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Résumé

L’inflammation joue un réle central dans la fibrose kystique (FK) et dans sa
progression. Actuellement peu de connaissances sont disponibles sur I'impact de
I'exercice sur la cascade inflammatoire. Dés lors, nous avons effectué une étude
exploratrice, prospective, non contrélée, non randomisée chez 10 sujets atteints
d’'une FK cliniguement stable, afin de déterminer la réponse inflammatoire a
I'exercice aigu, tant au niveau local que systémique, et la modulation de celle-ci
suite a un programme de réadaptation individualisé et non supervisé d’'une durée
de 4 semaines. Nos résultats montrent que I'état inflammatoire basal est
augmenté chez les sujets FK sédentaires. D’autre part, I'exercice aigu augmente
le stress inflammatoire au niveau systémique et bronchique. La réadaptation a
permis de diminuer I'état inflammatoire de base au niveau bronchique et a
également diminué le stress inflammatoire induit par I'exercice aigu. Dans le
sérum, nous avons constaté une augmentation des métalloprotéases
neutrophiliques 8 et 9, ainsi que d’IL-8 aprés la réadaptation et une diminution de
MCP-1 et de CRP. Le questionnaire CQFR montre que ces changements étaient
paralléles a I'amélioration de la forme physique. En conclusion, nous pensons
que I'exercice est sécuritaire chez les patients FK et qu’il est nécessaire, car il
permet de diminuer linflammation au niveau bronchique et probablement

sérique.

Mots-clés : Fibrose kystique, réadaptation, inflammation, expectorat, IL-6, IL-8,

MMP-8, MMP-9, TIMP1



Abstract

It is well recognized that inflammation plays a major role in cystic fibrosis (CF)
lung disease and its progression. Little is known about the impact of exercise on
the inflammatory cascade. Therefore we conducted a prospective non-controlled
non-randomized pilot study in ten patients with clinically stable CF to better
understand airway and systemic inflammatory response to exercise and its
modulation after a 4 week rehabilitation programme. We found that the basal
inflammation is high in CF and that it is up-modulated by an acute exercise. After
the rehabilitation programme, airway inflammation was down-regulated, as was
the stress-induced airway inflammatory response to exercise. As for systemic
inflammation, our results showed that metalloproteinase 8 and 9 increased over
time and IL-8, while MCP-1 and CRP decreased over time. The CQFR
questionnaire showed that these changes were consistent with a better physical
condition. In conclusion, we think that exercise is safe and vital in FK. It helps to

down-regulate the basal airway inflammation and probably the systemic one.

Keywords : Cystic fibrosis, inflammation, physical exercise, sputum, IL-6, IL-8,

MMP-8, MMP-9, TIMP1
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Préambule:
L’objectif du présent mémoire est d’étudier I'effet de I'exercice aigu et chronique
sur les parameétres inflammatoires systémiques et pulmonaires chez les patients

atteints de fibrose kystique (FK).

L’entrainement physique est une activité physique réguliere qui permet
d’améliorer la performance physique, la force physique et/ou la fonction cardio-
pulmonaire.! Cette activité physique fait partie du mode sain de la vie de tous les
jours et est hautement suggérée a tous les patients porteurs d’'une maladie
chronique, y compris des patients FK. L'effet bénéfique de I'entrainement
physique chez les patients avec FK consiste en amélioration de la forme
physique globale? et de la fonction cardio-pulmonaire.22 Il permet d’augmenter la
force physique et la coordination, améliore la qualité de vie et augmente la
6-8

clairance du mucus.>™ L’exercice semble diminuer également le déclin de la

fonction pulmonaire .2

Nous croyons que l'exercice physique régulier a une influence positive sur
'évolution de la FK en permettant la diminution de linflammation chronique

systémique et des organes cibles, particulierement du poumon.



Chapitre 1 : Fibrose Kystique et inflammation :

1. La Fibrose Kystique:

La Fibrose Kystique (FK) est une maladie génétique autosomique récessive avec
une incidence approximative de 1:3500 naissances en Amérique du Nord et en
Europe de I'Ouest.’® Selon les données de 2008, au Canada, 1 personne sur 25
est porteuse de cette mutation. Au Québec la prévalence est encore plus élevée,
atteignant 1:20, avec une particularité géographique au Saguenay-Lac-Saint-

Jean ou 1:15 personne porte une mutation génétique.

La FK est une maladie chronique évolutive des enfants et des jeunes adultes qui
touche surtout les systémes respiratoire, digestif et immunitaire.l! Ces atteintes
ont des conséquences importantes sur le développement physique et
psychologique des patients, leur capacité a I'effort, ainsi que leur qualité de vie.
L’atteinte pulmonaire est au premier plan des symptédmes et est la principale
cause de la mortalité qui demeure encore élevée. L’inflammation et les
surinfections jouent un réle central dans I'évolution de la maladie pulmonaire de
la FK menant a la longue a une défaillance respiratoire et, malgré 'amélioration
constante des soins, a la mort vers 'dge médian de 48.6 ans actuellement en
absence de transplantation pulmonaire (Figure 1). Malheureusement, ce
traitement est toutefois limité vu les difficultés techniques et le manque de

donneurs.
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Figure 1 : Augmentation de la survie médiane prédite des patients atteints de fibrose kystique.
Tiré et modifié du site web: Cystic Fibrosis Foundation Web site [http://www.cff.org/AboutCF].
About Cystic Fibrosis. Bethesda (MD): Cystic Fibrosis Foundation.

La FK est causée par les mutations du géne de CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) (membre de la famille des protéines
ABC (adenine nucleotide-binding cassette) qui code normalement pour une
protéine transmembranaire qui agit en tant que canal chlore. Ces mutations
causent un défaut de régulation du transport ionique du chlore. En combinaison
a latteinte d’autres canaux, ces mutations ménent a un défaut de transport
d’'ions (Na+, K+, etc) et de I'eau a travers la membrane de la cellule épithéliale.
Cela crée une absorption absolue du liquide périciliaire et une déshydratation de
la surface épithéliale. Cette déshydratation méne probablement a une diminution
de la fonction muco-ciliaire et par conséquent a une diminution de la clearance

bactérienne.



Le géne CFTR contient 27 exons s'étendant sur 250 kb du chromosome 7, en
7931, et code pour un ARNm de 6,5 kb. Habituellement la protéine normale de
CFTR est transcrite de I'ARNm, puis est transportée dans le réticulum
endoplasmique (pour d'autres transformations), puis est envoyée dans la
membrane cellulaire ou elle joue un réle essentiel dans le transport des ions

cités ci-dessus.



1.1 Mutations associées a la FK :
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Fiqure 2: 5 Classes de mutation du géne CFTR. Représentation schématique de cinq
catégories des mutations du géne CFTR menant aux différents phénotypes de la maladie.
(Dessin de Xavier Marchand)

A ce jour, nous connaissons plus de 1000 mutations du géne CFTR qui ménent
aux différents phénotypes de la maladie. On divise ces mutations en cinq

catégories selon leurs effets sur la fonctionnalité de la protéine CFTR.2



Classe I: mutations altérant la production de la protéine (mutations non-sens et
codon stop prématuré) qui ménent a une absence totale ou partielle de la
protéine; soit 'ARNmM muté est instable et ne produit pas de protéine, soit la
protéine anormale produite sera instable et rapidement détruite.

Classe |I: mutations touchant le processus de maturation intracellulaire de la
protéine, menant aux problémes de pliage (« folding »); ainsi, la protéine est soit
absente, soit présente en quantité réduite dans la membrane apicale; les
mutations de cette classe représentent la majorité des alleles CF, dont la
fréquente mutation AF508);

Classe llI: mutations perturbant la régulation du canal CI'; ces mutations sont le
plus souvent situées dans les domaines de liaison a I'ATP;

Classe IV: mutations altérant la conduction du canal CI" (atteinte du pore ionique
par mutations dans les domaines transmembranaires); les mutations faux-sens
situées dans ces régions produisent une protéine correctement positionnée qui
présente une activité canal CI'-AMPc dépendante, mais les caractéristiques de
ces canaux sont différentes avec une diminution du flux d'ions et une sélectivité
modifiée;

Classe V: mutations altérant la stabilité de la protéine mature et diminuant donc

la quantité de la protéine mature fonctionnelle.

Il existe une anomalie supplémentaire, I'épissage anormal de I'exon 9 (séquence
différente de I'exon 8) qui ne fait pas partie des classes de mutations et qui peut

mener a un ARNm de qualité anormale.



2. FK et atteinte pulmonaire :

Les diverses mutations, altérant I'expression du CFTR, diminuent au niveau
pulmonaire I'hydratation du mucus, la clearance du mucus et réduisent la
fonction muco-ciliaire. Ces changements accroissent la susceptibilité aux
infections bactériennes récurrentes et a la colonisation bactérienne qui jouent un
réle central dans la détérioration de la fonction pulmonaire. X2 A cause de cette
atteinte bactérienne ou prédomine le Pseudomonas aeruginosa, le
Staphylococcus aureus, [I'Haemophilus influenzae et le Burkholderia
cenocepacia, l'augmentation de [I'expression des cytokines et chemokines
inflammatoires est observée dans le poumon des patients atteints de FK. Cette
insulte bactérienne induit des cycles répétés de dommages épithéliaux et de
réparations cellulaires qui, accompagnée d’une activation importante du systeme
immunitaire, participent au développement de bronchiectasies par destruction de
la structure bronchique. Ce phénoméne physiopathologique est a la base de
I'atteinte pulmonaire chronique chez les patients atteints de FK. Les mutations de
CFTR en tant que telles peuvent également jouer un réle dans linflammation
persistante chez ces patients et participer au processus de destruction. En effet,
le CFTR maintient I'expression homéostatique de plus de 843 génes chez les
humains* et ces génes sont impliqués dans l'activation du complément, de
'apoptose, de la chimiotaxie, de phagocytose, de sélection des lymphocytes T,
et de lactivation des lymphocytes B. De par ces mécanismes, certaines
mutations du CFTR peuvent augmenter l'insulte en tant que telle. Bien que

complexe, les cellules épithéliales bronchiques et le processus inflammatoire



neutrophilique sont au centre du processus physiopathologique du

développement de I'atteinte pulmonaire dans la FK.

3. Cellules épithéliales pulmonaires :

L’épithélium bronchique est la premiere ligne de défense du systéme respiratoire
contre les infections et participe donc activement a la réponse inflammatoire. De
plus, en raison du géne CFTR muté, I'épithélium pulmonaire des FK a des
qualités pro-inflammatoires intrinséques, avec un déséquilibre en faveur de la

voie pro-inflammatoire.

En réponse a la stimulation par le P. aeruginosa ou d’autres bactéries,
I'épithélium pulmonaire augmente, de fagon supranormale, la production du NF-
kB qui, a son tour, stimule la production de I'lL-8, une chimiokine, qui est la
principale molécule chémo-attractive des neutrophiles dans la FK.2>1¢ Cet effet
pro-inflammatoire supranormal du LPS sur les cellules épithéliales pulmonaires
est probablement expliqué par l'effet d’'amplification provenant de l'inflammation
neutrophilique coexistante.l” IL-8 module la production d’IL-1, de TNF-a et
d’autres médiateurs en recrutant les cellules immunes, comme les macrophages
et neutrophiles. A leur tour, les macrophages augmentent la réponse
inflammatoire en augmentant la production d’IL-8 par les cellules épithéliales. In
vitro, le TNF-a augmente la réparation de I'épithélium bronchique, tout en
ralentissant la croissance cellulaire,®® donc il pourrait avoir une action double :

pro-inflammatoire et anti-inflammatoire.



D’autre part, [I'épithélium bronchique FK présente plusieurs anomalies
intrinséques. L’'une d’elles, est la production diminuée de glutathion'® et celle
augmentée de COX2 et de prostaglandine E2.22 Cela méne a une diminution de
neutralisation des radicaux libres et, donc, a I'augmentation de l'inflammation
locale. De plus, I'accumulation du A508-CFTR méne a une dysfonction du
réticulum endoplasmique et a 'augmentation des super-oxydes. Ce phenomeéene
active a son tour les enzymes de transglutaminases tissulaires (« enzyme tissue
transglutaminase », TG2), produisant des agrégats protéiniques. Ces agrégats
séquestrent les protéines anti-inflammatoires de type PPAR-gamma («
peroxisome proliferator-activated receptor gamma ») et de la protéine inhibitrice-
kB (I-kBa) (la protéine inhibitrice de NF-kB), ce qui méne a une augmentation de
linflammation. Ces agrégats de TG2 sont normalement détruits par les
autophagosomes, mais ce processus est déficient dans les cellules A508-CFTR,

ce qui augmente encore l'inflammation.2!%

L’accumulation du CFTR anormal dans le réticulum endoplasmique provoque
une anomalie de son fonctionnement (« endoplasmic reticulum stress response
») menant a 'activation de NF-kB, puis a 'augmentation de la production d’IL-8
et ce, indépendamment de linfection. Il faut mentionner que certains auteurs
mettent en doute ces résultats en soulignant le fait que les patients pouvaient
présenter des infections virales passées inapercues. Parallélement, I'expression
de la I-kB est diminuée, par une diminution relative d’IL-10 et de NO,2 dt & une

lésion spécifique au niveau de STAT-1.22 En plus, selon certains auteurs les
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cellules épithéliales des patients atteints de FK ont une capacité régénératrice
diminuée et rencontrent des difficultés a reformer un épithélium normal suite a un

traumatisme.2

Toutes ces multiples anomalies des cellules épithéliales ménent a ['état

inflammatoire et participent activement a l'inflammation du poumon FK en

interaction avec les neutrophiles.

4. FK et inflammation :

Les insultes bactériennes et intrinséques (reliés aux mutations) menent a un état
inflammatoire jouant un réle central dans I'évolution de la maladie. Les différents
éléments du systéeme immunitaires sont incriminés. Cependant, le neutrophile
pulmonaire activé,®® en tant qu’élément principal de limmunité innée et de
défense antibactérienne de premiére ligne, joue un rdle physiopathologique
prépondérant. Certains auteurs pensent que l'inflammation pulmonaire existe
avant méme la premiére infection et pourrait étre due a la mutation CFTR en tant

que telle.2l En effet, cette inflammation neutrophilique est un facteur de risque

indépendant de la progression de la maladie per se, elle est associé aux

28,29 30,31

fonctions respiratoires diminuées et a la diminution de la masse maigre=

(donc a 'augmentation du catabolisme) chez des patients adultes FK.
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4.1 FK, inflammation et exercice physique :

Plusieurs études ont essayé de démontrer l'effet bénéfique de [I'exercice
physique régulier chez des patients atteints de maladies chroniques : MPOC,
diabéte de type 2, insuffisance cardiaque ou maladie cardiaque athéroslérotique.
Cet entrainement physique régulier diminue l'inflammation basale de I'organisme
ou de l'organe cible en dega de la valeur pré-test et en plus, protege contre la
progression de certaines maladies chroniques.22 A noter que la masse
graisseuse d’un individu a une forte association positive avec les marqueurs
circulants inflammatoires® et que chez les FK, la masse adipeuse est diminuée,
faisant penser que l'inflammation basale chez ces patients est due a la maladie

per se.

Il existe également une relation inverse entre le pourcentage de VEMS prédit et
les marqueurs d’inflammation mesurés dans les expectorations, comme
Iélastase libre, I'lL-8 et le compte neutrophilique.** Le VEMS diminue
progressivement chez les FK et ce déclin augmente avec chaque exacerbation.®
Les études chez les enfants FK ont démontrées que le VEMS bas et le faible
IMC sont associés a une consommation d’oxygéne maximale basse (VO2 pic) et

que cette VO2 pic basse peut prédire une mortalité précoce, tout comme la

vitesse de diminution du VEMS ou de VO2 pic.
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D’autre part, une étude effectuée chez le rat a démontré que I'entrainement
physique régulier inhibe la réponse inflammatoire pulmonaire neutrophilique suite

a l'injection de LPS.%®

4.2 Médiateurs inflammatoires :

Les médiateurs inflammatoires dans le poumon FK sont nombreux et
proviennent de différentes sources. L’IL-8, le TNF-alpha, les MMP-8 et -9 et I'lL-1

sont les médiateurs principaux retrouvés dans la FK.

