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Résumé

La fibrose kystique (FK) est la maladie autosomique récessive la plus fréquente chez
les individus de race caucasienne. Elle est secondaire a la mutation du géne Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR). Grace a des traitements plus agressifs, la médiane de
I’espérance de vie des individus atteints de la FK a augmenté et cette augmentation est
associée a 1’émergence du diabéte secondaire ou associé a la FK (DAFK), une complication
associée a une augmentation du taux de mortalité. La pathophysiologie du DAFK n’est pas
parfaitement comprise. Par exemple, la cause de I’accélération de la perte de la fonction

pulmonaire, qui débute des années avant I’apparition du DAFK, n'est pas ¢élucidée.

Tous les patients atteints de la FK, méme ceux sans le DAFK, présentent de
I’hyperglycémie et des fluctuations glycémiques. D’ailleurs, une étude a démontré que la
réactivité immunitaire est affectée par I’hyperglycémie dans un mode¢le animal de la FK et il y
a des évidences que les lymphocytes sans CFTR fonctionnel ou en présence d’un excés de
glucose ont des réactions inflammatoires anormales. Donc, nous avons émis 1’hypothése que
les patients atteints de la FK, surtout ceux non-diabétiques et pré-diabétiques, auront une plus
grande proportion de lymphocytes Th17 et Ty, produisant la cytokine pro-inflammatoire IL-
17A comparativement aux sujets sains et que l’augmentation de cette cytokine pourrait
influencer la chute accélérée des fonctions pulmonaires avant I’apparition du DAFK. Des
niveaux élevés d’IL-17A sont retrouvés dans les poumons des patients atteints de la FK et
dans le sang périphérique des patients avec le diabéte de type 1 (DT1) et de type 2 (DT2).
L’IL-17A peut aussi étre produite par les lymphocytes Ty, dysfonctionnels. Habituellement,
ces lymphocytes atténuent les réponses inflammatoires excessives, mais lorsqu’ils sont
dysfonctionnels, ils peuvent produire de I’IL-17A, contribuant ainsi a I’état inflammatoire. De
plus, nous avons supposé que les proportions de Th17 et Ty produisant de I'IL-17A seront
associées aux fonctions pulmonaires des patients atteints de la FK et que 1’alimentation,

’activité physique et la composition corporelle influenceraient ces relations.

Les résultats de cette thése ont montré que, malgré une association entre la proportion

de lymphocytes dans le sang périphérique et les indices de fluctuations glycémiques, celles-ci
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n’influengaient pas les proportions de lymphocytes Th17 et T, produisant de I'IL-17A
lorsqu’ils étaient mis en culture pour 24 ou 48 heures dans des milieux contenant soit 5 mM
ou 25 mM de glucose et stimulés par le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et le
phytohemagglutinine (PHA) ou, encore, non stimulés. De plus, ces proportions étaient
semblables entre les patients atteints de la FK et les individus en santé. Toutefois, les
proportions de lymphocytes Ty, stimulés produisant de I’IL-17A des sujets sains étaient plus
¢élevées que les proportions de lymphocytes Ty, non stimulés de tous les participants (patients
atteints de la FK et individus en santé). Tout ceci suggérant donc que les Ty, des sujets sains
et atteints de la FK ne réagissaient pas de la méme fagon a la stimulation. D’ailleurs, la durée
d’incubation affectait les proportions de Th17 produisant de I’IL-17A, mais elle n’avait aucun
effet sur les proportions de T, produisant cette cytokine. Donc, ces types cellulaires
réagissaient différemment dans les mémes milieux de culture. De plus, nous avons observé
que seulement 1’énergie provenant des glucides affectait modestement les indices de
fluctuations glycémiques et que les proportions de Thl7 et T, produisant de I'IL-17A

n’étaient pas associées aux fonctions pulmonaires des patients atteints de la FK.

En conclusion, les patients atteints de la FK avaient plus d’hyperglycémie et de
fluctuations glycémiques, mais elles n’influencaient pas les proportions de lymphocytes Th17
et Treg produisant de I’IL-17A ex vivo. Dans des études futures, il faudrait étudier le role de
I’IL-17A dans les poumons des patients avec et sans le DAFK et réaliser une étude
prospective pour déterminer si une augmentation des niveaux d’IL-17A chez les patients sans
le DAFK se traduit par une chute accélérée des fonctions pulmonaires avant 1’apparition de

cette complication.
Mots-clés : Diabéte secondaire a la fibrose kystique, fluctuations glycémiques,

hyperglycémie, IL-17A, lymphocytes Th17, lymphocytes T, nutrition, dépense énergétique,
composition corporelle, VEMS
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Abstract

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive genetic disease among
Caucasians and it is cause by a mutation in the Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
(CFTR) gene. With the emergence of more aggressive therapies to treat CF, the median life
expectancy of patients with CF has increased and new complications, such as CF-related
diabetes (CFRD), have emerged. CFRD is associated with increased mortality. The
physiopathology of this complication is not fully understood. For instance, the reason why
people with CF have an accelerated decline in lung functions years before the diagnosis of

CFRD is not known.

Patients with CF, even those without CFRD, have increased hyperglycemia and
glucose fluctuations. In addition, a study has reported that hyperglycemia affected immune
reactivity in a mouse model of the disease. Furthermore, studies have shown that lymphocytes
without a functional CFTR or that have increased uptake of glucose have abnormal immune
responses. Therefore, we hypothesized that patients with CF, specifically those with normal
and impaired glucose tolerance, would have increased proportions of Thl7 and T
lymphocytes producing the pro-inflammatory cytokine IL-17A and that the increase in IL-17A
levels would contribute to the accelerated decline of lung functions before the onset of CFRD.
Increased levels of IL-17A have been found in the lungs of patients with CF and the peripheral
blood of patients with type 1 (T1D) and 2 diabetes (T2D). Dysfunctional T, lymphocytes can
also produce IL-17A. These lymphocytes usually attenuate excessive immune responses but,
in certain cases, can be dysfunctional and produce the pro-inflammatory cytokine IL-17A.
Moreover, we hypothesized that the proportions of these cells producing IL-17A would be
associated to lung functions in patients with CF and that nutrition, physical activity and body

composition could influence the relationship between inflammation and glucose fluctuations.

Although an association between the proportion of lymphocytes in the peripheral blood
of participants and glucose fluctuations was observed, glucose fluctuations did not affect the

proportions of Th17 and T, lymphocytes producing IL-17A stimulated with PHA and PMA



or not stimulated in media containing either 5 or 25 mM of glucose for 24 or 48 hours.
Furthermore, these proportions were similar between healthy individuals and patients with CF
with the exception of the proportion of stimulated Ty, lymphocytes producing IL-17A of
healthy individuals that was greater than the proportions of non-stimulated T, lymphocytes
producing IL-17A of all participants (patients with CF and healthy individuals). This suggests
that Ty, lymphocytes of healthy individuals and CF patients do not respond in the same
manner to stimulation by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and phytohemagglutinin
(PHA). Also, the duration of incubation affected the proportions of Th17 cells producing IL-
17A but did not affect the proportion of Ty, producing this cytokine. Therefore, these two
types of lymphocytes are differently affected in the same culture media. Also, only the
proportion of calories from carbohydrates affected modestly glucose fluctuations and the
proportions of Th17 and T, lymphocytes producing IL-17A were not associated to lung

functions in CF patients.

To conclude, patients with CF had increased hyperglycemia and glucose flucutations
when compared to healthy individuals but this glucose variability did not affect the
proportions of Th17 and T, lymphocytes producing IL-17A ex vivo. Future studies are
needed to explore the role of IL-17A in the lungs of patients with CFRD and a prospective
study would be important in order to determine if an increase in IL-17A in patients without
CFRD is associated to an accelerated decrease in lung functions before the onset of this

complication.

Keywords: Cystic fibrosis-related diabetes, glucose fluctuations, hyperglycemia, IL-17A,
Th17 lymphocytes, Tre lymphocytes, nutrition, energy expenditure, body composition, FEV
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Avant-propos

La fibrose kystique (FK) est une maladie génétique autosomique récessive causée par
une mutation du geéne Cystic Fibrosis Transmembrane Receptor (CFTR) (1). Le diabéte
associ¢ ou secondaire a la fibrose kystique (DAFK) est la complication la plus fréquente de la
FK (2). Il est associé¢ a une augmentation du taux de morbidité et de mortalité (3). Bien que la
diminution de la sécrétion d’insuline soit la cause principale de son développement (4-9) et
que des facteurs de risque tels que le sexe féminin soient identifiés (3), sa pathophysiologie
n’est pas tout a fait comprise. D’ailleurs, les raisons pour lesquelles les fonctions pulmonaires

chutent de fagon accélérée des années avant 1’apparition du diabéte ne sont pas connues (10).

En 2008, une étude a démontré que I’hyperglycémie affectait la réactivité immunitaire
dans un modéle animal de la FK (11). D’ailleurs, les patients atteints de la FK, méme ceux
sans le DAFK, ont plus d’excursions glycémiques, d’hyperglycémie et de fluctuations
glycémiques comparativement aux individus en santé (12, 13) et celles-ci affecteraient donc
I’inflammation. En outre, les lymphocytes sans géne CFTR fonctionnel ou dans un milieu

avec un exces de glucose réagissent anormalement (14-16).

L’IL-17A est une cytokine pro-inflammatoire, impliquée dans plusieurs pathologies
inflammatoires dont 1’arthrite rhumatoide (17), dans I’inflammation pulmonaire dans la FK
(18-23) ainsi que les diabetes de type 1 (DT1) (24-30) et de type 2 (DT2) (31, 32). Elle est
produite principalement par les lymphocytes Th17 (33) et les lymphocytes T régulateurs (Treg)
dysfonctionnels (34). Ces derniéres sont des cellules qui atténuent normalement les réponses
inflammatoires excessives en produisant, parmi d’autres mécanismes, de I’'IL-10 (35), mais
elles peuvent aussi étre dysfonctionnelles et, dans ce cas, produire de I'IL-17A (34). Les
niveaux de cette cytokine sont élevés dans les poumons des patients atteints de la FK (18, 21,

22) et dans le sang périphérique des individus avec le DT1 (27) et le DT2 (31).



Ainsi, le but de cette thése était de déterminer, dans un premier temps, si
I’hyperglycémie et les fluctuations glycémiques observées chez les patients atteints de la FK
affectaient les lymphocytes Th17 et T, dysfonctionnels produisant de I'IL-17A des patients
atteints de la FK cliniquement stables non-diabétiques, pré-diabétiques et avec le DAFK. Dans
un deuxiéme temps, nous avons examiné 1’effet de 1’alimentation, la composition corporelle et
la dépense énergétique sur la variabilité glycémique chez des sujets sains et des patients
atteints de la FK. De plus, nous avons vérifié si les proportions de cellules Tz et Th17
produisant I’IL-17A étaient associées aux fonctions pulmonaires des patients atteints de la FK.
Les résultats présentés dans cette thése nous permettront de mieux décrire la variabilité
glycémique dans la FK, puis, de déterminer si elle influence les lymphocytes produisant de

I’IL-17A et, finalement, d’établir si elle est influencée par le mode de vie des sujets.

Les résultats de cette thése contribuent a I’avancement des connaissances de plusieurs
facons. D’une part, nous sommes les premiers a quantifier les fluctuations glycémiques a
I’aide d’indices calculés mathématiquement (comme le standard deviation (SD), le coefficient
de variation (CV) et le Mean Amplitude of Glucose Excursions (MAGE)) (36) dans la FK. De
plus, nous avons comparé, pour la premicre fois, ces indices chez des patients atteints de la FK
de différents groupes de tolérance au glucose et nous avons vérifié si ces indices de
fluctuations glycémiques sont affectés par 1’alimentation, la composition corporelle et la

dépense énergétique. D’autre part, nous avons exploré le role des lymphocytes Th17 et T

produisant de I’IL-17A dans le DAFK.

Cette thése est divisée en six chapitres. Le premier chapitre sert de mise en contexte et
il fait, dans un méme temps, une revue de la littérature utilisée pour formuler les questions de
recherche. Il est suivi d’un deuxiéme chapitre décrivant en détails les hypotheses et les
objectifs de cette thése. Par la suite, le troisieme chapitre explique la méthodologie et les
analyses statistiques employées, alors que le quatrieme chapitre contient les figures et les

tableaux avec les résultats obtenus dans le cadre de cette étude. Dans le cinquiéme chapitre,



nous discutons en profondeur de ces résultats et, finalement, dans le dernier chapitre, nous

concluons sur les implications cliniques.



Chapitre 1 : Mise en contexte

1.1 La fibrose kystique

1.1.1 Historique

En 1938, la Dre Dorothy H. Andersen, une pédiatre américaine, a été¢ la premicre en
Amérique du Nord a identifier et nommer une maladie dans laquelle des enfants avaient des
masses fibreuses au pancréas : la FK (37). Par la suite, en 1948, le Dr. Paul di Sant’Agnese a
remarqué que les enfants avec la FK ayant des symptdmes pulmonaires produisaient aussi une
sueur trés salée et il a donc suggéré que la FK était liée a un probléme cellulaire de transport
des ions sodium et chlore (38, 39). Puis, un test de la sueur a été¢ développé par Gibson et
Cooke afin de déterminer si un individu était atteint de la FK (40). Pour ce test, des électrodes
sont posées sur la peau de I’individu et elles stimulent la production de sueur des glandes
sudoripares. Des concentrations élevées de sel dans la sueur permettent souvent de faire un
diagnostic de la FK (41). Les Drs Andersen et Hodges furent les premiers a conclure que la
FK était une maladie génétique et ce, dés 1946 (42). Par contre, la cause de la maladie

demeurait inconnue pour ces pionniers.

Il a fallu attendre 1989 pour que les Drs Tsui, Riordan et Collins découvrent qu’une
délétion d’une phénylalanine a la position 508 du geéne Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator (CFTR) (aussi appelé ABCC7) était une mutation responsable de cette maladie
génétique (1, 43, 44).

La FK est la maladie autosomique récessive la plus fréquemment retrouvée chez les
personnes de race caucasienne (9, 45), elle touche une naissance sur 3600 au Canada (46). Elle
est, de surcroit, la plus fréquemment retrouvée chez les enfants et jeunes adultes de ce pays
(46), car une personne sur 25 a au moins une copie défective du géne CFTR alors qu’au

Québec, la statistique grimpe a une personne sur 20, voire méme une personne sur 15 dans la



région du Saguenay-Lac-St-Jean (47). Pour étre atteint de la FK, un enfant doit avoir

finalement deux copies mutées, soit une copie mutée du gene de chacun de ses parents (47) .
1.1.2 Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator

Le gene CFTR se situe sur le bras long du chromosome 7, contient 27 exons et se
traduit en une protéine de 1480 acides aminés d’une masse d’environ 170 000 kDa (1, 48).
Celle-ci est exprimée sur la membrane apicale des cellules épithéliales (49) et forme un canal
ionique qui fait partie de la famille des transporteurs ATP Binding Cassette (ABC). Ce canal
est non seulement responsable de la sécrétion du chlore, mais également en charge de la
sécrétion de bicarbonate (HCOj3) (50). La protéine est composée de deux domaines
transmembranaires (TMD1, TMD2) de six hélices alpha chacun, de deux sites de liaisons
nucléotidiques (NBD1, NBD2) et d’un domaine régulateur (51). Comme d’autres
transporteurs de la famille ABC, le canal CFTR utilise comme source d’énergie I’ATP pour
changer de conformation et pour réguler 1’absorption et la sécrétion d’ions (48). La mutation

la plus fréquente se trouve dans le NBD1 (51) (Figure 1).
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Figure 1 : Structure de la protéine Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (adaptée de

(52)) R : domaine régulateur



1.1.3 Atteinte pulmonaire

En P’absence d’un canal CFTR fonctionnel, les patients atteints de la FK souffrent
d’infections pulmonaires récurrentes (53). Il existe plusieurs hypothéses pour expliquer la

susceptibilité accrue de ces patients aux infections pulmonaires.

D’une part, les Drs. Smith et Welsh supposent que, chez une personne avec la FK, la
concentration de NaCl a I’extérieur de la cellule est anormalement élevée comparativement a
un individu en santé en raison d’une absence ou d’une diminution du transport du chlore. Cette
concentration trop élevée en sel rendrait inefficace des protéines responsables de tuer les
bactéries comme les défensines (54). En 2001, ces auteurs ont également suggéré qu’une
sécrétion défective de bicarbonate serait impliquée dans les infections pulmonaires récurrentes
(55). Finalement, en 2012, ils ont rapporté que le liquide de surface des voies respiratoires des

cochons avec la FK était plus acide et qu’il n’était pas aussi efficace a tuer des bactéries (56).

D’autre part, les Drs Knowles et Boucher proposent I’hypothése qu’il y aurait moins de
liquide de surface des voies respiratoires et que celui-ci serait déshydraté. C’est ainsi qu’en
1995, Stutts et al. ont démontré qu’une co-transfection du canal de sodium ENaC et du CFTR
dans des cellules MDCK et dans des fibroblastes 3T3 diminuait le courant Na'
comparativement aux cellules transfectées seulement avec le ENaC (57), suggérant que le
canal CFTR inhibe I’activit¢ d’ENaC. Sans CFTR, le chlore ne sort pas de la cellule et il y a
une entrée non contrdlée de sodium et d’eau dans les cellules épithéliales. En conséquence, le
liquide a I’extérieur de la cellule devient déshydraté et visqueux. Dans la FK, les cils, qui sont
normalement responsables de dégager les voies respiratoires de ces sécrétions visqueuses, sont
incapables de battre en présence de ce liquide épais dans la FK (58). Ainsi, plusieurs bactéries,
dont le Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus colonisent ces sécrétions
visqueuses (59-61). Jusqu’a présent, le mécanisme d’interaction entre ces deux canaux n’est

pas encore ¢lucidé (59).



Les patients atteints de la FK subissent ainsi des infections récurrentes qui contribuent
a une dégradation progressive des fonctions pulmonaires caractérisée par une diminution du
volume expiré maximal en une seconde (VEMS) et meurent, pour la plupart, de facon

prématurée, d’insuffisance respiratoire (62, 63).

1.1.4 Insuffisance pancréatique exocrine

Fibrose kystique Canada rapporte que 85% des patients adultes canadiens atteints de la
FK ont une insuffisance pancréatique exocrine (46). Les glandes exocrines sont responsables
du transport de sécrétions dans la lumicre des organes et la portion exocrine du pancréas se
charge de la sécrétion des enzymes digestives telles que la lipase et la trypsine dans le systéme
digestif (64). Méme les patients pancréosuffisants ont des pancréas endommagés et un risque
accru de développer des pancréatites chroniques (65). Le mécanisme exact du développement
de cette manifestation de la FK reste inconnu malgré que les recherches récentes pointent dans
la direction du bicarbonate (66). Chez une personne sans la FK, 1’acidité dans le duodénum
stimule la production de sécrétine lorsqu’elle mange. Celle-ci provoque, par la suite, la
sécrétion d’un liquide riche en bicarbonate et en protéines dans les canaux pancréatiques. Par
contre, dans la FK, il est possible que ce liquide n’ait pas une concentration adéquate de
HCOs™ et que les canaux baignent dans un milieu acide. Dans ce cas, les protéines dans le
liquide précipiteraient et bloqueraient les canaux pancréatiques (67-70). Parallélement, les
cellules des acini du pancréas exocrine (les cellules produisant les enzymes digestives)
dégénerent et une fibrose se développe dans le pancréas exocrine (71). De plus, en absence
d’anions, le sodium et I’eau rentreront dans les cellules épithéliales et, conséquemment, le
liquide dans les canaux pancréatiques sera visqueux et déshydraté. Aussi, 1’acidité du milieu
sans HCOj; pourrait activer prématurément les enzymes pancréatiques (68, 72). Ainsi,
I’insuffisance pancréatique est possiblement causée par le blocage du transit des enzymes

digestives du pancréas au systéme digestif et I’activation précoce de celles-ci.

1.1.5 Autres organes affectés



La FK est une maladie affectant plusieurs organes dont les poumons et le pancréas,
mais elle affecte aussi le foie, les intestins et le systéme reproducteur. Trente-trois pourcents
des adultes et des enfants atteints de la FK subissent des complications hépatiques et la
majorité de ceux-ci développe aussi une stéatose hépatique. Les complications hépatiques sont
causées par 1’absence du canal CFTR fonctionnel a la membrane apicale des cellules des voies
biliaires et la plus fréquente, chez les patients atteints de la FK, est la cirrhose biliaire (73). La
pathophysiologie de cette complication est trés peu connue malgré que I’insuffisance
hépatique soit la cause de déces la plus importante dans la FK aprés les complications

respiratoires (74).

Par ailleurs, le syndrome d’occlusion distale de ’intestin (SODI) affecte les patients
atteints de la FK avec et sans insuffisance pancréatique (75). Il est causé principalement par
des sécrétions plus visqueuses dans l’intestin a la suite d’une absence de CFTR et d’une
activité plus importante du canal ENaC (75). D’autres facteurs tels qu’une motilité gastrique
diminuée (76) et 1’épaississement des parois du tube digestif dans la FK (77) jouent

possiblement un réle dans la pathophysiologie du SODI.

Des problémes de fertilit¢ sont également présents dans la FK. D’une part,
I’azoospermie secondaire a une absence congénitale bilatérale du vas deferens affecte 97-98%
des hommes (78). D’autre part, le liquide du col de I’'utérus des femmes atteintes de la FK est
deshydraté et ceci affecterait la fécondation des ovules par les spermatozoides. Par contre, il

est important de noter que la majorité femmes atteintes de la FK n’est pas infertile (79).

Les patients atteints de la FK souffrent aussi de polypes nasaux (80) et de lithiases

urinaires (81). Tout ceci démontre a quel point cette maladie dégrade de multiples organes.

1.1.6 Classes de mutations

La mutation la plus fréquente est la délétion de la phénylalanine en position 508

(Phe508del) et 90% des patients atteints de la FK au Canada possédent au moins une copie du

CFTR avec cette mutation (46). Plus de 1000 mutations du CFTR ont été répertoriées (liste



disponible sur www.genet.sickkids.on.ca/cftr) et elles se divisent en cinq groupes (Tableau I).

Les mutations de classes I et I sont généralement considérées les plus séveres puisqu’il n’y a

pas ou peu de protéine CFTR a la surface cellulaire (82). Les mutations de classes I, 11, III et

VI sont souvent associées a une insuffisance pancréatique (83) alors que celles des classes IV

et V ne le sont généralement pas (74).

Tableau I : Classes de mutations du géne Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator et leurs

conséquences (adapté de (84, 85))

Classe de

mutation

Exemple de

mutations

Probléme moléculaire

Conséquence

Gly542X Mutations et délétions changeant le .
j Aucune synthese de la
1 Arg553X, cadre de lecture et créant un codon .
y A , protéine CFTR
Trp1282X d’arrét prématuré
L téi FTR
Mutations et délétions modifiant le n’e;p ra(; frlarllrel:scortée N
Phe508del, repliement de la protéine et la P P .
I o . la surface cellulaire ou
Asnl1303Lys | migration de la protéine vers la surface , ]
. n’est pas présente en
cellulaire .,
quantité suffisante
Gly551Asp, | Mutations modifiant des acides aminés | Ouverture du canal de
1T Gly551Ser, | et modifiant le fonctionnement du canal CFTR réduite ou
Gly1349Asp CFTR absente
Argl17His, | Mutation modifiant des acides aminés .
. . . Mouvement des ions
v Aspl10His, | et modifiant le fonctionnement du pore CT perturbé
Arg347His du canal CFTR P
3979 Moins de protéines
v 26ASG Mutations donnant des ARNm CFTR synthétisées et
Aladss G,Iu d’épissage alternatif du geéne cfir moins a la surface
cellulaire
. . Recyclage et
VI 120del23, Mutations rendant la protéine CFTR remplacement rapide
Asn287Tyr instable a la surface cellulaire P P

de la protéine CFTR

1.1.7 La relation génotype-phénotype




Les classes de mutations distinguent les patients ayant ou non une insuffisance
pancréatique. Les patients pancréosuffisants ont au moins une mutation de classe IV ou V
(72). Par contre, le lien entre le génotype et le phénotype n’est pas clair pour ’atteinte
pulmonaire. Il existe, en effet, différents degrés de sévérité¢ de la maladie pulmonaire chez les
personnes avec le méme génotype et ceci s’explique possiblement par des facteurs
environnementaux comme l’infection par des bactéries spécifiques (86, 87) ou des facteurs
génétiques comme les genes modificateurs (88). Ils sont des variantes de génes qui modulent
I’atteinte pulmonaire dans la FK. Par exemple, la variante ¢.869T du géne Transforming
Growth Factor beta 1 (TGFBI) impliqué dans l’inflammation et la variante du géne
Glucocorticoid Receptor (GR) impliqué dans le transport ionique sont associées a une

détérioration accélérée des fonctions pulmonaires (87, 88).

Finalement, toutes ces informations indiquent que le lien génotype-phénotype s’établit

pour la fonction pancréatique, mais il s’aveére moins claire pour la fonction pulmonaire.

1.2 Diabéte associé ou secondaire a la fibrose kystique

Lorsque Dre Andersen a identifié¢ la maladie au début du 20°™ siécle, les enfants atteints
de la FK vivaient jusqu’a 1’age d’un an (58). En 2013, grace a des interventions nutritionnelles
et des traitements d’antibiotiques plus agressifs, la médiane de I’age de survie des patients
atteignait 48.5 ans au Canada (46). Avec cette augmentation de la médiane de I’age de survie,

plusieurs complications, qui apparaissent plus tardivement, ont émergé, dont le DAFK (9, 89).

Aprés les complications pulmonaires et pancréatiques, le DAFK s’avere la
complication la plus fréquente et il touche plus de 20% des adultes atteints de la FK alors que
le diabéte affecte seulement environ 8% de la population aux Etats-Unis (46, 90). De plus, la

proportion de patients avec le DAFK augmente avec I’age (46).

1.2.1 Physiopathologie
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Le diabéte est défini par un niveau de glucose €levé dans le sang causé par une carence
ou un défaut d’utilisation de I’insuline (91). L’insuline, qui régule la glycémie sanguine, est
une petite protéine de 51 acides aminés, elle est composée de deux chaines polypeptidiques
(92). Elle est sécrétée par les cellules p du pancréas en réponse a une augmentation de la
concentration de glucose et/ou d’acides aminés dans le sang (92). Sa sécrétion se fait en deux
phases : une premicre de sécrétion rapide d’insuline et une deuxiéme de sécrétion plus
soutenue pour réduire la glycémie a la valeur initiale avant la prise alimentaire (64, 92).
L’insuline est responsable de I’entrée du glucose dans les cellules de différents organes
comme le foie et les muscles (64, 91) et assure le maintien de I’homéostasie glycémique (64).

Cette homéostasie est perturbée dans la FK.

1.2.1.1 Phase pré-diabétique

Le DAFK est précédé par une phase pré-diabétique caractérisée par la présence
d’excursions glycémiques postprandiales (9). Dés 1977, Lippe et al. ont rapporté un défaut de
la sécrétion d’insuline dans la FK (4) et depuis, cette observation a été confirmée par plusieurs
autres groupes de chercheurs (5-9). En plus des symptomes classiques du diabéte comme la
polyurie (uriner fréquemment) et la polydipsie (soif excessive), une perte de poids malgré une
alimentation adéquate, une diminution des fonctions pulmonaires ou la puberté retardée sont
des symptomes du DAFK et surviennent avant le diagnostic de cette complication (93, 94). La
perte de poids et la perte accélérée des fonctions pulmonaires sont détectées deux a quatre ans

avant le diagnostic du DAFK (10).

1.2.1.2 Diminution de la sécrétion d’insuline

Une diminution de la sécrétion d’insuline et, plus particuli¢rement, de la premiére
phase est fort probablement une cause importante du DAFK (9, 95). En conséquence, les
patients avec le DAFK ont des glycémies plus élevées, en réponse au glucose, que des
individus sans la FK (9). Toutefois, la dysfonction du pancréas endocrine dans la FK et la

pathophysiologie du DAFK ne sont pas bien comprises. Quelques études ont tenté de
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comprendre les causes de la diminution de la sécrétion d’insuline. Des autopsies pratiquées sur
des patients atteints du DAFK ont révélé des masses fibreuses, de 1’atrophie et une diminution
du nombre de cellules B (96-98). Comme dans le DT2, des dépots amyloides sont retrouvés
dans les pancréas des patients avec le DAFK (99). Ces anomalies sont insuffisantes pour
expliquer le défaut de sécrétion de I’insuline qui est détectable deés la naissance dans un
modele animal de la FK (le furet) (100). Elles font suspecter un réle direct de la mutation du
canal CFTR dans les anomalies de sécrétion de I’insuline (100). Il est important de noter que
la diminution de la sécrétion d’insuline est associée a une diminution des fonctions

pulmonaires (101).

1.2.1.3 Résistance a l’insuline

Il y a aussi une contribution probable de la résistance a 1’insuline (9), mais les études
sur la résistance a I’insuline des patients atteints de la FK ont donné des résultats trés variables
rapportant des valeurs réduites, augmentées ou semblables a celles des individus en santé sans
la FK (102-106). 11 est probable que ces résultats soient reli¢s a la taille des échantillons. De
plus, en 2001, Hardin et al. ont proposé que la résistance a 1’insuline observée dans la FK était
plutdt une conséquence de la détérioration clinique des patients et qu’elle était associée a
I’inflammation, aux multiples infections et aux niveaux ¢élevés de cytokines comme le TNF-a.
Des niveaux plus élevés de cette cytokine sont retrouvés chez les patients atteints de la FK
IGT et chez les patients insulino-résistants comparativement a des sujets sains (107). Ainsi, les
patients plus malades et avec plus de cytokines pro-inflammatoires sanguins comme le TNF-a

seraient plus résistants a I’insuline (107).
1.2.2 Différences avec les autres types de diabete

Le DAFK est une forme spécifique de diabete qui differe des formes classiques (89, 93).
Le DT1 est une maladie auto-immune et le DT2 s’associe davantage a 1’obésité et a une

diminution de la signalisation des récepteurs a I’insuline (93, 108). La premicre cause de

mortalité dans les DTI et DT2 sont les maladies cardiovasculaires alors que dans le DAFK, les
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patients meurent principalement d’insuffisance respiratoire (62, 109, 110). Le DAFK partage
certaines des caractéristiques du DTI, telles que la diminution marquée de la sécrétion
d’insuline et I’age de survenue, mais aussi des caractéristiques du DT2, telles que 1’existence
d’une phase pré-diabétique et des dépots amyloides dans les cellules B pancréatiques (93).
Néanmoins, les patients avec le DAFK, comme dans les autres formes de diabéte, sont
exposés au méme risque de complications spécifiques (rétinopathie, néphropathie et
neuropathie) pour lesquelles 1’hyperglycémie chronique joue un rdle fondamental (93)
(Tableau II).

