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REVUE GENERALE

La mesure du monoxyde d’azote (NO) dans l'air expiré
comme marqueur inflammatoire des voies aériennes
Measurement of exhaled nitric oxide (NO) as a marker of airway
inflammation

S. Duong-Quy, N.N. Le-Dong, T. Hua-Huy, A.T. Dinh-Xuan

Service de Physiologie - Explorations Fonctionnelles. Hépital Cochin - Paris
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SUMMARY

Detection of NO from bronchopulmonary origin in exhaled air is now possible through measuring devices using the prin-
ciple of chemiluminescence. The major technical advantage of these devices is to allow to measure the fraction of NO in
gaseous form, of the order of 1 part per billion (ppb). In healthy subject, the concentration of NO measured in exhaled air
varied from 5 to 25 ppb during a quiet ventilation in normoxia.

It is likely that a small part of the concentration of NO quantity measured in exhaled air comes from either alveoli or
small airways. The consisting findings showing that there is an increase of NO quantity formed in the lung of subjects with
asthma, suggests on the one hand, the involvement of inducible NOS in bronchial inflammation of asthma and justifies on
the other hand, the use of exhaled NO measurement as biomarker of bronchial inflammation.

The most considerable advantage of the measurement of exhaled NO in comparison with other classical conventional ex-
plorations is that this method can directly assess the phenomenon of airway inflammation that characterizes the pathology
of asthma while other techniques measure only secondary changes of ventilation. The sensitivity of the measurement of
NO is considered better than that of FEV1, because of a significant change of FENO occurs very early for 2 weeks while a
change in FEV is detectable after 3 months.
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RESUME

La détection du NO d'origine bronchopulmonaire dans l'air expiré est désormais possible grace a des appareils de mesure
utilisant le principe de la chimiluminescence. L'avantage technique majeure de ces appareils est de permettre de doser des
fractions de NO, sous sa forme gazeuse, de I'ordre de 1 par 1 milliard (ppb). Chez le sujet sain, la quantité de NO mesurée
dans l'air expiré varie entre 5 et 25 ppb au cours d'une ventilation calme en normoxie.

Il est probable qu'une petite partie de la quantité du NO mesuré dans l'air expiré provienne soit des alvéoles, soit des peti-
tes voies aériennes. Il existe des résultats concordants montrant une augmentation de la quantité du NO formé dans les
poumons des sujets asthmatiques, suggérant, d'une part, I'implication de la NOS inductible dans I'inflammation bronchi-
que de la maladie asthmatique et justifiant, d'autre part, l'utilisation du NO mesuré dans I'air expiré comme marqueur de
I'inflammation bronchique.

Le point d’avantage le plus considérable de la mesure du NO en comparaison avec d’autres explorations classiques est que
la mesure du NO permet d’évaluer directement le phénomeéne d’inflammation bronchique qui caractérise la pathologie de
I’asthme lors que d’autre techniques ne mesurent que les changements secondaires de la ventilation. La sensibilité de la
mesure du NO est considérée comme meilleure que celle de VEMS, car le changement significatif de FENO se manifeste
tres précoce pendant 2 semaines tandis que un changement sur la VEMS ne soit détectables qu’apres 3 mois.
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LE NO EXHALE DANS L'INFLAMMATION DES VOIES AERIENNES

INTRODUCTION

Le monoxyde d'azote (NO) est un dérivé nitré endo-
géne ubiquitaire dont les diverses propriétés biologi-
ques en font un médiateur paracrine singulier par
son caractére protéiforme et la place fondamentale
gu'il occupe dans de nombreux processus physiolo-
giques. Les implications du NO en physiopathologie
cardiovasculaire, qui sont les plus anciennement
connues, ont été largement décrites ces derniéres
années [1-4].