D’abord quelques mots sur TNF-alpha. In vitro, le TNF-alpha active et augmente
(via la NADPH oxydase) la production de radicaux libres par les neutrophiles®’ et
leurs dégranulation, augmente linteraction entre les molécules d’adhésion et
maintient les cellules au site de I'inflammation.2% |’augmentation du TNF alpha
bioactif augmente la production de l'IL-8 par les neutrophiles eux-mémes, la
migration de neutrophiles, leurs activations et un mouvement plus anarchique de
neutrophiles. Ces effets ont étaient associé a un pronostic plus sombre chez des

malades avec des infections pulmonaires chroniques, telle que la FK.2142

L’IL-1 stimule surtout les lymphocytes T et B et est produit par le macrophage.
Tout comme le TNF-alpha, I'lL-1 a une fonction autocrine sur le macrophage lui-
méme en stimulant la sécrétion d’IL-1, IL-6, IL-8, tout en augmentant l'activité

antimicrobienne ou inflammatoire pure du macrophage. L’IL-1 (via 'augmentation
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d’IL-17) recrute également les neutrophiles dans les voies bronchiques, tout en

les activant également.*2

L’IL-17 augmente la production des cytokines inflammatoires comme IL-6, IL-8,
TNF-alpha, CXCL9 et CXCL10 et est produit surtout par les cellules Ty17, mais
les cellules T8, cellules NK et les neutrophiles eux-mémes le produisent
également.*% Le role d’IL-17 a été surtout décrit dans I'asthme allergique.
L’épithélium pulmonaire et les cellules musculaires lisses pulmonaires produisent
l'IL-8 qui est la principale molécule chémo-attractive des neutrophiles dans le
poumon de FK. Elle module la production d’IL-1, de TNF-a et autres médiateurs
en recrutant les cellules immunes, comme les macrophages et neutrophiles. A
leur tour les macrophages augmentent la réponse inflammatoire en augmentant
la production d’IL-8 par les cellules épithéliales.?® La fonction anti-inflammatoire
d’antibiotiques type macrolides passe par linhibition de la stimulation par IL-17

de la production d’IL-8.%L

GM-CSF est une cytokine de 23 kDa produite par différents types cellulaires,
entre autres par I'épithélium pulmonaire. Le GM-CSF induit le recrutement et la
survie des neutrophiles (et probablement d’autres cellules), ainsi que la
différentiation terminale des macrophages alvéolaires.*® Le GM-CSF joue un role
important dans le systeme immunitaire via la régulation de la maturation et de
I'activation des cellules myéloides, ainsi que la reconnaissance, la phagocytose

et le nettoyage des pathogénes microbiens. Les macrophages alvéolaires des
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souris déficientes en GM-CSF possedent de multiples défauts tels que : défaut
d’adhésion, d’expression de récepteurs de surface, de phagocytose, de
production de ROS, etc.?2 Chez la souris déficiente en GM-CSF, la production de
TNF-alpha et du MIP1 est diminuée, tout comme le recrutement des neutrophiles
alvéolaires.22 D’autre part, le GM-CSF participe a 'noméostasie du surfactant
pulmonaire via la régulation de son catabolisme par les macrophages

alvéolaires, d’oll son role dans la protéinose alvéolaire pulmonaire.®!

Le MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) (ou CCL2) est produit par les
cellules épithéliales pulmonaire de type Il, les cellules endothéliales et les
macrophages. Le MCP-1 participe activement au recrutement des cellules
inflammatoires et peut étre dosé dans le sérum des volontaires sains.®2 Sa
concentration sérique augmente de fagon significative dans les cas de fibrose

pulmonaire,®® mais également dans l'insuffisance cardiaque et avec I'age.®*

L’IL-6 est secrétée par de nombreuses cellules de l'organisme : les cellules
musculaires striées périphériques, les cellules musculaires respiratoires (suite a
leur stimulation par Ieffort physique),®® les cellules inflammatoires de type
mastocytes et par I'épithélium pulmonaire FK. Au repos, la sécrétion d’IL-6 par le
muscle est minimale et elle augmente, durant I'exercice, proportionnellement a la
durée et a l'intensité de l'effort, a la masse musculaire utilisée durant I'exercice
donné et a la forme physique (et inversement).22 |e niveau d’IL-6, de TNF-

alpha et de leurs récepteurs solubles (TNF-alpha SR | et II) augmentent dans le
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sérum aprés un exercice de 5 minutes a 3.1 METS par rapport aux valeurs
d’avant I'exercice chez les adultes FK.22 Cette augmentation d’IL-6 et de TNF-
alpha se retrouve également chez les enfants FK.22 || semble que la durée de
'exercice et pas seulement son intensité joue un réle dans 'augmentation des
paramétres inflammatoires.®* Chez le rat, I'exercice physique régulier ne modifie
pas le niveau basal d'IL-6 dans le sérum, ni 'expression d’ARNm d’IL-6 dans le
muscle. En ce qui concerne le TNF-alpha, on observe une diminution du taux
sérique aprés 12 semaines d’entrainement chez les jeunes rats, mais pas chez
les rats plus agés.2

Méme chez les grands sportifs, I'exercice a puissance constante augmente de
facon significative le niveau sérique de I'lL-6. Le pic de I'lL-6 peut étre encore
augmenté ou au contraire diminué par un deuxieme exercice similaire, selon la

durée de repos entre ces deux séances d’exercice®,

Le réle d’'IL-6 dans I'organisme semble complexe, selon les situations cliniques, il
peut étre pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. Par exemple, la sécrétion
intrapulmonaire participe probablement activement a l'inflammation, comme le
montrent les expériences de perfusion d’IL-6 chez le rat®* ou dans le cas d’un
sepsis ou l'augmentation d’IL-6 et d’autres cytokines est précédée par
'augmentation de TNF-alpha. Par contre, IL-6 systémique facilite le métabolisme
de glucose durant I'exercice physiqueﬁ et diminue I'expression de TNF-alpha et
de IL-1béta,®® tout en augmentant la production des cytokines anti-

inflammatoires, telles que IL-1RA et IL-10.82%8 |’action d’IL-6 nécessite une
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liaison & son récepteur soluble, sIL-6R, qui joue le réle du cofacteur.®2 Donc,
cette production d’IL-6 par le muscle squelettique dans les conditions d’exercice
physique semble avoir un effet protecteur et anti-inflammatoire sur I'organisme,

au contraire des conditions pathologiques de type arthrite rhumatoide.
Nous allons maintenant passer en revue les différents types cellulaires
responsables de cette inflammation systémique et pulmonaire chez les patients

FK.

5. Neutrophiles :

Les neutrophiles font partie des leucocytes (granulocytes), tout comme les
éosinophiles et les basophiles. Les macrophages et les leucocytes ont une
cellule progénitrice commune dans la moelle osseuse. Afin de devenir un
leucocyte, la cellule progénitrice subit de multiples transformations avec une
expression sélective de certains facteurs de transcription, de protéines
granulocytaires et des récepteurs des chemokines et des cytokines”. La demi-
vie des neutrophiles circulant varie entre 6 et 8 heures, par contre ils peuvent
survivre nettement plus longtemps dans les tissus. Le passage des neutrophiles
dans les tissus pulmonaires, suite a l'interaction des neutrophiles et des cellules
endothéliales, est fait en suivant un gradient chimiotactique, surtout constitué par
le LTB-4 et IL-8 produit par les cellules épithéliales. D’autres molécules
participent également a ce mécanisme, telles que C5a, CXCL1, CXCLS5 et le

complexe élastase-alpha-1-antitrypsine. Suite a la réception de ce signal, le
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neutrophile active une série de signaux intracellulaires, réarrange son
cytosquelette et modifie les récepteurs membranaires. Ces étapes permettent au
neutrophile activé de traverser les vaisseaux au niveau des capillaires
pulmonaires (par la voie para-cellulaire et trans-cellulaire) et de se retrouver a

I'intérieur des voies respiratoires.

Ce neutrophile activé sécrete une grande variété de cytokines et de chemokines
pro-inflammatoires qui vont, d’une part, avoir une action défensive contre les
pathogenes et, d’autre part, permettre d’interagir avec d’autres cellules de
voisinage. Le neutrophile interagit avec les cellules de son environnement
immédiat (cellules épithéliales pulmonaires, cellules endothéliales, macrophages,
etc.), provoque l'influx d’autres cellules inflammatoires et sécréte les médiateurs
inflammatoires, ainsi que les molécules protéolytiques, dont l'objectif est la
destruction des bactéries colonisatrices® mais causant des dommages

collatéraux aux tissus pulmonaires des FK.

Dernierement, il a été prouvé que les neutrophiles circulants plasmatiques
activés (durant I'épisode aigu d’exacerbation pulmonaire FK) produisent des
quantités supranormales de radicaux libres et d’IL-8, tout en ayant une réponse
pro-apoptotique augmentée.7—3 Ce phénomeéne augmente leur effet nocif au
niveau du parenchyme pulmonaire. Par contre, le degré de [linflammation
systémique, exprimé par la concentration sérique de CRP, d’IL-6, -8 et de TNF-

alpha, n’est pas un facteur de risque pour une exacerbation future chez des
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patients adultes FK.”* Ceci semble montrer que I'inflammation chez les FK n’est

pas systémique, mais plutét prédominante au niveau pulmonaire.

Les neutrophiles jouent un rdle actif dans la défense immunitaire contre les
bactéries, en les détruisant par la voie extracellulaire et intracellulaire. Par contre
ils perpétuent la réponse inflammatoire, en détruisant (par le relachement des
MMP) la membrane basale et les cellules épithéliales (menant au remodelage
tissulaire). Le relachement d’ADN par les neutrophiles nécrotiques augmente
encore un peu plus la viscosité du mucus.”> Cet ADN extracellulaire augmente

également le stress oxydatif.

Les neutrophiles CFTR-/- ont possiblement une capacité inflammatoire
supérieure aux neutrophiles normaux selon un modéle animal, ou ils ont
provoqué des lésions pulmonaires nettement plus importantes.”® D’autre part, les
neutrophiles FK démontrent une augmentation de I'expression des récepteurs
TLR-4 et une diminution des TLR-2.”Z Cela méne possiblement & une diminution
de la capacité du systéme immunitaire a éliminer de fagon efficace les

pathogenes du systéme respiratoire.

Plusieurs études démontrent que I'apoptose neutrophilique est défaillante dans
le poumon FK, mais nous ne savons pas encore avec précision si c’est un défaut
constitutionnel d0 a la mutation CFTR (avec diminution de la coronine-1, du TNF-

R1, du Fas et du FaslL) ou s’il s’agit d’'un défaut commun a plusieurs maladies
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inflammatoires (de mécanisme encore indéterminé) ou encore d’'un défaut causé
par l'infection bactérienne, surtout par P.aeruginosa, ou enfin, d’'un mélange de

ces différents mécanismes.’®

Tout le paradoxe du poumon FK consiste dans le fait qu'une flore bactérienne
pathogeéne survit et se multiplie malgré une présence nettement supranormale
des neutrophiles. Cela indiquerait soit un probléme primaire au niveau de leur
fonctionnement, soit secondaire au microenvironnement pulmonaire ou
complétement indépendant des neutrophiles, soit une combinaison de tous ces

problémes.’

5.1. Neutrophiles et stress oxydatif

Il est également reconnu depuis longtemps que la production des radicaux libres
(02-, H202, OH) par les neutrophiles, ainsi que par les cellules alvéolaires de
type Il et par les cellules ciliées bronchiques participe a la défense active contre
les infections bactériennes. Mais la concentration anormale de ces radicaux
libres dans le poumon FK participe a l'inflammation excessive et a la production
du mucus, tout comme [l'atteinte directe de la fonction du canal CFTR.2 Par
contre, le réle exact de l'atteinte de la qualité du surfactant pulmonaire par ce
stress oxydatif n’est pas clair. Il pourrait participer a la progression de la maladie
pulmonaire chez les FK et a la diminution de la fonction pulmonaire. En méme
temps, la concentration des molécules anti-oxydantes (comme le glutathion) est

diminuée dans le poumon FKZ ce qui entraine plusieurs effets néfastes
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(augmentation de l'inflammation, augmentation de la toxicité de pyocyanine et
méme diminution des défenses contre le Burkholderia cenocepacia).” Une étude
récemment publiée montre que ce sont les neutrophiles pulmonaires qui
transportent et relachent 'enzyme gamma-glutamyl-transférase, augmentant sa
concentration dans les sécrétions des voies respiratoires des patients FK, et
diminuant par la méme occasion le glutathion et ces dérivés, dont ils sont le

substrat.8

Chez les patients MPOC, une étude a montré que le stress oxydatif est plus
grand chez les patients dont un rapport masse maigre/masse grasse est diminué
(masse grasse augmentée et masse maigre diminuée), ce qui pourrait

également étre le cas chez certains patients FK.22

En résumé, le stress oxydatif dans le poumon FK est augmenté et participe

activement a la destruction pulmonaire.

5.2. Neutrophiles et protéases

L’activation des neutrophiles méne a leur dégranulation et au relachement des
protéases neutrophiliques. Il existe deux types des protéases : serine protéases
et metalloprotéases de la matrice (MMP). Trois de ces serine protéases sont
bien connues : I'élastase neutrophilique, la cathepsine G et la protéinase 3 qui
sont stockées dans des granules azurophiliques des neutrophiles et sont

relachées habituellement dans les phagosomes. Dans le poumon FK, ces
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sérines protéases sont également stockées par les neutrophiles (activés par IL-8
via CXCR-2) dans les structures extracellulaires « neutrophil extracellular traps »

s& afin

(NETs); et peuvent étre mobilisées rapidement depuis ces réservoir:
d'immobiliser et de tuer les bactéries et les organismes fongiques. Leur
concentration est augmentée dans les sécrétions pulmonaires des FK.2¢ Dans
des conditions pathologiques (FK, asthme, MPOC), ces protéases sont

responsables du dommage aux cellules épithéliales et de I'atteinte de la fonction

muco-ciliaire a cause de la diminution de la fréquence des battements des cils.

5.2.1 Elastase neutrophilique

L’élastase neutrophilique est une molécule de 29 kD avec une charge positive
qui clive des dipeptides neutres non-aromatiques dans I'espace extracellulaire.
Elle augmente I'expression d’IL-8 par les cellules épithéliales et de ce fait,
linflammation neutrophilique, via TLR2 (via un fragment actif de CXCR1)® et
TLR4.88 L'IL-8 a son tour augmente le relachement de I'élastase neutrophilique
par les neutrophiles et donc perpétue le cercle de l'inflammation tout comme le
TNF-alpha.®Z D’autre part, I'élastase neutrophilique augmente de fagon
cliniquement significative la MMP-9 dans les bronches des patients FK, en
activant le pré-MMP-9, tout en bloquant son inhibiteur, le TIMP-1 (« tissue
inhibitor of metalloprotease-1 »).2 Elle participe également par son action a la
destruction du parenchyme pulmonaire et a la fibrose sous-épithéliale. En méme
temps, la quantité excessive de I'élastase neutrophilique bronchique interfére

avec la destruction des pathogenes, en diminuant, la reconnaissance du
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8% pe plus, I'élastase neutrophilique

P.aeruginosa par le systéeme immunitaire.
dégrade des protéines antibactériennes dans le mucus, clive les récepteurs de
surface de cellules T et bloque la maturation des cellules dendritiques, etc. Par

ces actions elle perturbe la bonne marche du systéme immunitaire inné et

adaptatif. 2!

La diminution de I'élastine dans le tissu pulmonaire chez des patients FK est
positivement corrélée avec I'augmentation de I'élastase neutrophilique dans les
expectorations, ainsi qu'avec des niveaux élevés de desmosine et
d’isodesmosine urinaires (produits de dégradation de I'élastine).22 Ceci est di a

'augmentation de I'activité protéolytique dans le poumon.