Tableau II : Comparaisons du diabéte secondaire ou associé a la fibrose kystique avec les

diabétes de type 1 et 2 (adapté de (105))

Aspects ‘ DAFK TID ‘ T2D
R . Enfance, Moitié a la fin de
Age de survenue du diabéte 20-24 ans X
adolescence I’age adulte
_ o o Diminuée et
Sécrétion d’insuline Tres diminuée Nulle '
variable
. o Dépend de 1’état .
Résistance a I’insuline . Modeste Sévere
du patient
Maladie auto-immune Non Oui Non
Complications microvasculaires Oui Oui Oui
Insuffisance Maladies Maladies
Cause de déces o ) ) ) )
respiratoire cardiovasculaires | cardiovasculaires

1.2.3 Diagnostic du diabete associé ou secondaire a la fibrose kystique

Il est recommandé de dépister annuellement le DAFK chez les enfants atteints de la FK
dés I’age de dix ans (2). Il existe différentes fagcons de diagnostiquer cette complication de la
FK parmi lesquelles le test d’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) est le test

recommandé (2).
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1.2.3.1 Hyperglycémie provoquée par voie orale

Un test utilisé pour dépister le diabéte dans la population générale et dans la FK est
I’HGPO. Ce test doit étre idéalement réalisé chez des patients en état stable, ¢’est-a-dire ceux
a distance d’une surinfection ou de traitements pouvant modifier significativement la tolérance
au glucose (par exemple : la prise de stéroides). Pour ’'HGPO, les patients arrivent a jeun,
boivent un jus sucré contenant 1,75g de glucose/kg de poids corporel de glucose (maximum
75g) et des prises de sang sont prélevées au début du test et aprés deux heures (9). Les valeurs
de glycémie a jeun et a la deuxiéme heure déterminent la tolérance au glucose (111) (Tableau

11).

Tableau III : Glycémies utilisées pour diagnostiquer le diabéte a la suite d’une hyperglycémie

provoquée par voie orale (111)

. Glucose a jeun Glucose 2 heures
Tolérance au glucose
(mmol/L) (mmol/L)
Normale ou non-diabétique (NGT) <17.0 et <7.8
Pré-diabétique (IGT) <7.0 et 7.8-11.0
Diabétique (DAFK) <ou>7.0 ou >11.1

1.2.3.2 Méthodes alternatives

L’hémoglobine glyquée (HbAlc), le produit de la fixation du glucose sur
I’hémoglobine (protéine des globules rouges importante pour le transport de 1’oxygene (112)),
est un bio-marqueur de contrdle glycémique des trois mois précédents qui est utilisé pour le
diagnostic des DT1 et DT2. L’HbAlc n’est pas recommandé dans la FK (2), car plusieurs
auteurs, dont Godbout et al., ont démontré son manque de fiabilité pour le diagnostic du

DAFK (113) . Les auteurs de cette dernic¢re étude ont proposé que 1’anémie, fréquente dans la
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FK, la régénération plus rapide des globules rouges ou la fixation altérée du glucose sur

I’hémoglobine expliquerait ce manque de fiabilit¢ du HbAlc dans la FK (113).

Tout comme dans le DT2, il est également possible de diagnostiquer le DAFK en
mesurant la glycémie a jeun (2). Une glycémie plus €levée que 7.0 mmol/L signale la présence
du DAFK (2). Néanmoins, comme la glycémie a jeun reste normale longtemps dans la FK,

I’utilisation de ce dosage manque de spécificité (2).

1.2.4 Hyperglycémie et fluctuations glycémiques

En 2004, le Montreal Cystic Fibrosis Cohort (MCFC) a été établi pour dépister le
DAFK avec I’'HGPO chez les patients non-diabétiques pré-diabétiques atteints de la FK. Des
résultats obtenus de la MCFC nous ont permis de conclure que les patients atteints de la FK et
considérés comme normo-tolérants au glucose, présentent des excursions glycémiques
significatives méme si leur glycémie a jeun et a la deuxieme heure du test sont normales et
semblables aux sujets sains (9) (Figure 2). Ces observations ont ét¢ confirmées par d’autres
groupes (13, 114). D’autres études ont démontré que les patients atteints de la FK avec une
tolérance normale au glucose avaient des excursions glycémiques importantes puisqu’ils
avaient des glycémies ¢élevées (glycémies >11.1 mmol/L) ainsi que des fluctuations
glycémiques plus importantes comparativement a des sujets sains (12, 13). Ainsi, les sujets
atteints de la FK, méme ceux avec une tolérance normale au glucose, présentent des
excursions glycémiques répétées et significativement plus importantes que celles de sujets
sains sans la FK. Chez les patients atteints de la FK pré-diabétiques et avec le DAFK, des
valeurs de glycémies élevées s’appellent I’hyperglycémie (115). Pour simplifier la thése, nous
regrouperons dorénavant les termes excursions glycémiques et hyperglycémie pour
maintenant les définir par «hyperglycémie» (glycémie >10 mmol/L) pour tous les patients

atteints de la FK (Tableau IV).
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Figure 2: Glycémies durant une hyperglycémie provoquée par voie orale de deux heures chez
des sujets sains (Controls, n=14) et des patients atteintes de la fibrose kystique non-
diabétiques (CF-NGT, n=65), pré-diabétiques (CF-IGT, n=31) et avec le diabéte secondaire ou
associé¢ a la fibrose kystique (CFRD, n=13). * p<0.05 vs Controls, + p < 0.05 vs CF-NGT et §
p <0.05 vs CF-IGT (reproduite avec permission d’Elsevier (9)).

1.2.4.1 Conséquences de ’hyperglycémie et des fluctuations glycémiques

Une étude de 2006 a démontré que les fluctuations glycémiques sont positivement
associées au marqueur de stress oxydatif, 8-iso prostaglandine F2 alpha, chez des patients avec
le DT2 (116). Par la suite, Meugnier et al. ont observé une augmentation de I’expression
génique de FOXOIA (protéine impliquée dans la transcription de d’autres protéines anti-
oxydatives telles que le superoxyde dismutase de manganese (117)) et des métallothionines
(molécules captant des radicaux libres comme le hydroxyde (118)) en réponse a
I’hyperglycémie chez des adultes en santé (119). De plus, I’hyperglycémie et les fluctuations
glycémiques peuvent stimuler la production de marqueurs inflammatoires tels que I’IL-6 et la
protéine C-réactive (CRP) chez des adultes en santé, mais I’antioxydant glutathion peut
inverser cette production (120). Ainsi, ’hyperglycémie et les fluctuations glycémiques

provoquent de I’inflammation et du stress oxydatif.
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1.2.4.2 Indices de fluctuations glycémiques

Un appareil existant est capable d’évaluer les fluctuations glycémiques et
I’hyperglycémie. Les holters glycémiques (Continuous Glucose Monitoring System; CGMS)
sont des appareils mesurant la glycémie dans le liquide interstitiel sous-cutané toutes les 5
minutes pendant 72 heures a six jours et permettent d’évaluer I’hyperglycémie (glycémie >7.8
mmol/L), I’hypoglycémie (glycémies <3.9 mmol/L) (121) ainsi que les fluctuations
glycémiques (36). Ces appareils ne sont pas utilisés pour diagnostiquer le DAFK, mais
permettent de voir le profil glycémique d’un individu (2). Les 144 a 288 valeurs de glycémies
collectées chaque jour avec le CGMS sont néanmoins difficilement interprétables
individuellement. Pour cette raison, des indices de fluctuations glycémiques existent pour
analyser les données de CGMS et pour mesurer la qualit¢ du contrdle glycémique (36)

(Tableau IV).
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Tableau IV : Indices de fluctuations glycémiques (36, 111, 121)

Indices

Description

Avantages

Désavantages

Glycémie moyenne

-Moyenne de toutes les valeurs
de glycémie obtenues durant 72

heures a toutes les 5 minutes

-Simple

-Méthode statistique classique

-Ne permet de détecter des
épisodes d’hypoglycémie ou

d’hyperglycémie sévere

Hypoglycémie (% temps)

- Glycémie <3.9 mmol/L

Hyperglycémie (% temps)

- Glycémie > 10 mmol/L

Standard deviation (SD) ou

¢cart-type

-Ecart-type de toutes les valeurs
de glycémie obtenues durant 72

heures a toutes les 5 minutes

-Mesure de la dispersion des

données autour de la moyenne

-Simple

-Méthode statistique classique

-Ne tient pas compte de
distribution de données non-
Gaussienne ou asymétrique ni

de valeurs aberrantes

Mean Amplitude of Glycemic
Excursions (MAGE)

-Moyenne des variations

glycémiques de plus d’un SD

-Décrit les fluctuations

glycémiques majeures

- Corrélé avec le SD

-Rarement utilisé

% Coefficient Variation (CV)

- %CV=100 * SD /glycémie

moyenne

-Mesure de la variation des

données autour de la moyenne

-Simple

-Méthode statistique classique

-Ne tient pas compte de
distribution de données non-
Gaussienne ou asymétrique ni

de valeurs aberrantes
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Indices (suite) Description (suite) Avantages (suite) Désavantages (suite)

' -Formule simple
-J=0.001 * (glycémie moyenne

+ SD)? ..
-Corrélé avec le temps que la | -Rarement utilisé

. . glycémie est entre 4.4 et 11
- Mesure de la dispersion des
mmol/L (marqueur de contrdle
données autour de la moyenne '
glycémique)
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1.3 Traitements de la fibrose kystique

En 2014, malgré les efforts pour développer des molécules corrigeant les mutations du
CFTR (123), la FK reste une maladie incurable pour la majorité des patients (46). Néanmoins,
il y a eu beaucoup de progrés depuis les années 1980 pour arriver aux recommandations
nutritionnelles actuelles. Les outils utilisés pour évaluer la dépense énergétique, la
composition corporelle et I’apport nutritionnel ainsi que les recommandations sont décrits en

détails dans la section suivante.

1.3.1 Aspects nutritionnels de la fibrose kystique

La nutrition est un aspect important dans le traitement de la FK. L’absence d’enzymes
digestives pancréatiques produites par le pancréas exocrine dans le systéme digestif cause la
malnutrition, car ces enzymes sont essentielles pour la digestion des lipides et des protéines (1,
46, 62, 64). Pour cette raison, les patients atteints de la FK prennent des enzymes

pancréatiques avec chaque ingestion alimentaire (46).

1.3.1.1 Malnutrition

Il existe une association négative entre le niveau de malnutrition et les fonctions
pulmonaires (124-126). La survie des patients en ¢état de malnutrition se trouve
conséquemment menacée, d’ou 1’intérét d’assurer une nutrition adéquate chez ces patients. La
mise au point de médicaments contenant les enzymes pancréatiques a permis de changer
radicalement les conseils nutritionnels d’une di¢te complexe avec des restrictions ciblant les
lipides vers une diéte riche et libérale contenant une grande proportion de I’énergie provenant
des lipides (127). Ce changement de principes de traitement améliore trés significativement
I’espérance de vie des patients atteints de la FK (127) parce que la malnutrition résulte en une
diminution de I’indice de masse corporelle (IMC) ainsi qu’une perte de masse grasse (MG)
et/ou de masse non grasse (MNG) (126). Ces modifications de composition corporelle sont
liées a une baisse des fonctions pulmonaires (128) et limitent la capacité des patients a avoir

acceés aux calories nécessaires pour lutter contre les surinfections (129).
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1.3.1.2 Indice de masse corporelle

L’indice de masse corporelle correspond a la division du poids en kilogrammes par la
taille en métres au carré (kg/m?) et est utilisé pour déterminer si un individu souffre de
maigreur, surpoids, obésité ou pese un poids santé (130). Dans la population en général, les

IMC associés a un meilleur profil de santé sont compris entre 18.5 et 24.9 kg/m* (131).

Selon une étude du Cystic Fibrosis Foundation des Etats-Unis, les hommes atteints de
la FK avec un IMC supérieur & 23 kg/m” et les femmes atteintes de la FK avec un IMC
supérieur & 22 kg/m® présentent de meilleures fonctions pulmonaires que les patients avec un
IMC plus bas (131). 11 est donc recommandé d’atteindre et de maintenir ces niveaux d’IMC
chez les patients. Pour atteindre cet objectif, les patients recoivent des recommandations
nutritionnelles quantitatives et qualitatives. Leur besoin énergétique et leur niveau sanguin de
micronutriments différent des individus en santé. Ainsi, les recommandations nutritionnelles

reflétent ces différences.

1.3.1.3 Dépense énergétique

I1 est souvent difficile pour les patients atteints de la FK de maintenir un IMC adéquat
puisqu’ils ont une dépense d’énergie plus importante que les individus sans la FK. Les
recherches suggerent que ceci est di a un effort physique plus important reli¢ aux efforts
respiratoires (126, 132) et a la majoration des besoins lors des infections récurrentes (133).
Alors, il est suggéré pour ces patients d’ingérer 20-50% de plus de calories que la
recommandation quotidienne pour une personne sans la FK de méme poids, de méme taille, de
méme age ainsi que du méme sexe (126, 134). Par exemple, une femme sédentaire de 28 ans,
171 cm et 64 kg sans la FK devra ingérer 1737 calories par jour alors qu’une avec la FK devra

en ingérer 2085 a 2605 pour maintenir son poids (135).
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1.3.1.3.1 Outils pour mesurer la dépense énergétique

La dépense énergétique totale (DET) se divise en trois composantes: la dépense
énergétique de repos, la thermogénése alimentaire et la dépense énergétique liée a 1’activité
physique (136). La méthode de référence pour mesurer la DET est la calorimétrie directe. Elle
a pour but de mesurer la chaleur produite par le corps et la consommation d’oxygéne pour
estimer la DET et elle se déroule souvent dans des piéces isolées. L’équipement utilisé est
extrémement couteux et ne permet pas d’évaluer la DET dans des conditions ambulatoires

représentatives de mode de vie usuel (137).

Cette technique peut étre remplacée par des méthodes comme I’eau doublement
marquée au deutérium qui estime la DET dans un contexte ambulatoire. Pour ce test, les sujets
boivent de ’eau doublement marqué par des isotopes stables (D,0'®). Le taux d’apparition des
isotopes dans I’urine, la salive et le sang permet d’estimer la production de CO; dans le corps
et, en conséquence, 1’énergie dépensée. Elle est également dispendieuse et 1’analyse des
¢chantillons biologiques par spectrométrie de masse est complexe, longue et nécessite un

équipement cotiteux (138).

Pour ces raisons, des appareils moins colteux et plus faciles a utiliser ont fait leur
apparition dont les accélérometres. Les accélérométres bi-axiaux comme le Sensewear
Armband (SWA) utilisent une évaluation du mouvement, qui combinée a des données
physiologiques comme la température de la peau, la chaleur dégagée et la sueur, permettent
d’estimer la DET (139). Dans notre laboratoire, le SWA a été validé pour mesurer la DET

chez des adultes en santé avec 1’eau doublement marquée (140).
1.3.1.4 Apport en protéines
Un apport adéquat en protéine est primordial dans la FK. Une étude réalisée en 2002,

par lonescu et ses collaborateurs, a démontré que les patients cliniquement stables et atteints

de la FK puisaient une plus grande quantité d’énergie dans leurs réserves de protéines que les
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individus en santé et que les fonctions pulmonaires étaient inversement proportionnelles a la
MNG des patients (141). Il apparait donc important d’avoir une di¢te comportant une quantité

suffisante de protéines.

1.3.1.4.1 Techniques pour estimer la composition corporelle

Des études ont démontré que I’IMC n’était pas toujours assez sensible pour détecter
une déplétion de la MNG dans la FK (142), alors, il est important de pouvoir estimer la

composition corporelle.

La méthode de référence pour mesurer la composition corporelle est la pesée
hydrostatique. Pour ce test, les participants sont immergés dans un bain et I’eau déplacée
détermine leur densité (g/ml). Cette densité est inversement proportionnelle a la MG (143).
Cette technique nécessite beaucoup d’équipements spécialisés et elle est difficile pour les
personnes fragiles ou malades, car elle nécessite une immersion presque compléte dans 1’eau
(144). De plus, cette technique ne permet pas d’évaluer la répartition de cette MG dans des

régions spécifiques, par exemple le tronc (143).

Un autre appareil utilisé fréquemment en recherche clinique pour mesurer la MG et la
MNG est le Dual-energy X-Ray Absorptiometry (DXA). Cet appareil est congu pour mesurer
la densité osseuse (145), mais il est fréquemment employé pour mesurer la composition
corporelle. 11 calcule la différence d’énergie entre deux rayons X pénétrant le corps pour
départager la MG, la MNG ou I’os (146). La DXA coiite environ 150 000$ et, donc, des
appareils moins dispendieux sont aussi utilisés pour évaluer la composition corporelle comme
I’analyse d’impédance bioéléctrique (AIB) qui envoie un courant électrique dans le corps. La
MNG permet facilement le passage du courant alors que la MG est trés peu conductrice. En
fonction de I’impédance, c’est-a-dire de la résistance des tissus a un faible courant électrique,
on peut ainsi déduire la composition corporelle (147). 11 existe différents modeles d’AIB et le
plus fréquent est une balance mesurant le passage du courant entre les deux pieds. Le DXA et
I’AIB sont les méthodes les plus utilisées puisqu’elles sont plus facilement réalisables et

moins chéres que les autres. Par contre, deux études, dont une de notre laboratoire, ont
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démontré que I’AIB ne pouvait pas remplacer la DXA dans la FK (148, 149). En effet, nous
avons démontré qu’il y avait une différence de 8 a 11% entre les résultats du DXA et de I’AIB
(148). Donc, dans un milieu de recherche ou des valeurs précises de MG et de MNG sont

nécessaires afin de phénotyper les patients, on ne peut pas remplacer le DXA par I’AIB.

1.3.1.5 Apport en lipides

Une étude en 1988 par Corey ef al. a comparé la survie des patients de deux cliniques
de FK: une a Toronto ou les patients avaient une di¢te riche en lipides et prenaient les
enzymes digestives nécessaires pour les absorber et une a Boston ou les patients avaient une
diete faible en lipides et riche en glucides. Cette étude a démontré que les patients atteints de
la FK de la clinique de Toronto vivaient plus longtemps que les patients de celle de Boston.
Cette étude a permis de déterminer qu’une di¢te riche en gras combinée a un traitement
médical optimal incluant la prise d’enzymes pancréatiques aidaient les patients a vivre plus
longtemps (127). Dong, il est recommandé de manger une dicte riche en gras dont 35-40% des
calories proviennent des lipides (134). Par contre, méme la prise d’enzymes pancréatiques ne
permet pas d’atteindre des niveaux adéquats de certains composés lipidiques tels que les

acides gras polyinsaturés ou les vitamines liposolubles (150, 151).

1.3.1.6 Micronutriments

Méme avec des suppléments d’enzymes pancréatiques adéquats, des niveaux d’acide
linoléique (LA) et d’acide docosahexaénoique (DHA) inférieurs a la normale sont observés
chez les patients atteints de la FK et il se pourrait que 1’absence du canal CFTR en soit la
cause (151, 152). Le DHA se convertit en docosatriénes et en resolvines, des composés anti-
inflammatoires (153, 154). Une moins grande quantité¢ de ces produits anti-inflammatoires
expliquerait en partie I’inflammation plus importante chez les patients atteints de la FK
comparativement aux individus sans la FK (155, 156). Par contre, les nombreuses études de
supplémentation avec le DHA dans la FK n’ont pas démontré d’impact positif sur 1’état

clinique des patients (157).
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Une proportion importante de patients atteints de la FK prend des suppléments de
vitamines A, D, E, et K afin d’avoir des niveaux sanguins optimaux de ces composés
liposolubles (158). Ces vitamines jouent plusieurs rdles importants dans la FK (150). La
vitamine A est impliquée dans I’'immunité et les fonctions pulmonaires. Une étude chez 102
patients atteints de la FK a observé une association négative entre les fonctions pulmonaires et
les niveaux de vitamine A (rétinol) sériques (159). La vitamine D est, quant a elle, importante
pour la minéralisation des os et le métabolisme calcique, mais aussi pour I’immunité innée, le
diabéte et les fonctions pulmonaires (150). Chez des adultes atteints de la FK, une étude a
démontré une association positive entre les niveaux sériques de vitamine D (25(OH)D) et les
fonctions pulmonaires (160). Tout récemment, une étude a observé que les adolescents ayant
des bas niveaux sériques de vitamine D avaient plus de surinfections que ceux avec des
niveaux plus élevés (161). 11 existe trés peu d’études examinant la vitamine E, un antioxydant
et la vitamine K, un facteur important pour la coagulation et leurs réles dans 1’inflammation

pulmonaire dans la FK (150).

Le zinc est aussi un élément important dans la FK puisqu’il régule la sécrétion
d’insuline, I’inflammation ainsi que la fonction des cils pulmonaires (162). Par contre, tous les
patients atteints de la FK n’ont pas un niveau optimal de ce micronutriment. En 2014,
Damphousse et al. ont rapporté que plus de 20% des patients atteints de la FK avaient des
niveaux inadéquats de zinc plasmatique (162). Il n’existe présentement pas de
recommandations quant a la fagcon dont il faut supplémenter les patients atteints de la FK en

zinc.
1.3.1.6.1 Outils pour estimer [’apport nutritionnel

On dispose de plusieurs outils pour estimer I’apport nutritionnel d’un individu et les
plus couramment utilisés sont les journaux alimentaires, les questionnaires de fréquence

alimentaire et le rappel de 24 heures.

Parmi ces outils, le journal alimentaire permet la meilleure quantification des aliments

consommés (163). Les données d’un journal alimentaire de sept jours sont fortement associées
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a des biomarqueurs urinaires comme le sodium et la vitamine C (164). Les journaux
alimentaires sont utilisés pour estimer la quantité de nourriture et de breuvages consommée
durant une période allant de trois & 16 jours. Les participants doivent noter de fagon détaillée
les aliments consommés en mentionnant les repas et leurs quantités et en décrivant les
différentes composantes de ces derniers ainsi que les marques et les modes de cuisson. Ces
données doivent étre indiquées au moment des repas ou des collations (163). Cette méthode
nécessite beaucoup de travail de la part des participants (165) et, en conséquence, ils peuvent
changer leurs habitudes alimentaires afin de rendre la tache plus facile (166). Aussi, certaines
personnes ne remplissent pas immédiatement leur journal ce qui peut introduire un biais de
rappel ou encore des données imprécises introduisant un biais de précision. Le travail pour
I’équipe de recherche est, lui aussi, significatif puisque chaque item doit étre vérifi¢ avec le
participant, étre analys¢ idéalement en double, puis étre saisi dans un logiciel d’analyse
alimentaire. Malgré le fait qu’un journal alimentaire de sept jours est le meilleur outil, un
journal alimentaire de trois jours incluant une journée de fin de semaine est souvent utilis¢, car
il représente un compromis acceptable entre I’importance des données a obtenir et la charge de

travail pour les participants et I’équipe de recherche.

Le questionnaire de fréquence alimentaire est un outil différent du journal alimentaire
et il s’utilise dans les études épidémiologiques puisqu’il se compléte en 10 a 20 minutes, le
plus souvent en répondant a des questions formulées par un interviewer entrainé ou plus
récemment sur un site web. L’objectif est de décrire la fréquence avec laquelle des aliments
(comme une pomme) ou des groupes d’aliments (comme les fruits) sont consommés sur une
période déterminée (par exemple : deux ou six mois). Le questionnaire inclut habituellement
une liste de 20 a 200 items et le participant y mentionne la fréquence a laquelle il consomme
cet item (par exemple : jamais ou trois fois par jour). Ce type de questionnaire ne permet pas
d’évaluation précise des apports alimentaires (par exemple : nombre de calories consommeées
par jour) et il est plutdt utilisé pour évaluer la consommation d’un aliment, d’un groupe
alimentaire ou d’un nutriment pour un groupe de sujets ou une population (163). Par exemple,
on peut évaluer le lien entre la consommation de la vitamine D et le cancer avec les
questionnaires de fréquence alimentaire en comparant une population atteinte de cancer et une

population en santg.
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Le dernier outil est le rappel de 24 heures. Il s’agit d’'une méthode rapide de 20 a 30
minutes permettant de quantifier la consommation d’aliments et breuvages dans les derniéres
24 heures. Le rappel de 24 heures peut étre fait au téléphone, en personne ou rempli sur un site
web (167). 11 existe différentes fagons de procéder pour le rappel, mais habituellement,
I’interviewer demande au participant de décrire tous les aliments consommés la veille.
Ensuite, il demande des questions quant aux quantités, la cuisson ou les marques des aliments.
Pour les quantités, des photographies ou des modeles permettent de mieux évaluer les apports.
Il est important de choisir une journée représentative de I’alimentation usuelle afin de
minimiser les biais. Cette méthode convient moins aux enfants et aux personnes agées
puisqu’ils ne se souviennent pas toujours du détail des aliments consommés. Ce type

d’évaluation convient bien aux études avec un grand nombre de sujets (163).
1.3.1.7 Recommandations

Une diete adéquate, comprenant 120-150% de I’énergie recommandée pour une
personne sans la FK, dont 35-40% de 1’énergie des calories proviennent des lipides, 15-20%
des protéines et le restant (40-50%) des glucides, est suggérée aux patients atteints de la FK
(93, 134). Les patients doivent également prendre des enzymes digestives (46), des
suppléments de vitamines liposolubles (158) et, dans certains cas, du zinc (162) . Dans la
population générale, une di¢te comprenant 20-35% de 1’énergie provenant des lipides, 10-35%

des protéines et 45-65% des glucides est recommandée (168).

Tableau V: Recommandations nutritionnelles pour les patients atteints de la fibrose kystique

‘ Recommandations

, . 120-150% de I’énergie recommandée pour
Energie
une personne sans la FK
Lipides 35-40% de I’énergie
Protéines 15-20% de I’énergie
Glucides 40-50% de I’énergie
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1.3.2 Diabéte associé ou secondaire a la fibrose kystique

1.3.2.1 Insuline

Le traitement recommandé pour le DAFK est I’insuline afin de minimiser le risque de
complications spécifiques, de contribuer a maintenir un état nutritionnel optimal et de
possiblement contribuer a réduire les risques de perte de poids et de fonctions pulmonaires (2,
169). L’insuline injectable est préférée aux anti-diabétiques oraux, car il s’agit du seul
traitement qui ait démontré a la fois un controéle de I’hyperglycémie et une capacité a
maintenir le poids (169). Basé sur les résultats de 1’essai randomisé controlé Cystic Fibrosis-
Related Diabetes Trial, on propose aux patients des injections d’insuline ultra-rapide a chaque
repas et avec les grosses collations afin de cibler ’hyperglycémie postprandiale (2). Il y a
quelques années, une étude non controlée chez des enfants a suggéré qu’une seule injection
par 24 heures d’une insuline de plus longue durée d’action procurererait des bénéfices

comparables pour le maintien du poids (170).

1.3.2.2 Recommandations nutritionnelles

De plus, les patients avec le DAFK recoivent des conseils nutritionnels pour minimiser
I’hyperglycémie. La consommation de sucres raffinés provoque des pics de glucose et
d’insuline sanguins (171). Dans la population sans la FK, une di¢te riche en sucres raffinés
favorise une accumulation de gras viscéral associé a la résistance a I’insuline et a
I’inflammation (171). On recommande, pour les patients atteints de la FK, de prioriser les
glucides complexes versus les sucres simples (172) et de manger les repas a des heures
réguliéres en répartissant les glucides sur la journée (134). On ne recommande pas la
restriction calorique comme dans le DT2 afin d’éviter la perte de poids (2, 134). La vitamine
D serait possiblement importante dans le DAFK, car une étude a associé un apport inadéquat
de vitamine D au DAFK (173). Chez les sujets sains sans la FK, les taux de vitamine D bas
sont associés avec une moindre sensibilité a 1’insuline et une altération de la sécrétion de
I’insuline (174). Les auteurs de cette étude proposent que l’insuffisance en vitamine D

affecterait la sécrétion et la sensibilit¢ a I’insuline dans la FK et jouerait un réle dans la
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physiopathologie du DAFK (173).

1.3.2.3 Activité physique

L’activité physique est bénéfique dans la FK puisque sa pratique permet d’améliorer la
qualité de vie, la capacité aérobique, la prise de poids, la force musculaire des jambes et
diminue la détérioration des fonctions pulmonaires (175). L’activité physique (entrainement
aérobique et de résistance) peut aussi diminuer la variabilit¢ glycémique chez des patients
avec le DT2 (176). Donc, il est possible que I’activit¢ physique améliore le controle
glycémique chez les patients atteints du DAFK. Pour I'instant, il n’y pas de recommandations
quant a la pratique d’activité physique dans la FK pour améliorer I’intolérance au glucose ou
le diabete. Néanmoins, une étude est actuellement en cours a I’Institut de recherches cliniques
de Montréal (IRCM) pour évaluer I'impact de I’activité physique sur la glycémie et la

sécrétion d’insuline chez des patients atteints de la FK pré-diabétiques et avec le DAFK.

