
one year in school-age children (VIRASTHMA) did not display a relationship between the
cytokine profile at the time of exacerbation and future risk of poor asthma control and/or
recurrence of exacerbations.

4/ To generate hypotheses on the interactions between microbiota and atopy.

The analysis of untargeted profiling of the plasma metabolome from children from the
VIRASTHMA 1 and 2 cohorts allowed to identify a defect in secondary bile acids associated
with atopy, suggesting that these metabolites, known to be generated by the intestinal
microbiota and with immunomodulatory functions, could play a key role in tolerance during
childhood.

In conclusion, this thesis confirms the utility of phenotyping asthmatic children and
describing their environment. Prone to exacerbation phenotype could correspond to a distinct
endotype, characterized by a defect of the anti-infectious response. The microbiota also plays

a key role in the development of atopy and the perpetuation of asthma.
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RESUME GRAND PUBLIC

Les premiéres années de la vie sont marquées par un développement des poumons
et du systéme immunitaire, immatures a la naissance. Avec I'évolution de nos modes de vie,
une dérégulation du systeme immunitaire, moins exposé aux microbes, pourrait favoriser le
développement de maladies inflammatoires.

L'asthme, qui débute dans la jeune enfance, est une maladie inflammatoire
multifactorielle, dont les facteurs de risque associent des facteurs génétiqgues et
environnementaux.

La médecine moderne cherche maintenant a catégoriser les patients, soit en les
regroupant car ils ont des caractéristiques cliniques communes (par ex : sévérité, age, etc),
soit en les regroupant par les mécanismes biologiques a l'origine de la pathologie.

Notre hypothése est que les différentes présentations cliniques observées chez le
jeune enfant asthmatique pourraient étre la résultante de mécanismes biologiques distincts,

influencés par la prédisposition génétique et les rencontres avec différents microbes.
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SUMMARY FOR THE GENERAL PUBLIC

The first years of life are characterized by the development of the lung and the immune
system, which are immature at birth. With the evolution of our lifestyles, a deregulation of the
immune system, less exposed to microbes, could favor the development of inflammatory
diseases.

Asthma, which begins in early childhood, is a multifactorial inflammatory disease,
whose risk factors combine genetic and environmental factors.

Modern medicine now seeks to categorize patients, either by grouping them together
because they have common clinical features (e.g., severity, age, etc.), or by grouping them by
the biological mechanisms underlying the disease.

Our hypothesis is that the different clinical presentations observed in young asthmatic
children could be the result of distinct biological mechanisms, influenced by genetic

predisposition and encounters with various microbes.
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ABREVIATIONS

AAG : Asthme aigu grave
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BPCO : Bronchopneumopathie chronique obstructive

CAMP : Childhood Asthma Management Program
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CD : Cluster of differentiation
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cellulaires



DC : Cellules dendritiques ; cDC : Cellules dendritiques conventionnelles ; pDC : Cellules
dendritiques plasmacytoides ; MoDC : Cellules dendritiques dérivées des monocytes
EVW : Episodic viral wheeze
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GATA : Trans-acting T-cell-specific transcription factor

GBD : Global Burden of Disease

GINA : Global Initiative for Asthma
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HLA : Human Leukocyte Antigen

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobulines

IL : Interleukine
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INEXAS : On-demand Inhaled Interferon Beta-1a in Severe Asthmatics

iINKT : Lymphocytes T natural killer invariants

INSEE : Institut National de la Statistique de des Etudes Economiques

ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule 1

IRF : Interferon Regulatory Factor

ISG : Interferon-Stimulated Genes

LB : Lymphocytes B

LBA : Lavages broncho-alvéolaires
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LEAP : Learning Early About Peanut Allergy

LPS : Lipopolysaccharide bactérien

LT : Lymphocytes T

LTc : Lymphocyte T cytotoxigue

MAAS : Manchester Asthma and Allergy Study

MAIT : Mucosal-Associated Invariant T cells

MAS : Multizentrische Allergie Studie

mMiRNA : MicroARN

MMP : Matrix metallopeptidase

MTW : multiple trigger wheeze

NDV : Newcastle disease virus

NFkB : Nuclear Factor kappa B

NK : Natural Killers

ORMDL3 : ORMDL Sphingolipid Biosynthesis Regulator 3

PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) : Motifs moléculaires associés aux
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PARIS : Pollution and Asthma Risk : an Infant Study

PASTURE : Protection against Allergy: Study in Rural Environments

PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) : Cellules mononuclées du sang périphérique
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PROSE : Preventative Omalizumab or Step-up Therapy for Severe Fall Exacerbations
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SIW : severe intermittent wheeze

SNP (Single-nucleotide polymorphism) : Polymorphisme nucléotidique

SOCSL : Suppressor of cytokine signaling protein 1

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription

STRA (Severe Therapy Resistant Asthma) : Asthme sévere résistant au traitement
TCR : Récepteur des cellules T

TEK : Thyrosine Kinase, Endothelial

TGF : Transforming Growth Factor

Tth : Lymphocytes T auxiliaires folliculaires

Th : Réponse T helper de type
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TLR : Toll like receptors

TNF- a: Tumor necrosis factor-a

TSLP : Thymic Stromal Lymphopoietin

Treg : Lymphocytes T régulateurs

U-BIOPRED : Unbiased Biomarkers for the Prediction of Respiratory Disease Outcomes
VDRE : Vitamin D Response-Element

VEMS : Volume Expiratoire Maximal Seconde

VRS : Virus Respiratoire Syncytial
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- Définitions et facteurs associés au développement de I’asthme de I’enfant

L'asthme est défini par une obstruction chronique réversible et diffuse des voies
respiratoires distales, résultant d’'une inflammation bronchique, d’'une hypersécrétion de la
mugueuse et d'une bronchoconstriction (1,2). L’asthme apparait dans les premiéres années
de la vie et touche 8-11% des enfants en France, constituant la premiére maladie chronique
de I'enfant (3-6). Il s’agit d’'une maladie multifactorielle, dont les facteurs de risque associent
des facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux. L'augmentation soudaine des
maladies allergiques au cours des derniéres décennies suggeéere que les changements du
mode de vie moderne (hygiéne accrue, aliments transformés, utilisation d'antibiotiques, temps
passé a lintérieur, etc...) ainsi que les changements environnementaux (pollution urbaine,
transmission facilitée de certains pathogénes, virus respiratoires, etc...) ont modifié la somme
totale des expositions auxquelles un individu est confronté avant la naissance (in utero) et au
cours de sa vie : I'exposome (7). Des interactions biaisées entre antigénes, environnement et
héte, conjuguées a des facteurs génétiques et épigénétiques, altérent les mécanismes de
régulation dans les premiers mois de vie et peuvent ainsi conduire a la perpétuation d’une
inflammation T helper de type 2 (Th2), associée au développement de maladies
inflammatoires comme l'asthme. L’ensemble de ces facteurs, dont les contributions relatives

ne sont pas encore bien comprises, sont représentés a la Figure 1.
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Figure 1 : Facteurs associés au développement de I'asthme chez I’enfant

Adaptée de Nadeau K, Lejeune S, et al. Immunological mechanisms of allergic disorders. William Paul’s
Fundamental Immunology 8™ Edition, Flajnik M, Singh N, and Holland S (Wolters Kluver, a paraitre)
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Les facteurs de risque d’asthme comprennent des facteurs environnementaux (collectivement appelés exposome,
c'est-a-dire I'ensemble des facteurs environnementaux auxquels un individu est exposé tout au long de sa vie).
Les génes affectent la susceptibilité génétique au risque d’asthme. Les études épigénétiques fournissent des
informations précieuses sur la fagon dont les facteurs environnementaux modifient I'expression des génes.
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11. Premieres années de lavie : une période cruciale pour le développement des
voies aériennes et du systéme immunitaire

Les premiéres années de la vie sont marquées par un développement important des
poumons et des voies respiratoires, qui constituent un organe vulnérable (8). Les enfants qui
développent une morbidité respiratoire a long terme pourraient avoir une fonction respiratoire
anormale dés le début de leur vie (9,10). Les facteurs qui affectent le développement postnatal
des voies respiratoires peuvent intervenir in utero. Ainsi, la prématurité et le retard de
croissance intra-utérin (RCIU) sont des facteurs de risque de pathologies respiratoires, en
particulier de sifflements récurrents et d’asthme a I'adge préscolaire (11), et sont associés a
une altération de la fonction respiratoire au cours de I'enfance (12). Le surrisque d’asthme en
cas de chorioamniotite est également bien décrit (11), et suggére le rble majeur de
linflammation prénatale sur la morbidité pulmonaire ultérieure. Des agressions postnatales
précoces et/ou récurrentes, générant une inflammation, des dommages épithéliaux, et/ou un
stress oxydatif, peuvent également impacter significativement et durablement le
développement des voies aériennes (8). En plus d’une altération du développement alvéolaire
et des structures vasculaires intrapulmonaires, plus propres aux phénoménes d’'immaturité
liés a la prématurité, des phénomeénes de réparation défectueux peuvent intervenir. lls sont
désignés sous le terme de remodelage et impliquent une augmentation de la surface et de la
contractilité du muscle lisse, générant une hyperréactivité, une altération de la signalisation
au sein de la matrice extracellulaire, et une hypersécrétion de mucus (13). Cette absence de
réparation ad integrum pourrait favoriser le développement et la persistance de pathologies
respiratoires au cours de I'enfance. Ainsi, I’hypertrophie du muscle lisse chez les enfants avec
sifflements récurrents a I'age préscolaire a été identifiéte comme facteur prédictif de la
persistance d’'un asthme aprés I'dge de 6 ans (14-16). Plusieurs facteurs pourraient favoriser
ces phénomenes, en particulier I'activation de la voie cholinergique (8), mais aussi des lésions

épithéliales avec altération de la fonction de barriere, combinés aux expositions et agressions
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de I'environnement, qui vont entrainer la libération de différents médiateurs agissant sur le
muscle lisse et la matrice extracellulaire (17,18).

En paralléle du développement pulmonaire, le systéme immunitaire, immature a la
naissance, se développe rapidement pendant les 3 premiers mois de vie sous l'influence de
multiples facteurs (19). Compte tenu d’'une exposition limitée aux antigénes et de la complexité
de la mise en ceuvre de la réponse immunitaire adaptative, 'immunité innée, en 1% ligne des
défenses de I'hote, joue un réle primordial (20). Cependant, a la naissance, les principales
cellules immunitaires innées sont présentes en faible quantité, avec des phénotypes et/ou
fonctions non matures. Les neutrophiles, en plus d’'un déficit quantitatif, ont une capacité trés
faible de phagocytose et de [lactivation des voies de signalisation en aval de la
reconnaissance par les "pattern recognition receptors" (PRR) (19). Les cellules présentatrices
d’antigenes (APC) des nouveau-nés induisent principalement une réponse anti-inflammatoire
associée a une incapacité a développer une réponse Thl. Les cellules dendritiques
(DC) néonatales, principales APC, explorées par les études sur sang de cordon, expriment
moins le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe Il, induisant un défaut
d’activation de la réponse spécifique de I'antigene par les lymphocytes T (LT) et lymphocytes
B (LB) (21). Le rapport DC plasmacytoides (pDC) / DC conventionnelles (cDC) est de 3:1,
alors qu'il est de 1:3 chez l'adulte (22). Les DC néonatales produisent majoritairement des
cytokines anti-inflammatoires comme l'interleukine (IL)-10 et le shift en faveur de la production
de cytokines immuno-stimulatrices intervient plus tard, au cours de la premiére année de vie
(23). Plus spécifiqguement, les pDC néonatales ont un défaut profond de production
d’interférons (IFN) de type | a/B, qui interviennent dans la réponse antivirale et I'inflammation
Th1, et les cDC néonatales ont un défaut de production d’IL-12, qui stimule I'inflammation Th1
(24,25). Cette immaturité des DC, qui contribue au défaut de réponse Thl a la naissance, est
également mise en évidence dans les modéles murins, en particulier pour les DC résidentes
au sein des voies respiratoires (26,27). Enfin, & la naissance, les cellules "Natural Killers" (NK)
ont un défaut de cytotoxicité associé a un défaut quantitatif et qualitatif des granules
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cytoplasmiques, conduisant a une diminution de la dégranulation (19,28). Les LT non
conventionnels yd (ydT), qui interviennent dans la surveillance immune au sein des
mugueuses, ont également un phénotype naif avec une faible réponse a la stimulation
antigénique (29).

Cette immaturité du systéme immunitaire inné néonatal s’associe a une orientation
préférentielle de 'immunité adaptative vers une immunité Th2 (19). Les LT CD4+ qui quittent
le thymus dans les premiers jours de vie sont majoritairement de phénotype naif et non de
type mémoire, en lien avec une immaturité du récepteur des cellules T (TCR) et une
production cytokinique en faveur des cytokines Th2 : IL-4, IL-5 et IL-13 (19). Ceci est en partie
lie & une hypométhylation du locus des cytokines Th2, situé sur le chromosome 5, permettant
une transcription rapide (30). Par alilleurs, les LT de type Th17 sont quasi-inexistants au sein
des cellules de cordon (19). Les LT régulateurs (Treg) naturels sont présents en grande
guantité dans le sang de cordon et dans les ganglions lymphatiques néonataux, ce qui limite
la capacité de réponse du foetus aux stimulations antigéniques maternelles (31). Cependant,
a la naissance, les LT naifs ont un défaut de transformation en Treg suppresseurs induits
aprés stimulation antigénique (32). Bien que les LB soient présents a la naissance, ils sont
localisés dans des centres germinaux de petite taille, ils ont un phénotype naif et un répertoire
d'immunoglobulines (lg) de surface limité, par manque de stimulation antigénique et
d’activation par les LT CD4+ immatures (19).

Le développement de lI'immunité néonatale est par ailleurs influencé par de multiples
facteurs, notamment les cytokines maternelles, I'exposition aux antigenes, en particulier aux
antigénes de I'environnement et du microbiote, la nutrition, ainsi que les divers facteurs
plasmatiques anti-inflammatoires présents dans le sang du cordon (33). De plus, des
modifications post-transcriptionnelles liées a I'age pourraient intervenir dans les phénoménes
de maturation, comme démontré dans des cohortes de jumeaux, ou des divergences de
réponses immunitaires, en particulier de différenciations lymphocytaires T et de réponses
cytokiniques aprés stimulation, apparaissent au cours de I'enfance (34).
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12. Le rbéle des sensibilisations et des autres maladies allergiques

L’asthme allergique est le phénotype le plus commun d’asthme a I'age adulte, sa
prévalence augmentant avec I'dge avec une progression des sensibilisations pendant
I'enfance et une stabilisation a I'adolescence, comme le montrent les données des cohortes
néonatales (35-38). Ces mémes études épidémiologiques ont confirmé l'importance des
sensibilisations allergiques dans I'histoire naturelle de I'asthme, en particulier si elles sont
précoces et multiples, avec une association au risque de récurrence des exacerbations,
persistance de I'asthme, altération de la fonction pulmonaire a long terme. L'asthme allergique
est défini lorsque les symptdomes de I'asthme sont, au moins en partie, déclenchés par
I'exposition a des allergénes en suspension dans l'air. En pratique, les mécanismes et facteurs
de déclenchement se chevauchent souvent entre asthme allergique et non allergique.

Les cellules immunitaires innées des voies respiratoires sont en premiére ligne de la
défense de I'héte et sont les premiéres a étre exposées aux aéro-allergénes
environnementaux. Chez les sujets prédisposés, les allergénes peuvent stimuler le systéme
immunitaire inné et induire une réponse adaptative de type Th2, mimant la réponse aux agents
pathogénes, principalement par trois mécanismes. Premiérement, les allergénes peuvent
perturber les barrieres épithéliales par leur activité enzymatique intrinseque et activer ces
cellules par mobilisation des récepteurs PAR (protease activated receptor). Ainsi, certains
allergénes présentent une activité cystéine ou sérine protéase (e.g. les allergénes des
acariens, des blattes, des champignons, de Felis domesticus et des pollens d'ambroisie) ou
une activité oxydase (e.g. le pollen d'ambroisie) (39). Deuxiémement, les allergénes et leurs
composants solubles peuvent contenir des motifs moléculaires associés aux pathogéenes
(PAMP) ou des motifs moléculaires associés a un danger (DAMP), tels que I'endotoxine, la
chitine, les B-glycanes et la famille de liaison lipidigue MD-2 (par exemple, Der p 2), qui sont
reconnus par les PRR (par exemple, TLR4) sur les cellules tapissant les surfaces muqueuses
(40). Enfin, certains allergénes, tels que l'allergene de l'acarien Der p 1, contiennent
également des fragments d'hydrates de carbone qui peuvent stimuler les récepteurs de la
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lectine de type C sur les DC, favorisant ainsi leur absorption pour activer les réponses
immunitaires Th2 (41).

Le dialogue avec les autres interfaces de I'organisme est également essentiel. Le
tractus gastro-intestinal, plus grande zone d’échange avec I'environnement extérieur, et la
peau, plus grand "organe" du corps et premiére ligne de protection contre les "envahisseurs
étrangers", constituent deux organes représentant un défi pour le systéme immunitaire, qui
doit faire la distinction entre le soi et le non-soi, mais aussi entre le non-soi inoffensif et le non-
soi menacant (42). Au sein du tube digestif, des interactions complexes ont lieu entre les
cellules non immunitaires et les cellules constituant le tissu lymphoide associé a l'intestin
(GALT) dans les plaques de Peyer, l'appendice et les follicules lymphoides isolés. Comme
nous le verrons dans le chapitre "32. Tolérance naturelle", les mécanismes de la tolérance
orale aux protéines alimentaires sont étroitement liés a ceux responsables de la tolérance aux
microbes commensaux (43). De la méme facon, les antigénes (allergenes, pathogénes et
microbiote) peuvent stimuler le systéme immunitaire s'ils sont capables de pénétrer la barriére
cutanée, et ainsi se lier aux APC de la peau (cellules de Langerhans), phénoménes favorisés
par l'irritation de la peau, les protéases contenues dans certains allergénes, ou des mutations
de perte de fonction dans le géne de la Filaggrine (44,45). Une défaillance ou un manque de
développement d’un processus tolérogéne contre les particules étrangéres que sont les
allergenes pourraient donc conduire au développement d’autres maladies atopiques. La
dermatite atopique et les allergies alimentaires, qui se développent également dans la jeune
enfance, sont donc fréquemment associés a I'asthme, et pourraient influencer son histoire
naturelle (46). C’est ce que suggere I'hypothése de la marche atopique, qui définit une
progression stéréotypée des pathologies allergiques avec une dermatite atopique et des
sifflements récurrents dans les premiers mois de vie, suivis par I'apparition d’une allergie
alimentaire, d’'un asthme, ou d’'une rhinite allergique dans les années suivantes (47). En
pratique, le concept de marche atopique est battu en bréche, car I'atopie peut se présenter
sous différents tableaux clinigues et les manifestations peuvent apparaitre de fagon
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concomitante ou dans le désordre (48-50). L'hypothese de la double exposition aux
allergénes, complémentaire a celle de la marche atopique, suggére un dialogue entre les
différentes interfaces avec l'idée que la tolérance aux antigénes chez le nouveau-né est
induite par le biais d'une exposition orale a forte dose alors que la sensibilisation allergique
se produit par le biais d'une exposition cutanée a faible dose (51,52). L’étude LEAP (Learning
Early About Peanut Allergy) nous a démontré que l'introduction précoce d'arachide dans le
régime alimentaire des nourrissons a haut risque d'allergie alimentaire pouvait prévenir le
développement d'une allergie a l'arachide, confirmant que I'exposition précoce a des
allergenes alimentaires pouvait induire des mécanismes de régulation conduisant a une

tolérance a long terme (53).

13. L’hypothése microbienne

Selon la théorie hygiéniste, les enfants exposés tdt dans leur vie a la diversité
microbienne ainsi qu'aux helminthes sont moins susceptibles de développer des maladies
atopiques, en particulier 'asthme, ou des maladies auto-immunes, ces infections contribuant
au développement du systéme immunitaire en provoquant une forte réponse IgE conduisant
a la désensibilisation des cellules effectrices comme les mastocytes (54). La maturation des
mécanismes de 'immunité innée, en premiére ligne en cas d’infections, pourrait donc étre
altérée par I'absence de stimulations. Le fait qu’il existe plusieurs associations entre des
polymorphismes nucléotidiques dans les génes des "Toll like receptors" (TLR), principale
famille de PRR, et le risque de maladie allergique conforte cette hypothése. Par exemple, un
polymorphisme dans la région codante du géne TLR4, entrainant une diminution de
inflammation induite par les lipopolysaccharides bactériens (LPS) est associé au risque
d’asthme allergique chez I'enfant (40,55). Ces réponses innées influencent ensuite I'activation
de la réponse adaptative via les APC et la réponse lymphocytaire T. Les bactéries pathogenes
peuvent jouer un rbéle dans les processus physiopathologiques conduisant aux maladies
atopiques et dans la marche atopique. Par exemple, dans la dermatite atopique, des
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altérations de la barriére cutanée augmenteraient la colonisation par Staphylococcus aureus
et diminueraient la diversité du microbiome, entrainant une réponse immunitaire biaisée de
type Th2 (56). Une diminution de I'abondance relative des especes de Bifidobacterium dans
l'intestin et une augmentation du phylum des Proteobacteria dans les poumons (dont les
bactéries pathogénes appartenant aux genres Haemophilus, Moraxella et Neisseria) ont été
associées a l'asthme pédiatrique (57). Comme nous le verrons dans le chapitre dédié ("IV-
Impact des virus dans le développement de I’'asthme"), les virus peuvent aussi jouer un
rble dans la genése d'une inflammation de type Th2, notamment au sein des voies
respiratoires. Enfin, d’autres agents pathogénes comme les champignons peuvent interagir
avec la réponse inflammatoire (58). Cependant, la théorie hygiéniste est dépassée et n’integre
pas la complexité des relations entre hdte et microbes.

Le dialogue avec le espéces commensales du microbiote est également essentiel pour
le développement du systéme immunitaire et 'hnoméostasie des muqueuses et I'hypothese
des "vieux amis", ou hypothése microbienne, a été proposée comme alternative a la théorie
hygiéniste (59). Cette hypothése suggére que I'augmentation des maladies atopiques est, au
moins en partie, attribuable a une dérégulation immunitaire, résultant d'un manque
d'exposition a certains microorganismes, qui dans I'évolution ont été conservés en paralléle
de l'espéce humaine. Trois grands mécanismes ont été proposés pour cette hypothése
microbienne : (1) stimulation par les PAMP associés aux microbes ou aux pathogenes, en
particulier I'endotoxine ou LPS ; (2) role de la charge et de la diversité microbienne totale ; et
(3) effets immunomodulateurs de certains taxons microbiens spécifiques (60). Il est probable
gue les sujets atopiques recoivent des stimulations quantitativement et qualitativement
différentes du microbiote aux interfaces muqueuses (e.g. stimulations par les LPS,
peptidoglycanes, antigénes mycobactériens) et que leurs APC ne parviennent pas a rediriger
les réponses immunitaires vers des réponses Thl ou Treg protectrices (42). Par ailleurs, au
sein du tube digestif, des études suggérent que certaines bactéries, plus particulierement de
la classe des Clostridia, peuvent favoriser le développement de la tolérance et prévenir les
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allergies alimentaires (42). Parmi les enfants inclus dans I'étude Canadian Healthy Infant
Longitudinal Development (CHILD), les nouveau-nés a risque d'asthme présentaient des
altérations transitoires du microbiote intestinal, connues sous le nom de dysbiose (61). Plus
précisément, l'abondance relative des genres bactériens commensaux Lachnospira,
Veillonella, Faecalibacterium et Rothia était significativement réduite chez les enfants a risque
d'asthme. En parallele du microbiote intestinal, le microbiote respiratoire, comprenant les
micro-organismes bactériens et viraux, se développe au cours des premieres semaines de
vie, avec l'apparition dans les voies aériennes d’un microbiote spécifique, ou Staphylococcus
aureus et Corynebacterium remplacent les bactéries colonisatrices initiales et deviennent les
micro-organismes dominants (62). Les changements les plus importants se produisent au
cours des deux premiers mois. Au cours des six mois suivants, le microbiote respiratoire
poursuit sa maturation ; I'abondance relative de S. aureus diminue, et une augmentation de
Moraxella, Streptococcus, Haemophilus, Dolosigranulum, Alloiococcus et Prevotella sp. est
observée. Des altérations du microbiote a cette période cruciale ont été impliquées dans le
développement de l'asthme. En utilisant des techniques de culture bactérienne, il a été
démontré, dans une population de nouveau-nés a risque avec un asthme maternel, que les
nouveau-nés dont les voies aériennes supérieures étaient colonisées par S. pneumoniae, M.
catarrhalis et/ou H. influenzae avaient un risque plus élevé de présenter un asthme a I'age de
5 ans (63). Ceci était associé a une réponse immunitaire aberrante, avec une synthése accrue
d'IL-5 et d'IL-13 par les PBMC obtenues a I'age de 6 mois (64).

Dans les pays occidentaux, plusieurs études ont montré des disparités dans la
survenue d'asthme entre les enfants vivant a la ville et ceux vivant a la campagne. Des
données provenant de cing pays européens ont suggéré que les enfants élevés dans des
fermes laitieres présentaient des risques plus faibles de développer un asthme précoce et une
sensibilisation allergique (65). Cet environnement agricole protecteur pourrait étre lié a des
facteurs cumulatifs, comme le contact précoce avec des animaux, I'exposition au foin, ou la
consommation de certains produits laitiers au début de la vie. Aux Etats-Unis, la prévalence
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de l'asthme est 4 a 6 fois plus faible chez les enfants Amish que chez les enfants Huttérites,
deux communautés partageant le méme terrain génétique et le méme mode de vie, mais
différant par leurs pratiques agricoles (66). Il a été démontré que les échantillons de poussiere
provenant de foyers Amish (aux pratiques agricoles traditionnelles) contenaient des niveaux
plus élevés d'endotoxines et avaient une composition microbienne différente de celle des
foyers Huttérites (aux pratigues agricoles industrialisées). Des différences dans les
proportions et les phénotypes des cellules immunitaires innées ont également été constatées
entre les deux groupes d'enfants. Enfin, I'administration de poussiére provenant de maisons
Amish dans un modéle expérimental murin d'asthme allergique entrainait un effet protecteur.
Dans les premiéres années de la vie, la composition du microbiote de l'intestin, de la peau et
des poumons peut jouer un role clé en influencant la réponse immunitaire et I'homéostasie
des muqueuses. Une étude portant sur des enfants vivant dans la Carélie finlandaise ou
russe, deux régions adjacentes présentant des différences socio-économiques contrastées,
a mis en évidence des différences dans le microbiote cutané et les communautés fongiques
de la muqueuse nasale entre les 2 groupes (67). Les enfants russes présentaient des niveaux
d'Acinetobacter plus élevés que les enfants finlandais et un risque 10 fois plus faible d'asthme,
de rhinite allergique, de dermatite atopique et de sensibilisation allergique. Des résultats
similaires ont été observés récemment en comparant des enfants finlandais et estoniens (68).
Dans une cohorte de naissance finlandaise, il a été montré, par modélisation des différences
de composition du microbiote de la poussiére domestique entre les foyers agricoles et non
agricoles, que chez les enfants qui grandissent dans des foyers non agricoles, le risque
d'asthme diminue a mesure que la similitude de la composition de leur microbiote bactérien
domestique avec celui des foyers agricoles augmente (69). Le microbiote protecteur
présentait une faible abondance de Streptococcaceae, indépendamment de la charge
bactérienne totale et était associé a une réduction des réponses cytokiniques pro-
inflammatoires contre les composants de la paroi cellulaire bactérienne ex vivo. Dans la

cohorte de naissance Protection against Allergy: Study in Rural Environments (PASTURE),
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constituée d’enfants Européens vivant dans des zones rurales, I'exposition a I'environnement
de la ferme influencait la composition et la maturation du microbiote intestinal, pendant la
période de 2 a 12 mois (70). Les communautés bactériennes ayant le potentiel de produire
du butyrate, telles que Roseburia et Coprococcus, ont contribué a la protection contre
I'asthme. Cette étude suggere donc que le microbiote intestinal peut contribuer a la protection
contre l'asthme par le biais de métabolites, ce qui appuie le concept d'un axe intestin-poumons
chez 'hnomme.

En parallele, de nombreux facteurs peuvent influencer le développement et la
composition du microbiote intestinal, cutané et pulmonaire, tels que le mode de naissance
(par césarienne ou par voie vaginale), l'allaitement, I'exposition aux animaux domestiques et
l'utilisation d'antibiotiques (71). La naissance par césarienne a été associée au
développement de maladies atopiques chez les enfants et il a été démontré que la césarienne
modifie totalement la composition du microbiote intestinal du nouveau-né en raison du
manque d'exposition & la flore vaginale et fécale maternelle (72). L'utilisation d'antibiotiques
altere également a la fois le microbiote en favorisant 'implantation a posteriori de bactéries
pathogénes et modifie les mécanismes immunitaires conduisant a la tolérance et/ou a
l'allergie (73). Il a également été démontré que la dysbiose intestinale induite par les
antibiotiques facilitait le développement de l'asthme allergique dans des modéles murins
expérimentaux et des études cliniques (74). Dans une cohorte en population générale,
I'exposition aux antibiotiques avant et aprés la naissance était associée a un risque d'asthme
plus élevé (75). Aucune différence significative dans la diversité bactérienne n'était observée
entre les échantillons provenant de sujets asthmatiques ou de témoins sains. Dans la cohorte
Avon Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC), les enfants qui avaient recu une
antibiothérapie avant I'age de 2 ans étaient plus susceptibles de présenter un asthme a I'age
de 7 ans, bien que le microbiote n'ait pas été caractérisé (76). De méme, en Colombie-
Britannique (Canada), I'utilisation "contrélée" d'antibiotiques pendant la petite enfance a été
associée a une réduction de lincidence de l'asthme pédiatrique, en paralléle d'une
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préservation des communautés microbiennes intestinales (73). Plusieurs études ont montré
gue l'exposition précoce aux animaux de compagnie, principalement chiens et chats, était
associée a une diminution du risque d'asthme, rhinite allergique et/ou sensibilisation aux aéro-
allergénes (77). Cet effet protecteur pourrait résulter d'une exposition précoce aux allergénes
ou d'une augmentation de la charge microbienne dans les foyers avec des animaux de

compagnie.

14. Le role des autres facteurs environnementaux

L'exposition aux polluants intérieurs, tels que la fumée de tabac, ainsi que la pollution
extérieure, dérivée de la circulation et d'autres activités humaines, est associée a I'asthme.
L’'impact néfaste de ces expositions pourrait commencer dés la vie intra-utérine (78). De
nombreuses études ont montré un impact significatif du tabagisme maternel in utero sur les
colts des soins de santé pour les enfants au cours de leurs premiéres années de vie, dont
une part importante est liée aux maladies respiratoires, notamment un impact sur le risque
d’asthme et sa sévérité, et en terme de réponse aux corticoides inhalés (79-81). Les
mécanismes explicatifs pourraient comprendre un impact négatif de l'exposition in utero a
certaines toxines, dont la nicotine, sur la croissance des poumons et des voies respiratoires
du feetus (10,82,83). L'impact du tabagisme environnemental post-natal sur la maladie
asthmatique n’est plus a démontrer, avec une association forte au risque de survenue de
'asthme (84,85), d’exacerbations séveres (84,86) et d’asthme sévére (87,88). L'impact sur la
croissance de la fonction respiratoire et sur le risque de bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO) du jeune adulte est également bien démontré (8,13,82,83,89,90).

En ce qui concerne la pollution particulaire, plusieurs travaux ont confirmé que
l'augmentation des principaux polluants atmosphériques gazeux, NO,, SO, CO et Os, était
associée a un risque accru d’asthme (91-93). Les particules fines (PM) de diamétre <10um
(par exemple, PMio et PM,s) sont particulierement nocives car elles peuvent pénétrer
profondément dans les voies aériennes distales. L'exposition aux particules peut contribuer
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au développement de la sensibilisation aux allergénes aéroportés de I'asthme et de la rhinite
allergique et peut exacerber un asthme préexistant (94). En effet, 'adsorption d’allergénes
tels que les pollens sur des particules entraine des modifications de ces protéines qui peuvent
renforcer leur allergénicité (94,95). Des preuves croissantes montrent également un effet de
I'exposition prénatale aux polluants sur le développement de maladies atopiques (78,96). Les
changements climatiques, a I'origine d’'une augmentation des vagues de chaleur, des orages,
d'une plus grande variabilité des températures, d’'une augmentation de la pollution
atmosphérique, des sécheresses et inondations pourraient augmenter I'exposition a certaines
particules et toxiques, contribuant a l'apparition et a I'aggravation des troubles allergiques, en
particulier I'asthme et la rhinite allergique (97).

Il a été démontré que les régimes alimentaires influencent le développement des
réponses inflammatoires et des maladies atopiques comme I'asthme. Les acides gras
polyinsaturés oméga-6 induisent la production de médiateurs eicosanoides impliqués dans
les mécanismes inflammatoires (98). Le poisson et I'huile de poisson sont des sources
d'acides gras polyinsaturés oméga-3 a longue chaine, qui présentent des effets biologiques
opposés en ce qui concerne la synthése des eicosanoides. Il a été démontré que la
consommation d'huile de poisson par la mére induit des changements immunologiques au
sein des cellules de sang de cordon, qui ont une réponse plus faible en cytokines Th2 aprés
une stimulation allergénique (99). La consommation de poisson et d'huile de poisson par la
meére pourrait avoir un effet protecteur sur la survenue d’'un asthme a I'dge de 3 ans, mais
aussi d'une dermatite atopique et de sensibilisations alimentaires (100). De plus, d'autres
nutriments et un régime maternel sain et équilibré, contenant des prébiotiques et des
probiotiques, pourraient influencer le développement immunitaire du feetus et donc limiter le
développement de maladies atopiques au cours des premiéres années de vie (101). Comme
indiqué précédemment, la consommation de lait de vache non transformé contribue a

I'environnement protecteur associé a la vie dans une ferme (65,102).
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De plus en plus de travaux suggérent également un effet protecteur de la
supplémentation en vitamine D sur le risque de maladies allergiques (103). La vitamine D a
de nombreux effets immunomodulateurs sur l'immunité innée et adaptative, via sa
translocation vers le noyau des cellules cibles et I'activation de Vitamin D Response-Element
(VDRE) dans les régions promotrices (104,105). Au sein des cellules immunitaires innées,
comme les macrophages et les cellules épithéliales, la vitamine D peut moduler la réponse
aux microbes en guidant la réponse pro-inflammatoire et la production de peptides anti-
microbiens, comme la cathelicidine LL-37. De nombreuses études ont fait état de faibles taux
de vitamine D chez les patients atopiques. En revanche, les études concernant I'effet préventif
sur l'apparition de I'asthme, la progression ou I'amélioration des symptémes montrent des
résultats contradictoires, avec peu ou pas de preuves d'un impact bénéfique (106,107).

Parmi les autres facteurs environnementaux, le stress psychologique prénatal et en
début de vie peut augmenter le risque de maladies atopiques de I'enfant. Il est reconnu
depuis longtemps que le stress peut entrainer des poussées de maladies allergiques. Chez
certains asthmatiques exposés a un stress maternel depuis leur naissance, il a été montré un
dysfonctionnement de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, entrainant une production
moindre de cortisol en réponse au stress (108). Le stress peut augmenter l'activation des
mastocytes, peut-étre par le biais de I'normone de libération de la corticotrophine, dont il a été
démontré qu'elle augmente en cas de stress dans les poumons des patients asthmatiques
(109) En outre, certains médiateurs dérivés des mastocytes, tels que I'histamine et I'lL-6, sont
libérés en réponse au stress. Des recherches récentes ont également démontré un impact
significatif du stress prénatal sur le développement de I'asthme, mais aussi de la dermatite
atopique et de la rhinite allergique, avec un possible effet cumulatif de I'exposition au stress
(96,110). Plusieurs études ont suggéré que les enfants exposés au stress prénatal peuvent
présenter des niveaux d'IgA intestinales plus faibles que leurs homologues (111). Fournies
par le lait maternel dans la petite enfance, les IgA sécrétoires jouent un réle essentiel dans
I'immunité de la muqueuse intestinale. De plus, le stress maternel peut modifier la composition
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de la flore vaginale et/ou altérer leur capacité a allaiter, ce qui peut ensuite modifier la

composition du microbiote de I'enfant et avoir des conséquences a long terme (112,113).

15. Interactions géne-environnement : le réle de I’'épigénétique

Les études sur des jumeaux nous permettent d’estimer qu'environ 25 % de la
variabilité de la sévérité de I'asthme est déterminée par des facteurs génétiques, le reste étant
déterminé par linfluence de [I'environnement, de facteurs psychosociaux, de traits
comportementaux et des comorbidités (114). Les études d'association pangénomique
(GWAS) ont permis d'identifier des déterminants associés au risque d’asthme, en particulier
des polymorphismes nucléotidiques (SNP), variations les plus courantes du génome (115)
(Tableau 1). Les signaux d'association se trouvent souvent dans ou pres des genes impliqués
dans les voies de la réponse immunitaire innée comme les PRR (e.g. le locus TLR1),
I'hnoméostasie des cellules épithéliales (e.qg. le locus IL-33, alarmine impliquée dans la réponse
Th2), la réponse adaptative (e.g. le locus Human Leukocyte Antigen (HLA)-DR, impliqué dans
la présentation des antigenes par les APC aux LT ; le locus IL-13, impliqué dans la réponse
Th2 ; le locus ORMDL Sphingolipid Biosynthesis Regulator 3 (ORMDL3), impliqué dans
l'inhibition de la synthése des sphingolipides et la modulation de l'effet des allergénes
aéroportés), ou dans les changements structurels des voies aériennes (e.g. le locus Thyrosine
Kinase, Endothelial (TEK), impliqué dans le remodelage bronchique) (116,117).

Les modifications épigénétiques jouent un rble clé dans les interactions géne-
environnement qui influencent le développement de l'asthme a I'dge pédiatrique.
Contrairement aux variations génétiques, les modifications épigénétiques peuvent se produire
rapidement, fournissant une explication potentielle & 'augmentation rapide de la prévalence
des maladies atopiques au cours des derniéres décennies. Elles correspondent a des
modifications biochimiques de la chromatine, affectant 'ADN ou les histones / le
positionnement des nucléosomes, mais pas la séquence nucléotidique du génome (118,119).
La méthylation de I'ADN se produit sur les sites dinucléotidiques cytosine - phosphate -
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guanine (CpG), qui sont généralement situés dans les régions promotrices ou amplificatrices
des genes, de faibles niveaux de méthylation de I'ADN étant associés a une activité
transcriptionnelle plus élevée du géne. Les modifications des histones comprennent la
phosphorylation, I'ubiquitination, I'acétylation et la méthylation, générant un enroulement plus
ou moins serré de I'ADN avec un impact sur son accessibilité a la machinerie
transcriptionnelle. Parmi les autres modifications épigénétiques figurent les microARN
(miRNA), qui exercent des effets d’interférence sur les ARN messagers (ARNm) qu'ils ciblent.
Une association directe entre certains facteurs environnementaux et des altérations
épigénétiques a été démontrée par plusieurs études dans I'asthme (Tableau 1). Par exemple,
le mode de vie a la ferme, lié a un risque plus faible d'asthme chez I'enfant, pourrait étre
associé a une hypométhylation significative de régions contenant des génes impliqués dans
I'asthme (e.g. famille ORMDL) et la régulation des IgE (IL-13 et IL-4) (120). Il a été démontré
gue de nombreux SNP associés a l'asthme sont situés dans les régions non codantes des
génes qui sont soumises a la méthylation de I'ADN, influencée par les particules de pollution,
ce qui suggeére que des modifications épigénétiques peuvent sous-tendre le lien entre la
pollution atmosphérique et la susceptibilité génétique a l'asthme (121,122). Ainsi, une
exposition accrue a la pollution atmosphérique serait associée a une hyperméthylation du
locus FOXP3, a l'origine d’'une altération des Treg (123). La transmission de la susceptibilité
a l'asthme pourrait également résulter de variations épigénétiques ayant leurs origines in
utero, comme le suggere un risque plus élevé d'asthme et d'allergies chez les enfants ayant
des antécédents maternels d'asthme que chez ceux ayant des antécédents paternels (124).
Ces différences pourraient se transmettre d’'une génération a l'autre. Ainsi, il a été démontré
un surrisque d’asthme chez les enfants ayant une grand-mere maternelle ayant fumé pendant
la grossesse (125) Ces différences épigénétiques survenant in utero impliqueraient des profils
différentiels de méthylation de I'ADN de plusieurs genes de molécules clés des voies de
régulation, liées aux processus de développement, métaboliques et inflammatoires qui
peuvent contribuer a la pathogenése de I'asthme (126).
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Tableau 1 : Exemples de variants génétiques (SNP) et épigénétiques associés a

I’asthme

Fonction Geéene Risque associé Références
Variants génétiques
Remodelage des TEK Risque d’asthme Hall R, et al. (116)
voies aériennes Risque d’asthme allergique Almoguera B, et al. (127)
PRR TLR1 Risque d’asthme allergique aux Ferreira M, et al. (128)
graminées
Alarmines IL-33 Risque d’asthme Moffatt MF, et al. (117)
épithéliales TSLP Risque d’asthme allergique aux Ferreira M, et al. (128)
graminées
Présentation HLA-DR Risque d’asthme Moffatt MF, et al. (117)
antigénique Risque d’asthme allergique aux Ferreira M, et al. (128)
graminées Demenais F, et al. (129)
HLA-DQ Risque d’asthme Moffatt MF, et al. (117)
Demenais F, et al. (129)
Déséquilibre Th1/ | IL-13 Risque d’asthme Hall R, et al. (116)
Th2 IL-4R Risque d’asthme Hall R, et al. (116)
Moffatt MF, et al. (117)
Demenais F, et al. (129)
STAT6 Risque d’asthme Hall R, et al. (116)
Moffatt MF, et al. (117)
Demenais F, et al. (129)
GATAS Risque d’asthme Hall R, et al. (116)
Demenais F, et al. (129)
TIM3 Risque d’asthme pédiatrique Wu QW, et al. (130)
(population Chinoise)
Synthése des ORMDL3 Risque d’asthme Hall R, et al. (116)
sphingolipides Risque d’asthme avec début dans Moffatt MF, et al. (117)
I'enfance
Altérations épigénétiques
Déséquilibre Th1/ | IL-13 Asthme : Michel S, et al. (120)
Th2 Hypométhylation associée a
I'environnement protecteur de la
ferme (locus des cytokines Th2)
Tolérance / Treg FOXP3 Asthme : Nadeau KC, et al. (123)
Hyperméthylation associée a
augmentation pollution
environnementale
Synthése des ORMDL3 Asthme : Michel S, et al. (120)

sphingolipides

Hypométhylation associée a
'environnement protecteur de la
ferme (locus des cytokines Th2)

FOXP3 : Forkhead Box P3 ; GATA : Trans-acting T-cell-specific transcription factor ; HLA : Human Leukocyte
Antigen ; IL : Interleukine ; ORMDL3 : ORMDL Sphingolipid Biosynthesis Regulator 3 ; SNP (Single-nucleotide
polymorphism) : Polymorphisme nucléotidique ; STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription ; TEK :
Thyrosine Kinase, Endothelial ; Th : Réponse T helper de type ; TIM3 : T-cell immunoglobulin mucin-3 ; TLR : Toll
like receptors ; Treg : Lymphocytes T régulateurs ; TSLP : Thymic Stromal Lymphopoietin
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Il = L’asthme de I’enfant

21. Epidémiologie

L'étude "Global Burden of Disease" (GBD) a permis d’estimer que 358,2 millions de
personnes souffraient d'asthme dans le monde, contribuant & hauteur de 1,1% a la totalité de
la morbidité mondiale en 2015 (131). En Europe, la prévalence rapportée dans la population
générale varie de 1,4% en Bosnie-Herzégovine a 20,6% en Suéde (132). En France, 'asthme
concernerait 3,5 millions de personnes, soit environ 7% des adultes (133). C’est la maladie
chronique la plus fréquente de I'enfant. Sa prévalence, en augmentation, était estimée a 9%
des enfants d’age préscolaire (grande section de maternelle) en 2012-2013 ; a 8,8% des
enfants d’age scolaire (CM2) en 2006-2007 ; et & 7,4% des adolescents (classe de 3°™) en
2006-2007 (6). Les exacerbations d’asthme restent un motif trés fréquent d’hospitalisations,
en particulier chez I'enfant, avec un taux annuel moyen d’hospitalisation en France de
30,1/10000 enfants en 2007-2009, et un taux supérieur a la moyenne nationale dans la région
des Hauts-de-France (32/10000) (134).

L’asthme de I'enfant génére des dépenses importantes de santé publique, bien que
peu de données soient disponibles en France sur les déterminants de ces codts directs. En
2004, le colt annuel était estimé a 1,5 milliard d’euros (133). Par comparaison, en 2011-2012,
au Royaume-Uni, le co(t total de I'asthme pour le service de santé publique avait été estimé
a environ 1 milliard de livres sterling, 74% de ce colt étant attribué aux soins primaires
(exacerbations et hospitalisations) et aux médicaments (60% de prescriptions, 14% de
consultations) (135). L’asthme peut également avoir un impact indirect, en particulier chez
I'enfant, avec un absentéisme scolaire et une altération de la qualité de vie, avec limitation

des activités quotidiennes et retentissement sur le sommeil (132).
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22. De I'asthme aux asthmes

Au cours du 20°™ siécle, les colts liés au fait de ne pas reconnaitre et traiter
correctement I'asthme ont déclenché I'élaboration de recommandations quant a sa prise en
charge, et une augmentation progressive de la recherche sur I'asthme, motivée par la santé
publiqgue et I'économie de la santé (136). Plusieurs recommandations nationales ont été
élaborées dans les pays industrialisés : recommandations de la Thoracic Society of Australia
and New Zealand en 1989 (137), recommandations de la British Thoracic Society en 1990
(138), directives pratiques Canadiennes en 1990 (139), directives du ministére américain de
la santé en 1991(140), puis mise en place de la Global Initiative for Asthma (GINA) en 1993
(141). L'asthme pédiatrique a été inclus dans le GINA des le début, et les chapitres
pédiatriques étaient majoritairement orientés vers la clinique, sur la base des meilleures
preuves disponibles (141). En France, la prise en charge des crises d’asthme aigués graves
(AAG) de I'adulte et de I'enfant a fait I'objet d’'une des premiéres conférences de consensus,
organisée par la Société de réanimation de langue francaise en 1988, révisée en 2002 (142).
Les premiéres recommandations spécifiques de I'enfant apparaitront en 2007 avec les
recommandations du Groupe de Recherche Sur les Avancées en PneumoPédiatrie (GRAPP)
quant ala prise en charge de la crise d’asthme (143), puis en 2009 avec des recommandations
spécifigues au nourrisson de moins de 36 mois (144). Ces publications ont permis d’améliorer
la prise en charge médicale des enfants asthmatiques et de diffuser des recommandations
thérapeutiques, en soulignant le réle de I'inflammation dans le développement de la maladie,
la nécessité d'obtenir un contréle des symptdmes et l'intérét de la surveillance de la fonction
respiratoire (141). Cependant, il est maintenant reconnu que 'asthme, en particulier a 'age
pédiatrique, est une affection hétérogéne. Cette approche suggére qu’il y a de multiples
étiologies qui peuvent nécessiter différentes méthodes diagnostiques et prises en charge

thérapeutique, faisant de I'asthme une entité "syndromique" plutét qu’'une maladie homogéne.
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23. Histoire naturelle

La meilleure compréhension de I'histoire naturelle de 'asthme au cours de I'enfance a
été rendue possible grace aux cohortes néonatales. Différents profils d’évolution ont été
décrits au cours de I'enfance, et les facteurs susceptibles d’influencer I'histoire naturelle de
'asthme sont multiples. Dans la cohorte historique de Tucson, le profil "sifflements a début
précoce" était associé au tabagisme maternel, a 'absence d’atopie personnelle et familiale,
et a une altération fonctionnelle précoce et persistante (145). Le profil "sifflements a début
tardif" était associé au sexe masculin, aux antécédents maternels d’asthme, a l'atopie et a
une rhinite allergiqgue comme comorbidité. Le profil "sifflements persistants” cumulait les
facteurs de risque des 2 précédents groupes, en particulier une dégradation précoce de la
fonction respiratoire. Dans la cohorte néonatale en population générale Avon Longitudinal
Study of Parents and Children (ALSPAC) au Royaume-Uni, six profils d’évolution étaient
décrits, et les cing profils avec sifflements étaient associés a I'asthme maternel alors que
I'hyperréactivité bronchique était uniguement associée aux profils avec asthme persistant
dans le temps (146). L’atopie était également associée aux profils d’asthme qui persistaient
dans le temps, avec des profils de sensibilisation différents en fonction de I'age de début.
Dans la cohorte néonatale Manchester Asthma and Allergy Study (MAAS), le risque
d’admission a I'hépital pour exacerbation dans les 11 premiéres années de vie était le plus
important pour les enfants avec un profil de sensibilisation précoce et multiple, et dans une
moindre mesure avec une sensibilisation aux acariens (147). Les cohortes Multizentrische
Allergie Studie (MAS), Protection against Allergy: Study in Rural Environments (PASTURE)
et Pollution and Asthma Risk : an Infant Study (PARIS) ont également bien démontré le role
des sensibilisations allergiques précoces et multiples dans le risque de récurrence des
exacerbations, de la persistance de I'asthme, et de l'altération de la fonction respiratoire a
long terme (36—38). D’autres travaux ont étudié I'évolution de la fonction respiratoire. Aux
Etats-Unis, I'étude Childhood Asthma Management Program (CAMP) a permis d’étudier les
profils de croissance de la fonction respiratoire jusque I'dge adulte (30 ans) chez des enfants
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asthmatiques inclus entre 4 et 11 ans (10). Quatre groupes d’effectifs proches ont été mis en
évidence : un profil de croissance normale de la fonction jusqu’a I'age de 20 ans, puis un
déclin physiologique a partir de I'age de 30 ans et 3 profils d’évolution anormale : déclin
précoce avant 30 ans ; croissance réduite n’atteignant pas 100% de la fonction théorique ; et
croissance réduite associée a un déclin précoce. Ces 2 derniers profils étaient tres
significativement associés au risque de BPCO du jeune adulte (36% vs 8% si croissance
normale). Un profil d’évolution fonctionnelle anormale était associé au tabagisme in utero. Le
profil de croissance fonctionnelle réduite était associé au sexe masculin, a 'asthme a début
précoce et a des altérations fonctionnelles déja présentes a I'inclusion avec en plus I'atopie
guand il était associé a un déclin précoce.