De fagon intéressante, la concentration de I'élastase neutrophilique (tout comme
des radicaux libres) dans les expectorations des patients FK n’est pas
significativement diminuée aprés un traitement antibiotique par la voie
intraveineuse d’'une exacerbation bronchique et sa concentration avant et aprées

demeure supérieure par rapport au poumon normal.2

Ce fait pourrait suggérer
une dysfonction constitutive des neutrophiles FK et pourrait étre relié directement

a la mutation CFTR et aux effets néfastes au long cours.

5.2.2. MMP
Il existe de multiples formes de metalloprotéases de la matrice (MMP-1 a -25).

Ces enzymes font partie d’'une sous-famille de metallo-endopeptidases, connues
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sous le nom de metzincines, toutes contenant du zinc au niveau de leur site
catalytique.®* Ces MMP participent aux mécanismes normaux d’homéostasie en
dégradant les composantes du tissu conjonctif, en relachant certaines cytokines,
hormones de croissance et de chimiokines et en modulant la mobilité et la

migration cellulaire.22 Leurs concentrations s’élévent durant Iinflammation,

l'infection et le processus de remodelage-réparation tissulaire. 2%

La transcription des MMP est induite par 'lL-1 et le TNF-alpha. Les MMP sont
produites en tant que zymogéne (forme inactive), puis elles sont activées de trois
facons différentes : par la voie de protéinases, par I'activation oxydative ou par

l'activation de la matrice.® Nous allons discuter plus spécifiquement de

quelques-unes de ces MMP plus loin.
Il existe deux groupes d’inhibiteurs de MMP : le groupe peu spécifique, tel
gu’alpha2-macroglobuline, et le groupe spécifique, inhibiteurs tissulaires de

metalloprotéases : TIMP (« tissue inhibitors of metalloproteases »).2

5.2.2.1. MMP-2

La MMP-2 (ou gélatinase A) est une protéase avec une activité gelatinolytique,
exprimée dans les cellules épithéliales et macrophages. Elle participe a

'angiogenése, au remodelage tissulaire et a l'augmentation de la réponse

inflammatoire. 212  Selon une étude, I'élastase neutrophilique augmente

I'expression de MMP-2 par les macrophages in vitro et dans un modeéle animal

101

de linflammation, via le facteur nucléaire-kappaB (NF-kB). In vivo, la
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concentration de MMP-2 semble diminuer dans le sérum des patients FK durant
un épisode d’exacerbation.’2 Son réle dans la pathogenése de la FK n’est pas

encore bien compris.

5.2.2.2. MMP-7

La MMP-7 (ou matrilysine) est capable de cliver de nombreuses composantes de
la matrice extracellulaire. En plus, elle participe a la reépithélialisation des voies
respiratoires, a linflammation et a la croissance cellulaire. Son role a été
largement étudié dans la fibrose pulmonaire idiopathique. Son expression est
augmentée par I'épithélium pulmonaire (pneumocyte de type Il et cellules
épithéliales des voies respiratoires supérieures). La MMP-7 est relachée au
niveau apical par ces cellules chez les patients FK et quelquefois aussi au
niveau basal. La MMP-7 participe probablement tant aux dommages qu’a la
réparation des poumons FK. En effet son inhibition dans le modéle animal et ex-

vivo ne permet pas la reépithélialisation des voies respiratoires.1%

5.2.2.3. MMP-8

La MMP-8 (ou la collagénase neutrophilique), comme son nom l'indique, est
fortement exprimée dans les neutrophiles et permet, entre autres, de cliver le
collagéne de type I, Il et lll. Son expression est augmentée dans plusieurs
maladies pulmonaires, comme le MPOC et la fibrose pulmonaire idiopathique.
L’expression et l'activité de la MMP-8 sont également augmentées dans le

liquide du lavage broncho-alvéolaire des patients avec FK et sont corrélées avec
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le nombre de neutrophiles présents.® Par contre, cette élévation durant un
épisode d’exacerbation pulmonaire de FK est faiblement associée avec la
fonction pulmonaire (VEMS prédit).1% Les travaux évaluant I'impact exact de la
MMP-8 sur la maladie FK sont encore en cours, mais on présume que la MMP-8

participe activement a I'atteinte pulmonaire chronique des patients FK.

5.2.2.4. MMP-9

La MMP-9 (ou gélatinase B) est exprimée surtout par les neutrophiles, mais
aussi par les cellules épithéliales et macrophages. Elle semble avoir des effets
pro-inflammatoires et est augmentée dans les expectorations et le sérum des
patients FK. Dans une étude chez des patients pédiatriques sa concentration
était corrélée a la fonction pulmonaire (VEMS prédit), mais pas dans la seconde
étude 12219 | ‘gugmentation de la MMP-9 chez les FK participe également au

phénomeéne de fibrose pulmonaire.1%®

5.2.2.5. MMP-12

La MMP-12 (ou élastase macrophagique) est une protéase produite par les

macrophages afin de dégrader I'élastine via son domaine catalytique, d’'ou son

réle dans la pathogenése de 'emphyséme.’ L’élastine est remplacée dans le

poumon FK par le collagéne de type | ce qui méne également a la fibrose

pulmonaire. De plus, cette élastase a également un domaine terminal carboxy
108

qui lui permet d’avoir une activité antimicrobienne directe.— In vitro, les

macrophages d’origine non-pulmonaire relachent cette protéase en réponse a la
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stimulation par TNF-alpha et IL-1béta.’®2 Dans le modéle animal du poumon FK,
en réponse a la déshydratation du mucus et sa stase, l'activation des
macrophages est observée ce qui méne au relachement de la MMP-12 et aux

lésions pulmonaires de type emphysémateux.™'

5.2.3. Inhibiteurs de MMP:

Il existe deux groupes d’inhibiteurs de MMPs. Le premier peu spécifique, tel
gu’alpha2-macroglobuline, et les deuxiémes, spécifiques, comprennent des
inhibiteurs tissulaires de metalloprotéases: TIMP (« tissue inhibitors of
metalloproteases »).28 La dysfonction de ces inhibiteurs ou leur diminution dans
le poumon FK joue un réle dans la genése des atteintes pulmonaires chez FK.
Dans une des études, l'augmentation du ratio MMP-9/TIMP-1 dans les
expectorations de FK était d’'une part corrélée a 'augmentation de l'activité de
I'élastase neutrophilique pulmonaire et, d’autre part, a 'augmentation de I'état
inflammatoire durant les exacerbations.’! D’autres auteurs démontrent que
durant I'exacerbation pulmonaire aiglie chez les FK, le TIMP-1 augmente de
facon significative, tout comme les MMP-8 et -9, mais le rapport reste en

défaveur des inhibiteurs.1%

En résumé, les MMPs et les élastases participent activement a I'inflammation et
a la destruction du parenchyme pulmonaire chez les FK, menant a la
modification de I'architecture du parenchyme pulmonaire et aux bronchiectasies.

On pense que le déséquilibre entre la quantité de ces protéases et leurs
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inhibiteurs naturels chez les FK aggrave encore ce phénoméne. Des études ont
montré 'augmentation des MMP-1, -8, -9 dans le sérum des patients durant un
épisode d’exacerbation aigiie pulmonaire di a linfection par P.aeruginosa,'®
tout comme l'augmentation du GM-CSF,M2 sont corrélées avec le degré de
linflammation pulmonaire et également avec les fonctions pulmonaires (VEMS).

L’inflammation induite par l'infection aiglie, mesurée par ces paramétres, est trés

proche de I'inflammation induite par I'exercice aigu selon les auteurs.

D’autres études ont dosé dans les expectorations le niveau de cathepsines B et
S,113 g'élastase relachées par les neutrophiles bronchiques,™* IL-81° et de

myeloperoxidase. ¢

6. Mastocytes :

Il existe deux types de mastocytes, classés selon les enzymes contenus dans
leurs granules: le type « tissu conjonctif », contenant la tryptase et la chymase
(connective tissue mast cells (MCrc)), et de type « intra-muqueuse », contenant

seulement la tryptase (mucosal mast cells (MCr)).2

Dans les bronchioles du poumon FK, la quantité totale de mastocytes est
diminuée a cause de la réduction de la sous-population MC+. Par contre, dans
les zones inflammatoires le nombre de cellules MCrc est augmenté et ces
cellules secretent une quantité augmentée d’IL-6 et de TGF-beta. Ces molécules

pro-inflammatoires augmentent la production des neutrophiles par la moelle



28

osseuse et, en méme temps, diminuent I'activité régulatrice des lymphocytes T,

tout en participant probablement a la déposition du collagéne et, donc, a la

fibrose pulmonaire.™® La méme étude montre que le nombre total de MC¢ et la

quantité de TGF-beta produits correlent négativement avec les fonctions

pulmonaires.m

7. Macrophages et monocytes:

Certains auteurs ont cherché a savoir si les macrophages des patients FK sont
déficients dans leurs fonctions, étant donné la colonisation bactérienne au niveau
pulmonaire et 'augmentation du pourcentage des bactéries vivantes a l'intérieur
des macrophages issus des monocytes circulants des patients FK comparés aux

patients sains, et ce malgré la phagocytose efficace.™'

Cet effet est peut-étre di
a l'accumulation du calcium intracellulaire jusqu’a un niveau suffisant pour

modifier 'expression génique du macrophage,m due a la mutation CFTR.

D’autre part, la sécrétion basale d’IL-8 par les monocytes est augmentée chez
les patients FK. Par contre ces monocytes produisent 100 fois moins d’IL-8 suite

a la stimulation par LPS par rapport aux sujets sains.12

Les macrophages secréetent une cytokine pro-inflammatoire majeure,
macrophage migration inhibitory factor (MIF),'2 qui induit entre autres la
sécrétion de TNF-alpha et augmente I'expression de TLR-4.122 || g été également

démontré dans un modéle animal d’infection a P.aeruginosa que la diminution
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d’expression du MIF diminue le recrutement neutrophilique et le niveau de TNF-
alpha.’®* D’autre part, le MIF présente un certain polymorphisme chez les
humains au niveau de son site promoteur, définissant les producteurs plus ou
moins importants du MIF. Chez certains patients FK une diminution relative
constitutive de la production du MIF (dG a ce polymorphisme) ralentit le déclin de

VEMS, tout en diminuant I'expression et la production relative du TNF-alpha, ce

qui méne & un certain effet protecteur du parenchyme pulmonaire.'22

8. Lymphocytes :

En ce qui concerne les lymphocytes de la sous-muqueuse bronchique, nous
pouvons observer chez les patients FK une réponse prédominante Th2, ce qui
pourrait expliquer d’'une part la fréquence élevée d’ABPA due a une exposition a
I'A.fumigatus et, d’autre part, une diminution de la capacité d’élimination des P.
aeruginosa et possiblement une susceptibilité aux autres agents bactériens. 12
Ceci est de nouveau probablement dd a l'influx du calcium intracellulaire en lien

a la mutation CFTR et & la modification de I'expression génique.'2

Le sous-type Th17, par leur sécrétion d’'IL-17A stimule linduction d’autres
médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-alpha, I'lL-6, les MMPs, le GM-
CSF, etc.)2’ Le développement de Th17 est régulé par I'lL-23.22 Le role principal
de ces lymphocytes dans le poumon est la lutte contre les bactéries
extracellulaires et les champignons. D’ailleurs, lors des épisodes d’exacerbation

de FK, le niveau d’IL-17 et d’IL-23 augmente dans les expectorations des
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patients, puis diminue suite au traitement efficace par les antibiotiques.’2 Il faut
noter que le niveau basal d’IL-17 et -23 est nettement supérieur chez les patients
FK, méme en dehors de I'épisode de décompensation aigue, par rapport aux
sujets sains. > De ce fait, les Th17 jouent probablement un role dans la

destruction chronique du poumon FK.12

9. Cellules dendritiques:

La cellule dendritique est une cellule présentatrice d’antigéne qui est distribuée
tout le long de l'arbre trachéo-bronchique et du parenchyme pulmonaire. Les
cellules dendritiques chez le FK présentent un défaut de structure membranaire
et un défaut de métabolisme lipidique, pouvant étre impliqués dans la réponse
inflammatoire anormale chez ces patients. 2! D’autre part, [Iélastase
neutrophilique, dont la concentration intrapulmonaire est augmentée chez les FK,
inhibe la maturation des cellules dendritiques pulmonaires et diminue la capacité

des cellules dendritiques matures & présenter 'antigéne aux lymphocytes T.132

Cela mene a une réponse anti-infectieuse moins efficace dans le poumon FK.



31

10.Résumé :
Afin de résumer ces interactions complexes, nous avons schématisé tout ceci en
une figure (figure 3) afin de présenter les cytokines et les cellules que nous
pensons étre impliquées dans [linflammation pulmonaire FK et leurs
interdépendances. Au centre de cette inflammation se trouvent les neutrophiles

activés bronchiques et les cellules épithéliales.

Figure 3: Inflammation pulmonaire chez FK. Interaction entre différents types de cellules

présentes dans les voies bronchiques. (Dessin de Xavier Marchand)
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Chapitre 2 :

1. Rationnel :
L’exercice physique chez le patient FK a des bénéfices cliniques dont le
ralentissement du déclin de la fonction pulmonaire.’®® Cet effet positif pourrait
étre en lien avec des changements de la concentration des cytokines
inflammatoires dans les expectorations ou dans le sérum apreés l|'exercice
physique. Plusieurs auteurs ont validé cette technique et ont démontré sa

reproductibilité. 134135

2. Hypothése et objectifs :

Notre hypothése est que l'initiation d’'un programme d’exercice régulier améliore
'état inflammatoire basal pulmonaire et systémique chez les FK peu actifs

physiquement.

L’'objectif global de notre étude est la compréhension de la réponse
inflammatoire systémique et des voies bronchiques a lI'exercice physique chez

les patients FK.

Les objectifs spécifiques de notre étude sont :
e le dosage des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires dans le

sérum et le sputum de nos patients avant et aprés un exercice aigu;
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le dosage des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires dans le
sérum et le sputum de nos patients apres 4 semaines de réadaptation;

nous allons évaluer les fonctions pulmonaires de nos patients, ainsi que
leur tolérance a leffort et leurs qualité de vie avant et aprés la

réadaptation et allons les comparer avec les marqueurs inflammatoires.



34

Chapitre 3 : Méthodes

1. Design de I’étude et population

Etude pilote prospective non contrélée non randomisée de faisabilité chez les
patients FK. L’étude a été menée chez les sujets atteints de FK suivi a la clinique
ambulatoire spécialisée du Centre Hospitalier de ['Université de Montréal
(CHUM), a I'Hépital Hotel-Dieu. Tous les sujets ont signé le consentement
éclairé, approuvé par le Comité d’éthique de notre institution (CRCHUM). 13
sujets ont été inclus, dont 10 ont complété I'étude. Les criteres d’inclusion
étaient le diagnostic de FK posé antérieurement; étre agés de plus de 18 ans;
avoir une atteinte obstructive légére a modérée (selon les lignes directrices
de Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) : VEMS = 50%
des valeurs prédites, le rapport de Tiffeneau >70%; nous n’avons pas utilisé le
LIN du ratio VEMS/CVF, tel que suggéré par ATS/ERS 2005, vu I'dge moyen de
nos sujets); avoir déja passé durant I'année en cours un test incrémental
maximal sur l'ergocycle sans complications; étre capable de produire une

quantité d’expectoration suffisante a la demande.

Les criteres d’exclusion étaient une maladie obstructive sévere (VEMS < 50%);
une exacerbation des symptdmes pulmonaires; hospitalisation; utilisation des
antibiotiques pour une exacerbation aigué durant le mois précédent; utilisation
chronique de la corticothérapie par voie orale ou des AINS ou des anti-

leucotrienes (Montelukast ou Zafirlukast). Les sujets étaient aussi exclus s’ils
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avaient une contre-indication a I'exercice de toute nature ou une limitation sévére
les empéchant de faire de I'exercice; faisait déja de I'exercice de deux heures ou
plus par semaine; ou s’ils avaient déja participé a un programme de réadaptation

durant 'année.