1.3.3 Antibiotiques

Plusieurs bactéries, dont le Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, ainsi
que les champignons tels que 1’aspergillose colonisent les sécrétions visqueuses des poumons
des patients atteints de la FK (60, 61, 177). Pour minimiser la fréquence, I’importance et les
conséquences des infections, les antibiotiques jouent un role essentiel dans le traitement de la
FK (177). Les antibiotiques peuvent également étre utilisés pour combattre des surinfections,
des ¢épisodes d’infections pulmonaires, particuliérement dommageables pour les poumons,
caractérisés par une diminution marquée des fonctions pulmonaires (diminution de plus de
10% du VEMS) et une augmentation sérique de marqueurs inflammatoires tels que la CRP
(177). Généralement, les antibiotiques oraux ou les nébuliseurs sont d’abord utilisés, mais
peuvent étre remplacés par les antibiotiques intraveineux si ces derniers ne sont pas efficaces a

combattre I’infection (177)

Pour se débarrasser de ces organismes, le systéme immunitaire déclenche donc une ou

plusieurs réponses inflammatoires pour attirer les neutrophiles par chimiotaxie. Parmi les
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substances chimiotactiques pour les neutrophiles, on retrouve les peptides N-formylés, tels le
N-formyl-methionine-leucine-phénylalanine (178), ainsi que les chimiokines (MIP2) et les
cytokines (IL-8) produites par les cellules épithéliales pulmonaires (179). Ensuite, les
neutrophiles réagissent en sécrétant des oxydants et des protéases pour tuer les bactéries (180,
181). Par contre, la réponse inflammatoire des neutrophiles serait excessive et inefficace dans
la FK (181) et contribuerait ainsi a la destruction du tissu pulmonaire. En conséquence, la
baisse des fonctions pulmonaires secondaire a un épisode d’infection pulmonaire peut étre
secondaire a I’infection, mais aussi a la réponse inflammatoire excessive de 1’organisme (181).
Il est recommandé de traiter agressivement ces infections avec des antibiotiques comme
I’azithromycine afin de ralentir ou de prévenir la détérioration progressive des fonctions
pulmonaires (177, 182). La prise d’antiobiotiques de fagon préventive est aussi suggérée pour
prévenir la colonisation par des bactéries comme le Pseudomas aeruginosa (177). Ces
approches sont utilisées a la clinique de la FK a I’Hotel-Dieu du Centre Hospitalier de
I’Universit¢é de Montréal (CHUM), mais ce n’est pas nécessairement le cas aux autres

cliniques de la FK au Canada.

1.3.4 Correcteurs

En septembre 2012, Santé Canada a approuvé I'utilisation de ’ivacaftor (Kalydeco®)
chez les patients avec une copie de la mutation Gly551Asp. Elle est de la classe III et affecte
la fonction du canal CFTR. Au Canada, environ 100 personnes ont une copie du gene CFTR
avec cette mutation (46). L’ivacaftor est une molécule qui permet un meilleur fonctionnement
du canal CFTR en aidant a ouvrir celui-ci (183) et, en conséquence, en ciblant la cause de la
maladie, améliore la fonction pulmonaire des patients (46). De plus, une autre étude clinique
vérifie présentement I’effet d’une autre molécule, le VX-809. Combinée avec 1’ivacaftor, elle
corrigerait le défaut du géne CFTR le plus commun, Phe508delta (134). Si cette combinaison
de molécules peut effectivement corriger le défaut génique de la mutation la plus fréquente, la
grande majorité des personnes atteintes de la fibrose kystique pourrait préserver ses fonctions
pulmonaires et, ainsi, vivre plus longtemps. En conséquence, la fibrose kystique deviendrait,
un jour, une maladie curable. Par contre, il est a noter que I’ivacaftor est une molécule dont

I’administration cotte 300 000§ par année et par individu et, qu’elle n’est pas couverte par le
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régime public d’assurance maladie au Québec (46).

1.3.5 Autres traitements

Le dornase alfa, une ADNase détruisant I’ADN des neutrophiles contribuant a rendre
les sécrétions visqueuses, (184) et le salin hydrotonique, une solution salée hydratant les
sécrétions, sont utilisés pour aider a dégager les voies respiratoires des sécrétions visqueuses
(185-187). Le clapping, une technique de physiothérapie qui vise a mobiliser et drainer les

sécrétions visqueuses (188), aide aussi a dégager les sécrétions.

1.4 Déterioration clinique accélérée

En 1992, Lanng et al. ont démontré, dans une étude rétrospective de cas-contrdle, que
les patients qui développeront éventuellement le DAFK subissent une perte de poids et une
chute des fonctions pulmonaires plus prononcées de deux a quatre ans avant le diagnostic du
DAFK comparativement aux patients atteints de la FK qui ne développeront pas le DAFK
(10). Ainsi, le DAFK augmente le taux de morbidité et de mortalité chez les patients atteints
de la FK (189). La ou les causes de l'accélération de la perte de la fonction pulmonaire
débutant des années avant l'apparition du DAFK échappent toujours aux chercheurs. En 2008,
Stalvey et al. ont démontré que 1’hyperglycémie influencerait la réactivité immunitaire dans
un mod¢le animal (souris) de la FK (11) suggérant que I’inflammation serait impliquée dans la

pathophysiologie du DAFK.

1.5 Inflammation

L’immunité se divise en deux branches: innée et adaptative. L’immunité innée est
importante pour la réponse inflammatoire initiale aux pathogénes et aux bactéries alors que
I’immunité adaptative est activée apreés la réponse initiale et elle est essentielle dans la
reconnaissance et la mort de pathogénes ayant déja été combattus par le corps (190). Comme
mentionné précédemment, la réponse inflammatoire dans les poumons des patients atteints de

la FK est dominée par I’'immunité innée parce qu’il y a une infiltration importante de
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neutrophiles (180, 181). Par contre, I’'immunité adaptative module aussi I’inflammation, car
les lymphocytes sont impliqués dans cette réponse inflammatoire (191, 192). Il existe deux
grandes familles de lymphocytes: les lymphocytes B et T. Les lymphocytes B sont importants
pour la production d’anticorps, alors que les lymphocytes T sont responsables de I’immunité

cellulaire (192).

En outre, il existe deux types de lymphocytes T : les lymphocytes T cytotoxiques CD8"
et les lymphocytes T auxiliaires (T-aux) CD4" (193) qui sont divisés en trois sous-groupes
principaux de cellules effectrices, les T-helper 1 (Thl), T-helper 2 (Th2) et T-helper 17 (Th17)
(194, 195) (Figure 3). Ces lymphocytes ont diverses fonctions dans le systéme immunitaire.
D’une part, les lymphocytes T cytotoxiques tuent des cellules cibles (par exemple :
cancéreuses ou infectées par un virus). D’autre part, les lymphocytes T-aux sécrétent des

cytokines et aident a activer les lymphocytes T cytotoxiques et les lymphocytes B (193, 196).

Treg
’].h ] 7

Figure 3 : Différents types de lymphocytes T (64, 193, 194)
1.5.1 Lymphocytes T auxiliaires T-helper 1 et T-helper 2

Les sous-types de lymphocytes T-aux ont également des fonctions spécifiques. Les Thl
se différencient en présence d’IL-12, produisent principalement de ’interferon-y (IFN-y), I’IL-

2 et la lymphotoxine et ils sont surtout impliqués dans la réponse cytotoxique contre des

pathogéenes intracellulaires alors que les Th2 se différencient en présence d’IL-4, produisent de
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I’IL-4, ’IL-5 et ’IL-13 et sont nécessaires pour la réponse humorale contre les pathogeénes

extracellulaires (33, 194).

1.5.1.1 T-helper 1 et T-helper 2 dans la fibrose kystique

Des études ont examiné les lymphocytes T-aux Thl et Th2 dans la FK. Des niveaux
¢levés de lymphocytes T ont été retrouvés dans la muqueuse des poumons des patients atteints
de la FK (197). Ensuite, une ¢tude par Pukhalsky ef al. a démontré qu’une réponse
lymphocytaire dominée par les Thl au lieu des Th2 était associée a une meilleure fonction
pulmonaire dans la FK (198). De plus, une autre étude par Hartl ef al. a conclu que les lavages
bronchoalveolaires des patients atteints de la FK infectés avec le Pseudomonas contenaient
des niveaux plus élevés de Th2, d’IL-4 et d’IL-13 que ceux des patients sans infection et que

les niveaux de ces cytokines corrélaient négativement avec les fonctions pulmonaires (199).

1.5.1.2 T-helper 1 et T-helper 2 dans le diabete de type 1

Le DT1 est une maladie auto-immune causée par la destruction des cellules B du
pancréas produisant 1’insuline par des lymphocytes T cytotoxiques et les T-aux et, plus
particulierement, les Thl (24, 200). Les personnes avec le DT1 n’ont conséquemment plus la
capacité de produire assez d’insuline pour réguler leurs glycémies et doivent s’injecter de

I’insuline avant leurs repas et collations ainsi qu’avant le coucher (111).

1.5.2 Lymphocytes T auxiliaires T-helper 17

Depuis les années 2000, une nouvelle famille de T-aux, celle des lymphocytes Th17 est
de plus en plus étudi¢e. Les Th17 se différencient en présence du TGF-f et de I'[L-6 et ils
produisent principalement la cytokine pro-inflammatoire IL-17A, mais aussi les IL-17F, IL-21
et IL-22 (33). Ces T-aux tuent les bactéries extracellulaires et les levures (par exemple :
Candida albicans) (201, 202) et des niveaux ¢levés d’IL-17A sont impliqués dans la
physiopathologie de plusieurs maladies auto-immunes dont I’arthrite rhumatoide (AR) (17) et

la sclérose en plaques (203). D’autres cellules immunitaires, comme les cellules T yd et les

33



cellules T natural killer (18), produisent I’'IL-17A (204). L’IL-17A se lie au récepteur A de
I’IL-17 (IL-17RA) et les IL-17RA se trouvent sur plusieurs types de cellules (205) dont les

cellules épithéliales bronchiques humaines (19).

1.5.2.1 T-helper 17 dans la fibrose kystique

Les chercheurs se sont intéressés aux T-aux Thl7 et leurs réles dans 1’inflammation
pulmonaire. Plusieurs études chez la souris ont démontré que les Th17 et ’IL-17A jouent un
réle important dans la réponse immunitaire pulmonaire contre des bactéries comme Klebsiella
pneumoniae et Bordetella pertussis (206). De plus, d’autres études démontrent que I’IL-17A
stimule la sécrétion de cytokines comme 1I’'IL-8 et I’IL-6 des cellules épithéliales et que ces
cytokines recrutent les neutrophiles (206). L’IL-17A favorise aussi 1’expression des génes de
mucines (MUCS5AC et MUCS5B) in vitro dans des cellules épithéliales trachéobronchiques
humaines (207). Les mucines sont impliquées dans la production de sécrétions visqueuses

dans les poumons des patients atteints de la FK (62).

En 2005, McAllister et al. ont été les premiers a s’intéresser aux niveaux d’IL-17A
dans la FK. Ils ont compar¢ les niveaux d’IL-17A dans les crachats de huit patients atteints de
la FK durant un épisode de surinfection pulmonaire et quatre sujets sains et ils ont conclu que
les patients atteints de la FK avaient des niveaux d’IL-17A plus élevés que les autres sujets
(19). Les niveaux d’IL-17A des patients atteints de la FK ont diminué aprés un traitement
d’antibiotique. Ces auteurs suggérent que les pathogénes dans les sécrétions visqueuses
activent les cellules dendritiques présentes dans les poumons. Celles-ci produisent de 1’'IL-23
qui, une fois produite, recrute les Th17 qui, a leur tour, produisent de I’'IL-17A et attirent les
neutrophiles par chimiotaxie. Les Th17, en présence d’IL-23, réagissent de fagon exagérée

puisque cette cytokine augmente leur stabilité et leur survie (208).
Une autre étude, publiée en 2009 par Roussel et al. a conclu que I’IL-17A déclenche

I’inflammation en amorg¢ant une réaction plus vive des cellules épithéliales pulmonaires sans

CFTR fonctionnel a des bactéries comme P. aeruginosa en augmentant 1’expression du
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nucleotide-binding oligomerisation domain [ (NODI1), une protéine intracellulaire de

récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) (20).

Ensuite, en 2010, Decraene et al. ont réalisé une étude transversale pour comparer les
niveaux d’IL-17A dans les crachats des patients atteints de la FK sans surinfection pulmonaire
et des sujets sains sans la FK. Ils ont rapporté des niveaux d’ARNm et de protéine d’IL-17A
plus élevés chez les patients atteints de la FK démontrant bien qu’il y a des niveaux plus

¢levés d’IL-17A dans les poumons de ces patients (21).

Par la suite, en 2009, Brodlie et al. ont mesuré des niveaux plus élevés d’IL-17A dans
les poumons des patients atteints de la FK (n=43) comparativement a des personnes avec de
I’hypertension pulmonaire (n=35). Ils ont, par la suite, stimulé¢ des cellules épithéliales
bronchiques humaines des patients atteints de la FK avec de I’'IL-17A et ils ont observé une
augmentation de la production d’IL-8, d’IL-6 et du GM-CSF. Ces cytokines recrutent des
neutrophiles a des sites d’inflammation (22). Leur étude suggere que I’'IL-17A recruterait les
neutrophiles aux poumons dans la FK et aurait possiblement un réle dans I’infiltration
chronique des neutrophiles. Dans la FK, les macrophages contribuent également a
I’inflammation pulmonaire en produisant de I’IL-6 et de I’IL-8, des cytokines recrutant des

neutrophiles (209).

Tan et ses collaborateurs ont, plus récemment, démontré 1’importance des lymphocytes
Th17 et de I’TL-17 dans la pathologie de la FK en trouvant des lymphocytes CD4" IL-17" et
des niveaux plus ¢élevés d’IL-17 dans les lavages endobronchiques d’enfants atteints de la FK
comparativement a des enfants sains sans la FK. De plus, ils ont observé plus de cellules IL-
17" (cellules CD4", neutrophiles, etc.) chez les enfants nouvellement diagnostiqués avec la FK
versus les enfants sains sans la FK démontrant ’importance des Th17 et de I’IL-17 dans

I’inflammation pulmonaire des patients atteints de la FK dés les premieres années de la vie

(18).

Une étude trés récente par Mizunoe et al. démontre que ’activation des récepteurs

Toll-like (TLR) TLR2 et TLR4 ainsi que la présence de I’'IL-17A stimulent la production d’IL-
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8 dans une lignée de cellules épithéliales pulmonaires de personne atteinte de la FK, mais, que
ces deux stimuli agissaient en synergie pour augmenter la production d’IL-8 (23). Ceci
démontre que I'IL-17A contribuerait a stimuler une réponse inflammatoire pulmonaire

importante dans la FK.

En 2014, une étude a démontré que les patients atteints de la FK avaient moins de
Th17 avec une mémoire cellulaire spécifique pour le P. aeruginosa dans leur sang
périphérique et ses auteurs proposent que ces cellules inflammatoires se rendent aux poumons

pour combattre cette bactérie (210).

Finalement, une étude récente a démontré que les cellules T naives des patients atteints
de la FK sont plus prédisposées a devenir des Th17 alors que les Thl et T, se comportent

semblablement a celles des sujets sains (211).

1.5.2.1.1 Thérapies ciblant I’IL-17

Dans les trois derni¢res années, plusieurs études cliniques de phase II ciblant I’IL-17
dans I’AR et le psoriasis ont eu lieu. Une étude randomisée controlée a double insu avec 237
patients atteints de I’AR a démontré que ceux prenant les doses élevées de secukinumab, un
anticorps se liant spécifiquement a I’IL-17 humain, pour 16 semaines, amélioraient leur
Disease Activity Score in 28 joints (DAS28) et que leur niveau de CRP diminuait également
comparativement aux patients du groupe contrdle prenant le placebo (212, 213). Deux études
de phase III se déroulent présentement pour examiner la sécurit¢ et D’efficacité du

secukinumab pour traiter I’AR (213, 214).

Deux autres anticorps bloquant la voie d’IL-17 ont été utilisés dans des études de phase
II pour traiter le psoriasis modéré a sévére : le brodalumab, un anticorps contre le récepteur
humain d’IL-17, et I’ixekizumab, un anticorps se liant spécifiquement a I’IL-17A. Dans ces
études randomisées contrdlées a double insu, le brodalumab et I’ixekizumab amélioraient le
Psoriasis Area and Severity Index (PASI) de 75% chez une majorité des participants (= 77-

82%) prenant les composés actifs (213, 215, 216). 1l aurait été intéressant de vérifier I’effet de
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ces composés sur la glycémie méme si I’AR et le psoriasis ne sont pas des maladies associées

au diabeéte.

Finalement, en 2010, Mueller et al. ont démontré qu’en inhibant I’IL-17E, un membre de
la famille de la cytokine IL-17 impliqué dans I’activation de la réponse inflammatoire des
lymphocytes Th2, néfaste dans la FK, ils diminuaient la production de cytokines Th2 par des
lymphocytes T dans la FK (213, 217). Pour ce faire, ils ont injecté, dans les muscles de souris
CFTR™, un vecteur viral adéno-associé recombinant exprimant le récepteur soluble d’IL-17E
et ils ont observé une diminution de la production d’IL-4 et d’IL-13 par les lymphocytes T
CD4". Alors, en ciblant I'TL-17A avec un anticorps ou un récepteur, la production d’autres
cytokines pro-inflammatoires comme [I’'[L-4, 1'IL-13, T'IL-6 ou I'IL-8 diminuera et
I’inflammation pulmonaire dans la FK en sera atténuée. Par contre, les infections pulmonaires
sont un des effets secondaires les plus fréquents de ces anticorps (213). Donc, il reste a
déterminer si les anticorps ciblant I’IL-17 pourraient étre utilisés dans la FK et a découvrir les

effets qu’ils auront sur la santé pulmonaire des patients.

1.5.2.2 T-helper 17 dans le diabéte de type 1

Les facteurs déclenchant le DT1 ne sont pas connus. En revanche, il est reconnu que
plusieurs cytokines jouent un réle dans I’apoptose des cellules  dont 'IL-1, I’'IL-6 et I’IL-17
(218).

En 2009, Emamaullee et al. ont injecté des anticorps anti-IL-17 et anti-IL-25 dans des
souris diabétiques (modele de souris NOD qui développe spontanément le diabéte auto-
immun) et ils ont noté une diminution du nombre de cellules T infiltrées dans le pancréas et du
nombre d’auto-anticorps contre les cellules B du pancréas. Ces chercheurs suggéraient que

I’IL-17 est impliquée dans le développement du DT1 (24).

Leurs travaux sont confirmés par Kuriya et al. qui ont observé qu’en supprimant

génétiquement I’IL-17 chez des souris NOD, la destruction des cellules  s’avérait moins
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séveres. Ainsi, ils proposaient que 1I’'IL-17 participe aux premicres phases de la destruction

pancréatique dans le DT1 (29).

En parallele, Lee et al. ont noté qu’en bloquant la voie d’IL-17 en injectant le B7-H4.Ig,
un membre de la famille B7/CD28 costimulation/coinhibition impliqué dans les maladies
autoimmunes, moins de souris NOD développent le diabéte et les glycémies de celles 1’ayant

déja développé s’améliorent (30).

En 2011, des chercheurs ont vacciné des souris rendues diabétiques a la suite
d’injections de streptozotocine (STZ) avec des cellules T inactives et autoréactives. La STZ
est un composé chimique fréquemment utilisé en recherche afin de provoquer un modele de
diabéte de type 1 chez les rongeurs. Son mécanisme d’action induit un stress oxydatif en
augmentant la production de peroxyde d’hydrogéne et d’autres molécules nocives ayant pour
effet de provoquer la nécrose des cellules B du pancréas (219). Les conséquences de la
vaccination sur le systéeme immunitaire ne sont pas complétement comprises, mais il est
reconnu que la vaccination engendre une inhibition de 1’action des Thl. Les auteurs de cette
¢tude ont néanmoins remarqué que le vaccin inhibait également les lymphocytes Th17, qu’il
diminuait I’hyperglycémie, qu’il préservait le nombre d’ilots de cellules  pancréatiques et

qu’il augmentait la production d’insuline par les lots du pancréas (25).

Plus récemment, une équipe de chercheurs brésiliens a observé une corrélation entre les
niveaux d’IL-17 dans le pancréas et le niveau d’inflammation des cellules B de souris STZ

(26) démontrant un lien possible entre I’IL-17 et la destruction pancréatique des cellules .

A T'opposé, Nikoopour et al. ont plutdt noté que 1’IL-17 protégeait les souris du DT1. Par
contre, les souris NOD de cette étude avaient recu des injections de bacillus Calmette-Guéri
(BCG), un mélange de mycobactéries, et, ensuite, recu des lymphocytes Th17 diabétiques. Par
la suite, ces auteurs ont remarqué des niveaux plus €levés d’IL-17, mais aussi d’IL-10, une
cytokine anti-inflammatoire, chez ces souris (220). Ceci expliquerait les raisons pour

lesquelles ces souris n’ont pas développé le diabéte.
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A la suite de ces études sur les souris diabétiques, Honkanen et al. ont retrouvé plus de
lymphocytes CD4 produisant I’'IL-17 dans le sang périphérique des enfants avec le DT1
comparativement a des enfants sans le DT1 et ils ont suggéré que I'IL-17 aurait

potentiellement un effet pro-apoptotique sur les cellules B du pancréas (27).

Arif et al. ont, quant a eux, isolé des cellules T-aux du sang périphérique de 50 patients
avec le DT1 et de 30 sujets sains qu’ils ont exposées a des auto-anticorps contre les cellules 3
et ils ont mesuré les niveaux d’IL-17. Ils ont observé que les lymphocytes T-aux d’une plus
grande proportion de personnes avec le DT1 ont produit de I’'[L-17 comparativement aux
sujets sains. Ils ont aussi mesuré des niveaux plus élevés d’ARNm de I'IL-17 dans les
pancréas de deux sujets décédés du DT1 comparativement a trois sujets non-diabétiques. Ces
données ont permis aux auteurs de conclure que 1’IL-17 joue probablement role clé dans la

pathogénese du DT1 (28).

Alors, toutes ces études démontrent que I'IL-17 et les lymphocytes T-aux Thl7
seraient possiblement impliqués dans la destruction des cellules B dans le DT1, mais le

mécanisme exact n’est pas encore élucidé.

1.5.2.3 T-helper 17 dans le diabéte de type 2

Le DT2 est associé a ’obésité et caractéris€¢ par la résistance a I’insuline et une
dysfonction progressive des cellules B du pancréas, responsable de I’hyperglycémie (221). Des
¢tudes ont démontré que le DT2 est associé a un état d’inflammation sub-clinique caractérisé
par la présence élevée de cytokines et de protéines de phase aigu€ (222). De plus, les
personnes avec le DT2 ont des niveaux plus élevés d’IL-6, d’IL-1PB et de TGF-B, trois
cytokines associées a la différenciation des Th17 (223-227).
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En 2011, Jagannathan-Bogdan et al. ont trouvé plus de lymphocytes Th17 et une sécrétion
plus importante d’IL-17 et IFN-y des lymphocytes T de patients avec le DT2 comparativement

a des sujets non-diabétiques (31).

Récemment, en 2012, Zeng et ses collaborateurs ont rapporté que les personnes avec le
DT2 avaient plus de lymphocytes Th17 comparativement a des sujets en santé (32). Les Th17
et ’IL-17 pourraient possiblement avoir un réle dans la pathophysiologie du DT2, mais il est

nécessaire de faire d’autres études pour explorer les mécanismes impliqués.

1.5.3 Lymphocytes T régulateurs

Pour controler les actions des cellules effectrices, le systéme immunitaire utilise des
cellules de tolérance immunitaire dérivées des cellules CD4" (194) : les lymphocytes Treg. Ils
se différencient en présence de TGF-B, expriment le facteur de transcription FoxP3, de hauts
niveaux de CD25 (chaine alpha du récepteur de I’IL-2) et produisent la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 (228, 229). Les Ty atténuent les réponses inflammatoires excessives des
cellules effectrices (Thl, Th2 et Th17) et ils assurent un équilibre entre les réponses pro et
anti-inflammatoires (230). Une perturbation de cet équilibre est observée dans des maladies
auto-immunes comme I’AR et la sclérose en plaques (231). De plus, les T, peuvent se
dédifférencier en cellules Foxp3™ (117) et devenir des cellules pro-inflammatoires (232). En

présence d’IL-6 et d’IL-1, les T, peuvent se transformer en Th17 (233).

1.5.3.1 T régulateurs dans la fibrose kystique

Peu d’études ont examiné les T, dans la FK. D’abord, en 2013, lannitti et al. ont
rapporté que les souris CFTR™ et les humains avec la FK présentaient un débalancement de
I’équilibre Th17/T,, en réponse a la bactériec Aspergillus fumigatus dii a une activité
dysfonctionnelle de 1’indoleamine 2,3-dioxygénase, une enzyme dégradant le tryptophane et
importante pour la fonction et la survie des lymphocytes T (234, 235). Augmenter 1’activité de
I’indoleamine 2,3-dioxygénase ou bloquer la voie Thl7 améliorerait I’inflammation

pulmonaire dans le modele murin de la FK (235).
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Enfin, Anil ef al. ont observé que les enfants atteints de la FK avaient moins de Tieg
comparativement a des sujets sains et qu’ils étaient moins capables de controler des réactions
immunitaires excessives. Les proportions de Ty, sont étonnamment associées positivement
aux fonctions pulmonaires (VEMS) des enfants (236) suggérant qu’il existe possiblement une

relation entre les fonctions pulmonaires et la proportion de Treg.

1.5.3.2 T régulateurs dans le diabéte de type 1

En 2010, Marwaha et al. ont démontré que 1’IL-17 produite par les lymphocytes des
individus avec le DT1 provient aussi des T, et que ces lymphocytes n’atténuaient plus
suffisamment les réponses inflammatoires excessives (34). D’autres chercheurs appuient cette
conclusion en rapportant que le nombre de T, de souris diabétiques STZ et d’humains avec le
DT1 est plus élevé, mais que ces Ty sont dysfonctionnels et ne contrdlent plus les réponses
inflammatoires (34, 237). Par contre, 1’injection d’insuline aux souris diabétiques STZ corrige
la dysfonction des Ty (237). Des Ty dysfonctionnels produisant de I'IL-17 sont aussi

rapportés dans d’autres maladies auto-immunes comme le psoriasis (238).

1.5.3.3 T régulateurs dans le diabete de type 2

A P’inverse, les individus obéses ont moins de lymphocytes T, dans leurs tissus adipeux
(239). Par ailleurs, des chercheurs ont observé que les lymphocytes T, surtout les Thl et Treg
dans le tissu adipeux, jouent un role important dans la régulation du poids corporel, dans la

résistance a I’insuline et dans la progression du DT2 chez les souris et les humains (239, 240).

De plus, une étude récente a démontré que I’hyperinsulinémie inhibe la production d’IL-
10 par les Ty, ainsi que leur capacité a bloquer la production d’une cytokine pro-
inflammatoire, le TNFa.. Les mémes auteurs notent moins de production d’IL-10 dans le tissu

adipeux viscéral de souris obéses et hyperinsulinémiques (241).
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En 2011, Jagannathan-Bogdan et al. ont mesuré des niveaux de Ty, moins élevés chez
des patients avec le DT2 comparativement a des sujets sains, mais ils supposent que dans une
maladie chronique et un milieu pro-inflammatoire comme dans le DT2, il est possible que les

Treg deviennent dysfonctionnels et produisent de I’'IL-17 comme les Th17 (31).

1.6. Résumée

En résumé, Iinfiltration chronique de neutrophiles dans les poumons et leurs sécrétions
d’oxydants et de protéases contribuent probablement a la diminution des fonctions
pulmonaires chez les patients atteints de la FK (180, 181). Bien que les T-aux Thl et Th2
modulent I’inflammation pulmonaire dans la FK (198, 199), les T-aux Thl7 semblent
perpétuer l’infiltration des neutrophiles puisque I'IL-17A stimule les cellules épithéliales
pulmonaires a produire des cytokines comme I’IL-6 et I’IL-8 qui recrutent d’autres
neutrophiles (19, 22, 23) (Figure 4). L’IL-17 est aussi probablement responsable de
I’infiltration chronique pulmonaire des neutrophiles dans la maladie pulmonaire obstructive

chronique et I’asthme (242, 243).

Ainsi, les Th17 et la cytokine IL-17A jouent un rdle important dans la réponse
inflammatoire pulmonaire des patients atteints de la FK. De plus, la cytokine pro-
inflammatoire IL-17 et les T-aux Th17 affectent probablement la destruction des cellules 8 du
pancréas dans le DT1 (24-26) (82,101,102). Par ailleurs, dans la FK, il y a un débalancement
Th17/Treg (235) et les Ty des individus avec le DT1 et la FK sont dysfonctionnels puisqu’ils
se trouvent dans I’incapacité d’atténuer les réponses inflammatoires (34, 236). Parallélement,
les niveaux de T-aux Thl7 et d’IL-17 sont élevés chez les individus avec le DT2
comparativement a des individus sains non-diabétiques et il est possible que les Ty, soient

aussi dysfonctionnels dans cette maladie (31, 32).
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Figure 4: Mécanisme potentiel par lequel les bactéries attirent les cellules dendritiques dans
les poumons et recrutent les Th17 et T produisant de I'[L-17A, perpétuant I’infiltration
chronique des poumons de neutrophiles dans la FK. L’IL-17A présente dans les poumons
pourrait ensuite se rendre au pancréas et endommager les cellules 3 produisant I’insuline. Elle

contribuerait aussi au déclin des fonctions pulmonaires (adaptée de (213))

Ces ¢tudes ont plusieurs limites. D’abord, elles n’ont pas investigué I’effet de facteurs
confondants modulant les fluctuations glycémiques comme la dépense énergétique, la
composition corporelle et I’alimentation. De plus, les études dans le DT1 et le DT2 n’ont pas
examiné I’effet du glucose sur les populations de Th17 et de Ty, ainsi que leurs productions
d’IL-17. Dans la littérature actuelle, il n’y pas d’étude examinant les lymphocytes Th17 et Teg
ainsi que I’IL-17A dans le développement du DAFK.

43



Pour les patients atteints de la FK, il est donc possible que ces différents types de cellules
immunitaires participent, a la fois, a la chute accélérée des fonctions pulmonaires, mais aussi a
la survenue du DAFK. Cette hypothése, a la base de cette these, est développée dans un article

de revue (213).
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2. Hypothéses et objectifs

2.1 Problématique

L’hyperglycémie et les fluctuations glycémiques sont présentes non seulement chez les
patients avec le DAFK, mais aussi chez les patients atteints de la FK non-diabétiques ou pré-
diabétiques (9, 13, 114). Comparativement aux patients atteints de la FK qui resteront normo-
tolérants au glucose, chez les patients qui développeront le DAFK, on observe une
accélération de la dégradation des fonctions pulmonaires deux a quatre ans avant le diagnostic
du DAFK pour une raison encore inconnue (10). Par contre, comme mentionné
précédemment, I’hyperglycémie associée a la réactivité immunitaire serait impliquée (11). De
plus, une étude publiée en 2008 par Maciver et al. démontre que les lymphocytes réagissent de
facon exagérée en présence d’un exces de glucose (14). Comme mentionné ci-haut, les T-aux
Th17 et I’'IL-17 sont impliqués dans I’inflammation pulmonaire dans la FK (18-23, 210) ainsi
que dans la destruction des cellules B du pancréas dans le DT1 (24-26, 29, 30), suggérant
qu’ils joueraient aussi un role dans I’hyperglycémie progressive des patients atteints de la FK.
En outre, les Ty dysfonctionnels sont présents dans la FK (236) et ils produisent de I'IL-17
dans le DT1 (34) et peut-étre dans le DT2 (32).