Le NO est également un neuromédiateur mettant en
communication divers circuits neuronaux aussi bien
centraux que périphériques. Il est, avec le peptide
vasointestinal, I'un des principaux médiateurs du
systeme nonadrénergique - noncholinergique inhibi-
teur [4]. Enfin, du fait de la présence d'un électron
célibataire, le NO est aussi considéré comme un radi-
cal libre dérivé de I'oxygéne (RLO) dont la réaction
avec d'autres RLO, tel I'anion superoxide (0O2-), peut
générer des molécules dont le pouvoir oxydant,
encore plus important que celui du NO, pourrait étre
extrémement délétére pour le métabolisme cellulaire.
Cette cytotoxicité potentielle constitue, en quelque
sorte, le revers de la médaille des propriétés
biologiques du NO.

De plus, elle en limite I'utilisation thérapeutique qui
est pour l'instant réservée a certains cas d'hyperten-
sion artérielle (HTAP) sévere de I'adulte [5], d'HTAP
persistente du nouveau-né [6], et d'hypoxémie
réfractaire du syndrome de détresse respiratoire
aigué de l'adulte et de I'enfant [7]. Cette mise au
point sera essentiellement consacrée au NO en tant
gue marqueur de l'inflammation bronchique.

BIOLOGIE DU NO

Les NO synthases

Le NO est formé a partir de I'un des deux atomes
d'azote terminal chimiquement équivalents du grou-
pement guanidine de la L-arginine, d'une part, et de
I'oxygéne moléculaire (02), d'autre part [1]. L'autre
produit de synthése, formé de maniére stoechiomé-
trigue avec le NO, est la L-citrulline. Cette derniére
provient également de la L-arginine qui est d'abord
hydroxylée en NG-hydroxy-L-arginine.

La réaction de biosynthése du NO et de la L-
citrulline a partir de la L-arginine et de I'O2 est sous
la dépendance d'une famille d'enzymes, les NO syn-
thases (NOS), dont il existe au moins trois isoformes
pour lesquelles les ADN complémentaires ont été
clonés. Schématiquement, ces trois isoformes - qui
sont codées par trois génes distincts localisés sur les
chromosomes 7, 12 et 17 - difféerent entre elles par
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leurs fonctions, leurs localisations cellulaires et leurs
caractéristiques biochimiques. Les isoformes présen-
tes dans les cellules endothéliales, d'une part, et les
cellules nerveuses, d'autre part, appartiennent a la
famille des NOS constitutives, c'est-a-dire celles dont
I'expression - normalement présente a I'état physio-
logique - permet la synthése du NO respectivement
en tant que médiateur paracrine de la relaxation du
muscle lisse vasculaire et neurotransmetteur.

A l'inverse, I'isoforme macrophagique appartient a la
famille des NOS inductibles, c'est-a-dire celles dont
I'expression - normalement absente a I'état physiolo-
gique - ne se manifeste que dans des états pathologi-
ques tel le choc septique induit par les endotoxines
bactériennes. Bien que normalement présente dans la
cellule (endothéliale ou neuronale), I'isoforme consti-
tutive de la NOS n'est pas active en I'absence d'une
augmentation transitoire du calcium intracellulaire
et de l'activation de la calmoduline qui en résulte.
L'activité de la NOS constitutive se traduit par la
production d'une faible quantité de NO pendant une
période bréve.

A l'opposé, I'induction du géne codant pour la NOS
inductible (normalement absente de la cellule) donne
lieu & la synthése de novo de cette protéine qui, une
fois présente, devient continuellement active du fait
de sa liaison quasi-irréversible a la calmoduline.
Ceci explique la relative indépendance de cette iso-
forme par rapport au calcium intracellulaire. L'activi-
té de la NOS inductible est responsable d'une pro-
duction beaucoup plus importante (qui devient cyto-
toxique aux concentrations ainsi atteintes) en compa-
raison avec la production physiologique du NO pro-
venant de l'activité de la NOS constitutive.

Cependant, la classification actuelle concernant les
NOS constitutive et inductible semble inadéquate
dans des cellules qui, comme les cellules épithéliales
bronchiques et nasales, expriment de facon quasi-
permanente la NOS inductible [8, 9]. L'expression
constitutive de la NOS inductible serait due a la
situation particuliere de ces cellules qui sont
constamment exposées a des aérocontaminants et a
divers stimulus pro-inflammatoires d'origine atmos-
phérique. Il est probable que I'expression de la NOS
inductible puisse étre, dans ce cas, bénéfique dans la
mesure ou le NO ainsi produit participe a la défense
immunitaire non spécifique des voies aériennes [10].