Sur le plan Iésionnel, il est maintenant établi que le remodelage apparait précocement
dans T'histoire naturelle de I'asthme, probablement entre 3 ans et 6 ans (148-151). Il existe
une corrélation entre I'age et le remodelage, qui touche I'épaisseur de la membrane basale,
la vascularisation et I'épaisseur du muscle lisse, avec un impact positif de I'atopie sur la
prolifération du muscle, potentiellement via les récepteurs de haute affinité des IgE (FceRlI)
présents sur le muscle bronchique (151).

L'ensemble de ces travaux suggere que I'histoire naturelle de I'asthme est influengable
par de nombreux paramétres, et qu’il existe une fenétre d’opportunité entre 1 et 3 ans, période
pendant laquelle une intervention pourrait minimiser 'altération de la fonction respiratoire,

prévenir l'installation d’'un remodelage, et modifier I'histoire naturelle de I'asthme.

24. L’exacerbation : un événement particulier dans I’histoire de I'asthme

Les exacerbations, ou crises d'asthme, constituent des événements clés dans I'histoire
naturelle de I'asthme de I'enfant et sont un des marqueurs de l'asthme sévére, bien gqu'elles
puissent aussi survenir dans l'asthme léger (152). Cet événement, fréquent chez le jeune
enfant, est marqué par une intensification de la réponse inflammatoire. Les mécanismes sous-
jacents ne sont pas entierement compris et peuvent varier au cours de I'enfance (2,153). Chez
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les enfants d'age scolaire, de multiples facteurs, tels que I'exposition a des allergenes, a des
polluants intérieurs et extérieurs, les infections virales ou I'association de ces différents
facteurs, peuvent entrainer une crise d'asthme caractérisée par une hypersécrétion de mucus,
une éosinophilie des voies aériennes et une obstruction du flux d'air (2). Au cours des années
préscolaires, les infections, surtout virales, sont les principaux déclencheurs alors que la
contribution des autres facteurs est moins claire. Les traitements de fond conventionnels se
sont révélés insuffisants pour prévenir les crises d'asthme chez les enfants d’age préscolaire
(154,155). Chez certains enfants, les crises d'asthme peuvent ne pas répondre aux
traitements par stéroides oraux, notamment a I'age préscolaire, raison pour laquelle d’autres
stratégies utilisant des macrolides ont été proposées (156—158).

25. L’asthme sévére : une entité distincte

L'asthme est bien contrélé pour la plupart des enfants avec des doses faibles a
moyennes de corticostéroides inhalés (CSI) et lorsque les facteurs modifiables sont traités.
L’asthme sévére (AS) de I'enfant est aujourd’hui une entité bien définie, différente de I'AS de
l'adulte. En 2010, une premiére définition a été établie, basée sur la persistance de
symptoémes de mauvais contréle de I'asthme (présence de symptdomes d’asthme fréquents
dans les 4 derniéres semaines), d’exacerbations sévéres (nécessitant une corticothérapie
générale et/ou une hospitalisation), ou d’'une obstruction bronchique persistante au décours
d'un test aux corticoides, malgré une forte pression thérapeutique, définie par une
corticothérapie inhalée a doses fortes (= 800 ug/jour d’équivalent budésonide) associée a un
deuxieme traitement de fond (bronchodilatateur de longue durée d’action, antileucotriéne,
théophyline) ou la nécessité d’'une corticothérapie générale au long cours (159,160).
Cependant, une pression thérapeutique élevée, notamment de fortes doses de corticothérapie
inhalées, voire générales, exposent I'enfant a des complications métaboliques a long terme
avec un retentissement sur la croissance staturale a 'dge adulte. C’est pourquoi les sociétés
savantes Européennes et Américaines ont révisé en 2014 ces recommandations, pour aboutir
a la définition que nous utilisons aujourd’hui : (1) L’asthme sévére est également défini lorsque
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le besoin d’'une forte pression thérapeutique, comme définie précédemment, est nécessaire
pour obtenir le bon contrble de I'asthme (2). L’asthme sévére doit étre distingué de I'asthme
difficile, pour lequel s’ajoutent des facteurs modifiables participant au mauvais contrble
(comorbidités, exposition & un environnement délétére, mauvaise réalisation du traitement de
fond), alors que I'asthme sévére est "intrinséquement” résistant au traitement (161). Ces deux
entités se regroupent sous le terme d’asthme problématique. A 'heure actuelle, les facteurs
influengant la sévérité de l'asthme, et la mauvaise réponse aux traitements de fond standards
pendant I'enfance restent mal compris (162). Les biothérapies, qui correspondent au palier 5
de traitement du GINA, sont a I'étude depuis quelques années, ouvrant des perspectives de
traitement efficace dans ces situations difficiles. En 2021 en France, trois biothérapies sont
disponibles en pédiatrie : 'omalizumab (anti-IgE) et le mepolizumab (anti-IL5) a partir de 6
ans, le dupilumab (anti-IL4Ra, sous-unité commune du récepteur de I'lL-4 et de I'lL-13) a partir
de 12 ans. Pour ces 2 derniéres, nous manguons de recul sur leur efficacité en "vraie vie". De
plus, les modalités de choix ou de relai entre ces nouvelles modalités thérapeutiques restent
a préciser chez I'enfant. Certains patients avec un asthme non allergique, non éosinophilique
resteront probablement non éligibles a ces nouvelles modalités thérapeutiques (163).

Mieux comprendre les caractéristiques de I'AS de I'enfant pourrait orienter ces choix
thérapeutiques. Au cours des derniéres années, certains travaux ont montré I'importance des
exacerbations, fréquentes et volontiers séveres, de 'association avec I'atopie et avec des
comorbidités atopiques (allergies alimentaires en particulier), et les altérations de la fonction
respiratoire associées, non systématiques chez I'enfant (46,164,165). A l'avenir, il est
probable que la compréhension des mécanismes physiopathologiques propres a I'AS, ou a
certains sous-types d’AS, permettra de mieux comprendre les tableaux observés et de

sélectionner des stratégies thérapeutiques ciblées.
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26. Du phénotype a I’endotype : vers une réconciliation et la personnalisation du
traitement

Au cours des 20 dernieres années, plusieurs approches ont permis de catégoriser les
patients asthmatiques, soit par des caractéristiques cliniques spécifiques, soit par le
processus physiopathologique sous-jacent (136). Ces approches sont illustrées a la Figure 2
(166).

Une premiére fagon de "déconstruire" 'asthme a été de recourir aux phénotypes,
définis par I'ensemble des caractéristiques ou symptdbmes observables chez un patient
(136,167). L’identification de phénotypes pourrait aider a sélectionner des médicaments qui
améliorent la présentation clinique observée, pour sélectionner les "bons" des "mauvais"
répondeurs et avoir une stratégie thérapeutique plus ciblée. L’avénement des études de
cohortes pédiatriques a permis d’identifier des phénotypes spécifiques de I'enfant. A I'heure
actuelle, les principaux critéres cliniques intervenant dans ces phénotypes sont 'atopie, la
sévérité, et la trajectoire d’évolution clinique et fonctionnelle, avec une distinction en fonction
des groupes d’age : préscolaire (1-5 ans), scolaire (6-11 ans) et adolescents (12-18 ans)
(149,164,168,169). Les analyses en clusters nous ont permis de préciser certains de ces
phénotypes. En France, les travaux de I'équipe de Jocelyne Just décrivant les enfants du
programme de I'asthme a Trousseau ("Trousseau Asthma Program") ont été précurseurs. A
'age scolaire, 3 principaux phénotypes ont ainsi été décrits : asthme léger ; asthme avec
exacerbations séveres et allergies multiples (Age médian : 8,8 ans, taux élevés d’éosinophiles
et de basophiles, sensibilisations multiples aux aéro-allergénes et aux allergenes
alimentaires) ; et asthme sévére avec obstruction bronchique (dge médian : 10,3 ans ; taux
élevés de neutrophiles, indice de masse corporelle (IMC) plus élevé) (169). Chez I'adolescent,
les données de la cohorte néonatale de I'lle de Wright ont permis d’identifier 6 phénotypes
d’asthme : 1/ Garcons, début dans I'enfance, atopie, fonction respiratoire normale ; 2/ Début
dans I'enfance, altérations de la fonction respiratoire ; 3/ Filles, début dans I'enfance, atopie,
altérations séveres de la fonction respiratoire, tabac ; 4/ Filles, sifflements, asthmes non
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diagnostiqués avant 'évaluation, tabac ; 5/ Filles, début tardif, fonction respiratoire normale ;
6/ Gargons, début tardif, atopie, altérations de la fonction respiratoire (170). Nous détaillerons
les phénotypes décrits a I'age préscolaire dans le chapitre dédié.

Une autre fagon d’identifier des sous-groupes d’asthme est de recourir aux
endotypes, c'est-a-dire aux différents mécanismes physiopathologiques sous-jacents.
Constituer des groupes distincts de patients asthmatiques, identifiés par des biomarqueurs
cellulaires ou moléculaires, a été en partie motivé par le développement de nouvelles
modalités de traitements, agissant sur des voies physiopathologiques distinctes. Ces
recherches sont en constante progression et certains sous-types d’asthme pourraient
émerger ou étre précisés dans les années a venir, et il est probable que les endotypes
évolueront au fil du temps, a mesure que notre compréhension de la physiopathologie des
voies respiratoires continuera de progresser. Le nouveau concept des "traits individuels
traitables" intégre les 2 précédents, et est probablement un meilleur reflet de nos
connaissances a I'heure actuelle. Ce concept englobe les phénotypes et les endotypes, en
prenant en compte des caractéristigues cliniques, environnementales, fonctionnelles,

biologiques et/ou les comorbidités (136,166,171).
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Figure 2 : Approches pour phénotyper et endotyper I’asthme de I’enfant

Adaptée de Tyler SR, Bunyavanich S. J Allergy Clin Immunol. 2019 (166)
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Actuellement, les approches pour sous-typer 'asthme chez I'enfant se basent sur 1/ Les caractéristiques cliniques
ou biologiques de routine (phénotypes), 2/ Les mécanismes physiopathologiques sous-jacents (endotypes). A
l'avenir, il est probable que les technologies OMICS permettront de préciser les sous-groupes et d’identifier des
traits individuels qui permettront de choisir une stratégie thérapeutique ciblée.
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27. L’asthme préscolaire : une entité encore mal définie a une période cruciale
delavie

L’asthme préscolaire apparait comme une entité mal définie dans la littérature, les
auteurs anglo-saxons, Nord-Américains en particulier, employant le terme de "sifflements

récurrents” plutdét que d’"asthme" avant 'dge de 6 ans. L’'une des causes principales est que
les sifflements sont un symptdme fréquent avant 6 ans, et avant 3 ans en particulier, comme
démontré dans la cohorte historique de Tucson, avec au moins un épisode de sifflement avant
6 ans chez prés d'un enfant sur deux (145). Cependant, la récurrence des sifflements, ainsi
gue leur présence au-dela de I'age de 3 ans, sont bien associés a la persistance de I'asthme
a l'age de 6 ans, montrant bien qu’on peut probablement regrouper les "sifflements récurrents

et persistants" et I"asthme préscolaire" sous la méme entité. De plus, les cliniciens sont
confrontés a la difficulté d’évaluer la fonction respiratoire a cette période de la vie et peuvent
étre limités pour poser le diagnostic, en l'absence de symptomatologie typique ou
d’exacerbation.

La définition de phénotypes a I'dge préscolaire fait débat dans la littérature. En 2008,
Brand, et al définissaient 2 grands phénotypes: asthme viro-induit (manifestations
exclusivement liées aux infections virales, sans manifestation intercritique) et a facteurs
déclenchant multiples (MTW : Multiple trigger wheeze : asthme persistant avec manifestations
intercritiques et comorbidités allergiques fréquentes) (172,173). Cette distinction a depuis été
largement remise en question (174), en particulier en lien avec I'absence de stabilité au cours
du temps de ces 2 phénotypes, avec un passage possible de 'un a l'autre (175,176). De plus,
en 2007, Bacharier, et al. ont identifi¢ un phénotype distinct d’asthme viro-induit : I'asthme
intermittent sévere (SIW : Severe intermittent wheeze), caractérisé par la répétition des
exacerbations, souvent séveres et nécessitant une corticothérapie générale, séparées par
des périodes sans symptdme (154). Ce phénotype, et en particulier le risque d’exacerbations,
pourrait étre peu influencé par les traitements de fond conventionnels comme les CSI.

Jocelyne Just et son équipe, par analyse en clusters, ont proposé 3 phénotypes distincts :

45



asthme léger viro-induit, asthme atopique a facteurs déclenchant multiples, asthme sévere
cortico-résistant non-atopique (168). Finalement, la classification en phénotypes chez le jeune
enfant asthmatique semble faire intervenir I'atopie, les éventuels facteurs déclenchant et la
réponse au traitement, mais se heurte a I'absence de stabilité, le profil de ces jeunes enfants
évoluant rapidement en fonction de multiples facteurs dynamiques.

Ces différents travaux suggerent que I'age préscolaire pourrait constituer une période
cruciale d’installation de la pathologie, permettant d’envisager des interventions visant a
modifier I'histoire naturelle de la maladie. En particulier, cela permettrait de modifier 'impact
des sensibilisations allergiques sur le muscle bronchique et les phénoménes de remodelage,
qui interviennent aprés 3 ans, et d’éviter les conséquences sur l'altération précoce de la
fonction respiratoire (Figure 3) (15).

L’exacerbation constituant un moment particulier dans ['histoire de Il'asthme,
caractérisé par un '"orage" -cytokinigue intense, la compréhension des voies
physiopathologiques menant aux crises d'asthme, en particulier a 'age préscolaire, pourrait
nous permettre de comprendre I'hétérogénéité de la maladie et son évolution, par
l'identification de profils différents. Ceci pourrait permettre de mettre en évidence de nouvelles
cibles thérapeutiques avec comme objectif, non seulement le contréle des symptémes et des

exacerbations, mais aussi la préservation de la fonction respiratoire.
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Figure 3 : L’age préscolaire : une fenétre d’opportunité pour des interventions
précoces

Issue de Saglani S, Bush A. Am J Respir Crit Care Med 2015 (15)
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Les enfants avec un asthme qui évolue depuis I'dge préscolaire et persiste a I'dge scolaire ont une altération
précoce de la fonction respiratoire, qui apparait entre la naissance et 6 ans. Les changements structurels des voies
respiratoires se développent parallelement entre 1 et 6 ans chez les siffleurs préscolaires, et les changements
structurels affectant le muscle lisse bronchique sont exacerbés chez les patients qui présentent des signes de
sensibilisation allergique précoce. L'ensemble des données physiopathologiques suggere qu'il existe une fenétre
d’opportunité entre 1 et 3 ans, période pendant laquelle une intervention pourrait minimiser I'altération de la fonction
respiratoire et modifier I'histoire naturelle de I'asthme.
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lll- Vue d’ensemble des réponses immunitaires au sein des voies aériennes

Le poumon est constamment exposé a des agents extérieurs qu’il doit contenir, voire
éliminer afin de maintenir la fonction vitale de la respiration. Pour cela, différentes stratégies
ont été développées, permettant une gradation de la réponse qui met en jeu successivement
I'épuration mucociliaire et la barriére épithéliale, la réponse immune innée et enfin I'immunité
adaptative. Dans ce chapitre, nous allons présenter brievement les cellules et molécules qui
interviennent dans la réponse anti-infectieuse au sein des voies aériennes, dans les
mécanismes a l'origine de la tolérance et de la réaction inflammatoire dans I'asthme, en
insistant sur 'immunité innée qui joue un réle clé dans les premieres étapes de la réponse

anti-infectieuse et conditionne la réponse adaptative.

31. Réponse anti-infectieuse appropriée au sein des voies aériennes

Les cellules épithéliales des voies respiratoires (AEC) tapissant les voies aériennes
supérieures et inférieures, sont les principales cibles cellulaires des agents pathogenes et
agissent comme des cellules sentinelles en réponse a l'infection (177-179). Ces cellules de
structure sont un élément central de la réponse immunitaire innée (180). Dans les voies
aériennes supérieures et inférieures, elles sont des acteurs majeurs de la barriére physico-
chimique complexe, via la présence de jonctions intercellulaires serrées et leur participation a
I'épuration muco-ciliaire, permettant I'élimination des particules étrangéres. Si les agents
pathogenes ne sont pas éliminés, les PAMP présents a leur surface sont reconnus par les
PRR de surface, en particulier les TLR et les hélicases a ARN intracellulaires, principalement
pour les pathogénes intracellulaires. Bien que les AEC jouent un role précoce et central dans
l'orchestration des défenses immunitaires innées, d’autres cellules immunitaires innées,
comme les macrophages alvéolaires (AM) et les DC, en particulier les pDC, sont également
impliquées dans les réponses immunitaires innées contre les agents pathogénes (181-185).
L'activation des PRR sur les AEC et les cellules immunitaires innées déclenche diverses voies
de signalisation, telles que les Interferon Regulatory Factor (IRF) 3 et 7, et la voie du Nuclear
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Factor kappa B (NF-kB). Cela conduit & la production de molécules antivirales telles que les
IFN de type | et de type lll, et les peptides antimicrobiens, dont les cathélicidines et les
défensines ainsi que certains Interferon-Stimulated Genes (ISG) (186). Les peptides
antimicrobiens ont des activités immunomodulatrices et peuvent modifier les réponses
cellulaires de I'héte. En particulier, LL-37, également appelé peptide antimicrobien cationique
humain, est le seul peptide humain de la famille des cathélicidines et I'un des plus étudiés
(187,188). Dans des modéles in vitro, LL-37 a la capacité de réduire la réplication virale,
notamment pour le VRS (188,189). Les AEC produisent également des cytokines pro-
inflammatoires impliquées dans le recrutement de monocytes / macrophages, DC, LT et de
granulocytes, tels que les éosinophiles et les neutrophiles. Cela favorise la réponse
immunitaire adaptative par la maturation des DC et leur migration vers les ganglions
lymphatiques de drainage associés aux voies respiratoires.

Les DC sont les principales cellules présentatrices d'antigénes (APC) et constituent le
pont entre I'immunité innée et I'immunité adaptative. Les autres APC sont les macrophages
et les LB. Elles internalisent les antigenes, les transforment en fragments peptidiques et
exposent ces peptides, liés a une molécule du CMH de classe Il, sur leur surface cellulaire.
Lorsque des pathogénes et/ou des antigenes pénétrent les voies aériennes, ils peuvent étre
endocytés par les APC résidentes, déja présentes dans les tissus. Les AM sont les plus
disponibles immédiatement, et éliminent rapidement les différents agents pathogénes pour
maintenir I'homéostasie dans le poumon (190). Les cDC CD103+ CD11b+ B7-intégrine et les
DC dérivées des monocytes (MoDC), stimulées par linflammation, peuvent également
prélever des antigénes en étendant leurs dendrites dans la lumiére des voies aériennes, alors
gue les pDC ont une capacité limitée a prélever et a présenter des antigenes (191). Sous
l'influence des interactions avec I'antigéne ou de signaux de danger produits par les cellules
environnantes en réaction a cet antigéne, les DC subissent une maturation, au cours de
laquelle elles perdent leur capacité a capter I'antigéne et expriment plus de molécules du CMH
et costimulatrices (CD80/86), ainsi que des chimiokines, devenant alors des APC
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professionnelles. Ces DC, chargées d'antigénes, migrent ensuite vers les ganglions
lymphatiques de drainage et présentent des peptides sur les molécules du CMH de classe Il
aux TCR des LT CD4 naifs. Les DC ont la capacité de polariser les LT vers un type de cellule
Thl, Th2, Thl7 ou Treg par la sécrétion de cytokines spécifiques, en fonction de leur lignée,
de leur état de maturation et des molécules costimulatrices qu'elles expriment. En réponse
aux agents infectieux viraux, la réponse appropriée est de type Thl, avec des cytokines
comme IFN-y, IL-2, TNF-a, TNF-B, et IL-12 (Figure 4). L’IFN-y en particulier favorise
I'activation et la prolifération des LT cytotoxiques (LTc) CD8+, qui éliminent les cellules
infectées par le pathogéne au sein des voies aériennes (192). Certaines cellules restent aprés
la clairance virale pour devenir des LT CD8+ mémoire résidents dans les tissus, permettant
une réponse immeédiate lors de la prochaine infection par le méme pathogéne (193). L’'IFN-y
et I'lL-2 activent également les macrophages qui phagocytent les débris des pathogénes,
préalablement opsonisés. Dans les LB, I'lL-12 favorise le changement de classe des Ig vers
les IgG1 et IgG4. Les IgG se fixent secondairement sur les particules infectieuses et permettre
l'opsonisation. L’ensemble de cette réponse contribue a la clairance des particules

infectieuses, a la résolution de l'infection et a 'homéostasie de la muqueuse respiratoire.
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Figure 4 : Réponses immunitaires adaptatives Thl et Th2

Adaptée de :
http://what-when-how.com/rheumatology/introduction-to-the-immune-system-the-immune-system-in-health-and-
disease-rheumatology-part-3/
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DC : Cellule dendritique ; Ig : Immunoglobuline ; IL : Interleukine ; IFN : Interféron ; ILC2 : Cellule lymphoide innée
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Les DC ont la capacité de polariser les cellules T vers un type de cellule Thl ou Th2 par la sécrétion de cytokines
spécifiques, en fonction de leur lignée, de leur état de maturation et des molécules costimulatrices qu'elles
expriment. En réponse aux agents infectieux viraux, la réponse appropriée est de type Thl, avec des cytokines
comme IFN-y, IL-2, TNF-a, TNF-B, et IL-12. Dans un contexte atopique, sous l'influence des alarmines épithéliales
IL-25, IL-33, TSLP et des ILC2, les DC induisent la polarisation Th2 des LT, avec la production d’IL-4, IL-5 et IL-
13.
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32. Tolérance naturelle

Le systéme immunitaire doit non seulement étre capable de distinguer le soi du non-
soi, mais aussi le non-soi inoffensif du non-soi menacgant. Dans une situation physiologique,
les individus développent une absence de réponse immunitaire aux antigenes courants non
infectieux (comme les allergénes), ou tolérance, par le biais de processus actifs. Les
phénomeénes de tolérance, représentant un défi unique pour le systéme immunitaire qui doit
faire ces distinctions, ont été bien décrits au sein de la muqueuse gastro-intestinale (42).
Comme développé précédemment, le microbiote joue un réle fondamental dans I'éducation
du systéme immunitaire de I'n6éte (43). Dans la Figure 5, les mécanismes de tolérance sont
représentés en prenant 'exemple du tube digestif.

La réponse initiale se produit avec l'absorption des antigénes par les cellules
épithéliales, ou elles rencontrent les macrophages et les DC résidentes, qui sont des capteurs
précoces pour l'absorption et la reconnaissance des allergenes. Ces cellules peuvent étendre
les processus cellulaires vers la lumiére. Les immunoglobulines muqueuses IgA agissent soit
comme des anticorps neutralisants qui se lient a I'antigene et bloquent sa reconnaissance,
soit en permettant la transcytose sélective des antigeénes de la lumiére intestinale a travers
les cellules M au niveau des plaques de Peyer. Les DC sont ensuite activées et deviennent
des APC professionnelles (CD103+), migrant vers les ganglions lymphatiques ou elles
agissent comme régulateurs critiques de la tolérance centrale et périphérique. Elles
présentent des antigénes aux LT naifs et induisent leur différenciation en LT tolérogenes :
Thl et Treg. La tolérance est associée a une réponse prédominante de type Thl, avec
production de cytokines telles que I'IFN-y et le TNF-a. Dans les ganglions lymphatiques
drainants, les DC peuvent également induire la différenciation des LT naifs en Treg induits,
exprimant des récepteurs de localisation tissulaire. Deux grandes catégories de Tregs sont
décrites : les Tregs naturels CD4+ CD25+ FoxP3+ et les Tregs induits, qui sont induits apres
stimulation antigénique (194). Les Treg migrent ensuite vers les tissus, sous l'influence de
cytokines a destination des tissus, comme le C-C chemokine receptor 9 (CCR9) et le CCR4,
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et par les AM dans les poumons en présence d'IL-2 (195). Leur fonction principale est d’inhiber
le développement et la fonction d'autres LT non régulateurs en produisant des cytokines anti-
inflammatoires telles que I'L-10 et le TGF-B, ce qui entraine I'apoptose ou l'anergie des
cellules Th2. lls exercent aussi des fonctions suppressives par le biais de contacts directs
entre cellules, notamment avec d'autres LT, influengant ainsi leur activation ou peuvent induire
la cytolyse des cellules cibles via des mécanismes dépendants des granzymes et des
perforines (42,194,195). lls peuvent également influencer les APC professionnelles et
supprimer leur capacité a présenter l'antigéne. Les Treg peuvent enfin inhiber directement la

dégranulation des mastocytes et des basophiles, indépendamment du TGF-f et de I'lL-10.
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Figure 5 : Mécanismes de tolérance aux antigénes : I'’exemple du tube digestif

Issue de Nadeau K, Lejeune S, et al. Inmunological mechanisms of allergic disorders. William Paul’s
Fundamental Immunology 8" Edition, Flajnik M, Singh N, and Holland S (Wolters Kluver, a paraitre)
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CD: Cluster of differentiation, DC: dendritic cell; IgA: Immunoglobulin A; IL: Interleukin; MHC: major
histocompatibility complex; TGF: transforming growth factor; Treg: regulatory T cell.

La réponse initiale se produit avec I'absorption des antigenes par les cellules épithéliales, ou elles rencontrent les
macrophages CX3CR1+, et les DC résidentes. Les Immunoglobulines muqueuses IgA, agissent soit comme des
anticorps neutralisants qui se lient a I'antigéne et inhibent leur absorption, soit en permettant la transcytose
sélective des antigenes de la lumiére intestinale a travers les cellules M. Les cellules dendritiques sont ensuite
activées (CD103+) et migrent vers les ganglions lymphatiques. Elles présentent des antigénes aux cellules T
naives et induisent leur différenciation en Treg, exprimant des récepteurs de localisation tissulaire. Les Treg sont
ensuite transportés vers les tissus, sous l'influence de cytokines a destination des tissus, comme le TGF-, l'acide
rétinoique. lls peuvent également inhiber le développement et la fonction d'autres LT non régulateurs en produisant
des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 et le TGF-B, entrainant I'apoptose ou I'anergie des cellules Th2.
lls peuvent également modifier la sensibilisation par la régulation négative des fonctions de présentation de
I'antigéne par les DC et peuvent finalement inhiber la dégranulation des mastocytes et des basophiles.
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33. L’asthme : modéle de réponse inflammatoire Th2

L’asthme a été longtemps considéré comme une maladie inflammatoire
pulmonaire expliquée par un déséquilibre entre les LT CD4+ Thl et Th2, et ce modéle est en
particulier la réponse prédominante chez l'enfant. Avec la découverte d'autres sous-
ensembles de LT et une meilleure compréhension de leur plasticité, cette vision initiale
simpliste est complétée par un modéle plus complexe impliqguant d'autres sous-ensembles de
LT. Différents toxiques et antigénes d’origine infectieuse ou non infectieuse peuvent
déclencher la réaction inflammatoire dans I'asthme et nous décrivons ici les principales étapes
de acteurs impliqués.

En particulier, la réponse allergique respiratoire est définie comme la réaction
immunitaire qui suit I'exposition a un aéro-allergéne, normalement « inoffensif » chez des
individus sensibilisés. La figure 6 représente la réaction allergique « classique » au sein des
voies aériennes. En plus d'une réaction allergique immédiate, appelée phase aigué,
correspondant a une réaction d'hypersensibilité de type I, il existe souvent une réaction
ultérieure de phase tardive conduisant & une inflammation chronique lors de contacts
persistants ou répétitifs avec l'allergéne (Figure 4) (196). La sensibilisation allergique est une
premiére étape qui prépare l'individu & un état allergigue. Comme évoqué précédemment, elle
est facilitée par une activité protéasique endogéne de certains allergénes (e.g. activité
cystéine ou sérine protéase de certains allergenes des acariens, des blattes, des
champignons, de Felis domesticus et des pollens d'ambroisie) leur permettant de pénétrer et
d'interagir avec les cellules immunitaires innées et les DC au sein de I'épithélium et de la sous-
mugqueuse.

Dans un environnement asthmatique et dans un contexte de rupture de la barriere
épithéliale, la présence d'antigénes d'origine infectieuse ou non-infectieuse au sein de
I'épithélium entraine la libération de cytokines inflammatoires d"alerte", IL-25, IL-33 et TSLP,
collectivement appelées alarmines (197). Ces cytokines ont un rdle clé pour induire un

environnement inflammatoire a tendance Th2 dans la muqueuse par l'intermédiaire des

55



cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2), favorisant I'activation et la maturation des DC.
L'IL-25 est un membre de la famille des cytokines IL-17, également connu sous le nom d'IL-
17E, et est libéré par des AEC, LT Th2, mastocytes, basophiles et éosinophiles activés, lors
d'une exposition a des antigenes, en particulier en présence de protéases (198). L’IL-25 va
notamment induire la libération de cytokines Th2 par les LT via son interaction avec son
récepteur IL-25R. L'IL-25 est également antagoniste de la différenciation des cellules Th17.
L'IL-33 est un membre de la famille des cytokines IL-1 et est produite par les AEC et les
mastocytes lors de la détection de substances qu'ils percoivent comme dangereuses. Elle est
également produite, bien qu'en moindre quantité, par les cellules musculaires lisses, les
cellules endothéliales, les macrophages, les DC et les monocytes (199). Il existe 2 isoformes
de I'lL-33 : isoforme longue et isoforme mature, que l'on retrouve a la fois dans l'espace
nucléaire et extracellulaire. L’IL-33 se lie a un récepteur composé de deux protéines
transmembranaires, dont I'lL-1R1 (appelée ST2) est I'unité principale, puis induit la production
de cytokines de type 2, dont I'lL-4, I'lL-5 et I'lL-13, par les cellules hématopoiétiques et surtout
par les ILC2. Elle induit également le dép6t de protéines de la matrice extracellulaire et une
néoangiogenese. Le TSLP fait partie de la famille des cytokines IL-2 produites par les AEC.
Le TSLP se lie a son récepteur de haute affinité, exprimé sur les mDC, les LT CD4+ et CD8+,
les Treg, les LB, les mastocytes, les NKT, les monocytes, les éosinophiles et les basophiles,
les cellules musculaires lisses et les AEC. Le TSLP est essentiel au maintien de l'inflammation
et induit une éosinophilie et des réponses bronchoconstrictrices dans les voies aériennes.
Une fois activées, les DC migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques de
drainage. Elles initient alors la réponse immunitaire adaptative en présentant des peptides
dérivés des allergénes aux LT naifs a l'aide des molécules du CMH de classe Il et en
entrainant leur différenciation en cellules Th2 spécifiques des antigénes. Trois signaux sont
nécessaires pour attirer et pousser les LT CD4 naifs & devenir des LT Th2 spécifiques des
antigenes : 1/ les interactions CMH-peptide-TCR, 2/ les signaux de costimulation et 3/ les

cytokines de polarisation Th2 (200). De plus, les DC activées dans un environnement
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favorisant les Th2 ne produisent pas d'lIL-12, qui est important pour stimuler la réponse Thl
(200). Parmi les cytokines Th2, I'lL-4 joue un réle critique dans I'induction de la réponse Th2.
La source initiale de I'lL-4 semble étre le plus vraisemblablement les basophiles et les ILC2,
capables d’agir, en coopération avec les DC, en tant que cellules présentatrices d’antigénes
pour amorcer les cellules Th2 (201-203). Les cellules NKT invariants (iNKT) pourraient étre
d'autres acteurs nécessaires a l'initiation de la réponse Th2, comme le suggerent les modéles
d'asthme chez les rongeurs (204).

Apres activation, les LT Th2 sécrétent les cytokines Th2 IL-4, IL-13 et IL-5 (Figures 4
et 5). Leurs génes sont adjacents les uns aux autres sur le locus Th2, sur le chromosome 5,
et sont activés par des facteurs de transcription tels que Trans-acting T-cell-specific
transcription factor (GATA-3), le facteur déterminant de la lignée Th2 (205). L'IL-4 et I'lL-13 se
lient au méme récepteur, appelé IL-4R (206). L'IL-13 joue un réle plus décisif dans la phase
effectrice (207,208).

Dans les centres germinatifs des ganglions lymphatiques, 'lL-4 et I'lL-13 influencent
les interactions entre les LT Th2 et les LB, via des signaux de costimulation tels que Cluster
of Differentiation (CD40)-CD40 Ligand (CD40L) et CD80/86-CD28, aboutissant au
changement de classes des Ig vers les 1gG, IgA et IgE. Ces changements se déroulent aussi
sous linfluence des LT auxiliaires folliculaires (Tfh) CD4+ CXCRS5+. L’IL-4 et I'lL-13 activent
également une population de macrophages, appelés macrophages alternativement activés ou
cellules M2, qui favorisent la réparation de la matrice extracellulaire. De son c6té, I'lL-5
favorise principalement la survie, l'activation et le recrutement systémique des éosinophiles
dans la moelle osseuse, qui migrent ensuite dans les voies aériennes sous le contrble de
chimiokines (209-211). lls contribuent également & la résolution des réponses immunitaires,
notamment a la réparation des tissus (212).

Dans la situation de la réaction allergique, I'lL-4 et I'lL-13 favorisent I'expression du
FceRI sur les mastocytes humains. Les IgE spécifiques ou non spécifiques d'un allergéne se
lient ensuite aux récepteurs FceRI de haute affinité sur les mastocytes résidant dans les tissus,
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induisant une sensibilisation, permettant une réponse allergénique rapide (en quelgues
minutes) lors d'une exposition ultérieure a l'allergene (196). Lorsqu'un allergéne se fixe aux
IgE liées au FceRI fixées a la surface des mastocytes et des basophiles chez les individus
sensibilisés, il induit la libération de trois classes de produits biologiqguement actifs : (1) ceux
stockés dans les granules cytoplasmiques (par exemple, I'histamine, les sérines protéases
telles que la tryptase), (2) les médiateurs dérivés des lipides (prostaglandine, leucotrienes), et
(3) les cytokines, les chimiokines et les facteurs de croissance nouvellement synthétisés
(213). Les granules cytoplasmiques et les médiateurs dérivés des lipides contribuent aux
signes et symptdémes associés a la réaction aigué : vasodilatation (produisant un érythéme),
augmentation de la perméabilité vasculaire (conduisant a un cedéme des tissus), contraction
du muscle lisse bronchique (entrainant une bronchoconstriction), augmentation de la
sécrétion de mucus (entrainant une obstruction bronchique), stimulation des nocicepteurs des
nerfs sensoriels (responsables de réactions telles que prurit, éternuements, toux) (196). Les
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance nouvellement synthétisés ainsi que le
recrutement de cellules immunitaires induit par la vasodilatation et I'augmentation de la
perméabilité vasculaire initient la réaction de phase tardive.

La réaction de phase tardive commence deux a six heures aprés l'exposition a
I'antigéne, reflétant le recrutement local et I'activation de cellules immunitaires, telles que les
lymphocytes Th2, les éosinophiles et les neutrophiles, sous l'influence de chimiokines telles
gue le Tumor necrosis factor-a (TNF-a), le C-X-C Motif Chemokine Ligand 8 (CXCLS8), libérés
par les mastocytes et les LT, respectivement (196). Cette infiltration de cellules immunitaires
peut se prolonger, notamment en cas d'exposition persistante a I'antigéne, entrainant une
inflammation chronique au sein des tissus.

Sous l'influence de I'lL-5 et des autres cytokines Th2, les éosinophiles expriment des
molécules d’adhésion et sont recrutés au sein des voies aériennes. L'éotaxine, qui se lie
spécifiguement au C-C Chemokine Receptor 3 (CCR3), fortement exprimé sur les
éosinophiles, est considérée comme jouant un réle central dans le recrutement des
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éosinophiles et l'inflammation subséquente dans les tissus (209-211). Les cytokines Th2, en
particulier I'lL-5, sont ensuite de puissantes inductrices de la libération des protéines des
granules d'éosinophiles (214). Les granules d'éosinophiles stockent quatre protéines de base
de bas poids moléculaire : la protéine basique majeure (MBP), la neurotoxine dérivée de
I'éosinophile (EDN), la peroxydase de I'éosinophile (EPO) et la protéine cationique de
I'éosinophile (ECP) (215). Les granules d'éosinophiles contiennent également un nombre
variable de corps lipidiques qui contribuent a la formation de médiateurs eicosanoides et une
source importante de cytokines, stockées dans des granules spécifiques au cytoplasme,
notamment IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y et eotaxine. Tous ces médiateurs
contribuent a la phase tardive de la réponse allergique, a linflammation chronique, au
remodelage tissulaire et a la fibrose. lls contribuent également a la résolution des réponses
immunitaires (IL-10), notamment a la réparation des tissus (métalloprotéases, anti-protéases)
(212).

Les neutrophiles sont également recrutés dans les voies aériennes, sous l'influence
des cytokines Th17. Les LT Th17 sont des LT effecteurs qui se différencient sous l'influence
de I'lL-183, de I'IL-6 et de I'lL-23, et produisent des cytokines telles que I'IL17A/F, I'lL-21 et I'IL-
22. L'exposition & de nombreux déclencheurs connus des crises d'asthme, dont les bactéries
a tropisme respiratoire, les virus respiratoires, les particules inhalées et I'ozone a été associée
a une augmentation des cytokines Thl7 (216,217). Les cytokines Thl7 induisent donc
I'accumulation de neutrophiles dans les voies aériennes, et peuvent amplifier I'hypersécrétion
de mucus et la production de cytokines et de chimiokines par les cellules épithéliales (218).
Dans l'asthme, une inflammation mixte neutrophile-éosinophile est courante et pourrait étre
liée & une activation mixte Th17/Th2 (219). A plus long terme, I'lL-17A peut contribuer au
développement du remodelage des voies respiratoires pendant I'asthme en augmentant la
production de cytokines profibrotiques, de facteurs proangiogéniques et de collagéne

(219,220). Ce remodelage affecte donc les cellules structurelles et la matrice extracellulaire,
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entrainant un dysfonctionnement supplémentaire de la barriere, ce qui conduit & des
symptdémes chroniques et a la prolongation de la maladie.

Les LTc CD8+, cellules effectrices, sont également recrutés et jouent un rble dans
l'asthme aigu grave ou fatal, comme suggéré par des biopsies histopathologiques post-
mortem, caractérisées par des infiltrats de LT CD8+ prédominants (221). Les cellules T CD8+
peuvent étre activées par les antigenes, présentés de maniere croisée par le complexe CMH
| sur les DC, et/ou par les alarmines IL-33 et TSLP (222).

Apres l'activation initiale, des LT mémoire résidents dans les tissus, de type CD4+ et
CD8+, peuvent rester dans la muqueuse et les tissus lymphoides associés, conservant la
capacité de répondre a des antigenes spécifiques lors d'une nouvelle exposition, comme mis
en évidence dans des modéles murins d’asthme. Ces modeles murins d'asthme ont
également suggéré que les cellules T CD4+ mémoire résidant dans les poumons persistent a
long terme aprés une exposition aux acariens, et peuvent donc étre réactivées lors d'une
réexposition aux allergénes (223).

Enfin, les LT non conventionnels : iNKT et Mucosal-Associated Invariant T cells
(MAIT), jouent également un réle dans I'asthme. Les iNKT et MAIT expriment toutes deux des
TCR de diversité limitée, constitués d'une chaine TCRa invariante ainsi qu'un nombre trés
restreint de chaines TCRp (204). Les iNKT sont principalement des cellules résidant dans les
tissus dans la fonction principale est de protéger I'h6te contre les infections. Elles
reconnaissent les glycosphingolipides du soi et du non-soi, ainsi que les antigénes a-
galactosylcéramides de la paroi cellulaire microbienne (224). Des modéles rongeurs d'asthme
ont montré que les cellules iINKT sont probablement activées par l'inflammation induite par un
antigene protéique et qu'elles servent d'adjuvants de la réponse Th2 (204). Les MAIT
représentent jusqu'a 10 % du compartiment des LT dans le sang périphérique (204). Les
cellules MAIT produisant de I'lFN-y, du TNF-a et de I'lL-17, peuvent présenter une activité
cytotoxique dépendante de granzyme perforine. Elles sont capables de produire des niveaux
faibles a modérés d'lL-4 et d'IL-13 lors d'une stimulation. Les patients asthmatiques semblent
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présenter un déficit en cellules MAIT dans le sang, les expectorations et les biopsies
bronchiques, et une augmentation de la fréquence des MAIT a I'age d’'un an a été associée a
un réle protecteur contre le développement de l'asthme (225,226). Les LT yd sont un petit
sous-ensemble de LT qui expriment des TCR hétérodimériques, composés de chaines y et §,
par opposition aux LT conventionnelles qui expriment des TCR af, et reconnaissent des
molécules de type CMH et des récepteurs de facteurs de croissance, déclenchant une
réponse immunitaire innée et adaptative (227). Les LT yd sont une source majeure d'IL-9, une
cytokine médiant l'inflammation de type Th2 (228). Elles peuvent contribuer spécifiguement a
la régulation de la réponse IgE, comme le suggérent des co-cultures avec des LB (229).

Afin de mieux appréhender I'impact des infections respiratoires dans la jeune enfance
sur I'inflammation des voies aériennes a l'origine de I'asthme, nous avons poursuivi par une
revue de la littérature pour décrire les études explorant les réponses immunitaires innées et
adaptatives contre les virus et les bactéries dans I'asthme aigu. Les principaux points sont

repris ci-dessous. La revue de la littérature est fournie en Annexe 1 (230).
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Figure 6 : Laréponse allergique au sein des voies aériennes

Issue de Nadeau K, Lejeune S, et al. Immunological mechanisms of allergic disorders. William Paul’s
Fundamental Immunology 8™ Edition, Flajnik M, Singh N, and Holland S (Wolters Kluver, a paraitre)

Allerglc reaction Stress . , . Allergens
f.\ }; . ( ‘ Infg_gons Lung epithelium / Goblet cell {
I L <« D <
-
o Increases mucous
TSLPR |L-25 secretion
||_.3 f EOSInOphll . ¥ |9'=5 Airway smooth muscle
TSL f ,'.'; . @ * Bronchoconstriction
'. .’ﬁl ¥ * Stimulation of
‘ol 8 nocireceptor
' |_5 * Vasodilation
13 . * Increased vascular
m ., - permeability
IL-4
- |
L A 1..-“‘r :
-3 . R
N Mast cell
' .f[' \! R s Basophil
B cell follicle .
IgE Class switching
Lymph node by B cells
esse)

AM: Alveolar macrophage; CD: Cluster of differentiation; DC: dendritic cell; FceRI: high affinity IgE receptor; IgE:
Immunoglobulin E; IL: Interleukin; ILC2: type 2 innate lymphoid cells dendritic cells; MHC: major histocompatibility
complex; TFH: T follicular helper cell; TSLP: Thymic stromal lymphopoietin.

Les cellules épithéliales respiratoires et les macrophages alvéolaires (AM) des voies aériennes sont les premiers
a étre exposés aux déclencheurs exogénes, notamment les allergénes environnementaux. En présence
d'allergeénes, les cellules épithéliales libérent les alarmines IL-25, IL-33 et TSLP. Ces cytokines induisent un
environnement inflammatoire Th2 dans la muqueuse, via les ILC2, favorisant I'activation et la maturation des DC,
qui migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques de drainage. Elles initient alors la réponse immunitaire
adaptative en présentant des peptides dérivés d'allergénes aux cellules T naives a I'aide de molécules du CMH
de classe Il et en entrainant leur différenciation en cellules Th2 spécifiques des allergénes, sous l'influence de I'lL-
4. Les cellules Th2 sécrétent ensuite I'lL-4 et I'lL-13 et interagissent avec les cellules B naives. Sous l'influence de
ces cytokines et des signaux de co-stimulation, les cellules Th2 favorisent le changement de classe des IgE par
les cellules B. Les IgE spécifiques ou non spécifiques de I'allergéne se lient alors aux récepteurs FceRI de haute
affinité sur les mastocytes et les basophiles résidant dans les tissus, sensibilisant ainsi I'individu a I'allergene. Chez
ces individus sensibilisés, I'exposition ultérieure et la liaison de I'allergéne aux IgE liées au FceRl fixées a la surface
des mastocytes et des basophiles activent la libération de produits biologiquement actifs lors d’un processus
appelé dégranulation. Cela entraine une vasodilatation, une augmentation de la perméabilité vasculaire, une
contraction du muscle lisse bronchique, une augmentation de la sécrétion de mucus, une stimulation des
nocicepteurs des nerfs sensitifs, le tout contribuant aux symptémes de I'asthme allergique.
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IV - Impact des virus dans le développement de I’asthme : I’ceuf ou la poule ?

Jusqu'a présent, les mécanismes expliquant la susceptibilité de certains enfants a
développer un asthme aigu lors d’une infection par un virus respiratoire, en particulier a
rhinovirus (RV) et dans une moindre mesure a VRS (virus respiratoire syncytial), ont fait I'objet
d’hypothéses étayées par des travaux sur modele animal, ex vivo et in vivo. Les réponses
peuvent varier selon les virus, mais les cellules résidentes (AEC, macrophages, DC) jouent
un role central dans la mise en place des défenses contre les virus respiratoires.

Les études originales présentées ont été résumées dans le tableau 2 (230). Les
différentes altérations de la réponse anti-infectieuse observée dans I'asthme sont

représentées a la Figure 7.

41. La reconnaissance des virus pendant la crise d'asthme est principalement
médiée par les cellules épithéliales respiratoires (AEC) et les cellules dendritiques (DC)

Les études visant a explorer la reconnaissance par les PRR présents sur les AEC et
les DC des enfants asthmatiques sont multiples mais hétérogénes. Sur des cultures d’AEC
primaires d'enfants souffrant d'asthme sévére résistant au traitement (STRA), des niveaux
d'expression de PRR extracellulaires et intracellulaires inférieurs a ceux des témoins sains
ont été observés a I'état basal (231). L'expression des PRR était également diminuée en
réponse a l'infection par le RV dans ces cultures et dans celles d'asthmatiques adultes, ce qui
suggeére un défaut persistant a I'adge adulte (231,232). Rupani, et al. ont également montré
une réduction de I'expression de TLR7 par des AM de patients adultes aprés une infection par
RV par rapport aux sujets sains, avec un effet potentiellement médié par les microARN (233).
A linverse, dans des cultures ex vivo de cellules provenant de lavages broncho-alvéolaires
(LBA) et de cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) d'adultes souffrant d'asthme
léger & modéré, aucune altération de I'expression des PRR (TLR, ARN-hélicases) n'a été
observée (233). Cette divergence a également été illustrée par notre étude en vie réelle
menée chez 72 enfants d'age scolaire avec un asthme allergique et hospitalisés pour une
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exacerbation sévere (VIRASTHMA), associée a une infection virale dans 64 % des cas (RV :
51 %) (211). Alors que l'infection virale n‘a pas modulé I'expression et la fonction des PRR sur
les PBMC par rapport a des patients asthmatiques non infectés, une expression réduite des
PRR sur les cellules de I'expectoration a été signalée dans un sous-groupe d'enfants sujets a
une réinfection par un autre virus a distance de I'exacerbation (état stable 8 semaines plus
tard), et présentant une inflammation neutrophilique des voies aériennes (211,234).

Dans I'ensemble, ces données suggerent que l'altération de la reconnaissance par les
PRR chez les enfants asthmatiques pourrait étre limitée a une sous-population de patients,
plus séveres, et pourrait persister a I'age adulte. Plutt qu'une altération de I'expression ou de
la synthése de base des PRR, une régulation négative de I'expression et de I'activation des
corécepteurs et/ou des enzymes impliqués dans la signalisation pourrait étre déterminante.
Des études longitudinales in vivo pourraient permettre de mieux comprendre ces mécanismes

et d'étudier leur dynamique au cours de la maladie.