De plus, des expériences sur des souris CFTR”™ ont démontré que ces souris ont des
réponses inflammatoires hyperactives et que celles-ci dépendent du génotype CFTR des
cellules CD3" CD4" (T-aux) (15). Par ailleurs, McDonald et al. ont observé que le canal
CFTR est exprimé dans les lymphocytes (16) et, ensuite, Mueller et ses colleégues ont observé
qu’une dysfonction du CFTR dans les lymphocytes provoque des réponses inflammatoires
anormales (15). Des études ont également démontré que ce canal est exprimé dans d’autres
cellules du systéeme immunitaire dont les neutrophiles (244) et les macrophages dérivés des

monocytes (245) et son absence affecte leurs activités (244, 245).



Ces ¢études suggeérent que I’hyperglycémie et les fluctuations glycémiques plus
prononcées retrouvées chez les patients atteints de la FK non-diabétiques et pré-diabétiques
affecteraient la réactivité immunitaire et les lymphocytes sans CFTR fonctionnel en modulant
les lymphocytes Th17 et Ty, ainsi que leurs productions d’IL-17A. Ces lymphocytes sont
impliqués dans I’inflammation dans la FK, le DT1 et le DT2. L’IL-17A produite par ces
lymphocytes se rendrait aux poumons, perpétuerait I’infiltration des neutrophiles,
endommagerait le tissu pulmonaire et contribuerait a la chute accélérée des fonctions

pulmonaires avant I’apparition du DAFK.

2.2 Hypothéses

A la lumiére de ces informations, nous émettons ainsi I'hypothése que les patients pré-
diabétiques et non-diabétiques atteints de la FK présentant de 1’hyperglycémie et des
fluctuations glycémiques auront une plus grande proportion de lymphocytes Th17 et de T
dysfonctionnels circulants produisant de I’IL-17A. Ainsi, les niveaux d’IL-17A circulants
augmenteraient et cette cytokine se rendrait aux poumons des patients atteints de la FK pour
perpétuer Dinfiltration des neutrophiles. Donc, les lymphocytes Thl7, Ty, et I'IL-17A
contribueraient a la destruction des tissus pulmonaires et a la chute accélérée des fonctions
pulmonaires observée deux a quatre ans avant le développement du DAFK (Figure 5). Ainsi,
ces populations lymphocytaires, de par leur role potentiel dans I’inflammation associée a
I’hyperglycémie ainsi que l’inflammation pulmonaire, constituent un lien possible qui
expliquerait les associations observées entre 1’hyperglycémie progressive, les fluctuations
glycémiques et I’accélération de la baisse de la fonction pulmonaire dans la FK (Figure 5). De
plus, nous croyons que I’alimentation, I’activité physique et la composition corporelle

moduleraient ces relations.

En résumé, les hypothéses de cette theése sont :

1. les proportions de lymphocytes Th17 et T, produisant de I’'IL-17A seront affectées

par les fluctuations glycémiques;
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2. les patients pré-diabétiques et non-diabétiques atteints de la FK auront une plus grande
proportion de lymphocytes Th17 et de Ty dysfonctionels produisant de I'IL-17A
comparativement aux sujets sains;

3. les proportions des lymphocytes Th17 et Ty, produisant de I’IL-17A des patients
atteints de la FK seront négativement associées aux fonctions pulmonaires;

4. D’alimentation, l’activit¢ physique et la composition corporelle moduleront ces

relations.

2.3 Objectifs

Afin de répondre aux hypothéses de cette these, les objectifs sont :

1. d’abord, d’examiner les effets des fluctuations glycémiques sur les proportions de
lymphocytes Th17 et T, dysfonctionnels et leurs productions d’IL-17A chez les
patients atteints de la FK (non-diabétiques, pré-diabétiques, avec le DAFK)
comparativement a des sujets sains sans la FK ni le diabéte;

2. puis, de comparer les proportions de lymphocytes Th17 et T, dysfonctionnels
produisant de I’IL-17A des patients atteints de la FK (non-diabétiques, pré-diabétiques,
avec le DAFK) et les sujets sains;

3. ensuite, de vérifier I’association entre les proportions de Th17 et Ty, produisant de I’'IL-
17A et les fonctions pulmonaires des patients atteints de la FK;

4. enfin, de vérifier les effets de I’alimentation, de I’activité physique et de la composition

corporelle sur ces relations.
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Figure 5 : Hypothése liant ’hyperglycémie et les fluctuations glycémiques a des niveaux plus

¢levés d’IL-17 et a la chute accélérée des fonctions pulmonaires dans la fibrose kystique

48



3. Méthodologie

L’étude s’est déroulée a la plateforme de recherche clinique de ’IRCM entre mars

2009 et novembre 2013.

3.1 Participants de [’étude

Dix patients atteints de la FK non-diabétiques, 10 pré-diabétiques (IGT) ainsi que 16
patients avec le DAFK stable de la clinique de FK de I’Hotel-Dieu du CHUM ont participé a
cette étude transversale. Vingt-cing sujets sains sans la FK ni le diabéte, appariés pour I’age, le
sexe et I'IMC avec les 36 patients atteints de la FK, recrutés par annonce a I’'IRCM ont été
¢galement inclus dans 1’étude. Tous les sujets sains ont rencontré un médecin avant leur

participation a 1’étude afin de s’assurer qu’ils étaient éligibles.
3.1.1 Criteres d’inclusion et d’exclusion

Critéres d’inclusion pour les patients atteints de la FK :

- @&tre agés > 18 ans;

- avoir recu un diagnostic de la FK par test génétique ou test de la sueur;

- avoir réalis¢ une HGPO dans ’année de la participation a 1’étude;

- étre non-fumeurs;

- avoir un traitement antidiabétique stable (sans changement depuis au moins deux

semaines) pour les patients avec le DAFK.

Critéres d’exclusion pour les patients atteints de la FK :

- étre en surinfection diagnostiquée par un pneumologue de la clinique de la FK;

- avoir été hospitalisés dans le mois précédent la participation a I’étude;



avoir pris des antibiotiques intraveineux dans le mois précédent la participation a
I’étude;
prendre, par voie orale, des médicaments anti-inflammatoires affectant le métabolisme

des glucides (par exemple : prednisone, mégace).

Critéres d’inclusion pour les sujets sains :

étre agés > 18 ans;
avoir réalis¢ une HGPO immédiatement avant la participation a I’étude et étre non-
diabétique;

étre non-fumeurs.

Critéres d’exclusion pour les sujets sains:

avoir été hospitalisés dans le mois précédent la participation a 1’étude;

avoir pris des antibiotiques intraveineux ou oraux dans le mois précédent la
participation a 1’étude;

avoir pris des médicaments anti-inflammatoires affectant le métabolisme des glucides
(par exemple : prednisone, mégace);

avoir un membre de la famille immédiate avec un diagnostic de la FK;

étre atteint d’une maladie inflammatoire (par exemple : la maladie de Crohn, VIH).

3.2 Approbation éthique

Tous les participants ont lu et signé le formulaire de consentement de I’étude accepté par

les comités d’éthique de la recherche de 'IRCM et du CHUM (voir annexe) avant la

participation a 1’étude. L’étude a respecté les principes €thiques applicables a la recherche

médicale impliquant des €tres humains de la déclaration de Helsinki (246).
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3.3 Collecte des données cliniques

3.3.1 Génotype, test de sueur et insuffisance pancréatique

Le génotype et/ou le résultat du test de la sueur ont été récupérés dans les dossiers
médicaux des patients atteints de la FK du CHUM. Un test de sueur confirmant le diagnostic
de la FK présente une valeur supérieure a 60 mmol/L de NaCl (41). L’ information sur la prise

d’enzymes pancréatiques a été recueillie auprés des patients atteints de la FK.

3.3.2 Fonction pulmonaire

Les valeurs de VEMS ont été obtenues des dossiers médicaux des patients atteints de la
FK du CHUM (Medgraphic 1870, St-Paul, MN, E-U). Comme le tabagisme affecte les
fonctions pulmonaires (247), les fumeurs ont été exclus pour s’assurer que ce facteur ne soit

pas confondant.

3.3.3 Surinfection

Les dossiers médicaux des patients ont été vérifiés pour s’assurer qu’ils n’avaient pas de
surinfection. Les pneumologues détectent une surinfection par un changement de la production
de crachat (volume, couleur ou viscosité¢), une apparition ou une augmentation de
I’hémoptysie, une toux plus fréquente, une dyspnée plus importante, une fatigue ou une
léthargie, une fiévre avec température >38°C, I’anorexie, des douleurs aux sinus, une

diminution >10% du VEMS d’une valeur précédente ou la prise d’antibiotiques intraveineux

(9).
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3.4 Tests de [’étude

L’étude a eu lieu sur quatre a cinq jours. Lors de la premiére visite, souvent les jeudis ou

les vendredis, les participants récupéraient le matériel pour 1’étude. Dans un méme temps, le

déroulement de 1’é¢tude ainsi que le fonctionnement des appareils leur étaient expliqués

(Tableau VI). Les sujets sains devaient réaliser une HGPO avant cette visite. Ensuite, tous les

participants revenaient pour une deuxiéme visite, souvent les lundis ou les mardis, pour rendre

le matériel, effectuer des prises de sang et subir des tests de composition corporelle.

Tableau VI : Description des visites pour 1’étude

Visite | Calendrier Description de la visite

Sujets sains : signature du formulaire de consentement, visite médicale avec
0 . un médecin et HGPO

Patients atteints de la fibrose kystique: signature du formulaire de
1 Jour 1 consentement

Tous les participants : CGMS, SWA, explications du journal alimentaire

Tous les participants : Retour du CGMS, du SWA et du journal alimentaire
2 Jour 4 ou 5

ainsi que des prises de sang et réalisation du DXA

3.4.1 Hyperglycémie provoquée par voie orale

Pour I’HGPO, les sujets sains arrivaient a la clinique de I’'IRCM entre 8:00 et 10:00 et ils

devaient étre a jeun depuis au moins huit heures. Du sang était prélevé et, ensuite, ils buvaient,

en moins de 10 minutes, un jus sucré contenant 75 g de glucose (Glucodex®). Des

prélevements sanguins étaient effectués a toutes les 30 minutes jusqu’a deux heures apres la

prise du liquide sucré. Pour diagnostiquer la tolérance au glucose des participants, les valeurs

de I’ Association Canadienne du Diabéte (Tableau IIT) (111) ont été utilisées.
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3.4.2 Holter glycémique

Dans le cadre de 1’étude, tous les participants ont port¢ un CGMS (Gold, Medtronic,
Pointe-Claire, Québec, Canada) mesurant la glycémie du liquide interstitiel a toutes les 5
minutes pour 72 heures. Un cathéter reli¢ au CGMS a été installé dans le bas du dos ou le
ventre du participant par une infirmicre. Ensuite, I’appareil se calibrait durant une heure. Il est
a noter que les patients devaient, de plus, étre a jeun depuis au moins une heure avant de se
présenter puisque 1’appareil se calibre plus facilement si la glycémie est stable. Durant I’heure
de calibration, le mode d’emploi de I’appareil a été expliqué aux participants. On leur a aussi

demandé de prendre leurs glycémies quatre fois par jour pour calibrer 1’appareil.

A T’aide du logiciel GStat (gracieuseté de Dr. Hovarka, University of Cambridge,
Royaume-Uni), les indices de fluctuations glycémiques tels que la glycémie moyenne, la
proportion du temps qu’un individu passe en hyperglycémie (> 10 mmol/L) ou en
hypoglycémie (<3.9 mmol/L) en moyenne par jour ainsi que le SD, le MAGE, le J et le CV
ont été calculés (36). En 2003, Dobson et al. ont validé le CGMS dans la FK en comparant les
valeurs de glycémies du CGMS a des valeurs capillaires et de sang périphérique chez les

patients atteints de la FK et des sujets sains (248).

3.4.3 Mesure de [’activité physique

Les participants ont également porté un SWA (BodyMedia, Pittsburgh, PA, E-U)
durant 72 heures pour mesurer leur dépense énergétique. Etant donné que la FK est
caractérisée par une sueur salée, il est possible que cela affecte le fonctionnement du SWA.
Donc, Dwyer et al. ont décidé de valider cet appareil dans la FK en comparant la dépense
énergétique mesurée par le SWA et celle mesurée avec la calorimétrie indirecte chez les
patients atteints de la FK et des sujets sains. Ils ont ainsi déterminé que le SWA estime de

fagon précise la DET et le nombre de pas marchés dans la FK (249).
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Cet appareil n’étant pas étanche, on a donc demandé aux participants de le retirer lors
de la douche, mais de ne pas I’enlever plus d’une heure par jour. Aussi, a I’exception des
activités nautiques, nous leur avons mentionné de ne pas changer leur pratique habituelle

d’activité physique.

3.4.4 Estimation de la composition corporelle

Ensuite, les participants ont réalis¢é un scan de DXA (GE Healthcare, Baie d’Urfe,
Québec, Canada) lors de leur deuxieme visite afin d’évaluer leur composition corporelle. Ce
scan a ¢été utilisé dans le cadre de plusieurs études avec les patients atteints de la FK (138-
140). Le DXA est un appareil qui émet une quantité minime de rayons-X (~0.03 millirem)
donc, avant le test, toutes les femmes ont réalisé un test de grossesse pour confirmer qu’elles
n’étaient pas enceintes. Lors du scan, les participants portaient des vétements 1égers et se sont
débarrassés de toutes piéces métalliques (par exemple : ceinture, clés, monnaie). Ils restaient
couchés immobiles sur un matelas durant 15 a 20 minutes. Par la suite, le logiciel du DXA
analysait les données et il fournissait la MG, la MNG, le % MG et 'IMC parmi d’autres

informations.

3.4.5 Estimation de ’apport nutritionnel

Finalement, tous les participants ont rempli un journal alimentaire détaillé durant les
trois jours qu’ils ont porté le CGMS et le SWA. Une nutritionniste leur a expliqué comment
remplir le journal alimentaire détaillé, leur précisant de ne pas changer leurs comportements
alimentaires habituels. Les instructions pour remplir le journal étaient également indiquées sur
celui-ci. Les participants le remplissaient une journée de semaine et deux journées de fin de
semaine. Idéalement, on aurait dG comptabiliser une seule journée de fin de semaine. Par
contre, I’étude se déroulait plutot la fin de semaine pour favoriser la participation des sujets
travaillant la semaine. Ce journal avec seulement une journée de semaine était un compromis
pour pouvoir mener a bien 1’étude. Les journaux ont été révisés par une nutritionniste lors de

la deuxiéme visite.
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Le logiciel Food Processor (Esha Research, Salem, OR, E-U) a été employé pour
analyser les journaux alimentaires en utilisant le fichier canadien sur les éléments nutritifs
(FCEN) (version 2001). Chaque journal a été d’abord analysé par une nutritionniste formée et
ensuite révisé par une seconde personne formée. Etant donné que la base de données n’est pas
compléte, les informations nutritionnelles pour plusieurs nutriments dont les vitamines, les
fibres solubles et insolubles ainsi que les acides gras oméga 3 et 6 ne sont pas disponibles ou
fiables. Donc, les proportions d’énergie provenant des macronutriments en moyenne par jour
(% lipides, % protéines, % glucides) ainsi que la quantité¢ d’énergie (en kcal/jour) seulement

ont été évaluées.

3.5 Phénotypage des lymphocytes

Des préléevements de sang veineux ont été réalisés pour chaque participant.
Immédiatement aprés le prélévement, un échantillon de 160 puL de sang total a été utilisé pour
déterminer les proportions de cellules immunitaires dans le sang périphérique a ’aide de

I’appareil Advial20 (Siemens Healthcare Global, Erlangen, Allemagne).

3.5.1 Isolation des lymphocytes

Soixante millilitres de sang périphérique ont été utilisés pour isoler les lymphocytes a
I’aide d’une méthode basée sur la migration des substances selon leur densité durant une
centrifugation : la méthode de Ficoll-Paque (GE Healthcare, Baie d’Urfé, Québec, Canada).
Pour cette méthode, le sang est mélangé en quantité égale au tampon phosphate salin et il est
ensuite déposé sur la couche de Ficoll-Paque. Des tubes coniques contenant 30 ml de sang
total et de tampon ainsi que 20 ml de Ficoll-Paque ont été, par la suite, centrifugés 30 minutes
a 910 g sans frein afin de séparer les différentes couches de cellules (Figure 6). Cette méthode
permet d’isoler la couche contenant les cellules mononucléaires du sang périphérique
(Ilymphocytes et monocytes). Les cellules isolées sont ensuite lavées deux fois (avec 3 ml de
tampon phosphate salin et 3 ml de HBSS) et une dernicre fois avec 4 ml d’un tampon de lyse

pour les globules rouges contenant du NH4Cl et du KHCO:s.
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Figure 6 : Différentes couches de cellules obtenues apres centrifugation utilisant la méthode

de Ficoll-Paque (adaptée de GE Healthcare).

Sachant que les lymphocytes n’adhérent pas a la surface des flacons de culture
cellulaire comme les monocytes et les plaquettes, les cellules de la couche isolée ont été
incubées deux heures dans 30 ml de milieu de RPMI-1640 (Invitrogen, Life Technologies,
Burlington, Ontario, Canada) contenant 5 mM de glucose. Le milieu contenait ¢galement 1%
de pénicilline et de streptomycine (Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada) pour
prévenir la contamination bactérienne, 10% de sérum feetal bovin (FBS) (Life Technologies,
Burlington, Ontario, Canada) contenant des facteurs de croissance cellulaire ainsi que de la L-

glutamine pour favoriser la viabilité cellulaire.
3.5.2 Mise en culture des cellules

Les cellules n’ayant pas adhéré a la surface du flacon ont été comptées avec un
hémacymetre et quatre millions de cellules ont été conservées pour chaque condition
d’incubation. Ensuite, les lymphocytes ont été incubés pour 24 ou 48 heures dans 20 ml de ce
méme milieu de RPMI-1640 contenant cette fois-ci soit 5 mM (concentration normale) ou 25
mM (concentration élevée) de glucose (a 37°C avec 5% CO»).

3.5.3 Stimulation des cellules

En 2009, il y avait peu de littérature sur la facon optimale de stimuler les lymphocytes

pour augmenter la production d’IL-17A. Le but principal de ce projet était de quantifier les
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proportions de Th17 et de T,y produisant cette cytokine. Par contre, pour s’assurer que le
protocole de marquage des cellules par des anticorps couplés a des fluorochromes était
optimal, les proportions de ces cellules produisant de I’IL-2, une cytokine nécessaire pour la

croissance et prolifération des lymphocytes (250), ont aussi ét¢ mesurées.

En 2000, Sullivan ef al. ont comparé différentes facons de stimuler la production d’IL-
2 par des cellules mononucléaires du sang périphérique et ont conclu que la stimulation par le
PMA et le PHA augmentait de 49 fois la production de I’'IL-2 par les cellules. Donc, nous
avons utilis¢ le PHA et le PMA pour stimuler la production de cytokines des lymphocytes

Th17 et Tre,.

Le PMA (100 ng/ml) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), un activateur de la
protéine kinase C, qui se lie au domaine pseudosubstrat de celle-ci (251, 252) et stimule
possiblement la production de cytokines via NF-kB (253, 254), et le PHA (10 pg/ml) (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), un agent qui induit la prolifération cellulaire en
favorisant la mitose des lymphocytes T (255), ont été ajoutés cinq heures avant le début du
marquage des cellules avec les anticorps couplés aux fluorochromes et 20 minutes avant
I’ajout de la Brefeldin-A (1000X). La Brefedin-A (Biolegend, San Diego, CA, E-U) bloque la
sécrétion de protéine de la cellule en bloquant le golgi et permet de séquestrer les cytokines
produites par la cellule a I’intérieur de celle-ci. Deux flacons pour chaque condition ont été
préparés afin d’en avoir quatre avec des cellules stimulées (lymphocytes incubés soit 24 ou 48
heures dans un milieu contenant soit 5 ou 25 mM de glucose) et quatre autres avec des cellules
non stimulées dans ces mémes conditions. Il y avait donc, au total, huit flacons pour chaque

participant.
3.5.4 Viabilité cellulaire

Cinq heures apres la stimulation, les cellules stimulées et non stimulées ont été
comptées et un million de cellules de chaque condition ont été utilisées pour le marquage des

cellules par des anticorps couplés a des fluorochromes. En juin 2011, un marqueur de viabilité

de cellules fixées (LIVE/DEAD ® Fixable Yellow Dead Stain Kit, Molecular Probes,
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Burlington, Ontario, Canada) a été ajouté au protocole suivant les instructions du
manufacturier afin de confirmer que les cellules analysées en cytométrie en flux étaient
viables. Ce marqueur réagit avec les amines libres a I’intérieur d’une cellule en nécrose et
seulement avec les amines sur la surface cellulaire de celles viables. En conséquence, les
cellules avec le plus de fluorescence (environ 50 fois de plus) du marqueur ne sont pas viables.
Le marqueur était ajouté aux cellules cinq heures apres I’ajout du PHA, du PMA et de la
Brefeldin-A. Pour avoir un contrdle pour ce marqueur de viabilité, 500 000 cellules ont été
incubées a 60°C durant une heure pour les tuer et ensuite combinées a 500 000 cellules non-

chauffées et, analysées par cytométrie en flux.

Une expérience avec et sans marqueur de viabilité a été effectuée pour comparer les
résultats de ces deux facons de procéder. Cette expérience a démontré que les cellules
analysées avec et sans ce marqueur, ¢taient les mémes et que nous pouvions comparer les

résultats obtenus avant et apres juin 2011.
3.5.5 Marqueurs pour isoler les lymphocytes Thil7 et T,

Les marqueurs de surface cellulaire, les cytokines et le facteur de transcription FoxP3
permettent d’isoler et de quantifier la proportion de lymphocyte Th17 et T, produisant de
I’IL-17A. La protéine de surface cellulaire CD3 est un marqueur de surface de cellules T, alors
que la protéine CD4 est présente sur la surface de plusieurs types cellulaires dont les cellules
T-aux, monocytes et macrophages (256). De plus, FoxP3 est un facteur de transcription
spécifique aux lymphocytes Ty, et CD25 est le récepteur de IL-2 présent sur les cellules T
activées (257). Ces deux derniers marqueurs ont permis d’isoler les proportions de Treg (CD3"
CD4" CD25%*¢ FoxP3") (258). CD3 et CD4 combinés ensemble permettent d’isoler ceux
produisant de 'IL-17A, les Th17 (CD3" CD4" CD25" FoxP3 IL-17A") (259). Des anticorps
couplés a des fluorochromes pour CD19, un marqueur de cellule B, et CD8 (employé¢ jusqu’a
juin 2011), un marqueur de cellule cytotoxique (190), ont été utilisés pour éliminer les autres

types cellulaires dans les analyses de cytométrie en flux.
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A la suite de ’ajout du marqueur de viabilité, les récepteurs Fc (des récepteurs
d’immunoglobines (260)) des cellules ont été bloqués en ajoutant 4 ml de FBS durant 15
minutes aux échantillons de cellules dans le but de prévenir la liaison non-spécifique des
anticorps sur ces récepteurs (261). Ensuite, les lymphocytes ont ét¢ incubés 30 minutes a I’abri
de la lumiére avec des anticorps monoclonaux contre des marqueurs de surface cellulaires
(CD3, CD4, CDS8 avant juin 2011, CD19 et CD25) couplés a des fluorochromes. Ces derniers
sont excités a différentes longueurs d’onde et émettent des longueurs d’onde spécifiques a la
suite de ’excitation (Table VI) (Biolegend, San Diego, CA, E-U, eBioscience, San Diego, CA,

E-U, Invitrogen, Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada).

Aprés le marquage des protéines de surface cellulaire, des tampons de fixation et de
perméabilisation (FoxP3 Fix/Perm Buffer Set, eBioscience, San Diego, CA, E-U) ont été
ajoutés aux échantillons selon les instructions du manufacturier afin de fixer les cellules et
faciliter le marquage des cytokines intracellulaires et le facteur de transcription FoxP3. Apres
la fixation des cellules durant 30 minutes a 1’abri de la lumiére et un lavage avec le tampon de
perméabilisation, les anticorps monoclonaux couplés aux fluorochromes pour I'IL-17A, I’'IL-
10, ’IL-2 et le FoxP3 ont été ajoutés aux échantillons et incubés pour 30 minutes a ’abri de la
lumiére (Tableau VII). Les quantités de fluorochromes ajoutées aux échantillons dépendaient
des instructions du manufacturier. Apres 1’incubation des cellules avec les anticorps pour les
marqueurs intracellulaires et un lavage avec le tampon de perméabilisation, les cellules ont été

suspendues dans un tampon phosphate salin avec de I’albumine de sérum bovin.
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Tableau VII : Panneau des anticorps couplés a des fluorochromes pour isoler les lymphocytes

Th17 et Ty, produisant I'IL-17A

Marqueurs

/Cytokines

Fonction

Fluoro-

chromes

Longueur d’onde

d’excitation (nm)

Longeur d’onde

d’émission (nm)

Marqueur de
CD3 APC Cy7 650;755 767
lymphocyte
Marqueur de | Alexafluor
CD4 652 668
T-aux 647
Marqueur de Pacific
CDg" . 403 551
T cytotoxique Orange
LIVE/DEAD ®
Marqueur de
Fixable Yellow - 400 575
b viabilité
Dead Stain Kit
Marqueur de | PE-Texas
CD19 480;565 613
cellule B Red
Marqueur de
CD25 T PE Cy7 480;565;743 767
reg
IL-17A Cytokine Pacific Blue 403 455
PerCP-
IL-2 Cytokine 490;675 695
Cy5.5
IL-10° Cytokine Alexa488 499 519
Marqueur de
FoxP3 transcription PE 480;565 578
de Tre,

a : utilisé de mars 2009 a juin 2011, b : utilisé de juin 2011 a novembre 2013, c : utilisé a partir

de janvier 2011
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3.5.6 Cytométrie en flux

Apres le marquage, les proportions de Th17 et de Ty, produisant de I'IL-17A ont été
déterminées a 1’aide d’un appareil de cytométrie en flux avec trois lasers captant jusqu’a neuf
fluorochromes dans un méme échantillon, le CyAn ™ ADP Analyzer (Beckman Coulter,
Mississauga, Ontario, Canada). La calibration de I’appareil est effectuée mensuellement. Un
¢chantillon de cellules non marquées par des anticorps a été utilis€ comme controle négatif.
Les voltages utilisés par I’appareil ont été optimisés avant le début de 1’étude et sont restés
similaires pendant 1’étude. L’optimisation des voltages permet d’attester de meilleures

résolutions des signaux de fluorescence faibles et de minimiser la compensation par la suite.

3.5.6.1 Billes de capture d’anticorps

Des billes de capture d’anticorps (Bangs Laboratories, Fisher, IN, E-U) ont été
employées comme contrdles positifs pour 1’analyse de cytométrie en flux. Ces billes sont
couvertes d’anticorps de chévre contre 1’'lgG de souris ou de rat et se lient aux anticorps
générés dans la souris ou le rat. En conséquence, les anticorps couplés a des fluorochromes se
lient aux billes de compensation. Un échantillon de billes de capture d’anticorps a été préparé
pour chaque fluorochrome et utilisé comme contrdle positif pour celui-ci lors de I’analyse des

données de cytométrie en flux.

3.5.7 Stratégie d’analyse des données de cytométrie en flux

Le logiciel Flowjo (Flowjo versions 9 et 10, Ashland, OR, E-U) a été employé pour
I’analyse des données obtenues par la cytométrie en flux. L’analyse s’effectuait en plusieurs

étapes.

D’abord, les données des participants étaient compensées a 1’aide du Compensation

Wizard de FlowlJo. Cette fonction utilise les contrdles positifs et le controle négatif pour
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corriger la superposition des longueurs d’onde d’émission de certains fluorochromes afin
d’obtenir seulement la fluorescence du fluorochrome choisi pour chaque marqueur. La matrice

de compensation était vérifiée apres chaque compensation.

Par la suite, en utilisant le graphique de foward-scattered light (FSC) et side-scattered
light (SSC), I’analyse s’est concentrée sur les lymphocytes (Figure 7). Ces deux parameétres
sont déterminés par la déviation de la lumiére passant dans une cellule quelconque et
permettent de discriminer entre les différents types cellulaires dans un échantillon basé sur

leurs grosseurs, la présence de granules et leurs complexités.
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Figure 7: Exemple de graphique de foward-scattered light (FSC) et side-scattered light

(SSC) utilisé pour discriminer entre différents types cellulaires en cytométrie en flux

(reproduite avec permission de BD Biosciences).

A la suite de cette étape, nous avons sélectionné les cellules CD3" et CD8 ~ (sans le

marqueur de surface CD8) ou CD3" avec le moins de fluorescence du marqueur de viabilité.
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Figure 8 : Exemple de sélection de lymphocytes CD3" et CDS§

La prochaine étape était de sélectionner de ces mémes cellules, celles CD4" et CD19°

(Figure 9).
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Figure 9 : Exemple de sélection de lymphocytes CD4" et CD19°
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Ensuite, les cellules avec le marqueur CD25 étaient divisées entre celles en exprimant

beaucoup sur leurs surfaces cellulaires (CD25%°") et celles en exprimant peu (CD25"*)

(Figure 10).
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Figure 10 : Exemple de lymphocytes CD25" et CD25"*
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Des cellules CD25%¥, celles exprimant FoxP3 (FoxP3™) étaient ensuite sélectionnées

(Figure 11).
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Figure 11 : Exemple de lymphocytes CD25" FoxP3"
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De ces cellules, la proportion produisant de I’TL-17A (IL-17A") était retenue comme
étant les Treg produisant de I'IL-17A (CD3" CD4" CD25%®" FoxP3" IL-17A™). Il était possible
d’isoler la proportion de Ty, produisant de I’'IL-10 également (CD3" CD4" CD25%* FoxP3"
IL-10%). Des cellules CD25"*, celles n’exprimant pas de FoxP3 (FoxP3") et produisant de I’IL-
17A ont été retenues comme les Th17 produisant de I'[L-17A (CD3" CD4" CD25"* FoxP3"
IL-17A").