Si pendant le cours de I'étude, un sujet présentait une exacerbation aigué, il était
temporairement exclu de I'étude jusqu’'un mois apres le traitement antibiotique,

puis recommencerait I'entrainement de zéro.

Avant et aprés la réadaptation, les tests de fonction pulmonaire de type
spirométrie (VEMS et Tiffeneau) ont été effectués et les sujets ont répondu au
Questionnaire Révisé de la Fibrose Kystique (« Cystic Fibrosis Questionnaire —

Revised » CFQ-R). 1%

2. Protocole de I’'exercice physique :

Comme cela a déja été mentionné plus haut, tous les sujets ont passé durant
'année un test incrémental maximal (TIM) sur I'ergocycle dans le cadre du suivi

annuel a la clinique ambulatoire de FK.

Au jour 1 de I'étude, les sujets ont effectué un exercice aigu de type endurance
(E1) sur ergocycle a freins électromagnétiques jusqu’'a épuisement, a 80% de
leur puissance maximale atteinte durant le TIM. Cet exercice a été effectué dans

notre laboratoire de physiologie respiratoire a I'Hopital Hoétel-Dieu du CHUM
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aprés deux minutes d’échauffement sur ergocycle sans charge, sous supervision
meédicale directe. Le patient était encourageé a effectuer un effort maximal jusqu’a
la limite des symptomes respiratoires ou musculaires ou jusqu'a ce qu’il ne
pouvait plus maintenir la vitesse de 60 tours de pédale par minute. Durant
I'exercice les parameétres métaboliques, tels que VCO; et VO, et les paramétres
de la ventilation ont été enregistrés, respiration par respiration a travers une
piece buccale. La saturation transcutanée en oxygéne a été monitorée en
continu a l'aide d’'une pince digitale standard. Le rythme cardiaque et le tracé
ECG a été monitoré en continu. L’épuisement musculaire et la dyspnée ont été
monitorés par I'échelle de Borg modifiée durant I'exercice et a la fin de cet

exercice 130138

Aprés quatre semaines de réadaptation a domicile les sujets ont effectué un

deuxiéme exercice aigu (E2) selon le méme protocole et condition que le

premier.

3. Réadaptation :

Afin de déterminer les modalités d’entrainement pour chacun des sujets, il y a eu
une évaluation de la condition physique et une consultation en activité physique
faite par une kinésithérapeute spécialisée. Suite a cette rencontre, les modalités
d’entrainement personnalisées ont été déterminées sur la base des résultats des

tests d’effort maximal et a charge constante, des résultats de I'’évaluation de la
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condition physique, des antécédents médicaux, ainsi que du matériel

d’entrainement a la disposition du sujet a domicile.

Un programme d’entrainement basé sur le renforcement musculaire et

cardiovasculaire a été établi pour chaque sujet.

Le renforcement musculaire s’est fait de fagon générale et globale, ayant comme
but a atteindre le renforcement de la capacité fonctionnelle. Les exercices de
renforcement musculaire ont été effectués sous forme de circuit musculaire. Le
circuit musculaire était composé de 6 exercices. Les charges soulevées ont été
adaptées selon la perception de I'effort du sujet, mesurée a 'aide de I'’échelle de
Borg. Le poids du corps a aussi été utilisé comme résistance lorsque le sujet ne

possédait pas de matériel d’entrainement a domicile.

En ce qui concerne la portion entrainement cardiovasculaire, les sujets se sont
entrainés a une intensité se situant entre 60 et 80% de leur capacité maximale.
Sur la base de I'épreuve d’effort initiale nous avons pu déterminer la capacité
maximale des sujets, incluant leur VO2max, ce qui a facilité la prescription de
modalités d’entrainement optimales et personnalisées. L’échelle de Borg a été
de nouveau utilisée pour gérer lintensité de I'effort. Un cardiofréquencemetre a
pu étre utilisé chez certains sujets. Des appareils de type vélo stationnaire, des

tapis roulants et des elliptiques ont été utilisés pour accomplir cette portion de
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'entrainement. Dans le cas ou les sujets ne disposaient pas de ce type

d’appareil, la marche rapide a été préconisée.

4. Analyse des expectorations et du sang :

Chaque patient a eu des prélevements de sang et d’expectoration avant et 60

minutes apres les E1 et E2.

Nous avons prélevé 3 tubes de 10 ml de sang a chaque étape. Nous avons
effectué une formule sanguine compléte avec une différentiation leucocytaire
(FSC) et un dosage de la protéine C-réactive (CRP) avant et aprés E1 et E2
selon le protocole standard des laboratoires de ’hématologie et de biochimie du
CHUM. Le troisieme tube a été gardé sur la glace, puis centrifugé a 1200
tours/min a 4°C. Le plasma a été séparé des cellules, puis conservé a -80°C
jusqu’a la fin de I'étude. Par la suite, les cytokines ont été dosées dans le plasma
par le Custom Human Cytokine Antibody Array (Cedarlane®, On, Canada). Nous
avons dosé par la méthode semi-quantitative les cytokines suivantes : IL-1B, IL-

6, IL-8, IL-17, MMP-8, MMP-9, TIMP-1, MCP-1, TNFalpha et GM-CSF.

En ce qui concerne les expectorations, elles ont été obtenues spontanément et
gardées sur la glace, puis traitées a lintérieur de deux heures selon les
recommandations.’®> Les échantillons d’expectorations ont été séparés de la

salive et mélangés avec 4 volumes de dithiothreitol (DTT) (sputalysine 10%;

Calbiochem Corp, San Diego, CA, USA), puis dilué avec de l'eau distillée a
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0.1%, afin de dissocier les liens disulfures dans le mucus. Cette solution a été
agitée pendant 15 secondes grace a un mixeur a vortex, puis aspirée a la main a
I'aide d’'une pipette Pasteur. La suspension a été agitée pendant 15 minutes par
Benchrocker, puis 4 volumes de D-PBS ont été ajoutés pour arréter I'action de
DTT et le liquide a de nouveau été agité pendant 5 minutes. Puis la suspension a
ete filtrée et centrifugée a 750 tours/minute pendant 10 minutes, puis le

surnagent a été stocké jusqu'a la fin de I'étude a -80°C.

Le culot de cellules ainsi formé a été de nouveau suspendu par D-PBS, puis le
décompte cellulaire a été effectué, ainsi que le décompte de la viabilité cellulaire

et le différentiel leucocytaire.

Les cytokines ont été dosées dans le surnagent a la fin de I'étude par le Custom
Human Cytokine Antibody Array (Cedarlane®, On, Canada) en accord avec le
protocole du manufacturier. Nous avons dosé par la méthode semi-quantitative
les cytokines suivantes : IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17, MMP-8, MMP-9, MCP-1, TNFa,

GM-CSF et TIMP1.
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Figure 4. Exemple du résultat du dosage par la méthode semi-quantitative, Custom Human

Cytokine Antibody Array (Cedarlane®, On, Canada).

5. Analyse du questionnaire CQF-R :

Dans beaucoup d’études, les questionnaires spécifiques pour les patients
atteints de fibrose kystique portant sur leur qualité de vie ont été utilisés en tant
gu’issues secondaires afin d’évaluer soit la réponse au traitement soit la
progression de la maladie. Dans notre étude nous avons choisi le questionnaire

CQF-R 136132

Ce questionnaire, largement validé, de la qualité de vie et de I'état de santé est
spécifique a la fibrose kystique et s’adresse aux enfants, adolescents et adultes.
Il contient plusieurs domaines : le fonctionnement physique, la vitalité, la
perception de sa santé par le patient, les symptémes respiratoires, les difficultés
liés au traitement, la capacité de fonctionner dans la vie de tous les jours et les
affects. Ce test peut étre utilisé pour suivre I'évolution clinique dans le temps, la

réponse au traitement ou en tant que l'issu secondaire dans la recherche
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clinique. Le pointage le plus haut correspond a la meilleure performance au test.
Nous avons utilisé la version auto-administrée, traduite et validée en francgais par

les auteurs.

L’auto-administration du test était faite juste avant I'exercice E1 et juste avant

'exercice E2 dans nos locaux. Par la suite nous avons comparé les deux

pointages.

6. Analyses statistiques :

Pour les patients 4 et 5, la FSC post E1 n’existe pas (erreur de labo). Pour E2,
les patients 1, 8, 12 ont été exclus de I'étude et pour le patient 3 il n’y a pas de

FSC (erreur de labo).

Le patient 5 a été exclu des analyses des cytokines, car I'expectorant a été
contaminé par un écoulement nasal postérieur avec absence de cellules

bronchiques.

Nous avons utilisé les tests de moyenne avec écart-type et médiane pour
comparer nos valeurs. Nous avons également utilisé le test de « Wilcoxon
matched-pairs signed-ranks » afin de tenir compte du petit nombre de paires
disponibles (test non paramétrique) et de la nature appariée (pré-post) des

données.
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Chapitre 4 : Résultats

1. Caractéristique démographiqgues et cliniques de la population de

étude :
Nous avons inclus 13 patients dans I'étude : 7 femmes et 6 hommes. Parmi eux
10 ont terminé I'étude : 6 femmes et 4 hommes. Les raisons d’abandon étaient :
la grossesse découverte a la semaine deux de la réadaptation (le premier test de
grossesse étant négatif), un séjour prolongé intra-hospitalier avec refus de
débuter la réadaptation selon le protocole de I'étude et un abandon pour manque
de motivation du patient durant la réadaptation. L’age moyen des femmes était
de 28 ans (22-38) et des hommes de 26 ans (20-31). L'IMC moyen des femmes
était de 21.4 (18.2-26.6) et des hommes de 23.8 (19.4-29.2). Les mutations sont
représentées dans le Tableau 1, tout comme le nombre de décompensation

durant 'année avant l'inclusion.

11 patients étaient traités en prophylaxie par Azithromycine (Zithromax®) per os
trois fois par semaine depuis plus de 1 an. 2 patients étaient traités en
prophylaxie par Colimycine inhalé, 5 par Tobramycine inhalé et 1 par Aztreonam

inhalé, tous les jours depuis plus de 1 an.
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Nb d'exacerbation
. avec it AB
Age (ans) Sexe BMI Mutation 12 mois avant
Iinclusion
1 25 H 29,2  AF508 - G542X 2
2 28 F 22 AF508 - G21+1GT 1
3 26 H 24,2  AF508 - AF508 0
4 3 H 207 AF508 - GZ1+1GT 4
5 28 F 22,2  AF508 - G21+1GT 0
6 29 F 19,7 AF508 - G21+1GT 5
T 22 F 18,2 AF508 - AF508 5
a8 20 H 22,2  AF508 - G85E 5
9 27 H 26,9 AF508 - AF508 0
10 38 F 209  AF508 - G21+1GT 2
11 30 H 19,4 AF508 - AF508 1
12 3 F 20,3 AF508 - R553X 3
13 25 F 266 AF508 - C.3752G 2

Tableau 1. Caractéristiques des patients. Présentation des ages, sexe, BMI et les mutations des
patients. Egalement représenté le nombre d’exacerbations nécessitant un traitement antibiotique

durant 'année précédant I'inclusion dans I'étude.

2. Fonctions pulmonaires et exercice :

Nous avons effectué les tests de fonctions pulmonaires immédiatement avant E1
(tableau 2). Le VEMS moyen était de 2.5 litres (en moyen 71.4% de VEMS
prédit), la capacité vitale fonctionnelle était en moyenne de 3.64 litres et le
rapport de Tiffeneau (VEMS/CVF) était en moyenne de 70.4. La capacité
inspiratoire (Cl) était en moyenne de 2.72 litres. A noter que les mesures de Cl
n’'ont pas étaient réalisées per-exercice et donc nous n’avons pas de données

sur I'hyperinflation dynamique post-entrainement.

Aprés la réadaptation, nous avons de nouveau effectué les tests de fonctions

pulmonaires immédiatement avant E2. Globalement, nous n’avons pas mis en
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évidence de modifications cliniquement significatives ni pour le VEMS, ni pour le

CVF, le Tiffeneau ou la capacité inspiratoire (voir tableau 3).

PréE1
VEMS (L) VEMS (%) CVF(L) VEMS/CVF | A capacite
inspiratoire
1 2,30 57 3,21 72 2,95
2 2,60 86 3,49 74 2,55
3 2,31 55 4,30 54 2,85
4 2,54 67 3,75 68 3,10
5 2,61 85 3,26 80 2,20
6 2,32 77 2,98 78 1,85
7 2,77 86 3,45 80 2,80
8 3,38 73 5,06 67 2,55
9 2,95 74 4,82 61 3,91
10 1,67 55 2,46 68 2,05
11 3,21 75 5,09 63 4,10
12 2,24 70 2,90 77 2,11
13 1,89 68 2,58 73 2,35
moyenne 2,50 71,4 3,64 70,4 2,72
Tableau 2 : Paramétres des fonctions pulmonaire avant E1.
PréE2
VEMS (L) VEMS (%) CVF(L) VEMS/CVF | A Capacité
inspiratoire

1 N N N N N
2 2,20 73 2,84 78 2,45
3 2,51 60 4,10 61 2,75
4 2,60 68 3,83 68 3,05
5 2,30 75 2,97 78 1,90
6 2,19 73 2,79 79 1,98
7 2,79 87 3,49 80 2,88

8 N N N N N
9 3,19 80 4,98 64 3,85
10 1,68 55 2,50 67 2,10
11 3,48 81 5,51 63 4,19

12 N N N N N
13 1,97 71 2,63 75 2,45
moyenne 2,49 66,9 3,56 71,3 2,76

Tableau 3 : Parameétres des fonctions pulmonaire avant E2. La différence cliniquement

significative pour la Cl est de 0.2 L. N : donnés non disponibles (patients exclus de I'étude).
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Isotemps 3 min
E1 Watt | Temps limite 'jagfr‘;? VE (L/min) HR (bpm/min) RR (br/min)
1 106 07:00 2et9 47 156 25
2 144 04:43 N 49 152 26
3 108 06:34 7et8 22 152 28
4 96 05:03 5et7 42 160 28
5 84 04:28 5et6 37 175 22
6 60 13:01 4etd 35 132 25
7 132 22:02 8et2 60 133 21
8 96 05:36 4et6 51 N 39
9 128 06:50 7et9 58 N 26
10 96 04:33 3et4d 38 N 29

Tableau 4 : Paramétres d’endurance de I'E1. N : données non disponibles. Les raisons d’arréts

sont mesurées selon I'échelle de Borg.

Isotemps 3 min
E2 Watt | Temps limite E?fr‘;? VE (L/min) HR (bpm/min) RR (br/min)
1 107 03:05 N 49 157 28
2 144 06:30 6et? 46 144 24
3 108 06:48 7 et 10 45 148 27
4 96 05:17 5et7 48 153 33
5 84 05:46 4et7 35 163 27
6 60 04:16 4etd 36 N 26
7 156 05:21 9et9 85 152 28
8 96 08:03 5et7 45 N 34
9 128 05:38 4et8 53 N 21
10 96 06:05 7et5 39 155 31

Tableau 5 : Paramétres d’endurance de I'E2. N : données non disponibles. Les raisons d’arréts

sont mesurées selon I'échelle de Borg.

Dans les tableaux 4 et 5, nous présentons les parametres physiologiques que
nous avons mesurés durant les deux exercices, E1 et E2. La différence de
puissance de I'exercice chez patient 7 est due a I'erreur de calcul (E1 fait a 65%
de la puissance maximale). Comme nous pouvons constater, nous ne voyons
pas de pattern reproductible chez tous les sujets : le temps d’endurance est
variable, I'endurance a l'effort n’a été modifiée selon échelle de Borg, ni les

parameétres physiologiques a I'isotemps de 3 minutes.
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3. Exercice aigu : mesure des marqueurs inflammatoires :

3.1. Mesure dans le sang

Le sang de 13 sujets a été analysé pour la modulation des marqueurs de

'inflammation suite a I'exercice aigu.