42. Les réponses antivirales impliquent les peptides antimicrobiens et les
interférons

Dans une population de 77 enfants asthmatiques, Arikoglu, et al. ont montré que les
enfants susceptibles de développer des crises d'asthme présentaient des taux sanguins de
cathélicidines plus élevés et des taux de base de vitamine D plus faibles que des enfants dont
l'asthme était contrélé, suggérant un réle des peptides antimicrobiens dans I'asthme aigu
(235). Cependant, I'évolution de ces niveaux de base pendant les crises d'asthme et leur
impact sur la réponse antivirale et inflammatoire reste inconnue.

La majorité des études menées chez les sujets asthmatiques ont eu pour objectif
d'explorer la réponse IFN lors d'une infection virale. En réponse a RV, la plupart des études
ex-vivo ont démontré une altération de la production d'IFN-a et d'IFN- par les AEC d’enfants
asthmatiques, par rapport aux niveaux observés chez des contrbles sains (231,236—238).
Cette altération a également été démontrée avec des cellules adultes (239-241). Des
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résultats similaires ont été observés au sein de cultures de PBMC. Dés 2002, Bufe, et al. ont
montré dans un modele ex-vivo une production défectueuse d'IFN-a par les PBMC d’enfants
asthmatiques par rapport aux contrdles sains, lors d'une infection par le virus de la maladie
de Newcastle (NDV), un virus respiratoire aviaire appartenant a la famille des
Paramyxoviridae et bien connu pour étre un puissant inducteur d'IFN-a (242). lls ont ensuite
étendu ces observations a des cultures de cellules de sang total, extraites sur des sujets
asthmatiques adultes, lors d'une infection par le NDV ou le VRS (243). Par la suite, des
résultats similaires ont été obtenus dans des études pédiatriques (244,245), et d’autres études
chez I'adulte (231,246,247). Jusqu'a présent, seules quelques études ont été menées in vivo
ou lors d’'une infection naturelle. Dans une cohorte d'enfants d'age préscolaire, les niveaux
systémiques d'IFN-a étaient réduits au moment de I'exacerbation induite par le RV chez les
asthmatiques, par rapport aux témoins sains lors d'une infection asymptomatique par le RV
(248). Dans I'étude VIRASTHMA menée chez des enfants d’age scolaire, nous n'avions pas
observé d'altération des réponses IFN mesurées dans les expectorations, plasma et cultures
de PBMC de patients présentant une exacerbation induite par un virus, par rapport a ceux
présentant une exacerbation non induite par un virus (211). Sur des biopsies bronchigues
d’adultes asthmatiques, un défaut significatif d'IFN de type | a été mis en évidence au sein de
I'épithélium et sous-épithélium bronchiques, par rapport a des contrdles sains, aprés infection
expérimentale par le RV-A16 (249). En revanche, Schwantes, et al. ont décrit des niveaux
d'ARN d’IFN de type | élevés plutdt que faibles dans les expectorations de patients
asthmatiques adultes, par rapport a ceux observés chez des sujets sains, au début d'une
exacerbation induite par un virus (250).

Aprés leur découverte en 2003, les connaissances concernant l'implication des IFN de
type Ill dans les réponses antivirales se sont accrues (251). Des études ex-vivo ont suggéré
une déficit parallele de la production d'IFN-A1 et d'IFN-A2/3 par les AEC lors de l'infection par
le RV chez les patients pédiatriques (231,236,237), et ce déficit semblait persister chez les
patients adultes (232,239). In vivo, cette réponse défectueuse n'a pas été observée au

65



moment de I'exacerbation dans les expectorations et/ou les PBMC d'enfants asthmatiques
atopiques (211,248,252), ni chez les adultes (250,253), suggérant qu'il existe des
mécanismes compensatoires ou d'autres sources d'IFN que ceux produits par les cellules
résidentes.

Quelques études ont exploré les voies potentielles conduisant a un défaut de
production d'IFN chez les patients asthmatiques. La régulation négative d'IRF3 ou IRF7, suite
a une infection virale chez les asthmatiques, a été suggérée (237,239). Gielen, et al. ont
également démontré le rdle de la molécule Suppressor of cytokine signaling protein 1
(SOCS1), exercant un rétrocontrdle négatif sur la production d'IFN aprés une infection virale
chez les enfants atteints de STRA (237).

Collectivement, ces études suggérent un déficit potentiel de la réponse IFN antivirale,
en particulier IFN de type |, pendant la crise d'asthme. Plutdt que d'étre expliquée par
l'immaturité des premiéres années de vie, cette réponse défectueuse pourrait étre limitée a
un sous-groupe de patients exacerbateurs fréquents, de la petite enfance a I'age adulte. L'effet

de I'age, la cinétique de la réponse IFN apres une infection virale et I'impact de la charge virale

dans les voies respiratoires restent a étudier.

43. Réponses cytokiniques et rble des alarmines épithéliales (IL-25, IL-33 et
TSLP) induites par I'infection virale

Chez les sujets asthmatiques, les AEC vont produire massivement des cytokines pro-
inflammatoires, notamment les alarmines IL-25, IL-33 et TSLP, lors d'une infection virale.
Elles vont jouer un role majeur dans la polarisation des LT naifs en cellules Th2, produisant
IL-4, IL-5, IL-13. Cet environnement cytokinique spécifique chez les patients asthmatiques est
responsable des caractéristiques physiopathologiques de I'asthme, notamment la mobilisation
des éosinophiles, I'hypersécrétion de mucus, I'hyperplasie des muscles lisses et I'obstruction

des voies aériennes (2,178,198,254).
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Chez I'enfant, l'influence des virus respiratoires et des réponses immunitaires innées
sur le développement de la réponse immunitaire adaptative impliqgue la production
d'alarmines, particulierement dans un contexte Th2. Une étude récente a montré que les
enfants atteints de bronchiolite a RV présentaient un rapport IL-4/IFN-y plus élevé dans les
aspirations nasopharyngées que les enfants avec une bronchiolite a autre virus (255). Lors
d'une infection par le VRS, Lee, et al. ont observé une production plus élevée de TSLP par
les AEC d'enfants asthmatiques par rapport aux témoins sains (256). Certains virus
respiratoires pourraient donc induire une inflammation Th2 dans les voies aériennes chez
I'enfant, et cette inflammation pourrait étre différente dans un environnement asthmatique.
Dans une cohorte d'enfants asthmatiques d'age préscolaire, des marqueurs d’ILC, tels que la
ST2 soluble, ont été induits in vivo apres une infection par un virus respiratoire, et étaient
corrélés aux taux d'lL-33 nasal (257). Dans I'étude VIRASTHMA chez des enfants d'age
scolaire, au moment de I'exacerbation, l'inflammation des voies aériennes (sputum induit)
chez les patients infectés était caractérisée par des concentrations d'IL-5 et un nombre
d'éosinophiles plus élevés que chez les patients non infectés (211). Ce phénomeéne n'est pas
nécessairement spécifique de I'enfant, puisque Jackson, et al. ont également démontré une
induction d'IL-4, IL-5 et IL-13 dans les LBA de sujets asthmatiques, aprés inoculation de RV,
avec une association a la sévérité de I'exacerbation (258). D'autres expériences in vitro ont
montré que I'lL-33 induisait directement la production de cytokines Th2 par les LT et les ILC2.
Cependant, la production de cytokines Th2 induite par le RV pourrait étre limitée au contexte
asthmatique chez l'adulte, comme le suggére une étude reproduisant I'induction d’IL-4 et IL-
13 par des PBMC d’asthmatiques aprés co-exposition avec du RV et de I'lL-33, mais ne
montrant aucun effet sur des PBMC de donneurs sains (259). De plus, I'exposition aux virus
respiratoires a également été associée a une augmentation des cytokines Th17, comme cela
a été démontré dans des co-cultures d’AEC avec des LT infectés par le VRS (260).

La production d'IFN est également étroitement liée aux cytokines Th2 et pro-
inflammatoires. Chez I'adulte, Parsons, et al. rapportent une diminution paralléle des IFN de
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type Il et de I'lL-6, CXCL8 et CXCL10 dans des cultures d’AEC asthmatiques adultes
inoculées avec du RV (232). Dans un modele murin d'asthme allergique, IRF3 contrélait
I'évolution paralléle des IFN et des cytokines Th2 pendant les épisodes aigus induits par
I'exposition aux allergénes (261). Certaines études menées chez I'adulte ont montré des effets
négatifs sur la réponse antivirale au cours d'une infection virale. Lors d'une infection par un
virus de type RV, le prétraitement par des cytokines Th2 dans des cultures d'AEC peut altérer
la voie de signalisation TLR3 et IRF3 (239), ou l'expression de I'IFN de type 1 et 3 (237). Une
production plus faible d'IFN de type |, observée chez certains enfants, pourrait également
réduire I'apoptose des cellules infectées voisines et augmenter les charges virales, amplifiant
ainsi l'inflammation des voies respiratoires, la production de cytokines inflammatoires et donc
la gravité de la crise d'asthme (238,240).

En réponse aux virus, d'autres cytokines, telles que les cytokines de type 17 : IL-17,
IL-21, IL-22, peuvent également favoriser I'hypersécrétion de mucus et la production de
cytokines et de chimiokines par les AEC. Elles vont favoriser le recrutement de neutrophiles,
par l'induction de chimiokines C-X-C, conduisant a un état d'inflammation chronique (249). A
plus long terme, I'IL-17 pourrait contribuer au développement du remodelage des voies
aériennes au cours de I'asthme en augmentant la production de cytokines profibrotiques, de
facteurs proangiogénigues, de protéases et de collagéne (219,220).

En résumé, ces études confirment les interactions étroites et complexes entre les
réponses immunitaires innées et adaptatives contre les virus dans un environnement
asthmatique, a tout age. Moduler l'inflammation des voies aériennes, en particulier
l'inflammation Th2, pourrait donc moduler directement les réponses antivirales au cours des
crises d'asthme chez certains enfants, et limiter les conséquences, liées non seulement a

I'épisode aigu mais aussi a la pérennisation d’'une réponse potentiellement délétére.
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44. Spécificités virales : le rble clé des RV et des RV-C en particulier

Bien que l'altération des réponses antivirales joue un réle clé dans la crise d'asthme,
les caractéristiques des micro-organismes sont également importantes. Tout d'abord, la
pathogénicité des RV differe fortement selon les sous-types, probablement en raison de
limplication de différentes cibles cellulaires. L’infection par les souches RV de sérotype C
(RV-C), qui utilisent le Cadherin Related Family Member 3 (CDHR3) comme récepteur, peut
étre associée a une plus grande sévérité clinique (234,262), alors que les sérotypes B
semblent étre responsables de symptémes plus légers. Il est intéressant de noter qu’'un SNP
dans le géne CDHRS3, qui influence I'efficacité du RV-C a infecter ses cellules cibles, a été
associé a la susceptibilité a I'asthme pédiatrique (263). En outre, différentes souches virales
pourraient avoir des taux de réplication différents et ainsi induire des charges virales plus
élevées (264). Les souches de RV-C pourraient également moduler l'inflammation des voies
aériennes et induire des niveaux plus élevés de cytokines Th2 et/ou Th17, comme cela a été
démontré chez les enfants d'age préscolaire présentant une respiration sifflante induite par le
RV-C (265). Deuxiemement, une virémie systémique a déja été observée chez des enfants
infectés par des virus respiratoires, tels que le RV-C, et le jeune age s'est avéré étre un facteur
de risque associé a la virémie (266). Cet état pourrait induire une inflammation accrue par
I'interaction des virus avec les cellules immunitaires systémiques. Enfin, la co-infection virale
est fréquemment observée lors des exacerbations chez les enfants asthmatiques
(234,248,267) et les effets combinés de plusieurs virus dans les voies aériennes pourraient
moduler les réponses innées et adaptatives.

Ces données démontrent que, chez les enfants prédisposés, la nature des virus
respiratoires, leur propagation, ainsi que leurs interactions avec les cellules hotes peuvent
avoir un impact direct sur l'inflammation, le remodelage et la sévérité des exacerbations

d'asthme.
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45, Le r6le potentiel du virome des voies aériennes

Le role du portage viral et/ou de l'infection asymptomatique a I'état stable, c'est-a-dire
en dehors d'une exacerbation, chez les patients asthmatiques, reste a déterminer. Plusieurs
études pédiatriques ont montré une excrétion virale fréquente chez I'enfant en dehors de tout
symptdbme d’infection aigué, avec des échantillons positifs pour le RV observés chez 19-29%
d’'une population d’enfants asthmatiques et chez 15-23% d’enfants sains (234,268-270).
Dans la cohorte VIRASTHMA, chez 78 enfants d'age scolaire, nous avons observé que 10 %
avaient un prélevement positif a RV lors de I'exacerbation et a |'état stable, et les sérotypes
de RV étaient systématiquement différents aux deux temps, indiquant une réinfection plut6t
gu'une persistance (234). Bergauer, et al. ont également observé 54 % de prélevements
positifs a RV a I'état stable dans une cohorte d’enfants asthmatiques d'age préscolaire, contre
45 % chez des témoins sains (248). Le portage de RV chez les sujets asthmatiques et les
témoins sains était associé a des niveaux plus élevés d'IFN de type Il que chez les sujets
non asthmatiques avec des préléevements négatifs. Cette augmentation du portage viral
pourrait persister a I'age adulte. Ainsi, dans les cellules d'expectoration de 57 adultes
asthmatiques, da Silva, et al. ont montré des niveaux de base plus élevés d'IFN et de
molécules antivirales par rapport aux sujets sains (271). Finalement, on peut émettre
I'hypothése que la réinfection aux RV chez les patients asthmatiques pourrait induire un état
pro-inflammatoire et/ou une désensibilisation des PRR, réduisant la réponse contre les
pathogenes au sein des voies aériennes lors d'une infection.

Outre les RV, d'autres virus respiratoires pourraient prendre part a ces processus. Les
analyses métagénomiques ont permis d'identifier des centaines d'espéces virales dans les
voies respiratoires, constituant le virome des voies respiratoires (272). Dans une population
d’enfants non asthmatiques, Wang, et al. ont mis en évidence de multiples infections a virus
respiratoires épidémiques chez des enfants atteints d'une infection respiratoire aigué sévere,
alors que le virome était moins diversifié et principalement dominé par la famille des
anelloviridae (Torque teno virus) chez des enfants sains (273). Les anellovirus sont des
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composants majeurs du virome et présentent des propriétés immunomodulatrices affectant
I'immunité innée et adaptative (274). Bien que leur présence ait été associée a une altération
de la fonction respiratoire chez les enfants asthmatiques (275), a notre connaissance, aucune
étude n'a évalué leur association avec les crises d'asthme. Ainsi, la contribution de ces virus
et de leurs interactions avec les agents infectieux pathogénes, ainsi qu'avec les bactéries
commensales du microbiote pulmonaire sur linflammation chronique et Il'apparition de
I'asthme aigu reste a déterminer.

En conclusion, I'ensemble de ces données soulignent I'importance des infections
virales au cours de la crise d’asthme, probablement favorisées par un défaut de réponse
antivirale chez certains patients, et leur réle dans I'histoire naturelle, a tous les temps de

I'expression de I'asthme, de son installation a ses manifestations au cours de I'enfance.
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Tableau 2 : Principales études (population pédiatrique et adulte) évaluant les réponses immunitaires a une infection virale
pendant une exacerbation d'asthme - Issu de Lejeune S, et al. 2020 (230)

Compartiment Etude Design et groupes d’age Principaux résultats
In vitro et ex-vivo
AEC Edwards M, RV-A16 STRA : plus bas niveaux de base de TLR3, plus bas niveaux de TLR3, RIG-I, MDAS aprés stimulation
et al. 2013 Enfants : Asthme sévere résistant au traitement (STRA) 11a  par RV ;
(231) (9-15a) vs contrdles sains Pas d’association avec : age, taux d’IgE totales, réactivité allergénique, niveaux de neutrophiles /
éosinophiles dans les LBA / sputum, fonction respiratoire
AEC Parsons KS, RV-B1 Asthme : pas d’altération de I'expression de MDA5, TLR3 et diminution de la libération de CXCL-10
et al. 2014 Adultes: asthme / Controles sains
(232)
AEC Contoli M, et RV-A16 Cellules allergiques : défaut de réponse immunitaire a I'infection par RV-16 en présence d'L-4 et d’IL-13,
al. 2015 (253) Pré-traitement par IL-4 et IL-13 avant infection via l'inhibition de I'expression et de la signalisation (IRF3) et de TLR3
Adultes: rhinite allergique / contrdles sains non-atopiques
AEC Moskwa S, et PIV-3/RV-B1 Asthme allergique :
al. 2018 (241)  Adultes: asthme allergique / asthme non-allergique / Aprés infection par PIV3 : niveaux d’expression d’IFN-A1, IFN- a, IFN- B et IRF7 plus élevés
contrbles sains Apres infection par RV1B : niveaux d’expression d’IFN- B plus élevés que chez les asthmatigues non-
allergigues
AM Rupani H, et RV-A16 Asthme sévere : diminution de I'expression de TLR7, corrélation inverse avec le nombre d’exacerbations
o al. 2016 (233) Pré-traitement par Imiquimod (agoniste TLR7) Augmentation des taux de 3 microARN (miR-150, miR-152, et miR-375)
nd Adultes: asthme sévere / contréles sains Restauration de I'expression de TLR7 apres blocage de ces microARN par des oligonucléotides anti-
o mMiRNA
LBA et Sykes A, et RV-A16 Asthme : pas d’altération de I'expression des PRR (TLR, hélicases a ARN), de leur protéines et de leurs
PBMC al. 2012 (246)  Adultes: asthme allergique léger & modére facteurs de transcription en aval
vs controles sains
In vivo
Sputum Deschildre A, Enfants d’age scolaire 8.9a (6-16a) Virus a I'exacerbation : niveaux d’expression de TLR3, RIGI-I et MDA-5 sur monocytes sanguins et DC
Serum et al. 2017 Asthme allergique : virus vs absence de virus similaires & ceux observés chez les non-infectés,
PBMC (211) Exacerbation sévére (64% virus, 51% RV) Concentrations d’IFN-B, IFN-y, IFN-A1 dans sputum et plasma similaires, concentrations en IL-5 et
/ état stable (8 semaines plus tard) (25% virus, 11% RV) €osinophilie bronchique (sputum) plus élevés que chez les patients non-infectés
24% virus aux 2 temps Virus aux 2 temps : modification de I'expression / fonction des PRR sur les PBMC, inflammation
neutrophilique bronchique a I'état stable
Biopsies Zhu J, et al. Inoculation in vivo - RV-A16 Asthme : Expression des PRR (TLR3, MDA5, RIG-I) non altérée a I'état basal; et induite apres infection
bronchique 2019 (249) Jeunes adultes :_asthme allergique (23a + 1.4) vs controles  par RV dans I'épithélium et le sous-épithélium

S

sains non allergiques (27a + 2.3)




IFN de type l et lll

In vitro

AEC Wark PA, et RV-A16 Asthme : Défaut de réponse IFN-B, relargage tardif du virus et apoptose cellulaire tardive, défaut de
al. 2005 (240) Adultes : asthme vs contrdles sains réponse apoptotique
AEC Edwards M, RV-A16 STRA : niveaux dARNm d’'IFN-B, IFN-A1, IFN-A2/3 plus bas et charges virales de RV plus élevées
et al. 2013 Enfants : asthme séveére résistant au traitement (STRA) 11a  Pas d’association avec : age, taux d’IgE totales, réactivité allergénique, niveaux de neutrophiles /
(231) (9-15a) vs contrdles sains éosinophiles dans les LBA / sputum, fonction respiratoire
AEC Gielen V, et RV-B1/RV-Al6 STRA: augmentation de I'expression de SOCS1 en lien avec défaut de réponse IFN, augmentation de la
al. 2015 (237)  Pre-traitement par IL-4 /IL-13 réplication virale
Enfants : STRA 11a (9-15a), vs contrbles sains Suppression de l'activation par le RV du promoteur des IFN au sein des AEC par SOCS1, dépendant de
sa translocation nucléaire
AEC Parsons KS, RV-B1 Asthme : défaut de libération d’IL-6, CXCL-8 et IFN-A en réponse a RV, défaut de libération de CXCL-10
et al. 2014 Adultes : asthme / contréles sains
(232)
AEC Kicic A, et al. RV-B1/RV-B14 Asthme : augmentation prolifération et relargage viral, diminution apoptose et réparation tissulaire (RV-
2016 (238) Enfants : asthme 8.2a (2.6-14.8) B1), plus basses concentrations en IFN-, augmentation de la production de cytokines pro-
vs contrbles sains 8.4a (3.2-15.6) inflammatoires
Ajout d’'IFN-B : restauration de I'apoptose, suppression de la réplication virale et amélioration de la
réparation épithéliale chez les asthmatiques, pas d’effet sur la production de cytokines inflammatoires
AM Rupani H, et RV-A16 Asthme séveére : diminution des réponses IFN
al. 2016 (233) Pré-traitement par Imiquimod (TLR7) Augmentation des taux de 3 microARN (miR-150, miR-152, et miR-375)
Adultes: asthme sévere / contréles sains Restauration de la production d’IFN apres blocage de ces microARN par des oligonucléotides anti-
miRNA
LBA Sykes A, et RV-A16 Asthme : défaut et retard d’induction d’IFN de type |, associé a une hyperréactivité des voies aériennes
al. 2012 (246) Ao!ultes : asthme allergique léger & modéré vs contrbles
sains
Biopsies Baraldo S, et RV-A16 Dans tous les groups vs contréles : diminution de la production d’'IFN de type | et lll, augmentation de
bronchique al. 2012 (236) Enfants, 5a £0.5: asthme allergique / asthme_non-allergique ~ I'ARN viral de RV
S / Atopie, sans asthme / contr6les sains non allergiques Taux d'IFN inversement corrélés a I'inflammation éosinophilique, IL-4, dommages épithéliaux, IgE totales
(IFN type 1I1)
Cultures Bufe A, et al. NDV Asthme allergique : diminution de I'lFN-a induit par 'infection virale
sur sang 2002 (242) Enfar_\ts : Asthme aIIerg_igue / asthme non-allergique / rhinite  Asthme / rhinite allergique : production plus élevée d’'IFN-y
total allergique / contr6les sains
PBMC Gehlhar K, et RSV-1A / NDV Asthme allergique : réduction significative de I'lFN-a induit par l'infection virale, indépendamment du
al. 2006 (243) Adultes : Asthme allergique vs controles sains virus, pas d’influence du traitement (corticostéroides)
PBMC likuraK, etal. RV-B14 Asthme (enfants) : plus basses concentrations en IFN-a
2011 (244) Sifflements / contréles sains; Jeunes enfants : 2-6a; Asthme (enfants et adultes): plus basses concentrations en IL-6, TNF-q, IL-10 et sFasL
Enfants : 7-19a; Adultes : 2 20a Sifflements (jeunes enfants) : plus basses concentrations en IL-10 associées a des sifflements persistant
a 2 ans de suivi
PBMC Sykes A, et RV-A16 Asthme : pas de défaut de production d’IFN de type | par PBMC, contrairment aux cellules des LBA

al. 2012 (246)

Adultes: asthme allergique léger a modéré vs controles
sains
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/ état stable (8 semaines plus tard) (25% virus, 11% RV)
24% virus aux 2 temps

PBMC Durrani S, et RV-A16 Asthme allergique : réponses IFN plus basses aprés cross-activation du récepteur FceRI (vs groupe
al. 2012 (245) Enfants 10-12a : asthme allergique / asthme non-allergique /  sensibilisation et vs groupe contrble); expression de surface de FceRlI plus élevée sur pDC et mDC
sensibilisation aero-allergenes sans asthme / controles Relation inverse entre IgE totales et diminution de la secretion d’'IFN, uniquement apres cross-activation
sains. du récepteur FceRlI
PBMC Simpson J, et RV-B1 Asthme neutrophilique : diminution de la production d’IFN-a par PBMC apres infection par RV par
al. 2016 (247) Adultes : asthme, 76% atopique. Phénotypes du sputum : comparaison a asthme éosinophilique et paucigranulaire; IFN-a inversement corrélé aux taux d’IL-6 dans
éosinophilique / neutrophilique / paucigranulaire / granulaire sérum et taux d’'IL-1B dans sputum
Neutrophiles dans sputum et doses de corticostéroides inhales : prdicteurs indépendants des niveaux
bas d’'IFN-a
In vivo
Biopsies Zhu J, et al. Inoculation in vivo - RV-A16 Asthme : déficit en IFNa/B dans I'épithélium, a I'état stable, et & J4 et J6 post-inoculation ; corrélé a la
bronchique 2019 (249) Jeunes adultes: asthme allergique (23a + 1.4) vs controles charge virale, et a la sévérité clinique
s sains non-allergiques (27a + 2.3) Sub-épithelium : proportions de monocytes / macrophages exprimant IFNa/B aprés inoculation de RV
plus faibles; neutrophiles du sub-épithelium sont la source d’IFNa/
LBA Contoli M, et Inoculation in vivo - RV-A16 Asthme / Ex vivo : Défaut d’'induction et de production d’IFN de type Il IFN-A1 et IFN-A2/3 dans les AEC
Monocytes al. 2006 (253)  Adultes: asthme sévére (ex vivo) / asthma modéré sans et les AM, défaut d’induction d’'IFN- A apres stimulation par LPS
et AM traitement par corticoides (ex vivo et in vivo) vs contrbles Asthme / in vivo : sévérité des symptomes, charge virale dans LBA, inflammation des voies aériennes,
sains altération de la fonction respiratoire inversement corrélés a la production ex vivo d’'IFN-A
Lavages Miller EK, et Infection naturelle : 82% virus Association spécifique entre infection a RV et exacerbation d’asthme, mais pas de différence en termes
nasaux al. 2012 (252) Enfants 5-18a de titres viraux, espéces de RV, et molécules inflammatoires et de la réponse allergique entre les siffleurs
Infection respiratoire haute; Sifflements / pas de sifflements RV+ et les RV-
= RV chez 56% siffleurs / 37% non-siffleurs Chez les enfants siffleurs RV+ : niveaux d’'IFN-A1 plus élevés, qui augmentent en cas de symptomes plus
= séveres
2 Lavages Kennedy J, et Infection naturelle : 74 enfants (4-18a): sifflements aigus Infection naturelle : Pas de différence en termes de charge virale et de niveaux d’IFN-A1 entre les
8 nasaux al. 2014 (276) (57% RV) / rhinite (56% RV) / contréles sains sifflements et la rhinite aigué;
S Inoculation (RVA-16): 24 jeunes adultes Chez enfants siffleurs : plus basses concentrations en sICAM-1
; Asthme / contréles sains Inoculation : Pas de différence en termes de charge virale entre les groupes, concentrations en sICAM-1
© corrélées aux charges virales en RV
P Lavages Schwantes E, Infection naturelle Asthme, a I'exacerbation : niveaux d’ARN d'IFN-al, IFN-B1 et IFN-y dans sputum corrélés a
= nasaux et al. 2014 Adultes: asthme vs contréles sains I'exacerbation et au score le plus élevé d’Asthma Index, t6t dans I'histoire naturelle de l'infection,
Sputum (250) 17 exacerbations : 67% RV concentrations en IL-13, IL-10 plus élevées
induits
Serum Bergauer A, Inoculation ex vivo de RV-1B sur des cultures de PBMC Ex vivo : induction de STAT1/STAT2 par le RV dans I'asthme / d'IRF9 dans contréles / d'IRF1 chez les 2
PBMC et al. 2017 Infection naturelle in vivo Infection naturelle (état stable) : Pas d’augmentation de I'expression d’IFN-a chez les asthmatiques
(248) Asthme préscolaire 4-6a RV+ en comparaison aux controles sains RV+; augmentation des concentrations en IFN-A avec le RV,
Asthme a I'état stable (54% RV) / Asthme a I'exacerbation chez les asthmatiques et chez les controles
(100% RV) vs controles sains Infection naturelle (exacerbation) : Diminution des taux sériques d’IFN-a a I'exacerbation, par
comparaison aux enfants contréles sains RV+ a I'état stable
Sputum Deschildre A, Enfants d’age scolaire 8.9a (6-16a) Virus a I'exacerbation : concentrations en IFN-B, IFN-y, IFN-A1 dans sputum et plasma comparables aux
Serum et al. 2017 Asthme allergique : virus vs absence de virus patients Virus -, concentrations en IL-5 et éosinophiles dans sputum plus élevés
PBMC (211) Exacerbation sévere (64% virus, 51% RV) Virus aux 2 temps : concentrations en IFN-y plus basses dans plasma et sputum & I'exacerbation, plus

d’inflammation neutrophilique dans sputum a I'état stable
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Alarmines et cytokines

In vitro

Co-cultures Qin L, etal. RSV-A2 Infection prolongée a VRS au sein des AEC
AECet LT 2011 (260) AEC Induction d’une différenciation des LT en LT Th2 et Th17, relarguant de I'lL-4, IFN-y et IL-17, induite par
LT extraits a partir de PBMC adultes (volontaires sains) I'exposition aux surnageants des AEC infectées par le VRS
AEC Lee HC, et al. RSV-A Production de TSLP apres infection des AEC par le VRS, via I'activation de voies de signalisation de
2012 (256) AEC d’enfants contrdles sains et enfants asthmatiques 'immunité innée impliquant le retinoic acid induced gene I, I'interferon promoter-stimulating factor 1, et le
nuclear factor-kB.
Concentrations en TSLP apres infection a VRS plus élevées au sein des AEC des enfants asthmatiques
gu’au sein des AEC des enfants contréles
PBMC Jurak L, et al. Co-exposition RV-A16 et IL-33 Au sein des cellules asthmatiques : Relargage d’IL-5 et d’IL-13 induite par le RV, augmenté par I'lL-33,
2018 (259) Adultes avec asthme allergigue vs contrdles sains expression de la protéine de surface ST2 induite par IL-33
Source principale d’IL-13 : ILC2
Au sein des cellules contrbles : pas d’effet de I'lL-33 sur la production d’IL-5 et d’IL-13
In vivo
LBA Jackson D, et Inoculation in vivo In vivo : IL-4, IL-5, et IL-13 induites par le RV dans les LBA d’asthmatiques
PBMC al. 2014 (258)  Etude ex vivo : AEC, Niveaux des cytokines de type 2 et d’IL-33 corrélés aux paramétres clinques et aux charges virales
PBMC (LT, ILC2) Ex vivo : production d’IL-5 et d’IL-13 par les LT et les ILC2 directement induite par I'lL-33 des
Adultes : asthme Iéger & modéré vs contrbles sains non surnageants d’AEC infectées par le RV
allergiques
PBMC Haag P, et al. Asthme préscolaire 4-6a Ex vivo : Induction des genes d’ILC2 dans I'asthme apres inoculation de RV
Serum 2018 (257) Etude ex vivo : inoculation RVB-1 In vivo : Down-régulation de sST2 dans les cellules de patients asthmatiques et les controles, par le RV
Lavages In vivo: asthme (54% RV) / contréles (45% RV) a I'etat Up-régulation de sST2 au sein des cellules asthmatiques RV-, associée a des concentrations faibles en
nasaux stable 25(0OH)-VitD3
Asthme : corrélation directe des concentrations de sST2 dans sérum avec concentrations nasales en IL-
33
Aspirations Yuan XH, et Enfants < 14a Bronchiolites RV+ : augmentation d’IL-4/IFN-y et diminution du ratio TNF-a/IL-10, par comparaison aux
naso- al. 2020 (255)  Bronchiolite ou pneumonie _ pneumonies RV+
pharyngées 19.7% RV, 35 bronchiolites et 31 pneumonies

AEC: Cellules épitheliales des voies respiratoires; AM: Macrophages alvéolaires; LBA: Lavage broncho-alvéolaire; CCL: C-C motif ligand; CXCL: C-X-C motif ligand; FceRI: Récepteur de haute
affinité des IgE; IgE: Immunoglobuline E; IFN: Interferon; IL: Interleukine; ILC2: Cellules lymphoides innées de type 2; IRF: Interferon regulatory factor; mDC: Cellules dendritiques myéloides; LPS:
Lipopolysaccharides ; MDA-5: Melanoma differentiation-associated protein 5; NDV: Newcastle disease virus; PBMC: Peripheral blood mononuclear cells; pDC: Cellules dendritiques plasmacytoides;
PBMC: Peripheral blood mononuclear cells; PCR: Polymerase chain reaction; PIV3: Parainfluenza virus type 3; PRR: Pattern recognition receptor; RIGI-I: Retinoic-acid inducible gene I; RSV:
Respiratory syncytial virus; RV: Rhinovirus; sFasL: Serum Soluble Fas Ligand; sICAM-1: Soluble intercellular adhesion molecule-1; siRNA: Small interfering RNA; SOCSL1: Suppressor Of Cytokine
Signaling 1; sST2: Soluble suppression of tumorigenicity 2 (IL-33 receptor ILIRL1); STAT: Signal transducer and activator of transcription; STRA: Severe therapy resistant asthma; Th2: T helper 2;
TLR: Toll like receptor; TNF: Tumor necrosis factor.
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Figure 7 : Résumé des principaux mécanismes favorisant le développement de
['asthme et impliqués dans la crise d'asthme.

Issue de Lejeune S, et al. 2020 (230)
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AM : Macrophages alvéolaires; AEC: Cellules épithéliales des voies respiratoires; DC: Cellules
dendritiques; IFN: Interferon; IL: Interleukine; ILC2: Cellules lymphoides innées de type 2; IRF: interferon
regulatory factor; PAMP: Pathogen-associated molecular pattern; PRR: pattern recognition receptor; RV:
Rhinovirus; TSLP: Thymic stromal lymphopoietin.

Ces mécanismes (en rouge) impliquent : (1) L'altération des réponses immunitaires innées ; (2)
L'influence du dialogue hote-microbiote sur l'inflammation Th2 ; (3) Les caractéristiques de l'agent
pathogeéne ; (4) L'inflammation leucocytaire des voies aériennes. Ces interactions dynamiques peuvent
avoir un impact sur la présentation des crises d'asthme et des conséquences a long terme.



V - Le role émergent des bactéries pathogenes et du microbiote dans le
déclenchement de I’exacerbation et le contrdle de I'asthme
Des données récentes soulignent le rdle des infections bactériennes dans la

progression de l'asthme, comme le résume le tableau 3.

51. Relation entre bactéries et crise d'asthme

Les infections bactériennes contribuent potentiellement a la gravité des infections
virales respiratoires et aux symptdomes de crises d'asthme chez I'enfants. Il existe
vraisemblablement des interactions bidirectionnelles entre virus et bactéries au sein des voies
aériennes, qui vont influencer la sévérité des symptomes et la probabilité de développement
d’'une crise d'asthme (277). Des études pédiatriques ont montré que la colonisation des voies
respiratoires supérieures par des bactéries du genre Streptococcus, Haemophilus et/ou
Staphylococcus au cours d'une infection par le VRS ou le RV augmente le risque
d'hospitalisation, indépendamment de I'age et de la présence d'asthme (278,279). Chez des
asthmatiques adultes, l'infection asymptomatique a RV a été associée a une abondance
accrue de Dolosigranulum et de Corynebacterium, tandis que l'infection symptomatique a RV
semblait liée a une fréquence plus élevée de Moraxella (280). Dans une autre étude menée
chez I'adulte, la co-infection par un virus et une bactérie induisait des niveaux plus élevés de
cytokines/chimiokines que l'infection bactérienne (281). Les concentrations circulantes de
CCL2 et CCL5 étaient alors plus élevées chez les patients asthmatiques infectés que chez
les patients non asthmatiques. Les espéces de Streptocoques peuvent également influencer
le cours de I'exacerbation de I'asthme, comme l'ont montré Kama, et al. chez des enfants
d'age préscolaire (282). Les patients dont le microbiote pharyngé était colonisé par S.
pneumoniae présentaient des épisodes de sifflements significativement plus courts et une
inflammation pulmonaire réduite (notamment des niveaux plus faibles de TNF-a) par rapport

a ceux non-colonisés.
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En résumé, ces données suggérent une capacité des bactéries a modifier la gravité
des crises d'asthme et & moduler l'inflammation induite par les virus (ou inversement), en
particulier chez I'enfant. Cibler les infections bactériennes au moment des crises d'asthme
pourrait donc étre une stratégie alternative chez certains enfants, en particulier chez les plus

jeunes, ou en cas de résistance aux corticostéroides.

52. Dysbiose et impact sur I'histoire naturelle de I'asthme

La dysbiose précoce, en particulier du microbiote pulmonaire, pourrait avoir des
conséquences a long terme sur I'histoire naturelle de I'asthme. Lors d'une infection virale chez
des enfants de moins de deux ans, la détection de Moraxella, Streptococcus, ou Haemophilus
a été associée au risque d’asthme a I'age de 5 ans (283). Mansbach, et al. ont montré dans
un modéle de prédiction de la bronchiolite, intégrant 16 parameétres clinico-biologiques, dont
la présence d’'un virus, qu'une abondance relative plus élevée d'espéces appartement au
genre Moraxella ou Streptococcus, 3 semaines apres le premier jour d'hospitalisation pour
bronchiolite sévére, était associée a un risque accru de sifflements récurrents ultérieurs (284).

Lorsque I'asthme est installé, plusieurs études montrent I'influence du microbiote sur
I'histoire naturelle de la maladie. Chez des enfants asthmatiques d'age scolaire, Zhou, et al.
ont évalué par des mesures longitudinales la relation entre le microbiote nasal et la perte de
contrble de l'asthme ou le risque d'exacerbations séveres (285). Alors que le groupe
Corynebacterium / Dolosigranulum caractérisait les patients présentant le risque le plus faible
de mauvais contréle de I'asthme, un changement vers le groupe Moraxella était associé au
risque le plus élevé de survenue d'exacerbations séveres. Dans une autre cohorte d'enfants
asthmatiques d'age scolaire, un microbiote nasal dominé par les espéces de Moraxella était
associé a un risque accru d'exacerbations et a l'activation des éosinophiles lors de
I'exacerbation (286). Un microbiote dominé par les espéces de Staphylococcus ou de
Corynebacterium était associé a une diminution du risque de pathologie respiratoire et

d'exacerbations, tandis qu’une prédominance d’espéces de Streptococcus était associée au
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risque d'infection a RV. Chez 'adulte, en utilisant une classification non biaisée, Abdel-Aziz,
et al. ont récemment décrit deux clusters associés au microbiome, stables sur une période de
12 & 18 mois. Le cluster avec un profil déficient en espéces commensales, était associé a un
asthme plus sévere et a une inflammation neutrophilique (287). Robinson, et al. ont évalué la
composition du microbiote des voies aériennes inférieures en réalisant un LBA a I'état stable
chez des enfants avec un asthme préscolaire sévere (288). lls ont mis en évidence deux
profils : un groupe avec une dysbiose et une prédominance de Moraxella, associé a une
inflammation bronchique neutrophilique ; et un groupe caractérisé par un microbiote mixte,
associé a une inflammation macrophagique et lymphocytaire, suggérant ainsi que les
bactéries pourraient influencer les caractéristiques de linflammation pulmonaire. En
revanche, au moment d’un épisode aigu, aucune différence significative dans la composition
du microbiote n'a été observée entre le microbiote oro-pharyngé d'enfants agés de 0 a 14 ans
présentant un asthme aigu et des témoins sains (289).

Dans lI'ensemble, ces données suggérent qu’une dysbiose au sein des voies aériennes
au début de la vie pourrait contribuer & la récurrence des sifflements et a la pérennisation de
l'asthme, ainsi qu'a la gravité de la maladie. Parmi les espéces bactériennes, la présence
précoce de M. Catharralis et H. influenzae pendant I'enfance semble étre un marqueur de
persistance et de sévérité, par la modulation de la réaction inflammatoire. A I'opposé, la
colonisation par S. pneumoniae pourrait avoir des effets anti-inflammatoires. Cependant, le
rble des bactéries est souvent exacerbé ou modulé par des facteurs intrinseques (atopie,
caractéristiques de l'inflammation) ou extrinséques, comme les infections virales et les

antibiotiques.
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Tableau 3 : Principales études humaines (population pédiatriqgue et adulte) évaluant I'impact des bactéries pathogénes et du
microbiote pendant la crise et I'histoire naturelle de I'asthme pédiatrique - Issu de Lejeune S, et al. 2020 (230)

Compartiment  Etude Design et groupes d’age Principaux résultats
Nasopharynx Mansbach JM, et al. Cohorte prospective MARC-35 composée de L’infection a VRS était associée a un profil de microbiote nasal caractérisé par une haute abondance
2016 (279) 1016 nourrissons (age <1 an) hospitalisés de Firmicutes et Streptococcus et une faible abondance de Proteobacteria et des genres
pour bronchiolite et entrés dans un suivi Haemophilus et Moraxella.
prospectif avec évaluation de la survenue de L’infection a RV était associée a un profil caractérisé par une faible abondance de Streptococcus et
sifflements récurrents une forte abondance de Haemophilus et Moraxella.
La co-infection VRS/RV était associée a un profil d’abondance intermédiaire.
Nasopharynx De Steenhuijsen 106 enfants agés de moins de 2 ans avec 5 clusters de microbiote nasopharyngés ont été identifiés, caractérisés par des abondances élevées
Piters WA, et al. 2016 une infection a VRS / 26 contrdles sains de Haemophilus influenzae, Streptococcus, Corynebacterium, Moraxella, ou Staphylococcus
(278) asymptomatiques aureus.
g, L’hospitalisation pour infection a VRS était associée aux profils H. influenzae et Streptococcus
T L’induction des genes liés aux IFN par l'infection a VRS était indépendante du cluster microbiotique
() Nasopharynx Kloepfer KM, et al. 17 sujets adultes avec collection Les infections asymptomatiques a RV étaient associées a une augmentation significative de
IS 2017 (280) d’échantillons de mucus nasal toutes les I'abondance de Dolosigranulum et Corynebacterium.
= semaines pendant 5 semaines d’affilée L’infection a RV précédait 'augmentation de la probabilité de détecter Streptococcus et Moraxella
2 d’une semaine.
Sang Giuffrida LM, et al. 14 patients adultes asthmatiques et 29 non- Les patients asthmatiques infectés avaient des concentrations sanguines en CCL2 et CCL5 plus
2017 (281) asthmatiques avec une infection aigué des élevées que chez les patients infectés non asthmatiques. Les patients infectés, asthmatiques et non
voies respiratoires asthmatiques, avaient tous des concentrations sanguines élevées en cytokines.
10 contréles sains
Pharynx Kama, et al. 2020 Echantillons pharyngés de patients traités en Les 3 majeures bactéries pathogénes identifiées étaient Streptococcus pneumoniae (29.7%),
(282) ambulatoires et/ou hospitalisés avec un Moraxella catarrhalis (11.7%), et Haemophilus influenzae (10.8%).
asthme aigu (n=111) (dge médian : 2.8a/2.6a, Les patients avec une colonisation a S. pneumoniae avaient des épisodes de sifflements
respectivement) significativement plus courts et une inflammation pulmonaire réduite (notamment en termes de
concentrations en TNF-a)
Nasopharynx Teo SM, et al. 2018 244 nourrissons avec une infection aigué des Les clusters avec prédominance de Moraxella, Haemophilus et Streptococcus étaient associés a
(283) voies respiratoires, suivis durant les 5 l'infection aigué des voies respiratoires.
() premiéres années de vie Ce changement de composition a frequemment précédé la détection des pathogénes viraux et la
o survenue de symptomes aigus.
g Ces changements étaient associés au développement au décours de sifflements récurrents et d’'une
o o sensibilisation allergique précoce.
3 g Microbiote nasal Zhou Y, et al. 2019 Etude longitudinale avec 1 an de suivi chez Les enfants avec un microbiote nasal dominé par les commensaux Corynebacterium
g 7 (285) des enfants d’age scolaire avec au asthme /Dolosigranulum a I'état stable avaient les taux d’exacerbations et de progression de I'asthme les
o @© persistant léger a modéré, traités par CSI plus faibles.
= quotidiennement (age moyen 8.0a + 1.8a) Un changement de microbiote avec une augmentation de Moraxella était associé a un risque plus
o élevé d’exacerbation sévere d’asthme.
L Microbiote nasal Mansbach JM, et al. 842 nourrissons hospitalisés pour Une abondance augmentée de Moraxella ou Streptococcus 3 semaines aprés le J1 de
I 2020 (284) bronchiolite et suivis jusqu’a 3 ans I'hospitalisation était associée a un risque augmenté de sifflements récurrents au cours du suivi.
L’augmentation de I'abondance en espéces de Streptococcus I'été apres I'hospitalisation était aussi
associée a un risque augmenté de sifflements récurrents au cours du suivi.




Oropharynx Cuthbertson L, et al. Des écouvillonnages oropharyngés ont été Pas de différence significative dans la diversité bactérienne entre les siffleurs et les contréles sains
2019 (289) collectés chez 109 enfants hospitalisés pour Chez les siffleurs, la garde en collectivité a I'age préscolaire était associée a une augmentation de
sifflements aigus / 75 contréles non siffleurs. la diversité bactérienne, contrairement a l'infection @ RV, associée a une moindre diversité
Nasopharynx McCauley K. et al. 312 patients asthmatiques d’age scolaire Les microbiotes nasaux avec prédominance d’espéces de Moraxella étaient associés a une
2019 (286) inclus dans un essai thérapeutique sur augmentation du risque d’exacerbation et de 'activation des éosinophiles.
'omalizumab, sécrétions nasales prélevées Les microbiotes avec prédominance d’espéeces de Staphylococcus ou Corynebacterium étaient
apres la randomisations associés a une réduction du risque de pathologies respiratoires et d’exacerbations.
Les microbiotes avec prédominance d’especes de Streptococcus augmentaient le risque d’infection
aRV.
Sputum Abdel-Aziz MI. et al. Sputum collectés chez 100 patients adultes 2 clusters microbiens ont été identifiés, associés a des profils différents en termes d’age de début

2020 (287)

asthmatiques séveéres inclus dans la cohorte
U-BIOPRED a I'était stable et aprés 12-18
mois de suivi

de l'asthme, statut tabagique, traitement, fonction respiratoire, pourcentages de neutrophiles et
macrophages dans les sputum.

Les patients du cluster le plus sévere avaient un profil de microbiote bactérien déficient en espéeces
commensales et ceci était associé a des moins bons parametres de I'asthme.

Le suivi longitudinal a révélé une grande stabilité des clusters aprés 12-18 mois de suivi chez les
asthmatigues séveres.

Poumons (LBA)
2019 (288)

Robinson PFM, et al.

Enfants : 35 siffleurs récurrents, classes en
asthme épisodique viro-induit (EVW) ou
asthme a facteurs déclenchant multiples
(MTW)

LBA collectés a un état stable

Il n’y avait pas de relation entre I'inflammation des voies aériennes inférieures, I'existence d’'une
infection et les phénotypes EVW / MTW.

2 groupes ont été identifiés : 1) Cluster avec une dysbiose et prédominance d’espéeces de Moraxella,
associé a une inflammation neutrophilique des voies aériennes; 2) Cluster avec un microbiote mixte,
associé a une inflammation macrophagique et lymphocytaire des voies aériennes.

LBA : Lavage broncho-alvéolaire; EVW: Episodic Viral Wheeze, MTW : Multiple Trigger Wheeze.
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VI — Apport des approches de biologie systémique de type OMIQUES

L’asthme est caractérisé par des interactions dynamiques complexes entre les stimuli
environnementaux et le systeme immunitaire de I'héte. De nombreux mécanismes
physiopathologiques interviennent dans le développement de la pathologie, et les réponses
inflammatoires varient d'un individu & l'autre, mais aussi au sein d'un méme individu, en
fonction des stimuli environnementaux ou des ages de la vie. Les progrés technologiques ont
amené au développement des études de type "omiques", c’est-a-dire impliguant une
investigation compléte a haut débit et systématique des paramétres biologiques (290). Parmi
les technologies omiques, citons la génomique, I'épigénomique, la transcriptomique, la
protéomique, la métabolomique, et la microbiomique. Ces outils qui se développement
rapidement permettent de générer une quantité massive de données reflétant I'état biologique
des populations cellulaires a un moment donné. Ces derniéres années, les approches de
biologie des systémes ont été de plus en plus utilisées pour étudier les mécanismes de
'asthme et faciliter la découverte de biomarqueurs associés au diagnostic et au pronostic

(291) (Figure 2 et Figure 8).

61. Génomique

Avec l'achévement du projet génome humain et les vastes informations génétiques
gu'il a rendues disponibles, on s'intéresse de plus en plus aux liens entre les phénotypes des
maladies et les génotypes. Comme indiqué précédemment, les GWAS ont permis d’identifier

des SNP associés a I'asthme (Tableau 1).

62. Epigénomique

Comme nous l'avons vu précédemment, les modifications épigénétiques sont des
modifications biochimiques qui se produisent sur 'ADN ou les histones et qui influencent la
fonction du génome sans changer la séquence nucléotidique elle-méme (119).Parce qu'elles

affectent les profils d'expression des génes, ces modifications ont un role important dans le
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développement de I'asthme, en lien avec certaines expositions environnementales (cf

Tableau 1).