Cellules pulmonaires synthétisant le NO

De nombreuses cellules pulmonaires peuvent
exprimer soit l'une, soit l'autre, parfois méme les
deux isoformes (constitutive et inductible) de la NOS
[11]. Ainsi, la synthése du NO a été mise en évidence
avec des types cellulaires aussi variées que les
macrophages, les polynucléaires neutrophiles, les
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fibroblastes, I'endothélium vasculaire, le muscle lisse
bronchique et vasculaire, I'épithélium des voies
aériennes et les terminaisons nerveuses [12]. L'exis-
tence de la NOS constitutive a été démontrée au
niveau de l'endothélium vasculaire pulmonaire et
des terminaisons nerveuses innervant l'arbre
trachéobronchique humain. La NOS inductible est
surtout exprimée par la cellule épithéliale, dont la
capacité de synthése du NO est d'autant plus impor-
tante qu'il existe une inflammation bronchique, que
celle-ci soit passagere (infections virales des voies
aériennes supérieures) ou plus ou moins permanente
(maladie asthmatique).

NO ET INFLAMMATION BRONCHIQUE

NO et Iésions oxydatives cellulaires

En présence d'O2-, le NO, qui est également un com-
posé radicalaire, est métabolisé en anion peroxynitri-
te, dont la cytotoxicité est une cause d'hyperréactivi-
té bronchique expérimentale [13]. Ainsi, la produc-
tion en exces du NO résultant de I'expression de
I'isoforme inductible de la NOS par des cellules
inflammatoires des voies aériennes a une double
signification. Premiérement, I'excés de NO dans les
voies aériennes peut étre considéré comme un reflet
de l'inflammation bronchique. Deuxiémement, le
NO et les RLO formés a partir du NO, constituent
une source d'agression du métabolisme cellulaire par
le stress oxydatif qu'ils induisent.

La cytotoxicité du NO est en majeure partie due a
I'inhibition d'enzymes impliquées soit dans la respi-
ration mitochondriale soit dans la réplication de
I'ADN. Compte tenu des relations existant entre les
processus inflammatoires et le radical NO, il semble
donc nécessaire de quantifier la production du NO
dans les voies aériennes des sujets ayant une inflam-
mation bronchique aigué et/ou chronique.

Utilisation du NO expiré comme marqueur de I'in-
flammation bronchique

La détection du NO d'origine bronchopulmonaire
dans l'air expiré est désormais possible grace a des
appareils de mesure utilisant le principe de la chimi-
luminescence. L'avantage technique majeure de ces
appareils est de permettre de doser des fractions de
NO, sous sa forme gazeuse, de lI'ordre de 1 par 1
milliard (ppb) [14-16]. Chez le sujet sain, la quantité
de NO mesurée dans l'air expiré varie entre 5 et 25
ppb au cours d'une ventilation calme en normoxie
[16, 17].

Il est probable qu'une petite partie de la quantité du
NO mesuré dans l'air expiré provienne soit des
alvéoles [17], soit des petites voies aériennes [16].
Cependant, il est maintenant admis que la majeure
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partie du NO recueilli dans le gaz expiré provient
des voies aériennes supérieures [18, 19] et ce d'autant
plus qu'il existe une inflammation localisée a ce
niveau [20]. Il existe des résultats concordants mon-
trant une augmentation de la quantité du NO formé
dans les poumons des sujets asthmatiques [21-24],
suggérant, d'une part, I'implication de la NOS induc-
tible dans l'inflammation bronchique de la maladie
asthmatique [25] et justifiant, d'autre part, l'utilisa-
tion du NO mesuré dans l'air expiré comme mar-
queur de l'inflammation bronchique [26].