La moyenne de leucocytes pré E1 était de 8.2x10%+2.3)/L, des neutrophiles
5.8x10°(+2.2)/L (70% du compte total des cellules dans le sang), lymphocytes
1.7x10°%(20.46)/L (20.7%), monocytes 0.47x10%(x0.09)/L (5.7%), basophiles
0.02x10°(+0.04)/L (0.2%), éosinophiles 0.1x10°%(+0.1)/L (1.2%). La moyenne de
CRP était a 3.8 mg/L (x4.6) (voir tableau 6). Ces analyses sont dans les limites

de la normale.

La moyenne de leucocytes post E1 était de 9.5x10°(x2.7)/L, des neutrophiles
7.3x108(2.7)/L (76.8% du compte total des cellules dans le sang), lymphocytes
16x10%(+0.45)/L  (16.8%), monocytes 0.5x10%(+0.13)/L (5.3%), basophiles
0.02x10°(+0.04)/L (0.2%), éosinophiles 0.1x10° (+0.1)/L (1%). La CRP n’a pas

été mesurée (tableau 6).
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GB Neutro Lympho Mono Eosino Baso CRP
moy pré
Ereer | 8:242,3 |5,842,25|1,7+0,46(0,5+0,09| 0,1£0,1 |0,0240,04/3,86+4,6
mE°1yiFé°TSt 9,6+2,7 | 7,3+2,7 |1,6+£0,45(0,5+0,13| 0,1+0,1 |0,02+0,04] NA
%variation
orepost 1| T17% | +26% | -10% 0 0 0 NA

Tableau 6. Modulation du décompte leucocytaire et du CRP dans le sang apres I'exercice aigu.

Valeurs moyennes des leucocytes et CRP pré et post E1 chez les 13 sujets avec ecart-type et le

pourcentage de la variation. Globules Blancs (GB), Neutrophiles (Neutro), Lymphocytes (Lympo),

Monocytes (Mono), Eosinophiles (Eosino), Basophiles (Baso) mesurés en nombre de cellules

x10° par litre, CRP en milligramme par litre.

Suite a I'exercice aigu E1, en moyenne, le décompte leucocytaire a augmenté de

fagcon significative de 17%, et celui de neutrophiles de 26% (figure 5). Il n’y a pas

eu de différence dans le décompte des autres cellules (Tableau 6).
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Figure 5 : La comparaison du compte absolu de neutrophiles (mesurés en nombre de cellules

x10° par litre) dans le sang pré-post E1. Les barres noires horizontales représentent les

moyennes et les droites de couleurs les résultats par patient (idem dans les autres figures).
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La médiane des concentrations d’'IL-6, TNF-alpha, du GM-CSF, d’IL-1B, d’IL-8

ne montre pas de modulation aprés exercice aigu E1 (tableau 11).

Nous avons également dosé la concentration d’IL-17 et de MCP-1 (tableau 11).

La concentration de ces deux cytokines n’était pas modulée significativement par

I'exercice aigu chez nos sujets.

La concentration de MMP-8 de MMP-9 ne montre pas de modulation non plus et

la concentration de TIMP-1 demeure stable (tableau 11).

En résumé, il n'y a pas de modulation de cytokines dosées dans le sérum par

I'exercice aigu.

3.2. Mesure dans I’expectorat :

Les expectorations de 13 sujets ont été analysées pour la modulation des

marqueurs de l'inflammation suite a I'exercice aigu.

La viabilité cellulaire moyenne pré E1 était de 75.04% (£10.06%) avec deux
prélevements de moins bonne qualité avec une viabilité de 41 et 58%
respectivement. Le compte cellulaire total dans I'expectorat a montré une grande
variation chez les sujets avec une moyenne de 2.87x10° (+1,5) cellules/mL et
une médiane de 1.8x10° cellules/mL. Le nombre de neutrophiles était en

moyenne de 2.40x10° (+1.01) cellules/mL (72.4%) et de macrophages de
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0.37x10° (£0.41) cellules/ml (23%). Le nombre total des autres cellules

(lymphocytes, éosinophiles, etc.) était trés faible (tableau 7).

E1 pré
patients: | viabilit¢ % | CCTx10° | Nx10° | Ex106 | Mx10° Lx106 | Ebx106
1 76,78 3,52 2,67 0,12 0,69 0,04 0,01
2 41,00 1,90 1,60 0,00 0,25 0,05 0,00
3 89,00 3,80 3,07 0,11 0,58 0,05 0,00
4 61,00 1,23 1,00 0,00 0,19 0,03 0,01
5 68,00 0,28 0,21 0,00 0,04 0,01 0,02
6 77,70 1,71 1,38 0,02 0,26 0,03 0,02
7 87,00 10,13 8,74 0,38 0,94 0,05 0,03
8 N N N N N N N
9 58,00 0,07 0,03 0,00 0,04 0,00 0,01
10 73,00 3,37 2,54 0,03 0,77 0,03 0,00
11 88,00 5,79 5,37 0,05 0,38 0,02 0,00
12 90,00 1,19 1,00 0,00 0,17 0,02 0,00
13 91,00 1,40 1,24 0,03 0,11 0,01 0,00
moyenne+ET | 75,04+10,06 | 2,87+1,50 | 2,40+1,01 | 0,06+0,06 | 0,37+0,41 | 0,03+0,02 | 0,01+0,01

Tableau 7. Le compte cellulaire dans le sputum avant le premier exercice. Viabilité cellulaire
dans le sputum est exprimée en pourcentage. CCT : comte cellulaire total; N : neutrophiles; E :
éosinophiles; M : macrophages; L: lymphocytes; Eb : cellules épithéliales bronchiques.
Exprimées en nombre de cellules fois dix puissance six. Les moyennes sont exprimées avec
I'écart-type (ET).

La viabilité cellulaire moyenne post E1 était de 82.7% (£5.7) avec tous les
prélevements de bonnes qualités. La moyenne du compte cellulaire total dans le
sputum était de 5.55x10° (+2.49) cellules/mL et une médiane de 3.7x10°
cellules/mL. Le nombre de neutrophiles était en moyenne de 4.68x10° (+1.77)
cellules/mL (73.9%) et de macrophages de 0.66x10° (+0.48) cellules/mL (20.6%).
Le nombre total d’autres cellules (lymphocytes, éosinophiles, etc.) était trés faible

tout comme en pré E1 (tableau 8).
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E1 post
patients: viabilité % | CCT x10° N x10° E x106 M x10° L x106 Eb x106
1 81,50 4,07 3,01 0,00 1,03 0,04 0,00
2 76,00 1,02 0,80 0,00 0,21 0,01 0,01
3 91,20 6,84 5,42 0,05 1,30 0,05 0,02
4 92,00 5,00 4,22 0,00 0,70 0,04 0,03
5 76,00 2,18 1,78 0,00 0,20 0,20 0,01
6 67,00 1,37 1,00 0,03 0,28 0,03 0,03
7 93,00 21,22 18,10 0,81 2,08 0,17 0,11
8 N N N N N N N
9 84,00 3,30 2,42 0,03 0,34 0,04 0,48
10 81,00 0,83 0,56 0,01 0,25 0,01 0,01
11 92,00 14,82 13,60 0,12 1,08 0,00 0,04
12 86,00 5,35 4,76 0,00 0,48 0,04 0,07
13 73,50 0,55 0,51 0,00 0,03 0,00 0,01
moyenne+ET | 82,7457  555+2,49 4,68+1,77 0,09:+0,13 0,66:0,48 0,05:0,04 0,07+0,07

Tableau 8. Le compte cellulaire dans le sputum aprés le premier exercice. Viabilité cellulaire
dans le sputum est exprimée en pourcentage. CCT : comte cellulaire total; N : neutrophiles; E :
éosinophiles; M : macrophages; L: lymphocytes; Eb: cellules épithéliales bronchiques.
Exprimées en nombre de cellules fois dix puissance six par litre. Les moyennes sont exprimées

avec l'écart-type (ET).

Aprés E1, le nombre absolu de cellules dans le sputum a augmenté en moyenne
de 1.93 fois, de neutrophiles de 1.94 fois et de macrophages de 1.76 fois. Ces
résultats montrent une augmentation importante des neutrophiles et des
macrophages dans le sputum des patients FK aprés I'exercice aigu de prés du
double. Néanmoins, le pourcentage de neutrophiles et de macrophages dans les

expectorations avant et aprés I'exercice aigu n’a pas été modifié.

La figure 6 montre les concentrations moyennes des cytokines dans le sputum

de nos sujets avant le premier exercice.



51

0 = [E =
GM-CSF IL-1B IL-6 IL-8 IL-177  MCP-1 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TNF-a

Figure 6 : Concentration moyenne des cytokines (exprimée en Unité arbitraire de densité

optique) mesurées dans le sputum pré E1. Les barres verticales représentent I'écart-type.

En moyenne la concentration d’IL-6 pré-E1 est de 0.36+0.15Ui et de 0.27+0.57Ui
post E1 (tableau 12). Ceci montre une modulation a la baisse d’IL-6 de 1.3 fois
(22.6%) apres exercice aigu E1 (p=0.05). L'analyse des valeurs par sujets
démontre une tendance a la diminution de la concentration d’'IL-6 dans les

expectorations aprés chaque exercice aigu, sauf chez un sujet (figure 7).
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Figure 7 : Quantité d’IL-6 dans le sputum pré-post E1 par sujet (mesurée en Ui). Le panneau de
droite représente les mémes données aprés avoir enlevé un patient avec la plus forte
augmentation d’IL-6 aprés I'exercice. Deux traits noirs représentent les moyennes d’'IL-6 dans le

sputum.
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En moyenne, la concentration du GM-CSF montre une tendance a la baisse
aprés l'exercice aigu E1 de 0.09+0.13Ui a 0.01+0.03Ui, soit de 9 fois de
réduction (tableau 13). Nous remarquons cette tendance chez certains sujets
(figure 8).
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Figure 8 : Concentration de GM-CSF (Ui) dans I'expectorat pré-post E1 par sujet. Les barres
horizontales représentent les moyennes.

En moyenne la concentration d’IL-1B reste stable dans les expectorations de nos

sujets pré-post E1 (0.47+0.36Ui versus 0.5£0.5Ui) (tableau 13).

La concentration d’'IL-8 était le plus élevée parmi les cytokines que nous avons
dosées, avec une moyenne prée-E1 a 4.77+2.2Ui et post-E1 a 4.18+2.35Ui.
Aucune modulation significative de cette cytokine par exercice aigu n’a été

observée (tableau 13).

Nous avons également dosé la concentration d'IL-17 (moyenne de 0.08+0.18Ui
pré-E1 et de 0.15+0.3Ui post-E1) et de MCP-1 (0.35+0.29Ui et de 0.38+0.3Ui
respectivement). Tout comme [l'IL-8, la concentration de ces trois cytokines
n’était pas modulée significativement par I'exercice aigu chez nos sujets (tableau

13).
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La concentration de MMP-9 en moyenne pré-E1 était de 1.74+0.76Ui et de
1.73+0.81Ui post-E1 (tableau 12). La concentration de MMP-9 ne montre pas de

modulation non plus (figure 9).
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Figure 9 : Concentration de MMP-9 (en Ui) dans le sputum pré-post E1 par sujet. Les barres
horizontales représentent les moyennes.
La concentration de TIMP-1 demeure stable : 2.4+1.1Ui pré-E1 et 2.4+1Ui post-

E1 (tableau 13).

Le rapport de concentrations de MMP-9/TIMP-1 (0.76+0.16 versus 0.74+0.18)
qui exprime l'inflammation intrapulmonaire a prédominance neutrophilique (le
rapport est utilisé pour voir le débalancement de l'activité protéolytique sur
l'inhibition de cette activité) est stable et n’est pas modulé de fagon significative

par I'exercice aigu.

La moyenne de concentration de MMP-8 ne montre pas non plus de modulation
dans notre étude (0.9+£0.3Ui pré-E1, 0.84+0.35Ui post-E1) et nous ne voyons pas
de tendances particulieres en analysant chaque sujet individuellement (tableau

13).
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La concentration de TNF-alpha n’est pas modulée par I'exercice aigu (0.2+0.35Ui

versus 0.22+0.44Ui) (tableau 13).
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4., Effet de la réadaptation: comparaison des marqueurs

inflammatoires entre pré E1 et pré E2:

4.1. Mesures dans le sang :

La moyenne des leucocytes pré E2 était de 8x10%(+1.9)/L, des neutrophiles
5,9x108(#2)/L, lymphocytes 1,5x10%(+0,6)/L, monocytes 0,48x10%(+0,09)/L,
basophiles 0,03x10°(+0,04)/L, éosinophiles 0,1x10%+0,1)/L. La moyenne de CRP

était a 2,5(x3.5) mg/L (tableau 9).

Aprés 4 semaines de réadaptation (pré E1- pré E2), le niveau de base du
décompte leucocytaire est resté stable (diminution de 1% (0.98 fois)), tout
comme celui de neutrophiles (augmentation de 2% (1.02 fois)). Le niveau de la

CRP est nettement diminué de 35% (0.65 fois) (tableau 9).

GB Neutro Lympho  Mono Eosino Baso CRP

moy pré E1+ET | 8,2+2,3 5,8+2,25 1,7+0,46 0,5+0,09 0,1+0,1 0,02+0,04 3,86+4,6

moy pré E2+ET (8,08+1,96 5,9+2 1,49+0,65 0,48+0,09 0,14+0,1 0,03+0,05 2,5+3,5

% variation

pré E1-pré E2 -2 +2 +13 -4 +40 +50 -35

Tableau 9 : Modulation par réadaptation des leucocytes et du CRP dans le sang. Valeurs
moyennes des leucocytes et CRP pré-E1 et pré-E2 chez les sujets avec écart-type et le
pourcentage de différence dans le sang. Globules blanches, Lymphocytes, Monocytes,
Neutrophiles, Eosinophiles, Basophiles mesurés en nombre de cellules x10° par litre, CPR en

milligramme par litre.
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La médiane de la concentration de GM-CSF reste stable aprés la réadaptation,
tout comme celle d’'IL-1B et d’'IL-6 (tableau 12). Ceci est également vrai pour le
TNF-alpha.

Nous ne notons pas de concentration significative d’IL-17 dans nos échantillons

avant ou aprés la réadaptation (tableau 12).

La concentration d’'IL-8 augmente aprés la réadaptation, passant de 0.12Ui (IQR
0.07;0.23) pré-E1 a 0.21Ui (IQR 0.12;0.31) pré-E2, soit une augmentation de

75%.

La concentration de MMP-9 ne montre pas de modulation aprés la réadaptation :

1.04Ui (IQR 0.93:1.14) pré-E1 et 1.04Ui (IQR 1;1.39) pré-E2.

La concentration de TIMP-1 a diminué suite a la réadaptation, la médiane
passant de 1.33Ui (IQR 1.14;1.63) pré-E1 a 1.13Ui (IQR 1.06;1.67) pré-E2, soit

une diminution de 18%.

La médiane de la concentration de MMP-8 a augmenté aprés la réadaptation
passant de 0.25Ui (IQR 0.21;0.42) pré-E1 a 0.34Ui (IQR 0.26;0.43) pré-E2, soit

une augmentation de 36%.