63. Transcriptomique

Les analyses transcriptomiques, qui visent & étudier tous les transcrits d’ARN dans un
échantillon biologique, permettent d'identifier une grande quantité de génes modulés dans
une condition donnée. Une étude récente a décrit 94 modules d'expression génique distincts
entre l'exacerbation induite par le virus et celle non induite par le virus dans les cellules
nasales et les expectorations d'une grande cohorte d'enfants d'age scolaire (292). Dans les
crises d'asthme, cet outil peut également fournir des informations sur I'activation de voies de
signalisation spécifiques impliguées dans la réponse inflammatoire et antimicrobienne
(293,294). Le séquencage de I'ARN dans les cellules de lavage nasal d'enfants asthmatiques
en exacerbation a également permis d'identifier des genes tels que IRF7 jouant un réle central
dans la réponse inflammatoire (293). Les analyses transcriptomiques ont également été
utilisées pour identifier les genes associés a différents phénotypes de patients asthmatiques

(295).

64. Protéomique

La protéomique vise a mesurer toutes les protéines, qui assurent la plupart des
fonctions dans les systemes biologiques. Le plus souvent, les techniques de cytométrie en
flux et de spectrométrie de masse permettent I'identification d’'un nombre élevé de protéines,

ou peptides.

65. Métabolomique

La métabolomique est la mesure systématique des métabolites (généralement de
petites molécules) produit dans un systéme vivant, par I'hote et par les espéeces le colonisant,
notamment les sucres, les lipides, les acides aminés, les acides gras, etc.,. Les identités et
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les quantités de métabolites sont mesurées par résonance magnétique nucléaire ou par
chromatographie liquide - spectrométrie de masse. Des métabolites provenant du plasma, du
sérum, de l'urine et du condensat de I'haleine expirée ont été identifiés dans le contexte de
l'asthme, reflétant divers processus biologiques (291). Certains métabolites microbiens et
leurs récepteurs dans les cellules immunitaires de I'héte ont été identifiés, bien que les études

restent limitées jusqu'a présent (296).

66. Microbiomique

La microbiomique est la mesure de I'ADN, de I'ARN et des protéines des microbes
associés a I'héte. La principale technologie omique utilisée pour étudier le microbiote
bactérien est le séquencage de I'ARN 16s (291). Une autre approche consiste a séquencer
de maniere impartiale I'ADN total présent dans un écosysteme, puis a cartographier les genes
liés aux microbes, y compris les virus et les champignons. Ces méthodes nous permettent
d'étudier le microbiote hébergé dans I'environnement de l'intestin, de la peau et des poumons

et d'approfondir notre compréhension de leurs interactions avec le systeme immunitaire.

67. Intégration des données

La complexité et 'hétérogénéité de I'asthme font qu'il est trés peu probable gu'un seul
biomarqueur ou une seule approche omique suffise a servir de biomarqueur unique.
L'intégration de données a des échelles multiples est nécessaire pour construire des modeles
qui faciliteront notre compréhension des réseaux interactifs dynamiques qui sous-tendent les
maladies allergiques et leurs différents phénotypes (297). Ce domaine est en constante
évolution et les méthodologies doivent encore étre affinées pour pouvoir extrapoler plus
facilement ces données a la clinique. Dans I'ensemble, les approches de biologie systémique
et les technologies omiques ont un grand potentiel d'application dans la recherche sur
'asthme pour faciliter notre compréhension du mécanisme de la maladie, et pour identifier
des biomarqueurs pour le diagnostic et le pronostic.
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Figure 8 : L’apport des technologies OMIQUES

Issue de Nadeau K, Lejeune S, et al. Immunological mechanisms of allergic disorders. William Paul’s
Fundamental Immunology 8" Edition, Flajnik M, Singh N, and Holland S (Wolters Kluver, a paraitre)

Grace aux progrés des technologies omiques modernes a haut débit et des méthodes d'analyse des données, il
est possible de générer une quantité massive d'informations a partir du profilage des produits biologiques de I'héte,
constituant la base d'une approche de biologie systémique. Ces techniques peuvent permettre la génération
d’hypotheses, la détermination de phénotypes et endotypes dans la perspective d'une médecine de précision et
thérapie ciblée.
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS DU TRAVAIL

Ces données montrent la diversité des facteurs influencant le développement et
I'histoire naturelle de 'asthme de I'enfant, en particulier au cours de la période préscolaire.
Parmi ces facteurs, les interactions entre la réponse immunitaire de I'’héte et son microbiote
semblent étre déterminantes pour déclencher cette maladie et orienter son évolution.

Hypothese : L’hétérogénéité des phénotypes d’asthme de I'enfant est la résultante
de la variabilité interindividuelle de la réponse immune de la mugueuse bronchique, en partie
prédéterminée génétiquement, et en partie influencée par I'environnement et les expositions
microbiennes. Préciser les mécanismes contrélant 'asthme de I'enfant et identifier des
marqueurs prédictifs de sévérité pourraient permettre d’améliorer le traitement, pour prévenir
I'altération fonctionnelle et les lésions anatomiques.

Pour démontrer cette hypothése, nous avons donc défini plusieurs objectifs :

1/ ldentifier les phénotypes cliniques dans I'asthme préscolaire et scolaire sévére de
I'enfant, en analysant les données de la cohorte nationale CobraPed (Lezmi G, Lejeune S,
et al. J Allergy Clin Immunol Pract 2020)

2/ Corréler les endotypes et les phénotypes d’évolution, en mettant en paralléle la
réponse immunitaire au moment d’'un asthme aigu avec le profil d’évolution clinique a un an
chez I'enfant d’age scolaire (Lejeune S, et al. Clin Exp Allergy 2020)

3/ Corréler les phénotypes cliniques et les endotypes immunologiques, en étudiant
limmunité innée et adaptative aux infections respiratoires au cours d’un asthme aigu chez le
jeune enfant asthmatique (Lejeune S, et al. Pediatr Allergy Immunol 2020)

4/ Générer des hypothéses sur les interactions entre microbiote et environnement
atopique par profilage non-ciblé du métabolome plasmatique chez les enfants asthmatiques

inclus au moment d’une exacerbation.
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|. Facteurs associés a la sévérité de I'asthme chez I’enfant : Données de la
cohorte francaise CobraPed

L'asthme sévére (AS) chez I'enfant est une maladie complexe et hétérogéne, associée
a un fardeau considérable. Cependant, les facteurs influencant la sévérité de l'asthme sont
mal décrits et peuvent différer selon I'dge. Pour décrire les facteurs associés a la sévérité dans
'asthme de I'enfant, nous avons analysé les données de la cohorte nationale CobraPed
(Pediatric Cohort of Bronchial Obstruction and Asthma). Il s’agit de la premiére publication
issue de la cohorte. J'ai travaillé sur I'analyse des données et rédigé l'article original, publié
dans The Journal of Allergy and Clinical Immunology : In Practice, en co-1°" auteur. Notre
objectif principal était de déterminer si les facteurs associés a la sévérité de l'asthme
différaient entre les enfants d'age préscolaire et les enfants d'age scolaire.

Les données de la cohorte d'observation prospective multicentrique francaise
d'enfants d'age préscolaire (3-6 ans) et d'enfants d'age scolaire (7-11 ans) présentant un
asthme sévere (AS) et non sévere ont été analysées. Un total de 131 enfants d'age préscolaire
(92 AS et 49 asthmes non séveres) et 207 enfants d'age scolaire (92 AS et 115 asthmes non
séveres) ont été inclus. En analyse uni- et multivariée, a 'age préscolaire, I'AS était associé
au tabagisme parental (analyse multivariée : odds ratio [IC 95 %], 29,8 [3,57-3910]) et a
I'exposition aux moisissures / a I'numidité au domicile (analyse multivariée : odds ratio [IC 95
%], 4,22 [1,25-18,2]) par rapport aux asthmes non sévéres. A 'age scolaire, les antécédents
de dermatite atopique et d'allergie alimentaire étaient plus fréquents chez les enfants atteints
d’AS que chez ceux avec un asthme non sévére. Une analyse multivariée a confirmé que I'AS
était associé a des antécédents d'allergie alimentaire (odds ratio [IC 95 %], 5,01 [2,23-11,9]).

Nos données suggeérent donc que les facteurs influencant la sévérité de l'asthme
peuvent différer selon I'age. Chez les enfants d'age préscolaire atteints d'AS, le tabagisme
passif et I'exposition aux moisissures sont prédominants, tandis que la présence de

comorbidités atopiques sont principalement associées a I'AS a I'age scolaire.
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Environmental factors and allergic disorders are associated with the severity of
pediatric severe asthma.

We found that factors associated with asthma severity in children may differ
according to age. In preschoolers, environmental factors are predominant, whereas
allergic disorders are mainly involved at school age.

Our results highlight the need to explore household exposure at least in

preschoolers, and confirm the importance of controlling associated allergic disorders.
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Abstract

Background: Severe asthma (SA) in children is a complex, heterogeneous
disease, associated with a considerable burden in children. However, factors
influencing asthma severity are poorly described and may differ according to age.

Objective: To determine whether factors associated with asthma severity differ
between preschoolers with severe recurrent wheeze (SRW) and school-age children
with SA.

Patients and methods: Data from the French multicenter prospective

observational cohort of preschool (3-6 years) children with SRW and non-severe
recurrent wheeze (NSRW) and school-age (7-11 years) children with SA and non-
severe asthma (NSA) (COBRAPed) were analyzed.
Results: 131 preschool children (92 SRW and 49 NSRW) and 207 school-age
children (92 SA and 115 NSA) were included. In both univariable and multi-variable
analysis, SRW was associated with SHS exposure (multi-variable analysis, OR
[95%CI], 29.8 [3.57-3910]), and exposure to mold/dampness at home (multi-variable
analysis: OR [95%Cl], 4.22 [1.25-18.2]) compared with NSRW. At school-age, history
of atopic dermatitis and food allergy were more frequent in children with SA than in
those with NSA. Multi-variable analysis confirmed that SA was associated with a
history of food allergy (OR: 5.01 [2.23-11.9]).

Conclusion: Our data suggest that factors influencing asthma severity may
differ according to age. In preschool children with SRW, second-hand smoke and
exposure to mold are predominant, whereas associated allergic disorders are mainly

involved in SA at school age.
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Introduction

Pediatric asthma is a heterogeneous condition with multiple phenotypes
associated with different mechanisms or endotypes, both in preschool [1-4] and at
school-age [5-8]. Asthma is well controlled for most children with low-to-medium doses
of inhaled corticosteroids (ICS) and when modifiable factors are addressed. Severe
asthma (SA) and severe recurrent wheeze (SRW) [9, 10], were defined by the need
for high doses of ICS and an additional controller medication to maintain control or
persistent poor control despite appropriate treatment [11]. Although those entities
affect less than 5% of children with asthma, their burden in terms of symptoms,
alteration of quality of life, and economic costs is disproportionately high [12-14].
Recent studies have described multiple phenotypes of SA and SRW, with variable
degrees of allergic sensitization and different patterns of airway inflammation [15-17].
Factors influencing asthma severity throughout childhood are poorly understood [18],
and it remains unclear whether SA and SRW are driven by common pathological
processes.

Better characterization of the factors associated with asthma severity is crucial
to improve the management of patients and move forward in precision medicine. The
Pediatric Cohort of Bronchial Obstruction and Asthma (COBRAPed) is a French
multicenter prospective observational cohort of preschool (3-6 years) and school-age
children (7-12 years) with asthma, providing clinical, biological, and functional data
with longitudinal follow-up. Design and inclusions were conducted in parallel with the

adult COBRA cohort [19].
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The main objectives of this cross-sectional exploratory analysis were to
describe the baseline characteristics of the population and to identify factors

associated with asthma severity in preschool and school-age children.

Patients and methods

COBRAPed is a prospective, observational cohort study initiated in France,
between April 2014 and November 2017 (Figure 1). Institutional ethical approval (CPP
lle de France 1) and written informed consent from parents / caregivers of all
participants were obtained. The study is registered in ClinicalTrial.gov
(NCT02114034). Data presented in this article are those obtained at inclusion.
Cohorts
Two cohorts of preschool (3-6 years) and school-aged children (7-12 years) were
enrolled in 12 pediatric tertiary care centers across France. Children were included
consecutively during their follow-up. The diagnosis of asthma was made according to
the GINA guidelines by specialized pediatric asthma physicians] 20].
Preschool children with SRW and school-age children with SA were defined as those
with persistent symptoms or requiring a short-acting -agonist (SABA) 23 days a week
for 23 months AND/OR frequent or severe exacerbations in the previous year (21
severe exacerbation requiring admission to an intensive care unit (ICU); = 2
exacerbations requiring hospital admissions and intravenous medications, and/or a
=>3-day course of oral steroids) AND/OR persistent airflow obstruction in school-age
children (Forced Expiratory Volume in the first second (FEV1) <80% and/or airway
resistance >150% of predicted values), despite being prescribed high doses of inhaled
corticosteroids (ICS) (=800 ug/day budesonide or equivalent) and another controller

therapy (long-acting B-agonist (LABA) or leukotriene receptor antagonist (LRTA)) [11].
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Children under medium-to-high doses of ICS and omalizumab were also included in
the SRW or SA groups. Preschool children with NSRW and school-age children with
NSA were defined as children with <1 severe exacerbation (requiring a course of
steroids) in the past year AND no hospital admission during the previous year AND no
recurrent chronic symptoms AND normal lung function, with no more than low-medium
doses of ICS (<500 pg/day budesonide or equivalent), with or without other controller
medication.

All children with SRW and SA were followed for at least three months before
inclusion to exclude other diagnoses, treat comorbidities, reduce environmental
exposure, optimize asthma control, and assess medication adherence and inhalation
technique.

Non-inclusion criteria were: asthma exacerbation within the previous four
weeks, history of bronchopulmonary dysplasia, post-infection chronic lung disease,
vocal cord dysfunction, lung malformation, tracheomalacia, cystic fibrosis, primary
ciliary dyskinesia, immune deficiency, foreign body inhalation, or congenital cardiac
disease. Children were not included if the physician-based assessment showed
poor adherence and/or technique based on asthma history and demonstration of
inhaler use.

Study assessments

Baseline data collected by physicians included: i) demographics and
anthropometrics; ii) family history of allergic disorders, including atopic dermatitis (AD),
asthma, food allergy (FA), allergic rhinitis (AR); iii) past medical history, including
associated allergic disorders (AD, AR, FA), comorbidities (symptomatic gastro-
oesophageal reflux), and history of hospitalization for at least one episode of

bronchiolitis before the age of 2 years; iv) parental-repored environmental exposure,
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including pre and post-natal smoke exposure, carpet, visible mold/dampness at home
[21], pet ownership, fuel heat; v) current asthma history, including symptoms and
medications. For asthma control, the Childhood Asthma Control Test (ACT) for
children €12 years [22, 23] and Global Initiative for Asthma (GINA) criteria [24] were
used. Assessment of quality of life for school-age children aged 7-12 years was
performed with the specific Pediatric Asthma Quality-of-Life Questionnaire (PAQLQ)
[25]. Adherence and inhalation techniques were assessed by physicians in charge of
the child. Symptomatic gastroesophageal reflux (GER) was diagnosed on the basis of
suggestive symptoms, AND/OR positive pH monitoring AND/OR endoscopy AND/OR
positive response to anti-acid therapy.

Atopy was defined by the presence of at least one positive skin-prick test (SPT)
(wheal diameter 23 mm) and/or specific IgE levels (20.35 Ku/l) against common
airborne and/or food allergens.

Lung function was assessed in children aged 24 years. Measures were
performed in accordance with ATS/ERS guidelines [26, 27]. The predicted values and
Z-scores were calculated from the Global Lung function Initiative predictive equations
[28]. Reversibility was assessed after administration of short acting bronchodilator
(BD) (400 pg Salbutamol) and defined as an increase in FEV1 > 12% between pre
and post bronchodilator values. Fractional exhaled nitric oxid (FeNO) was measured
in school-age children, and a minimum of two measurements were performed. Data
were expressed as parts per billion (ppb).

Statistical analysis

R version 3.3.1 statistical software was used for statistical analysis (R Core

Team (2016) Vienna, Austria). Continuous variables are presented as medians
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[interquartile range], and categorical variables as numbers (%). Comparisons of
guantitative data were performed using Wilcoxon-Mann-Whitney tests. Categorical
variables were analysed using the chi-square test or Fisher exact test as appropriate.

No imputation of missing data was performed. Multivariable logistic regression analyses
were performed to assess risk factors for SRW and SA. Multi-variable models were first built
with the inclusion of all variables not involved in the definition of SRW or SA (Asthma history
in Table 1 and Sup Table) with univariate p-values < 0.1 (See Table 1, 3 and 4). Then, selection
of the final variables with the best fit for each multi-variable model (i.e., for preschool and
school-age children) was achieved by backward stepwise elimination using Aikaiki’s

information criterion. A p-value < 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Subjects

Overall, 348 patients were recruited (male: 68%), including 141 (40.5%) preschool and
207 (59.5%) school-age children (Figure 2). Among preschool children, 92 (65.2%)
had SRW and 49 (34.8%) had NSRW. Among school-age children, 92 (44.4%) had
SA and 115 (56.6%) had NSA. Six pairs of siblings were included, amongst which
three were included in the same age-matched and severity-matched cohort. Overall,
baseline demographic characteristics were comparable between children with SRW
and SA and those with milder disease (Table 1), except that school-age children with
SA were slightly older at inclusion than those with NSA (10.0 [9.0-11.0] vs 9.0 [8.0-
11.0] years, p=0.017) and breastfeeding during infancy was less frequent in SA than
in NSA (61.1% vs 77.9%, p=0.014). The general characteristics of the children are

summarized in Table 2.

Factors associated with severe recurrent wheeze in preschool children

Birth weight was lower in preschool children with SRW than in those with NSRW (3100
g [2685-3467] vs 3370 g [3100-3520], p=0.011) (Table 1). Prenatal smoke exposure
did not differ between children with SRW and NSRW.

Exposure to second hand smoke (SHS) and visible mold/dampness was more
frequent in preschool children with SRW than in those with NSRW (25.8% vs 2.0%,
p<0.001; 28.3% vs 8.3%, p=0.012, respectively) (Table 3).

A family history of atopy was present in 85.3% of preschoolers. The family atopy status
was not associated with severity, except for AD in siblings, which was more frequent

in preschool children with SRW than in those with NSRW (41.0% vs 18.6%, p=0.021).
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Atopy was common in preschool children (64.3%), and there was no difference in
associated atopic disorders between SRW and NSRW (Table 4). No difference was
observed in the frequency of symptomatic GER among preschoolers.

Multivariable logistic regression analysis showed an association between SRW and
birth weight (OR [95%Cl]: 0.34 [0.14-0.75] per unit, kg, increase), second-hand smoke
exposure (OR [95%CI]: 29.8 [3.57-3910]), the presence of visible mold/dampness at
home (OR [95%CI]: 4.22 [1.25-18.2]), and atopic dermatitis in siblings (OR [95%CI]:

3.02 [1.19-8.29]) (Table 5).

Factors associated with severe asthma in school-age children

No difference in prenatal environment and birth weight (Table 1), as well as postnatal
environment (Table 3) was observed between SA and NSA.

A family history of atopy was also frequent in school-age children: 84.8%. The family
atopy status was not associated with SA. The number of resident at home was higher
in children with SA than in those with NSA (5 [4-6] vs 4 [4-5], p<0.01].

Atopy was present in 83.0% of school-age children, and history of AD and FA were
more frequent in SA than in those with NSA (48.9% vs 26.1%, p<0.01; 31.1% vs
13.5%, p<0.01, respectively). Symptomatic GER was more frequent in school-age
children with SA than in NSA (21.7% vs 8.7%, p=0.014) (Table 4).

Multivariable logistic regression analysis of school-age children showed an
association between the number of residents at home (OR [95%CI]: 1.54 [1.18-2.06]),
fuel-based heating (OR [95%CI]: 16.7 [2.76-322]), and history of food allergies (OR

[95%CI]: 5.01 [2.23-11.9]) (Table 6).
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Discussion

We initiated the first prospective French cohort of asthmatic children including
preschoolers with SRW and school-age children with SA to identify factors associated
with asthma severity in these two groups. We observed that factors influencing
severity differed between preschoolers and school-age children. In preschoolers,
SRW was preferentially associated with pejorative environmental factors, such as SHS
exposure and mold/dampness at home, whereas at school age, SA was preferentially
associated with allergic sensitization and comorbidities.
We observed that preschoolers with SRW were more frequently exposed to visible
mold/dampness at home than those with NSRW, as supported by previous studies,
showing that preschoolers exposed to dampness at home were at high risk of
developping asthma symptoms, regardless of their atopy status [29]. Regarding SHS,
several studies, among which a survey conducted in over 20,000 children (median
age 4.4 years) have also shown that maternal smoking increased the risk of
emergency-department visits for asthma [30]. Overall, our results highlight the
potential effects of indoor factors and pollutants in the severity of preschool asthma
and the need to explore household exposure in this population. Furthermore,
preschoolers with SRW had lower birth weights than those with a milder disease, as
opposed to comparable Z-scores for body mass index (BMI) at inclusion. Prenatal
smoke exposure has previously been associated with increased airway
responsiveness and reduced lung function in childhood [31, 32]. More experimental
and epidemiologic studies are needed to determine the mechanisms underlying the
influence of antenatal exposure, growth, and birth weight on the subsequent

development of asthma and development of lung function.
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Despite stringent inclusion criteria, preschoolers with SRW may be a heterogeneous
group. Various evolution phenotypes of preschoolers with SRW may emerge during
the prospective follow-up of the cohort. Preschoolers with a multiple and early
sensitization phenotype have been previously identified to have a high-risk evolution
profile, including severe exacerbations and hospital admissions for exacerbations
[33]. Our results raise the hypothesis that this trajectory may also be influenced by
early harmful environmental exposures.

At school-age, the magnitude of allergic sensitization against food or airborne
allergens has been associated with asthma severity in previous studies [6, 34-36].
Furthermore, the association of allergic disorders, such as AR [37], IgE-mediated FA
[38, 39], and AD [40], appears to increase asthma severity. Although our study was
cross-sectionnal, our results also suggest that allergic mechanisms may worsen the
clinical expression of asthma in school-age children with allergic disorders. Allergic
rhinitis is a classical factor associated with asthma severity [12]. However, this was
not the case in our study, possibly due to the high prevalence of AR in both SA and
NSA. One could also hypothesize that the severity of AR, rather than its presence,
may affect asthma severity [34, 37]. Although frequently observed in preschoolers with
SRW, allergic disorders and sensitization were only associated with asthma severity
at school age.

Our data support the hypothesis that factors associated with severity may differ
between preschoolers and school-age children, or have a different impact depending
on the age of children and the duration of the disease. Here, we described patients
based on data collection at inclusion. The impact of an environmental risk factor and

the phenotypic features may change over time [41]. New sensitizations and
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comorbidities may develop in certain children. These distinct phenotypes may be
associated with different baseline endotypes leading to varying severity between
preschool and school-age children. The prospective follow-up that we initiated will
provide further insights into the disease trajectory of these children and the evolution
of allergic disorders, lung function, and asthma severity.

The burden of SRW and SA has been demonstrated in previous studies to be high in
terms of symptoms and medication requirement [6, 12, 42]. Although children with SA
were slightly older than those with NSA in our study, they had a more severe asthma
trajectory, with more admissions for severe exacerbations or ICU admissions in
childhood, and had worse lung function. It is therefore unlikely that this age difference
affected the results. Hence, our data suggest that children with SRW/SA may display
a more severe course of the disease than their counterparts throughout childhood.
These findings are supported by observations from the SARP cohort, showing that a
history of ICU admission or intubation was associated with SA at school-age [6],
although not observed in the U-Biopred cohort [12]. Furthermore, it has been shown
that asthmatic children with severe exacerbations in infancy display poorer lung
function, not only in the preschool years but also later [43].

Our study had several limitations. First, we did not include healthy control subjects.
However, we aimed to determine factors associated with severity. Thus, children with
milder disease were appropriate controls. Because the recruitment was conducted in
tertiary-care centers, the children with NSW and NSA in our study may not be
representative of all children with mild/moderate recurrent asthma or wheeze followed
in primary care. However, children with SRW and SA constituted a representative
sample of French children with SRW/SA. We cannot exclude that certain preschool

wheezers had transient symptoms and that certain patients with recurrent wheeze may
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outgrow their condition, in particular among those with low exposure to environmental
triggers and low sensitization rates. Transient wheeze is generally defined as
beginning and ending before the age of three years [24, 44, 45]. The inclusion of
children older than three years limited this potential bias. Moreover, the high proportion
of sensitization observed in preschoolers with SRW increased their likelihood of having
persistent symptoms [24, 46, 47]. SRW in preschoolers may not progress to SA in
school-age children. In a previous study, we reported that preschoolers with SRW
displayed persistent asthma at school-age in 72% of cases, but that asthma severity
decreased over time [16]. Preschoolers with SRW and school-age children with SA
may display distinct phenotypes and endotypes, as suggested by studies showing
specific features in bronchial biopsies, such as the predominance of neutrophils in
preschoolers with SRW [4]. Our findings that factors associated with SRW in
preschoolers and SA in children may differ support this hypothesis. Furthermore, the
definition of severity in the preschool years, based on the persistence of symptoms
and/or exacerbations despite high doses of ICS and a second controller therapy, was
chosen in accordance with the stepwise-approach guidelines. High-dose treatment
was used as a feature to define SRW by extension of the the definition of the SA
guidelines [11]. Although there is little evidence of a beneficial effect of medium-to-
high doses of ICS in the preschool age, ICS dose escalation is still the recommended
approach in asthma guidelines, including the possibility of a high-dose trials [11, 20,
24, 48].

Second, no objective measurements of indoor allergen, mold/dampness or outdoor
pollution levels were performed during home visits. Our results were based on parental
descriptions of exposure, which may not be accurate [11]. The impact of pollutants

and their differential effects in subgroups of patients may have therefore been
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misestimated. Furthermore, the number of children included varied among centers and
there may have been a geographical bias for the assessment of air pollution, which
differed between cities. In addition, adherence was not assessed with objective
measures, which may have overestimated the frequency of SRW and SA. We limited
this bias by not including cases with confirmed poor adherence / inhaler technique in
those groups and by applying a strict definition for SRW and SA. Finally, we did not
classify preschoolers according to previous classifications of wheezing phenotypes,
such as early transient wheeze, persistent wheeze, late-onset wheeze, or episodic or
multiple-trigger wheeze. Early transient wheeze was not adapted to our population
consisting of children of = 3 years of age. It has been reported that the episodic and
multiple-trigger wheeze phenotypes may not be stable over time [20, 49]. Finally, it has
been shown that viral wheezers and multiple-trigger wheezers display the same
pattern of remodeling and airway inflammation and that multiple-trigger wheezers and
severe intermittent wheezers have similar inflammatory profiles during acute
exacerbations and eight weeks later [4, 50].

The COBRAPed study describes a subsequent and well-characterised sample
of 2 clinical entities: preschool recurrent wheezing and school-age children with
asthma in France. Our analysis of baseline characteristics suggests that factors
influencing asthma severity may differ between preschoolers and school-age children.
Some of them may be targets for prevention. Improving environmental factors,
especially in the preschool years, and preventing the development of allergic disorders

may therefore prevent or improve the prognosis of SRW and SA.
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Figure legends

Figure 1. Prospective follow-up of the children included in the COBRAPed
study

SA: severe asthma, SRW: Severe recurrent wheeze, NSA: Non-severe asthma,
NSRW: Non-severe recurrent wheeze, ACT: Asthma control test, PAQLQ: Pediatric Asthma
Quiality of Life, FeNO: fractional exhaled nitric oxide, SPT: skin prick tests. Data were collected
if the exams were performed within the 3 months prior to inclusion.

Figure 2. Flow-chart of the population
SA: Severe Asthma; NSA: Non-Severe Asthma, SRW: Severe recurrent wheeze, NSRW:
Non-severe recurrent wheeze
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Figure 1. Prospective follow-up of the children included in the COBRAPed study

All children
Clinical assessment X X X X X X
ACT Questionnaire X X X X X X
PAQL Questionnaire X X X X X X
Lung function +- FeNO X X X X X X
SPT X X X X
Eosinophil count, vitamin D, total and specific IgE X X X X
ISAC® chip X X X X
Genomic DNA extraction X X X X
Children with SRW and SA
Humoral immune status X
Thoracic computerized tomography scan X
Ear, Nose and Throat Examination X
According to: history,
Sinus computerized tomography scan (after the age X hospital center protocols
of 7 years) and evolution
Intraesophageal pH measurement X
Bronchoscopy and bronchoalveolar lavage X
+- bronchial brushing
Induced sputum X

Figure 2. Flow-chart of the population

369 children screened

‘E - 7 patients : no consent
- 14 patients : inclusion criteria not met

348 children included

|

141 preschool children 207 school-age children
(3 - 6 years old) (7 - 12 years old)
l | |
Severe recurrent wheeze Non-severe recurrent wheeze Severe asthma Non-severe asthma
{SRW) (NSRW) (sA) NSA
92 patients 49 patients 92 patients 115 patients
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Il. Les enfants asthmatiques préscolaires sévéres ont une réponse cytokinique
et antivirale altérée au moment d’une exacerbation

Nous menons depuis 2015 une étude de recherche translationnelle dans le laboratoire,
en collaboration avec les services de pneumologie pédiatrique du CHU de Lille et d’autres
centres hospitaliers de la région Hauts-de-France (Arras, Lens, Roubaix, Tourcoing, Douai,
Seclin, Béthune), les laboratoires de virologie et de bactériologie du centre de biologie
pathologie du CHU de Lille, le laboratoire d’'immunologie et le département de bio-statistiques
du CHU (projet de recherche translationnelle VIRASTHMA-2 N° ID-RCB : 2014-A01687-40 —
N° Clinical Trial : 03960359 - Promoteur : CHU Lille — Dr Antoine Deschildre). Je suis
impliquée depuis 2015 dans cette étude a travers différents aspects. Je suis médecin
investigateur a Lille et jai participé a l'inclusion et au suivi des enfants hospitalisés dans le
service de pneumo-pédiatrie. J'ai réalisé la saisie informatique des données remplies
manuellement par les investigateurs. J'ai également participé au traitement des échantillons
au sein du laboratoire au cours de la phase initiale des inclusions, jusqu’en 2018. J’ai poursuivi
le travail d’analyse de données au cours des années de thése et rédigé larticle original
présenté ici, publié dans la revue Pediatric Allergy and Immunology.

L'asthme préscolaire étant une affection hétérogene, I'objectif de cette premiere
description de la cohorte était de comparer les profils cliniques, virologiques et inflammatoires
/ immunitaires au moment de I'exacerbation, entre les phénotypes d’asthme préscolaire :
asthme a facteurs déclenchant multiples (MTW : multiple trigger wheeze), asthme viral
épisodique (EVW : Episodic viral wheeze) et asthme intermittent sévere (SIW: severe
intermittent wheeze).

La cohorte VIRASTHMA 2 est une cohorte multicentrique, prospective et
observationnelle. Les enfants avec un asthme préscolaire (1-5 ans) ont été inclus pendant
une hospitalisation pour une exacerbation sévére. Les antécédents et les données

anamnestiques, le plasma et les échantillons nasaux ont été collectés au moment de
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I'exacerbation et a I'état stable, 8 semaines plus tard, et les expectorations induites ont été
réalisées a I'exacerbation.

Au total, 147 enfants ont été inclus, 37 (25%) présentaient un SIW, 18 (12,2%) un EVW
et 92 (63%) un MTW. lIs étaient atopiques (47%), exposes aux moisissures (22%) et a la
fumée de cigarette (50%), et sujets a des exacerbations (= 2 dans l'année précédente chez
70%). Lors de I'exacerbation, au moins un virus a été isolé chez 94% et un RV chez 75%,
sans différence entre les phénotypes. Les enfants avec les phénotypes MTW et SIW
présentaient des concentrations plasmatiques d'IFN-y (p=0,002), d'IL-5 (p=0,020), de TNF-a
(p=0,038), d'IL-10 (p=0,002), d'IFN-B (p=0,036) et de CXCL10 (p=0,006) et des taux d'IFN-y
(P =0,047) plus faibles dans les expectorations au moment de I'exacerbation que les enfants
avec le phénotype EVW. A ['état stable, ils présentaient également des taux plasmatiques
plus faibles d'IFN-y (p=0,045) et de CXCL10 (P=0,013).

Parmi les enfants asthmatiques d'age préscolaire, les MTW et SIW, sujets aux
exacerbations, présentent, lors d’'une exacerbation sévére viro-induite, des niveaux
systémiques plus faibles de cytokines Thl, Th2, pro- et anti-inflammatoires, ainsi que des

facteurs associés a la réponse antivirale.
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Abstract

Background: Preschool asthma / recurrent wheeze is a heterogenous condition.
Different clinical phenotypes have been described, including episodic-viral wheeze (EVW),
severe intermittent wheeze (SIW), and multiple-trigger wheeze (MTW).

Objective: To compare clinical, viral and inflammatory/immune profiling at
exacerbation between MTW, SIW and EVW phenotypes.

Methods: Multicenter, prospective, observational cohort (VIRASTHMA-2). Children
(1-5 years) with preschool asthma were enrolled during hospitalization for a severe
exacerbation. History and anamnestic data, plasma and nasal samples were collected at
exacerbation (T1) and at steady state, 8 weeks later (T2), and sputum samples were collected
at T1.

Results: 147 children were enrolled, 37 (25%) had SIW, 18 (12.2%) EVW, and 92
(63%) MTW. They were atopic (47%), exposed to mold (22%) and cigarette smoke (50%) and
prone to exacerbations (>2 in the previous year in 70%). At exacerbation, at least one virus was
isolated in 94%, rhinovirus in 75%, with no difference between phenotypes.

Children with MTW and SIW phenotypes displayed lower plasma concentrations of
IFN-y (p=0.002), IL-5 (p=0.020), TNF-a (p=0.038), IL-10 (p=0.002), IFN-B (p=0.036) and
CXCL10 (p=0.006), and lower levels of IFN-y (p=0.047) in sputum at exacerbation than
children with EVW. At T2, they also displayed lower plasma levels of IFN-y (p=0.045) and
CXCL10 (p=0.013).

Conclusion: Among preschool asthmatic children, MTW and SIW, prone to
exacerbations, display lower systemic levels of Thi, Th2 cytokines, pro and anti-inflammatory
cytokines, and anti-viral responses during severe virus-induced exacerbation.

NCT: 03960359

Key Words: Asthma, Preschool children, Phenotype, Inflammation, Infection
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Abbreviations
AD: Atopic dermatitis
AR: Allergic rhinoconjunctivitis
BMI: Body Mass Index
CSE: cigarette smoke exposure
CXCL: C-X-C motif chemokine ligand
EVW: Episodic-viral wheeze
FA: Food allergy
GINA: Global Initiative for Asthma
ICS: Inhaled corticosteroids
IFN: Interferon
IL: Interleukin
MTW: Multiple-trigger wheeze
PRAM: Preschool Respiratory Assessment Measure
PRR : Pattern Recognition Receptors
RSV: Respiratory Syncytial Virus
RV: Rhinovirus
RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
SCORAD: Scoring Atopic Dermatitis severity score
SIW: Severe intermittent wheeze
SPT: skin prick tests
T1: Time 1 (exacerbation)
T2: Time 2 (steady state)
TNF: Tumor necrosis factor

TSLP: Thymic stromal lymphopoietin
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Introduction

Preschool asthma / recurrent wheeze is now recognized as a specific entity (1).
However, our understanding of its underlying mechanisms has to be improved. Despite
maintenance treatment, many patients remain uncontrolled, prone to exacerbation, with a
significant ongoing burden (2).

Up to now, different clinical phenotypes have been described. In 2008, Brand, et al.
defined: episodic-viral wheeze (EVW: wheezing during discrete time periods, absence of
symptoms between exacerbations) and multiple-trigger wheeze (MTW: wheezing during
exacerbations but also symptoms between these periods) (3). Simultaneously, in 2007,
Bacharier, et al. identified severe intermittent wheeze (SIW), characterized by frequent and
severe exacerbations, separated by periods without symptoms (4).

Exacerbations are one of the main clinical markers of pediatric asthma, especially in
preschoolers, most often triggered by viral infections (2,5).

During exacerbation, a cytokine burst is occurring, characterized by the release of Th2
cytokines, alarmins, inflammatory and anti-microbial responses (6). Previous studies have
suggested that some asthmatic children may display a deficient antiviral response (2,7,8).

The VIRASTHMA-2 cohort focuses on preschool asthmatic children (< 5 years),
assessed at the time of a severe exacerbation and at steady state. We conducted an exploratory
study with the hypothesis that children with EVW, SIW and MTW phenotypes may display
different levels of cytokines in blood and sputum at exacerbation.

After providing a description of the cohort, our primary objective was to analyze
clinical, microbiological (virus identification) and immune profiling at exacerbation in EVW,
MTW and SIW patients. Our secondary objective was to conduct the same analysis at steady

State.
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Methods

1. Study population

We initiated a multicenter, prospective, observational cohort study in eight pediatric
hospital centers in the Hauts-de-France region, France, between 2015 and 2018. Preschool
children (1-5 years), with a medical diagnosis of recurrent wheeze / asthma, according to the
recommendations (1,9), were enrolled during hospitalization for a severe exacerbation
(requiring a course of systemic steroids). Inclusions and sampling were performed within 48
hours following the admission and initiation of general corticosteroids.
The study was approved by ethics committee (CPP Nord-Ouest 1V) and registered at
ClinicalTrial.gov (NCT: 03960359). Written informed consent was obtained from
parents/caregivers. Full inclusion criteria, study design and details on data and collection of

biological samples are described in the Supporting information and Supp Table I.

2. Study design
Patients’ data were collected at exacerbation (T1) and at steady state, at least 8 weeks
after (T2). Blood samples to study immune profiling and virus identification were performed

at both T1 and T2. Sputum samples were collected at T1.

3. Definitions
3.1. Phenotypes
Three groups of children were defined, according to previous recommendations: EVW.:
wheezing during discrete time periods (exacerbations), <1 severe exacerbation over the last 12
months, absence of symptoms between exacerbations; SIW: > 2 severe exacerbations over the
last 12 months, absence of interval symptoms; and MTW: wheezing during exacerbations and

symptoms between these periods (3,4). Phenotype was defined at T2, and reviewed with the
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principal investigator, based on parental report of symptoms after the parents / caregivers had
received education on chronic symptoms. If the child was lost to follow-up and not assessed at
T2, phenotype was defined according to parental reports of symptoms at T1.

3.2. History and anamnestic data

At T1, we recorded: history, demographics and anthropometrics, environment [cigarette
smoke exposure (CSE), visible mold/moisture, pet ownership, urban living], family history,
associated disorders defined according to guidelines, including atopic dermatitis (AD) (severity
assessed with SCORAD: Scoring Atopic Dermatitis severity score (10)), allergic
rhinoconjunctivitis (AR) (11), food allergy (FA) (12).

3.3. Asthma history and control

We assessed: age at first wheeze, current asthma medication, including inhaled
corticosteroids (ICS) in pg/day fluticasone or equivalent, chronic symptoms, number of severe
exacerbations in the past 12 months (requiring a course > 3 days of systemic steroids), day-to-
day asthma control according to the Global Initiative for Asthma (GINA) criteria: well-
controlled, partly controlled, uncontrolled (1). Features of the exacerbation were noted,
including Preschool Respiratory Assessment Measure (PRAM) severity score at admission in
the emergency room (13).

3.4. Atopy

Full allergy diagnosis work-up was performed at T2: skin prick tests (SPT) with a panel
of airborne allergens and food allergens, and/or allergen specific IgE antibodies. Atopy was
diagnosed if at least one SPT result was positive (diameter > 3 mm) and/or at least one specific
IgE was positive (> 0.35 KUA/I). Serum total IgE levels (kUI/I) and peripheral blood eosinophil

counts (/mm?3) measured at T2 were also recorded.
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4. Blood and sputum collection for immune profiling

Spontaneous or induced sputum (after nebulization of isotonic salinesolution) were
collected during a physiotherapy session (14). Plugs were isolated from the sputum, weighed
and processed. Cytospins were prepared from the cell pellets and used for cell counts. All
concentrations of cytokines were measured by customized multiplex assays (Luminex®,
ThermoFisher Scientific) in plasma and sputum supernatants and expressed in pg/ml.
Cytokines known as being involved in the immune reaction in acute asthma and in the anti-
viral response were selected, based on previous relevant studies in our laboratory and in the
literature (7,8,15). Levels of Thl cytokines [IFN-y], Th2 cytokines [IL-4, IL-5, IL-13],
alarmins [IL-33, TSLP], Th17 cytokines [IL-17, IL-22], pro-inflammatory cytokines [Tumor
necrosis factor (TNF)-a, IL-6, C-X-C motif chemokine ligand (CXCL8)], anti-inflammatory
cytokines [IL-10], anti-viral response including type | interferons [IFN-f], type Il interferons

[IL-29] and Interferon-stimulated genes [CXCL10] were assessed.

5. Virus identification

Nasal swab secretions were collected at T1 and T2 using a flocked swab and specialized
culture medium (Labelians, UTMIMLN™), Samples were frozen (—80 °C) before RNA
extraction. As previously described (7), nucleic acids were extracted using the Magstation
System 12GC with the MagDEA® Viral DNA/RNA 200 (GC) kit (Precision System Science
Co., Ltd.; Japan). Anyplex Il RV16 Detection Kit (from start date to February 2016) and
thereafter, Allplex Respiratory Panel 1, 2 and 3 (Seegene, Seoul, Korea) were used as multiplex

reverse transcription—polymerase chain reaction (RT-PCR) assays.

6. Data analysis
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Categorical variables were reported as numbers (percentages) and continuous variables
as median [interquartile range ]. Normality was assessed graphically and using the Shapiro-
Wilk test. Comparisons between the three groups (MTW, SIW and EVW) were conducted
using Chi-square for categorical variables or Kruskall-Wallis test for continuous variables.
Post-hoc pairwise comparisons were performed using Chi-square test for categorical variables
or Dunn test for continuous variables, applying the Bonferroni correction to adjust for multiple
comparisons. All statistical tests were performed at the two-tailed a level of 0.05 using SAS

software, release 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).
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Results

1. Study Cohort

Collectively, 147 children (boys: 58.5%, median age of 30 months (23: 40)) were included:
37 (25.2%) with SIW, 18 (12.2%) with EVW and 92 (62.6%) with MTW. At T2, 135 (91.8%)
children were assessed, 33 (24.4%) with SIW, 16 (11.9%) with EVW and 86 (63.7%) with
MTW (Fig 1).

Parents reported visible mold/dampness at home in 22.4%, history of mother smoke
during pregnancy in 21.8%, current CSE in 49.7% (Table I). Children presented with early
onset wheeze, with a median age at first wheeze of 9 months (4; 25) and a median number of
exacerbations in the previous year of 2 (1; 4). In all, 32.7% had a controller therapy with ICS
before inclusion, with a median dose of 200 pg/day fluticasone equivalent (200; 200). At least
one associated allergic disorder was found in 57%: AD in 37.4%, with an early onset (before
4 months of age) in 19.0%; AR in 20.4%; FA in 8.2%. Atopy was recorded in 47.1%, with
sensitization to airborne allergens in 46.4% and to food allergens in 10.1%, polysensitization
in 49.2% (Table I1).

Exacerbations occurred all year long, most frequent in fall (40.1% in September-
November) compared with winter (17.7% in December-February), spring (20.4% in March-
May) and summer (21.8% in June-August). According to the PRAM severity score at
admission to the emergency room, exacerbations were moderate attacks in 55.8% and severe
attacks in 12.2%. All children were prescribed a controller therapy with ICS before hospital
discharge.

At least one virus was isolated in 93.8% (RV:72.6%) (Supp Table I1). In induced
sputum (n=108), median total cell number was of 13.7 x 102 /mg (5.5; 28.0) with 32.0% of

macrophages (19.0; 41.5), 54.0% of neutrophils (31.0; 71.5), 3.0 % of lymphocytes (1.5; 6.0)
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and 1.0 of eosinophils (0.5; 2.5) (Table I11). We observed detectable levels of Thl, Th2
cytokines, alarmins, Th17 cytokines, pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, anti-
viral molecules, in both plasma (n=137) and sputum (n=105) at T1, with inter-individual
variations (Suppl Fig 1).

At T2, 49.6% had experienced at least another exacerbation and only 58.6% had
reached day-to-day asthma control. At least one virus was isolated in 66.9% (RV: 49.6%).
(Suppl Table I1). We also observed detectable levels of cytokines in plasma (n=116), with inter-

individual variations (Suppl Fig 1).

2. Comparison of clinical characteristics between MTW, SIW and EVW

Higher rates of CSE were observed in MTW compared with SIW and EVW (57.6%
versus 32.4% and 44.4, respectively, p=0.032), without difference in antenatal CSE (Table ).
Children with MTW and SIW were prone to exacerbation, with a median number of
exacerbations in the past 12 months of 3.0 (1.0; 4.5) in MTW, 2.0 (1.0; 4.0) in SIW.

Children with MTW displayed less frequent history of early AD than SIW and EVW
(10.9% vs 29.7% and 38.9%, respectively, p=0.003). Conversely, children with MTW had
more frequent history of AR than SIW and EVW (27.2% vs. 10.8% and 5.6%, respectively,
p=0.028). We did not observe any difference in the rates of FA, atopy, levels of serum total
IgE, peripheral blood eosinophil and neutrophil counts (Table I1).

At T1, clinical characteristics of exacerbations, including seasonal repartition, PRAM
severity score and length of oxygen need were comparable within MTW, SIW and EVW (not

shown).
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3- Biologic characteristics at exacerbation and steady state according to
phenotypes

There was no significant difference in the identification of viruses between phenotypes
(Supp Table 1I). Sputum characteristics were similar, with the exception of higher levels of
epithelial cells in sputum from MTW compared with SIW and EVW [4.5% (1.5; 12.0) versus
2.0 (1.0; 6.0) and 3.5 (2.0; 10.0), respectively, p=0.042] (Table I11).

Compared with EVW, children with MTW and SIW displayed significantly lower
plasma cytokine concentrations of IFN-y (p=0.002) and IL-5 (p=0.020) and lower levels of
IFN-y (p=0.047) in sputum (Table 1V), but no difference in IL-4, IL-13, and alarmins plasma
and sputum concentrations. They also presented with lower blood concentrations of TNF-a
(p=0.038), IL-10 (p=0.002), IFN-p (p=0.036) and CXCL10 (p=0.006). There was no difference
regarding levels of Th17 cytokines.

At T2, there was no difference in virus identification between the three groups (Supp
Table I1). Regarding immune profiling, MTW and SIW displayed significantly lower plasma
levels of IFN-y than EVW (p=0.045) and MTW displayed lower plasma levels of CXCL10
than the two others (p=0.013) (Table V). Levels of Th2 cytokines, alarmins, Th17 cytokines,

pro- and anti-inflammatory cytokines, type I and 111 IFNs were comparable.

133



Discussion

The VIRASTHMA-2 cohort enrolled a large population of preschool asthmatic children
at the time of a severe exacerbation. Their characteristics highlight the early burden of asthma,
especially the unmet needs in maintenance treatment and prevention of exacerbations
(4,5,16,17). They were frequently atopic, exposed to mold and cigarette smoke and prone to
exacerbations. At inclusion, at least one virus was isolated in 94%, RV in 75%, with no
difference between phenotypes. Children with MTW and SIW phenotypes displayed lower
plasma concentrations of IFN-y, IL-5, TNF-qa, IL-10, IFN-p and CXCL10, and lower levels of
IFN-y in sputum at exacerbation than children with EVW. At T2, they also displayed lower
plasma levels of IFN-y and for MTW, CXCL10.

In previous studies, early and multiple allergic sensitizations have not only been
associated with severity but also with persistent asthma and long-term decline of lung function
(18,19). The impact of the environment has also been shown in numerous studies, especially
for CSE (20), molds (21), and pollution (22).

We observed higher rates of viral infections during exacerbations compared to relevant
studies in older children and adults (23).

Rhinoviruses were confirmed as the main triggers (8,15). Viruses were also detected at
steady state, as previously reported in both healthy and asthmatic children, with a higher
frequency in the latter (23,24).

Our primary objective was to assess the differences between MTW, SIW and EVW
phenotypes. They were similar in terms of most clinical and microbiological features, except
for atopic comorbidities. Atopic dermatitis was more frequent in EVW and SIW children
whereas rhinitis was more frequent in MTW, without differences in sensitizations. This could
be related to a particular sensitivity of the skin or the respiratory mucosa. The high levels of

epithelial cells in sputum from MTW may reflect epithelial damages in response to viruses
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and/or inflammation (25). Additional data are needed in order to assess interactions between
epithelial barriers, allergic diseases and asthma development. Airway, skin and intestinal
microbiota may also be key players, as recently reported in a study conducted in preschool
wheezers (26).