Il existe plusieurs arguments plaidant en faveur
d'une relation étroite entre l'augmentation du NO
dans l'air expiré et I'inflammation pulmonaire. Pre-
miérement, il existe une évolution paralléle entre la
concentration du NO exhalé et l'inflammation des
voies aériennes, notamment au cours des infections
virales des voies aériennes supérieures ; le NO aug-
mentant a I'acmé de la maladie pour revenir a la nor-
male avec la régression des symptdmes [27]. Deuxie-
mement, un traitement anti-inflammatoire avec des
glucocorticoides inhalés réduit la production excessi-
ve du NO chez des patients asthmatiques en la rame-
nant a un niveau comparable a celui des sujets sains
[24, 28].

La diminution de la production pulmonaire du NO
est visible dés la 48éme heure apres le début de la
corticothérapie [29, 30] avec, de plus, un effet dépen-
dant de la dose puisque la concentration du NO ex-
halé est d'autant plus réduite que la posologie de
corticoides inhalés est importante [31]. Enfin, l'aug-
mentation de la concentration du NO dans l'air expi-
ré n'est pas spécifique a lI'asthme mais serait plutét
liée a I'inflammation des voies aériennes et du paren-
chyme pulmonaire telle que I'on peut trouver dans
d'autres maladies comme la dilatation des bronches
[32] et I'alvéolite infectieuse [33] (Tableau 1).

La concentration du NO dans l'air expiré peut égale-
ment étre augmentée chez des patients cirrhotiques
porteurs d'un syndrome hépatopulmonaire [34], au
cours duquel les troubles des échanges gazeux sont
probablement en partie liés a une vasodilatation
pulmonaire inadéquate, conséquence d'un exces de
production pulmonaire endogéne du NO. De méme,
le débit du NO mesuré dans l'air expiré est augmen-
té lors des manceuvres entrainant une vasodilatation
de la circulation trachéobronchique tels que I'exerci-
ce et I'hyperventilation isocapnique d'air sec [35],
suggérant I'implication de la NOS constitutive dans
le contrdle du calibre des vaisseaux bronchiques.

Cependant, méme si la mesure du NO dans l'air
expiré est une méthode non invasive, simple et
reproductible pour évaluer la formation du NO par
I'appareil bronchopulmonaire, cette mesure ne peut
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TABLEAU 1 Conditions associées a une modi-

fication de la concentration du

NO dans l'air expiré

Augmentation de la concentration du NO expiré

Maladies inflammatoires des voies aériennes
Asthme de I"adulte
Dilatation des bronches
Infections virales
Rhinite allergique
Maladies inflammatoires du parenchyme pulmonaire
Alvéolite infectieuse
Sclérodermie systémique
Syndrome hépato-pulmonaire
Exercice physique /Zhyperventilation isocapnique

Diminution de la concentration du NO expiré

Tabagisme chronique
Syndrome de Kartagener
Hypertension artérielle pulmonaire

Causes iatrogénes
(corticoides, analogues de la L-arginine)

néanmoins refléter, a elle seule, toute l'activité de la
NOS constitutive de la cellule endothéliale vasculai-
re pulmonaire car elle ne tient pas compte de la
quantité de NO libéré dans la lumiére vasculaire qui
est rapidement capté par I'hémoglobine circulante
[36]. Cette méthode ne permet pas non plus de préci-
ser les différentes sources cellulaires du NO que I'on
mesure dans l'air expiré. Enfin, toutes les maladies
inflammatoires des voies aériennes ne sont pas obli-
gatoirement associées a une augmentation de la
concentration du NO dans l'air expiré. Citons, a titre
d'exemples, la bronchite chronique post-tabagique
[23, 37] et la mucoviscidose ol la concentration du
NO dans l'air expiré est soit diminuée (tabagisme
chronique) soit peu différente (mucoviscidose) par
rapport aux valeurs normales.

Il existe des raisons théoriques et pratiques justifiant
l'utilisation de la mesure du NO dans l'air expiré
pour évaluer l'inflammation bronchique. Les raisons
théoriques peuvent étre résumées ainsi. Premiere-
ment, I'isoforme inductible de la NOS est trés sensi-
ble aux stimulus inflammatoires. Le corollaire de
ceci est que tout processus inflammatoire touchant
les voies aériennes est susceptible d'entrainer une
augmentation de la production du NO par les cellu-
les cibles de l'inflammation. Inversement, tout agent
thérapeutique pouvant faire régresser I'inflammation
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bronchique est susceptible de diminuer la produc-
tion endogene pulmonaire de NO, en inhibant I'acti-
vité de la NOS inductible. L'efficacité des glucocorti-
coides, qui réduisent a la fois l'inflammation des
voies aériennes et la production bronchique du NO,
en est une bonne illustration [24, 28-31].