Tout au long de I’analyse, la présence de populations positives pour CD25, IL-17A,
IL-10, IL-2 et FoxP3 a été confirmée en comparant ou se situaient ces populations dans les
cellules T (CD3"). Comme prévu, les marqueurs d’intérét étaient concentrés a ’intérieur de

cette population.

3.6 Calcul de puissance

Cette étude fait partie d’une plus grande étude sur I’impact de I’inflammation et du stress
oxydatif sur le DAFK. En conséquence, dans la demande de fonds de cette étude, le calcul de
puissance pour déterminer le nombre de participants par groupe (n=25 sujets sains, n=25
patients atteints de la FK non-diabétiques, n=25 patients atteints de la FK pré-diabétiques et
n=25 patients avec le DAFK) a été déterminé selon la probabilité de voir une différence
significative (p<0.05, puissance de B=0.80) entre les groupes pour un marqueur de stress
oxydatif, le F2-isoprostane urinaire. Malheureusement, la différence de moyenne entre les
patients atteints de la FK et les sujets sains pour ce marqueur n’était pas précisée dans la

demande de fonds de la plus grande étude.

Le recrutement pour cette étude a ¢été difficile puisqu’elle était exigeante et nécessitait
beaucoup de temps de la part des participants. Ainsi, 1’objectif de 25 participants par groupe
n’a pas €té atteint. Par contre, un calcul de puissance réalisé en octobre 2013 pour s’assurer
qu’il y avait une différence significative (p<0.05) de fluctuations glycémiques entre les

individus sains et les patients atteints de la FK a démontré qu’il y avait assez de participants
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recrutés a 1’étude. Une différence de fluctuations glycémiques a été choisie comme objectif
pour le calcul de puissance puisque cette différence confirmait notre hypothése selon laquelle
les patients atteints de la FK subissent plus de variabilité¢ glycémique et elle nous permettait,
entre autre, de comparer 1’inflammation entre les groupes avec plus ou moins de fluctuations

glycémiques.

3.7 Analyse statistique

Les données ont été analysées a 1’aide du logiciel de statistiques R (www.r-
project.org). Avant de réaliser les analyses statistiques, des tests de Shapiro ont été effectués
pour chacune des variables afin de vérifier si elles étaient distribuées normalement, c¢’est-a-
dire, selon une distribution Gaussienne (la courbe en cloche) (122). Si la variable ne I’était
pas, des tests statistiques non-paramétriques étaient utilisés alors que si les données de la

variable suivaient une distribution normale, des tests paramétriques étaient employés.

3.7.1 Comparaisons des caractéristiques et données cliniques des participants

Pour comparer les caractéristiques et les résultats du CGMS, du SWA et du DXA entre
les quatre groupes, des Analysis of Variance (ANOVA) a un facteur suivies d’un post-hoc de
Bonferroni ont été réalisées pour les données distribuées normalement selon le test de Shapiro.
Des ANOVA a un facteur sont des tests statistiques employés pour comparer les moyennes
d’une variable donnée entre plus de deux groupes et, dans notre cas, on compare des
moyennes entre quatre groupes (sujets sains, NGT, IGT et DAFK). Le post-hoc de Bonferroni
permet de déterminer entre quels groupes se trouvent les différences statistiques de ’ANOVA

tout en corrigeant pour les multiples comparaisons faites par ’ANOVA.

Des tests de Kruskal-Wallis suivis de post-hoc Wilcoxon avec un p ajusté pour de

multiples comparaisons ont ét¢ employés pour comparer les données non-normalement
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distribuées. Le test de Kruskal-Wallis est I’équivalent non-paramétrique de I’ANOVA et il
compare les médianes de variables non-normalement distribuées. Etant donné qu’il n’existe
pas d’équivalent non-paramétrique du post-hoc Bonferroni, nous avons employé le test de
Wilcoxon (I’équivalent non-paramétrique du T test) pour déterminer entre quels groupes les
médianes sont différentes. De plus, il a fallu corriger manuellement pour les multiples
comparaisons du test Kruskal-Wallis en divisant le p de signification (p<0.05) par le nombre
de comparaisons qu’on faisait entre les quatre groupes (6 comparaisons en tout). Donc, le p de

signification devient (0.05/6=) <0.0083 pour les analyses non-normalement distribuées.

3.7.2 Effets des fluctuations glycémiques sur l'inflammation

D’abord, pour déterminer s’il y avait une différence entre la proportion et le nombre de
lymphocytes ainsi que la proportion de neutrophiles dans le sang périphérique des patients
atteints de la FK de différents groupes de tolérance au glucose et des sujets sains, une
ANOVA a un facteur suivie d’un post-hoc de Bonferroni a été réalisée pour la proportion de
lymphocytes et un test de Kruskal-Wallis pour le nombre absolu de lymphocytes ainsi que la
proportion de neutrophiles. Par la suite, pour vérifier ’association entre les fluctuations
glycémiques et la proportion ainsi que le nombre de lymphocytes dans le sang périphérique,
des corrélations de Spearman ont été employées. Les corrélations de Spearman sont utilisées
pour déterminer s’il existe une association entre deux variables dont une ou les deux sont non-

normalement distribuées.

Pour examiner 1’effet des fluctuations glycémiques sur les proportions de lymphocytes
Th17 et Ty, produisant de I'IL-17A, des modeéles linéaires mixtes ont été utilisés. Les modeles
linéaires mixtes font partie des analyses de régression et leurs utilisations sont avantageuses
pour cette étude puisqu’ils permettent de vérifier I’effet de différentes conditions d’incubation
sur les proportions de Thl7 et T, produisant de I'IL-17A ou de I'IL-10 pour tous les

participants méme si des données sont manquantes pour certaines conditions d’incubation.
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Dans un premier temps, des mod¢les tenant compte du fait que chaque participant
avait des lymphocytes dans diverses conditions d’incubation (les milieux de culture
contenaient soit 5 ou 25 mM de glucose et les lymphocytes étaient incubés soit 24 ou 48
heures et étaient stimulés par le PMA et le PHA ou non stimulés), et du fait qu’il y avait quatre
groupes (sujets sains, NGT, IGT et DAFK) ont été réalisés afin de déterminer quels facteurs
mentionnés ci-haut affectaient les marqueurs inflammatoires. Malgré une transformation
mathématique des données d’inflammation (racine carrée des données), les indices de
fluctuations glycémiques et les données d’inflammation n’étaient pas normalement
distribuées. Par contre, les résidus de tous les modeles linéaires mixtes étaient plutot
normalement distribués et ceci a été vérifié avec des graphiques Q-Q (quantile-quantile)
démontrant I’association entre les quantiles des valeurs réelles et théorique des résidus du
modele. Les résidus sont la différence entre la valeur réelle de chaque donnée et sa valeur
théorique selon le modele (et — itheorique=résidu). Si les résidus sont normalement distribués,
elles suivent 1’équation y=x sur le graphique Q-Q. Les variances des quatre groupes étaient

différentes, donc, les modeles linéaires mixtes ont été corrigés par rapport a ces différences.

Dans un deuxiéme temps, un autre modele linéaire mixte pour chaque paramétre
inflammatoire a été réalisé pour déterminer 1’effet des fluctuations glycémiques sur les
proportions de Th17 et Ty, produisant de I’'IL-17A. Dans ce mod¢le, il y a eu une correction
pour les facteurs pouvant influencer 1’inflammation (la stimulation des cellules, la durée de
I’incubation ou la concentration en glucose du milieu d’incubation) trouvés dans le premier
modele linéaire mixte. Les résidus de tous les modeles ont été vérifiés avec un graphique Q-Q
et ils étaient plutét normalement distribués. Chaque modele a été corrigé pour le nombre de

comparaison a I’intérieur de celui-ci a I’aide d’une correction de Tukey.

3.7.3 Effets des facteurs confondants sur la variabilité glycémique

L’impact de la dépense énergétique (DET, nombre de pas), de la composition

corporelle (% MG, % MNG) et de I’alimentation (énergie, % lipides, % glucides et %
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protéines) sur les fluctuations glycémiques chez les sujets sains et les patients atteints de la FK
a été¢ déterminé a 1’aide de régressions linéaires. Ces analyses nous permettent de, non
seulement déterminer s’il existe une association entre des variables, mais, également, de
vérifier si une des variables indépendantes peut expliquer la variable dépendante. Les données
n’étaient pas normalement distribuées, mais les résidus des trois modeles pour le MAGE, SD
et CV ¢étaient plutdt normalement distribués et ceci a été vérifié avec des graphiques Q-Q. Par
contre, les résidus des modeles pour la glycémie moyenne, le J et I’hyperglycémie n’étaient

pas normalement distribués et n’ont pas été utilisés.

3.7.4 Association entre les marqueurs inflammatoires et la fonction pulmonaire

Les associations entre les proportions de lymphocytes Th17 et Ty, produisant de I’'IL-
17 ainsi que la proportion de Ty, produisant de I’'IL-10 et les VEMS des patients atteints de la
FK ont été¢ déterminées par des corrélations de Spearman puisque les données n’étaient pas

normalement distribuées selon le test de Shapiro.
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4. Résultats

4.1 Comparaisons des caractéristiques et données cliniques de participants

Des 25 sujets sains inclus dans 1’é¢tude, 24 1’ont complétée. La personne n’ayant pas
terminé I’étude a eu un probléme avec son CGMS et les données de variabilité glycémique

n’étaient pas disponibles. Tous les sujets sains avaient une tolérance normale au glucose.

Les participants a I’étude étaient agés entre 18 et 55 ans et avaient un IMC entre 17.8 et
27.9 kg/m®. Les fonctions pulmonaires des patients atteints de la FK variaient entre 19 et
106% et la mutation la plus commune, Phe508del, affectait la majorité. Les participants
atteints de la FK des différents groupes de tolérance au glucose (NGT, IGT, DAFK) et les

sujets sains avaient des ages et des IMC comparables (Tableau VIII).

Plus de 70% des patients atteints de la FK dans chaque groupe de tolérance au glucose
prenaient des enzymes pancréatiques (Tableau VIII). Les patients atteints du DAFK se
conformaient a des traitements variés pour gérer leur diabéte. Cinq patients (31%) s’injectaient
de I’insuline, deux patients (13%) prenaient un anti-diabétique oral stimulant la sécrétion

d’insuline (sitagliptin) et neuf étaient traités par la dicte seule (56%) (résultats non montrés).



Tableau VIII : Caractéristiques des participants (n=60)

Sujets sains NGT IGT DAFK

Sexe (H/F) 14/10 4/6 6/4 8/8
Age (années)” 260+775 31.0+125 30.0+£9.75 27.0+13.5
IMC (kg/m*)" 22.8+221 2322265 21.0+236 21.7+229
VEMS (%)" . 693+223 646259 623 =248
Prise d’enzymes pancréatiques - 70% 90% 81%
Génotype (%)

Phe508del/ Phe508del - 40% 50% 50%

Phe508del/ autre - 40% 30% 13%

autre/autre ou inconnu - 20% 20% 38%

NGT : patients atteints de la fibrose kystique non-diabétiques, IGT : patients atteints de la
fibrose kystique pré-diabétiques, DAFK : patients avec le diabéte secondaire ou associé a la
fibrose kystique, IMC : indice de masse corporelle, VEMS : volume expiratoire maximal en
une seconde, H : hommes, F : femmes, # moyenne * écart-type et test statistique ANOVA aun

facteur (p<0.05), * médiane + écart interquartile et test statistique Krukal-Wallis, * NGT n =6,

IGT n=4, DAFK n=10
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Le tableau IX compare les indices de variabilité glycémique et de dépense énergétique

des patients atteints de la FK et les sujets sains.

Les patients atteints de la FK pré-diabétiques (IGT) et diabétiques (DAFK) avaient des
glycémies moyennes plus élevées que les sujets sains. La glycémie moyenne des patients
DAFK (7.00 = 2.19 mmol/L) était également plus élevée que les sujets atteints de la FK non-
diabétiques (NGT) (5.45 = 1.03 mmol/L) (p<0.05). Malgré qu’il n’y ait pas de différence
significative du pourcentage de temps en moyenne par jour en hypoglycémie entre les quatre
groupes, les patients atteints de la FK avaient un pourcentage plus élevé du temps en
hyperglycémie comparativement aux individus en santé (p<0.05). De plus, les patients DAFK
avaient un pourcentage de temps plus €levé en hyperglycémie que les patients atteints de la
FK NGT (9.57 = 22.4 % vs 0.00 = 0.52 % respectivement, p<0.05). Pour le MAGE et le CV,
tous les patients atteints de la FK avaient plus de fluctuations glycémiques que les sujets sains
et les patients IGT et DAFK en avaient plus que les patients NGT. Quant au SD et J, les
patients IGT et DAFK avaient plus de fluctuations glycémiques que les sujets sains et NGT et

aussi, les patients DAFK en avaient plus que les IGT.
La DET et le nombre de pas marchés par jour ont aussi été comparés entre les quatre

groupes. La DET des patients atteints de la FK était moins élevée que celle des sujets sains et

ils avaient marché environ 4000 pas de moins par jour.
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Tableau IX : Indices de fluctuations glycémiques et de dépense énergétique (n=60)

Sujets sains (n=24) NGT (n=10) IGT (n=10) DAFK (n=16)

Variations glycémiques

Glycémie (mmol/L) 5.15+0.35 545=1.03 5.75£0.59 7.00 =2.19

Hypoglycémic (% temps/jour) 1.96 £6.09 4.67+12.64 292 £6.35 1.82 +6.65

Hyperglycémie (% temps/jour)” 0.00£0.00  0.00=0.52% 056 £2.67" 9.57+224%

MAGE (mmol/L) * 130055 20320807 247x206" 5.05+458"

SD (mmol/L)’ 0.69+026 084+036  1.12x057% 230+1.38™

CV (%) 143549 17.1+5.097 17828357 320:984 W

J ((mmol/LY*)" 0.035=0.009 0.040 = 0.016 0.048 = 0.016 "0.086 = 0.076 ™/
Activité physique

DET (keal/jour)” 2600 = 806 23004127 2129+460" 21524611

Nombre de pas’ 12370 = 3474 8874 +26257 8899 42607 7033 + 3186 "

NGT : patients atteints de la fibrose kystique non-diabétiques, IGT : patients atteints de la
fibrose kystique pré-diabétiques, DAFK : patients avec le diabéte secondaire ou associé a la
fibrose kystique, MAGE : Mean Amplitude of Glycemic Excursions, SD : standard deviation,
CV : coefficient de variation, DET : dépense énergétique totale, # moyenne + écart-type et test
statistique ANOVA a un facteur avec post-hoc de Bonferroni (p<0.05), * médiane + écart
interquartile et test statistique Krukal-Wallis avec post-hoc Wilcoxon (p<0.0083) , q vs
controles sains, ¥ vs NGT, f vs IGT
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Les données de composition corporelle sont présentées dans le Tableau X. Les valeurs
de MG et de MNG étaient différentes entre les hommes et les femmes et, pour cette raison, les
données sont séparées selon le sexe. Les hommes en santé et atteints de la FK avaient une MG
similaire alors que les femmes atteintes de la FK NGT en avaient plus que les femmes dans les
trois autres groupes. Les femmes de ce groupe avaient une médiane de MG de 22.8 kg et
celles pour les autres groupes étaient inférieures a 20 kg. Parallélement, les hommes atteints de
la FK NGT et DAFK avaient moins de MNG que les hommes en santé (43.3 = 5.19 kg et 50.0
+ 4.90 kg vs 58.2 = 6.56 kg respectivement, p<0.05). Les pourcentages de MG et de MNG

¢taient similaires entre les quatre groupes pour les hommes et les femmes.
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Tableau X : Composition corporelle des participants (n=60)

Sujets sains (n=24) NGT (n=10) IGT (n=10) DAFK (n=16)
MG (kg)’
Hommes 15.4 +7.43 11.9 £ 9.81 6.52 + 2.84 10.0 = 3.50
Femmes 17.0+4.46 % 22.8+5.73 13.0 = 3.84% 13.5 + 3.88"
MG (%)
Femmes 28.5+8.21 314 +5.11 26.5+5.49 28.0 £6.50
MNG (kg)’
Hommes 58.2 + 6.56 433 +5.197 47.7+10.0 50.0 = 4.90"
Femmes 38.9+2.35 41.4+1.21 36.8 + 4.74 36.0 + 4.84
MNG (%)"
Hommes 76.9 + 5.02 76.1 +7.26 82.9 +3.77 78.9 + 6.30
Femmes 67.7 +7.83 65.1 =+ 4.87 69.6 + 5.35 68.4 +6.27

NGT : patients atteints de la fibrose kystique non-diabétiques, IGT : patients atteints de la
fibrose kystique pré-diabétiques, DAFK : patients avec le diabéte secondaire ou associé a la
fibrose kystique, MG : masse grasse, MNG : masse non grasse, # moyenne + écart-type et test
statistique ANOVA a un facteur (p<0.05), * médiane + écart interquartile et test statistique

Krukal-Wallis avec post-hoc Wilcoxon (p<0.0083), 4] vs contrdles sains, ¥ vs NGT
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4.2 Effets des fluctuations glycémiques sur l’inflammation

Les figures 12,13 et 14 contiennent les données sur la proportion et le nombre de
lymphocytes ainsi que la proportion de neutrophiles dans le sang périphérique des participants
a I’étude. Un sujet sain et une personne atteinte de la FK IGT n’avaient pas de valeur puisque
I’appareil mesurant les proportions de cellules immunitaires était défectueux lors de leur
visite. De plus, un patient IGT a été exclu de toutes les analyses plus approfondies puisqu’il
prenait de I’insuline. Cette hormone, anabolique et possédant des propriétés anti-
inflammatoires (64, 262), est prise généralement pour la gestion du diabéte (2). Par contre, cet
individu la prenait uniquement pour gagner du poids, donc, il a été exclu. Ainsi, les valeurs de
la proportion et du nombre de lymphocytes étaient disponibles pour 23 sujets sains, 10 patients

NGT, 8 patients IGT et 16 patients avec le DAFK.

D’une part, les sujets sains avaient une plus grande proportion de lymphocytes et une
proportion moindre de neutrophiles dans leur sang périphérique comparativement aux patients
atteints de la FK (p<0.006) (Figures 12 et 14) méme si, en valeurs absolues, le nombre de ces
cellules étaient semblables dans les quatre groupes (Figure 13). D’autre part, les proportions
de lymphocytes étaient associées aux indices de fluctuations glycémiques (temps en
hyperglycémie, MAGE, SD, CV, J) avec des coefficients de corrélations (r) variant de -0.30 et
-0.43 (p<0.029) (Figure 15 et Tableau XI). Ces associations n’étaient pas observées lorsque
nous utilisons le nombre de lymphocytes au lieu de la proportion de ces cellules immunitaires

(résultats non montrés).
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Figure 12 : Proportions de lymphocytes dans le sang périphérique des sujets sains et des
patients atteints de la fibrose kystique de différents groupes de tolérance au glucose (n=57)
(moyenne + écart-type, NGT : patients atteints de la fibrose kystique non-diabétiques, IGT :
patients atteints de la fibrose kystique pré-diabétiques, DAFK : patients avec le diabéte

secondaire ou associé a la fibrose kystique)
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Figure 13 : Nombre de lymphocytes dans le sang périphérique des sujets sains et des patients
atteints de la fibrose kystique de différents groupes de tolérance au glucose (n=57) (médiane +
¢cart interquartile, NGT : patients atteints de la fibrose kystique non-diabétiques, IGT :
patients atteints de la fibrose kystique pré-diabétiques, DAFK : patients avec le diabéte

secondaire ou associé a la fibrose kystique)
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Figure 14 : Nombre de neutrophiles dans le sang périphérique des sujets sains et des patients
atteints de la fibrose kystique de différents groupes de tolérance au glucose (n=57) (médiane +
¢cart interquartile, NGT : patients atteints de la fibrose kystique non-diabétiques, IGT :
patients atteints de la fibrose kystique pré-diabétiques, DAFK : patients avec le diabéte

secondaire ou associé a la fibrose kystique)
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Figure 15: Corrélation de Spearman entre la proportion de lymphocytes dans le sang
périphérique et le MAGE pour les sujets sains (points rouges) et les patients atteints de la

fibrose kystique (points noirs) (n=57) (MAGE : Mean Amplitude of Glycemic Excursions).
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Tableau XI : Corrélations de Spearman entre la proportion de lymphocytes dans le sang
périphérique et les indices de fluctuations glycémiques pour les sujets sains et les patients

atteints de la fibrose kystique (n=57)

Variables % Lymphocytes

r |y
Glycémie moyenne (mmol/L) -0.17 0.208
Hyperglycémie (% temps/jour) -0.43 0.001
SD (mmol/L) -0.34 0.009
CV (%) -0.37 0.005
J ((mmol/L)?) -0.30 0.029

SD : standard deviation, CV : coefficient de variation
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Les données de cytométrie en flux n’étaient pas disponibles pour tous les participants
puisqu’il y a eu des problémes techniques comme des bris de I’appareil de cytométrie en flux.
De plus, des expériences ont permis de constater que la séparation des populations FoxP3" et
FoxP3" pour une méme personne avec des échantillons de cellules incubées dans différentes
conditions variait énormément et, ceci, pour tous les participants de I’étude. Par exemple, pour
un échantillon de lymphocytes non stimulés incubés 24 heures dans un milieu contenant 5 mM
de glucose, on pouvait bien distinguer entre les lymphocytes CD25%*¢ FoxP3™ et FoxP3" alors
que c’était impossible pour 1’échantillon de lymphocytes stimulés par le PMA et le PHA dans
les mémes conditions. Il était également possible de ne pas distinguer entre les populations
CD25" FoxP3™ et FoxP3". Ceci peut étre causé, en partie, par I’utilisation de différents clones
de Dl’anticorps de FoxP3 couplé a un fluorochrome. Des expériences en laboratoire ont
confirmé que, dépendamment du clone utilisé, la séparation des populations FoxP3™ et FoxP3"
¢tait différente. En conséquence, les données de certaines personnes n’ont pas été utilisées et
le nombre d’échantillons inclus dans 1’analyse variait par groupe et par condition d’incubation

(Tableau XII).
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Tableau XII : Nombre de participants avec des données de cytométrie en flux utilisées pour

les analyses statistiques

Conditions % Th17 produisant % Ty, produisant % Ty, produisant
IL-17A IL-17A IL-10
G St Du SS N I D SS N I D SS N 1

5 mM S 24 heures 10 5 4 7 10 5 4 7 6 5 3
5 mM NS 24 heures 4 7 4 10 14 7 4 10 8 6 3
25 mM S 24 heures 6 5 4 8 6 5 4 8 2 5 3
25 mM NS 24 heures 4 8 3 9 14 8 3 8 8 7 2
5 mM S 48 heures 6 3 1 6 6 3 1 6 4 3 1
5 mM NS 48 heures 4 7 4 7 4 7 4 6 7 6 4
25 mM S 48 heures 6 5 1 6 6 4 1 5 3 4 1
25 mM NS 48 heures 13 8 4 7 13 8 4 6 7 7 4

LN L L O O 9 o0

G : concentration de glucose dans le milieu de culture, St: stimulation, Du: durée de
I’incubation, S : cellules stimulées, NS : cellules non stimulées, SS : sujets sains, N : patients
atteints de la fibrose kystique non-diabétiques, I : patients atteints de la fibrose kystique pré-
diabétiques, D : patients atteints de la fibrose kystique avec le diabéte secondaire ou associé a

la fibrose kystique
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Les tableaux XIII et XIV montrent les résultats des mode¢les linéaires mixtes effectués
pour évaluer I’effet des fluctuations glycémiques sur les proportions de Th17 produisant de

I’IL-17A.

Le tableau XIII est le premier modele pour déterminer lesquels des facteurs
d’incubation (la stimulation des cellules par le PHA et le PMA, la durée d’incubation de 24 ou
48 heures ou la concentration de glucose de 5 ou 25 mM dans le milieu de culture) ou des
groupes (sujets sains, NGT, IGT, DAFK) influengaient la proportion de Th17 produisant de
I’IL-17A. Dans ce premier mod¢le, la stimulation par le PMA et le PHA (p<0.001) et la durée
d’incubation (p=0.038) modulaient I’inflammation. Donc, nous avons contrdlé ces facteurs

ainsi que le sexe dans le deuxiéme modele linéaire mixte.

Dans le deuxieme modele (Tableau XIV), congu pour évaluer si les fluctuations
glycémiques ont un impact sur la proportion de Th17 produisant de I’IL-17A, aucun indice de
variabilité glycémiques (temps en hyperglycémie, MAGE, SD, J ou CV) n’avait un impact sur
la proportion de ces derni¢res. Par contre, la stimulation par le PMA et PHA des Thl7
(médiane + écart interquartile, lymphocytes stimulés par le PMA et PHA 0.308 = 0.503 vs
ceux non stimulés 0.143 + 0.230, p<0.001) ainsi que I’incubation pour 24 heures au lieu de 48
heures (médiane + écart interquartile, lymphocytes incubés 24 heures 0.210 = 0.324 vs ceux
incubés 48 heures 0.153 = 0.265, p=0.038) augmentaient la proportion de ces cellules T-aux

produisant de I'IL-17A.
Un exemple des données de cytométrie en flux pour les lymphocytes stimulés par le

PMA et le PHA et non stimulés et incubés 24 ou 48 heures dans un milieu contenant 5 mM de

glucose chez un sujet sain et chez un patient atteint de la FK est présenté a la Figure 16.
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Tableau XIII: Modéle linéaire mixte pour déterminer les facteurs d’incubation ou de groupes

affectant la proportion de Th17 produisant de ’'IL-17A* (n=216)

Variables x> Wald p

Modele 1
Groupe 3.67 0.299
Concentration 0.112 0.738
Stimulation 13.3 <0.001
Durée 4.31 0.038
Groupe*Concentration 0.488 0.922
Groupe*Stimulation 3.55 0.314
Groupe*Durée 0.956 0.812
Concentration* Stimulation 0.406 0.524
Concentration*Durée 0.045 0.832
Stimulation*Durée 0.725 0.395
Groupe*Concentration* Stimulation 0.530 0.912
Groupe*Concentration*Durée 1.989 0.575
Groupe*Stimulation*Durée 1.659 0.646
Concentration*Stimulation*Durée 0.412 0.521
Groupe*Concentration*Stimulation*Durée 1.014 0.798

* Racine carrée de la proportion de Th17 produisant de I’IL-17A utilisée pour ce modele;

Groupes : sujets sains, patients atteints de la FK NGT, patients atteints de la FK IGT et
patients atteints de la FK DAFK; Concentration : lymphocytes incubés dans un milieu
contenant 5 ou 25 mM de glucose; Stimulation : lymphocytes stimulés par le PHA et le PMA

ou non stimulés; Duration : lymphocytes incubés 24 ou 48 heures
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Tableau XIV: Modéles linéaire mixte pour déterminer ’effet des variations glycémiques sur la proportion de Th17 produisant de

I'IL-17A* (n=216)

Hyperglycémie MAGE SD J cv
Variables X2 Wald p X2 Wald p X2 Wald p X2 Wald p X2 Wald p
Modg¢les 2
Stimulation 25.1  <0.001 25.1  <0.001 25.1 <0.001 252 <0.001 25.0 <0.001
Durée 5.41 0.020 5.36  0.021 5.36  0.021 5.34 0.021 5.31 0.021
Sexe 1.29 0.708 1.32  0.725 1.33  0.722 1.22 0.749 1.43 0.698
Hyperglycémie (% temps) 0233 0.630 - - - - - - - -
- - 0.0723 0.788 - - - - - -

MAGE (mmol/L)
SD (mmol/L)

J ((mmol/L)%)
CV (%)

0.081 0.775 - - : :
- - 0.002  0.964 - -
- 0.205 0.651

* Racine carrée de la proportion de Th17 produisant de I’'IL-17A utilisée pour ce modele; Stimulation : lymphocytes stimulés par le

PHA et le PMA ou non stimulés; Duration : lymphocytes incubés 24 ou 48 heures; MAGE : Mean Amplitude of Glycemic

Excursions ; SD : standard deviation; CV : coefficient de variation
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Figure 16: Exemple de donnees de cytometrie en flux de la proportion de Th17 produisant de I'TL-17A stimulés par le PMA et le PHA

et non stimulés incubés 24 heures ou 48 heures dans un milieu avec 5 mM de glucose chez un sujet sain et chez un patient atteint de la

fibrose kystique (FK).
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Les mémes modeles linéaires mixtes ont été employés pour déterminer quels facteurs
d’incubation ou de groupes et quels indices de fluctuations glycémiques affectaient la

proportion de Ty, produisant de I'IL-17A.