Regarding immune profiling, we observed that MTW and SIW displayed lower plasma
concentrations of IFN-y, IL-5, TNF-a, IL-10, IFN-B and CXCL10, and lower sputum levels of
IFN-y than EVW. These data suggest an overall defective response to viral infections in
children with MTW and SIW, who are those prone to frequent exacerbation, with lower
production of IFN-B and IFN-stimulated gene CXCL10, in response to viruses. Hence, levels
of other cellular and soluble factors, such as IFN-y, IL-5, TNF-a, were also lower in the most
severe patients (MTW and SIW), compared to the EVW group. We cannot exclude that this
reduced inflammatory response in the most severe patients may be influenced by concomitant
treatment with ICS, although we did not observe a significant difference regarding treatment
between phenotypes. We also observed lower circulating levels of I1L-10, which could reflect
an associated impairment of regulatory mechanisms. Previous studies, conducted in school-age
children and adults, have shown conflicting results regarding the response to virus infection in
asthmatic patients (2,8,27,28). In a study conducted in 72 school-aged children with allergic
asthma, we have also reported an impaired anti-viral response during severe exacerbation in a
subgroup of children prone to viral carriage at steady state and displaying modifications of
PRRs (7). Although we did not observe any difference in viruses at steady state in the present
study, we observed lower circulating levels of IFN-y in MTW and SIW and lower levels of
CXCL10in MTW, which might reflect an underlying defect of virus sensors’ expression and/or
function at baseline. Other studies have suggested differential baseline levels of airway
cytokines, including IL-4, IL-13 and CXCL10 in patients with severe asthma compared with

non-severe asthma (29). Children prone to exacerbation despite ICS maintenance
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treatment constitute a distinct phenotype, that may be associated with altered inflammatory and
anti-viral response, alongside allergic sensitization and underlying airway inflammation (30).
New treatment strategies targeting this distinct phenotype are urgently needed.

There are some limitations to our study. We selected a population of children on the
occurrence of a severe exacerbation, leading to hospitalization, thus not representative of all
preschool children with recurrent wheeze / asthma. We defined clinical phenotypes: EVW,
MTW and SIW, which have been questioned in the past years (31), although these definitions
remained in use in recent studies on preschool asthma (26). Persistence of phenotypes over
time is another issue that we will address with data obtained after long-term follow-up and the
analysis of the clinical and functional trajectories in the upcoming years. Due to its design as a
study conducted in real-life practice, we did not include healthy controls. However, we
included EVW patients with a milder phenotype. Another bias could be related to the sampling
in some children with pre-existing maintenance treatment, and after initiation of systemic
corticosteroids. All the samples were collected within 48 hours from the start of systemic
corticosteroids and the enrolled children received the same treatment modalities at
exacerbation. Finally, due to its exploratory design, no formal sample size calculation was
conducted. Therefore, we cannot exclude that some differences between the phenotypes could
be overlooked due to a lack of adequate statistical power. Although we included a limited
number of patients compared with studies conducted in adults and older children, it remains
one of the most important cohort of preschool children assessed during an acute exacerbation
and at steady state, with limited number of lost to follow-up and missing data. Another strength
of our study is its prospective and multi-center design. We also confirmed that sputum
collection is feasible in preschool children (14).

In conclusion, our study not only highlights the burden of asthma in preschoolers, but also

show that severe cases, who are prone to exacerbation may display impaired inflammatory and
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anti-viral response at exacerbation. Further studies assessing preschool wheeze/asthma
heterogeneity through various endotypes are urgently needed in order to anticipate the future

morbidity risk and hence develop new treatment strategies.
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highlights the burden of exacerbations in early asthma. Among them, those prone to
exacerbation, multiple-trigger wheezers and severe intermittent wheezers, display lower levels

of cytokines and anti-viral responses during exacerbation.

Figures legends
Figure 1: Flow chart of the population
T1: Time 1 (at exacerbation); T2: Time 2 (at steady state); EVW: Episodic-viral

wheeze; SIW: Severe intermittent wheeze; EVW: Non-severe intermittent wheeze; MTW:
Multiple-trigger wheeze.
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Tables

TABLE I: Demographic and environmental data

Total population MTW+ SIWz EVWE Global
n=147 n=92 n=37 n=18 p-value

Personal history:

Birth weight (in g) 3300 (3020; 3650) 3200 (2980; 3590) 3430 (3130; 3700) 3453 (3200; 3780) 0.083
Mother smoke during pregnancy 32 (21.8) 21 (22.8) 7 (18.9) 4 (22.2) 0.89
Breastfeeding 88 (59.9) 54 (58.7) 23 (62.2) 11 (61.1) 0.93

Parental employment and education:

Father employed 127 (87.6) (n’'=145) 75 (83.3) (n'=90) 34 (91.9) 18 (100.0) 0.10
Mother employed 94 (64.4) (n'=146) 56 (60.9) (n'=92) 27 (75.0) (n'=36) 11 (61.1) 0.31
Father completed higher education 65 (52.4) (n'=124) 34 (45.3) (n’=75) 21 (67.7) (n’=31) 10 (55.6) 0.11
Mother completed higher education 80 (61.1) (n'=131) 45 (55.6) (n’'=81) 26 (76.5) (n'=34) 9 (56.3) (n’=16) 0.10

Values are reported as frequency (percentage) or median (interquartile range). Comparisons between the three groups (MTW, SIW and EVW) were conducted using Chi-square test for categorical
variables or Kruskall-Wallis test for continuous variables. a identify the significant pairwise post-hoc comparisons after Bonferroni's correction.
TMTW: Multiple-trigger wheeze; $SIW: Severe intermittent wheeze; SEVW: non severe intermittent wheeze; 1BMI: Body Mass Index.
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TABLE Il: Asthma history and associated allergic disorders

Total population MTW+ SIW; EVWE Global
n=147 n=92 n=37 n=18 p-value

Asthma history:

Age at first wheeze (in months) 9.0 (4.0; 25.0) 9.0 (4.5; 23.5) 10.0 (6.0; 27.0) 8.0 (4.0; 25.0) 0.51
Number of exacerbations in the previous 12 months 2.0 (1.0; 4.0) 3.0(1.0;4.5)° 2.0(1.0;4.0)¢ 0.0 (0.0;0.0)b¢ <0.001
> 2 courses of oral steroids in the previous 12 months 103 (70.1) 66 (71.7)P 37 (100.0) 2¢ 0 (0.0)be <0.001

Controller therapy with 1CS++ before inclusion 48 (32.7) 35 (38.0) 11 (29.7) 2(11.1) 0.076
Doses of ICS++ (ug/day fluticasone) 200 (200.0; 200.0) 200 (200.0; 200.0) 200 (200.0; 200.0) 725.0 (200.0; 1250) NA++

Atopy11 65 (47.1) (n'=138) 39 (44.3) (n'=88) 15 (44.1) (n'=34) 11 (68.8) (n'=16) 0.18

Sensitization to airborne allergens 64 (46.4) (n'=138) 39 (44.3) (n’'=88) 15 (44.1) (n'=34) 10 (62.5) (n’=16) 0.39

Sensitization to food allergens 14 (10.1) (n’=138) 8 (9.1) (n'=88) 3(8.8) (n'=34) 3(18.8) (n’=16) 0.53

Poly-sensitization 32 (23.2) (n’=138) 18 (20.5) (n'=88) 8(23.5) (n'=34) 6 (37.5) (n'=16) 0.33

Serum total IgE levels (kuia/l) 54.0 (13.9; 179.0) 64.2 (14.2; 172.0) 40.2 (13.5; 179.0) 68.5 (14.1; 319.5) 0.63
(n'=125) (n'=78) (n'=31) (n'=16)

Values are reported as frequency (percentage) or median (interquartile range). Comparisons between the three groups (MTW, SIW and EVW) were conducted using Chi-square test for categorical
variables or Kruskall-Wallis test for continuous variables. a, b, ¢ identify the significant pairwise post-hoc comparisons after Bonferroni's correction.

TMTW: Multiple-trigger wheeze; $SIW: Severe intermittent wheeze; 8EVW: non severe intermittent wheeze; JGINA: Global Initiative for Asthma; +I1CS: Inhaled corticosteroids; 8SCORAD:
Scoring Atopic Dermatitis severity score; [TAtopy: at least one positive skin prick test (diameter > to 3 mm) and/or specific IgE antibodies (> 0.35 kuia/l); NAt++: not available (n<8)
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TABLE IV: Inflammatory and immune profile in blood and sputum at exacerbation (T1)

Total population MTW+ SIW; EVW§ Global
n=147 n=92 n=37 n=18 p-value

Sputum n'=105 n=65 n=26 n=14

IFN-y 7.7 (0.6; 31.0) 3.0 (0.0; 28.0) 10.2 (1.3; 24.9) 21.6 (12.2; 37.5) 0.047
IL-4 7.5(3.7; 30.2) 2.5(0.0;8.7) 3.2(1.1;8.3) 3.5(2.2;8.3) 0.72
IL-5 11.4 (4.4;21.9) 11.4 (3.7; 21.8) 15.6 (7.4; 26.6) 10.8 (5.3; 23.9) 0.60
IL-13 4.1(2.8;6.9) 3.4 (1.4;5.7) 4.6 (35;7.9) 3.9(3.3;6.2) 0.12
IL-33 4.2 (0.0; 17.6) 4.3 (0.0; 17.6) 4.1 (0.0; 17.6) 0.7 (0.0; 17.7) 0.99
TSLP 11.6 (6.1; 18.1) 12.0 (6.6; 18.1) 9.0 (6.0; 20.4) 6.1 (4.3; 15.6) 0.35
IL-17 2.7(0.2; 8.3) 5.4 (3.3; 32.8) 8.1(5.1;18.4) 13.8 (8.8; 26.9) 0.27
IL-22 69.3 (38.3; 137.4) 64.2 (36.9; 137.7) 88.0 (38.3; 176.7) 65.6 (42.1; 99.8) 0.79
TNF-a 13.3(7.2; 24.8) 13.7 (6.1; 25.0) 13.5(7.2; 30.5) 10.8 (7.2; 18.9) 0.61
IL-6 92.8(34.7;214.2) 104.6 (38.8; 227.8) 98.6 (24.7; 321.1) 41.3 (15.8; 164.8) 0.41
CXCL8 525.1 (395.3; 729.0) 515.7 (414.3; 680.0) 601.3 (402.4; 776.8) 515.9 (325.9; 1029) 0.85
IL-10 0.0 (0.0;0.8) 0.0 (0.0; 0.5) 0.3(0.0;1.1) 0.2 (0.0; 0.8) 0.34
IFN-B 0.0 (0.0; 4.5) 0.0 (0.0;1.4) 0.0 (0.0;5.7) 3.5(0.0;5.2) 0.061
IL-29 95.7 (46.7; 174.9) 95.7 (44.9; 179.9) 91.6 (46.7; 236.2) 102.8 (72.4; 136.0) 0.81
CXCL10 820.0 (293.7; 2657) 816.4 (293.7; 2312) 627.0 (188.7; 2789) 1815 (722.2; 2810) 0.25

All concentrations were measured by multiplex assays (Luminex®, ThermoFisher Scientific) and expressed in pg/ml.

Values are reported as median (interquartile range). Comparisons between the three groups (MTW, SIW and EVW) were conducted using Kruskall-Wallis test. a, b, c identify the significant
pairwise post-hoc comparisons after Bonferroni's correction. tMTW: Multiple-trigger wheeze; $SIW: Severe intermittent wheeze; SEVW: Non-severe intermittent wheeze; IFN: Interferon; IL:
Interleukin; TSLP: Thymic stromal lymphopoietin; CXCL: C-X-C motif chemokine ligand.
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TABLE V: Inflammatory and immune profile in blood at steady state (T2)

Total population MTW+ SIWi EVW§ Global
n=147 n=92 n=37 n=18 -value

All concentrations were measured by multiplex assays (Luminex®, ThermoFisher Scientific) and expressed in pg/ml.
Values are reported as median (interquartile range). Comparisons between the three groups (MTW, SIW and EVW) were conducted using Kruskall-Wallis test. a, b, c identify the significant
pairwise post-hoc comparisons after Bonferroni's correction.

+MTW: Multiple-trigger wheeze; $SIW: Severe intermittent wheeze; 8EVW: Non-severe intermittent wheeze;

IFN: Interferon; IL: Interleukin; TSLP: Thymic stromal lymphopoietin; CXCL: C-X-C motif chemokine ligand.
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Figure 1: Flow chart of the population
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Severe preschool asthmatics have altered cytokine and anti-viral responses during
exacerbation — Supporting information

Appendix S1

1. Study population

We initiated a multicenter, prospective, observational cohort study in eight pediatric hospital
centers in the Hauts-de-France region, France, between 2015 and 2018. We enrolled preschool
children aged 1 to 5 years, with a medical diagnosis of asthma, according to the
recommendations, i-e¢ with at least 3 episodes of wheezing since birth or with symptoms of
asthma between episodes (1.9), during hospitalization for a severe exacerbation (requiring a
course of general steroids). Inclusions and sampling were performed within 48 hours afier
admission and initiation of general corticosteroids. Non-inclusion criteria were: children with
a history of chronic disease other than asthma, a history of preterm birth (< 36 weeks of
amenorrhea).

The study was approved by the ethics committee (CPP Nord-Ouest 1V) and registered at
ClinicalTrial.gov (NCT: 03960359). Written informed consent was obtained from

parents/caregivers.

Study design

The study design of the VIRASTHMA-2 study is shown in Suppl Table 1. Patients’ data were
collected at exacerbation (T1) and at steady state at least 8 weeks afier the exacerbation (T2).
Blood samples to study immune profiling and virus identification were performed at both T1
and T2. Sputum samples were only collected at T1 to assess immune profiling and bacterial
identification. Patients will then be followed up until the age of 7. A sub-population of patients
in Lille University Hospital Center will be followed-up until the age of 17, with an intermediate

assessment at 12.
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2. Definitions

3.1. Phenotypes
Three groups of children were defined, according to previous recommendations: Episodic-
Viral Wheeze (EVW): wheezing during discrete time periods (exacerbations), <l severe
exacerbation over the last 12 months, absence of symptoms between exacerbations: Severe
Intermittent Wheeze (SIW): > 2 severe exacerbations over the last 12 months: and Multiple-
trigger wheeze (MTW): wheezing during exacerbations but also symptoms (cough, exercise-
induced symptoms,...) between these periods (3.4). Phenotype was defined after 2 months of
follow-up, at T2 and reviewed with the principal investigator of the study, based on parental
report of symptoms after the parents / caregivers had received education on chronic symptoms.
Phenotype was then applied retrospectively at T1. If the child was lost to follow-up and not

assessed at T2, phenotype was defined according to parental reports of symptoms at T1.

3.2. History and anamnestic data
ALTI, history and anamnestic data included: demographics and anthropometrics, environment,
family history, associated disorders, features of the exacerbation.
- Anthropometry:
Body mass index (BMI) Z-score were generated using French growth data by Rolland-Cachera.
- Environment
Questionnaires were performed to assess inborn and outborn exposure, based on the declaration
of the parents: cigarette smoke exposure (CSE), visible mold/moisture exposure, pet
ownership. urban living.

- Associated atopic disorders
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History of atopic dermatitis (AD) was noted. In case of current AD, its severity was assessed
with SCORAD: Scoring Atopic Dermatitis severity score (10). Allergic rhinoconjunctivitis
(AR) was retained in case of one or more chronic symptoms including sneezing, itching, nasal
congestion and rhinorrhea (11). Food allergy (FA) was retained if a patient presented with
history of clinical manifestations of immediate hypersensitivity (skin, respiratory, circulatory

or digestive) following ingestion of food(12).

3.3. Asthma history and control
Past history of asthma exacerbations and age at first wheeze were recorded. We assessed:
current asthma medication, including inhaled corticosteroids (ICS) in pg/day fluticasone or
equivalent, presence of chronic symptoms, number of severe exacerbations in the past 12
months (requiring a course > 3 days of systemic steroids), day-to-day asthma control based on
symptoms (breath, cough, breathlessness. impact on activity and social behavior) and classified
according to the GINA (Global Initiative for Asthma) criteria: well-controlled. partly
controlled, uncontrolled (1). Features of the exacerbation were noted, including severity,
assessed using the PRAM (Preschool Respiratory Assessment Measure) score at admission in
the emergency room (before treatment), to distinguish mild asthma (score of 0-3), moderate
asthma (score of 4-7) or severe asthma (score of 8-12) (13). Length of stay and oxygen need
were also recorded (in days).

3.4. Atopy
For each patient, full allergy diagnosis work-up was performed at T2: skin prick tests (SPT)
with a panel of airborne allergens (house dust mite, cat and dog dander, birch and grass pollens,
Alternaria, other allergen depending on the environment, ALK Abello) and food allergens
(cow’s milk, egg. other allergens in cases of suspicion of FA, ALK Abello), allergen specific

IgE antibodies in blood. Atopy was diagnosed if at least one SPT result was positive (diameter

152



75

76

77

78

79

80

81

82

83

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

> 3 mm) and/or at least one specific IgE was positive (= 0.35 kUA/I). Serum total IgE levels
(kUI/1), peripheral blood eosinophil counts (cells/'mm?), measured at T2, were also recorded.
In a sub-population of patients (in Lille University Hospital center) ImmunoCAP™ [SAC

(ThermoFischer Scientific) were also performed (data not shown).

3. Blood and sputum collection for immune profiling
Sputum and blood samples were collected within the first 2 days of exacerbation. Spontancous
or induced sputum samples (after nebulization of isotonic saline solution) were collected
during a physiotherapy session. Biological samples were quickly routed to the laboratory and
processed within 4 hours. After processing (as follows), all resulting samples (plasma. RNAs,
cultures supernatants) were stored and frozen at -80°C for later use.
Plasma processing
Plasma from blood samples were used to measure cytokine concentrations. Peripheral Blood
mononuclear cells (PBMC) were also extracted and isolated using a Ficoll-Paque density
gradient (7). After washings and resuspension, cells were used for cell cultures (24 hours),
immediate phenotypic characterization by flow cytometry and RNA extractions (data not
shown).
Sputum processing
Spontaneous or induced sputum samples (after nebulization of isotonic saline serum) were
collected during a physiotherapy session (14). Plugs were isolated from the sputum, weighted
and processed. They were diluted with sputolysin (VWR) and then, sputum fluids and cells
were separated by centrifugation. The cell pellets were used for differential cell counts
analyzed on cytospins, phenotypic characterization by flow cytometry and RNA extractions
(data not shown) and the supematants for cytokine measurements.

Cytokine measurements
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All concentrations were measured by customized multiplex assays (Luminex®, ThermoFisher
Scientific) in plasma and supernatants and expressed in pg/ml. Cytokines known as being
involved in the immune reaction in acute asthma and in the anti-viral response were selected,
based on previous relevant studies in our laboratory and in the literature (7.8,15). Levels of
Thl cytokines [IFN-y], Th2 cytokines [IL-4, IL-5, IL-13], alarmins [IL-33, TSLP], Th17
cytokines [IL-17. IL-22], pro-inflammatory cytokines [IL-1[, Tumor necrosis factor (TNF)-a,
IL-6, C-X-C motif chemokine ligand (CXCLS)], anti-inflammatory cytokines [IL-10], anti-
viral response including type I interferons [IFN-f3], type III interferons [IL-29], and Interferon-
stimulated genes [CXCL10], chemokines (CCLS, CCL20] in plasma, sputum fluids and
supernatants from cultures of PBMC were assessed. Levels of IL-1f, CCLS, CCL20 in plasma
and sputum fluids as well as levels of all cytokines in supernatants from cultures of PBMC are

not shown.

4.2 Virus identification

Nasal swab secretions were performed for each patient at T1 and at T2 using a flocked swab
and specialized culture medium (Labelians, UTMIMLN™),

Samples were frozen (—80 °C) before RNA extraction. As previously described, nucleic acids
were extracted from 200 pL of each specimen using the Magtration System 12GC with the
MagDEA® Viral DNA/RNA 200 (GC) kit (Precision System Science Co., Ltd.: Japan) (7).
Commercially available multiplex reverse transcription—polymerase chain reaction (RT-PCR)
assays were used to screen for a panel of respiratory viral pathogens including influenza virus
A and B, respiratory syncytial virus (RSV) A and B, human adenovirus (HAdV), human
metapneumovirus, coronaviruses 229E, NL63 and OC43, parainfluenzavirus 1-4, rhinovirus

(RV) A/B/C, human enterovirus, and bocavirus 1-4. From the beginning of the study to
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February 8th, 2016 the Anyplex II RV16 Detection Kit (Seegene, Seoul, Korea) was used.

Thereafter, Allplex Respiratory Panel 1, 2 and 3 (Seegene, Seoul, Korea) was used.

4. Data analysis
Categorical variables were reported as numbers (percentages) and continuous variables as
median [interquartile range (IQR)]. Normality was assessed graphically and using the Shapiro-
Wilk test. Comparisons between the three groups (MTW, SIW and NSIW) were conducted
using Chi-square for categorical variables or Kruskall-Wallis test for continuous variables.
Post-hoc pairwise comparisons were performed using the Chi-square test for categorical
variables or the Dunn test for continuous variables, applying the Bonferroni correction to adjust
for multiple comparisons. All statistical tests were performed at the two-tailed « level of 0.05

using SAS software, release 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).
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Supplemental Figure 1:
Levels of Thl cytokines, Th2 cytokines and alarmins, Th17 cytokines, pro- and anti-
inflammatory cytokines, anti-viral response in plasma (upper panel, n=137) and sputum
fluids (lower panel, n=105) at exacerbation.

IFN: Interferon: IL: Interleukine: TNF-a: Tumor necrosis factor alpha: Thymic stromal lymphopoietin; CXCL:
C-X-C motif chemokine ligand: Pro / anti inf: pro and anti-inflammatory cytokines.
All concentrations were measured by multiplex assays (Luminex®, ThermoFisher Scientific) and expressed in

pg/ml
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lll. Relation entre les paramétres immunologiques au moment d’une
exacerbation sévere chez des enfants suivis pour un asthme allergique et les
paramétres de contrdle de I'asthme a un an d’évolution

Chez 72 enfants d'age scolaire avec un asthme allergique (VIRASTHMA 1), inclus
entre 2008 et 2012, nous avions précédemment rapporté des altérations de la réponse
antivirale au cours d'une exacerbation sévéere, le plus souvent viro-induite (62%) (211,234).
Cette réponse défectueuse était plus prononcée dans un groupe de patients avec une
inflammation neutrophilique et sujets a une réinfection virale a I'état stable.

Au cours de ma thése d’'université, jai participé a I'analyse des données d’évolution
de la cohorte. L'objectif de cette étude, menée pendant ma thése d’université, publiée en tant
gue lettre de recherche dans la revue Clinical and Experimental Allergy, était d'explorer la
relation entre la réponse inflammatoire et antivirale au moment de l'inclusion et le contrdle de
I'asthme au cours de I'année qui a suivie.

A 1 an de suivi, 40 patients (65%) ont été classés comme "bons répondeurs" ou
"répondeurs partiels" : < 1 exacerbation sévére, contrdle partiel / total (GINA), et 22 patients
(35%) comme "mauvais répondeurs” : = 2 exacerbations séveres et/ou asthme non contrélé.

Lors de I'exacerbation, la présence de virus était moins fréquemment détectée chez
les mauvais répondeurs [10 (45%) contre 30 (75%) ; p=0,020], les compositions cellulaires
dans les expectorations, en particulier le nombre d'éosinophiles, n'étaient pas
significativement différentes entre les deux groupes. Les taux sanguins et dans I'expectoration
induite d'IL-1B, IL-5, IL-6, IL-22, IL-29, IFN-y, IFN-B et CCL5 n'étaient pas différents entre les
mauvais répondeurs et les autres. A I'état stable, des valeurs plus faibles de VEMS pré-p2,
VEMS / CVF pré et post-f2 ont été notés chez les mauvais répondeurs. Le pourcentage
d'éosinophiles dans les expectorations et la présence de virus n'étaient pas différents entre
les groupes, mais les taux sanguins d'lL-22 étaient plus élevés chez les mauvais répondeurs.

En conclusion, nous n'avons pas observé de relation entre le profil cytokinique dans le
sang et les expectorations au moment de I'exacerbation et le risque de mauvais contrble de
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l'asthme et / ou d‘exacerbations dans I'année suivante. Nous avons observé des taux plus
élevés d'IL-22 a 'état stable chez les mauvais répondeurs, ce qui pourrait refléter un degré

plus élevé de remodelage des voies respiratoires.
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To the Editor,

Despite improvement in asthma maintenance treatment, exacerbations remain
important issues. They are markers of severe asthma but can also occur in mild asthma (1).
Viruses, and mainly Rhinoviruses (RVs), are the main triggers and they may interact with
immunoinflammatory pathways related to responses to aeroallergens in atopic patients (2,3).
Some studies have suggested that these episodes could be related to an alteration of innate
immune defenses and particularly a defective production of type I and 11 interferons (IFN) (4).
Most of them were ex-vivo studies, consisting of the inoculation of different viral strains on
cultures of bronchial epithelial cells extracted and cultured from various asthma patients, with
various ranges of ages, disease severity and atopy background (5,6). In 72 school-aged children
with allergic asthma, we previously reported an impaired anti-viral response during severe
exacerbation, mostly triggered by a virus (62%), analyzing levels of cytokines in supernatants
from sputum and plasmas and pattern recognition receptors (PRR) expression/function on
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (7). This defective response was more
pronounced in a subgroup of patients prone to viral re-infection at steady state. These
preliminary findings need to be confirmed by other studies assessing the global immune
response to viruses and further determining the characteristics and age ranges of patients who
may have an impaired response (8). Long term consequences are also to be determined and to
our knowledge, no study has assessed yet the relationship between inflammatory and antiviral
response during severe exacerbations and future asthma outcomes.

The aim of this study was to explore this relationship in the first year following severe
exacerbation in our previously cited cohort of school-aged children (7). We also compared
asthma characteristics recorded at baseline and asthma outcomes at one year.

Full description of the population, methods and immune parameters has been previously

published (2, 7). Briefly, school-aged (6-16 years) children with atopic asthma were included
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during severe exacerbation (exacerbation), defined by the need for hospitalization and a course
of systemic corticosteroids (prednisolone, methylprednisolone), then assessed 8 weeks later
(steady state: absence of ongoing exacerbation and course of general steroids) and every 4 to 6
months, including a visit at one year (one year), according to the guidelines. Following the
exacerbation, maintenance treatment was prescribed or adjusted according to the guidelines.
Adherence and inhaler technique were assessed at each visit. Control was rated and classified
into the following categories: well-controlled, partly-controlled or uncontrolled, according to
the Global Initiative for Asthma (GINA) guidelines and Asthma control tests (ACTSs) / pediatric
ACTs (< 12 years) (well controlled asthma if score > 20) (8). During follow-up, severe
exacerbations, defined by the need for systemic corticosteroids and/or hospitalization, were
recorded. Lung function tests were performed at steady state and one-year visits, according to
European Respiratory Society (ERS) / American thoracic Society (ATS) recommendations.

As previously described, during exacerbation (within 48 hours following the hospitalization
and initiation of general corticosteroids) and at steady state, plasma samples, nasal secretions
and spontaneous or induced sputum were collected (7). Virus identification was performed
using a commercially available multiplex reverse transcription—polymerase chain reaction
(RT-PCR). Levels of Interleukin (IL) IL-5, IL-22, C-C motif chemokine ligand (CCL) CCL5
(R&D Systems, Abingdon, UK), IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-17A, 1L-23, IL-29 (Procartaplex,
eBiosciences, San Diego, CA) and IFN-B (Elabsciences Biot., Wuhan, China) in plasma and
sputum fluids were measured by ELISA. To analyze the activation and the expression of PRR:
Toll-like receptor 3 (TLR3), Melanoma Differentiation-Associated protein 5 (MDAS5) and
Retinoic acid-inducible gene | (RIG-I) within blood dendritic cells (DCs) and monocytes,
PBMC were incubated with isotype-matched control antibodies for lymphocytes and

granulocytes, DCs and monocytes. The expression of TLR3, MDAS5 and RIG-I (Santa-Cruz
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Biotechnology, Dallas, TX) was estimated after intracellular indirect staining and analyzed by
flow cytometry.

At one-year visit, patients were classified into three groups according to asthma outcomes: 1.
Good responders: no exacerbation during follow-up and well controlled asthma according to
GINA guidelines; 2. Partial responders: no more than one severe exacerbation during follow-
up and/or partly controlled asthma; 3. Poor responders: > 2 severe exacerbations during follow-
up and/or uncontrolled asthma.

Qualitative variables were reported as the number or the percentage and continuous variables
as median [interquartile range (IQR)]. Normality was assessed graphically and via the Shapiro-
Wilk test. Poor responders were compared to the others (partial and good responders) by using
the chi-square test or Fisher’s exact test for qualitative variables and by using Mann-Whitney
test for continuous variables. All statistical tests were done at the two-tailed o level of 0.05
using SAS software, release 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).

This study was approved by the regional investigational review board (Comité de Protection
des Personnes Nord Ouest, ref.: 08/07) and parental written informed consents were obtained.
Full characteristics of the population are reported in table 1. Among the 72 patients [median
age =8.7 years (IQR, 7.6 ; 11.4)] included at exacerbation, 62 (86%) were followed-up and
assessed at one-year visit. More than one severe exacerbation was reported in 22 (36%), and
more than two in 11(18%). At one-year visit, asthma was partially controlled in 27 (44%) and
uncontrolled in 13 (21%), ACT scores were < 20 in 14 (23%). Omalizumab was prescribed
during the initial exacerbation (inclusion) for one patient who was classified as “partial
responder” at one-year visit. It was initiated in eight patients (15%) during the year of follow-
up because of > 2 severe exacerbations and/or uncontrolled asthma despite high doses of

maintenance treatment. These patients were classified accordingly as “poor responders”.
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Finally, 40 patients were classified as “good responders” [16 (26%)] or “partial responders”
[24, (39%)] and 22 as “poor responders” (35%) at one-year Visit.

At baseline, allergic comorbidities were not significantly different between poor responders
and the others. In poor responders, maintenance treatment at inclusion was more frequently
recorded (64% versus 38%; p=0.048) and duration of initial hospitalization was significantly
higher. At exacerbation, presence of virus was less frequently detected in poor responders [10
(45%) versus 30 (75%); p=0.020], levels of sputum cells, especially eosinophil counts, were
not significantly different between the two groups. Regarding immune and inflammatory
response, blood and sputum levels of IL-1p, IL-5, IL-6, IL-22, IL-29, IFN-Y, IFN-B, and CCL5
were not significantly different between poor responders and the others (table 2). Of note, IL-
17A and IL-23 were undetectable in about 70% of patients. Expression of TLR3 and RIG-I on
blood myeloid and plasmacytoid DCs were similar.

At steady state, lower levels of pre B2 Forced Expiratory Volume in the first second (FEV1),
lower levels of pre and post 2 FEV1/ Forced Vital Capacity (FVC) were recorded in poor
responders (table 1). Cell numbers, eosinophil percentages in sputum and presence of virus
were not significantly different between the groups. Regarding inflammatory response, blood
levels of IL-22 were significantly higher in poor responders (table 2). We observed no
difference in other plasma and sputum parameters, including expression of PRRs on DCs.

In the present work, we reported that the occurrence of a hospitalization for a severe
exacerbation in allergic asthmatic children was associated in one quarter with a subsequent
poor response to maintenance treatment during the following year, highlighting the importance
of such an event in asthma history. These children may display the features of a difficult,
resistant to treatment asthma, conducting in 8/22 (36%) of them to omalizumab initiation. We
also observed that control and lung function evaluated 8 weeks after an asthma exacerbation

might be predictive of future asthma outcomes.
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Poor control and history of exacerbation are known risk factors of future exacerbation (9).
Fielding et al have recently confirmed the link between altered lung function and poor asthma
control and risk of exacerbation (10). Thus, improving the identification of patients at risk of
exacerbations, remains an urgent unmet need in childhood asthma (11).

To our knowledge, this study is the first to report on the lack of relationship between cytokine
profiles in blood and sputum as well as PRR expression in blood DCs at exacerbation and
asthma outcomes in the following year. There was no difference between good/partial
responders to maintenance treatment and poor responders at one-year, neither in cell
characteristics nor in levels of cytokines in both blood and sputum. Similarly, Jackson et al
reported no difference in levels of Thl, Th2 and pro-inflammatory cytokines in the
bronchoalveolar lavages (BAL) collected during RV16-induced exacerbations in 28 volunteer
adult asthmatic patients classified according to asthma control, although uncontrolled patients
presented higher virus loads in both nasal fluids and BAL (12). Considering small sample size,
particularly for uncontrolled patients, they could not draw mechanistic conclusions. Of note,
we observed higher blood levels of IL-22 at steady state in poor responders. Interleukin-22 is
known to promote inappropriate lung tissue remodeling and epithelium activation. Thus, we
could hypothesize that these patients might develop a more intense airway remodeling
following exacerbation, as reported in severe asthmatic children (13). Further studies need to
describe the characteristics of tissue remodeling in uncontrolled asthmatic children and might
benefit from measuring other immunologic parameters, including levels of alarmins (IL-25,
IL-33, TSLP), which play a decisive role in the development of Th2 responses in the airway
(9).

There are some limitations to our study, including small size and heterogeneity of the
population, assessment of adherence based on parental/patients oral reports, dosage of a limited

and preselected panel of cytokines. Another bias could be the collection of samples at
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exacerbation after the initiation of systemic corticosteroids. However, this study was conducted
in real-life practice and patients were naturally infected by viruses.

In conclusion, we did not observe any relationship between profile of preselected
cytokines in blood and sputum at exacerbation and future risk of poor asthma control and/or
recurrence of exacerbations at one-year in a cohort of allergic asthmatic children. Notably, we
observed higher levels of IL-22 at steady state in poor responders, possibly reflecting a higher
degree of airway remodeling. Improving our understanding of the pathophysiological
mechanisms leading to asthma outcomes following a severe exacerbation is urgently needed in

order to improve treatment strategy, especially in severe asthmatic patients.
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TABLE 1: Population characteristics according to one-year outcomes

Total population Good and partial Poor responders p*
n=62 responders (n = 40) (n =22)
Characteristics at baseline
Age (years) 8.7 (7.6; 11.4) 8.7 (7.6; 10.4) 9.5 (7.6; 12.6) 0.19
Male 44 (71.0) 29 (72.5) 15 (68.2) 0.72
Age at asthma diagnosis 2.0 (1.0;5.7) 1.5(1.0;5.0) 2.0 (0.5; 6.0) 0.99
Allergic rhinitis 42 (67.7) 26 (65.0) 16 (72.7) 0.53
Food allergy 10 (16.1) 8 (20.0) 2(9.1) 0.47
Atopic Dermatitis 26 (41.9) 15 (37.5) 11 (50.0) 0.34
>2 severe exacerbations in the past year 25 (40.3) 14 (35.0) 11 (50.0) 0.25
Maintenance treatment: 29 (46.7) 15 (37.5) 14 (63.6) 0.048
ICS dose (fluticasone eq, pg/day) 400 (250; 500) 400 (250; 500) 500 (250;1000) 0.37
LABA 24/28 (85.7)** 13/15 (86.7) 11/13 (84.6)** NA
Exacerbation
Duration of hospitalization (days) 4.0 (3.0;5.5) 4.0 (3.0;5.0) 5.0 (3.5; 6.0) 0.046
Duration of oxygen therapy (days) 2.5(1.0;4.5) 2.5(1.0;4.0) 3.0(2.0;5.0) 0.35
Virus: 40 (64.5) 30 (75.0) 10 (45.5) 0.020
Rhinovirus 33 (53.2) 26 (65.0) 7(31.8) 0.012
Number of cells in sputum (n x 103/mg): 6.3 (3.4; 20.0) 5.9 (3.5; 16.9) 10.3 (2.5; 23.4) 0.76
Neutrophils 56.5 (39.0; 70.0) 68.0 (45.5; 71.0) 475 (32.5; 68.5) 0.25
Eosinophils 2.5(1.0; 8.0 2.5(1.5; 10.0) 2.0(1.0;4.3) 0.26
Steady state
Maintenance treatment:
ICS dose (fluticasone eq, pg/day) 400 (200; 500) 250 (200; 500) 500 (250; 1000) 0.021
LABA 50 (80.6) 31 (77.5) 19 (86.4) 0.51
Asthma control (GINA):
Well controlled 20 (32.2) 17 (42.5) 3(13.6) 0.006
Partly controlled 25 (40.3) 17 (42.5) 8 (36.4)
Uncontrolled 17 (27.4) 6 (15.0) 11 (50.0)
ACT score: 22.0 (20.0; 25.0) 23.0 (21.0; 25.0) 20.0 (17.0; 22.0) <0.001
ACT score < 20 14 (23.0) 4 (10.3) 10 (45.5) 0.002
Lung function:
Pre B2 agonist FEV1 (% of PV) 81.5 (75.0; 86.0) 83.0 (79.0; 88.0) 75.5(72.0; 84.0) 0.007
Post B2 agonist FEV1 (% of PV) 88.0 (82.0; 91.0) 89.0 (84.0; 92.0) 85.0 (78.0; 89.0) 0.020
FEV1/FVC pré B2 agonist (%) 96.5 (86.0; 108.0) 100.0 (92.0; 110.0) 88.0 (79.0; 99.0) 0.041
FEV1/FVC post 32 agonist (%) 109.0 (100.0; 115.0) 109.0 (102.0; 114.0) 108.5 (92.0; 119.5) 0.79
Virus: 21 (35.6) 14 (37.8) 7 (31.8) 0.64
Rhinovirus 9 (42.9) 6 (46.2) 3(37.5) 1.00
Number of cells in sputum (n x 103/mg): 4.0 (2.3; 14.6) 5.5(2.4; 19.6) 3.0(1.5;6.7) 0.17
Neutrophils 25.8 (18.5; 56.0) 26.0 (18.5; 57.5) 25.0 (21.5; 34.0) 0.53
Eosinophils 1.0(0.5;6.5) 1.0 (0.5;8.0) 1.0 (0.5;5.0) 0.67
One year follow up visit
Asthma control (GINA): <0.001
Well controlled 22 (35.5) 18 (45.0) 4(18.2)
Partially controlled 27 (43.5) 22 (55.0) 5(22.7)
Uncontrolled 13 (21.0) 0 13 (59.1)
> 1 severe exacerbation during the year 22 (35.5) 6 (15.0) 16 (72.7) <0.001
> 2 severe exacerbations during the year 11 (17.7) 0 11 (50.0) <0.001
ACT score: 23.0 (21.0; 25.0) 23.0 (21.0; 25.0) 21.5(17.0; 25.0) 0.052
ACT score < 20 9 (16.4) 1(2.9) 8 (40.0) <0.001
Lung function:
Pre B2 agonist FEV1 (% of PV) 82.0 (75.0; 85.0) 82.0 (78.0; 86.0) 77.5(70.5; 82.0) 0.035
Post B2 agonist FEV1 (% of PV) 87.0 (79.0; 90.0) 87.0 (81.0; 91.0) 85.0 (76.0; 89.0) 0.16
FEV1/FVC pré B2 agonist (%) 97.0 (85.0; 110.0) 99.0 (89.0; 110.0) 92.0 (80.0; 106.0) 0.15
FEV1/FVC post 2 agonist (%) 106.0 (96.0; 115.0) 107.0 (100.0; 115.0) 102.5 (94.0; 115.0) 0.35
Maintenance treatment
Doses of ICS (fluticasone eq pg/day) 500.0 (250.0; 500.0) 450.0 (225.0; 500.0) 750.0 (250.0; 1000.0) 0.026
LABA 51 (82.3) 31 (77.5) 20 (90.9) 0.30
Omalizumab 9 (14.5) 1(2.5) 8 (36.4) <0.001

Values are reported as frequency (percentage) for qualitative variables or median (interquartile range) for continuous variables. GINA: Global Initiative for
Asthma; ACT: Asthma control test; FEV1: Forced Expiratory Volume in the first second; FVC: Forced Vital Capacity; ICS: inhaled corticosteroids; LABA: Long-
acting Beta Agonists; NA: not applicable. *: good /partial responders were compared with poor responders; **: 1 missing data
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TABLE 2: Comparison of immune parameters according to one-year outcomes

Good and partial Poor
responders responders p
n =40 n =22

Exacerbation
Levels in plasma (pg/ml) n’=38 n'=22
IL-1B 2.0 (2.0; 36.0) 2.0 (1.0; 19.0) 0.35
IL-6 2.0 (1.0; 8.0) 10.0 (1.0; 25.0) 0.26
IL-5 32.0 (6.0; 92.0) 40.5 (8.0; 64.0) 0.59
IL-22 107.0 (29.5; 173.5) 104.0 (52.0; 161.0) 0.77
IFN-y 361.5 (113.0; 679.0) 385.5 (62.0; 1211) 0.98
IFN-B 41.0 (23.0; 99.0) 26.5 (20.5; 75.5) 0.36
IL-29 639.0 (404.0; 1160) 412.0 (213.0; 954.0) 0.27
CCL5 1193 (623.0; 2107) 1374 (872.0; 2212) 0.76
Expression of PRR on mDCs (MFI) n’=37 n'=20
TLR3 32.5(17.9; 63.9) 23.7 (22.0; 61.1) 0.32
RIG-I 59.5 (32.2; 85.9) 63.5 (36.9; 114.0) 0.67
Expression of PRR on pDCs (MFI) n'=37 n'=20
TLR3 36.5 (24.2; 62.1) 39.2 (21.3; 54.0) 0.98
RIG-I 59.5 (32.2; 85.9) 67.4 (30.9; 95.0) 0.50
Levels in sputum (pg/ml) n’'=28 n’'=17
IL-1B 49.0 (12.0; 102.0) 4.0 (2.0; 145.0) 0.23
IL-6 20.0 (2.0; 70.0) 21.0 (1.0; 84.0) 0.85
IL-5 50.0 (6.0; 215.0) 12.5(2.0; 112.0) 0.32
IL-22 93.0 (5.0; 271.0) 88.5 (5.0; 373.0) 0.92
IFN-y 2.0(1.0; 61.0) 7.5(2.0; 41.0) 0.56
IFN-B 5.0 (5.0; 19.0) 5.0 (5.0; 21.2) 0.66
IL-29 5.0 (5.0; 40.5) 7.5 (5.0; 40.0) 0.82
CCL5 5.0 (5.0; 153.8) 5.0 (5.0; 131.0) 0.92
Steady state (8 weeks post exacerbation)
Levels in plasma (pg/ml) n'=37 n'=21
IL-1B 11.0 (2.0; 88.5) 2.0 (1.0; 19.0) 0.19
IL-6 2.0 (2.0;5.0) 2.0 (1.0; 2.0) 0.08
IL-5 36.0 (7.0; 89.0) 30.0 (15.5; 74.0) 0.95
IL-22 105.0 (17.0; 137.0) 151.5 (76.0; 228.5) 0.040
IFN-y 181.0 (47.0; 801.0) 163.0 (80.0; 722.0) 0.91
IFN-B 53.0 (19.5; 117.5) 34.6 (9.5; 78.0) 0.27
IL-29 803.5 (361.0; 1204) 678.0 (343.0; 1203) 0.92
CCL5 1002 (660.0; 1765) 1053 (634.0; 1649) 0.58
Expression of PRR on mDCs (MFI) n'=37 n'=20
TLR3 37.7 (19.5; 56.0) 40.5 (22.9; 57.0) 0.82
RIG-I 49.0 (24.0; 80.4) 63.3 (35.0; 75.1) 0.36
Expression of PRR on pDCs (MFI) n'=37 n'=20
TLR3 40.7 (27.6; 58.0) 49.3 (25.5; 68.0) 0.45
RIG-I 41.7 (23.3; 70.1) 38.8 (21.2;57.2) 0.69
Levels in sputum (pg/ml) n'=16 n'=8
IL-1B 63.0 (2.0; 394.0) 34.0 (2.0; 206.0) 0.50
IL-6 2.0 (1.0; 2.0 1.5 (0.8; 39.0) 0.94
IL-5 16.5 (1.0; 34.0) 36.0 (3.0; 279.0) 0.33
IL-22 165.0 (8.0; 553.0) 6.5 (5.0; 456.0) 0.34
IFN-y 2.0 (1.5;9.5) 2.0 (2.0; 87.5) 0.51
IFN-B 5.0 (5.0; 21.6) 12.6 (5.0; 24.1) 0.78
IL-29 74.0 (11.5; 202.0) 130.0 (10.0; 198.0) 1.00
CCL5 32.1 (5.0; 245.7) 5.0 (5.0; 216.9) 0.58

Values are reported as median (interquartile range). IL: Interleukin; IFN: Interferon; CCL: C-C motif chemokine ligand;
PRR: Pattern recognition receptors; DC: Dendritic cell; MFI: Mean fluorescence intensity; TLR3: Toll-like receptor 3; RIG-

I: Retinoic acid-inducible gene 1.
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IV. Par profilage métabolomique de plasma, nous avons identifié les stéroides
androgeniques et les acides biliaires comme des métabolites clés pour distinguer les
enfants atopiques des enfants non atopiques

Ma troisieme année de thése a été effectuée lors d’'une mobilité hospitalo-universitaire
au sein de I'équipe du Pr Kari Nadeau et du Dr Sharon Chinthrajah (Sean N Parker Center for
Allergy and Asthma Research, Université de Stanford, Etats-Unis). Je présente ici une version
partielle de l'article, sans la partie « discussion », qui sera soumis prochainement dans une
revue internationale & comite de relecture.

J'ai poursuivi le travail sur les échantillons issus des cohortes régionales VIRASTHMA
1 et VIRASTHMA 2 (enfants d’age préscolaire) a la recherche de biomarqueurs associés au
profil d’asthme, en particulier a l'atopie grace a lintégration des échantillons d’enfants
américains suivis a l'université de Stanford, incluant des enfants avec un asthme allergique,
un asthme non allergique, une autre maladie allergique (allergie alimentaire, dermatite
atopique), et des contréles sains. Nous avons émis I'hypothése qu'il existe un profil
métabolomique distinct chez les enfants atopiques par rapport aux enfants non atopiques.

Mon premier travail a donc d’abord porté sur le choix des échantillons américains a
inclure dans I'’étude puis sur la préparation des échantillons pour les analyses. Au total, jai
regroupé 470 plasma d’enfants atopiques et non-atopiques de moins de 13 ans. L'atopie était
définie en cas de sensibilisation cutanée et/ou sérique, et/ou d'IgE totales = 173 Kua/l. Nous
avons ensuite étudié le profil métabolique sanguin non-ciblé, par spectrométrie de masse
(analyses réalisées au sein de I'entreprise Metabolon Inc, North Carolina, USA). J'ai ensuite
débuté I'analyse des résultats par techniques de bio-informatique.

186 enfants ont été classés comme atopiques et 284 enfants comme non-atopiques.

En analyse en composante principale, la PC1 était négativement influencée par I'atopie en
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corrélation linéaire (R=-0,2, p<0,001) et les IgE totales (R=-0,28, p<0,001). La PC2 était
également influencé négativement par l'atopie (R=-0,09, p<0,05) et les IgE totales (R=-0,14,
p<0,01). Les métabolites d'intérét ont été identifiés comme ceux présentant des scores positifs
ou négatifs élevés dans les PC associés a l'atopie. Leur association avec 'atopie a persisté
dans la sous-analyse des échantillons des cohortes VIRASTHMA et VIRASTHMA 2 pris
isolément. L'analyse discriminante des moindres carrés partiels a confirmé ces métabolites
d'intérét parmi les meilleurs scores VIP du modéle. Enfin, des analyses univariées par tests T
de Student ont été réalisées entre les métabolites d'intérét et I'atopie / les IgE totales. Nous
avons identifié 2 catégories principales de lipides significativement associées a l'atopie aprés
correction pour comparaison multiple : (1) les stéroides androgéenes ; et (2) les acides biliaires
secondaires.

En conclusion, par profilage métabolomique sanguin, nous avons identifié les
stéroides androgénes, connus pour supprimer la réponse Th1l/Th2/Thl7, et les acides
biliaires, connus pour étre traités par le microbiote intestinal et présentant des fonctions
immunomodulatrices, comme des métabolites clés pour distinguer les enfants atopiques des

enfants non atopiques.

Des analyses complémentaires sont toujours en cours, visant a : 1/ Confirmer par un
modele de machine learning par Extreme Gradient Boosting ("xgboost") l'influence des
principaux métabolites associés a 'atopie ; 2/ Préciser I'influence de I'asthme en identifiant
les métabolites spécifiquement associés a I'asthme, puis a I'asthme allergique vs non-

allergique.

175



Version provisoire du 29/6/2021, non-soumise, non formatée par éditeur, ci-

dessous :

Plasma metabolomic profiling identifies androgenic steroids and bile acids as
key metabolites to distinguish between atopic and non-atopic children

Stéphanie Lejeune®?3, Kévin Contrepois®, Abinhav Kaushik!, Sharon Chinthrajah?, Michael
Snyder4, Manisha Desai®, Philippe Gosset®, Monali Manohar?, Mary Prunicki!, Antoine
Deschildre?3, Kari Nadeau*

Collaborators:

VIRASTHMA 2 Study Group: Patrick Gelé, Stephanie Rogeau, Muriel Pichavant, llka
Engelmann, Rodrigue Dessein, Laurent Beghin, Caroline Thumerelle, Clémence Mordacq,
Elodie Drumez, Celine Delvart, Heloise Ducoin, Guillaume Pouessel, Armelle Le Mée, Sophie
Boileau, Juliette Roussel, Cécile Bonnel

We thank Dr Robert Hamilton (Reference Laboratory for Dermatology, Allergy and Clinical
Immunology, The Johns Hopkins University School of Medicine) and Dr Stephanie Rogeau
(Univ. Lille, CHU Lille, Institut d'Immunologie, Lille, France) for total IgE measures.

'Department of Medicine, Sean N. Parker Center for Allergy and Asthma Research, Stanford
University School of Medicine, Stanford, California.