Les raisons pratiques pour utiliser la mesure du NO
expiré comme marqueur de l'inflammation bronchi-
gue sont évidentes. La premiere tient du caractére
totalement non-invasif de cette méthode. La deuxie-
me réside dans la relative simplicité des manceuvres
respiratoires a effectuer par le sujet dont l'air expiré
(a partir duquel le NO est quantifié) est recueilli au
cours d'une ventilation normale, au repos et a
volume courant.

Cependant, pour étre validée, la mesure du NO
expiré - comme toute autre méthode dont I'utilisa-
tion est encore relativement récente - a besoin de
passer avec succes I'épreuve du temps. Pour cela, il
nous faut des preuves concernant la reproductibilité
des résultats qui, pour l'instant, ne sont rapportés
que par quelques équipes dans le monde. Nul doute
qu'une fois validé, cet examen aura sa place dans
I'exploration fonctionnelle respiratoire de routine et
nous permettra a la fois de suivre I'évolution de I'
inflammation bronchique et d'évaluer I'efficacité des
agents thérapeutiques supposés agir sur cette
inflammation.

MESURE DU NO EXPIRE DANS L’ASTHME

L’asthme est caractérisé par une inflammation
chronique des voies aériennes, une hyperréactivité
bronchique et une contraction anormale du muscles
lisses bronchiques. La mesure de concentration du
NO dans l'air expiré est une nouvelle technique
d’exploration dans I’asthme permettant d’évaluer de
maniére subjective et précise le niveau de l'inflam-
mation des voies aériennes. La technique a été
proposée a la fin des années 1990 et devient une
mesure en routine dans plusieurs services.

Technique de mesure

Il 'y a deux methodes principales pour mesurer le
NO expire, ce sont [38] la mesure directe (on-line) ou
le flux d’air expire du sujet est analysé en temps reels
dans un circuit fermé et [39] la mesure indirecte (off
line) ot1 le volume d’aire expire du sujet est conservé
dans un sac pour une analyse postérieure. Cepen-
dant, il n'y a pas de différence entre deux méthodes
concernant les principes d’échantillonnage de 1'air
expire.

Le résultat du NO expiré est exprimé en ppb, c’est le
rapport du volume du NO par volume total de l'air
expiré (1ppb = 1 part milliard du volume).
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La concentration du NO expire est variable en fonc-
tion du débit expiratoire (la FENO est diminué
considérablement lors que le débit augmente). Pour
cette raison, il faut une coopération du sujet afin de
garder un niveau constant du débit pendant la me-
sure. Dans les premieres études, les débits utilisés
étaient différents donc la comparaison du résultat
entre ces études est trés difficile. A partir de 'année
2005, I’ATS et I'ERS standardisent le débit expiratoi-
re a 50 ml/s [40]. Les analyseurs commercialisés uti-
lisent cette valeur.

La concentration FENO subit aussi une fluctuation
causée par le NO dans l'air ambiant, il est nécessaire
de vérifier le NO ambiant avant chaque mesure, ou
plus idéalement, d’utiliser une source de gaz sans
NO (< 5ppb), comme 1'air médical ou lair filtré du
NO.

Le NO est aussi accumulé dans la cavité nasale en
haute concentration et cette quantité importante du
NO peut biaiser le résultat final du NO expiré par la
bouche. Pour éviter la contamination du NO nasal, le
sujet doit expirer contre une résistance de 5-20 cm
H>O pour assurer une fermeture de voile de palais
mou séparant la trachée et la cavité nasale.