Le tableau XV indique que la stimulation par le PMA et le PHA des lymphocytes
affectait la proportion de Ty, produisant de 'IL-17A (p=0.014) et qu’il existait des différences
de proportions entres les quatre groupes (p=0.028). Il existait méme une interaction entre la
stimulation des cellules et les groupes, c’est-a-dire que la stimulation par le PMA et le PHA
affectait différemment la proportion de Ty, produisant de I’IL-17A dans les différents groupes
(p=0.031). Dans le modéle du tableau XVI, ces deux facteurs ainsi que leur interaction
modulaient la proportion de Ty produisant de I'IL-17A (p<0.020) alors que les indices de
fluctuations glycémiques n’affectaient pas la proportion de ces cellules produisant cette
cytokine (p>0.05). Pour cette raison, I’exemple de données de cytométrie en flux présenté a la
Figure 17 montre les données de lymphocytes incubés dans un milieu contenant 5 mM de
glucose stimulés par le PMA et le PHA et non stimulées chez des participants dans les quatre
groupes. En regardant plus spécifiquement 1’interaction entre les facteurs stimulation et groupe
et on a remarqué que les proportions de lymphocytes stimulés par le PMA et PHA des sujets
sains étaient plus élevées que celles des lymphocytes non stimulés des individus en santé et
des patients atteints de la FK (p<0.001) (Figure 18). Cinq valeurs entre 12.8 et 18.8% (quatre
pour les lymphocytes des sujets sains stimulés et une pour les lymphocytes stimulés d’un
patient DAFK)) n’ont pas ét¢ inclus dans la figure 17 afin d’étre capable de clairement voir les
proportions entre 0 et 6%. Les valeurs non incluses dans la figure 18 ont été tout de méme

utilisées pour les analyses statistiques.
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Tableau XV: Mod¢le linéaire mixte pour déterminer les facteurs d’incubation et de groupes

affectant la proportion de Ty produisant de I'IL-17A* (n=211)

Variables x> Wald p

Modele 1
Groupe 9.086 0.028
Concentration 0.489 0.484
Stimulation 5.96 0.014
Durée 1.01 0.313
Groupe*Concentration 0.896 0.826
Groupe*Stimulation 8.86 0.031
Groupe*Durée 0.396 0.941
Concentraton*Stimulation 0.594 0.441
Concentration*Durée 0.196 0.658
Stimulation*Durée 4x10™ 0.985
Groupe*Concentration*Stimulation 0.699 0.874
Groupe*Concentration*Durée 0.863 0.834
Groupe*Stimulation*Durée 1.08 0.782
Concentration* Stimulation*Durée 0.331 0.565
Groupe*Concentration* Stimulation*Durée 0214 0.975

* Racine carrée de la proportion de Ty produisant de I’IL-17A utilisée pour ce modele;

Groupes : sujets sains, patients atteints de la FK NGT, patients atteints de la FK IGT et
patients atteints de la FK DAFK; Concentration : lymphocytes incubés dans un milieu
contenant 5 ou 25 mM de glucose; Stimulation : lymphocytes stimulés par le PHA et le PMA

ou non stimulés; Duration : lymphocytes incubés 24 ou 48 heures
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Tableau XVI: Mode¢les linéaire mixte pour déterminer 1’effet des variations glycémiques sur la proportion de Ty, produisant de

IIL-17A* (n=211)

Hyperglycémie MAGE SD J cr
Variables ¥’ Wald p x> Wald p x> Wald p x> Wald p x> Wald  p
Modeles 2

Stimulation 10.6  0.001 10.8  0.001 10.9 <0.001 10.9  <0.001 10.7  0.001

Groupe 10.4  0.016 9.66  0.021 11.2  0.011 11.9  0.008 9.80  0.020

Stimulation*Groupe 10.8  0.013 10.6  0.014 10.5  0.015 10.9  0.012 10.4  0.016

Sexe 2.00  0.571 2.09 0.553 0.58 0.0.581 245  0.484 - 0.622

Hyperglycémie (% temps) 0.998  0.318 - - - _ - - - -

MAGE (mmol/L) - - 1.64  0.200 - - - - - -

SD (mmol/L) - - - - 336 0.067 - - - -

J ((mmol/L)?) - - - - - - 336 0.067 - -

CV (%) - - - - - - - 1.95  0.163

*Racine carrée de la proportion de Ty, produisant de I’IL-17A utilisée pour ce modele; Groupes : sujets sains, patients atteints de la

FK NGT, patients atteints de la FK IGT et patients atteints de la FK DAFK; Stimulation : lymphocytes stimulés par le PHA et le

PMA ou non stimulés; MAGE : Mean Amplitude of Glycemic Excursions ; SD : standard deviation; CV : coefficient de variation
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Figure 17: Exemple de données de cytométrie en flux de la proportion de T, produisant de I'IL-17A stimulés et non stimulés par le

PMA et le PHA et incubés 24 heures dans un milieu avec 5 mM de glucose chez un sujet sain et chez des patients atteints de la fibrose

kystique non-diabétique (NGT), pré-diabétique (IGT) et diabétique (DAFK).
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Figure 18: Proportions de T, stimulés par le PMA et le PHA et non stimulés produisant de
I’IL-17A chez des sujets sains (n stimulés par le PMA et le PHA=28, n non stimulés=55) et
chez des patients atteints de la fibrose kystique non-diabétiques (NGT; n stimulés par le PMA
et le PHA=17, n non stimulés=30), pré-diabétiques (IGT; n stimulés par le PMA et le
PHA=10, n non stimulés=15) et diabétiques (DAFK; n stimulés par le PMA et le PHA=26, n
non stimulés=30) (médiane * écart interquartile,) (log % Ty produisant de I’'IL-17A utilisé

pour les analyses).
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Finalement, les derniers modéles mixtes ont été réalisés pour déterminer quels facteurs
affecteraient la proportion de Ty produisant de I’IL-10. Les tableaux XVII et XVIII indiquent
que la stimulation des cellules par le PMA et le PHA, les concentrations de 5 ou 25 mM de
glucose dans le milieu d’incubation, la durée d’incubation de 24 ou 48 heures, les groupes de
tolérance au glucose, le sexe et les fluctuations glycémiques n’affectaient pas la proportion de
Tree produisant de I'IL-10 (p>0.05). Ainsi, ’exemple de données de cytométrie en flux
démontre seulement les données de lymphocytes non stimulés et incubés 24 heures dans un

milieu contenant 5 mM du glucose d’un sujet sain et d’un patient atteint de la FK (Figure 19).
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Tableau XVII: Mode¢le linéaire mixte pour déterminer les facteurs d’incubation et de groupes

affectant la proportion de Ty, produisant de I’'IL-10* (n=158)

Variables x> Wald p

Modele 1
Groupe 6.42 0.093
Concentration 0.033 0.855
Stimulation 2.22 0.136
Durée 0.325 0.569
Groupe*Concentration 0.351 0.950
Groupe*Stimulation 0.904 0.825
Groupe*Durée 3.40 0.335
Concentraton*Stimulation 0.938 0.332
Concentration*Durée 0.232 0.630
Stimulation*Durée 0.124 0.725
Groupe*Concentration*Stimulation 4.65 0.200
Groupe*Concentration*Durée 0.602 0.896
Groupe*Stimulation*Durée 0.832 0.842
Concentration*Stimulation*Durée 0.974 0.324
Groupe*Concentration*Stimulation*Durée 1.57 0.666

*Racine carrée de la proportion de Ty, produisant de I’IL-10 utilisée pour ce modele;

Groupes : sujets sains, patients atteints de la FK NGT, patients atteints de la FK IGT et
patients atteints de la FK DAFK; Concentration : lymphocytes incubés dans un milieu
contenant 5 ou 25 mM de glucose; Stimulation : lymphocytes stimulés par le PHA et le PMA

ou non stimulés; Duration : lymphocytes incubés 24 ou 48 heures
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Tableau XVIII: Modéles linéaire mixte pour déterminer 1’effet des variations glycémiques sur la proportion de T, produisant de

PPIL-10 (n=158)*

Hyperglycémie MAGE SD J 4
Variables X2 Wald p > Wald X2 Wald p X2 Wald p X2 Wald P
X p

Modgéles 2

Sexe 1.80  0.616 1.98 0.576 222 0.523 1.86  0.601 2.50 0.474

Hyperglycémie (% temps) 0-212 0.645 - - - - - - - -

MAGE (mmol/L) - - 0.353 0.552 - - - - - -

SD (mmol/L) - - - - 0.642  0.423 - - - -

- . 0.572 - -
J (mmol/L)?) - - - - ] 0.320 7
CV (%) - - - - - - - 0.879  0.348
0

* Racine carrée de la proportion de Ty produisant de I’'IL-10 utilisée pour ce modele; MAGE : Mean Amplitude of Glycemic

Excursions ; SD : standard deviation; CV : coefficient de variation
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Figure 19 : Exemple de données de cytométrie en flux de la proportion de T, produisant de I'IL-10 de lymphocytes non
stimulés par le PMA et le PHA incubés 24 heures dans un milieu avec 5 mM de glucose chez un sujet sain et chez un patient

atteint de la fibrose kystique.
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4.3 Effets des facteurs confondants sur la variabilité glycémique

Des régressions linéaires ont été réalisées afin de vérifier I’effet de I’alimentation, de la

dépenser énergétique et de la composition corporelle sur les fluctuations glycémiques.

D’abord, I’effet de I’énergie provenant des glucides, lipides et protéines sur le MAGE,
le SD et le CV a été vérifié. Un modéle de régression linéaire a été réalisé pour chaque indice
de fluctuations glycémiques et a démontré que la proportion d’énergie provenant des glucides
affectait, de facon statistiquement significative, ces indices (p<0.03). Il est important de noter
que les coefficients de régression (r*) des trois modéles variaient entre 0.046 et 0.069 (Tableau

XIX).

Par la suite, nous avons observé que la DET et le nombre de pas ne modulaient pas les
fluctuations glycémiques (p>0.05) (Tableau XX). Les coefficients de régressions () de ces
modeles variaient entre 0.109 et 0.164. Les résultats étaient semblables pour 1’effet de la
composition corporelle sur les fluctuations glycémiques. Les pourcentages de MG et de MNG
n’influencaient pas le MAGE, le SD et le CV (p>0.05) (Tableau XXI). Ce dernier mode¢le

avait des coefficients de régression allant de -0.023 4 0.002.
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Tableau XIX : Modéles de régression linéaire pour déterminer les macronutriments affectant
les fluctuations glycémiques pour les sujets sains et les patients atteints de la fibrose kystique

(n=59)

Variables Variables

1* ajusté Coefficient t p
dépendantes indépendantes
MAGE 0.046
(mmol/L)*  Ordonnée a I’origine -4.47 -1.56 0.124
Energie (kcal/jour) 1.19x10° 1.10 0.278
% glucides 0.054 2.23 0.030
% lipides 0.033 1.20 0.236
% protéines’ 0.331 0.331 0.274
SD* 0.060
(mmol/L) Ordonnée a D’origine -5.29 -2.12 0.039
Energie (kcal/jour) 1.15x10™ 1.21 0231
% glucides 5.15x107 2.45 0.017
% lipides 3.44x107 145 0.153
% protéines’ 3.57x10™ 1.37 0.177
CV* (%) 0.069
Ordonnée a I’origine -1.58 0.837 0.406
Energie (kcal/jour) 5.72x107 0.802 0.426
% glucides 4.33x107 274 0.008
% lipides 3.42x10° 191 0.061
% protéines® 2.86x10™" 1.45 0.152

% log de la valeur utilisé pour la régression linéaire, °

: racine carrée de la valeur utilisée pour
la régression linéaire; MAGE : Mean Amplitude of Glycemic Excursions ; SD : standard

deviation; CV : coefficient de variation; % :énergie provenant des
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Tableau XX : Mod¢les de régression linéaire pour déterminer les composantes de la dépense
énergétique affectant les fluctuations glycémiques pour les sujets sains et les patients atteints

de la fibrose kystique (n=59)

Variable Variables r’ajusté  Coefficient t p

dépendante indépendantes

MAGE’ 0.116

(mmol/L) Ordonnée a I’origine 6.66 1.71 0.094
DET® (kcal/jour) -7.07x10™ -1.35 0.184
Nombre de pas 3.09x10-> -1.07 0.291

SD* 0.109

(mmol/L) Ordonnée a 1’origine 4.60 1.33 0.188
DET® (kcal/jour) -5.42x10™ -1.17 0.247
Nombre de pas -3.02x107 -1.18 0.242

CV* (%) 0.164
Ordonnée a I’origine 7.33 2.90 0.005
DET® (kcal/jour) -5.32x10™ 1.57 0.123
Nombre de pas -2.41x107 1.28 0.205

*: log de la valeur utilisé pour la régression linéaire; MAGE : Mean Amplitude of Glycemic
Excursions ; SD : standard deviation; CV : coefficient de variation; DET : dépense

énergétique totale
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Tableau XXI: Modéles de régression linéaire pour déterminer les composantes de la
composition corporelle affectant les fluctuations glycémiques pour les sujets sains et les

patients atteints de la fibrose kystique (n=59)

Variables Variables 2 ajusté Cocfficient ‘ P
dépendantes indépendantes

MAGE* -0.023

(mmol/L)  Ordonnée a I’origine -16.1 -0.789 0.433
% MG 0.172 0.830 0.410
% MNG 0.178 0.830 0.410

SD* -0.011

(mmol/L)  Ordonnée a I’origine -20.9 -1.17 0.247
% MG 0.210 1.17 0.247
% MNG 0.220 1.18 0.245

CV* (%)
Ordonnée a I’origine 0.002 -16.8 -1.25 0.218
% MG 0.201 1.48 0.148
% MNG 0.206 1.46 0.149

*: log de la valeur utilisé pour la régression linéaire; MAGE : Mean Amplitude of Glycemic
Excursions ; SD : standard deviation; CV : coefficient de variation; % MG : pourcentage de

masse grasse; % MNG : pourcentage de masse non grasse
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4.4 Association entre les marqueurs inflammatoires et la fonction pulmonaire

Enfin, I’association entre les fonctions pulmonaires et I’inflammation a été examinée.
Il est important de noter que les valeurs de VEMS n’étaient pas disponibles pour tous les
patients durant I’année de leur participation a ’étude. Les proportions de Th17 et de Trg
produisant de I’IL-17A ainsi que la proportion de Ty, produisant de I’'IL-10 des lymphocytes
non stimulés et incubés 24 heures avec 5 mM de glucose n’étaient pas négativement associées
au VEMS des patients atteints de la FK (p>0.05) (Figure 20-22) . Cette condition d’incubation
a ¢été choisie puisqu’il n’y pas de stimulus comme la stimulation ou I’hyperglycémie pour
provoquer la sécrétion de cytokines et puisqu’elle représente le mieux ce qui est retrouvé dans
le sang périphérique des patients. Par contre, des corrélations avec le VEMS ont également été
effectuées pour les proportions de lymphocytes stimulés par le PHA et le PMA et incubés dans
un milieu contenant 5 mM de glucose et ceux incubés dans un milieu contenant 25 mM de
glucose pour 24 heures et il n’y avait pas d’association (résultats non montrés). Il est important
de noter qu’il manque une valeur de 3.6% sur la Figure 22. Cette valeur a été comprise dans
I’analyse statistique, mais enlevée du graphique pour conserver les mémes axes que les

Figures 20 et 21.
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Figure 20 : Association la entre proportion de lymphocytes Th17 non stimulés produisant de
I’IL-17A, incubés 24 heures avec 5 mM de glucose et la fonction pulmonaire chez des patients

atteints de la fibrose kystique (n=20)
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Figure 21: Association entre la proportion de lymphocytes Ty, non stimulés produisant de
I’IL-17A, incubés 24 heures avec 5 mM de glucose et la fonction pulmonaire des patients

atteints de la fibrose kystique (n=20)

102



150- =025
p=0.35
100+
2 1
N
® 50-{ °
[ X ]
c | |
0.0 0.5 1.0

%Treg produisant I'lL-10

Figure 22 : Association entre la proportion de lymphocytes Ty, non stimulés produisant de
I’IL-10, incubés 24 heures avec 5 mM de glucose et les fonctions pulmonaires des patients

atteints de la fibrose kystique (n=16)
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5. Discussion

Les objectifs de cette thése étaient d’examiner les effets des fluctuations glycémiques
sur les proportions de lymphocytes Th17 et Ty, produisant la cytokine pro-inflammatoire IL-
17A, de comparer les proportions de Thl7 et T., produisant de I'IL-17A, de vérifier
I’association entre les fonctions pulmonaires et la proportion de ces cellules produisant cette
cytokine et, finalement, d’évaluer I’impact de 1’alimentation, de 1’activité physique et de la

composition corporelle sur ces relations.

Les résultats de cette thése démontrent que les patients atteints de la FK, et surtout
ceux IGT et avec le DAFK, avaient de I’hyperglycémie et des fluctuations glycémiques plus
importantes que les sujets sains. De plus, contrairement a notre hypothése, les patients atteints
de la FK n’avaient pas une proportion plus élevée de lymphocytes Th17 et de Ty, produisant
de I'IL-17A comparativement aux sujets sains. De plus, les fluctuations glycémiques
n’affectaient pas les proportions de cellules Th17 et de T, produisant cette cytokine en

culture dans différentes conditions.

Par ailleurs, les proportions de lymphocytes Th17 et Ty, produisant de I’'IL-17A mis en
culture n’étaient pas négativement associées aux fonctions pulmonaires des patients atteints de
la FK. Finalement, la DET, le nombre de pas, les pourcentages de MNG et de MG, les
proportions d’énergie provenant des protéines et des lipides ne modulaient pas la variabilité
glycémique, alors que la proportion d’énergie provenant des glucides ingérés influencait les

indices de fluctuations glycémiques.

5.1 Participants

Nous avons recruté un groupe de sujets sains ainsi que trois groupes de patients atteints



de la FK dans différentes catégories de tolérance au glucose sans épisode de surinfection et qui
ne prenaient pas des médicaments pouvant affecter significativement le métabolisme des
glucides (autre qu’un traitement antidiabétique pour les patients avec le DAFK). D’ailleurs, les
moyennes d’IMC des trois groupes de patients atteints de la FK étaient des valeurs santé entre
21 et 23.2 kg/m” (131). Aussi, ces trois mémes groupes avaient des fonctions pulmonaires
semblables, avec des moyennes de groupe entre 62 et 69%, celles-ci se trouvent pres du
pourcentage médian des patients canadiens de 65.5% (46). Nous avons donc étudié¢ des
patients comparables a la moyenne des patients atteints de la FK, mais beaucoup moins
malades que ceux éligibles a une greffe pulmonaire (VEMS inférieur a 30%) (263). Ainsi,
nous avons pu comparer les fluctuations glycémiques et les proportions de lymphocytes Th17
et Tre produisant de I'IL-17A ainsi que celles des lymphocytes Ty, produisant de I’'IL-10
entre les sujets sains et les trois groupes de patients atteints de la FK cliniquement stables sans
corriger les résultats a cause d’une condition contribuant a 1’inflammation comme Ia
malnutrition (126). La malnutrition peut altérer I’état inflammatoire en diminuant, entre autre,
la quantité de lymphocytes T CD4" et, aussi, la production de cytokines telles que I’TL-2 et
I’IFN-y chez des humains (264).

5.2 Fluctuations glycémiques, activité physique et composition corporelle

Selon nos connaissances, cette étude est la premiere a quantifier les fluctuations
glycémiques des patients atteints de la FK a 1’aide d’indices largement utilisés tels que le
MAGE, le SD, le CV et le J et a comparer les fluctuations glycémiques des patients atteints de
la FK de différents groupes de tolérance au glucose a celles des sujets sains. Bien que ces
indices soient calculés de facons différentes, les résultats obtenus restaient semblables
(Tableau V) et indiquaient que les patients atteints de la FK, et plus particuliérement ceux avec
le DAFK, avaient plus de fluctuations glycémiques que les sujets sains. Par ailleurs, les
patients NGT ont, eux aussi, plus de fluctuations glycémiques avec les indices MAGE et CV
et elles étaient plutot reliées a 1’hypoglycémie alors que les patients DAFK avaient des

fluctuations glycémiques davantage associées a 1I’hyperglycémie.
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Parallélement, tous les patients atteints de la FK passaient plus de temps en
hyperglycémie que les sujets en santé. Ces résultats sont similaires & ceux obtenus dans le
laboratoire ou les patients atteints de la FK IGT et avec le DAFK avaient de 1’hyperglycémie a
la suite d’une HGPO (9). De plus, les patients atteints de la FK IGT et DAFK avaient une
glycémie moyenne plus élevée que les sujets sains, alors que les patients NGT avaient une
glycémie moyenne semblable aux individus en santé. Ceci suggére donc que les patients
atteints de la FK NGT, bien que présentant plus de fluctuations glycémiques, maintiennent
leurs glycémies moyennes dans les valeurs physiologiques d’une fagon comparable aux
individus en santé. L’explication se trouverait du coté d’une sécrétion d’insuline plus
importante qui permettrait de corriger la majorité des fluctuations glycémiques. Pour
confirmer cette hypothése, il aurait fallu mesurer les niveaux d’insuline en parall¢le avec la
mesure de la glycémie interstitielle avec le CGMS, mais, malheureusement, cette technologie
n’existe pas présentement. Si un appareil mesurant I’insuline simultanément avec la glycémie
interstitielle a toutes les cing minutes existait, on pourrait vérifier si les patients NGT auraient
des niveaux d’insuline plus élevés lors des fluctuations glycémiques comparativement aux

patients IGT et DAFK.

Cette hypothese est plausible méme si lors d’une HGPO, les patients NGT ne sécrétent
pas plus d’insuline que les autres patients atteints de la FK (9). Les fluctuations glycémiques
mesurées avec un CGMS se produisaient a la suite de la prise de repas ou de collations mixtes
(composés de lipides, de protéines et de glucides) alors qu’'une HGPO mesure la sécrétion
d’insuline aprés la prise d’un jus contenant uniquement du glucose (265). De plus, une étude
par Olivier et al. a démontré que la régulation de la glycémie était anormale chez le jeune furet
avec une mutation du géne CFTR. Cette étude montrait qu’il y avait trop d’insuline sécrétée en
situation hypoglycémique et pas assez dans I’hyperglycémie (100). Ceci expliquerait la raison
pour laquelle les patients atteints de la FK NGT auraient plus de fluctuations glycémiques,
mais une glycémie similaire a celle a des sujets sains. Les aspects qualitatifs de la sécrétion de
I’insuline chez les patients atteints de la FK pourraient aussi expliquer les fluctuations

glycémiques postprandiales. En effet, les patients atteints de la FK présentent un défaut de la
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sécrétion précoce de I’insuline, un élément important pour limiter les excursions glycémiques
(9). Les patients atteints de la FK IGT commenceraient a perdre cette capacité de préserver
leur glycémie moyenne a des valeurs semblables aux sujets sains puisque leur glycémie
moyenne était plus élevée méme si leurs fluctuations glycémiques ressemblaient a celles des
sujets NGT. Chez les patients IGT, la combinaison d’anomalies qualitatives (cf. ci-dessus) et
quantitatives (insulinémies moyennes plus basses) de la sécrétion de 1’insuline observées lors
du test de 'HGPO (9) explique probablement les fluctuations glycémiques et les glycémies
moyennes augmentées. Chez les patients avec le DAFK, la majoration de ces anomalies
qualitatives et quantitatives se traduit par une glycémie moyenne plus élevée et une

amplification des fluctuations glycémiques.

Sachant que des études ont démontré que les patients atteints de la FK ont une dépense
énergétique plus importante que les individus en santé, ceci étant probablement reli¢ a un
effort plus important pour respirer (126), nous avons comparé la DET des patients atteints de
la FK et des individus en santé. Les résultats indiquent que les patients atteints de la FK
avaient une DET moins élevée comparativement aux sujets sains. Cette différence entre les
¢tudes déja publiées et celle-ci peut étre attribuée au fait que nous avons inclus, dans 1’étude,
des patients qui n’étaient pas en état de malnutrition (avec des IMC normaux (131)), une
condition associée a des fonctions respiratoires diminuées (124-126), qui étaient cliniquement
stables et qui marchaient moins. Si des patients en surinfection, une condition augmentant la
DET (126), ou ceux qui marchaient un nombre de pas semblable aux sujets sains étaient
inclus, ceci aurait possiblement permis d’observer que les patients atteints de la FK ont une

DET plus élevée que les individus en santé.

Sur le plan de la composition corporelle, malgré que la MNG et la MG étaient
semblables entre les hommes et les femmes des quatre groupes lorsqu’elles étaient exprimées
en pourcentage, la quantité (en kg) de MG des femmes NGT était plus importante que celles
des autres groupes et les MNG des hommes NGT et DAFK étaient différentes de celle des

sujets sains. Ceci est di au fait que les femmes NGT pesaient plus, mais qu’elles avaient, tout
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de méme, un pourcentage de MG semblable aux femmes dans les autres groupes. Quant aux
hommes NGT et DAFK, ce phénomene est inversé. Les hommes de ces groupes pesaient
moins, mais avaient, malgré tout, un pourcentage de MNG semblable aux sujets sains. Les
patients atteints de la FK n’étaient pas en état de malnutrition puisque leur composition
corporelle n’était pas altérée comparativement aux sujets sains. Leur IMC et leurs

pourcentages de MG et de MNG étaient semblables a ceux des individus en santé (131, 266).

Tant pour les données obtenues avec I’accéléromeétre que pour celles de la composition
corporelle, il existe des risques de biais reliés aux criteres d’inclusion et a la taille de
I’échantillon. Les critéres d’inclusions nous ne permettaient pas inclure des patients plus
fragiles comme ceux en épisode de surinfection. De plus, le recrutement pour I’étude a été
difficile, donc, il n’y avait pas plus que 16 patients par groupe de patients atteints de la FK.
Ces données devront alors étres confirmées avec des groupes de patients plus importants et

plus diversifiés.

En résumé, les patients atteints de la FK avaient plus de fluctuations glycémiques et
d’hyperglycémie que les sujets sains malgré que les patients NGT avaient une glycémie
moyenne semblables aux individus en santé. Tout cela est probablement dii a une altération
progressive de la sécrétion d’insuline, qui est modeste chez les patients NGT et marquée chez
les patients présentant un DAFK. De plus, contrairement a ce que 1’on retrouve dans la
littérature, les patients atteints de la FK avaient une DET moins grande que les sujets sains,
probablement parce qu’ils marchaient moins de pas par jour. Finalement, les patients atteints
de la FK et les sujets sains avaient des pourcentages de MG et de MM semblables malgré que
le poids des femmes NGT et des hommes NGT et DAFK ¢étaient différents de ceux des autres

groupes.
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5.3 Les fluctuations glycémiques et l’'inflammation

La premiére étape de cette analyse a été de vérifier si les fluctuations glycémiques
¢taient associées a la proportion de lymphocytes dans le sang périphérique. Effectivement, les
proportions de lymphocytes des patients atteints de la FK et des sujets sains étaient
négativement associ¢es au MAGE, au SD, au J et au CV, mais pas a la glycémie moyenne.
Curieusement, ces associations n’étaient pas observées en utilisant le nombre absolu de
lymphocytes au lieu de la proportion dans le sang périphérique. Une étude a démontré que
lorsque la glycémie sanguine est supérieure a 8 mmol/L, du glucose se retrouve dans les
sécrétions nasales des patients atteints de la FK et que ceci est possiblement associé a une
susceptibilité accrue de développer des infections respiratoires (267). D’ailleurs, Lanng et al.
ont observé que les cultures positives de crachats pour [’Haemophilus influenzae et le
Streptococcus pneumoniae diminuaient a la suite de ’administration d’insuline aux patients
avec le DAFK (104). Comme mentionné précédemment, tous les patients atteints de la FK ont
davantage de fluctuations glycémiques comparativement aux individus en santé. Cette
variabilité¢ glycémique, associée a des glycémies supérieures a 8 mmol/L, affecterait la
colonisation des poumons par des bactéries et cette derniere nécessiterait une plus grande
présence de neutrophiles dans le sang périphérique des patients atteints de la FK. Ainsi, la
proportion de lymphocytes serait diminuée chez ces patients a la suite de fluctuations
glycémiques alors que la quantité relative de ces cellules resterait semblable. Pour vérifier
cette hypothése, on installerait un CGMS a des patients atteints de la FK de différentes
catégories de tolérance au glucose avant et aprés une surinfection associée a de
I’hyperglycémie (268) et on mesurerait, paralléelement, le nombre et la proportion de

lymphocytes dans le sang périphérique.

Ces observations n’ont jamais été rapportées dans la littérature et elles nous ont
motivés a approfondir nos analyses et a vérifier 1’association entre les indices de fluctuations
glycémiques et les proportions de lymphocytes importants dans la FK et le diabéte, les Th17 et
Treg produisant de I’'IL-17A.
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Nous avons donc examiné si les proportions de lymphocytes Th17 et T, produisant de
I’IL-17A étaient associées aux fluctuations glycémiques présentes chez les participants de
I’é¢tude. En méme temps, nous avons vérifié¢ si différentes conditions d’incubation comme 5
mM ou 25 mM de glucose dans le milieu de culture, I’incubation pour 24 heures au lieu de 48
heures ou la stimulation par le PMA et PHA modulaient ces proportions. En paralléle, nous
avons investigu¢ lesquels des facteurs énumérés ci-haut affectaient la proportion de
lymphocytes Tre produisant de I’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire peu étudiée dans la

FK et non étudiée dans le DAFK.

Nos analyses ont ainsi permis de conclure que la stimulation par le PMA et le PHA
augmentait la proportion de Th17 et Ty, produisant de I’IL-17A, mais qu’elle n’avait aucun
effet sur la proportion de Ty, produisant de I’'IL-10. Ces résultats sont rassurants puisque notre
objectif, en 2009, était d’augmenter la proportion de lymphocytes produisant de d’IL-17A en
utilisant des composés stimulant la production d’IL-2. Pour compléter ces résultats et stimuler
la production d’IL-10 par les Ty, dans des conditions proches de celles observées lors des
surinfections, 1’utilisation du lipopolysaccharide (LPS) serait a considérer (269). Le LPS
induit I’inflammation pulmonaire chez les patients atteints de la FK colonisé¢ par le P.
aeruginosa (270). Aussi, il stimule le récepteur TLR4, responsable de la réponse
inflammatoire systémique et de la sécrétion de cytokines comme le TNF-a et I'IL-10 (271).

Ce récepteur joue par ailleurs un réle dans I’inflammation pulmonaire dans la FK (23).

En outre, il y avait une plus grande proportion de lymphocytes Th17 produisant de
I’IL-17A dans les milieux de culture cellulaire incubés 24 heures comparativement a ceux
incubés 48 heures alors que la durée d’incubation n’affectait pas les proportions de Treg
produisant de I’IL-17A ni de Ty produisant de I’IL-10. Nous supposons qu’une moins grande
quantité de lymphocytes Th17 a survécu lorsqu’incubés pendant 48 heures au lieu de pendant
24 heures. D’ailleurs, 1’incubation de cellules 48 heures avec une concentration élevée de

glucose est connue comme étant néfaste pour la survie des cellules endothéliales (272). Nos
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résultats suggerent que c’est également le cas pour les lymphocytes Th17 produisant de 1’'IL-
17A incubés 48 heures. Les lymphocytes T d’animaux meurent généralement aprés leur
activation, mais ajouter de I’IL-2 empécherait leur apoptose in vivo et in vitro (273). L’IL-2
n’a pas été ajouté aux milieux de culture et ceci expliquerait la raison pour laquelle il y a une
proportion moins importante de lymphocytes Th17 produisant de I’'IL-17A apres 48 heures
d’incubation. Par contre, cette durée d’incubation modulait seulement les proportions des
lymphocytes Th17 et non des lymphocytes Ts produisant de I’IL-17A. 11 appert donc que la
survie de ces cellules T-aux, en particulier, serait sensible a la durée d’incubation en milieu de
culture. Une future étude pourrait tenter de comprendre les raisons pour lesquelles la
proportion de Th17 est affectée a la suite de a 48 heures d’incubation contrairement aux
lymphocytes Tre,. L’ajout d’IL-2 au milieu de culture mimerait aussi d’une meilleure fagon

des conditions physiologiques (273).