2Univ. Lille, Pediatric Pulmonology and Allergy Department. Hopital Jeanne de Flandre, CHU
Lille, 59037 Lille cedex, France.

3Univ. Lille, INSERM Unit 1019, CNRS UMR 9017, CHU Lille, Institut Pasteur de Lille, Center
for infection and immunity of Lille, 59019 Lille cedex, France.

“Department of Genetics, Stanford University School of Medicine, Stanford, California.

*Quantitative Science Unit, Department of Medicine, Stanford University School of Medicine,
Stanford, California.

176



Abstract

Metabolomics is the study of the expression of a large number of tightly-regulated end-
products in living systems (human and microbiota), allowing to identify novel biomarkers linked
to pathophysiological mechanisms. We hypothesized that there is a distinct metabolomic
profile in atopic children compared with non-atopic children.

Methods: Baseline non-fasted intravenous plasma samples from 470 atopic and non-atopic
children < 13 years were obtained. Atopy was defined in case of skin and or serum
sensitization, and/or total IgE = 173 Kua/l. Non-targeted global metabolomic profiles were
generated through Ultrahigh Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectroscopy.

Results: 186 children were classified as atopic and 284 children as non-atopic. In Principal
Component Analysis (PCA), PC1 score was found to be negatively influenced by atopy in
linear correlation (R=-0.2, p<0.001) and total IgE (R=-0.28, p<0.001). PC2 score was also
negatively influenced by atopy (R=-0.09, p<0.05) and total IgE (R=-0.14, p<0.01). Metabolites
of interest were identified as those with high positive or negative scores in atopy-associated
PCs. Partial Least Square Discriminant Analysis confirmed these metabolites of interest
among top VIP scores in the model. Finally, T test univariate analyses were performed
between the metabolites of interest and atopy / total IgE. We identified 2 main categories of
lipids significantly associated with atopy after correction for multiple comparison: (1)
Androgenic steroids; and (2) Secondary Bile Acids.

Conclusion: Blood metabolomic profiling identifies androgenic steroids, known to suppress
Th1/Th2/Th17 response, and bile acids, known to be processed by gut microbiota and
displaying immunomodulatory functions, as key metabolites to distinguish between atopic and
non-atopic children.
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Introduction

In preschool children, recurrent wheezing is a frequent and heterogenous condition
(145). As shown by latent-class analyses, one of the main factors that may account for the
heterogeneity of preschool recurrent wheeze is atopy (168,298). Atopy may not be a factor
accounting for asthma severity in the preschool years (46,299) but it could drive response to
treatment. Indeed, it has been shown that non-atopic preschoolers may not benefit from a
long-term maintenance treatment with inhaled corticosteroids, especially in terms of
prevention of exacerbations (2,300). Thus, the coexistence of other atopic disorders and/or
biological sensitization may reflect underlying pathophysiological mechanisms, called
endotypes and may constitute key determinants influencing the natural history of the disease
(47,301). Biological sensitization, especially if early and multiple, is indeed among the main
factors associated with long-term asthma risk (recurrence of exacerbations, persistence of
asthma, impaired lung function) in neonatal cohorts, including MAAS (Great Britain), MAS
(Germany), PARIS (France), PASTURE (Europe) (18,35,36,38). Numerous predictive scores,
considering the existence of associated atopic disorders and early allergic sensitizations, have
been proposed to identify children bound to become asthmatic early on, such as the Asthma
Predictive Index (302) and the Prevention and Incidence of Asthma and Mite Allergy Index
(303). However, these clinical scores have shown to be insufficient in predicting the
subsequent development of asthma and its severity. As shown by the LEAP study (Learning
Early About Peanut Allergy), consisting in the early introduction of peanuts in the diet of at-
risk infants to prevent the development of a peanut allergy, early diagnosis and interventions
in children bound to develop the disease can induce regulatory mechanisms leading to long-
term tolerance (53). Preschool years might constitute a window of opportunity to alter the
natural history of atopy. Thus, further assessment of biomarkers is crucial to develop effective
therapeutic and/or preventive measures, in the era of precision medicine (304,305). One
approach could involve omics profiling (306).

“Metabolomics” is the study of the expression of a large number of metabolites
produced in living systems (human and microbiota) in response to pathophysiological stimuli,
by means of spectroscopic techniques and appropriate bioinformatic tools. These approaches
allow hypothesis-free profiling of biomarkers and enables the identification of different
metabolite profiles in groups of individuals, when comparing to well-established database
(307). These techniques have recently been used to identify novel biomarkers linked to
pathophysiological mechanisms, to improve the diagnosis, phenotyping and monitoring of
asthma, atopic dermatitis (AD) and food allergies (FA). Plasma can be useful to provide a
ubiquitous metabolomic profile for atopic diseases. Furthermore, plasma is an appropriate
sample for this approach, as it is simple to collect as part of current practice, and easier to
process and store than PBMCs.

However, most studies aiming at identifying metabolites associated with childhood
asthma were performed based on volatile components and urine samples (304,305,308—-316).
Few studies have used plasma samples, but were mostly conducted in adult subjects (317—
321). Using a targeted metabolomic approach, Checkley, et al. identified lower concentrations
of some metabolites, among which ascorbic acid, 2-isopropylmalic acid, shikimate-3-
phosphate, and 6-phospho-d-gluconate and glutathione, in asthmatic children, compared to
healthy controls (322). In FA, the study by Lee-Sarwar, et al. has identified a protective effect
of de novo sphingolipids on food allergy in stool samples of food sensitized patients (323).
Studies using plasma have mostly been conducted in specific FA cases: peanut-allergic
patients (324,325), cow’s milk allergic patients (326) or profiline-allergic patients (327). In AD,
Huang, et al. identified differential metabolites associated with AD : leukotriene B4,
prostaglandins, and conjugated bile acids, using an untargeted approach in serum samples
(328). Their abundances were associated with inflammatory responses. Of note, a
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comprehensive review has been recently published summarizing the existing evidence from
metabolomics studies of childhood atopic diseases (329).

To our knowledge, very few studies have assessed metabolomic profiles associated
with atopic background in children with one or multiple atopic disorder within the AD / FA /
asthma spectrum. In the recent study by Crestani, et al. aiming to identify metabolites
associated with FA in children aged less than 12 years, the authors performed an interesting
comparison of children with FA alone, asthma alone, FA and asthma and non-atopic controls.
FA subjects exhibited a disease-specific plasma metabolomic signature as compared to both
control subjects and asthmatics. FA uniquely associated with a marked decrease in
sphingolipids, as well as a number of lipid metabolites. After specific comparison of FA and
asthma, differences were identified in the microbiota-sensitive aromatic amino acid and
secondary bile acid metabolism.

Finally, the influence of age and age-related post-transcriptional modifications has
previously been shown in studies conducted in twin cohorts, showing an increased diversity
of cell population frequencies, cytokine responses, and serum proteins with age (34). A
recently published study in our center has also identified 6 main aging trajectories throughout
life that were associated with key metabolic pathways such as progestin steroids, xanthine
metabolism, and long-chain fatty acids (330).

The aim of our study was to identify metabolites associated with the atopic background in
children aged less than 13 years, using samples from different sites in France and the US. We
hypothesized that there is a distinct metabolomic profile in atopic children compared with non-
atopic children. Secondly, we aimed at assessing the specific influence of asthma on the
abundance of the identified metabolites.

Method
1. Study design and participants

Samples from 470 children aged less than 13 years were obtained from participants enrolled
in previously described cohorts from 3 different sites: Site 1 (Hauts-de-France, France), 162
children with atopic and non-atopic preschool wheeze / school-age asthma (211,331,332);
Site 2 (Stanford, CA, USA), 69 children with food allergies and non-atopic healthy controls
(330,333,334); and Site 3 (Fresno, CA, USA), 239 children with and without atopy (91) (Sup
Fig 1a). Data were collected prospectively prior to enrollment in any interventional study.

All participants’ parents/caregivers consented via an institutional review board-approved
protocol (CPP Nord-Ouest IV for Site 1 and Stanford University for Site 2 and 3).

Demographical data included history of physician-diagnosed atopic disorders, e.g. atopic
dermatitis, recurrent wheeze in children < 6 years old / asthma in children = 6 years old, and
allergic rhinitis in children = 6 years old. Food allergy diagnosis was retained in case of medical
diagnosis, based on history of clinical manifestations of immediate hypersensitivity (skin,
respiratory, circulatory or digestive symptoms) following ingestion of food and sensitization to
food and/or in case of positive oral food challenge. Data on medication, including use of
inhaled corticosteroids (ICS), was available. Other demographical data included gender and
BMI, which was considered as percentile for age and gender, using French BMI calculator for
children from Site 1 (335), and CDC BMI calculator for children from Site 2 and 3 (336). Levels
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of specific and total IgE were determined using ImmunoCAP assays (Thermo Fisher
Scientific/Phadia).

Children were classified as atopic or non-atopic. Atopy was defined in case of positive skin
prick test (SPT), i.e. diameter =2 3 mm, and/or positive specific Immunoglobulin E (sIgE), i.e. 2
0.35 kUA/I, and/or total IgE = 173 Kua/l. A ROC curve was plotted to assess the performance
of total IgE levels for the diagnosis of atopy in 236 children from the study with SPT and/or
sIgE available. The area under the curve (AUC) was of 0.87 and optimal Yuden index was
found for a total IgE value of 173 kua/l. (Sup Fig 1b). This threshold was also consistent with
previous total IgE thresholds for atopy described in the literature (337-339). Children were
secondly classified into 2 age-range groups: preschool age (1- < 5 years); school-age (6-< 13
years).

2. Blood collection and plasma preparation

Samples were collected at baseline, i.e. at least 4 weeks apart from an acute event, and
children with an active infection, history of inflammatory disease or cancer, or treatment with
oral steroids or immunomodulators within 1 month prior to sampling were excluded.

Non-fasted intravenous whole-blood samples were collected in EDTA-vacutainer tubes and
kept at room temperature prior to processing. Samples were then prepared in each laboratory
site (Lille Pasteur Institute, France for Site 1 and Stanford University, CA, USA for Sites 2 and
3) within 2-24 hours, following centrifugation at 2,200 to 3,000 rpm for 20 min at 24°C. The top
layer plasma was pipetted off, aliquoted, and immediately frozen at —80°C. Aliquots were de-
identified and secondly transported on a frozen state to Metabolon facilities (Research
Triangle, NC, USA).

3. Untargeted metabolomics profiling by UPLC-MS/MS

Non-targeted global metabolomic profiles were generated through Metabolon using plasma
samples (Research Triangle, NC, USA). To remove protein, dissociate small molecules bound
to protein or trapped in the precipitated protein matrix, and to recover chemically diverse
metabolites, proteins were precipitated with methanol under vigorous shaking for 2 min (Glen
Mills GenoGrinder 2000) followed by centrifugation. Several types of quality assurance /
guality control samples were analyzed in concert with the experimental samples. Values for
instrument and process variability met Metabolon’s acceptance criteria.

Ultrahigh Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectroscopy (UPLC-MS/MS)
was performed using a Thermo Scientific Q-Exactive high resolution/accurate mass
spectrometer interfaced with a heated electrospray ionization (HESI-II) source and Orbitrap
mass analyzer. Four methods were used to process samples: (1) Reverse-Phase (RP)/UPLC-
MS/MS with acidic positive ion conditions, chromatographically optimized for more hydrophilic
compounds; (2) RP/UPLC-MS/MS with acidic positive ion conditions, chromatographically
optimized for more hydrophobic compounds; (3) RP/UPLC-MS/MS with basic negative ion
optimized conditions; (4) Hydrophilic liquid chromatography elution (HILIC)/UPLC-MS/MS with
negative ion mode electrospray.

4. Data preparation and curation (Sup Fig 2a)

Data pre-processing: Data was extracted, peak-identified and quality control processed
using Metabolon’s hardware and software.

Data preparation and curation: Compounds were removed and/or identified by comparison
to library entries using the retention time/index (RI), mass to charge ratio (m/z), and
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chromatographic data (including MS/MS spectral data). Peaks were quantified using area-
under-the-curve.

Data transformation: All analyses were then conducted using R software (version 4.0.3)
(340). Metabolites with values missing for more than 33% of samples were removed. A
minimum value imputation was performed for remaining missing values. Log 2 transformation
and batch correction were then performed for data normalization.

To study influencing parameters, variance partition was performed using the
“variancePartition” package in R (v1.20.0) (341). Total IgE were log2 tranformed. Imputation
of missing data was performed using a random value with the R Hmisc package (v4.4-2) (342).
Body mass index (BMI) was considered continuous variable whereas age-group, gender and
study site were considered categorical variables. Sup Fig 2b shows the results of variance
partition and Sup Fig 2c represents the correlation matrix between these parameters.

Following results from the variance partition, the data was then adjusted on these influencing
parameters, following a step-by-step approach. First, study site effect was adjusted using an
empirical Bayesian framework using the ComBat function from the sva package (v3.38.0) in
R (343,344), resulting in Model 1 dataset. Using the ComBat function, this model was further
adjusted for age-group, generating a Model 2 dataset, and for gender, generating a Model 3
dataset. Model 1 was also further adjusted for BMI, resulting in Model 4 dataset, using a linear
regression model included in the “affy” package (v.1.68.0) (345). Comparison between all
adjusted models were then performed. Because the study site was found to have the highest
influence on results, analyses were also performed separately on each dataset resulting from
each site to ensure reproducibility of results. Further analyses were then conducted on Model
1 (site-adjusted) dataset.

5. Multivariate models

Log 2 metabolite abundances of all 764 detected metabolites (rows) in 470 individuals
(columns) were plotted as a heatmap using the R package “pheatmap” (v1.0.12) (346).

Principal component analysis was performed using the R package “PCAtools” (v2.2.0) (347).
In order to identify the principal components (PCs) most strongly associated with age, gender,
BMI, recurrent wheeze / asthma, atopic dermatitis, allergic rhinitis, food allergy, atopy and total
IgE, we applied linear regression models between PC scores and each variable for each of
the first ten PCs, using the “eigencor plot” function. We then retained PCs negatively or
positively associated with atopy and/or total IgE with a p-value < 0.05.

Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) was conducted using Metaboanalyst
5.0. (348). Variable Importance in Projection (VIP) was calculated as the weighted sum of
squares of the PLS loadings taking into account the amount of explained Y-variation in each
dimension.

Metabolites associated with atopy were then compared between models to identify top
metabolites, constantly isolated in all models (Table 2).
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6. Univariate analyses between identified metabolites and atopy / total IgE levels.

T test univariate analyses to study correlation between the metabolites of interest and atopy /
total IgE were conducted using the “matrixTests” package in R (v0.1.9) (349). p values were
adjusted for multiple comparisons using Benjamini and Hochberg correction (350).

To further study the diagnosis value of each metabolite, ROC curve analyses and boxplots
were plotted for the top metabolites using Metaboanalyst 5.0. (348).

Linear regression analyses of metabolite association with log2 total IgE levels were performed
using the “tidyverse” R package.

7. Pathway analyses.

Pathway analysis was generated using Metaboanalyst 5.0. (348). The structure of biological
pathways represent current knowledge about the complex relationships among molecules.
The pathway topology analysis uses two well-established node centrality measures to
estimate node importance - degree centrality and betweenness centrality. Degree centrality is
defined as the number of links occurred upon a node.

Since we tested many pathways at the same time, the statistical p values from enrichment
analysis were further adjusted for multiple testings. Thus, the Raw p is the original p value
calculated from the enrichment analysis; the Holm p is the p value adjusted by Holm-
Bonferroni method; the FDR p is the p value adjusted using False Discovery Rate; the Impact
is the pathway impact value calculated from pathway topology analysis.

8. Machine Learning Model using XGBoost.

Extreme Gradient Boosting (XGBoost) is an optimized distributed gradient boosting library
implementing machine learning algorithms, including both linear model solver and tree
learning algorithms under the Gradient Boosting framework. We used the “xgboost” (v1.4.1.1)
package in R (351).

Results
1. Description of the population

470 children aged less than 13 years old, 206 aged between 0 and 5 years, i.e. Preschool
children, and 264 aged between 6 and 13 years, i.e. School-age children were included in the
analysis. 186 children were classified as atopic and 284 children as non-atopic. Table 1 shows
the demographical data between the 2 groups. Atopic children were significantly older than
non-atopic children (median age of 7.8 [4.3; 8.8] in atopic children vs 7.7 [3.6; 8.3] in non-
atopic children, p=0.008). There were significantly more boys among atopic children (gender
ratio of 0.54 in atopic children vs 1.01 in non-atopic children, p=0.002). BMI percentiles were
lower in atopic children (median BMI percentile of 0.50 [0.21; 0.76] in atopic children vs 0.73
[0.40; 0.89] in non-atopic children, p<0.0001). Recurent wheeze or asthma, atopic dermatitis
(AD), food allergy (FA) and atopic rhinitis (AR) were found in 78.3%, 48.9%, 41.4% and 35.7%
of atopic children, respectively.
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2. Metabolite profiling and Multivariate models
Main results were obtained using Site-adjusted dataset (Model 1).
2a. Heatmap of metabolite abundance

Log 2 metabolite abundances of all 764 detected metabolites (rows) in 470 individuals
(columns) were plotted as a heatmap (Fig 1a). Hierarchical clustering displayed a even
distribution of atopic and non-atopic children among columns.

2b. Principal Component Analysis

The first principal component (PC1) explained the highest amount of the variability of the data
(8.91%). The second principal component (PC2) explained 7.3%, the third (PC3) explained
4.8%, the 4" explained 3.37% and the 5™ explained 2.69% of the variability. The PC loadings
were compared across different levels of total IgE and represented in Fig 1b.

2c. Pearson linear correlation between main PCs and clinical parameters

Linear correlation between PC scores and clinical parameters was calculated, and Pearson R
scores are represented in Fig 3c. Atopy was found to be negatively associated with PC1 (r=-
0.28, p<0.001) and PC2 (r=-0.14, p<0.01) and positively associated with PC3 (r=-0.09,
p<0.05). Total IgE levels were found to be negatively associated with PC1 (r=-0.2, p<0.001)
and PC2 (r=-0.09, p<0.05). Age was also negatively associated with PC1 (r=-0.7, p<0.001)
and PC2 (r=-0.31, p<0.001). Of note, gender was not found to be associated with the
distribution of the data in the PCA.

The top metabolites associated with high positive or negative scores in PCs associated with
atopy were then listed and summarized in Table 2. In model 1, metabolites influencing atopy-
associated PCs were:

- Androgenic Steroids: Androstenediol (3alpha, 17alpha) monosulfate (3),
Androstenediol (3beta, 17beta) disulfate (1), Androstenediol (3beta,17beta)
monosulfate (1), Androsterone sulfate, Dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S),
Epiandrosterone sulfate

- Secondary Bile Acids: Deoxycholate, Glycodeoxycholate 3-sulfate, Glycolithocholate,
Glycolithocholate sulfate*, Lithocholate sulfate (1)

- Xenobiotics: 3-phenylpropionate (hydrocinnamate), Piperine, Caffeine,
Cinnamoylglycine, Theobromine

As shown in Table 2, the same metabolites were identified with PCA after step-by-step
correction in Model 2, Model 3 and Model 4. The metabolites were also identified as key
metabolites when comparing atopic and non-atopic children within each site dataset.

2d. Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA)

Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) was conducted in Model 1 dataset. Fig

2a represents the score plot between the selected PCs and shows discriminance between

atopic and non-atopic groups. The following metabolites were among the top 25 VIP scores

(Fig 2b) :
- Androgenic Steroids: Androstenediol (3alpha, 17alpha) monosulfate (3),
Androstenediol (3beta, 17beta) disulfate (1), Androstenediol (3beta,17beta)
monosulfate (1), Androsterone sulfate, Dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S),
Epiandrosterone sulfate

- Secondary Bile Acids: Glycolithocholate sulfate*, Lithocholate sulfate (1)
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- Xenobiotics: 3-phenylpropionate (hydrocinnamate), Caffeine, Cinnamoylglycine,
Theobromine

3. Confirmation by univariate analyses between identified metabolites, atopy and total
IgE levels.

T test univariate analyses were conducted between the metabolites of interest and atopy.
Boxplots and ROC curves are shown in Fig 3. P-values and padjust values are summarized
in Table 2. The following metabolites were found to be associated with atopy :

- Androgenic Steroids: Androstenediol (3alpha, 17alpha) monosulfate (3) (p = < 0.001 ;
padjust = 0.009); Androstenediol (3beta, 17beta) disulfate (1) (p < 0.001 ; padjust =
0.012); Androstenediol (3beta,17beta) monosulfate (1) (p < 0.001 ; padjust = 0.005);
Androsterone sulfate (p < 0.001 ; padjust = 0.004); Dehydroepiandrosterone sulfate
(DHEA-S) (p < 0.001 ; padjust = 0.002); Epiandrosterone sulfate (p < 0.001 ; padjust
=0.001)

- Secondary Bile Acids: Glycolithocholate (p =0.021 ; padjust = 0.170);
Glycolithocholate sulfate* (p =0.003 ; padjust = 0.057); Lithocholate sulfate (1) (p <
0.001 ; padjust = 0.011)

- Xenobiotics: 3-phenylpropionate (hydrocinnamate) (p < 0.001 ; padjust = 0.008);
Caffeine (p =0.033 ; padjust = 0.209); Cinnamoylglycine (p =0.002 ; padjust = 0.038);
Theobromine (p =0.011 ; padjust = 0.130)

Linear regression analyses of metabolite of interest association with log2 total IgE levels is
shown in Fig 4. Androgenic steroids : Androstenediol (3alpha, 17alpha) monosulfate (3);
Androstenediol (3beta, 17beta) disulfate (1); Androstenediol (3beta, 17beta) monosulfate (1);
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S); epiandrosterone sulfate were positively correlated
with levels of total IgE. Some secondary bile acids were positively correlated with levels of
total IgE : glycolithocholate; Glycolithocholate sulfate*; and others were negatively correlated:
Lithocholate sulfate (1); taurolithocholate 3-sulfate. Cinnamoylglycine, a xenobiotic, was
positively correlated with total IgE.

4. Pathway analyses

Enrichment analyses for the main pathways, Steroid hormones and Bile acids, are shown in
Fig 5. Enrichment analyses showed that both Steroid hormones and Bile acids pathways were
associated with atopy, with p-value of 1.8.10° (Holm padjust = 0.0010121, FDR padjust = 5.15
10%) and 0.003245 (Hom padjust = 0.16874, FDR padjust = 0.030828), respectively. The
pathway impact value was estimated to be 0.03761 for Steroid Hormones and 0.04275 for Bile
Acids.
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Table 1. Description of the 2 groups

No Atopy Atopy P-value*
N=284 N=186

Age 7.7 7.8 0.008
Median [Q1;Q3] [3.6: 8.3] [4.3; 8.8]
Gender 1.01 0.54 0.002
(female/male ratio)
Total IgE 8.0 4275 <0.0001
Median [Q1;Q3] [22.4; 63 4] [175.8; 853.8]
BMI percentile 0.73 0.50 <0.0001
Median [Q1;Q3] [0.40; 0.89] [0.21; 0.76]
recurrent wheeze / 74/205 (36.1%) 144/184 (78.3%) <0.0001
Asthma /
AD 19/205 (9.3%) 90/184 (48.9%) <0.0001
FA 0/205 (0%) 77/186 (41.4%) <0.0001
AR 1/195 (0.5%) 60/168 (35.7%) <0.0001

* Mann-Whitney test for quantitative variables, Chi? test for categorical variables
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PCA: PLS-DS: T test:
high positive or negative scores in atopy-associated PCs high VIP
scores
Model 1: Model 2: Model 3: Model 4: Within Site1  Within Site2  Within Site 3 p-value p-adjust
Site correction Site and age- Site and BMI Site and (HDF, France) (Stanford, (Fresno, USA)
group correction gender UsaA)
correction correction
Lipids: Androgenic Steroids
Androstenediol (3alpha, 17alpha) monosulfate (3) X X X X X b4 <0.001 0.009
Androstenediol (3beta, 17beta) disulfate (1) X X X X X X x <0.001 0.012
Androstenediol (3beta,17beta) monosulfate (1) X X X X X b4 b <0.001 0.005
Androsterone sulfate X X X x b X X b <0.001 0.004
Dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S) X X X X X X X X <0.001 0.002
Epiandrosterone sulfate X X X X X X b X <0.001 0.001
Lipids: Secondary Bile Acids
Deoxycholate x X X x x x 0.754 0.940
Glycodeoxycholate 3-sulfate X X X X X b 0.806 0.948
Glycolithocholate X X X X X X X 0.021 0.170
Glycolithocholate sulfate* X X X X X X X X 0.003 0.057
Lithocholate sulfate (1) X X X X X X b X <0.001 0.011
Taurolithocholate 3-sulfate X X b 0.081 0.321
Xenobiotics
3-phenylpropionate (hydrocinnamate) X X X X X X b <0.001 0.008
Piperine x X X x x b 0.376 0.707
Caffeine X X X x X X 0.033 0.209
Cinnamoylglycine X X X X X X X 0.002 0.038
Theobromine X X X X X X X X 0.011 0.130
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Fig 1. Metabolite profiling and Principal Component Analysis on Model 1

a. Heatmap of metabolite abundance
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la. Heatmap of metabolite abundance. Log 2 metabolite abundances of all 764 detected metabolites (rows) in 470 individuals
(columns) were plotted as a heatmap.

1b. Principal Component Analysis. The first principal component (PC1) explained the highest amount of the variability of the
data (8.91%). The second principal component (PC2) explained 7.3%, the third (PC3) explained 4.8%, the 4™ explained 3.37%
and the 5™ explained 2.69% of the variability. The PC loadings were compared across different levels of total IgE.

1c. Pearson linear correlation between main PCs and clinical parameters. Linear correlation between PC scores and clinical
parameters was calculated, and Pearson R scores are represented in this figure.

IgE: Immunolgobulin BMI: Body mass index; PC: principal component
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Fig 2. Partial Least Square Discriminant Analysis( PLS-DA)

a. Score plots

Component 2 ( 3.1 %)

Component 1 (8.6 %)

b. Top 25 VIP scores
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2a. Score plot between the selected PCs. The explained variances are shown in brackets.
2b. Top 25 Variable Importance in Projection (VIP): important features identified by PLS-DA. The colored
boxes on the right indicate the relative concentrations of the corresponding metabolite in each group: Atopy / No

atopy.

2c. Cross validation. PLS-DA classification using different number of components. The red star indicates the

best classifier.
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Figq 3. Diagnosis value of identified metabolites for atopy: ROC curves and boxplots
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Fig 4. Correlation between identified metabolites and total IgE
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Fig 5. Pathway analysis

a. Overview
Pathway P Holm p FDR Impact
Steroid Hormones 1.8 105 0.0010121  5.1510* 0.03761 ‘
Primary Bile Acids 0.003245 0.16874 0.030828  0.04275 ‘
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Fig 5a. The table shows the detailed results from the pathway analysis. Since we are testing many pathways at the same time,
the statistical p values from enrichment analysis are further adjusted for multiple testings. In particular, the Raw p is the original
p value calculated from the enrichment analysis; the Holm p is the p value adjusted by Holm-Bonferroni method; the FDR p is the
p value adjusted using False Discovery Rate; the Impact is the pathway impact value calculated from pathway topology analysis.
Fig 5b and 5c. Color code: light blue represent metabolites that not not in the data and are used as background for enrichment
analysis; other colors represent metabolites in the data, with colors varying from yellow to red because of different levels of
significance.
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Sup Fig 1. Description of the population

a. Flow diagram
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Sup Fig 2.

Data preparation and analysis

. Overall strategy for the analysis

1/ Data Pre-Processing
Data extraction and compound peak-identification
Metabolite quantification
Data quality check

2/ Data Preparation
Data curation, minimum value imputation of missing values, batch correction, and log2
transformation
Variance decomposition on recorded confounders

3/ Data Processing and Interpretation
Multivariate analyses: Principal component analysis
After step-by-step correction, repeat analyses on dataset corrected for influencing
parameters
Univariate Welch’s two-sample t-test on identified metabolites
Functional interpretation: pathway analyses

4/ Data Integration
Prior knowledge (literature)

b. Variance partition
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c. Correlation matrix of influencing parameters
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DISCUSSION : QUE RETIRER DE CES DONNEES SUR LA
RELATION ENDOTYPE - PHENOTYPE - EXPOSOME A TRAVERS
LES AGES DE L’ENFANCE, ET COMMENT LES TRADUIRE EN

THERAPIES CIBLEES ?
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Nos travaux confirment que les meécanismes sous-tendant I'asthme au cours de
'enfance sont différents, soulignant le fait que les asthmes de I'enfant d’age préscolaire et
scolaire sont des entités distinctes. Nous avons confiirmé ou identifié certaines
caractéristiques associées a des profils d’enfants asthmatiques a ces périodes de la vie.
D’abord, I'analyse des données de la cohorte nationale CobraPed suggére que les facteurs
influencant la sévérité de l'asthme différent selon la catégorie d'age : elle est associée a
I'exposition au tabac et / ou aux moisissures a I'dge préscolaire, alors qu’elle est reliee aux
maladies atopiques a I'dge scolaire. Ensuite, 'analyse de la réponse immunitaire au cours
d’infections respiratoires chez I'enfant d’age préscolaire (VIRASTHMA 2) a mis en évidence
chez les enfants les plus séveres, exacerbateurs fréquents, des niveaux systémiques plus
faibles de cytokines Thl et Th2, pro et anti-inflammatoires et des réponses antivirales moins
marquées pendant une exacerbation sévére viro-induite. Chez des enfants d’age préscolaire,
nous avions rapporté des altérations de la réponse antivirale au cours d'une exacerbation
sévere, le plus souvent viro-induite, qui s’avérait plus prononcée dans un groupe de patients
avec une inflammation neutrophilique et sujets a une réinfection virale a I'état stable (211).
Dans un travail complémentaire, nous n’avons pas mis en évidence de relation entre le profil
cytokinigue au moment de I'exacerbation et le risque futur de mauvais contrdle de I'asthme
et/ou de récurrence des exacerbations. Chez I'enfant préscolaire et scolaire, les profils
phénotypiques et endotypiques pourraient ne pas persister dans le temps, et il nous reste a
élucider leurs trajectoires d’évolution et leur caractére dynamique a court, moyen et long
terme. De plus, 'ensemble de I'exposome, et le microbiote en particulier, pourraient influencer
ces trajectoires. Ce lien pourrait se faire pour le microbiote intestinal via des métabolites ayant
des fonctions immunomodulatrices comme le suggére le travail mené au cours de la mobilité.
En effet, 'analyse du métabolome plasmatique par profilage non-ciblé chez les enfants des
cohortes VIRASTHMA 1 et 2 a permis d’identifier un défaut d’acides biliaires secondaires
associé a I'atopie, suggérant que ces métabolites, connus pour étre générés par le microbiote
intestinal, pourraient jouer un role clé dans la tolérance pendant I'enfance.
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Au total, parmi les points qui émergent, on retiendra I'absence de pertinence des
endotypes neutrophilique / éosinophilique dans I'asthme de I'enfant, le réle majeur des
défenses antivirales et de l'inflammation Th2, et la nécessité d’évaluer et de caractériser

I'exposome et le microbiote afin de mieux appréhender la réponse du patient au traitement.
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I. La distinction asthme neutrophilique / asthme éosinophilique : des endotypes
obsolétes ?

L’asthme neutrophilique est classiquement opposé a I'asthme éosinophilique et est
distingué comme un endotype distinct chez I'enfant. Chez I'adulte, cet endotype est bien
décrit, associé a la sévérité de I'asthme, et possiblement impliqué dans l'insensibilité aux
corticostéroides (219). Les neutrophiles sont recrutés au sein des voies aériennes
principalement sous l'influence des cytokines Th17, en particulier I''L17A/F et I'lL-22 (214). A
plus long terme, ces cytokines contribuent au remodelage des voies aériennes dans l'asthme
en augmentant la production de cytokines profibrotiques, de facteurs proangiogéniques et de
collagéne (219,220). Chez les asthmatiques adultes séveres, la neutrophilie des voies
aériennes a également été associée a une moindre diversité du microbiote dans le LBA
(287,352). Chez I'enfant, plusieurs études ont remis en question cet endotype, l'association
entre la neutrophilie des voies aériennes et la sévérité de l'asthme n'étant pas constante
(16,353-356). Elle peut apparaitre précocement, dés I'dge préscolaire (357), mais ne persiste
pas forcément au cours de I'histoire naturelle de la maladie (300,353). Chez I'enfant, la
neutrophilie des voies aériennes pourrait étre plutdt liée a la présence de virus respiratoires.
L’infection expérimentale par un RV chez des sujets asthmatiques adultes induit directement
une neutrophilie au sein de la muqueuse bronchigue (358). Dans la cohorte d’enfants d’age
scolaire VIRASTHMA, les enfants sujets a une réinfection en dehors d'une exacerbation (état
stable 8 semaines plus tard) présentaient une inflammation neutrophilique des voies
aériennes a l'état stable mais n’étaient pas affectés par une sévérité accrue (211,234). En
paralléle, les patients infectés aux 2 temps avaient également une expression réduite de
certains PRR au moment de I'exacerbation et a I'état stable, suggérant une altération de la
réponse antivirale. Comme indiqué précédemment, la neutrophilie des voies aériennes a
également été associée a une réponse IFN différente au moment de la crise d'asthme, tant
chez les adultes (247,271), que chez les enfants (211). De plus, la présence d’'une neutrophilie
au cours de I'enfance ne semble pas influencer négativement I'histoire de la maladie. Ainsi,
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chez les enfants inclus dans I'étude VIRASTHMA, nous n’avons pas montré de lien entre la
neutrophilie des voies aériennes au cours de I'exacerbation ou I'état stable et la mauvaise
réponse au traitement a un an de suivi (331). Il n'y avait aucune différence entre les
bons/partiels répondeurs au traitement d'entretien et les mauvais répondeurs, ni dans les
caractéristigues des cellules, ni dans les niveaux de cytokines dans le sang et les
expectorations. Bien que les études divergent sur ce point, la présence d’'une neutrophilie a
I'age préscolaire pourrait méme étre associée a une meilleure évolution fonctionnelle dans les
années ultérieures (16,359). Les neutrophiles présents dans les voies aériennes des enfants
asthmatiques séveres pourraient cependant avoir un phénotype particulier avec une survie
accrue et des fonctions pro-inflammatoires augmentant l'inflammation basale (360). D’autres
cellules stimulant une inflammation Th17, comme les MAIT, pourraient également étre
impligués dans les mécanismes de I'asthme sévere et dans la survenue d’exacerbations
séveres (356). De fagon intéressante, nous avons observé dans notre étude de suivi & un an
gue les mauvais répondeurs au traitement de fond avaient des taux sanguins plus élevés
d'lL-22 a l'état stable que les autres. L'IL-22 est connue pour favoriser le remodelage
inapproprié du tissu pulmonaire et l'activation de [|'épithélium. Ainsi, on peut émettre
I'nypothése que ces patients pourraient développer un remodelage plus intense des voies
aériennes aprés une exacerbation, comme cela a été rapporté chez des enfants asthmatiques
séveres (361).

En opposition a 'asthme neutrophilique, I'asthme éosinophilique est classiguement
décrit chez I'enfant. En effet, I'éosinophilie des voies aériennes est trés fréquente chez les
enfants asthmatiques. Elle a été observée dans I'asthme sévére et non sévere, et est souvent
mais pas toujours associée a la réponse aux CSI, ce qui souligne la diversité des profils
éosinophiles dans I'asthme pédiatrique (16,355,357). Récemment, I'éosinophilie sanguine a
été associée au risque d’hospitalisation pour crise d’asthme, et aux taux élevés d’'IgE totales
a l'age préscolaire dans une cohorte francaise d’enfants asthmatiques séveres (362).
Cependant, dans nos travaux, nous n’avons pas observé de lien entre I'éosinophilie sanguine

198



et 'asthme sévére chez les préscolaires et scolaires inclus dans la cohorte CobraPed (299),
ou entre les différents phénotypes d’asthme a I'dge préscolaire dans la cohorte VIRASTHMA
2 (332). De plus, I'éosinophilie du sang périphérique, actuellement utilisée comme base de
sélection des produits biologiques ciblant les éosinophiles, peut ne pas étre représentative de
I'éosinophilie des voies aériennes chez les enfants (363). Des modeéles de souris et des études
sur les adultes ont suggéré un réle de I'éosinophilie des voies aériennes induite par I'lL-5
comme régulateur positif du récepteur des RV InterCellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1)
sur les AEC, et comme régulateur négatif des PRR et des réponses antivirales (364,365).
Cependant, chez les enfants, on ne sait toujours pas si les éosinophiles des voies aériennes
sont impliqués dans la physiopathologie de l'asthme sévére et dans la propension a
développer des crises d'asthme (300). Il a été signalé que I'éosinophilie n'était pas
nécessairement associée a des niveaux plus élevés de cytokines Th2 (355), et que d'autres
cellules, telles que les ILC2 stimulées par les alarmines, pouvaient avoir une plus grande
importance biologique dans la physiopathologie des crises d'asthme (366). En paralléle, les
éosinophiles pourraient également avoir des effets bénéfiques dans I'asthme pédiatrique, car
ils présentent des fonctions régulatrices et contribuent a la réparation des poumons et a
I'hnoméostasie des muqueuses (212). Ainsi, a l'adolescence, I'éosinophilie du sang
périphérique a été identifiée comme un biomarqueur prédisant la diminution de la sévérité de
I'asthme (367). Enfin, il reste a déterminer si les produits biologiques ciblant les éosinophiles,
comme le mépolizumab anti-IL-5, maintenant disponible chez les enfants de plus de 6 ans
atteints d'asthme éosinophilique en Europe et aux Etats-Unis (368), sont efficaces pour
réduire les crises d'asthme chez les enfants (369). Des études chez l'adulte suggerent qu'il
pourrait avoir un effet modificateur sur la réponse inflammatoire induite par le RV. Un essai
contr6lé par placebo a été mené chez des patients adultes souffrant d'asthme léger,
randomisés pour recevoir du mepolizumab contre un placebo, suivi d'une inoculation de RV-
16 (370). Les auteurs ont montré que le mepolizumab diminuait le nombre d'éosinophiles
sanguins de base et leur état d'activation, mais qu'il n'empéchait pas l'activation des
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éosinophiles restants lors d’une infection a RV. Aprés l'infection, le groupe mepolizumab avait
des nombres augmentés de LB et AM au sein des voies aériennes, et une modulation des
taux de CCL20 et d'IL-1RA dans le LBA.

Globalement, contrairement aux adultes, la neutrophilie et I'éosinophilie des voies
aériennes n'apparaissent pas comme les biomarqueurs préférentiels pour classer les patients
pédiatriques ni pour évaluer leur risque d'asthme. De plus, la nature de I'inflammation peut
varier au cours du temps chez I'enfant (371). Nos travaux, ainsi que les données de la
littérature des 15 dernieres années, suggerent que la réponse immunitaire anti-infectieuse,
linflammation Th2 associée a l'atopie, et la prise en compte de I'exposome sont des

paramétres mieux adaptés a I'nétérogénéité de 'asthme a I'adge pédiatrique.
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Il. L’altération précoce des réponses anti-infectieuses : une caractéristique de
certains enfants asthmatiques d’age préscolaire qui pourrait étre la cible de certains
thérapies personnalisées

Dans notre cohorte d'enfants asthmatiques préscolaires VIRASTHMA 2, présentant
une exacerbation viro-induite, nous avons confirmé le réle majeur des infections virales,
observées chez la quasi-totalité des enfants a l'inclusion (RV : 73%) et chez plus de 2/3 des
enfants a I'état stable (RV : 51%), mais aussi identifié la présence de bactéries pathogéenes
(332,372). Dans cette population, les enfants les plus sévéres, exacerbateurs fréquents,
présentaient des concentrations plasmatiques d'IFN-B plus faibles au moment de
I'exacerbation que les autres, suggérant un défaut de production en réponse aux virus limité
a cette sous-population (332). Chez ces enfants, nous avons observé simultanément une
production plus faible de cytokines Thl (IFN-y), de cytokines Th2 (IL-5), de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a), de cytokines régulatrices (IL-10) et d'IFN de type 1 (IFN-B) pendant
I'exacerbation. Nos résultats suggeérent donc un défaut de réponse antivirale et inflammatoire
au moment de I'exacerbation chez les patients les plus sévéres, exacerbateurs fréquents.
Comme nous l'avons présenté dans la revue de la littérature, de nombreuses études
suggerent qu’il existe un défaut de réponse anti-infectieuse, antivirale en particulier, chez
certains patients asthmatiques. Ce défaut pourrait méme étre en partie déterminé par des
mécanismes constitutionnels, comme suggéré par une cohorte de naissance d'enfants a haut
risque d'atopie (373). Aprés exposition a I'acide polyinosinique-polycytidylique (Poly I:C), un
ARN double brin qui imite les PAMP viraux, des cellules du sang du cordon ombilical ont été
testées pour leur capacité a produire de I'lFN. Un groupe de faibles producteurs de réponse
IFN de type | et lll apres stimulation représentant 24 % des patients a été identifié. lls avaient
un risque plus élevé d'infection des voies respiratoires inférieures et d’asthme a I'age de 5
ans.

Il reste maintenant & mieux identifier ces patients, et les outils numériques ou les
approches biologiques intégrées pourraient nous permettre d’avancer dans cette démarche.
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Par exemple, Custovic, et al. ont utilisé des techniques de "Machine Learning" dans un modéle
in vitro d'infection RV-A16 sur des PBMC prélevées chez des enfants de 11 ans et ont décrit
6 groupes de réponses cytokiniques a l'infection (374). L'un de ces groupes, composé de
patients dont les PBMC présentaient de faibles réponses IFN, des cytokines pro-
inflammatoires élevées, de faibles réponses Th2 et des réponses régulatrices modérées, était
associé a un asthme précoce et au risque le plus élevé d'exacerbations de l'asthme et
d'hospitalisations pour une infection des voies respiratoires inférieures.

L’identification de biomarqueurs associés a ce défaut de réponse antivirale pourrait
permettre de mieux cibler les patients qui pourraient bénéficier de thérapies ciblées, ciblant
les réponses anti-infectieuses, dans une démarche de médecine personnalisée. Les lysats
bactériens, stimulant les PRR, les peptides anti-microbiens exogénes et la supplémentation
en IFN pourraient donc représenter des stratégies thérapeutiques particulierement
intéressantes dans l'asthme pédiatrique (375). Les lysats bactériens mécanigues polyvalents
(PMBL®) et le Broncho-Vaxom (OM-85) contiennent des lysats de 8 bactéries pathogenes,
dont H. influenzae et S. pneumoniae. L'administration de PMBL® ou d’OM-85 BV a été
efficace pour prévenir les infections des voies respiratoires chez les adultes et les enfants
suivis pour bronchites chroniques et/ou ayant des antécédents d'infections chroniques
récurrentes (376—380). Dans un essai mené chez des patients agés atteints de BPCO, Ricci,
et al. ont observé une réduction du nombre de séroconversions contre de nombreux
pathogenes viraux chez les patients traités avec PMBL®, ainsi qu'un meilleur contréle du
nombre d'épisodes infectieux et d'exacerbations de la BPCO, ce qui suggére que l'effet
préventif de PMBL® sur les infections aigués ne concerne pas seulement les infections
bactériennes, mais aussi les infections virales (381). Chez 152 enfants d'age scolaire suivis
pour asthme allergique, Emeryk, et al. ont décrit une réduction du nombre d’exacerbations
apres 12 semaines de traitement par PMBL®, et aucun événement indésirable grave, bien
gu'aucune amélioration des scores de contr6le de I'asthme n'ait été obtenue (382). Chez 75
enfants avec un asthme préscolaire, Razi, et al. ont démontré qu’'OM-85 BV réduisait le taux
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et la durée des épisodes de respiration sifflante dans les 12 mois suivant le début du
traitement, ainsi que le nombre d’affections aigués des voies respiratoires (383). Chez des
nourrissons agés de 6 a 18 mois, un essai clinique est en cours pour évaluer I'effet préventif
de 'OM-85V sur l'apparition du premier épisode de sifflement lié a une infection des voies
respiratoires inférieures pendant une période d'observation de 3 ans (384). En ce qui
concerne les mécanismes d'action, la prévention des infections respiratoires aigués n'étant
pas induite par le LPS purifié ou I'ADN bactérien, d'autres PAMP contenus dans les lysats
bactériens pourraient activer lI'immunité innée et promouvoir l'inflammation Thl par les DC
(385-387).

Les peptides antimicrobiens, dont le LL-37, sont également des molécules clés des
réponses immunitaires innées contre les virus. Plusieurs équipes ont donc émis I'hypothése
gue la supplémentation en LL-37 ou linduction de sa production par les AEC pourrait
améliorer les défenses anti-infectieuses. Sousa, et al. ont testé l'effet de la cathelicidine
exogene sur la réplication du RV-1B aprés inoculation sur des cultures d’AEC (388). lIs ont
rapporté que la LL-37 exogéne, ainsi que les cathélicidines porcines homologues,
administrées avant ou aprés linfection, avaient une activité antivirale contre le RV en
réduisant l'activité métabolique des cellules infectées. Cependant, une étude préclinique sur
un modéle murin d'asthme a montré in vivo un effet délétére d’un peptide antimicrobien
exogene de la famille des cathélicidines sur l'inflammation et I'hyperréactivité des voies
aériennes (389). A notre connaissance, il n'y a pas d'étude publiée in vivo chez I'homme sur
ce sujet. Néanmoins, des résultats prometteurs concernant la supplémentation en vitamine D
sur la libération de LL-37 par les AEC dans des expériences in vitro ont été publiés (390-392).
Plusieurs études cliniques ont ainsi suggéré un effet protecteur de la supplémentation en
vitamine D sur le risque d'infections respiratoires aigués chez les enfants (393). Bien que
d'autres effets de la vitamine D puissent expliquer son efficacité clinique (257,394), il existe
un lien biologique bien connu entre la vitamine D et les peptides microbiens de I'héte, via la
translocation de la vitamine D vers le noyau des AEC, ou elle active les VDRE dans les régions
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promotrices des genes de peptides antimicrobiens tels que LL-37 (104,187,392). Cibler I'axe
vitamine D / cathélicidine pourrait donc représenter une stratégie prometteuse lors d'un
asthme aigu chez l'enfant.

Enfin, plusieurs équipes ont émis I'hypothése qu'une supplémentation en IFN lors
d'une infection virale pourrait renforcer les réponses antivirales et réduire la gravité des crises
d'asthme. Les thérapies par IFN (IFN-a pégylé en association avec la ribavirine) ont d'abord
été développées dans d'autres maladies comme I'hépatite C et le virus de l'immunodéficience
humaine (395,396). Les IFN exogénes ayant réduit la réplication du RV dans des cultures in
vitro d'AEC infectées par le RV et provenant de patients asthmatiques (397), un essai a été
initié chez 147 patients asthmatiques adultes développant des symptdomes d'infection virale
(68% de RV) pour évaluer I'efficacité d'un traitement par IFN-$ inhalé pendant 14 jours (398).
Le traitement n'a pas permis d’améliorer les symptdmes d'asthme, mais il a amélioré la
récupération du débit expiratoire de pointe le matin et a réduit le recours au traitement par
corticostéroides oraux ou antibiotiques. Dans une analyse exploratoire du sous-ensemble de
patients plus difficiles a traiter, la supplémentation en IFN de type | a amélioré les
guestionnaires de contrdle de I'asthme. En outre, elle a stimulé I'immunité innée antivirale
avec des taux sériques élevés et persistants de CXCL10 et une diminution des taux de
molécules pro-inflammatoires telles que CCL4 et CXCL8. Dans I'essai de phase 2 On-demand
Inhaled Interferon Beta-1a in Severe Asthmatics (INEXAS), congu pour évaluer l'efficacité de
I'lFN-B1a inhalé pendant 14 jours pour prévenir les exacerbations d'asthme chez les adultes,
McCrae, et al. ont également rapporté une amélioration du débit expiratoire de pointe matinal
dans le bras traité par rapport au placebo, mais I'étude s'est arrétée prématurément (399,400).
Aucune étude n'a encore été menée chez I'enfant. Outre la ribavirine, d'autres thérapies
antivirales, telles que les molécules ciblant la capside, le pleconaril, le BTA-798 et le V-073,
ont été étudiées dans les infections a entérovirus. Cependant, aucun de ces composés n'a
prouveé une efficacité et une sécurité suffisantes lors des essais cliniques (401). En particulier,
un essai clinique de phase 2 avec le pléconaril intranasal chez des enfants agés de 6 ans et
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plus, et des adultes, n‘a montré aucun impact du traitement sur I'apparition de symptémes de
rhinite induits par le RV ou sur I'exacerbation aigué de l'asthme (402). Les thérapies par
ADNzymes pourraient également constituer des stratégies prometteuses, comme l'a
récemment suggéré une étude in vitro montrant une bonne activité catalytique de deux
candidats (Dua-01 et Dua-02) sur diverses souches de RV (403). Ces thérapies ciblant les
défenses anti-infectieuses pourraient représenter des thérapies potentielles dans le traitement
des crises d'asthme chez les enfants. Cependant, il reste a déterminer le moment exact de
l'administration lors de l'infection virale et de l'apparition de l'asthme aigu, ainsi que la

population d'enfants qui pourrait bénéficier de ces stratégies.
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lll. L’inflammation Th2 et I'atopie, associées au risque d’exacerbations : I'effet
potentiel des biothérapies

L'inflammation Th2 pourrait avoir un réle clé dans le développement des crises
d'asthme par le biais de la sensibilisation aux IgE, et non pas seulement par le biais des
éosinophiles. En effet, l'atopie, définie comme une sensibilisation allergique, est une
caractéristique clé associée au risque de crises d'asthme dans I'enfance (46,154). Dans la
cohorte VIRASTHMA 2, composée majoritairement d’enfants exacerbateurs fréquents,
I'atopie était fréquente, observée dans prés d'un cas sur deux (332). Dans la cohorte
CobraPed, 'atopie et la présence de comorbidités atopiques étaient associées a la sévérité a
age scolaire (299). Comme le montrent les analyses de classes latentes, I|'atopie est
également l'un des principaux facteurs pouvant expliquer I'hétérogénéité de la maladie, en
particulier dans les années préscolaires (168,298), et pourrait déterminer la réponse au
traitement (2). L'importance des sensibilisations allergiques dans le risque, I'histoire naturelle
et la caractérisation phénotypique de I'asthme du jeune enfant est illustrée et confortée par
les données des cohortes néonatales, notamment MAAS (Grande Bretagne), MAS
(Allemagne), PARIS (France), PASTURE (Europe) (35—-38). Les points qui émergent sont le
réle prédominant des sensibilisations précoces aux pneumallergénes par rapport aux
trophallergénes, le réle particulier des pollens par rapport aux allergénes per-annuels, le poids
de la multiplication des sensibilisations a la fois pour différents allergénes ou pour un méme
allergéne, vis-a-vis de ses différents déterminants.