Le sujet se met en une position confortable, et bran-
ché avec l'annalyseur par un embout boucale. La
mesure commence par une inspiration maximale jus
quau volume pulmonaire total, cette manceuvre
n’est pas obligatoire si le sujet présent les limitations
de respiration. En suite, le sujet expire immédiate-
ment sans tenant en apnée. L'expiration dure envi-
ron de 10 secondes, et contre une résistance de 5-20
cmH;0, pendant I'expiration, le débit expiratoire est
strictement contréle au niveau de 50 ml/s.

Application de la mesure du NO dans 1’asthme

Le point d’avantage le plus considerable de la mesu-
re du NO en comparaison avec d’autres explorations
classiques (la spirométrie, débitmetre de point ...) est
que la mesure du NO permet d’évaluer directement
le phénomeéne d’inflammation bronchique qui carac-
térise la pathologie de I'asthme lors que d’autre tech-
nigues ne mesurent que les changements secondaires
de la ventilation. La sensibilité de la mesure du NO
est considérée comme meilleure que celle de VEMS,
car le changement significatif de FENO se manifeste
trés précoce pendant 2 semaines tandis que un chan-
gement sur la VEMS ne soit détectables qu’apres 3
mois.

En comparaison avec des explorations qui évaluent
I'inflammation (quantification d’éosinophile dans
'expectoration ou dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire, ou le test a la métacholine), la mesure du
NO montre des avantages car elle est non invasive,
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facile a réaliser et trés précise. Grace a sa facilité, la
mesure du NO servit comme un outil idéal dans les
études épidémiologiques pour l'objectif de dépister
les patients asthmatiques dans une grande popula-
tion. L’apparition des nouvelle génération des analy-
seurs compactes et portables permet de réaliser la
mesure en consultation urgente ou a domicile.

Comme la FENO est élevée dans 1’asthme, méme
chez les patients sans anomalies de fonction respira-
toire, on peut utiliser la mesure du NO pour détecter
ou diagnostiquer l'asthme. La valeur diagnostique
du NO a été étudiée par différents auteurs comme
Dupont [38], Smith [39] et Berkman [41]. Les résul-
tats ont montré que la FENO permet de diagnosti-
quer l'asthme avec une sensibilité de 80-90% et une
spécificité plus haute que 90%, la valeur diagnosti-
gque du NO est meilleure quand la FENO est couplée
avec un autre paramétre de spirométrie (VEMS) [39].

La valeur normale du NO ne passe pas le seuil de
20ppb, celui-ci est utilisé comme un seuil de dia-
gnostic pour I'asthme [39]. Cependant, la capacité de
dagnostic du NO est limitée par des facteurs de fluc-
tuation comme la présence de l'allergie, 1'utilisation
des médicaments susceptibles a modifier la synthese
du NO et/ou les inflammations des voies aériennes
supérieurees non spécifiques associées. Il est recom-
mandé de combiner la mesure du NO et d’autres
explorations fonctionnelles respiratoires en clinique
pour assurer une meilleure valeur diagnostique, en
particulierement chez des patients asthmatiques
avec le résultat négatif de 'hypersensibilité bronchi-
que a la métacholine.

Le NO expiré est aussi utilisé pour le but d’évaluer la
réponse au traitement par corticostéroides et optimi-
ser ce traitement. Les premieres études ont montré
gue la FENO est diminuée avec la dose de corticoi-
des données par voie inhalée ou orale. La réponse est
rapide et inversement proportionnelle a la dose ad-
ministrée [42-44].

La FENO n’est pas seulement utilisée comme un
marqueur de l'inflammation, il est aussi en correla-
tion avec d’autres parametres quantitatifs en clinique
comme la variation du débit de point, la fréquence
de l'apparition des symtdmes asthmatiques ou le
niveau de controle de 1'asthme. Une variation anor-
male de FENO peut prédire l'arrivée de crise d’as-
thme [45]. Une augmentation ou diminution plus de
15% entre 2 mesures montre une aggravation ou
amélioration de contrdle de I'asthme. En combinant
ces deux facteurs, on peut utiliser le résultat de FE-
NO pour optimizer la dose de traitement du corti-
costéroide afin de diminuer la dose au niveau le plus
bas possible en gardant toute I'efficacité de controle
de I'asthme.
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