En plus de la stimulation, le facteur de groupes (sujets sains vs NGT vs. IGT vs.
DAFK) affectait également la proportion de T, produisant de I’'IL-17A et la stimulation
affectait différemment les quatre groupes puisqu’il y avait une interaction entre ces facteurs.
En examinant les différences de proportions de T, produisant de I’'IL-17A entre les groupes,
nous avons observé que la proportion de lymphocytes Ty, stimulés par le PMA et PHA
produisant de I'IL-17A chez les sujets sains était plus élevée que les proportions de
lymphocytes non stimulés des quatre groupes (sujets sains, NGT, IGT, DAFK). Ceci
indiquerait que les Ty, des sujets sains réagissaient plus vivement a la stimulation que ceux
des patients atteints de la FK. Par contre, il s’aveére que les comparaisons statistiques entre les
lymphocytes Ty, stimulés des sujets sains et ceux non-stimulés des patients atteints de la FK
ne sont pas nécessairement biologiquement pertinentes. Il est intéressant de noter que c’est la
premiére fois qu’il est démontré que des lymphocytes T, de patients atteints de la FK
produisent de I'IL-17A. Aussi, I’effet de la stimulation de lymphocytes T, de patients atteints
de la FK par le PMA et le PHA n’a jamais été rapporté dans la littérature. Ainsi, cette étude est
la premiere a rapporter les effets de la stimulation par le PMA et le PHA des lymphocytes Treg
des patients atteints de la FK.
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Il est important de souligner que I’incubation pour 24 ou 48 heures, avec 5 mM ou 25
mM de glucose dans le milieu et la stimulation par le PMA et le PHA n’affectaient pas la
proportion de Ty, produisant de I’'IL-10. Il est possible que les lymphocytes Ty, de tous les
participants n’aient pas été sensibles a ces conditions d’incubation et, que, pour cette raison,
leur production d’IL-10 était semblable. Mesurer la proportion de lymphocytes Tyes produisant
de I'IL-10 immédiatement aprés les prélévements sanguins ou, encore mieux, dans les
crachats, aurait ét¢ une meilleure approche pour comparer, entre les quatre groupes, les
proportions de lymphocytes produisant cette cytokine. La proportion de lymphocytes Treg
produisant de I’IL-10 dans les poumons est surtout intéressante a investiguer puisqu’une
¢tude, publiée en 1995, a démontré que les niveaux d’IL-10 sont inférieurs chez les patients
atteints de la FK comparativement aux sujets sains. Ces auteurs ont aussi observé que les
cellules épithéliales bronchiques des patients atteints la FK produisent moins d’IL-10
comparativement a celles des sujets sains (274). Il est possible que la production moins
importante de cette cytokine par les lymphocytes T, dans les poumons contribue a ces

niveaux inférieurs d’I1L-10.

De facon surprenante et, contrairement a notre hypothése, les proportions de
lymphocytes Th17 et Ty, produisant de I’'IL-17A et la proportion de Ty, produisant de I’'IL-10
¢taient plutot similaires entre les quatre groupes. Une étude par Bayes et al. a observé que les
patients atteints de la FK ont moins de lymphocytes Th17 spécifiques au P. aeruginosa dans
leur sang périphérique comparativement a des sujets sains (210). Ils postulent ainsi que les
Th17 se retrouvent plutot dans les poumons et, pour cette raison, la proportion de Th17 dans le
sang périphérique est moins élevée. Cette migration des lymphocytes Th17 du sang
périphérique aux poumons expliquerait également les proportions semblables de Ty, et Th17
produisant de I’'IL-17A chez les patients atteints de la FK comparativement aux sujets sains.
Dans cette situation, les lymphocytes Thl7 et T, et les cytokines qu’ils produisent se
retrouveraient dans les poumons, I’organe le plus affecté dans la FK (62). Pour vérifier cette
hypothése, il faudrait évaluer les proportions de ces lymphocytes produisant ces cytokines
dans les poumons en isolant une partie de cet organe du patient ayant eu une greffe pulmonaire

et en analysant par cytométrie en flux les proportions de lymphocytes Th17 et Ty, produisant
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de I'IL-17A. Néanmoins, elle est supportée par la proportion moins importante de
lymphocytes dans le sang périphérique des patients atteints de la FK comparativement aux
sujets sains. Toutefois, le nombre absolu de lymphocytes était semblable entre les sujets sains
et les patients atteints de la FK, donc, la plus grande proportion de neutrophiles dans le sang
périphérique (résultats non montrés) influence probablement la proportion de lymphocytes. I
est ainsi possible que les patients atteints de la FK stables et les sujets sains aient tout
simplement des proportions de Thl7 et T, produisant de I’IL-17A semblables dans les
différentes conditions d’incubations choisies pour 1’étude. Inclure des patients atteints de la
FK en surinfection comme Bayes et ses collaborateurs (210) serait intéressant pour une étude

future.

De plus, les fluctuations glycémiques ne modulaient pas la proportion de lymphocytes
Th17 et Ty, produisant d’IL-17A ni la proportion de Ty, produisant de I’IL-10 ex vivo. Les
indices de variabilité glycémique étaient calculés a partir de données obtenues in vivo. Par
contre, les lymphocytes Th17 et Ty étaient en culture pour au moins 24 heures avant d’étre
analysés par cytométrie en flux. Ces cellules n’étaient ainsi plus dans des conditions
physiologiques ou la glycémie change fréquemment en réponse a la prise alimentaire et, en
conséquence, il est possible que leur production de cytokines n’était plus la méme.
L’association des fluctuations glycémiques aux niveaux directement ex vivo d’IL-17A aurait
¢té¢ idéale. Par contre, 1’essai trés sensible d’ELISA de BD Biosciences pour mesurer les
niveaux d’IL-17A dans les liquides biologiques n’a pas détecté d’IL-17A dans la majorité de
nos échantillons de plasma (>60%) des patients atteints de la FK et des sujets sains. On aurait
pu également tenter de mesurer les niveaux d’IL-17A et d’IL-10 dans les crachats des patients
atteints de la FK, pour ensuite vérifier s’ils étaient associés aux indices de fluctuations

glycémiques.

La stimulation par le PMA et le PHA augmentait la proportion de lymphocytes Th17
produisant de I'IL-17A de tous les participants alors qu’elle augmentait seulement la

proportion de lymphocytes T, produisant cette cytokine des sujets sains suggérant que la
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stimulation des lymphocytes Ty, des patients atteints de la FK n’était pas efficace par le PMA
et le PHA. De plus, I’incubation pour 48 heures au lieu de 24 heures semblait compromettre la
survie des lymphocytes Th17 produisant de I’'[L-17A. Par ailleurs, aucun de ces facteurs
d’incubation n’affectait la proportion de T, produisant de I’'IL-10, mais il est reconnu que le
LPS stimule la production de cette cytokine (269). D’ailleurs, il n’y avait pas de différence de
proportions de ces lymphocytes produisant de I’IL-17 ou et des Ty, produisant de I'IL-10
entre les quatre groupes de participants et les fluctuations glycémiques in vivo semblaient pas

moduler pas ces proportions obtenues ex vivo.

5.4 Facteurs modulant les fluctuations glycémiques

Etant donné que les fluctuations glycémiques n’influencaient pas les proportions de
Th17 et Ty, produisant de I'IL-17A, I’étude a examiné lesquels des facteurs alimentaires, de la
dépense énergétique ou de la composition corporelle modulaient ces indices de variabilité

glycémique chez les patients atteints de la FK et chez les sujets sains.

D’une part, de toutes les composantes de 1’alimentation utilisées pour les analyses
(I’énergie, la proportion de 1’énergie provenant des glucides, des lipides et des protéines), la
proportion de 1’énergie provenant des glucides affectait modestement les indices MAGE, SD
et CV. Ce résultat n’est pas étonnant puisque des études ont déja démontré que la prise de
glucides influence la glycémie postprandiale (275). Les lipides et les protéines influenceraient
¢galement la variation de la glycémie a la suite d’un repas (275). Néanmoins, les impacts de
ces nutriments apparait essentiellement pour des proportions supra-physiologiques et ils sont
surtout mis en évidence au laboratoire sans étre capable de confirmer ces observations dans un
contexte ambulatoire chez des patients avec le DT1 (276, 277). Ces observations expliquent
probablement le fait que seule la proportion d’énergie provenant des glucides déterminait
faiblement les fluctuations glycémiques. Cette méme analyse a été menée sans les patients
avec le DAFK prenant de I’insuline, car il est bien démontré que la technique de calcul des

glucides permet un controle optimal des fluctuations glycémiques pour les patients avec le
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DT1 (278), ce qui aurait constitué un facteur confondant significatif. Méme aprés avoir exclu
ces sujets, les associations restaient statistiquement significatives entre le MAGE, le CV et le
SD et la proportion d’énergie provenant des glucides (résultats non montrés). Ces résultats
suggerent que, méme avec une sécrétion d’insuline altérée chez les patients atteints de la FK,
les relations entre la glycémie et I’alimentation sont comparables aux individus sans la FK. De
plus, vérifier quels types de glucides, par exemple les fibres ou sucres simples, affectent les
fluctuations glycémiques serait une prochaine étape a réaliser afin d’explorer quels aspects de

I’alimentation sont plus importants pour la variabilité glycémique.

D’autre part, selon nos analyses, la DET, le nombre de pas, les pourcentages de MG et
de MNG n’affectaient pas les fluctuations glycémiques. L’exercice a comme effet de diminuer
la glycémie pendant et aprés D’effort physique (279) et de provoquer un pic glycémique
principalement a la suite d’une activité de courte durée et d’intensité élevée (280). Par contre,
dans notre étude, la DET et le nombre de pas marchés mesurés par le SWA ne paraissaient pas
affecter la variabilité glycémique. Pour effectivement examiner 1’effet de I’activité physique
sur les fluctuations glycémiques, il aurait fallu idéalement utiliser la dépense énergétique liée a
Iactivité physique mesurée par le SWA et non la DET puisqu’elle est composée de 1’énergie
du métabolisme de base, de la thermogénese alimentaire ainsi que de I’activité physique (136).
De plus, méme si on connaissait le nombre de pas marchés par jour, on n’avait pas
I’information détaillée sur la quantité d’énergie dépensée en faisant de I’activité physique ni
de sa durée et son intensité. Toutefois, un appareil qui mesure la dépense énergétique liée a
I’activité physique dans un contexte ambulatoire n’est pas validé en ce moment pour les
patients atteints de la FK. En conséquence, nous avons utilisé 1’outil et les mesures validées
chez les patients atteints de la FK. Pour démontrer 1’effet de ’exercice sur les fluctuations
glycémiques, il faudrait mesurer 1’effet d’'un programme d’entrainement sur ce parametre.

Cette étude est en cours au laboratoire.

Des 1979, une étude a démontré une association positive entre la MG et I’intolérance

au glucose (281). En 1992, Spiegelman et al. ont démontré que la MG est un facteur affectant
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le glucose sanguin (282). Toutefois, nous n’avons pas observé d’association entre les
pourcentages de MG et de MNG et le MAGE, le SD et le CV. Les pourcentages de MG et de
MNG ont été employés au lieu de la MG et MNG en kg puisque nous voulons utiliser des
données que nous pouvons comparer entre les groupes. La majorité des individus inclus dans
I’analyse étaient des patients atteints de la FK (35 patients atteints de la FK sur 59
participants). Comme mentionné précédemment dans la discussion, la régulation de leur
glycémie est anormale et, pour cette raison, il est possible que 1’association entre la glycémie
et la MG n’était pas présente chez ces patients et n’était pas observée dans les analyses
statistiques. Il est aussi possible qu’avec la taille de I’échantillon, les patients atteints de la FK
ne présentent pas une variabilité assez importante de la dépense énergétique ou de la

composition corporelle pour explorer de fagon satisfaisante ces associations.

Ainsi, comme anticipé, la proportion de I’énergie provenant des glucides influencait les
fluctuations glycémiques alors que les proportions d’énergie provenant des lipides et des
protéines, la composition corporelle et les composantes de la dépense énergétique n’affectaient
pas celles-ci. Un échantillon plus important renforcera la validité de nos observations qui
devront, de toutes les facons, étre confirmées par une étude d’intervention, par exemple un

programme d’exercice ou une intervention nutritionnelle.

5.5 L’association entre l'inflammation et les fonctions pulmonaires

Considérant que des études ont démontré que la proportion de lymphocytes T, et que
les niveaux d’IL-17A du sang périphérique sont associé¢s aux VEMS (236, 283), nous avons
pensé qu’il y aurait des associations entre les proportions de Th17 et Ty, produisant de I’'IL-
17A, la proportion de T, produisant de I’'IL-10 et les fonctions pulmonaires. Cependant, nous
n’avons pas observé d’association entre le VEMS des patients atteints de la FK et les
proportions de ces lymphocytes produisant ces deux cytokines. Il faut noter qu’il n’y avait que
20 patients (et 16 patients pour les Ty, produisant de I’IL-10) pour lesquels nous avions des

données de VEMS pour la méme année durant laquelle ils ont participé a 1’étude. Ainsi,
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conduire cette méme analyse avec un nombre plus élevé de participants pourrait étre
intéressant. De plus, quantifier la proportion de lymphocytes Ty, et Th17 produisant de I’IL-
17A et la proportion de Ty, produisant de I'IL-10 immédiatement apres le prélévement
sanguin comme Anil et ses collaborateurs (236) ou dans les crachats des voies respiratoires

serait également pertinent a réaliser au lieu d’incuber les lymphocytes pour 24 ou 48 heures.

Les fonctions pulmonaires des patients atteints de la FK n’étaient pas négativement
associées aux proportions de lymphocytes Th17 et Ty, produisant de I'IL-17A ainsi que la
proportion de Ty, produisant de I'IL-10. Par contre, une autre technique, telle que la
quantification des proportions tout juste apreés un prélévement serait a envisager pour vérifier
I’association entre les proportions de lymphocytes Ty, et Th17 produisant de I'IL-17A de celle
des Ty, produisant de I'IL-10 et le VEMS.

5.6 Limites de [’étude

Cette étude comporte plusieurs limites. D’abord, notre devis expérimental transversal
nous ne permettait pas de constater si une diminution des fonctions pulmonaires avant
I’apparition du DAFK est associée a un changement dans la proportion de lymphocytes Th17
et Treg produisant de I’'IL-17A. Par contre, notre étude est une premiére étape pour comprendre
I’impact des fluctuations glycémiques sur I’IL-17A chez des patients atteints de la FK NGT,
IGT et avec le DAFK.

Ensuite, il était impossible de mesurer les niveaux d’IL-17A plasmatique, et, donc, de
vérifier I’effet des fluctuations glycémiques directement sur les niveaux d’IL-17A in vivo.
Compte tenu du fait que les niveaux d’IL-17A étaient indétectables avec un ELISA tres
sensible, il est possible que les niveaux d’IL-17A dans le sang périphérique des patients
atteints de la FK n’ont pas de véritable impact clinique sur la santé des ces derniers et I'IL-

17A se retrouverait plutdt dans les poumons.
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De plus, nous avons inclus des patients atteints de la FK cliniquement stables et avec
des IMC normaux. Bien que nous ayons inclus quatre patients atteints de la FK dans différents
groupes de tolérances au glucose en attente de greffe pulmonaire, nous ne pouvons généraliser
nos résultats a tous les patients atteints de la FK incluant ceux en surinfection, en attente de
greffe pulmonaire ou en état de malnutrition. Néanmoins, en recherche clinique, cela expose a
plusieurs facteurs confondants dont la prise de stéroides, tels que le prednisone, pour traiter
une surinfection. Par contre, ce médicament augmente également la glycémie, donc, il

introduit un biais (284).

Aussi, les résultats de la cytométrie en flux n’étaient pas disponibles pour tous les
participants de 1I’é¢tude. Nous avons fait des expériences pour tenter de comprendre ce qui
pouvait nous permettre d’obtenir des populations de cellules FoxP3" et FoxP3 claires avec
certains participants et dans certaines conditions contrairement aux autres. Par contre, les
expériences ont seulement permis de conclure que le clone de ’anticorps de FoxP3 utilisé
affectait les résultats de la cytométrie en flux. Cette raison n’est pas suffisante pour expliquer
tous les résultats que nous n’avons pas inclus. Il est possible que les tampons de
perméabilisation et de fixation utilisés pour le FoxP3 n’aient pas toujours été efficaces et
n’aient pas permis aux anticorps de se rendre au noyau de la cellule. Une étude de 2009 a
démontré que I’efficacit¢ du marquage de FoxP3 dépend de I’anticorps couplé au
fluorochrome choisi ainsi que les tampons utilisés (285). Donc, il est possible que la
combinaison de I’anticorps et des tampons choisis ne permettait pas un marquage adéquat de
FoxP3 pour tous les participants et toutes les conditions. L’optimisation de ce type
d’expérience était difficile avec des sujets humains puisque la répétition du méme protocole

d’expérience n’est généralement pas possible.

Finalement, nous n’avons pas réalis¢ des essais de 1’activité de suppression des
lymphocytes Ty ex vivo afin de vérifier si ces cellules maintenaient leur capacité d’atténuer

les réponses inflammatoires excessives dans le DAFK. Nous savons que les lymphocytes Treg
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des patients atteints de la FK et les sujets sains étaient dysfonctionnels puisqu’ils produisaient
la cytokine pro-inflammatoire IL-17A. Pour confirmer cette constatation, la mesure, par
exemple, de la capacité des Ty & atténuer la prolifération des cellules CD4'CD25 aurait été

suffisante (286).

5.7 Etudes futures

Le design expérimental de cette thése n’était pas optimal pour comprendre si les
fluctuations glycémiques influencent les proportions de Th17 et Ty, produisant de 'IL-17A
chez les patients atteints de la FK et les sujets sains. Malgré les résultats majoritairement
négatifs de cette thése, quelques études futures pourraient étre menées pour nous permettre de

comprendre si I'IL-17A est impliquée dans le DAFK.

Tout d’abord, mesurer les proportions de Th17 et Ty, produisant de 'IL-17A et la
proportion de Ty produisant de I’IL-10 directement du sang périphérique sans incuber les
lymphocytes serait utile puisque nous savons que 1’incubation avec différentes concentrations
de glucose n’affecte pas la proportion de lymphocytes produisant de I’'IL-17A ni d’IL-10 et
que I’incubation pour 24 ou 48 heures influence seulement la proportion de Th17 produisant
de 'IL-17A. Drailleurs, 1’ajout d’un autre marqueur des lymphocytes Th17, comme RORYy
(287), permettrait de s’assurer que seulement les lymphocytes Th17 sont isolés durant la
cytométrie. Une autre piste de solution ménerait vers la mesure des niveaux d’IL-17A dans les
¢échantillons de crachats des patients atteints de la FK par ELISA trés sensible étant donné que
cette cytokine joue un role important dans 1’inflammation pulmonaire dans la FK (18-23, 210).
De plus, mesurer ’ARN messager d’IL-17A par la réaction en chaine par polymérase
quantitative (Quantitative-PCR) serait également pertinent. Aussi, on pourrait stimuler les
lymphocytes Ty, d’autres fagons, comme avec de 1’ionomycine ou des billes CD3"/CD28"
(286), pour augmenter leur production d’IL-17A surtout par les patients atteints de la FK. Il

est important de noter que d’autres expériences doivent étre réalisées pour comprendre
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comment les tampons de fixation et de perméabilisation ou les anticorps utilisés affectent la

séparation des populations FoxP3™ et FoxP3" par cytométrie en flux.

Ensuite, inclure des patients atteints de la FK plus malade (malnutrition, surinfection)
serait également intéressant. Par contre, il faudrait contrdler les analyses statistiques en créant
différents groupes de patients (par exemple : patients en surinfection, patients en état de
malnutrition, patients stables) parce que ces patients ont des conditions pouvant affecter

I’inflammation.

De plus, une étude prospective pour déterminer si un changement des proportions de
Treg et Th17 produisant de I'IL-17A est associé a la chute accélérée des fonctions pulmonaires
avant le développement du DAFK serait vraiment intéressante. Dans celle-ci, les patients
pourraient également porter un CGMS. En 2010, une étude a démontré que les enfants non-
diabétiques atteints de la FK avec des pics glycémiques >11.1 mmol/L. durant le port du
CGMS avaient plus de chance de développer une intolérance au glucose (12). Donc, la
vérification de cette constatation chez les patients adultes NGT ayant des pics de glycémies
>11.1 mmol/L serait pertinente. De plus, une étude par O’Riordan et al. a comparé le CGMS
avec ’HGPO simultanément chez des enfants et elle a démontré qu’il n’y avait que 0.81
mmol/L de glucose de différence entre les résultats des deux méthodes et que les valeurs de
glucose obtenues des deux étaient bien corrélées (288). Donc, il serait important de comparer
ces deux méthodes dans une cohorte d’adultes atteints de la FK dans différentes catégories de
tolérance au glucose et, éventuellement, trouver des valeurs diagnostiques avec le CGMS pour
détecter le DAFK. Cette méthode est plus onéreuse, mais donne beaucoup plus d’informations
qu’une HGPO sur la régulation de la glycémie a la suite des repas, les hyperglycémies et les

fluctuations glycémiques néfastes pour la santé (119, 120).
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6. Conclusion

Les résultats les plus marquants de cette présente thése sont que les patients atteints de
la FK, de tous les groupes de tolérance au glucose, avaient définitivement plus de fluctuations
glycémiques et d’hyperglycémie comparativement aux sujets sains, mais que celles-ci
n’étaient pas associées aux proportions de lymphocytes Th17 et Ty produisant de I'IL-17A
dans nos conditions expérimentales. De plus, seulement la proportion d’énergie provenant des

glucides ingérés affectait modestement les fluctuations glycémiques.

I1 existe probablement un mécanisme, impliquant I’insuline, pour contrer la variabilité
glycémique chez les patients toujours NGT. Il reste, par contre, a explorer la dynamique entre
le glucose et I’insuline, dans un contexte ambulatoire, avant le développement de I’intolérance
au glucose afin de déterminer si I’insuline joue un réle compensatoire pour les patients NGT et
pour quelles raisons la sécrétion d’insuline ne réussit plus a gérer les glycémies correctement
pour les patients IGT et DAFK. La technologie permettant une mesure ambulatoire de

I’insuline n’est pas actuellement disponible.

Méme si nous n’avons pas observé I'impact des fluctuations glycémiques sur les
proportions de lymphocytes Thl7 et T, produisant de I'IL-17A dans nos conditions
expérimentales, 1’hyperglycémie et les fluctuations glycémiques restent probablement néfastes
pour la santé puisqu’elles augmentent le stress oxydatif et, en conséquence, 1’inflammation
(120). L’hyperglycémie est, de plus, associée aux complications microvasculaires du diabéte
dont la rétinopathie, la neuropathie et la néphropathie (93). Ainsi, il est probablement
important de diminuer celles-ci dans la FK, une maladie associée a un niveau plus élevé de
stress oxydatif (156). Si la réduction des fluctuations glycémiques a un impact, elle pourrait
étre positive pour réduire les complications microvasculaires et/ou améliorer les fonctions
pulmonaires. Il est important de noter que la DAFK peut simplement étre une conséquence et

pas une cause de la dégradation de I’état de santé du patient atteint de la FK marquée par une



diminution accélérée des fonctions pulmonaires. Dans ce cas, les patients plus malades ayant
une diminution accélérée des fonctions pulmonaires serait aussi plus susceptibles de

développer le DAFK.

Une facon de diminuer les fluctuations glycémiques chez les patients atteints de la FK
serait de changer la proportion d’énergie provenant des glucides ingérés puisqu’elle affecte
faiblement les fluctuations glycémiques. Par ailleurs, réévaluer la recommandation de 40-50%
de I’énergie provenant des glucides serait nécessaire afin d’éviter I’hyperglycémie et les
fluctuations glycémiques le plus possible. D’ailleurs, plus de 50% des patients atteints de la
FK de notre étude n’ingéraient pas la proportion suggérée d’énergie provenant des glucides.
Trente-quatre pourcents consommaient plus de 50% de leur énergie quotidienne en glucides,
alors que 17% en consommaient moins de 40% de leur énergie quotidienne (résultats non
montrés). Ainsi, diminuer la proportion de [’énergie provenant des glucides serait
envisageable tout en considérant qu’une dicte équilibrée est a privilégier puisqu’une
proportion trop importante d’énergie provenant des lipides a aussi des effets néfastes pour la

santé¢ comme 1’obésité, par exemple (289).

De plus, les proportions de lymphocytes Th17 et Ty, produisant de I’IL-17A mis en
culture n’étaient pas associées avec les fluctuations glycémiques et elles étaient semblables
entre les sujets sains et les patients atteints de la FK. Par contre, plusieurs études ont démontré
un role pour ’'IL-17A dans I’inflammation pulmonaire dans la FK (18-23, 210), donc, il serait
intéressant d’investiguer les niveaux de cette cytokine et les proportions de lymphocytes Th17
et Ty la produisant dans les poumons des patients avec le DAFK afin de vérifier si elle peut

étre impliquée dans cette complication de la FK.

Pour conclure, les fluctuations glycémiques et I’hyperglycémie étaient présentes chez
les patients atteints de la FK et elles étaient faiblement modulées par la quantité d’énergie
provenant des glucides de I’alimentation. Aussi, les proportions de lymphocytes Th17 et Trg

produisant de I’'IL-17A dans nos conditions expérimentales n’étaient pas affectées par les
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concentrations de glucose dans les milieux de culture ni par les fluctuations glycémiques in

vivo pour les sujets sains et les patients atteints de la FK.
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Objectif de I'étude

Le diabéte secondaire a la fibrose kystique est une complication courante et sa fréquence
augmente avec I'age des patients. Le diabéte correspond a un taux élevé de sucre dans le
sang. Ce diabéte a un début insidieux et est caractérisé par un état pré-diabétique :
lintolérance au glucose, qui correspond & un taux élevé de sucre uniquement aprés les
repas. Le diabéte peut &tre associé a des difficultés pour le traitement de la fibrose kystique :
poids plus difficile & maintenir, perte de la fonction pulmonaire plus rapide, plus grande
fréquence des infections et des problémes rencontrés dans les autres formes de diab&te au
niveau des yeux, des reins et des nerfs {complications spécifiques). Le traitement du diabéte
prévient les complications spécifiques et il est probable que le traitement approprié de ce
type de diabéte améliore le pronostic de la fibrose kystique elle-méme, d’ou I'intérét d'en
connaitre les causes.

Le but premier de cette étude est de connaitre I'impact des fluctuations glycémiques sur le
stress oxydatif, et le systéme immunitaire chez les patients atteints de fibrose kystique.

Au CHUM, nous réalisons un dépistage systématique du diabéte secondaire a la fibrose
kystique avec un test de tolérance au glucose appelé HGPO (hyperglycémie provoquée par
voie orale) tous les 12 @ 24 mois. Les informations obtenues pourront nous aider a
comprendre les facteurs qui prédisposent les patients atteints de fibrose kystique a
développer le diabéte.

Quatre groupes de sujets participeront a I'étude: des sujets fibrose kystique normo-
tolérants et intolérants au glucose, des sujets fibrose kystique diabétiques et des sujets
contrdles sans fibrose kystique ni de diabéte.

Nombre de participants et durée de la participation:

Si vous acceptez de participer, votre participation a I'étude va durer 5 a 6 jours. 100 sujets y
participeront (25 sujets par groupe).

Déroulement de 'étude;

Hyperglycémie provoquée par voie orale{HGPO) préalable
- Sujets contréles seulement

e Pour les sujets contrdles sans fibrose kystique ni de diabéte, nous effectuerons
d’abord une hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO)} afin de déterminer
votre tolérance au glucose. Vous devez étre 3 jeun depuis au moins 8 heures et vous
devez boire un liquide sucré contenant 75 grammes de glucose {sucre).

e Nous vous ferons des prélévements (prise de sang) aux temps 0, 30, 60, 90 et 120
minutes. Pour ce faire, un cathéter sera installé, ce qui évite d’avoir a vous piquer a
chaque fois. Les échantillons obtenus permettront de déterminer si vous avez une
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tolérance normale au glucose, vous &tes intolérants ou diabétiques. Nous prélevons
environ 36 ml de sang (2 % cuillére a table).

Ce test durera environ 2,5 heures.

Visite 1:

- Sujets contrdles et atteints de fibrose kystique

Au cours de cette premiére visite. nous allons vous poser un lecteur de glycémie en
continue, un appareil qui mesure le taux de sucre toutes les 5 minutes, en installant
un cathéter pendant 3 jours au niveau du haut de la fesse ou de 'abdomen (selon
votre préférence). Cet appareil fait moins de 2 cm de diamétre et pése environ 50
grammes. Vous devrez réaliser en plus 4 glycémies capillaires (piqure au bout du
doigt} chaque jour afin de déterminer d’une autre maniére votre glycémie. Ces
valeurs sont indispensables pour l'analyse du lecteur de glycémie en continue.
|’appareil pour réaliser ces mesures (glucomatre) ainsi que les bandelettes réactives
vous seront fournis et le fonctionnement vous sera expliqué.

Ensuite, nous vous installons un accélérométre, un outil mesurant I'activite physique,
au niveau du bras droit. Cet appareil qui & une taille de 10 par 5cm et pése environ
150 grammes. Vous devez porter cet appareil pour la durée de I'observation sauf
pendant la douche, un bain ou des activités nautiques.

De plus, nous vous expliquerons comment remplir un journal alimentaire de 3 jours,
collecter votre urine pour une période de 24 heures et nous vous remettrons le
matériel nécessaire. |l est trés important que le journal alimentaire soit rempli de
facon trés précise (tous les aliments, quantités précises, etc.) afin de permettre une
analyse pertinente de 'effet de votre alimentation sur les fluctuations glycémiques. Il
est aussi important que vous collectiez toutes vos urines sur une période complete
de 24 heures sans qu'il n'en manque aucune. Nous vous remettrons un contenant
approprié et des consignes écrites afin de s'assurer que ces paramétres sont collectes
de facon optimale,

La durée de cette premiére visite est d’environ 2 heures.

Visite 2:

Lors de la deuxiéme visite, 4 ou 5 jours aprés la premiére visite, nous allons retirer le
lecteur de glycémie, I'accélérométre, réviser le journal alimentaire complété et
recueillir 'urine collecté pour 24 heures.