L'atopie préexistante pourrait jouer un réle dans la modulation de la réponse IFN lors
d'une infection virale chez les enfants, bien que des études aient montré des résultats
contradictoires (239,241,245). Durrani, et al. ont suggéré une implication directe du récepteur
IgE de haute affinité (FceRI) dans ce défaut, car sa liaison croisée sur les APC de patients
asthmatiques allergiques est associée a une réduction de la sécrétion d'IFN lors d'une
infection par un virus de type RV (245). Aprés une exacerbation viro-induite chez des enfants

atopiques, une régulation a la hausse du récepteur FceRI sur les monocytes et les DC a été
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observée, associée a une augmentation concomitante des cytokines Th2, notamment IL-4 et
IL-13 (404), ce qui suggeére que linfection virale respiratoire chez les enfants atopiques
pourrait initier une cascade atopique-dépendante qui amplifie l'inflammation des voies
respiratoires induite par le virus. Cela pourrait amplifier le remodelage et I'inflammation a long
terme. Comme évoqué précédemment, il existe probablement un lien entre le sérotype viral,
en particulier de RV, et 'atopie. Nous menons actuellement une analyse complémentaire, non
publiée, des paramétres microbiologiques de la cohorte VIRASTHMA 2 (405). Des résultats
préliminaires suggérent que les enfants présentant une infection a RV-C au moment de
'exacerbation (55% des préléevements) étaient significativement plus atopiques (60% contre
34% dans le reste de la population, p=0.013) et en particulier plus sensibilisés aux aéro-
allergénes (60% contre 33%, p=0.009). Dans la littérature, les RV-C sont particulierement
associés au terrain atopique chez l'enfant, et associés a une modulation de la réponse
immunitaire de I'héte (406,407).

Nous avons mis en évidence les interactions étroites entre inflammation des voies
aériennes, réponses antivirales de I'h6te et micro-organismes a l'origine des crises d'asthme.
Par conséquent, les nouvelles thérapeutiques ciblant l'inflammation dans I'asthme, comme
les biothérapies anti-Th2, pourraient avoir un impact spécifique sur les infections pulmonaires.
L'omalizumab reste la biothérapie la plus étudiée dans I'asthme pédiatrique, bien que d’autres
aient été expérimentés ces derniéres années (408). L'omalizumab est un anticorps
monoclonal anti-IgE, qui cible les mécanismes effecteurs de l'inflammation Th2. Aprées avoir
fait la preuve de son efficacité dans des essais cliniques pédiatriques, il a été largement
prescrit chez les enfants avec un asthme allergique sévére agés de plus de 6 ans, ce qui nous
permet d’avoir du recul sur son efficacité a plus long terme (409). Dans les études en vie
réelle, nous avons observé une efficacité sur le contrle de l'asthme, et une diminution
significative des crises d'asthme chez des enfants exacerbateurs (165). Par conséquent, un
effet direct de I'omalizumab sur les exacerbations induites par le RV chez les enfants a été
suggéré (410,411). Dans I'étude Preventative Omalizumab or Step-up Therapy for Severe Fall
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Exacerbations (PROSE), un essai contrélé par placebo mené aupres de 478 enfants
asthmatiques agés de 6 a 17 ans et ayant présenté au moins une exacerbation récente,
Esquivel, et al. ont observé une diminution de la durée des infections a RV, de I'excrétion
virale et du risque d’affections induites par le RV chez les patients traités par omalizumab
(410). Une étude récemment publiée menée chez des adultes, combinant les résultats de
deux essais cliniques, a comparé l'effet de I'omalizumab sur la réponse a une inoculation
expérimentale de RV-16 chez des adultes asthmatiques allergiques (412). Les patients traités
par omalizumab avaient moins de symptdmes d'infection des voies aériennes inférieures dans
les quatre premiers jours suivant I'inoculation, suggérant que I'effet protecteur de I'omalizumab
sur les exacerbations viro-induites se produirait pendant les premiéres étapes de l'infection.
Teach, et al. ont décrit d'autres résultats de I'étude PROSE, comparant I'omalizumab a un
placebo et I'omalizumab a un CSI sur le risque de survenue d’exacerbation a l'automne,
lorsqu'il était initié 4 a 6 semaines avant le retour a I'école (413). lls ont enregistré 86
exacerbations, parmi lesquelles 89 % étaient associées a la détection d'un virus des voies
respiratoires, le plus souvent le RV (81%). Le taux d'exacerbation a l'automne était
significativement plus faible dans le groupe omalizumab, mais il n’y avait pas de différence
entre omalizumab et CSI, sauf dans le sous-groupe de patients ayant présenté une
exacerbation pendant la phase de "screening". Dans une étude ex vivo sur des PBMC
prélevées pendant la phase d'intervention, les auteurs ont observé une augmentation des
réponses IFN-a aprés inoculation de RV-A16 dans le groupe traité par omalizumab, suggérant
gue les mécanismes de protection de I'omalizumab contre les exacerbations pourrait impliquer
un effet antiviral dépendant de I'IFN-a. Une autre étude menée chez des enfants
exacerbateurs fréquents avant et pendant un traitement par omalizumab a étudié I'effet de
I'inoculation ex vivo de RV et grippe A sur des cultures de PBMC et pDC, apres fixation des
IgE sur les récepteurs FceRI (414). Les auteurs ont observé que I'omalizumab augmentait &
la fois les réponses IFN-a induites par le virus dans les PBMC et les pDC, et réduisait ensuite
I'expression du FceRI sur les pDC. Dans I'ensemble, la réduction des taux d'exacerbation
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d'asthme chez les patients traités par omalizumab était liée aux réponses IFN-a et a
I'expression atténuée du FceRlI sur les pDC.

Les effets d'autres médicaments ciblant les cytokines Th2 et les alarmines, notamment
le lebrikizumab (anti IL-13), le dupilumab (anti IL-4R), le reslizumab (anti-IL-5), le
benralizumab (anti-IL-5R), le tezepelumab (anti-TSLP) ou les anticorps monoclonaux anti-1L-
33, font actuellement I'objet d'études précliniques et cliniques (408). Il est vraisemblable que
ces thérapies s’adressent a des sous-groupes de patients dont certaines caractéristiques
restent a définir. Si cette hypothese se vérifie, il faudra identifier les biomarqueurs prédictifs,
en particulier non invasifs, de la réponse aux biothérapies, qui pourraient différer entre adultes
et enfants. Chez I'enfant, il faudra de plus évaluer I'impact de ces traitements sur la prévention

du remodelage bronchique et la préservation de la fonction respiratoire.
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IV. L’importance d’analyser I'exposome pour phénotyper les patients, en
particulier a ’dge préscolaire

Les enfants exposés a un environnement délétére pourraient constituer un phénotype
particulier a 'dge préscolaire. Ainsi, nous avons observé, dans les deux cohortes d’enfants
asthmatiques d’age préscolaire CobraPed (299) et VIRASTHMA 2 (332), une prévalence
élevée d’exposition au tabagisme parental : 17% et 50%, respectivement ; voire méme in
utero: 16% et 22%, respectivement. Le tabagisme parental était associé au phénotype
asthme sévére dans la cohorte nationale, et au phénotype asthme a facteurs déclenchant
multiples, caractérisé par la présence de symptdomes intercritiques, dans la cohorte régionale.
L'association entre I'exposition au tabagisme parental et les exacerbations sévéres d’asthme
a déja été décrite, et rapportée dans une méta-analyse de Wang, et al. comprenant 25 études
(84). Parmi ces études, seules quatre avaient inclus des enfants d'age préscolaire et aucune
ne se concentrait sur cette population spécifigue. Dans la cohorte Unbiased Biomarkers for
the Prediction of Respiratory Disease Outcomes (U-BIOPRED), incluant 282 enfants de 5
pays européens, dont 131 enfants d'age préscolaire, aucune différence n'avait été montrée
concernant le tabagisme parental entre les enfants avec un asthme sévére et non sévére
(respectivement 15,8% et 16,7%, p=0,89) (46). Dans une enquéte réalisée chez plus de
20000 enfants d’age médian de 4 ans, Farber, et al. ont montré que le tabagisme maternel
augmentait le risque de passage aux urgences pour asthme (415). Nos résultats suggérent
gue l'exposition persistante a la fumée de tabac pendant la petite enfance augmente le risque
de sévérité de l'asthme et la survenue de symptdmes intercritiques chez les enfants
exacerbateurs. De plus, dans I'étude CobraPed, les enfants d'age préscolaire avec asthme
séveére avaient un poids de naissance inférieur a celui des enfants avec une atteinte plus
modérée, alors que les données biométriques a l'inclusion étaient comparables (299). Des
études antérieures ont déja démontré les interactions entre le poids de naissance, I'exposition
au tabagisme in utero et la croissance des voies aériennes (80). Nous avons donc mené une
analyse complémentaire (non publiée) pour évaluer l'effet du tabagisme in utero sur les

210



paramétres de la fonction pulmonaire. Nous avons observé que le tabagisme in utero était
associée a une diminution du rapport VEMS/CVF (92,0 % [88,0, 97,0] chez les patients non
exposeés contre 86,0 % [83,0, 90,0] chez les patients exposés au tabagisme in utero, p=0,014)
et des Z-scores (0,2 [-0,7, 0,8] chez les patients non exposés contre -0,5 [-1,2, -0,4] chez les
patients exposés au tabagisme in utero, p=0,017) chez les enfants d'age préscolaire. Cette
analyse conforte les liens déja décrits entre exposition au tabagisme in utero et augmentation
de la réactivité des voies respiratoires (81), réduction de la fonction pulmonaire dans I'enfance
(416). Ces données confirment donc le caractére cumulatif de I'exposition au tabagisme pré
et postnatal chez certains enfants asthmatiques d’age préscolaire. L'un des mécanismes a
I'origine des symptdmes d’asthme dans cette population pourrait &tre une inflammation accrue
au sein des voies aériennes chez les enfants exposés a la fumée de cigarette, via la
stimulation des ILC2, comme démontré chez des enfants d'age préscolaire avec un phénotype
d’'asthme a facteurs déclenchant multiples (89,207). On peut émettre I'hypothése que les
effets de la fumée de tabac sur le déséquilibre des réponses Thl et Th2 est majoré dans les
premieres années de la vie, alors que le systeme immunitaire est immature et que les voies
aériennes en croissance sont exposées aux toxiques de la fumée de cigarette (207,417,418).
La fumée de cigarette pourrait également moduler l'inflammation Th17, comme cela a été
montré dans notre équipe dans un modéle murin et chez des patients adultes avec BPCO
(419). Enfin, de nombreuses études ont confirmé que le tabac pouvait induire une dysbiose,
et celle-ci pourrait jouer un role favorisant dans le déséquilibre de la réponse immunitaire
(420).

Nous avons également constaté chez les enfants asthmatiques préscolaires inclus
dans ces 2 cohortes une forte prévalence de I'exposition déclarée aux moisissures / a
I'humidité au domicile : 21% chez les enfants de la cohorte CobraPed et 22% chez ceux de la
cohorte VIRASTHMA 2, taux sensiblement plus élevés que ceux de la moyenne nationale,
autour de 12% selon les données 2010 de I'Institut National de la Statistique et des Etudes
Economiques (INSEE) (299,332). Dans I'’étude CobraPed, la prévalence de I'exposition était
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plus élevée dans le groupe asthme sévere : 28% contre 8%, p<0,01. L’association entre
exposition aux moisissures et apparition d’'un asthme a bien été démontrée dans les études
épidémiologiques, principalement en utilisant I'exposition autodéclarée (421-423). En
procédant a des inspections minutieuses des maisons parmi des cas d'asthme préscolaire et
des cas témoins appariés, Pekkanen, et al. ont montré un risque accru d'asthme avec
'augmentation des dommages causés par I'humidité et la présence de moisissures visibles
dans la maison de l'enfant (422). Récemment, la méme équipe a montré que les dommages
causés par I'humidité et la présence de moisissures visibles dans les principales pieces
d'habitation de I'enfant & un age précoce médian de 5 mois étaient significativement associés
a des niveaux accrus de FeNO (>75¢é percentile) a I'age de 6 ans. L’'impact sur la sévérité a
également été confirmé, y-compris chez les enfants préscolaires. Flemming, et al. montraient
une exposition rapportée sur la déclaration des parents chez 13% des enfants préscolaires
non sévéres mais 32% des sévéres de la cohorte U-BIOPRED (46). En réponse aux
moisissures, certains enfants préscolaires pourraient développer une réponse préférentielle
de type Th2, a l'origine d’une inflammation éosinophilique préjudiciable et non efficace pour
éliminer les agents pathogénes fongiques, plutdt qu'une réponse protectrice Th1/Th1l7 (58).
La sensibilisation fongique pourrait également jouer un réle important dans ces mécanismes.
En particulier, 'impact de la sensibilisation vis-a-vis d’Alternaria est bien démontré dans
'asthme sévére et la résistance au traitement chez I'enfant d’age scolaire (357). Fitzpatrick,
et al. ont estimé la prévalence de la sensibilisation a Alternaria chez I'enfant asthmatique
préscolaire en combinant les résultats de 5 cohortes. Celle-ci était particulierement élevée, de
I'ordre de 11%, notamment dans le cluster d’enfants associant une dermatite atopique sévéere
et une multisensibilisation (424). Les champignons pourraient donc également promouvoir
une réaction Th2 par le biais d’allergénes ou en secrétant de puissants adjuvants (e.g.
protéases).

Au-dela du réle spécifique du tabagisme et des moisissures, l'identification de
phénotypes associés a I'exposition environnementale nous montre qu’il est désormais
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indispensable d’évaluer 'exposome dans sa globalité et de mesurer son impact sur la réponse
immunitaire dans I'asthme et ses liens avec le microbiote, parfois via des modifications
épigénétiques. Les nouvelles approches de biologie intégrée de type omiques, les outils
numériques avec le "big data", "apprentissage automatique" et les études mécanistiques
fourniront une maniére innovante d'étudier et d'intégrer la complexité de I'exposome et son

implication dans les phénotypes observés.
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V. La compréhension du rbdle précis des interactions hdéte - microbiote: le
chainon manquant pour aboutir & une médecine personnalisée ?

Dans le travail mené lors de la mobilité hospitalo-universitaire, dont nous présentons
les données dans ce manuscrit, nous avons analysé le métabolome plasmatique d’enfants
atopiques, dont les enfants avec un asthme allergique des cohortes VIRASTHMA 1 et 2, et
non atopiques, dont les asthmatiques non allergiques de VIRASTHMA 2. En particulier, nous
avons identifié un défaut d’acides biliaires secondaires associé a I'atopie. D’autres études ont
identifié les acides biliaires comme des métabolites clés associés au type de maladies
atopiques, permettant de différencier les enfants avec allergies alimentaires de ceux avec
asthme (425), ou associés a la réponse inflammatoire dans la dermatite atopique (328). Ces
métabolites, en particulier I'acide désoxycholique et I'acide lithocholique, ont un lien étroit avec
le microbiote intestinal, car ils sont générés par l'activité enzymatique microbienne intestinale,
et ils ont eux-mémes une activité antimicrobienne pouvant influencer la composition
microbienne de l'intestin (426—428). Des études in vitro et chez la souris suggérent des effets
protecteurs des acides biliaires sur l'inflammation allergique des voies respiratoires par le biais
de mécanismes multiples. En particulier, ils ont été impliqués dans la différenciation des Treg,
et I'inhibition de la différenciation Th17 (429,430). A travers 'exemple des acides biliaires,
nous constatons que certains métabolites pourraient servir de biomarqueurs associés a
certains asthmes, voire de molécules aux fonctions thérapeutiques. L’analyse extensive de
'ensemble du métabolome, mais aussi du protéome et du transcriptome chez les patients
asthmatiques pourrait permettre de comprendre certains liens entre microbiote et asthme.
Cela pourrait également permettre d’élucider les relations entre les microbiotes a différents
sites, en particulier le "cross talk" triangulaire a distance entre le microbiote intestinal, des
voies aériennes et de la peau. Il nous faut également relier ces observations aux
caractéristiques de la réponse immune pour préciser leur mode d’action.

Des données récentes suggerent que des stratégies modulant le microbiote a ces
différents sites, comme la transplantation de microbiote, et [l'utilisation de certains
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antibiotiques, pourraient avoir un certain intérét dans l'asthme. La transplantation de
microbiote sain, déja utilisée dans les maladies inflammatoires intestinales, semble étre une
alternative prometteuse (431). Dans une étude préclinique, Arrieta, et al. ont démontré que
l'inoculation orale de quatre espéces bactériennes précédemment identifiées comme
associées au risque d'asthme a des souris exemptes de germes améliorait l'inflammation
allergique des voies respiratoires chez leur progéniture adulte (61). Plusieurs études ont
également évalué le bénéfice des prébiotiques et probiotiques, dont les effets bénéfiques
incluent un enrichissement des DC régulatrices et des Treg dans les zones d’inflammation
(432). Bien que certains effets aient été montré dans d’autres maladies atopiques, leur intérét
lors de la crise d'asthme reste a évaluer (433,434). Une autre option pourrait consister en
I'administration des métabolites de bactéries, qui peuvent mimer I'effet du microbiote normal.
Ainsi, I'alimentation de souris enceintes avec des acides gras a chaine courte (SCFA : Short
Chain Fatty Acid), tels que l'acétate, a été associée a une modulation du microbiote maternel
et a une protection contre le développement d'une maladie allergique des voies respiratoires
chez la progéniture (435). Un nombre croissant d'études sur des modeéles expérimentaux
d'infections pulmonaires a démontré l'intérét potentiel de la transplantation de microbiote fécal
et/ou de la supplémentation en SCFA, suggérant qu'ils pourraient étre efficaces dans les
exacerbations induites par des bactéries et des virus (436—438).

Les effets modulateurs potentiels de certains antibiotiques sur les crises d'asthme chez
I'enfant font I'objet d'intenses recherches. Tout d'abord, en termes de prévention, Schwerk, et
al. ont observé un impact positif des antibiotiques a long terme (principalement I'amoxicilline
et I'acide amoxicilline-clavulanique) chez les enfants avec un asthme préscolaire séveére et
une infection bactérienne positive sur les échantillons de LBA, avec des taux réduits
d'exacerbations et d'hospitalisations aprés 6 mois de suivi par rapport aux taux avant
traitement (439). Deuxiemement, les effets immunomodulateurs des macrolides sont bien
décrits (440) et ont été évalués dans le traitement de I'asthme aigu chez les enfants. Ainsi,
dans I'étude Early Administration of Azithromycin and Prevention of Severe Lower Respiratory
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Tract llinesses in Preschool Children (APRIL), Bacharier, et al. ont mené un essai contrélé par
placebo aupres de 607 enfants avec un asthme préscolaire sans traitement de fond, afin de
tester l'efficacité de I'azithromycine administrée avant I'apparition de symptéme d’affection des
voies aériennes inférieures (158). L'administration de macrolides a réduit le risque d'évolution
vers une affection sévere des voies aériennes inférieures (c'est-a-dire nécessitant un
traitement par stéroides oraux), sans preuve de linduction d'organismes résistants a
I'azithromycine, ni d'effets indésirables. Dans la cohorte Copenhagen Prospective Studies on
Asthma in Childhood 2010 (COPSAC2010), des enfants présentant des symptémes
récurrents d’asthme, dont certains étaient sous traitement de fond, ont été randomisés pour
recevoir soit de l'azithromycine, soit un placebo, en cas de symptédmes aigus d’asthme,
évoluant depuis au moins 3 jours (157). Les enfants traités par azithromycine avaient une
réduction significative de la durée de I'épisode, et l'effet augmentait en cas d'administration
précoce du traitement. En revanche, Mandhane, et al. ont mené un essai contrdlé par placebo
chez des enfants d'age préscolaire agés de 12 a 60 mois, se présentant aux urgences avec
une respiration sifflante, afin d'évaluer l'effet de I'azithromycine (441). lls n'ont pas montré de
réduction de la durée des symptdmes respiratoires dans le groupe traité, ni du délai jusqu'a
I'exacerbation suivante aprés 6 mois de suivi. Ainsi, les preuves de [lefficacité de
l'azithromycine comme traitement préventif des crises d'asthme sont encore limitées (442).
En outre, des études ont été menées chez des patients adultes pour tester l'effet de
I'azithromycine comme stratégie préventive, avec des résultats contradictoires (443-445).
Notamment, Gibson, et al. ont décrit dans un essai contrélé contre placebo qu'un traitement
d'entretien de 48 semaines avec l'azithromycine diminuait la fréquence des exacerbations
d'asthme et améliorait la qualité de vie dans I'asthme persistant malgré un traitement de fond
(444). Dans une méta-analyse reprenant les trois principales études menées chez I'adulte
(443-445), le traitement d'entretien par azithromycine était associé a une réduction du taux
d'exacerbations dans l'asthme ainsi que dans tous les sous-groupes (asthme non
éosinophilique, éosinophilique et asthme sévére), et a une bonne tolérance (446). En
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examinant chaque type d'exacerbation séparément, les patients souffrant d'asthme
éosinophilique rapportaient moins de recours aux corticostéroides oraux, et les patients
souffrant d'asthme non éosinophilique et sévére rapportaient moins de recours aux
antibiotiques. Un effet spécifigue des macrolides dans l'asthme neutrophilique avait déja été
rapporté par Simpson, et al. chez des sujets adultes souffrant d'asthme réfractaire sévere,
traités par clarithromycine pendant 8 semaines (447). Le traitement par clarithromycine était
associé a une réduction des concentrations d'lIL-8 et de neutrophiles dans les expectorations,
entrainant une diminution des concentrations d'élastase neutrophile et de matrix
metallopeptidase 9 (MMP9). Enfin, le prétraitement in vitro par la clarithromycine de cultures
d'AEC de patients asthmatiques diminue la production des cytokines inflammatoires IL-1(3, IL-
6 et IL-33 en réponse au RV14, suggérant un effet antiviral direct (448). L'azithromycine réduit
également in vitro la réplication du RV dans les cultures d’AEC augmentant la production des
IFN et de certains ISG (449). Bien que les macrolides et plus particulierement l'azithromycine
constituent une stratégie attrayante dans l'asthme aigu, des études supplémentaires sont
nécessaires pour identifier les phénotypes de répondeurs potentiels et les éventuels effets
indésirables. Comme les antibiotiques ont aussi pour effets indésirables d'éliminer les
bactéries commensales qui protegent du développement de l'asthme, leur utilisation
actuellement n’a pas fait la preuve de son efficacité (450).

Dans les années a venir, de nouvelles études devront étre menées pour explorer 'effet
de ces nouvelles thérapeutiques, chez les enfants asthmatiques allergiques et non
allergiques, afin de comprendre leurs effets immunologiques et leurs potentiel effet sur
I'histoire naturelle de la maladie, pour déterminer les profils de patients bons répondeurs. Plus
important encore, des études spécifiques devront étre menées chez les enfants dés 'age
préscolaire, avec des critéres d'évaluation appropriés. Cet effort contribuera a entrer dans

I'ere de la médecine de précision.
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PERSPECTIVES ET CONCLUSION
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I. L’utilisation d’un modéle préclinique murin pour caractériser le défaut de
réponse aux virus respiratoires et identifier des cibles thérapeutiques
potentielles

Les données cliniques montrent bien le role prépondérant des infections virales de la
prime enfance dans le développement et l'histoire naturelle de I'asthme. Les modéles
expérimentaux murins pourraient faciliter la compréhension des mécanismes impliqués dans
les interactions entre infections virales et immaturité des réponses immunitaires. En paralléle
des travaux présentés ici, au cours du Master 2 et de la thése, j’ai travaillé sur la mise au point
d’'un modéle préclinique murin d’infection virale chez le nouveau-né. Ce travail a été effectué
en collaboration avec I'équipe des Dr David Torres et Dr Véronique Flamand (Institut
d'Immunologie Médicale, Université Libre de Bruxelles, Gosselies, Belgique) qui dispose de
la plateforme technique et d’animalerie adaptée a ce modéle néonatal. J'ai été encadrée lors
de ces expérimentations et j'ai suivi et validé la formation a I'expérimentation animale (ex-
niveaux 1 et 2) au cours de la deuxiéme année pour obtenir plus d’autonomie.

Nous avons d’abord réalisé des expérimentations in vitro, par isolement et culture
d’AEC extraites par isolement de trachées de souris dgées de trois jours (cellules J3), 7 jours
(cellules J7) et de souris adultes (cellules adultes). Pour nos expérimentations, nous avons
mis les cellules en présence de virus pendant 24 heures et 48 heures lorsqu’elles étaient
confluentes. Nous avons étudié la vitalité cellulaire par test colorimétrique et confirmé
l'infection virale par mesure de I'expression d’un géne viral. Nous avons ensuite analysé les
réponses cellulaires par étude de l'expression de genes de la réponse antivirale et
inflammatoire et dosages protéiques au sein des surnageants de culture. Nous avons déja
testé 3 souches de virus respiratoires sur ce modele : VRS de sérotype A2 (souche clinique,
Dr llka Engelmann, laboratoire de virologie du CHU de Lille), RV de sérotype 1B (ATCC, RV
de groupe mineur ayant la capacité d’'infecter les AEC murines en interagissant avec le LDL
récepteur présent a la surface), et PVM (Dr Laurent Gilet, Université de Liege, Belgique),
analogue murin du VRS.
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En réponse au VRS, nous avons identifié un défaut d’expression de TLR7/8 au sein
des AEC de J3 et J7 par rapport aux AEC adultes, sans qu’il n’y ait de différence sur
I'expression d’'IRF7. Nous n’avons pas montré de différence dans la réponse IFN, mais une
modulation de I'expression de I'alarmine IL-33, plus fortement induite au sein des cellules J3.
En réponse au RV, nous avons identifié un défaut d’expression de TLR7 et IRF7 au sein des
AEC de J3 et J7 par rapport aux AEC adultes. Nous n’avons pas montré de différence dans
la réponse IFN, mais une tendance a une réponse inflammatoire (IL-6 et CXCL1) moins
marquée au sein des AEC de J3 et J7 qu’au sein des AEC adultes. Contrairement au VRS,
une plus faible induction d’'IL-33 a été observée au sein des AEC J3 et J7. Concernant le PVM,
nous avons eu des difficultés en lien avec la production et la quantification du virus. Peu
d’équipes ont étudié ce virus et a notre connaissance, il n'y a pas eu d’expérimentation in vitro
sur les AEC. On peut donc supposer que nos manipulations n’ont pas été effectuées avec
une dose ou a des temps optimaux. On peut également émettre 'hypothése que les AEC ne
sont pas les cibles cellulaires préférentielles du PVM, contrairement aux macrophages.

Ces travaux préliminaires semblent identifier des altérations de la réponse antivirale
dans les AEC de nouveau-né. La poursuite de la caractérisation de la réponse inflammatoire
induite par les virus pneumotropes chez le nouveau-né, puis I'impact sur le développement
de l'asthme chez la souris n'a pas pu étre effectuée au cours de la thése mais nous
envisageons la poursuite du développement de ce modeéle au laboratoire. Je me propose
d’encadrer dans les prochains mois un étudiant en Master 2 dont le projet sera centré sur ce
travail. L’'objectif du projet sera de confirmer ces données dans un modéle murin d’infection
chez le souriceau avec l'inoculation de VRS et de RV. Nous étudierons les réponses
antivirales et inflammatoires du poumon (IFN de type | et lll, chimiokines et alarmines) ainsi
que l'expression des principaux genes d’intérét au sein des cellules pulmonaires triées :
cellules épithéliales bronchiques obtenues par microdissection, macrophages et DC séparées
apres tri par cyrtométrie en flux. Sur ces différents échantillons, nous analyserons I'expression
des ARNm et protéines en ciblant les principaux éléments de la réponse antivirale et
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inflammatoire a ces virus. Des modéles de coculture AEC / DC pourront étre utilisés pour
préciser les interactions cellulaires propres a ce contexte néonatal. A terme, ces
expérimentations devraient permettre de caractériser le défaut de réponse des AEC et de
déterminer s'il existe des spécificités de réponse au VRS et au RV. Cette étude permettra
ensuite d’envisager la répétition du modéle d’infection chez des souriceaux ayant un

prédisposition Th2, par sensibilisation in utero aux acariens de la poussiére de maison (451).
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Il. La poursuite de I’analyse des profils de réponse inflammatoires et antivirales

au moment de I’exacerbation chez les enfants de la cohorte VIRASTHMA 2.

Dans le cadre du poste prévu de MCU-PH en Pédiatrie a partir de septembre 2021, je
poursuivrai 'analyse des données de la cohorte VIRASTHMA 2 par d’autres stratégies, avec
pour but l'identification de profils associés a certains groupes de patients. Ces travaux futurs
se déclinent en cinq aspects principaux :

1/ Sur le plan microbiologique, comme cité précédemment, nous avons débuté avec
les laboratoires de virologie (Dr llka Engelmann) et de bactériologie (Pr Rodrigue Dessein) du
CHU de Lille une analyse complémentaire portant sur les sérotypes de RV et la présence
d’'une virémie. J'encadre pour ce travail, qui ménera a la soumission d’un article en anglais
dans une revue a comité de relecture, une étudiante en DIU de Pneumologie Pédiatrique.

2/ A Taide des biostatisticiens du CHU de Lille et des bio-informaticiens de la
plateforme BiLille, nous allons mener des analyses multivariées (a type d’analyses en
composantes principales, études de clusters avec regroupement hiérarchiques) incluant les
concentrations de cytokines a I'exacerbation et a I'état stable, avant et aprés mise en culture,
pour définir si certains profils sont associés a des phénotypes cliniques spécifiques.

3/ D’un point de vue mécanistique, nous compléterons ces analyses par I'étude des
profils d’activation des cellules mononuclées dans le sang et I'expectoration (LT, DC et
cellules lymphoides innées mesurés par cytométrie de flux).

4/ Afin d’explorer les autres facteurs environnementaux impliqués dans les
exacerbations, les taux de particules de pollution au moment des exacerbations (obtenues
par la plateforme Atmo Hauts-de-France) seront analysés en relation avec la réponse
inflammatoire. J’'encadrerai une étudiante en DES de Pédiatrie, Option Pneumologie, pour la
réalisation de ce travail.

5/ La cohorte VIRASTHMA 2 constitue désormais une cohorte de référence dans notre
région. Nous comparerons les données issues de cette étude aux données cliniques et aux
profils inflammatoires d’enfants inclus dans une étude qui va étre mise en place d'ici
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septembre 2021, dont je serai investigateur principal, et visant a étudier I'impact de la
pandémie COVID-19 sur le contrble de I'asthme chez I'enfant dans la grande région G4.

Ces différentes approches permettront de mieux comprendre les interactions entre
phénotypes et endotypes, sous le contréle de I'environnement, et d’évaluer les conséquences

des modifications de notre mode de vie liées a la pandémie COVID-19 sur ces interactions.
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lll. La poursuite des études omiques, en particulier transcriptomiques,
métabolomiques et protéomiques, pour comprendre I'implication du microbiote, en
collaboration avec l'université de Stanford

Au cours du post-doctorat, je poursuivrai les travaux initiés avec I'équipe de Pr Kari
Nadeau, au Sean Parker Center for Allergy and Asthma Research, a l'université de Stanford.
En particulier, je poursuivrai le projet "multi-OMICS", comprenant le travail de métabolomique
mais aussi une étude protéomique, déja initiée, et un projet de transcriptomique, incluant des
échantillons des cohortes VIRASTHMA 1 et 2, et dont le but sera de mieux comprendre
limplication du microbiote dans I'asthme atopique, mais aussi d’identifier des biomarqueurs
associés aux profils cliniques. Notre collaboration sera rendue effective par la tenue de visio-
conférences réguliéres et de visite bidirectionnelles. De plus, a plus long terme, ces approches
omiques permettront de mieux définir les spécificités liées aux différents profils de maladies

allergiques.
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IV. L’analyse des trajectoires cliniques et fonctionnelles d’évolution des

enfants inclus dans les cohortes CobraPed et VIRASTHMA 2
Au cours des prochaines années, nous mettrons ces résultats en perspective de
I'évolution de I'asthme, en étudiant les trajectoires cliniques et fonctionnelles des enfants
inclus. En effet, les enfants inclus dans la cohorte CobraPed sont entrés dans un suivi
prospectif jusqu’a I'age adulte avec évaluations annuelles. Nous avons également constitué
a partir de I'étude VIRASTHMA 2 une étude ancillaire portant sur les patients inclus a Lille
(n=104) et proposant un suivi jusqu’a I'dge de 17 ans. D’aprés les données de la littérature
(10), nous émettons I'hypothése que plusieurs trajectoires vont étre mises en évidence, en
particulier sur le plan fonctionnel et que certains patients auront une altération précoce de la
fonction respiratoire, pouvant évoluer vers la BPCO du jeune adulte. Nous disposerons
également pour ces 2 cohortes des données d’évolution des profils de sensibilisations
allergiques. |l sera également intéressant de mettre en paralléle ces trajectoires d’évolution
avec la réponse inflammatoire observée a l'adge préscolaire. Ceci nous permettra
d’appréhender le caractere dynamique des mécanismes intervenant dans I'asthme de

'enfant.
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En conclusion, les travaux réalisés au cours de la these confirment que les
mécanismes sous-tendant I'asthme au cours de I'enfance peuvent varier en fonction de la
catégorie d’age. Les études présentées suggerent que différents mécanismes sont impliqués
dans I'nétérogénéité de I'asthme a I'age pédiatrique, et, par conséquent, constituent des cibles
pour de nouvelles approches thérapeutiques. La prévention, la compréhension et la gestion
efficace des crises d'asthme restent I'un des besoins non satisfaits dans I'asthme sévére de
enfant, en particulier chez les enfants préscolaires. Une meilleure prise en compte de
I'exposome associé a une meilleure définition de la diversité des mécanismes impliqués, de
leur caractére dynamique, et de leur impact sur I'évolution de la maladie permettra une
meilleure prise en charge des patients. Les outils numériques et les études mécanistiques
fourniront une maniére innovante d'étudier et d'intégrer la complexité de la réponse
immunitaire et son implication dans les phénotypes observés.

A I'ére de la médecine de précision, les interventions précoces ciblant les expositions
environnementales, les réponses immunitaires des muqueuses, les infections pulmonaires et
le microbiote, dans la petite enfance, pourraient modifier I'histoire naturelle et avoir un impact
positif sur la trajectoire de I'asthme pédiatrique.

Enfin, pour comprendre I'asthme de I'enfant et le traiter, il sera essentiel de garder a
I'esprit les fonctions évolutives fondamentales des divers compartiments pulmonaires, et
d'équilibrer les potentiels roles néfastes des interventions ciblées destinées a prévenir et
traiter la pathologie asthmatique. Il est clair que le risque d'asthme a évolué au cours de la
derniére génération, mais c'est en identifiant les causes profondes (comportements,
exposition, colonisation antigénique et microbienne, etc) et en les ciblant que I'on obtiendra la

meilleure fenétre thérapeutique.
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Abstract (249 words)

Exacerbations are a main characteristic of asthma. In childhood, the risk is increasing
with severity. Exacerbations are a strong phenotypic marker, particularly of severe and
therapy-resistant asthma. These early-life events may influence the evolution and be involved
in lung function decline.

In children, asthma attacks are facilitated by exposure to allergens and pollutants, but
are mainly triggered by microbial agents. Multiple studies have assessed immune responses
to viruses, and to a lesser extend bacteria, during asthma exacerbation. Research has
identified impairment of innate immune responses in children, related to altered pathogen
recognition, interferon release, or anti-viral response. Influence of this host-microbiota dialog
on the adaptive immune response may be crucial, leading to the development of biased T
helper (Th)2 inflammation. These dynamic interactions may impact the presentations of
asthma attacks, and have long-term consequences.

The aim of this review is to synthesize studies exploring immune mechanisms impairment
against viruses and bacteria promoting asthma attacks in children. The potential influence of
the nature of infectious agents and/or preexisting microbiota on the development of
exacerbation is also addressed. We then discuss our understanding of how these diverse
host-microbiota interactions in children may account for the heterogeneity of endotypes and
clinical presentations. Finally, improving the knowledge of the pathophysiological processes
induced by infections has led to offer new opportunities for the development of preventive or
curative therapeutics for acute asthma. A better definition of asthma endotypes associated
with precision medicine might lead to substantial progress in the management of severe

childhood asthma.
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Introduction

Childhood asthma is a major public health issue in industrialized countries.
Development and progression of the disease is marked by exacerbations, also called asthma
attacks, which are one of the most prevalent causes of hospitalization in children with
consequently significant costs worldwide [1-3]. They constitute key events in the natural
history of childhood asthma and are major markers of its heterogeneity [4]. Mechanisms
leading to asthma attacks are not fully understood and may differ between children, according
to their age range or phenotype.

Pediatric literature on asthma usually distinguishes preschool recurrent wheeze / also
called preschool asthma in children aged 5 years and younger; from school-age children
asthma, in those aged 6 to 11 years; and adolescent asthma, in those aged 12-17 years
[3,5,6]. During preschool years, these events can be isolated, with few or no interval
symptoms, and their persistence despite conventional maintenance treatment, such as
inhaled corticosteroids (ICS), is a marker of severity [6,7]. Although viral infections are the
main triggers of acute asthma, early and multiple allergic sensitization is a strong risk factor of
presenting severe and frequent exacerbations [7,8]. In school-age children and adolescents,
acute asthma attacks are usually less frequent, and not only triggered by lung infections, but
also by exposure to allergens and pollutants [3,9,10]. Exacerbations rates increase with the
severity of the disease, which is defined according to treatment pressure to obtain asthma
control [4,5]. Repetition of frequent and severe episodes under high doses of ICS associated
with another maintenance treatment (mainly long acting beta2 agonists) is a criteria of severe
asthma in these age-groups [11,12], as demonstrated in pediatric asthma cohorts [13,14].
Additionally, it is now recognized that patients prone to exacerbations constitute a distinct
susceptibility phenotype, possibly associated with different endotypes, including specific
airway inflammation patterns, or inflammatory mechanisms in response to infectious agents
[15]. In some individuals, the severity of the disease and propensity to develop acute asthma
may also vary throughout the course of childhood [16]. These early-life events can influence
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the long-term evolution at adult-age, in terms of asthma persistence, phenotype and
alterations of lung function, that may lead to early chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) [17]. Early interventions could modify the natural history of the disease. However, in
children with severe asthma, conventional maintenance therapies may be insufficient to
prevent asthma attacks [7,18], and repeated or prolonged oral corticosteroids are associated
with many side effects, such as defective growth [19]. New treatment strategies are now
needed. Interestingly, some studies have shown the efficacy of biologics in pediatric asthma,
mainly on severe exacerbations, and suggested disease-modifying properties of some of
them, making it a particularly attractive strategy in children [20].

Viruses are closely linked to wheezing illnesses during early childhood [21].
Respiratory syncytial virus (RSV), and rhinoviruses (RV), both RNA viruses, are among the
most common causes of lower respiratory tract infections, i.e. bronchiolitis and/or pneumonia,
with a predominance of RSV in the first 12 months of life and then RV in the following years
[22]. Birth cohort studies and other epidemiological studies have shown a strong association
between early RV-induced wheeze, and to a lesser extent, RSV-induced wheeze, and
subsequent development of childhood asthma [23-26]. Moreover, pediatric asthma attacks
are mainly triggered by respiratory viruses, particularly RV, both in the preschool and school-
age [10,27-31]. The question of whether asthma-associated underlying inflammation
promotes the pathogenic effect of viral infection or whether the virus induces exaggerated
inflammation is still under debate and has been the subject of many research studies over the
past 25 years.

Alongside viruses, there is also a growing interest on the impact of bacteria in the onset
of asthma attacks and the perpetuation of inflammation. Neonatal airway colonization with
bacteria including Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis and/or Streptococcus
pneumoniae, has been associated with persistence of asthma [32]. Indeed, Kloepfer, et al.
have shown frequent viral and bacterial co-infection in asthmatic children aged 2-18 years
[33]. It is well known that viral infection can predispose to bacterial secondary infection. A few
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studies have begun to describe inflammatory phenotypes linked with altered microbiota,
known as dysbiosis, within the airways [34,35]. Interactions between viruses and bacteria,
personal risk factors (e.g. genetic background and atopy), and environmental exposures may
promote more severe acute asthma episodes that will influence the progression of asthma
[21]. However, the precise role of each of these factors and their interplay with the host
immune defenses remains to be elucidated.

The aim of this review was to synthesize studies exploring human innate immune
mechanisms responses against viruses and bacteria during asthma attacks and to provide
hypotheses to decipher how they may contribute to the phenotypes observed in childhood
asthma. We will then discuss how therapeutic strategies targeting these pathways may

improve the management of acute asthma in children.
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1/ Impact of viruses on the onset of asthma attacks: chicken or egg?

Up to now, mechanisms explaining susceptibility to develop acute asthma upon
respiratory viruses, in particular RV and to a lesser extend RSV, in asthmatic children prone
to exacerbation are not fully understood. As innate immune cells play a central role in the
onset of anti-viral defenses, they have been the focus of many studies in pediatric and adult
asthma, conducted both ex-vivo and in-vivo, contributing to the identification of new asthma

endotypes. The original studies presented in this review have been summarized in Table 1.

1.1 Virus recognition during asthma attack is mainly driven by airway epithelial
cells

Before addressing the viral infections impact on asthma attacks, we will briefly describe
the virus-induced anti-viral responses. Airway epithelial cells (AEC) are the main cellular
targets of pathogens, and act as sentinel cells in response to infection (Fig 1) [36—38]. These
structural cells are a central part of innate immune response [39]. They first act as a complex
physicochemical barrier, via the presence of tight intercellular junctions and the muco-ciliary
escalator, clearing foreign particles out. If not cleared, Pathogen Associated Molecular
Patterns (PAMP) on the surface of infectious agents, will then be recognized through Pattern
Recognition Receptors (PRR), in particular Toll-Like Receptors (TLR) and intracellular RNA
helicases, which will trigger innate immune responses. Although AEC play an early and central
role in orchestrating innate immune defenses, innate immune cells including alveolar
macrophages (AM) and dendritic cells (DC), especially plasmacytoid DC (pDC), are also
involved in innate immune responses against pathogens [40—44].

Studies aiming to explore PRR recognition by epithelial cells and innate immune cells
from asthmatic children are multiple but heterogeneous. In cultures of primary AEC from
children with severe therapy resistant asthma (STRA), lower expression levels of extracellular
and intracellular PRR than healthy controls were observed at baseline [45]. Expression of PRR

was also decreased upon infection with RV on these cultures and in those from adult
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asthmatics, suggesting a persistent defect in adulthood [45,46]. Hence, in AM from adults with
severe asthma, Rupani, et al. also showed a reduction of TLR7 expression after RV infection
compared with healthy subjects, with an effect potentially mediated by microRNAs [47].
Conversely, in ex vivo cultures of cells from broncho-alveolar lavages (BAL) cells and
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from adults with mild-to-moderate asthma, no
impairment of PRR expression (TLR, RNA-helicases) was observed [48]. This discrepancy
was also illustrated by our in vivo real-life study conducted in 72 school-age children with
allergic asthma hospitalized for severe exacerbation, associated with viral infection in 64%
(RV: 51%) [49]. Whereas viral infection did not modulate PRR expression and function on
PBMC as compared with non-infected asthmatic patients, a reduced expression of PRR was
reported in a sub-group of children prone to reinfection outside an exacerbation (steady state
8 weeks later), and displaying neutrophilic airway inflammation away from exacerbation
[10,49]. Although present both at exacerbation and steady state, this impairment of PRR
expression as well as the inflammatory profile was not associated with the clinical evolution
and risk of exacerbations in the year following exacerbation [50].

Altogether, these data suggest that impairment of PRR recognition in asthmatic
children could be limited to a subpopulation of patients, potentially severe, and may persist
into adulthood. Rather than an altered baseline expression or synthesis of PRR, a down-
regulation of the expression and activation of the co-receptors, and/or enzymes involved in
signaling may be determinant. Longitudinal in vivo studies could provide more insights into

these mechanisms and allow studying their dynamics during the course of the disease.

1.2 Modulation of anti-viral responses

Activation of PRR on AEC and innate immune cells will onset various signaling
pathways, such as interferon regulatory factors (IRF) 3 and 7, and nuclear factor-kappa B
pathway (NF-kB). This will lead to the production of anti-viral molecules such as interferons

(IFN) and anti-microbial peptides, including interferon-stimulated genes (ISG) as well as
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cathelicidins and defensins [51]. Anti-microbial peptides have immunomodulatory activities
and can alter host cellular responses. LL-37, also called human cationic antimicrobial peptide
is the only human peptide of the cathelicidin family and one of the most-studied [52,53]. In in
vitro models, LL-37 has the ability to reduce virus replication, notably for RSV [563,54]. In a
population of 77 asthmatic children, Arikoglu, et al. have shown that children prone to develop
acute asthma attacks displayed higher blood levels of cathelicidins and lower levels of vitamin
D at baseline than children with controlled asthma, suggesting a role for anti-microbial
peptides in acute asthma [55]. However, the evolution of these baseline levels during acute
asthma attacks and their impact on the anti-viral and inflammatory response remain unknown.

The majority of studies conducted in asthmatic subjects have had the aim to explore
anti-viral IFN response upon viral infection. They have observed a defect of production of type
I IFN. In response to RV, most ex-vivo studies have demonstrated an impairment of IFN-a and
IFN-B production in AEC from pediatric asthmatic patients compared to levels observed in
cells from healthy controls [45,56-58]. This impairment was also demonstrated in adult cells
[59-61]. Interestingly, similar results have been observed in ex-vivo cultures of PBMC. As
early as 2002, Bufe, et al. have shown in an ex-vivo model a defective production of IFN-a in
PBMC from pediatric asthmatic patients compared to healthy controls, upon Newcastle
disease virus (NDV) infection, an avian respiratory virus belonging to the Paramyxoviridae
family and well-known potent inductor of IFN-a [62]. They later extended these observations
in whole blood cells cultures from adult asthmatics, upon infection with either NDV of RSV
[63]. In the later years, similar results have been shown in pediatric studies [64,65] but also in
adult studies [45,48,66]. So far, only a few studies have been conducted upon in vivo
inoculation and natural infection. In a cohort of preschool children, IFN-a systemic levels were
reduced at the time of RV-induced exacerbation in asthmatics, as compared with healthy
controls during an asymptomatic RV infection [30]. In our recently published cohort of
preschool asthmatic children with natural virus-induced exacerbation (RV: 73%), the most
severe children, who were prone-to-exacerbation, displayed lower plasma concentrations of
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IFN-B at exacerbation than the others, suggesting a defect of production in response to viruses
limited to this sub-population [8]. In another study conducted in older children, we did not
observe altered IFN responses in sputum, plasma and cultures of stimulated-PBMC of patients
presenting a virus-induced exacerbation, compared with those with a non-virus-induced
exacerbation [49]. In adult asthmatics, a significant type | IFN defect was demonstrated in
bronchial epithelium and sub-epithelium obtained from bronchial biopsies compared with
healthy controls, after experimental infection with RV-A16 [67]. In contrast, Schwantes, et al.
described elevated rather than low RNA levels of type | IFN in sputum from adult asthmatic
patients, compared to those observed in healthy subjects, early in the course of a virus-

induced exacerbation.[68].

Following their discovery in 2003, there has been increasing knowledge regarding the
implication of type Il IFN implication in anti-viral responses [69]. Ex-vivo studies conducted in
AEC from asthmatic subjects have suggested a parallel impairment of IFN-A1 and IFN-A2/3
production upon RV infection in pediatric patients [45,56,57], and this impairment seemed to
persist in adult patients [46,59]. In vivo, this defective response was not observed at the time
of asthma exacerbation in sputum and/or PBMC from atopic asthmatic children [30,49,70], nor
in adults [68,71], suggesting that there are compensatory mechanisms or other sources of
IFN, supplementing the defect observed in resident cells.