La médiane de la concentration de MCP-1 varie de 0.36Ui (IQR 0.26;0.62) pré-

E1 a 0.63Ui (IQR 0.4;0.76) pré-E2, ce qui représente une augmentation de 75%.
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4.2. Mesure dans I’expectorat :

La viabilité cellulaire moyenne dans I'expectorat pré E2 était de 70,1% (£23,5),
sauf chez un sujet, dont la viabilité était de 20%. La moyenne du compte
cellulaire total dans le sputum était de 1.32x10° (+1.07) cellules/mL et une
médiane de 0.6x10° cellules/mL. Le nombre de neutrophiles était en moyenne de

1,04x10° (+0,96) cellules/mL (61.6%) et de macrophages de 0.2x10° (+0.09)

celluless/mL (31.9%). Le nombre total d’autres cellules (lymphocytes,
éosinophiles, etc.) était trés faible (tableau 10).
viabilité % | CCTx10° | Nx10° | Ex106 Mx10° | Lx106 | Ebx106

MOYeNN® 1 75,04£10,06 2,8741,50 2,40£1,01 0,06£0,06 0,370,41 0,03:0,02  0,010,01
pré E1 tET

MOYenne | 70,1:235  1,32¢1,07 1,04£0,96 0,05:0,06 0,2¢0,09  0,04+0,02  0,04+0,05
pré E2 tET

variation

préE1- N 2,17 2,3 N 1,85 N N
préE2

Tableau 10. Modulation par réadaptation des cellules dans le sputum. Valeurs moyennes des
leucocytes et cellules épithéliales bronchique préE1 et préE2 chez les sujets avec écart-type et la
variation moyenne dans le sputum. Nombre total de cellules, neutrophiles, éosinophiles,
macrophages, lymphocytes et cellules épithéliales bronchiques mesuré en nombre de cellules
x10° par litre, la viabilité est mesurée en pourcentage.

Aprés les 4 semaines de réadaptation (pré E1- pré E2), le nombre absolu de
cellules dans I'expectorat a diminué de 2,17 fois, de neutrophiles de 2,3 fois et
de macrophages de 1,85 fois (tableau 10). Si on compare le pourcentage de
cellules inflammatoires dans I'expectorat pré E1 — pré E2, alors la diminution de
neutrophiles est de 15%, par contre une augmentation en pourcentage de

macrophages dans I'expectorant de 38% est observée (figure 10).
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Figure 10 : Réduction de l'inflammation post-réadaptation. A. Nombre de neutrophiles dans le
sputum pré E1- E2 (nombre de cellules x10° par litre). B. Nombre de macrophages dans le
sputum pré E1- E2 (nombre de cellules x10° par litre). Les traits noirs représentent les

moyennes.

La concentration de GM-CSF baisse de fagon importante de 0.086+0.13 Ui a 0
Ui. En effet, le GM-CSF est indétectable dans les expectorations des sujets en

prée-E2.

La concentration de I'lL-1B a augmenté en moyenne de 0.45+0.36Ui a

0.6+0.42Ui (figure 11).
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Figure 11 : Modulation d’IL-1B. La concentration d’'IL-1B pré E1—pré E2 chez les sujets. Les traits

noirs représentent les moyennes.
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La concentration d’'IL- 6 baisse aprés la réadaptation avec une diminution de la
concentration moyenne de 0.36+0.23Ui a 0.1410.13Ui, soit de -2.6 fois en

moyenne avec un écart-type important (p=0.04) (figure 12).
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Figure 12 : Modulation préE1- préE2 d'IL-6. La concentration d’IL-6 est a la baisse chez les

sujets. Les traits noirs représentent les moyennes.

La concentration d’IL-8 diminue aprés la réadaptation, passant de 4.77+2.2Ui a

3.9740.6Ui, soit une diminution de 20% (figure 13).

Ui
10 +

pré E1 pré E2
Figure 13 : Modulation d’IL-8 pré E1- pré E2. La concentration d’IL-8 est a la baisse chez les

sujets. Les traits noirs représentent les moyennes.
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Nous n’avons pas trouvé de modulation de la concentration moyenne de MMP-8
par la réadaptation (0.9+0.3Ui a 0.9+0.15Ui). En observant les sujets
individuellement la concentration de MMP-8 varie de fagon non-prédictible (figure

14).

La concentration moyenne de MMP-9 pré E1-E2 diminue, passant de
1.74+0.76Ui a 1.67+0.38Ui. En analysant les données patient par patient une
nette tendance a la baisse de la concentration de MMP-9 aprés la réadaptation

est observée, méme si la valeur p n’est pas significative (figure 14).

La concentration moyenne du TIMP-1 est modulée a la baisse par la
réadaptation de 14% (1.16 fois), de 2.38+1.08Ui a 2.04+0.5Ui. Nous remarquons

également cette tendance en analysant les patients individuellement (figure 14).

Le rapport de concentration de MMP-9/TIMP-1 pré E1-E2 passe de 0.76+0.16 a
0.82+0.09. Ce rapport exprime linflammation intrapulmonaire a prédominance
neutrophilique (le rapport est utilisé pour voir le débalancement de I'activité
protéolytique sur I'inhibition de cette activité). En comparant le rapport entre les

sujets, nous remarquons une tendance a la hausse (figure 14).
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Figure 14 : La modulation par la réadaptation de MMP-8, -9 et TIMP-1.
A. La concentration de MMP-8 pré E1 — pré E2. B. La concentration de MMP-9 pré E1-E2. C. La
concentration de TIMP-1. D. Le rapport de MMP-9/TIMP-1. Les traits noirs représentent les

moyennes.

La modulation de la concentration d’IL-17 n’est pas significative, tout comme

celle de TNF-alpha.

La concentration moyenne de MCP-1 varie de 0.35+0.29 Ui a 0.28+0.15 Ui, ce

qui représente une diminution de 20% (figure 15).
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Figure 15: La concentration de MCP-1 pré E1 — pré E2. Les traits noirs représentent les

moyennes.

5. Effet de la réadaptation: I|a modulation des marqueurs

inflammatoires par le deuxiéme exercice aiqu :

5.1. Mesures sanguines :

La moyenne des leucocytes post E2 était de 8,6x10%(+1.9)/L, des neutrophiles :
6,5x10°(+2)/L; lymphocytes : 1,4x10%(+0,0.6)/L; monocytes : 0,4x108(x0,11)/L;
basophiles : 0,01x10°(x0,03)/I; éosinophiles : 0,1x10%(x0,1)/L. Sur 5 mesures de

la CRP 4 ont été a 0 et une a 9 mg/l (tableau 11).

Suite a E2, le décompte leucocytaire a augmenté de 6 % (1.06 fois) et celui de
neutrophiles de 10% (1.1 fois). Donc, 'augmentation du compte leucocytaire et
neutrophilique sanguin observé pré-post E2 est inférieure par rapport a

'augmentation pré-post E1 (tableau 11).
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GB Neutro Lympho  Mono Eosino Baso CRP
Eon DT [8.08£1,96| 5952 |1,49:0,65|0,48:0,09| 0,1420,1 |0,03£0,05| 2,5¢3,5
moy post
Eoeer | 86819 | 652 | 14206 [0,45:0,1| 0,1:0,1 0,01£0,03] NA
delta
pré-post | 1,06X | 1,1X | 094X | 093X | 07X | 03X NA
E2
delta
pré-post [ 117X | 126X | 09X | 1X 1X 1X NA
E1

Tableau 11 : Modulation par un exercice aigu des leucocytes et du CRP dans le sang aprés 4
semaines de réadaptation. Valeurs moyennes des leucocytes et CRP pré et post E2 chez les
sujets avec écart-type et les deltas. Globules blancs, Lymphocytes, Monocytes, Neutrophiles,
Eosinophiles, Basophiles mesurés en nombre de cellules x10° par litre, CPR en milligramme par
litre. NA : valeur absente.

La concentration de GM-CSF est a la limite de significative avant 'E2 et n’est
pas modulée par le deuxieme exercice. Le méme est vrai en ce qui concerne les

dosages d’IL-6, IL-1B, IL-17 et de TNF-alpha (tableau 12).

La médiane de la concentration d’IL-8 diminue aprés le deuxiéme exercice aigu,
passant de 0.21Ui (IQR 0.14;0.31) pré-E2 a 0.16Ui (IQR 0.1;0.29) post-E2, soit

une diminution de 24% (-1.31 fois) (tableau 12).

La médiane de la concentration de MMP-8 augmente suite au deuxiéme exercice
aigu, passant de 0.34Ui (IQR 0.26;0.43) pré-E2 a 0.46Ui (IQR 0.34;0.49) post-

E2, soit une augmentation de 26% (1.35 fois) (tableau 12).
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La médiane de la concentration de MMP-9 montre une augmentation de 1.04Ui
(IQR 1;1.39) pré-E2 a 1.25Ui (IQR 1.06;1.37) post-E2, soit une augmentation de

17% (1.2 fois) (tableau 12).

La médiane de la concentration de TIMP-1 augmente suite a 'E2, passant de
1.13Ui (IQR 1.06;1.67) pré-E2 a 1.24Ui (IQR 1.11; 1.53), montrant une
augmentation de 9% (1.1 fois). Le rapport MMP-9/TIMP-1 reste stable (tableau

12).

La médiane de la concentration de MCP-1 diminue suite a I'E2, passant de
0.63Ui (IQR 0.4;0.76) pré-E2 a 0.5Ui (IQR 0.34;0.74), soit une diminution de 21%

(-1.26 fois) (tableau 12).

E1-Pré E1-Post E2-Pré E2-Post
IL1-beta | 0.02(0:0.02) 0.02(0.01;0.02) 0.02 (0.01;0.03)  0.01 (0;0.03)
IL-6 0.01(0;0.02)  0.01(0;0.01)  0.01(0;0.02) 0 (0;0.02)
IL-8 0.12 (0.07;0.23) 0.12 (0.06;0.29) 0.21 (0.14;0.31) 0.16 (0.1;0.29)

IL-17 0 (0;0.01) 0 (0;0.01) 0 (0;0.01) 0 (0;0)

MMP-8 | 0.25(0.21;0.42) 0.31 (0.24:0.47) 0.34 (0.26;0.43) 0.46 (0.34:0.49)
MMP-9 | 1.04 (0.93;1.14) 1.09 (1:1.15)  1.04 (1;1.39)  1.25 (1.06:1.37)
MCP-1 | 0.36(0.26;0.62) 0.4 (0.25;0.68) 0.63 (0.4:0.76) 0.5 (0.34;0.74)
TNF-alpha | 0.03 (0.02;0.03) 0.03 (0.03;0.03) 0.04 (0.03;0.04) 0.03 (0.02;0.04)
GM-CSF | 0.02 (0.01;0.04) 0.02 (0.01;0.02) 0.02 (0.02;0.03) 0.03 (0.01;0.04)
TIMP-1 | 1.33 (1.14;1.63)  1.23 (1.12;1.7) 1.13 (1.06;1.67) 1.24 (1.11:1.53)

Tableau 12 : Les médianes des mesures de cytokines dans le sang (en Unité arbitraire de

densité optique (Ui)). Les IQR sont exprimés entre parenthéses.
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5.2. Mesure dans I’expectorat :

La viabilité cellulaire moyenne post E2 était de 79,6% (£14%). La moyenne du
compte cellulaire total dans le sputum était de 3.48x10° (+2.7) cellules/mL et une
médiane de 2.2x10° cellules/mL. Le nombre de neutrophiles était en moyenne de
3.06x10° (£2.48) cellules/mL, ce qui représente 70.4% du compte cellulaire total
dans I'expectorat. Le nombre de macrophages étaient en moyenne de 0.3x10°
(£0.19) cellules/mL (18.1%). Le nombre total d’autres cellules (lymphocytes,

éosinophiles, etc.) était trés faible (tableau 13).

viabilité % | CCTx10° | Nx10° | Ex106 M x10° L x106 Eb x106
oy | 70,1%23,5  1,32£1,07  1,04#096 0,05:0,06  02:t0,09  0,04£0,02 0,04x0,05
pré E2 +tET
moyenne

post E2 79,6+14 3,48+2,7 3,06£2,48 0,04+0,04 0,3+0,19 0,03+0,03 0,04+0,05
+ET
variation
préE2- N 2,64 2,94 N 1,5 N N
postE2

Tableau 13. Modulation par le deuxiéme exercice aigu des cellules dans le sputum. Valeurs
moyennes des leucocytes et cellules épithéliales bronchique préE2 et postE2 chez les sujets
avec écart-type et la variation moyenne dans le sputum. Nombre total de cellules, neutrophiles,
éosinophiles, macrophages, lymphocytes et cellules épithéliales bronchiques mesurés en nombre
de cellules x10° par litre, la viabilité est mesurée en pourcentage.

Apreés E2, le nombre absolu de cellules dans le sputum a augmenté en moyenne
de 2.64 fois, de neutrophiles de 2.94 fois et de macrophages de 1.5 fois. Cela
s’accompagne d'une augmentation de pourcentage de neutrophiles dans
I'expectorant de 8.8% et d’'une diminution du pourcentage de macrophages de

13.8% (tableau 13).
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En moyenne, la concentration de GM-CSF ne montre pas de modulation aprés

E2 (tableau 14).

La concentration d’'IL-6 n’est pas modulée chez nos sujets de fagon significative

par E2, tout comme I'lL-17 et le TNF-alpha (tableau 14).

La concentration d’IL-1B est modulée différemment chez tous les sujets etil n'y a

pas de tendance significative (tableau 14).

La concentration d’IL-8 était la plus élevée dans les expectorations de nos sujets,
avec une moyenne a 4+0.63Ui préE2 et avec une moyenne a 4.1+1.5Ui postE2

(tableau 14).

La concentration de MMP-8 passe de 0.94+0.15Ui a 0.88+0.2Ui, ce qui est non-

significatif (tableau 14).

La concentration de MMP-9 ne montre pas de modulation pré-postE2 en passant

de 1.67+0.38Ui a 1.56+0.5Ui (tableau 14).

La concentration moyenne du TIMP-1 augmente de 1.1 fois pré-post E2, en
passant de 2+0.5pg/ml a 2.2+0.5pg/ml, sans que ceci soit significatif (tableau

14).
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Le rapport de MMP-9/TIMP-1 est de 0.82+0.09 pré E2 et de 0.7+0.09 post E2, ce

qui est non significatif en faisant les tests non-paramétriques (tableau 14).

La concentration de MCP-1 a varié de 0.28+0.15Ui a 0.27+0.18Ui pré-postE2

(tableau 14).

pré E1 post E1 pré E2 post E2

moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart-

type type type type

GM-CSF| 0,08 0,13 0,01 0,03 0,02 0,06 0,03 0,09
IL-1B 0,44 0,36 0,45 0,46 0,57 0,4 0,52 0,43
IL-6 0,31 0,25 0,24 0,5 0,22 0,35 0,12 0,14
IL-8 4,57 2,2 4,22 2,15 4,35 0,89 4.3 2,07
IL-17 0,08 0,17 0,12 0,3 0,03 0,09 0,09 0,18
MCP-1 0,34 0,27 0,37 0,27 0,28 0,13 0,26 0,18
MMP-8 0,9 0,28 0,88 0,36 0,99 0,16 0,9 0,34
MMP-9 1,66 0,77 1,7 0,75 1,69 0,38 1,6 0,57

TIMP-1 2,3 1,07 2,4 0,94 2,17 0,5 2,26 0,6
TNF-a 0,19 0,33 0,19 0,4 0,24 0,44 0,24 0,36
e | 07 0,16 0,7 017 | 0,78 0,1 0,7 0,09

Tableau 14 : Modulation des cytokines dans les expectorations par I'exercice (en Unité arbitraire

de densité optique (Ui)). Moyenne avec ecartype par cytokines pré et post E1 et E2 dans

I'expectorat.
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Figure 16 : Concentration d’IL-6 dans I'expectorat des patients pré-post E1 et E2. L'axe des y est
en Unité arbitraire de densité optique (Ui). Les points représentent les valeurs obtenues pour tous
les patients chez qui les mesures ont été prises. Les n et valeurs p indiquées sur le tableau
représentent le nombre de patients pour lesquelles les données pré et post exercices aigus
étaient disponibles, avec la valeur p obtenue pour la comparaison des valeurs pré post au moyen

du test de Wilcoxon sign rank.
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Figure 17 : Concentration d’IL-8 dans I'expectorat des patients pré-post E1 et E2. L'axe des y est
en Unité arbitraire (Ui) de densité optique. Les points représentent les valeurs obtenues pour tous
les patients chez qui les mesures ont été prises. Les n et valeurs p indiquées sur le tableau
représentent le nombre de patients pour lesquelles les données pré et post exercices aigus
étaient disponibles, avec la valeur p obtenue pour la comparaison des valeurs pré post au moyen

du test de Wilcoxon sign rank.
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Figure 18 : Concentration de MMP-9 dans I'expectorat des patients pré-post E1 et E2. L’axe des
y est en Unité arbitraire (Ui) de densité optique. Les points représentent les valeurs obtenues
pour tous les patients chez qui les mesures ont été prises. Les n et valeurs p indiquées sur le
tableau représentent le nombre de patients pour lesquelles les données pré et post exercices
aigues étaient disponibles, avec la valeur p obtenue pour la comparaison des valeurs pré post au

moyen du test de Wilcoxon sign rank.
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Figure 19 : Concentration de TIMP-1 dans I'expectorat des patients pré-post E1 et E2. L’axe des
y est en Unité arbitraire (Ui) de densité optique. Les points représentent les valeurs obtenues
pour tous les patients chez qui les mesures ont été prises. Les n et valeurs p indiquées sur le
tableau représentent le nombre de patients pour lesquelles les données pré et post exercices
aigues étaient disponibles, avec la valeur p obtenue pour la comparaison des valeurs pré post au

moyen du test de Wilcoxon sign rank.
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6. Comparaison entre les dosages des cytokines :

Nous avons effectués le test de corrélation de Spearman afin de comparer les
modifications des concentrations de cytokines dans le expectorat et le sérum

(entre le pourcentage de différence entre sérum et expectorat) (tableau 15).