Nous allons prendre un échantillon de crachat. Aussi, nous allons prélever 50 ml de
sang (environ 6 cuilléres a table) pour mesurer des parametres sanguins du stress
oxydant et de I'immunité. Vous devez &tre a jeun depuis au moins 8 heures. La force
maximale développée par chaque main sera évaluée par un dynamomeétre. Le
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dynamometre est un petit appareil en métal ressemblant & une poignée qui mesure
la force de préhension. Pour effectuer ce test, d’'une durée d'environ 10 minutes,
vous devrez vous asseoir confortablement et fléchir le coude a 90 degrés, ainsi que
I'avant-bras et le poignet en position neutre (pouce vers le haut), Vous devrez serrer
I'appareil le plus fort possible avec la main, en prenant le temps nécessaire afin de le
serrer au maximum. Le test sera effectué A trois reprises, et ce, pour chaque main.

e Finalement, nous déterminerons votre composition corporelle (quantité de gras, de
muscles et masse de vos os) a Vaide d’'un appareil nommé «Dual Energy X-Ray
Absorptiometry» {DEXA) et d'un impédencemétre, un pése-personne ol il faut
manter pieds nus et qui est relié & une petite console.

La durée de la deuxidme visite est d’environ une heure trente.

Ces tests sont faits pour déterminer le rdole des variations glycémiques, de I'exercice
physique, de I'alimentation, de la composition corporelle et la force sur le stress oxydatif et
I'immunité.

Visite | Calendrier Description de la visite Durée

0 ) Sujets contrbles: signature du formulaire de 2 5 heures
consentement et HGPO. !

Sujets atteints de fibrose kystique: signature du
formulaire de consentement

1 Jour1l Tous les sujets: lecteur de glycémie en continue, 2 heures
accélérométre, explications journal alimentaire et
collecte d’urine 24 heures.

Retour du lecteur de glycémie, de Faccélérometre, du
journal alimentaire et de I'urine. Prise d'un échantillon
d’expectoration, prise de sang, dynamomeétre, DEXA et
impédencemetre.

2 JourSoub 1,5 heure

Risques

Votre participation a cette étude comporte peu de risques physiques.
La prise du liquide sucré durant 'HGPO peut occasionner des nausées ou des maux
d’estomac temporaires.

Uinsertion du cathéter pour les prélévements pourrait causer un léger inconfort. Des
ecchymoses {bleus) ou plus rarement des étourdissements (malaise vagal) ou perte de
conscience peuvent survenir.

Pour le lecteur de glycémie en continue, {'insertion du cathéter au niveau du haut de la fesse
ou de l'abdomen peut comporter un risque d'infection et d'irritation de la peau. La
réalisation des glycémies capillaires nécessite une piqure au bout du doigt qui occasionne
une légére douleur.
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L'accélérometre comporte une partie métallique qui contient du nickel au contact de la
peau. Les patients allergiques sont donc exclus de cette étude. Il peut y avoir un léger
inconfort & porter cet appareil en permanence.

Le risque de la DEXA se situe au niveau de I'exposition aux rayons X qui se chiffre a 0,03
millirem, ce qui est inférieure a I'exposition ambiante naturelle pour une journée et qui
représente moins que la dose maximale permise par année. Toutes les patientes réaliseront
un test de grossesse avec un échantillon urinaire avant de réaliser ce test. Si vous étes
enceinte, vous serez exclue de |'étude.

Bénefices

Cette étude vous permettra d’avoir une analyse de votre profil alimentaire, de votre profil
d’activité physique, des informations sur votre composition corporelle et la fréquence et
Iimportance de vos fiuctuations glycémiques. Néanmoins, il est possible de vous offrir des
soins optimaux sans ces informations. Les informations que nous recueillerons grace a votre
participation 3 cette étude peuvent nous aider & mieux comprendre le réle des fluctuations
glycémiques sur le stress oxydatif et le systéme immunitaire en relation avec la survenue du
diabéte secondaire 3 la fibrose kystique. Ce projet de recherche pourrait donc étre
bénéfique pour les personnes atteintes de fibrose kystique.

Participation volontaire et possibilité de retrait de I'étude

Votre participation est tout a fait volontaire et vous étes totalement libre de participer ou
non au présent projet de recherche. De plus, vous &tes libre, en tout temps, de vous retirer
du projet sans que cela n’entraine aucun inconvénient pour vous et vous continuerez de
bénéficier des services et soins de santé dont vous bénéficiez actuellement. Si vous décidez
de vous retirer de "étude, vous devrez aviser le chercheur (Dr. Rabasa-Lhoret).

Le chercheur pourrait également vous retirer de I'étude sans votre consentement,
notamment s'il estime que cela n’est plus dans votre meilleur intérét.

le chercheur s’engage & vous faire savoir tout nouveau développement qui pourrait
influencer votre décision de participer a I'etude.

Confidentialité

Avec votre autorisation, votre médecin traitant sera avisé de votre participation a I'étude.
Durant votre participation a ce projet, le chercheur responsable ainsi que son personnel
recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les renseignements vous

concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour répondre aux objectifs scientifiques
de ce projet seront recueillis.
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Ces renseignements peuvent comprendre les informations contenues dans vos dossiers
médicaux concernant votre état de santé passé et présent, vos habitudes de vie ainsi que les
résultats de tous les tests, examens et procédures que vous aurez a subir durant ce projet.
Votre dossier peut aussi comprendre d’autres renseignements tels que votre nom, votre
sexe, votre date de naissance et votre origine ethnique.

Tous les renseignements recueillis demeureront strictement confidentiels dans les limites
prévues par la loi. Afin de préserver votre identité et la confidentialité des renseignements,
vous ne serez identifié(e) que par un numéro de code. La clé du code reliant votre nom a
votre dossier de recherche sera conservée par le chercheur responsable.

Le chercheur responsable du projet utilisera les données a des fins de recherche dans le but
de répondre aux objectifs scientifiques du projet décrits dans le formulaire d'information et
de consentement. Ces données seront conservées pendant 10 ans par le chercheur
responsable.

Les données pourront étre publiées dans des revues spécialisées ou faire I'objet de
discussions scientifiques, mais il ne sera pas possible de vous identifier.

A des fins de surveillance et de contrble, votre dossier de recherche ainsi que vos dossiers
médicaux, s'il y a lieu, pourront étre consultés par une personne mandatée par le comité
d'éthique de la recherche de I'IRCM ou par |'établissement, par une personne des
organismes régulatoires {ex. Santé Canada). Toutes ces personnes et ces organismes
adhérent a une politique de confidentialite.

A des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec vous rapidement,
vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de début et de fin de votre participation
au projet seront conservés pendant un an apres la fin du projet dans un répertoire 3 part
maintenu par le chercheur responsable ou par I'établissement.

Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les renseignements
recueillis, et les faire rectifier au besoin, et ce, aussi longtemps que le chercheur responsable
du projet ou l'établissement détiennent ces informations. Cependant, afin de préserver
I'intégrité scientifique du projet, vous pourriez n'avoir accés a certaines.

Communication des renseignements généraux

Vous pourrez connaitre les résultats généraux de cette étude si vous en faites la demande a
la fin de I'étude. Un rapport d'étude clinique écrit sera distribué aux sites a la fin de I'étude.

Compensation

Vous recevrez une somme de 150.008 en compensation des frais encourus et des
contraintes subies en raison de votre participation a cette étude.
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Indemnisation en cas de préjudice et droits du sujet de recherche

Si vous deviez subir quelque préjudice que ce soit dO a votre participation au projet de
recherche, vous recevrez tous les soins et services requis par votre état de santé, sans frais
de votre part.

En acceptant de participer a ce projet, vous ne renoncez a aucun de vos droits ni ne libérez
les chercheurs, I'organisme subventionnaire, ou I'établissement de leur responsabilité civile
et professionnelle.

Financement

Le chercheur responsable du projet a regu un financement de I'organisme subventionnaire
pour mener a bien ce projet de recherche.

Personnes-ressources

Vous pouvez obtenir plus de renseignements concernant I'étude ou votre participation en
communiguant avec :

-Le Dr. Rémi Rabasa-Lhoret au (514) 987-5666. Vous pouvez obtenir de I'aide médicale 24
heures sur 24 en téléphonant au service de messages aux médecins du CHUM au {514) 890-
8000 poste 14444, Le service des messages peut joindre Dr. Rabasa-Lhoret en tout temps.

- Ou son assistante de recherche au (514) 987-5668.

Pour de plus amples informations au sujet de vos droits en tant que sujet de recherche ou si
vous avez une plainte ou des commentaires a formuler, vous pouvez communiquer avec la
D" Madeleine Roy, membre du Comité d’éthique de FIRCM ((514) 987-5636).

Surveillance des aspects éthiques du projet de recherche

Le comité d’éthique de la recherche de I'IRCM a approuvé ce projet de recherche et en
assure le suivi. De plus, il approuvera au préalable toute révision et toute modification
apportée au formulaire d’information et de consentement et au protocole de recherche.

Consentement

Je déclare avoir pris connaissance du présent formulaire de consentement. Je reconnais que
la nature et le déroulement du projet de recherche m’ont été expliqués, quon a répondu a
toutes mes questions et qu’on m’a laissé le temps voulu pour prendre une décision.

Je comprends en quoi consiste ma participation a cette étude et j'accepte volontairement et

librement d’y participer. On me remettra une copie signée et datée du présent formulaire.
Un exemplaire sera également inséré dans mon dossier médical pour des raisons de sécurité
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et je comprends donc que cette information sera disponible a toute personne ou organisme
a qui j'autoriserai 'acces a mon dossier.

En signant le présent formulaire, je ne renonce a aucun de mes droits légaux ni ne libére le
chercheur, 'hdpital ou le commanditaire de leur responsabilité civile et professionnelle.
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O »rautorise O Je nautorise pas

Le chercheur ou son équipe a informer mon médecin de famille et a fui transmettre toute
information pertinente.

Coordonnées du médecin :

Nom du participant

Signature du participant

Date

Personne ayant expliqué le formulaire d’information et de consentement

Yai expliqué au sujet de recherche les termes du présent formulaire d'information et de
consentement et j'ai répondu aux questions qu'il m’a posées.

'Nom de la personne chargée de la discussion sur
le consentement

Signature de la personne chargée de la discussion
sur le consentement

| Date

Engagement du chercheur

Je certifie qu’on a expliqué au sujet la nature du projet de recherche ainsi que le contenu du
présent formulaire, qu’on a répondu i toutes ses questions et qu’on lui a indiqué qu’il/elle
reste 3 tout moment libre de mettre un terme a sa participation. Une copie signée et datée
de ce formulaire lui sera remise,

D' Rémi Rabasa-Lhoret
Nom du chercheur ou

Signature du chercheur

Date

Distribution du formulaire de consentement
- Remettre une copie originale au patient.
- Placer une copie dans le dossier médical du patient.
- Garder une copie originale aux dossiers du chercheur.
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Insirut de recherches inaues de Moniréal CENTRE DE RECHERCHE

Formulaire d’'information et de consentement

Titre : Impact des fluctuations glycémiques sur la réponse inflammatoire
dans le diabéte secondaire 4 la fibrose kystique

Chercheur principal : Dr. Rémi Rabasa-Lhoret MD, Ph.D
Centre de recherche du CHUM {CR-CHUM])
Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM)
Adresse principale : 110, avenue des Pins OQuest
Montréal (Queébec) H2W 1R7
514-987-5666

Collaborateurs : Dr. Yves Berthiaume MD, Pneumologues, CHUM
Dr. Annick Lavoie MD, Pneumologues, CHUM
Dr. Alphonse Jeanneret MD, Pneumologues, CHUM
Martin Richter, Ph.D, Université de Sherbrooke
Lise Coderre, Ph.D, IRCM
Emile Lévy Ph.D, Hopital Sainte-Justine

Lieu ou s'effectuera la recherche : CR-CHUM pour le recrutement des sujets
atteints de fibrose kystigue et I'lRCM pour la réalisation des tests.

Commanditaire : Fondation canadienne de la fibrose kystique

Préambule

Votre participation @ un projet de recherche sur l'impact des fluctuations
glycémiques (variations du taux de sucre dans le sang) sur le siress oxydatif
(processus ayant des conséquences possiblement néfastes) et le systéme
immunitaire (susceptibilité aux infections) est sollicitée en tant que personne
souffrant de la fibrose kystique, avec ou sans diabéte, ou en tani que sujet
teémoin, n'étant pas atteint par ces maladies. Avani de participer G ce projet,
veuvillez prendre le temps de lire et de comprendre les renseignements qui
suivent. Le présent document peut contenir des termes que vous ne
comprenez pas. Nous vous invitons & poser toutes les questions que vous
jugez utiles aux chercheurs et a leurs assistants.
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Objectif de I'étude

Le diabete secondaire & la fibrose kystique est une complication courante et
sa fréquence augmente avec |'adge des patients. Le diabéte correspond &
un taux élevé de sucre dans le sang. Ce diabete a un début insidieux et est
caractérisé par un éiat pré-diabétique : l'infolérance au glucose, qui
correspond & un taux éleveé de sucre uniguement aprés les repas. Le diabéte
peut étre associé & des difficultés pour le fraitement de la fibrose kystique :
poids plus difficile & maintenir, perte de la fonction pulmonaire plus rapide,
plus grande fréquence des infections et des problémes renconirés dans les
auires formes de diaobéte au niveau des yeux, des reins et des nerfs
(complications spécifiques). Le firaitement du diabéte prévient les
complications spécifiques et il est probable que le traitement approprié de
ce type de diabeéte améliore le pronostic de la fibrose kystique elle-méme,
d'ou l'intérét d'en connaitre les causes.

Le but premier de cette étude est de connaitre I'impact des fluctuations
glycémiques sur le stress oxydatif, et le systéme immunitaire chez les patients
atteints de fibrose kystique.

Au CHUM, nous réalisons un dépistage systématique du diabéte secondaire &
la fibrose kystigue avec un test de tolérance au glucose appelé HGPO
(hyperglycémie provoquée par voie orale) tous les 12 & 24 mois. Les
informations obtenues pourront nous aider a comprendre les facteurs qui
prédisposent les patients atteints de fibrose kystique & développer le diabéte.

Quatre groupes de sujets participeront & I'étude : des sujets fibrose kystique
normo-tolérants et intolérants au glucose, des sujeis fibrose kystique
diabétiques et des sujets contrbles sans fibrose kystique ni de diabéte.

Nombre de participants et durée de la participation:

Si vous acceptez de participer, votre participation & I'étude va durer 5 & 6
jours. 100 sujets y pariiciperont (25 sujets par groupe).

Déroulement de I'étude;

Hyperglycémie provoquée par voie orale(HGPO) préalable
- Sujets conirbles seulement

¢ Pour les sujets contrdles sans fibrose kystique ni de diabéte, nous
effectuerons d'abord une hyperglycémie provoquée par voie orale
(HGPO) aofin de déterminer votre tolérance au glucose. Vous devez
étre & jeun depuis au moins 8 heures et vous devez boire un liguide
sucré contenant 75 grammes de glucose (sucre).
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Nous vous ferons des prélévements (prise de sang) aux temps 0, 30, 60,
90 et 120 minutes. Pour ce faire, un cathéter sera installé, ce qui évite
d'avoir & vous piguer a chaque fois. Les échantillons obtenus
permetiront de déterminer si vous avez une i{olérance normale au
glucose, vous étes intoléranis ou diabétiques. Nous prélevons environ
36 ml de sang (2 Y2 cuillére & tabie).

Ce test durera environ 2,5 heures,

Visite 1:

- Sujets contrdles et atteints de fibrose kystique

AU cours de cette premiére visite, nous allons vous poser un lecteur de
alycémie en continue, un appareil qui mesure le taux de sucre toutes
les 5 minutes, en installant un cathéter pendant 3 jours au niveau du
haut de ia fesse ou de I'abdomen (selon votre préférence). Cet
appareil fait moins de 2 cm de diamétre et pése environ 50 grammes.
Vous devrez réadliser en plus 4 glycémies capillaires (pigure au bout du
doigt} chaque jour afin de déterminer d'une autre maniére votre
glycémie. Ces valeurs sont indispensables pour I'analyse du lecteur de
glycémie en continue. L'appareil pour réaliser ces mesures
(glucomeétre) ainsi que les bandelettes réactives vous seront fournis et le
fonctionnement vous sera expliqué.

Ensuite, nous vous installons un gccélérométre, un outil mesurant
I'activité physique, au niveau du bras droit. Cet appareil qui & une taille
de 10 par 5cm et pése environ 150 grammes. Vous devez porter cet
appareil pour la durée de I'observation sauf pendant la douche, un
bain ou des activités nautiques,

De plus, nous vous expliquerons comment remplir un journal alimentaire
de 3 jours, collecter votre urine pour une période de 24 heures et nous
vous remetirons le matériel nécessaire. |l est trés important que le
journal alimentaire soit rempli de facon frés précise (tous les aliments,
quantités précises, etc.) afin de permetire une analyse perfinente de
I'effet de votre alimentation sur les fluctuations glycémiques. Il est aussi
important que vous collectiez toutes vos urings sur une période
compléte de 24 heures sans qu'il n‘en mangue aucune. Nous vous
remettrons un conienant approprié et des consignes écrites afin de
s'assurer que ces parametres sont collectés de fagcon optimale.

La durée de cette premiére visite est d'environ 2 heures.
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Visite 2:

Lors de la deuxiéme visite, 4 ou 5 jours apres la premiére visite, nous
allons reftirer le lecteur de glycémie, |'accélérométre, réviser le journal
alimentaire complété et recueillir I'urine collecté pour 24 heures.

Nous allons prendre un échantillon de crachat. Aussi, nous allons
prélever 90 ml de sang {environ 6 cuilleres & table) pour mesurer des
parameires sanguins du stress oxydant et de l'immunité. Vous devez
éire & jeun depuis au moins 8 heures. La force maximale développée
par chague main sera évaluée par un dynamomeétre. Le dynamomeétre
est un petit appareil en métal ressemblant & une poignée qui mesure la
force de préhension. Pour effectuer ce test, d'une durée d'environ 10
minutes, vous devrez vous asseoir confortablement et fléchir le coude &
90 degrés, ainsi que l'avant-bras et le poignet en position neutre
(pouce vers le haut). Vous devrez serrer I'appareil le plus fort possible
avec la main, en prenant le temps nécessaire afin de le serrer au
maximum. Le test sera effectué & trois reprises, et ce, pour chaque
main.

Finalement, nous déterminerons votre composition corporelle [quantité
de gras, de muscles et masse de vos os) a |'aide d'un appareil nommé
«Dual Energy X-Ray Absorptiometryn {DEXA) et d'un impédencemeétre,
un pése-personne ou il faut monter pieds nus et qui est relié a une
petite console.

La durée de la deuxiéme visite est d'environ une heure trente.

Ces tests sont faits pour déterminer le réle des variations glycémiqgues, de
I'exercice physique, de Il'dlimentation, de la composition corporelle et la
force sur le stress oxydatif et I'immunité,

Visite

Calendrier Description de la visite Durée

0

Sujets contréles : signature du formulaire de
consentement et HGPO.

Sujets atteints de fibrose kystique : signature du
formulaire de consentement

Jour 1 Tous les sujets: lecteur de glycémie en 2 heures
continue, accélérométre, explications journal
alimentaire et collecie d'urine 24 heures.

Retour du lecteur de glycémie, de
I'accéléromeétre, du journal alimentaire et de
Jour S ou é|l'urine. Prise d'un échantillon d'expectoration, 1,5 heure
prise de sang, dynamométre, DEXA et

impédencemeétre.
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Risques

Votre participation & cette élude comporte peu de risques physiques.
La prise du liquide sucré durant I'HGPO peut occasionner des nausées cu des
maux d'estomac temporaires.

L'insertion du cathéter pour les prélévements pourrait causer un Iéger
inconfort. Des ecchymoses [bleus) ou plus rarement des étourdissements
(malaise vagal) ou perte de conscience peuvent survenir.

Pour le lecteur de glycémie en continue, I'insertion du cathéter au niveau du
haut de la fesse ou de I'abdomen peut comporter un risque d'infection et
d'irritation de la peau. La réadlisation des glycémies capillaires nécessite une
piqure au bout du doigt qui occasionne une légére douleur.

L'accélérometre comporte une partie méiallique qui contient du nickel au
contact de la peau. Les patients allergiques sont donc exclus de cetie éiude.
Il peut y avoir un Iéger inconfort & porter cet appareil en permanence.

Le risque de la DEXA se situe au niveau de I'exposition aux rayons X qui se
chiffre @ 0,03 millirem, ce qui est inférieure & I'exposition ambiante naturelle
pour une journée et qui représente moins que la dose maximale permise par
année. Toutes les patientes réaliseront un test de grossesse avec un
échantillon urinaire avant de réaliser ce test. Si vous étes enceinte, vous serez
exclue de 'étude.

Bénéfices

Cette étude vous permetira d'avoir une analyse de votre profil alimentaire,
de votre profil d'activité physique, des informations sur votre composition
corporelle et la fréquence et I'importance de vos fluctuations glycémiques.
Néanmoins, il est possible de vous offrir des soins optimaux sans ces
informations.  Les informations que nous recueillerons grace & votre
participation @ cette étude peuvent nous aider & mieux comprendre le role
des fluctuations glycémiques sur le stress oxydatif et le systéme immunitaire en
relation avec lo survenue du diabéte secondaire & la fibrose kystique. Ce
projet de recherche pourrait donc étre bénéfique pour les personnes
atteintes de fibrose kystique.

Participation volontaire et possibilité de retrait de I'élude
Votre participation est fout & fait volontaire et vous étes totalement libre de
participer ou non au présent projet de recherche. De plus, vous étes libre, en

tout temps, de vous retirer du projet sans que cela n'entraine aucun
inconvénient pour vous et vous continuerez de bénéficier des services et soins
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de santé dont vous bénéficiez aciuellement. Si vous décidez de vous retirer
de I'étude, vous devrez aviser le chercheur (Dr. Rabasa-Lhoret).

Le chercheur poumcait également vous retirer de ['étude sans votre
consentement, notamment s'il estime que cela n'est plus dans votre meilleur
intérét,

Le chercheur s'engage @ vous faire savoir tout nouveau développement qui
pourrait influencer votre décision de participer & I'étude.

Confidentialité

Avec vofre autorisation, votre médecin traitant sera avisé de votre
participation al'étude.

Durant votre participation & ce projet, le chercheur responsable qinsi que son
personnel recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les
renseignements vous concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour
répondre aux objectifs scientifiques de ce projet seront recueillis.

Ces renseignements peuvent comprendre les informations contenues dans
vos dossiers médicaux concernant votre état de santé passé et présent, vos
habitudes de vie ainsi que les résultats de tous les tests, examens et
procédures que vous aurez & subir durant ce projet. Votre dossier peut aussi
comprendre d'autres renseignements tels que votre nom, voire sexe, voire
date de naissance et votre origine ethnique.

Tous les renseignements recueillis demeureront strictement confidentiels dans
les limites prévues par la loi. Afin de préserver votre identité et la
confidentialité des renseignements, vous ne serez identifié(e) que par un
numeéro de code. La clé du code reliant votre nom & votre dossier de
recherche sera conservée par le chercheur responsable.

Le chercheur responsable du projet ulilisera les données & des fins de
recherche dans le but de répondre aux objectifs scientifiques du projet
decrits dans le formulaire d'information et de consentement., Ces données
seront conservées pendant 10 ans par le chercheur responsable.

Les données pourront étre publiées dans des revues spécialisées ou faire
I'objet de discussions scientifiques, mais il ne sera pas possible de vous
identifier.

A des fins de surveillance et de confrdle, voire dossier de recherche ainsi que
vos dossiers meédicaux, s'il y a lieu, pourront éfre consuliés par une personne
mandatée par le comité d'éthique de la recherche du CHUM ou par
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I'établissement, par une personne des organismes régulatoires (ex. Santé
Canada). Toutes ces personnes et ces organismes adhérent & une politique
de confidentialité.

A des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec
vous rapidement, vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de
début et de fin de votre participation au projet seront conservés pendant un
an apres la fin du projet dans un répertoire & part maintenu par le chercheur
responsable ou par |'établissement.

Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les
renseignements recueillis, et les faire rectifier au besoin, et ce, aussi longtemps
que le chercheur responsable du projet ou I'établissement détiennent ces
informations. Cependant, afin de préserver lintégrité scientifique du projet,
YOuUs pourriez n'avoir acces d ceriaines.

Communication des renseignements généraux

Vous pourrez connaitre les résultats généraux de cette étude si vous en faites
lo demande & la fin de I'élude. Un rapport d'étude clinique écrit sera
distribué aux sites a la fin de I'étude.

Compensation

Vous recevrez une somme de 150.00% en compensation des frais encourus et
des contraintes subies en raison de votre participation & cette étude.

Indemnisation en cas de préjudice et droits du sujet de recherche

Si vous deviez subir quelque préjudice que ce soit d0 a voire participation au
projet de recherche, vous recevrez tous les soins et services requis par votre
état de santé, sans frais de votre part,

En acceptant de participer & ce projet, vous ne renoncez & aucun de vos
droits ni ne libérez les chercheurs, I'organisme subventionnaire, ou
I'etablissement de leur responsabilité civile et professionnelle.

Financement

Le chercheur responsable du projet a regu un financement de I'organisme
subventionnaire pour mener a bien ce projet de recherche.

Version 1.1 (08 juillet 2009) Page 7 sur 9



Personnes-ressources

Vous pouvez obtenir plus de renseignements concernant I'étude ou votre
parficipation en communiquant avec .

-Le Dr. Rémi Rabasa-Lhoret au {514) 987-5666. Vous pouvez obtenir de I'aide
médicale 24 heures sur 24 en téléphonant au service de messages aux
meédecins du CHUM au (514) 890-8000 poste 14444, Le service des messages
peut joindre Dr. Rabasa-Lhoret en tout temps.

- Ou son assistante de recherche au (514) 8920-8000 poste 12906 ou au {514)
987-5668.

Pour de plus amples informations au sujet de vos droits en tant que sujet de
recherche ou si vous avez une plainte ou des commentaires & formuler, vous
pouvez communiquer avec Mme Rita Crisante, commissaire local de la qualité
des services a I'Hotel-Dieu du CHUM {{514) 8%90-8000 poste 12761) ou la Dre
Madeleine Roy, membre du Comité d'éthique de I'IRCM [[{514) 987-5636).

Surveillance des aspects éthiques du projet de recherche

Le comité d'éthique de la recherche du CHUM a approuvé ce projet de
recherche et en assure le suivi. De plus, il approuvera au préalable toute
révision et toute modification apportée au formulaire d'information et de
consentement et au protocole de recherche.

Consentement

Je déclare avoir pris connaissance du présent formulaire de consenfement.
Je reconnais que la nature et le déroulement du projet de recherche m’ont
été expliqués, qu'on a répondu a toutes mes questions ef qu'on m'a laissé le
temps voulu pour prendre une décision.

Je comprends en quoi consiste ma participation & cette étude et j'accepte
volontairement et librement d'y participer. On me remetira une copie signée
et datée du présent formulaire. Un exemplaire sera également inséré dans
mon dossier médical pour des raisons de sécurité et je comprends donc que
cette informatfion sera disponible & toute personne ou organisme & qui
j'autoriserai I'accés & mon dossier.

En signant le présent formulaire, je ne renonce a aucun de mes droits [Eégaux

ni ne libére le chercheur, I'hdpital ou le commanditaire de leur responsabilité
civile et professionnelle.
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O Javtorise O Je n'autorise pas

Le chercheur ou son équipe a informer mon médecin de famille et a lui
transmettre toute information pertinente.

Coordonnées du médecin :

Nom du participant

| Signature du participant

Date

Personne ayant expliqué le formulaire d’information et de consentement

J'ai expliqgué au sujet de recherche les termes du présent formulaire
d'information et de consentement et j'ai répondu aux questions gu'il m'a
POSEEs.

Nom de la personne chargée de la
discussion sur le consentement

Signature de la personne chargée de la
discussion sur le consentement

Date

Engagement duv chercheur

Je ceriifie qu'on a expliqué au sujet la nature du projet de recherche ainsi
que le contenu du présent formulaire, qu'on a répondu & toutes ses questions
et gu'on lui a indiqué gu'il/elle reste & tout moment libre de mettre un terme
& sa participation. Une copie signée et datée de ce formulaire Iui sera remise.

D' Rémi Rabasa-Lhoret
Nom du chercheur ou

Sighature du chercheur

Date

Distribution du formulaire de consentement
- Remettre une copie originale au patient.
- Placer une copie dans le dossier médical du patient.
- Garder une copie originale aux dossiers du chercheur.,
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Curriculum vitae

Formation académique

2008-2014  Doctorat (Ph.D) en nutrition (passage direct M.Sc /Ph.D été 2011)
Département de nutrition, Faculté de médecine, Université de Montréal

Directeur: Rémi Rabasa-Lhoret MD Ph.D, Co-directeur : Martin Richter, Ph.D

2005-2008  Baccalauréat ¢s sciences en biochimie (B.Sc.) (Hons), magna cum laude,

Département de biochimie, Faculté des sciences, Université d’Ottawa
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3. Ziai S, Belson L, Malet A, Tardif A, Berthiaume Y, Coderre L, Rabasa-Lhoret R. The
association between leptin and insulin levels in adults with cystic fibrosis. Diabetes Metab.

2012 Feb;38(1):34-9.

4. Ziai S, Elisha B, Hammana I, Tardif A, Berthiaume Y, Coderre L, Rabasa-Lhoret R.
Normal total and high molecular weight adiponectin levels in adults with cystic fibrosis. J

Cyst Fibros. 2011 Dec;10(6):483-6.
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secretion indices in cystic fibrosis. J Cyst Fibros. 2011 Mar;10(2):145. (Lettre a I’éditeur)
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glucose tolerance test? Appl Physiol Nutr Metab. 2013 Dec;38(12):1254-9.

8. Ishimo MC, Belson L, Ziai S, Levy E, Berthiaume Y, Coderre L, Rabasa-Lhoret R.
Hypertriglyceridemia is associated with insulin levels in adult cystic fibrosis patients. J Cyst

Fibros. 2013 May;12(3):271-6.
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Lhoret R. LDL-cholesterol and insulin are independently associated with body mass index in
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11. Elisha B, Ziai S, Karelis AD, Rakel A, Coderre L, Imbeault P, Rabasa-Lhoret R. Similar
associations of total adiponectin and high molecular weight adiponectin with cardio-

metabolic risk factors in a population of overweight and obese postmenopausal women: a

MONET study. Horm Metab Res. 2010 Jul;42(8):590-4.
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Antimicrobial effects of H4-(86-100), histogranin and related compounds--possible
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