A few studies have explored the potential pathways leading to a defect of IFN
production in asthmatic patients. Downregulation of IRF3 or IRF7, following virus infection in
asthmatic cells, has been suggested [57,59]. Gielen, et al. have also demonstrated a role of
the molecule suppressor of cytokine signaling 1 (SOCSL1), exercising a negative-feedback on
IFN production following viral infection in children with STRA [57].

Collectively, these studies suggest a potential impairment of anti-viral IFN response,
in particular type I IFN, during asthma attack. Rather than explained by immaturity in the first
years of life, this defective response could also be limited to a sub-phenotype of patients who
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are prone-to-exacerbation, from early childhood to adulthood. The effect of age, the kinetics
of the IFN response following viral infection and the impact of viral load in the airways remain

to be addressed.

1.3 Cytokines and epithelial-derived alarmins (IL-25, IL-33 and TSLP) response against
viral infection
Airway epithelial cells display immunoregulatory properties by producing pro-
inflammatory cytokines, including alarmins interleukin (IL)-25, IL-33 and thymic stromal
lymphopeietin (TSLP), released upon viral infection, and implicated in the recruitment of
macrophages, DC, T cells and granulocytes, such as eosinophils and neutrophils. This will
promote the adaptive immune response through DC maturation and migration to draining
lymph nodes associated with the airways. Dendritic cells will thus induce naive T cell
differentiation into antigen-specific T cells. This will drive the adaptive immune response within
the airways to clear the virus out. The alarmins also contribute to a biased T helper (Th)2
immune response by activating type 2 innate lymphoid cells (ILC2) and polarizing DC in order
to promote T cells differentiation (Fig 1). This specific cytokine environment in asthmatic
patients favor naive T cells polarization into Th2 cells, producing IL-4, IL-5, IL-13, as opposed
to Thl cells, producing IFN-y and TNF-B [37,72]. These cytokines are responsible for the type
2 inflammation and induce the pathophysiological features of asthma, including eosinophil
mobilization, mucus hypersecretion, smooth muscle hyperplasia and airflow obstruction [3,73].
Under the influence of IL-5, eosinophils will enter the airways and perpetuate type 2
inflammation [49,74]. They will also contribute to resolution of immune responses, including
tissue repair [75]. Other cytokines, such as type 17 cytokines: IL-17, IL-21, IL-22, can also
promote mucus hypersecretion and production of cytokines and chemokines by AEC. They
will favor the recruitment of neutrophils, through the induction of C-X-C chemokines,

conducting to a state of chronic inflammation [67]. In the longer term, IL-17 may contribute to
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the development of airway remodeling during asthma by enhancing the production of
profibrotic cytokines, proangiogenic factors, proteases and collagen [76,77].

In children, the influence of respiratory viruses and innate immune mechanisms on the
adaptive immune response development may be crucial. First, some respiratory viruses may
induce the release of alarmins, and thus favor the development of Th2 inflammation. A recently
published study showed that children with RV-positive-bronchiolitis displayed increased IL-
4/1IFN-y ratio in nasopharyngeal aspirates [78]. Upon RSV infection, Lee, et al. observed a
higher production of TSLP by AEC from asthmatic children compared to healthy controls [79].
Hence, some respiratory viruses may induce Th2 inflammation in the airways of children and
this may be increased in an asthmatic environment. In a cohort of preschool asthmatic
children, ILC markers, such as soluble ST2, were induced in vivo following RV infection in
preschool asthmatic children, and were correlated with nasal levels of IL-33 [80]. In our study
of school-age children, at exacerbation, airway inflammation in infected patients was
characterized by significantly higher IL-5 concentration and eosinophil count than in non-
infected patients [49]. This may not be specific to childhood, as Jackson, et al. have also
demonstrated an induction of IL-4, IL-5 and IL-13 in BAL following RV inoculation in asthmatic
subjects, associated with exacerbation severity [81]. Additional in vitro experiments showed
that IL-33 directly induced Th2 cytokine production by T cells and ILC2. However, this RV-
inducedTh2 inflammation could be limited to an asthmatic environment in adults, as suggested
by an in vitro study reproducing the induction of IL-4 and IL-13 by asthmatic PBMC after co-
exposition with RV and IL-33, but showing no effect on PBMC from healthy donors [82]. In
addition, exposure to respiratory viruses has also been associated with an increase in Th17
cytokines, as demonstrated in co-cultures of RSV-infected AEC with T cells [83].

Interferon production is also closely linked to Th2 and inflammatory cytokines. In
asthmatic preschool children prone to exacerbation, we observed simultaneously lower
production of Thl cytokines (IFN-y), Th2 cytokines (IL-5), pro-inflammatory cytokines (TNF-

a), regulatory cytokines (IL-10), and type 1 IFN (IFN-B) during virus-induced exacerbation in
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a subgroup of preschool children with characteristics of severe asthma and a history of
frequent exacerbations [8]. This association seems to persist in adults, as suggested by
Parsons, et al. reporting a parallel decrease of type Ill IFNs and of IL-6, (C-X-C motif) ligand
(CXCL)8 and CXCL10 in adult asthmatic AEC inoculated with RV [46]. In a murine model of
allergic asthma, IRF3 controlled the parallel evolution of IFN and Th2 cytokines during acute
episodes induced by allergen exposure [84]. Some adult studies have suggested bi-directional
influences during viral infection. Upon RV infection, pre-treatment with Th2 cytokines in
cultures of AEC may impair TLR3 and IRF3 signaling pathway [59], or type 1 and 3 IFN
expression [57]. Lower production of type | IFN, displayed by some children, could also reduce
the apoptosis of neighbored-infected cells and increase viral loads, consequently amplifying
airway inflammation, inflammatory cytokine production and thus, asthma attack severity
[58,60].

Altogether, these studies confirm close interactions between innate and adaptive immune
mechanisms against viruses in an asthmatic environment. Modulating airway inflammation,
particularly Th2 inflammation, could therefore directly improve anti-viral responses during

asthma attacks in some children.

1.4 Viral behavior during asthma attack

Although the impairment of anti-viral responses plays a key role in asthma attack,
characteristics of the microorganisms are also important. First, pathogenicity of RV strongly
differs according to subtypes, probably because of the implication of different cellular targets.
Indeed, infection with RV-C strains, which use cadherin-related family member 3 (CDHR3) as
a receptor, may be associated with higher clinical severity [10,31,85], whereas B serotypes
seem to be responsible for milder symptoms. Interestingly, single nucleotide polymorphism in
the CDHR3 gene, which influences the efficiency of RV-C to infect its target cells, has been
associated with childhood asthma susceptibility [86]. Moreover, different viral strains could
have different replication rates and thus induce higher viral loads [87]. Rhinovirus C strains
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could also modulate the airways inflammation, and induce higher levels of Th2 and/or Th17
cytokines, as shown in preschool children with RV-C-induced wheeze [88]. Second, systemic
viremia has been observed in children infected with respiratory viruses, such as RV-C, and
young age was found to be a risk factor associated with viremia [89]. This state could induce
an enhanced inflammation in children by interaction of viruses with systemic immune cells.
Finally, viral-coinfection has been frequently observed at exacerbation in asthmatic children,
particularly in the preschool years [30,31]. The combined effects of several viruses within the
airways may modulate both the innate and adaptive responses.

These data demonstrate that, in susceptible children, the nature of respiratory viruses,
their spreading, as well as their interactions with the host cells may directly impact the

inflammation and the severity of asthma exacerbations.

1.5 Emerging role of the airways virome

The role of viral carriage and/or asymptomatic infection at steady state, i.e. outside an
exacerbation, in asthmatic patients has also been hypothesized. Hence, pediatric studies have
shown a frequent virus shedding in children, with RV positive samples observed in 19-29% of
unselected asthmatic children and in 15-23% of healthy children [10,28,90,91]. In the
previously-cited cohort of preschool children prone to exacerbation, we observed even higher
rates, with 67% of positive PCR (51% for RV) at steady state [8]. In 78 school-age children,
we also observed that 10% of children had positive RV sampling at exacerbation and steady
state, and that RV serotypes were systematically different at both time points, pointing toward
reinfection rather than persistence [10]. Consistent with these observations, Bergauer, et al.
also found 54% of RV at steady state in preschool children with asthma, vs 45% in healthy
controls [30]. Interestingly, RV carriage in both asthmatics and healthy controls was found to
be associated with higher levels of type Il IFN at baseline than in subjects without. This
increase in baseline inflammation seems to persist in adulthood. Hence, in sputum cells from
57 asthmatic adults, da Silva, et al. have shown higher baseline levels of IFN and anti-viral
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molecules compared with healthy subjects [92]. In all, one could hypothesize that RV
persistence in asthmatic patients could induce a pro-inflammatory state and/or a
desensitization of PRR, which could reduce the response against pathogens within the
airways upon new infection.

Alongside RV, other respiratory viruses, could also take part in these processes.
Metagenomic analyses have made it possible to identify hundreds of viral species within the
airways, constituting the respiratory tract virome [93]. In non-asthmatic children, Wang, et al.
have shown multiple common epidemic respiratory viruses in children with severe acute
respiratory infection, whereas, the virome was less diverse and mainly dominated by the
Anelloviridae family in healthy children [94]. Anelloviruses are major components of the virome
and display immunomodulatory properties on both innate and adaptive immunity [95].
Although their presence has been associated with an impaired lung function in asthmatic
children [96], to our knowledge, no study has evaluated their association with asthma attacks.
Thus, the contribution of these viruses and their interactions with both pathogenic infectious
agents, as well as commensal bacteria from the pulmonary microbiota on chronic inflammation

and the onset of acute asthma remain to be determined.
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2/ The emerging role of pathogenic bacteria and microbiota in asthma

Increasing evidence indicates that the respiratory microbiota, including bacterial and
viral microorganisms has an important role in respiratory health and disease [97,98]. In
addition, recent data underline the role of bacterial infections in the development and
progression of asthma, as summarized in table 2.

During the first weeks of life, the respiratory tract begins to develop a niche-specific
community pattern, where Staphylococcus aureus and Corynebacterium replace the originally
colonizing bacteria and become the dominant microorganisms [98]. The most dramatic
changes occur during the first 2 months. In the following six months, the respiratory microbiota
continues to mature; relative abundance of S. aureus declines, and an increase in Moraxella,
Streptococcus, Haemophilus, Dolosigranulum, Alloiococcus, and Prevotella sp. is observed.
This period is crucial and alterations of the microbiota have been implicated in the

development and the manifestations of chronic lung diseases. .

2.1 Bacteria and asthma development

Using bacterial culture techniques, it has been demonstrated that neonates born to
asthmatic mothers with upper airway colonization with S. pneumoniae, M. catarrhalis, and/or
H. influenzae were at higher risk of presenting asthma at the age of 5 years [32]. This was
associated with an aberrant immune response, with increased IL-5 and IL-13 synthesis in
PBMC obtained at the age of 6 months [99]. Interestingly, evaluation of the gut microbiota in
infants included in the Canadian (CHILD) study showed that infants at risk of asthma exhibited
transient alterations of the microbiota, known as dysbiosis, in neonates [100]. More
specifically, the relative abundance of the commensal bacterial genera Lachnospira,
Veillonella, Faecalibacterium, and Rothia was significantly decreased in children at risk of
asthma. Furthermore, antibiotic-induced gut dysbiosis has been shown to facilitate the
development of allergic asthma in experimental murine models and clinical studies [101]. In a
population-based cohort, it has been reported that pre- and post-natal antibiotic exposure was
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associated with a higher asthma risk [102]. No significant difference in bacterial diversity was
observed between samples from those with wheeze and healthy controls. Age and attendance
at day care or kindergarten were important factors in driving bacterial diversity whereas
wheeze and viral infection were not found to be significantly associated to the bacterial
communities. In the Avon Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC) cohort,
children for whom antibiotics course was reported before the age of 2 years were more likely
to have asthma at age 7, although microbiota was not characterized [103]. Similarly, in British
Columbia (Canada), "controlled” antibiotic use during infancy was associated with a reduction
in the incidence of pediatric asthma, and was related with the preservation of gut microbial
communities [104]. Altogether, these data confirm the need to preserve the microbiota in early

infancy in order to limit the development of asthma.

2.2 Relationship between bacteria and asthma attack

Bacterial infections potentially contribute to the severity of symptomatic respiratory viral
infections and asthma attacks in children. Indeed, there are bidirectional interactions between
viruses and airway bacteria that appear to modulate the severity of illness and the likelihood
of asthma attack [20]. Pediatric studies have shown that upper respiratory tract colonization
with Streptococcus, Haemophilus, and/or Staphylococcus genus during RSV and RV infection
increases the risk of hospitalization independently of age and of the presence of asthma
[105,106]. In our previously-cited cohort of preschool children, asthma attacks were frequently
associated with viral infection (94%, mostly RV). Pathogenic bacteria were isolated in induced
sputum in 56%, mainly H. influenza, M. catharralis or S. pneumoniae [21]. In adult asthmatics,
asymptomatic RV infection was associated with increased abundance of Dolosigranulum and
Corynebacterium, whereas symptomatic RV infection seemed to be related with a higher
frequency of Moraxella [107]. In another adult study, co-infection with virus and bacteria
induced higher levels of cytokine/chemokine than bacterial infection [108]. Interestingly,
circulating CCL2 and CCL5 concentrations were increased in infected asthmatic patients
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compared with non-asthmatic patients. Streptococcus species may also influence the course
of asthma exacerbation, as shown by Kama, et al. in preschool children [109]. Indeed, patients
with S. pneumoniae colonization in the pharyngeal microbiota had significantly shorter
wheezing episodes and reduced lung inflammation (including lower levels of TNF-a).

In summary, these data suggest an ability for bacteria to promote asthma attacks and
modulate the inflammation during childhood. Targeting bacterial infections during asthma

attacks could thus be an alternative strategy in some children.

2.3 Dysbiosis and impact on asthma natural history

Early-life dysbiosis of the microbiota, in particular lung microbiota, may have long-term
consequences on asthma natural history. During viral infection in children less than two years
old, detection of Moraxella was found to be associated with current wheeze at 5 years old and
presence of Streptococcus, Moraxella, or Haemophilus was associated with a high risk of
asthma development [110]. Mansbach, et al. showed in a joint modeling analysis adjusting for
16 covariates, including viral trigger, that a higher relative abundance of Moraxella or
Streptococcus species 3 weeks after day 1 of hospitalization for severe bronchiolitis was
associated with an increased risk of recurrent wheezing [111]. In contrast, no significant
difference in microbiota composition was observed between oro-pharyngeal microbiota from
children with acute wheezing (0-14 years old) and healthy controls [112]. In this study, the
large range of patient ages and day care attendance were important confounding factors,
since the microbiota evolves throughout childhood.

In school-age asthmatic children, Zhou, et al. assessed by longitudinal measurements
the relationship between nasal airway microbiota and either loss of asthma control, or risk of
severe exacerbations [113]. Whereas the commensal Corynebacterium/Dolosigranulum
cluster characterized the patients with the lowest risk of disease progression, a switch towards
the Moraxella cluster was associated with the highest risk of severe asthma exacerbations.
Similarly, in another cohort of school-age asthmatic children, nasal microbiota dominated by
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Moraxella species was associated with increased exacerbation risk, and eosinophil activation
at exacerbation [35]. Staphylococcus or Corynebacterium species—dominated microbiota
were linked with reduced respiratory illness and exacerbation event rates, whereas
Streptococcus species-dominated microbiota increased the risk of RV infection. Interestingly,
using unbiased airway microbiome-driven clustering, Abdel-Aziz, et al. recently described in
adult asthmatics two distinct robust severe asthma phenotypes that were associated with
airway neutrophilia, and not related to the presence of Moraxella species [114]. Robinson, et
al. assessed the lower airway microbiota by performing BAL at steady state in severe
preschool wheezers [34]. They reported two profiles: a Moraxella species “dysbiotic” cluster,
associated with airway neutrophilia and a “mixed microbiota” cluster associated with
macrophage- and lymphocyte-predominant airway inflammation, thus suggesting that bacteria
might influence the characteristics of lung inflammation.

Altogether, these data show that airway dysbiosis in early life might contribute to
recurrent wheeze and asthma, and to the severity of the disease. Among bacterial species,
the early presence of M. Catharralis and H. influenzae during childhood seems to be a marker
of evolution toward a severe disease, through the modulation of the inflammatory reaction. In
contract, colonization with S. pneumoniae might have some anti-inflammatory effects.
However, the role of bacteria is often exacerbated or modulated by intrinsic (atopy,

inflammation characteristics) or extrinsic factors, such as viral infections and antibiotics.
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3/ Consequences on asthma phenotypes and endotypes

It is now clear that phenotyping and even more so, endotyping asthmatic patients is an
essential step to understand the diversity of immune responses at the time of an asthma
attack. We will review the commonly described endotypes of childhood asthma, successively
based on airway leukocyte infiltrate, profiles of allergic sensitization and nature of asthma
trajectories.

Among airway inflammatory phenotypes, neutrophilic asthma appears to be a distinct
endotype, associated with asthma severity in adults, and possibly involved in corticosteroid
insensitivity [76]. In children, several studies have shown that association of airway
neutrophilia with severity is inconstant [115-118], and may not persist throughout the course
of the disease [116,119]. However, neutrophils present in the airways of severe asthmatic
children may have enhanced survival and proinflammatory functions that could increase
baseline inflammation [120]. As previously stated, airway neutrophilia has also been
associated with a different IFN response, at baseline and at the time of asthma attack, both in
adults [66,92] and pediatric studies [49]. This could have an impact on lung infections. Thus,
we have shown that a subgroup of school-aged children with positive viral PCR both at
baseline and exacerbation displayed airway neutrophilia [49]. In severe adult asthmatics,
airway neutrophilia has also been associated with lesser microbiota diversity in BAL [114,121].
Finally, experimental RV infection in adult asthmatic subjects directly induces bronchial
mucosal neutrophilia [122]. Therefore, the neutrophilic endotype may be characterized by an
alteration of airway microbiota and association with viral infections.

Airway eosinophilia is highly frequent in asthmatic children, observed in severe and
non-severe asthma, often but not always associated with response to ICS, thus highlighting
the diversity of eosinophilic profiles in pediatric asthma [116,118,123]. Mouse models and
adult studies have suggested a role of IL-5 induced airway eosinophilia as a positive regulator
of RV receptor intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 on AEC, and a negative regulator of
PRR and antiviral responses [124,125]. However, in children, it remains unclear whether
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airway eosinophils are involved in the pathophysiology of severe asthma, and in the propensity
to develop acute asthma attacks [126]. In addition, peripheral blood eosinophilia, currently
used as the basis for selection of eosinophil-targeted biologics, may not be representative of
airway eosinophilia in children [127]. Most importantly, it has been reported that eosinophilia
is not necessarily associated with higher levels of Th2 cytokines [118], and other cells such
as alarmin-stimulated ILC2 may have a greater biological importance in the pathophysiology
of asthma attacks [128]. Eosinophils can also have beneficial effects in childhood asthma, as
they display regulatory functions and contribute to lung repair and mucosal homeostasis [75].
Peripheral blood eosinophilia has recently been identified has a biomarker predicting the
decrease of severity throughout the adolescent years [16]. Finally, it remains to be determined
whether eosinophil-targeted biologics, such as anti-IL-5 mepolizumab, are efficient in reducing
asthma attacks in children [129]. Overall, as opposed to adults, airway eosinophilia does not
appear as the preferential biomarker to classify pediatric patients nor to assess their risk of
acute asthma attacks.

Rather than through the recruitment of eosinophils, type 2 inflammation may play a key
role in some children’s susceptibility to develop acute asthma attacks through IgE
sensitization. Hence, atopy, defined as allergic sensitization, is a key feature associated with
risk of asthma attacks in childhood [7,8,14]. As shown by latent-class analyses, atopy is also
one of the main factors that may account for the heterogeneity of the disease, especially in
the preschool years [130,131] and could drive response to treatment [3]. Pre-existing atopy
may play a role in the modulation of IFN response upon viral infection in children, although
studies have shown conflicting results [59,61,65]. Durrani, et al. have suggested a direct
implication of the high-affinity IgE receptor (FceRl) in this defect, as its cross-linking on pDC
from asthmatic allergic patients is associated with reduced IFN secretion upon RV infection
[65]. Following virus-induced exacerbation in atopic children, upregulation of FceRI receptor
on monocytes and DC was observed, associated with a concomitant upregulation of pro-
inflammatory cytokines, including IL-4 and IL-13 [132], suggesting that respiratory viral
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infection in atopic children may initiate an atopy-dependent cascade that amplifies virus-
induced airway inflammation. This could initiate long-term remodeling and inflammation.
Hence, IgE sensitization, especially if occurring early in life and multiple, has been identified
as the main factor associated with long-term asthma risk (recurrence of exacerbations,
persistence of asthma, impaired lung function) in neonatal cohorts, including MAAS (Great
Britain), MAS (Germany), PARIS (France) and PASTURE (Europe) [133-136].

Describing asthma trajectories in neonatal longitudinal cohorts may precisely allow
identifying novel endotypes. For instance, in a birth cohort of children at high risk of atopy,
cord blood cells were tested for their ability to produce IFN after exposure to polyinosinic-
polycytidylic acid (Poly I:C), a double stranded RNA that mimics viral PAMP [137]. A group of
low producers of type | and Il IFN response upon stimulation representing 24% of the patients
was identified. They displayed higher risk of lower respiratory tract infection and persistent
wheeze at the age of 5, suggesting that these clinical outcomes are partly determined by
constitutional mechanisms.

Altogether, beyond airway leukocyte and type 2 inflammation, childhood asthma
endotypes seem to be associated with the characteristics of airway microbiota and of the
associated immune response. Because these might involve dynamic processes, the study of
asthma trajectories throughout childhood is crucial. A better characterization of asthma

endotypes will be an essential step in order to achieve a personalized medicine.

4/ In the future: machine learning and systemic biological approaches

Digital tools provide an innovative way to study the integrated immune response in
asthmatic patients. For instance, Custovic, et al. used machine learning in an in vitro model of
RV-A16 infection on PBMC extracted from 11 years old children and described 6 clusters of
cytokine response to infection [138]. One cluster, with patients from whom PBMC displayed

low IFN responses, high pro-inflammatory cytokines, low Th2 responses and moderate
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regulatory responses, was associated with early-onset asthma and the highest risk of asthma
exacerbations and hospitalizations for lower respiratory tract infection.

Omic technologies, known as genomic, epigenomic, transcriptomic, proteomic, single-
cell omics, metabolomics, microbiomics, exposomics, are others fast-developing tools,
generating a massive amount of data reflecting the biological state of cell populations at a
given time, that will certainly make possible in the future to identify new endotypes and their
biomarkers [139,140]. For instance, with the development of the Human Genome Project,
genome-wide association studies have allowed to link childhood asthma with association
signals in or near genes involved in innate immune response pathways, such as the TLR1
locus, and the IL-33 locus [141,142]. Transcriptomics analyses, which aim at investigating all
RNA transcripts in a biological sample, will certainly enable the identification of a large quantity
of genes modulated in certain conditions. A recent study has described 94 distinct gene-
expression modules between virus-induced and non-virus-induced exacerbation in nasal and
sputum cells from a large cohort of school-age children [143]. In asthma attacks, this tool may
also provide information on the activated pathways linked with inflammatory and anti-microbial
response [144,145]. RNA sequencing in nasal lavage cells from asthmatic children at
exacerbation led to identify some genes overexpressed as relevant “nodes” linking genes of
the inflammatory response, such as IRF7 [144]. Transcriptomic analyses have also been used
to identify genes associated with different phenotypes of asthmatic patients [146]. Finally,
metabolomics, the study of the metabolites produced in living systems (both humans and
microbiota) represents another promising strategy in the upcoming years to address the role
of immuno-metabolism as well as lung and gut microbiota in asthma pathophysiology
[147,148].

To sum up, systemic approaches integrating all biologic pathways are now increasingly
used to study the mechanisms leading to susceptibility to acute asthma attacks in children.
They may facilitate the identification of novel multimodal biomarkers linked with specific
endotypes and therapeutic targets.
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5/ Therapeutic strategies modulating innate immune defenses during asthma attacks
Conventional maintenance treatment, such as ICS, may be insufficient to prevent
attacks in children, especially in severe asthma. Severe therapy-resistant asthma is precisely
characterized by repeated severe exacerbations despite high dose daily treatment. As the
knowledge about infection-underlying pathophysiological processes grows, new therapeutic
approaches that may contribute to either improve innate immune responses or limit the
occurrence and consequences of infections during asthma attacks have been recently

explored (Figure 2).

5.1 Immunostimulatory therapeutics

As we have shown earlier, asthmatic children may display an impairment of PRR
signaling that leads to susceptibility to infection-induced asthma attacks. One of the strategies
to enhance their anti-viral responses could involve stimulation of PRR. This strategy has only
been tested in pre-clinical and adult studies. Following promising results from pre-clinical
studies [149], Silkoff, et al. reported results of a clinical trial assessing the effect of CNTO3157,
a TLR3 agonist, upon in vivo inoculation of RV-A16 in adult subjects with mild-to-moderate
asthma [150]. The molecule was ineffective in blocking the effect of RV-16 challenge on the
onset of asthma exacerbation, without effect on asthma symptoms nor lung function.
Additionally, all post-inoculation exacerbations occurred in the CNTO3157 group, and two
were severe, thus pointing toward a lack of efficacy and safety of the TLR3 targeting drugs.

Another way of enhancing PRR activation and activate different pathways could
therefore be the administration of PAMP-like adjuvants or particles. Some teams have
hypothesized that Poly I:C, a double stranded RNA that activates TLR3 and intracellular
receptors, might modulate anti-viral responses. Preclinical studies have shown contrasting
results, with promising effect in the context of Influenza A virus infection [52,151], but concerns
regarding its safety. Indeed, Tian, et al. have described, in a mouse model, a prolonged IFN
response upon S. pneumonia and S. aureus infection, inducing an impaired bacterial
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clearance [152]. We have also demonstrated in a murine model of allergic asthma that TLR3
ligands can enhance the Th2 response [153]. Thus, the exact consequences of administering
exogenous TLR ligands (including TLR7-8) in humans are still unknown and their potential
role in bacterial secondary infections in the lungs need to be addressed.

Another immunomodulatory strategy, particularly appealing in pediatric asthma, could
rely on the administration of bacterial lysates [154]. Two main therapies have been described:
polyvalent mechanical bacterial lysates (PMBL®) and Broncho-Vaxom OM-85 BV. They
contain lysates of 8 pathogenic bacteria including H. influenzae and S. pneumoniae. Both
PMBL® and OM-85 administration have proven to be efficient in preventing respiratory tract
infections in adult and pediatric patients with chronic bronchitis and/or history of recurrent
chronic infections [155—-159]. Interestingly, in a trial conducted in elderly COPD patients, Ricci,
et al. observed a reduced number of seroconversion against numerous viral pathogens in
patients treated with PMBL®, as well as a better control of the number of all infectious
episodes and COPD exacerbations, suggesting that the preventing effect of PMBL® on acute
infections was not only on bacterial infections, but also on viral infections [160]. In 152 school-
aged children with allergic asthma, Emerick, et al. have described a reduction of exacerbations
after 12 weeks of treatment with PMBL®, and no serious adverse event, although no
improvement of asthma control scores were achieved [161]. In 75 preschool children with
recurrent wheeze, Razi, et al. demonstrated that OM-85 BV reduced the rate and duration of
wheezing episodes in the 12 months following the treatment initiation, and reduced the number
of acute respiratory tract illnesses [162]. Finally, in toddlers aged 6-18 months, a clinical trial
iS ongoing to assess the preventive effect of OM-85V on the onset of first wheeze episode
related to lower respiratory tract infection during a 3 years observational period [163].
Regarding the mechanisms of action, prevention of acute respiratory infections was not
induced by purified LPS or bacterial DNA, suggesting that other PAMP contained in bacterial
lysates would activate innate immunity and lead to promotion of type 1 inflammation by DC
[164-166].
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Altogether, immunostimulatory therapeutics may represent a promising strategy as
additional treatments to prevent asthma attacks but their safety and efficacy need to be
properly addressed. Because multiple microorganisms may be involved in acute asthma, it
remains also unclear whether they would have an impact on the onset and severity of acute

asthma attacks in children.

5.2 Therapeutics enhancing anti-viral responses

Anti-microbial peptides, among which LL-37, are key molecules of the innate immune
responses against both viruses and bacteria. Thus, it has been hypothesized that
supplementing with LL-37 or inducing its production among AEC could enhance anti-infectious
defenses. Sousa, et al. have tested the effect of exogenous cathelicidin on RV-1B replication
after inoculation on cultures of AEC [167]. They reported that exogenous LL-37, as well as
homologous porcine cathelicidins, either administered prior or after infection, displayed
antiviral activity against RV by reducing the metabolic activity of infected cells. However, one
preclinical study in a mouse model of asthma showed in vivo a deleterious effect of exogenous
cathelicidin-related antimicrobial peptide in airway inflammation and responsiveness [168],
and to our knowledge, there is no published study in vivo in humans. Nevertheless, promising
results regarding vitamin D supplementation on the release of LL-37 by AEC in in vitro
experiments have been published [169-171]. In clinical studies, there is evidence toward a
protective effect of vitamin D supplementation on risk of acute respiratory infections in children
[172]. Although there are other effects of vitamin D that might explain its clinical efficacy
[80,173], there is a well-studied biological link between vitamin D and host microbial peptides,
via the translocation of vitamin D to the nucleus of AEC, where it activates Vitamin v
responsive elements in promoter regions of anti-microbial peptide genes such as LL-37
[52,171,174]. Hence, targeting the vitamin D / cathelicidin axis could represent a promising

strategy during acute asthma in children.
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As studies have shown deficient IFN responses in asthmatic patients, it has been
hypothesized that IFN supplementation upon viral infection could enhance anti-viral responses
and reduce asthma attacks severity. Interferon therapies (pegylated IFN-a in association with
ribavirin) have first been developed in other diseases such as in hepatitis C and human
immunodeficiency virus [175,176]. Ribavirin is a synthetic guanosine nucleoside that impairs
the synthesis of viral mMRNA [52]. Its clinical utility, upon respiratory virus infection, has been
shown in RSV, Adenovirus, RV, or in (SARS)-CoV immunocompromised patients [177-180].
Since exogenous IFNs reduced RV replication in in vitro cultures of RV-infected AEC from
asthmatic patients [181], a trial was initiated in 147 adult asthmatic patients developing
symptoms of viral infection (68% RV) to evaluate the efficacy of inhaled IFN-§ treatment for
14 days [182]. Overall, it did not improve asthma symptoms, but it enhanced morning peak
expiratory flow recovery and reduced the need for additional treatment, i.e. oral corticosteroids
or antibiotics. In an exploratory analysis of the subset of more difficult-to-treat patients, IFN
supplementation improved asthma control questionnaires. In addition, it boosted anti-viral
innate immunity with persistent elevated serum levels of CXCL10, and decreased levels of
pro-inflammatory molecules such as CCL4 and CXCLS8. In the INEXAS phase 2 trial, designed
to assess efficacy of inhaled IFN-B1a for 14 days to prevent asthma exacerbations in adults,
McCrae, et al. also reported improvement in the morning peak expiratory flow in the treated
arm compared with placebo, but the study stopped early [183,184]. No study has yet been
conducted in pediatric patients.

Collectively, anti-viral therapies could represent potential therapies in the treatment of
acute asthma attacks in children. However, the exact timing of administration upon viral
infection and onset of acute asthma, and the population of children who might benefit from

these strategies remain to be determined.
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5.3 Role of anti-microbial therapeutics

Apart from ribavirin, other anti-viral therapies, such as capside-targeting molecules
pleconaril, BTA-798 and V-073 have been studied in enteroviruses infections. However, none
of these compounds have proven sufficient efficacy and safety in clinical trials [185]. In
particular, a phase 2 clinical trial with intranasal pleconaril in children aged 6 years and older,
and adults, showed no impact of treatment on the onset of RV-induced cold symptoms or
acute asthma exacerbation [186]. Although their efficacy needs to be addressed in clinical
trials, DNAzyme therapies could also be promising strategies, as recently suggested by an in
vitro study showing good catalytic activity of 2 candidates (Dua-01 and Dua-02) on various RV
strains [187].

As described above, bacteria and microbiota may be associated with asthma
development and attacks, and antibacterial therapies have emerged as alternative strategies
to prevent and/or to treat asthma exacerbation [154,188,189]. Treatments aiming to influence
the composition of the microbiota are presently tested in different clinical situations and recent
data have suggested that these methods might have some interest in asthma. Transplantation
of healthy microbiota seems a promising alternative as demonstrated in gut inflammatory
diseases [190]. In preclinical study, Arrieta, et al. demonstrated that oral inoculation with four
bacterial species previously identified as associated with risk of childhood asthma to germ-
free mice improved allergic airway inflammation in their adult offspring [100]. Several studies
have also evaluated the benefit of prebiotic and probiotic but their interest during childhood
asthma attack has yet to be evaluated [191,192]. Another option may be to administer bacteria
metabolites, which can mimic the effect of normal microbiota. Thus, feeding pregnant mice
with short chain fatty acid (SCFA), such as acetate, was associated with modulation of the
maternal microbiota and protection from developing allergic airway disease in the offspring
[193]. Finally, an increasing number of studies in experimental models of lung infections has

demonstrated the potential interest of fecal microbiota transplantation and/or SCFA
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supplementation, suggesting that they might be efficient in bacteria- and virus-induced
exacerbations [194-196].

The potential modulatory effects of some antibiotics on asthma attacks in children are
subject of intense research. First, in terms of prevention, Schwerk, et al. observed a positive
impact of long-term antibiotics (mainly amoxicillin and amoxicillin-clavulanic acid) in
preschoolers with severe wheeze who had positive bacterial infection on BAL samples, with
reduced rates of exacerbations and hospitalizations at 6 months follow-up compared with rates
before treatment [197]. Second, immunomodulatory effects of macrolides are well-described
[198], and have been evaluated in the treatment of acute asthma in children. Hence, in the
Early Administration of Azithromycin and Prevention of Severe Lower Respiratory Tract
llinesses in Preschool Children (APRIL) study, Bacharier, et al. conducted a pacebo-controlled
trial in 607 preschool children with recurrent wheeze and no controller medication, testing the
efficacy of azithromycin started prior to the development of lower respiratory tract iliness [199].
Macrolide administration reduced the risk of progressing to severe lower respiratory tract
illness (i.e requiring a course of oral steroids), without evidence for induction of azithromycin-
resistant organisms, nor adverse events. In the Copenhagen Prospective Studies on Asthma
in Childhood 2010 (COPSAC2010) cohort, children with recurrent asthma-like symptoms,
some of whom under maintenance treatment, were randomly assigned to receive either
azithromycin or placebo in case of episode of asthma-like symptoms, lasting at least 3 days
[200]. Children treated with azithromycin displayed a significant reduction of episode length,
and the effect size increased with early administration of treatment. Moreover, Mandhane, et
al. conducted a placebo-control trial in preschool children aged 12 to 60 months, presenting
to the emergency department with wheeze, to assess the effect of azithromycin [201]. They
did not show a reduction of duration of respiratory symptoms in the treated group, neither in
the time to the next exacerbation upon 6 months follow-up. Thus, there is still limited evidence
on the use of azithromycin as a preventive treatment of acute asthma attacks [202]. In addition,
studies have been conducted in adult patients to test the effect of azithromycin as a preventive
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strategy, with conflicting results [203—205]. Notably, Gibson, et al. described in a placebo-
controlled trial that 48 weeks maintenance treatment with azithromycin decreased the
frequency of asthma exacerbations and improved asthma-related quality of life in symptomatic
asthma despite current maintenance treatment [204]. In a meta-analysis of the three main
studies conducted in adult patients [203—-205], maintenance treatment with azithromycin was
associated with a reduced rate of exacerbations in asthma as well as in all subgroups (non-
eosinophilic, eosinophilic and severe asthma), and a good tolerance [206]. Examining each
exacerbation type separately, patients with eosinophilic asthma reported fewer oral
corticosteroid courses, and patients with non-eosinophilic and severe asthma reported fewer
antibiotic courses. Additionally, a specific effect of macrolides in neutrophilic asthma had been
reported previously by Simpson, et al. in adult subjects with severe refractory asthma, treated
with clarithromycin for 8 weeks [207]. Clarithromycin therapy reduced sputum concentrations
of IL-8 and neutrophil numbers leading to lower levels of neutrophil elastase and Matrix
metallopeptidase (MMP)-9 concentrations versus placebo. Finally, a decrease of inflammatory
cytokines, notably IL-183, IL-6 and IL-33, was observed in vitro in cultures of human AEC from
asthmatic patients pretreated with clarithromycin, in a context of RV14 infection, suggesting a
direct anti-viral effect [208]. Consistent with this hypothesis, another in vitro study showed an
effect of azithromycin to reduce RV replication after inoculation in AEC, associated with an
increase in IFN and interferon-stimulated genes mRNA expression and protein production
[209].

To sum up, although macrolides and more particularly azithromycin constitute an
appealing strategy in acute asthma, further studies are needed to identify the phenotypes of
potential responders and the possible adverse events. Since antibiotics have the potential
limitation of eliminating commensal bacteria that protect from asthma development, it must be

emphasized that their use should only be considered in particular clinical situations [188].

290



5.4- Potential role of biologics targeting type 2 inflammation in anti-microbial response

We have highlighted the close interactions between underlying airway inflammation,
host anti-microbial responses and microorganisms leading to asthma attacks. Therefore,
novel therapeutics targeting inflammatory pathways in asthma, such as anti-Th2 inflammation
biologics, may have a specific impact on lung infections.

Omalizumab is an anti-lgE monoclonal antibody, targeting the effector mechanisms of
Th2 inflammation. After proof of efficacy in pediatric clinical trials, it has been widely prescribed
in severe asthmatic atopic children aged older than 6 years, providing more insights on the
longer-term evolution [210]. In real-life studies, we have observed higher levels of asthma
control after its initiation, and a significant decrease of asthma attacks in children previously
prone to exacerbation [211]. Hence, a direct effect of omalizumab on RV-induced
exacerbations in children has been suggested [212,213]. In the Preventative Omalizumab or
Step-up Therapy for Severe Fall Exacerbations (PROSE) study, a placebo-controlled trial
conducted among 478 inner-city asthmatic children aged 6 to 17 years with 1 or more recent
exacerbations, Esquivel, et al. observed a decrease of the duration of RV infections, viral
shedding, and risk of RV-induced illnesses in omalizumab-treated patients [212]. A recently
published adult study including results from two clinical trials has compared the effect of
omalizumab on the response to an experimental inoculation with RV-16 in allergic asthmatic
adults [214]. Omalizumab-treated patients displayed a reduction of symptoms of lower
respiratory tract infection, more pronounced in the four first days following inoculation,
suggesting that the protective effect of omalizumab on virus-induced exacerbations occurs in
the early stages of infection. Teach, et al. described other results from the PROSE study that
compared omalizumab with placebo and omalizumab with an inhaled corticosteroid boost with
regard to fall exacerbation rates when initiated 4 to 6 weeks before return to school [215].
They recorded 86 exacerbations, among which 89% were associated with a respiratory tract
virus detection, most commonly RV (81%). More importantly, they observed a significantly
lower fall exacerbation rate in the omalizumab group, but no difference between omalizumab
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and inhaled corticosteroid boost except in the subgroup of patients with exacerbation during
the run-in phase. In an ex vivo study of PBMC taken during the intervention phase, the authors
observed increased IFN-a responses following RV-A16 inoculation in the omalizumab-treated
group, suggesting that the mechanism of Omalizumab protection against exacerbations could
involve IFN-a dependent antiviral effect [20]. Another study in children with exacerbation-
prone asthma before and during omalizumab treatment described the effect of ex vivo
inoculation of RV and Influenza A virus on PBMC and blood pDC, after IgE cross-linking on
cell-surface FceRI [216]. The authors observed that omalizumab increased both virus-induced
IFN-a responses in PBMCs and pDC, and subsequently reduced FceRI expression on pDC.
Altogether, the lower asthma exacerbation rates consecutive to omalizumab treatment were
related to IFN-a responses and attenuated FceRI expression on pDC.

Omalizumab remains the most-studied biologic in pediatric asthma but others have
been experimented in the past years [217]. Mepolizumab, an anti-IL-5 antibody therapy, has
proven to be efficient in reducing the exacerbation rate in adults and is now available in
children older than 6 years old with eosinophilic asthma in Europe and the US [218]. As
previously stated, its efficacy in reducing exacerbation rates in pediatric clinical trials and real-
life studies remain to be determined [129]. However, adult studies suggest it may have a
modifying effect on RV-induced inflammatory response. Hence, a placebo-controlled trial was
conducted in adult patients with mild asthma, randomized to receive mepolizumab versus
placebo, followed by RV-16 inoculation, to study its impact on anti-viral responses [219]. The
authors showed that mepolizumab attenuated baseline blood eosinophils numbers and
activation status, but did not prevent the activation of remaining eosinophils upon RV infection.
However, after infection, it enhanced levels of airway B lymphocytes and AM and modified
BAL levels of CCL20 and IL-1RA. Effects of other drugs targeting Th2 cytokines and alarmins,
including lebrikizumab (anti IL-13), dupilumab (anti IL-4R), reslizumab (anti-IL-5),
benralizumab (anti-IL-5R), tezepelumab (anti-TSLP), or anti-IL-33 monoclonal antibodies are
currently studied in pre-clinical and clinical studies [217].
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In the next years, new studies are needed regarding these novel treatments, both in
allergic and non-allergic asthmatic children, to provide new evidence on their immunological
effects and potential disease-modifying properties, and to fully determine the
phenotypes/endotypes of good responders. Most importantly, specific studies in the youngest
children need to be carried out, with appropriate end-points [129]. This effort will contribute to

enter the era of precision medicine in pediatric asthma.
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6. Conclusion

In conclusion, asthma attacks are a main feature of pediatric asthma, especially of
severe asthma. We have highlighted studies suggesting impairment of the mucosal anti-
microbial immune responses during acute asthma and/or at steady state. Interestingly, these
alterations seem to inconstantly persist into adulthood. These various altered pathways may
reflect different endotypes underlying asthma heterogeneity and consequently, constitute
targets for new treatment approaches. Preventing, understanding and efficiently managing
acute asthma attacks remain one of the unmet needs in severe childhood asthma, especially
in the youngest children. At the era of precision medicine, early interventions targeting
mucosal immune responses, lung infections, and microbiota, in early childhood, could have

disease-modifying properties and positive impact on the trajectory of childhood asthma.
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Figure Legends:

Figure 1: Summary of the main mechanisms favoring asthma development and
involved in asthma attack.

These mechanisms (in red) involve: (1) Impairment of innate immune responses; (2) Influence
of the host-microbiota dialog on Th2 inflammation; (3) Pathogen characteristics; (4) Airway
leukocyte inflammation. These dynamic interactions may impact the presentations of asthma

attacks, and have long-term consequences.

AM: Alveolar macrophages; AEC: airway epithelial cells; DC: dendritic cells; IFN: Interferon;
IL: Interleukin; ILC2: type 2 innate lymphoid cells; IRF: interferon regulatory factor; PAMP:
Pathogen-associated molecular pattern; PRR: pattern recognition receptor; RV: Rhinovirus;

TSLP: Thymic stromal lymphopoietin.

Figure 2: Possible therapeutics strategies to limit asthma development/progression
and attacks.

These strategies (in green) target: (1) Enhancement of the innate immune responses; (2)
Anti-infectious therapeutics and strategies to modulate the microbiota; (3) Alarmins and anti-

Th2 biologics.
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AM: Alveolar macrophages; AEC: airway epithelial cells; DC: dendritic cells; IFN: Interferon;
IL: Interleukin; ILC2: type 2 innate lymphoid cells; IRF: interferon regulatory factor; PAMP:
Pathogen-associated molecular pattern; PRR: pattern recognition receptor; RV: Rhinovirus;

SCFA: Short Chain Fatty Acid, TSLP: Thymic stromal lymphopoietin.

Capsule summary:
Characteristics of host-microbiota interactions in asthmatic children favor asthma attacks and
may allow to define asthma endotypes. This knowledge offers promising perspectives to treat

asthmatic children using precision medicine.
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Table 1: Major studies (pediatric and adult population) assessing immune responses to viral infection during asthma exacerbation

Studies conducted in animal models, and/or without administration of viral particles (e.g. administration of TLR agonists, double-stranded RNAs) were not
included in this table.

AEC: Airway epithelial cells; AM: Alveolar macrophages; BAL: broncho-alveolar lavage; CCL: C-C motif ligand; CXCL: C-X-C motif ligand; FceRI: high-affinity IgE receptor; IgE: Immunoglobulin E;
IFN: Interferon; IL: Interleukin; ILC2: type 2 innate lymphoid cells; IRF: interferon regulatory factor; mDC: myeloid dendritic cells; LPS: Lipopolysaccharides ; MDA-5: melanoma differentiation-associated
protein 5; NDV: Newcastle disease virus; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; pDC: plasmacytoid dendritic cells; PBMC: Peripheral blood mononuclear cells; PCR: Polymerase chain reaction;
PIV3: parainfluenza virus type 3; PRR: pattern recognition receptor; RIGI-I: retinoic-acid inducible gene I; RSV: Respiratory syncytial virus; RV: Rhinovirus; sFasL: Serum Soluble Fas Ligand; sICAM-
1: Soluble intercellular adhesion molecule-1; siRNA: small interfering RNA; SOCS1: Suppressor Of Cytokine Signaling 1; sST2: soluble suppression of tumorigenicity 2 (IL-33 receptor IL1RL1); STAT:
signal transducer and activator of transcription; STRA: severe therapy resistant asthma; Th2: T helper 2; TLR: Toll like receptor; TNF: Tumor necrosis factor.
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Asthma natural history

Kama'V, et al. 2020
[109]

Pharynx

Zhou Y, et al. 2019
[113]

Nasal microbiota

Oropharynx

2019 [112]

Abdel-Aziz MI. et al.
2020 [114]

Cuthbertson L, et al.

Pharyngeal samples of outpatients and/or in
patients children with acute exacerbations of
asthma (n= 111) (median age: 2.8/2.6,
respectively)

A 1 year longitudinal study in school-age
children with mild-moderate persistent
asthma treated with daily ICS (mean age 8.0 +

Oropharyngeal swabs were collected from 109
children hospitalized for acute wheezing / 75
non-wheezing controls.

Sputum samples were collected in 100 severe
asthmatics of the U-BIOPRED adult patients
cohort at baseline and after 12-18 months of
follow-up

The 3 major bacterial pathogens were Streptococcus pneumoniae (29.7%), Moraxella catarrhalis
(11.7%), and Haemophilus influenzae (10.8%).

Patients with S. pneumoniae colonization had significantly shorter wheezing episodes and reduced
lung inflammation (including lower level of TNF-a)

Children with nasal microbiota dominated by the commensal Corynebacterium /Dolosigranulum
cluster at steady state experienced the lowest rates of exacerbation and disease progression.

A switch towards the Moraxella- cluster was associated with highest risk of severe asthma
exacerbation.

No significant difference in bacterial diversity between wheezers and healthy controls
In wheezers, attendance at kindergarten or preschool was, associated with increased bacterial
diversity.in contrast with rhinovirus (RV) infection

Two microbiome-driven clusters were identified, characterized by asthma onset, smoking status,
treatment, lung spirometry results, percentage of neutrophils and macrophages in sputum.

Patients of the most severe cluster displayed a commensal-deficient bacterial profile which was
associated with worse asthma outcomes.

Longitudinal clusters revealed high relative stability after 12-18 months in the severe asthmatics.

Table 2: Major human studies (pediatric and adult population) assessing the impact of pathogenic bacteria and microbiota during the
development, the attack and the natural history of pediatric asthma.

BAL: Broncho-alveolar lavage; EVW: Episodic Viral Wheeze, MTW: Multiple trigger Wheeze, RSV: Respiratory syncytial virus; RV: Rhinovirus
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Figure 1: Summary of the main mechanisms favoring asthma development and
involved in asthma attack.

These mechanisms (in red) involve: (1) Impairment of innate immune responses; (2) Influence
of the host-microbiota dialog on Th2 inflammation; (3) Pathogen characteristics; (4) Airway
leukocyte inflammation. These dynamic interactions may impact the presentations of asthma
attacks, and have long-term consequences.

AM: Alveolar macrophages; AEC: airway epithelial cells; DC: dendritic cells; IFN: Interferon;
IL: Interleukin; ILC2: type 2 innate lymphoid cells; IRF: interferon regulatory factor; PAMP:
Pathogen-associated molecular pattern; PRR: pattern recognition receptor; RV: Rhinovirus;

TSLP: Thymic stromal lymphopoietin.
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Figure 2: Possible therapeutics strategies to limit asthma development/progression

and attacks.

These strategies (in green) target: (1) Enhancement of the innate immune responses; (2)

Anti-infectious therapeutics and strategies to modulate the microbiota; (3) Alarmins and anti-

Th2 biologics.

AM: Alveolar macrophages; AEC: airway epithelial cells; DC: dendritic cells; IFN: Interferon;

IL: Interleukin; ILC2: type 2 innate lymphoid cells; IRF: interferon regulatory factor; PAMP:

Pathogen-associated molecular pattern; PRR: pattern recognition receptor; RV: Rhinovirus;

TSLP: Thymic stromal lymphopoietin.
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