% AE1 pré-post| % AE2pré-post | % AE1pré-E2pré

GM.CSF -0.3072 NA -0.7351
IL-17 -0.0768 +0.0 +0.1118
IL-1B -0.1747 +0.2125 +0.0870
IL-6 +0.1623 +0.1251 +0.7775
IL-8 -0.4623 -0.6571 +0.7714
MCP-1 -0.1456 -0.0911 -0.5429
MMP-8 +0.1972 -0.5429 +0.2571
MMP-9 +0.5524 +0.4286 +0.4857
TIMP-1 +0.3357 +0.3714 +0.1429
TNF-alpha -0.1863 +0.4928 +0.6468

Tableau 15 : Comparaison de modifications des concentrations de cytokines dans le sputum et le
sérum. Corrélation de Spearman. % A E1 pré-post: pourcentage de différence du dosage de
cytokines avant-aprés E1 entre sputum et sérum; % A E2 pré-post : pourcentage de différence
du dosage de cytokines avant-aprés E2 entre sputum et sérum; % A E1 pré-E2 pré : pourcentage

de différence du dosage de cytokines aprés 4 semaines de réadaptation entre sputum et sérum

% AE1pré-post| % AE2pré-post | % AE1 pré-E2 pré
GM-CSF 0.3315 NA 0.0959
IL-17 0.8126 1.0000 0.8330
IL-1B 0.5870 0.6860 0.8699
I-.6 0.6143 0.8134 0.0687
IL-8 0.1302 0.1750 0.1028
MCP-1 0.6516 0.8638 0.2972
MMP-8 0.5390 0.2972 0.6583
MMP-9 0.0666 0.4194 0.3556
TIMP-1 0.2867 0.4972 0.8028
TNF-alpha 0.5620 0.3206 0.1651
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Tableau 16 : Comparaison des valeurs p associés selon la modification des concentrations de

cytokines dans le sputum et le sérum selon la corrélation de Spearman.

Plusieurs des associations sont élevées (en particulier GM-CSF, IL-6, IL-8),
traduisant le fait que le pourcentage de différence du dosage de cytokines au
temps pré-post E1, pré-post E2 et pré E1-pré E2 est corrélé. Nota bene : nous
assistons en paralléle a la diminution (ou a 'augmentation) du dosage d’une
cytokine dans le sputum et dans I'expectorat. Néanmoins, vu le trés petit nombre
d’échantillons, cette corrélation peut étre due au hasard, ce que traduisent les

valeurs p (tableau 16).
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7. Comparaison entre le dosage d’IL-6, IL-8 et neutrophiles dans

’expectorat et les fonctions pulmonaires pré-E1 :

Nous avons comparé les indices d'obstruction bronchique (le rapport de
Tiffeneau) avant le E1 chez les participants de I'étude avec le niveau d’IL-6, d’ll-8
et le pourcentage de neutrophiles dans I'expectorat avant le E1 (figures 21-23).
Nous présentons également la corrélation d’IL-6 avec le VEMS, toujours avant
'E1 (figure 20). Nous observons une corrélation directe entre le taux
d’obstruction et la concentration de ces deux cytokines pro-inflammatoires. En
d’autres mots : plus le patient est obstructif, plus hauts sont les taux d’'IL-6 et
d’'IL-8 dans I'expectorat avant I'E1. Par contre, le pourcentage de neutrophiles

dans I'expectorat n’est pas corrélé avec le degré d’obstruction.
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Figure 20 : Corrélation entre la concentration d’IL-6 (Ui) et VEMS préE1.
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Figure 21 : Corrélation entre la concentration d’IL-6 (Ui) et le rapport de Tiffeneau préE1.
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Figure 22 : Corrélation entre la concentration d’IL-8 (Ui) et le rapport de Tiffeneau préE1.
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Figure 23 : Corrélation entre le pourcentage de neutrophiles dans I'expectorant et le rapport de
Tiffeneau préE1.
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Les 12 domaines du questionnaire pour chaque patient avant et apres les 4

semaines de réadaptation ont été comparés, ainsi que les scores entre chaque

patient. La forme physique a été améliorée chez 8 patients parmi les 10 et les

emotions ont été améliorées chez 5. Il N’y a pas eu de modifications dans les

autres domaines (tableau 17).

Patients nb de patients
2 3 4 5 6 7 9 10 11 13 améliorés détériorés
Forme physique 28 10 0 5 9 29 5 10 0 15 8 0
Vitalité 0 9 0 0 48 48 -19 -9 0 19 4 2
Emotion 0 8 0 23 38 23 0 0 0 8 5 0
Manger 13 0 13 0 -13 13 0 -39 0 0 3 2
Fatigue due au
traitement 13 0 0 0 0 13 8 0 -13 13 4 1
Perception de I'état
de santé 25 0 0 -13 25 26 0 13 -39 26 5 2
Socialisation -6 0 -6 -13 45 -6 -20 -6 26 6 3 6
Image corporelle -26 0 13 0 13 0 25 -25 26 13 5 2
Réle -10 0 0 0 29 10 -10 10 0 0 3 2
Poids -76 0 0 0 0 -76 0 0 1 2
Respiration -19 -6 6 13 0 6 -25 -6 25 3 4
Digestion 0 -13 13 13 0 0 -13 -38 -13 -13 2 5

Tableau 17 : Résultats du questionnaire CQF-R. Les 12 domaines étudiés sont représentés sur

laxe de Y, les 10 patients qui ont terminé I'étude sont représentés par leurs numéro de

randomisation. Les scores sont dans les colonnes :

- 0: pas de modification aprés 4 semaines de réadaptation;

- Nombre positif : amélioration du domaine aprés 4 semaines de réadaptation;

- Nombre négatif : détérioration du domaine aprés 4 semaines de réadaptation.
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Chapitre 5 : Discussion

Dans ce mémoire, jai exploré les relations entre linflammation basale, la
modulation de l'inflammation par I'exercice aigu et par la réadaptation dans une

population de sujets FK.

L’inflammation basale systémique et surtout bronchique est augmentée chez les
sujets FK.1% Toutefois nous ne savons pas encore avec certitude si elle est
modulée par I'exercice aigu (et si oui, de quelle fagon) ou par la réadaptation
chez les sujets FK sédentaires. Dés lors, nous avons effectué une étude
préliminaire afin d’évaluer [I'hypothése suivante: [inflammation basale
systémique et bronchique est augmentée par I'exercice aigu chez les patients FK
sédentaires. Nous proposons également que cette élévation est réduite suite a
un programme de réadaptation personnalisé et non-supervisé de 4 semaines

(tout comme l'inflammation basale).

Afin de mesurer cette inflammation, nous avons quantifié les marqueurs pro-
inflammatoires, soit IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17, MMP-8, MMP-9, MCP-1, TNF-alpha
et GM-CSF, ainsi que les leucocytes et la CRP, au niveau sérique et au niveau
local (bronchique dans notre cas), de fagon minimalement invasive. Nous avons
également dosé un marqueur anti-inflammatoire, le TIMP-1. Les mesures des
marqueurs inflammatoires bronchique peuvent étre faites soit dans les
expectorations (spontanées ou induites) ou par lavage broncho-alvéolaire via

bronchoscopie. La méthode de choix est I'analyse des expectorations : une
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meéthode directe et non-invasive. Plusieurs auteurs ont validé cette technique et

ont démontré sa reproductibilité.’**13> Nous avons donc utilisé cette technique.

Des études ont montré 'augmentation des MMP-1, MMP-8 et MMP -9 dans le
sérum des patients durant un épisode d’exacerbation aigue pulmonaire d0 a
linfection par P.aeruginosa,’® tout comme I'augmentation du GM-CSF.12
D’autres études se sont intéressées a IL-8.1° Les taux de ces marqueurs sont
corrélés avec le degré de linflammation pulmonaire et également avec les
fonctions pulmonaires (VEMS). Selon ces auteurs, l'inflammation induite par

l'infection aigle, mesurée par ces parameétres, est trés proche de l'inflammation

induite par I'exercice aigue.

Dans le cadre de notre étude, les marqueurs ont été mesurés au départ (temps
pré-E1), aprés le premier exercice aigu (post-E1), aprés la réadaptation (pré-E2)
et aprés le deuxiéme exercice aigu (post-E2). Les résultats obtenus a chacun de
ces temps seront discutés seéquentiellement. Bien qu'obtenus dans un
échantillon restreint, des tendances ont été observées et seront également
discutées plus-bas et mises en paralléle avec les données actuellement

disponibles dans la littérature.

Temps pré-E1

Nous allons débuter la discussion avec les mesures préeE1. En moyenne, les
mesures biochimiques utilisées habituellement en cliniques ne montrent pas

d’'inflammation basale systémique chez sujets FK sédentaires en dehors d'un
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épisode de décompensation aigue. Ceci est confirmé par le taux de globules
blancs normal observés chez nos sujets pré-E1, tout comme des neutrophiles,
lymphocytes, monocytes et éosinophiles. Le dosage de la protéine C-réactive est
également normal.

En ce qui concerne les mesures des cytokines circulantes, les concentrations
d’'IL-6, du GM-CSF, d'IL-1B, d’IL-17 et de TNF-alpha étaient également trés
faibles. Par contre, les dosages d’IL-8, de MCP-1, de MMP-9, de TIMP-1 et de
MMP-8 circulants étaient nettement plus élevés, confirmant un niveau

d’'inflammation basale élevé chez les patients FK.

Cet état inflammatoire est nettement plus apparent au niveau bronchique, tel qu’il
a déja été mis en évidence dans d’autres études.’*1#2 Nos mesures montrent
une augmentation de l'inflammation basale bronchique chez nos sujets. Ceci est
mesuré par la quantité de neutrophiles et de macrophages présents dans
I'expectoration spontanée au début de I'étude, tout comme par la quantité d’IL-8,
MMP-8 et MMP-9 et de TIMP-1 dans les expectorations, tout comme au niveau
sanguin. Cette inflammation chronique est néfaste pour les voies aériennes des
sujets FK et participe certainement a leur destruction.’® Par contre, en
contradiction avec d’autres études, la concentration de TNF-alpha est basse

chez nos sujets.m'ﬁ Ce fait pourrait étre expliqué par la stabilité de I'état

clinique de nos sujets et par I'atteinte obstructive pulmonaire relativement Iégére.
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L’ensemble de ces mesures est en accord avec le paradigme actuel de I'état
inflammatoire systémique et pulmonaire est augmenté chez les FK et dont la
cellule centrale est le neutrophile activé, en interaction avec les cellules
épithéliales et les monocytes/macrophages.’! Néanmoins, nous ne savons pas
encore avec certitude si les cytokines inflammatoires circulantes (dosées dans le

sérum) viennent au moins en partie du compartiment bronchique ou pulmonaire.

Temps post-E1 :

Suite a l'exercice aigu a 80% de la puissance maximale effectué jusqu’'a
'épuisement, nous avons constaté une nette augmentation de neutrophiles
circulants dans le sang périphérique chez les sujets FK sédentaires, sans
modification notables de la concentration de cytokines sériques, a part une
augmentation de concentration de MMP-8 (médiane 0.25 (0.21;0.42) a 0.31
(0.24 ;0.47) et du rapport de MMP-9/TIMP-1 (0.92 a 1). Vu le faible nombre de
mesures nous ne pouvons pas discuter de la signification statistique de cette
augmentation. Cette augmentation de neutrophiles circulants a déja était
observée dans d’autres études en réponse a un exercice physique a puissance
constante chez des sujets en bonne santé, asthmatiques ou FK.8114 | ¢ fait que
nous n’'observons quasiment pas d’augmentation de cytokines inflammatoires
paralléle a cette neutrophillie pourrait suggérer une démarginalisation de
neutrophiles dans la circulation systémique en réponse a un exercice de
relativement courte durée et a 80% de la puissance maximale, sans que cela ne

représente une réponse « inflammatoire » en soi.2! Nous pouvons spéculer que
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ces neutrophiles ne sont pas activé et n'augmentent donc pas la production de
cytokines pro-inflammatoires.

L’absence d’augmentation d’IL-6 circulant (laquelle est considérée une myokine
et est augmentée par un exercice physique aigu prolongé chez le sujet sain, a
point de départ des muscles des membres inférieurs)m est plus surprenante,
mais est comparable a I'étude chez les enfants FK de Nguyen et al.%
L’augmentation de I'lL-6 a été reliée a un effet anti-inflammatoire systémique et
pourrait étre déficiente chez les FK, ce qui concorde avec nos résultats.®® Il est
également possible que la durée de I'exercice chez nos sujets était insuffisante
pour détecter 'augmentation de cette myokine.& L’origine d’IL-6 circulant ne
provient pas toujours uniquement des muscles des membres inférieurs (pendant
'exercice sur ergocycle) et pourrait méme étre un signe de souffrance
musculaire. En effet, dans une autre étude pilote chez les patients MPOC séveére
ayant une faible masse musculaire,® la ventilation non-invasive durant 'exercice
physique a puissance constante sur ergocycle a permis d’abolir 'augmentation
d’'IL-6 sérique. Les auteurs concluaient que ceci est di a la diminution de la
charge de travail sur la musculature respiratoire chez ces patients. Nous
pouvons raisonnablement supposer que la charge de travail des muscles
respiratoires chez nos sujets était moindre, tout comme la demande en oxygéne.
Egalement l'interaction cceur-poumon est moins compromise chez nos sujets

avec les valeurs spirométriques nettement supérieures que dans I'étude citée.
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D’autre part, nous savons que les taux sériques de différentes cytokines (surtout
les metalloprotéases de la matrice, tel que MMP-8 et MMP-9) sont modulés a la
hausse par linfection aigu et a la baisse par un traitement antibiotique
subséquent.’® Donc, leurs faible hausse dans le sérum de nos patients suite a

I'E1 est un indice important de I'innocuité de I'exercice aigu chez les sujets FK.

L’augmentation du nombre absolu des neutrophiles et des macrophages dans
les expectorations est encore plus significative aprés I'exercice aigu (par rapport
aux neutrophiles circulants). Ces deux types cellulaires sont au cceur du
paradigme inflammatoire des FK comme cela a été mentionné dans l'introduction
(avec les cellules épithéliales). Néanmoins, le pourcentage de ces cellules reste
stable dans les expectorations avant et aprés I'exercice aigu. Ce fait pourrait
signifier que nous n’assistons pas a la modulation de l'inflammation bronchique
dans nos conditions de I'exercice, mais plutét également a un afflux de ces
cellules dans les voies bronchiques, tout comme dans le cas des neutrophiles
systémiques. Ceci est confirmé par le fait que la concentration des cytokines
inflammatoires dans les expectorations de nos sujets aprés E1 reste également
stable, et méme on note une diminution significative du GM-CSF et d’IL-6 (figure
16). IL-6 semble avoir un réle pro-inflammatoire au niveau pulmonaire comme le
montrent les expériences de perfusion d’IL-6 chez le rat.®* La diminution du
dosage d’IL-6 pourrait impliquer la régulation a la baisse de cette cytokine par
I'épithélium bronchique suite a I'effort physique dans nos conditions et donc étre

bénéfique. La diminution du GM-CSF semble avoir également un effet
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protecteur, en diminuant [I'effet hyper-inflammatoire des neutrophiles et
macrophages des voies respiratoires des FK.2l Nous ne pouvons pas mettre
cette diminution sur le compte de I'amélioration de la clearance du sputum, car
nous n’assistons pas a la modification des concentrations d’autres cytokines

mesurées dans notre étude.

L’ensemble de ces données tendent a démontrer que I'exercice aigu dans nos
conditions expérimentales n’augmente pas [linflammation systémique ou
bronchique des sujets FK stables et pourrait méme avoir des effets bénéfiques

locaux via la réduction de I'lL-6 et du GM-CSF dans I'expectorat.

Temps pré-E2

Suite a 4 semaines du programme de réadaptation non-supervisée le décompte
leucocytaire systémique ne montre pas de modification et reste au niveau
normal, tout comme le nombre de neutrophiles et de monocytes. Par contre,
l'état inflammatoire systémique mesuré par la CRP est diminué suite a la
réadaptation, en accord avec d’autres études.’*®> Ceci suggére que nos
participants ont activement participé au programme de réadaptation. Ceci est

congruent avec les résultats du questionnaire CQF-R ou nous observons

clairement 'augmentation de la forme physique de nos patients.

Par contre nous assistons a la tendance a la hausse de certaines cytokines pro-

inflammatoires sériques, tel que MCP-1, IL-8, MMP-8, et le ratio molaire de
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MMP-9 a son inhibiteur TIMP-1, ce qui pourrait étre néfaste. Surtout que la
diminution de MMP-8 (mais pas du ratio molaire MMP-9/TIMP-1) sérique a été
corrélée dans le passé a une réponse favorable a l'antibiothérapie pour un
épisode de décompensation infectieuse pulmonaire chez les FK.1%2 Néanmoins,
cette tendance a la hausse (qui demeure faible en valeur absolue et surtout en
absence concomitante de 'augmentation de TNF-alpha) pourrait &tre simplement

une variabilité normale des mesures dans le temps.

Au contraire de ce que nous voyons au hiveau seérique, le nombre absolu de
cellules et le nombre de neutrophiles et macrophages montrent une trés nette
diminution dans [I'expectorat, avec une augmentation en proportion de
macrophages dans I'expectorat par rapport aux neutrophiles. Ces modifications
s’accompagnent d’'une diminution de GM-CSF, d’IL-6, d’IL-8 et de MCP-1. Ces
quatre cytokines participent au recrutement de cellules inflammatoires
pulmonaires, surtout des neutrophiles, et sont produites par les macrophages,
I'épithélium pulmonaire et d’autres cellules. En paralléle, nous voyons une
augmentation de la concentration d’'IL-1beta. Cette augmentation (en paralléle
avec I'augmentation de la proportion des macrophages dans I'expectorat), tout
comme la diminution des quatre cytokines citées plus haut, est un signe de la
diminution nette de I'inflammation bronchique des FK dans nos conditions. De
plus, ceci modifie le paradigme de I'inflammation bronchique des FK avec une
diminution du rapport neutrophiles/macrophages et pourrait donc étre moins

destructeur pour le parenchyme pulmonaire. Le design de notre étude ne nous
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permet pas de distinguer entre les effets bénéfiques de la réadaptation sur
l'inflammation intra-bronchique et systémique des effets bénéfiques (locaux et
systémiques) de I'amélioration de la clearance des sécrétions bronchiques chez
les patients FK, suite a la réadaptation. Effectivement, via l'induction par la
ventilation de I'ATP et dAMP cyclique et de l'augmentation de la perfusion
pulmonaire, I'exercice physique en aérobie stimule le recrutement pulmonaire4®,
I'hydratation du mucus™ et améliore les mouvements des cils. Ceci diminuerait
les bouchons muqueux, les épisodes infectieux et méme l'inflammation basale
et, donc, la destruction du parenchyme pulmonaire. . Néanmoins, plusieurs
études chez des sujets sains, des sujets FK ou des sujets avec d’autres
maladies chroniques ont démontré une diminution de l'inflammation systémique
aprés une réadaptation, y compris non-supervisée. De plus, d’autres auteurs ont
mis en évidence une amélioration de la fonction pulmonaire et une diminution
des parametres inflammatoires aprés un traitement antibiotique ce qui ne pourra

pas étre expliqué seulement par augmentation de la clearance de I'expectorat.1%

En résumé, nous assistons a une diminution de l'inflammation bronchique et
probablement systémique aprés 4 semaines de réadaptation non-supervisée

chez nos sujets.

Temps post-E2

Afin de comparer les effets de réadaptation sur la poussée inflammatoire, nous

avons refait I'exercice aigu a la fin de 4 semaines de notre étude. En réponse au
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deuxieéme exercice (E2) jusqu’a I'épuisement, les neutrophiles sériques montrent
de nouveau une augmentation notable. Néanmoins quand on la compare avec
'E1, nous remarquons qu’elle est moindre. En ce qui concerne les cytokines
mesurés dans le sérum, nous assistons a une diminution d’IL-8 et MCP-1. Ceci
nous démontre les effets positifs de la réadaptation sur le profil inflammatoire
systémique chez les patients FK avec une diminution de la poussée
inflammatoire suite a un exercice aigu, tout comme une diminution de la

démarginalisation.

Par ailleurs, nous voyons une Iégére augmentation de MMP-8 sérique. A noter
que le MMP-9 augmente également dans le sérum. Le TIMP-1, linhibiteur
naturel de MMP-9, augmente de fagon quasi proportionnelle. Malgré cela, le ratio
MMP-9/TIMP-1 est légérement augmenté passant de 0.92 a 1. Nous pouvons
mettre ceci en parallele avec une augmentation du nombre de neutrophiles
circulants et d’'une poussée inflammatoire aprés un exercice aigu. Le fait de ne
pas voir de modulation de la concentration d’autres cytokines (tel que TNFa et
IL-6) et méme une diminution d’IL-8 et de MCP-1, me pousse a dire que le stress
inflammatoire globale aprés un exercice aigu est diminué par la réadaptation. Et

donc que la réadaptation a été bénéfique chez nos sujets FK.

En ce qui concerne le profil inflammatoire dans I'expectorat, nous assistons a
'augmentation en nombres absolus des neutrophiles et des macrophages post-

E2. Cette augmentation s’accompagne d’'une modification de la répartition
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cellulaire en faveur des neutrophiles. Néanmoins, cette augmentation de
neutrophiles dans I'expectorat est de 1.6 fois inférieure post E2 par rapport a
post E1. En paralléle, nous ne détectons aucune modification dans le profil de
cytokines dans I'expectorat, a part une diminution de 1.8 fois d’IL-6. Nous avons

déja vu une diminution un peu moindre d’'IL-6 aprés E1.

Ces données tendent a démontrer que l'exercice aigu effectué dans nos
conditions expérimentales aprés 4 semaines de réadaptation non supervisée
n‘augmente pas linflammation bronchique des sujets FK stables. On pense
méme que la réadaptation a diminué le stress inflammatoire induit par I'exercice
aigue au niveau bronchique. Par contre au niveau sérique, nous voyons toujours
laugmentation de neutrophiles circulants aprés un exercice aigu avec
laugmentation de concentration de metalloprotéases dosées. De fagon
intéressante, dans notre étude, on a l'impression que ce stress est confiné au
compartiment systémique et ne vient pas du compartiment bronchique chez les
patients FK. Cette activation immunitaire pourrait alors étre une réponse normale
a l'exercice aigu et avoir des effets bénéfiques ou, au contraire, produire une
réponse hyper-inflammatoire et néfaste chez les sujets FK.28 Nous avons besoin
d’autres études pour mieux caractériser cette inflammation aprés un exercice
aigu et pour déterminer si c’est la durée de I'exercice ou son intensité qui est a
'origine de ces modifications chez les sujets FK et ainsi mieux préciser I'effet

global sur I'évolution de la maladie.
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Interprétations de I’ensemble des résultats

Nous savons que les cycles d’infections/d’inflammation a répétition (voir
persistantes) induisent des dommages irréversibles aux poumons FK et ménent
a la longue a une insuffisance respiratoire irréversible et au déces. Nous savons
également que ce sont les neutrophiles pulmonaires en interaction avec les
cellules épithéliales, les macrophages et éventuellement d’autres cellules, qui
sont au cceur de ce processus. Notre étude montre, en accord avec d’autres
études,2 que linflammation basale tant systémique que pulmonaire est
augmentée chez les sujets FK. D’autre part, plusieurs études ont montré que le
VEMS diminue progressivement chez les FK et ce déclin augmente avec chaque
exacerbation,®® ce qui méne ultimement & la défaillance pulmonaire. Nous
espérons que si on diminue linflammation basale, ceci va se traduire par
'amélioration de la qualité de vie et, éventuellement au long terme, diminuera la
vitesse de perte de fonction pulmonaire (ce qui est le but visé). Nous sommes
convaincus de ceci, car, comme nous I'avons montré, le degré d’obstruction est
bien corrélé avec certains marqueurs inflammatoires dans I'expectorat, tel IL-6 et
IL-8. Ceci est en accord avec d’autres auteurs qui ont déja mis en évidence la
méme corrélation inverse entre le pourcentage de VEMS prédit et les marqueurs
inflammatoires mesurés dans les expectorations, comme I'élastase libre et I'lL-
8.23 En partie ceci a été également montré par Moorcroft et coll.2 De facon
intéressante, nous ne voyons pas de corrélation des fonctions respiratoires avec
la quantité de neutrophiles dans I'expectorat chez nos sujets a I'état de base.

Ceci pourrait étre expliqué par les facteurs confondants qui n’étaient pas pris en
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compte dans ce projet, comme l'activité bactérienne, la médication concomitante
(de type azythromycine, par exemple), les mutations différentes chez nos sujets

ou méme par les manifestations extra-pulmonaire de la FK.

D’autre part, 'ensemble de nos résultats montre que la réadaptation méme non-
supervisé chez nos sujets a permis de diminuer I'état inflammatoire basale
bronchique de nos sujets FK, tout en améliorant leur forme physique subjective
(selon le questionnaire CQF-R) (tableau 11). Ceci a possiblement permis une
adaptation physiologique a I'exercice chez nos sujets et, donc, une diminution de
réponse inflammatoire bronchique a un exercice aigu, méme si nous ne voyons
pas d’effets clairs sur les paramétres de I'exercice en tant que tel (tableau 4,5).
L’autre effet bénéfique est une amélioration probable de la clearance de
'expectorat (et/ou de la capacité de I'expectorer) avec un effet de type
« physiothérapie respiratoire » de la réadaptation permettant une meilleure
expectoration des sécrétions. Ce mécanisme pourrait également participer a la

diminution de I'inflammation basale des voies respiratoires.

Dans notre étude, suite a la réadaptation, nous voyons une augmentation
sérique de plusieurs cytokines inflammatoires, tel que IL-8, le MMP-8, le rapport
MMP-9/TIMP-1 sérique et de MCP-1 et qui sont méme modulées a la hausse par
'E2. L’augmentation de ces cytokines pourrait avoir des effets négatifs sur, par
exemple, la masse musculaire de nos patients ou sur leur cachexie.®

Néanmoins le fait de la quasi-absence d’IL-6 circulant et de TNF-a, ainsi que de
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la diminution du dosage de la CRP montre en méme temps une quasi-absence
de l'inflammation systémique. Ces résultats pourraient suggérer que certaines de
ces cytokines augmentées viennent d’autres organes que les poumons et
pourraient étre déversées dans la circulation systémique. Une autre hypothése
serait que les cellules inflammatoires productrices de ces cytokines répondent de
facon différentielle a la réadaptation. D’autre part on pourrait penser que ceci

pourrait étre simplement une variation intra-test et inter-test de nos mesures.

Le design de notre étude ne nous donne donc pas la réponse sur la signification
clinique de cette augmentation. Nous aurons besoin d’une autre étude afin de
répondre a cette question. Nous aurons besoin de doser 'activité biologique de
ces cytokines. De plus, nous devrions doser I'élastase neutrophilique, ainsi que
ces produits de dégradation urinaire (desmosine et isodesmosine), afin de mieux
préciser le degré de l'activité biologique éventuel de cette augmentation. Nous

pourrions rajouter méme I'étude de certaines alarmines.

Limites de I’étude

Nous avons de nombreuses limitations a notre étude. Tout d’abord, notre étude
est exploratoire avec un nombre de sujets limité et des mutations a la base de la
maladie différentes (tableau 1). Ceci nous ameéne a ne pas avoir de groupe
contréle afin de comparer la modulation des cytokines inflammatoires dans le
sang ou l'expectorat. Effectivement, nous n’avons pas de comparaison de

dosages de cytokines inflammatoires avec un groupe de sujets sains exposé aux
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mémes conditions d’étude, ni avec un groupe de sujets FK chez qui nous aurions
pu doser ces parameétres inflammatoires a un mois d’intervalle sans

réadaptation.

Par ailleurs les mesures de laboratoire en tant que telles, utilisées dans ce
travail, ont des limitations intrinséques. Nous n’avons pas pris en compte cette
variabilité, puisque cela dépasse les objectifs de ce travail et pourrait faire I'objet
d’'une autre étude avec un plus grand nombre de sujets, des mesures répétées

et un groupe contréle.

Egalement, nous avons étudié les effets de réadaptation d’'une relativement
courte durée et donc ne pouvons pas nous prononcer sur les effets bénéfiques
de I'entrainement physique au long cours dans cette population. D’autre part, la
réadaptation étant non supervisée, nous ne pouvons pas étre totalement sir que
nos sujets ont tous eu une adhérence parfaite au programme de réadaptation.
Ceci pourrait avoir eu un effet sur 'inhomogénéité des résultats tant au niveau
physique (par exemple sur la durée du deuxiéme exercice aigu) que sur la
modulation de l'inflammation chez nos sujets. Néanmoins d’autres équipes avant
nous ont déja étudié la réadaptation non supervisée? qui est par essence
nettement plus facile a implémenter dans la vie de tous les jours pour nos

patients, et ont conclus qu’elle était bénéfique.
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Finalement, étant donné la somme de ces variabilités et a la petite taille de
I'échantillon, les résultats observés peuvent étre di au hasard. Des tests
statistiques formelles n'ont pas étaient faits pour toutes les mesures (avec une
valeur p). En raison de la multiplicité de mesures et de comparaison possible, il
ne m’a pas semblé adéquat d’effectuer ces tests, par peur d’introduire I'erreur de

type 1 (a savoir de considérer réelle une différence due au hasard).

Forces de I’étude

Aprés avoir discuté de ces quelques limitations a notre étude, je voudrais

souligner plusieurs points forts de ce travail.

Tout d’abord, nous avons réussi a étudier une population homogéne ce qui nous
permet de tirer les conclusions importantes sur l'effet de la réadaptation non-
supervisée de 4 semaines chez nos sujets. De plus, a ma connaissance, notre
étude est la premiere a étudier la modulation de I'inflammation en paralléle dans
'expectorat et dans le sérum aux quatre temps (suite a I'exercice aigu et a la
réadaptation). Plusieurs de nos résultats sont concordants entre eux selon la
corrélation de Spearman (tableau 9) qui compare la modulation du dosage de la
méme cytokine en paralléle dans I'expectorat et dans le sérum. Nos résultats
montrent une modulation a la baisse de l'inflammation bronchique en E2 et donc
les effets bénéfiques de la réadaptation. Ce fait est confirmé a notre avis par la
concordance de I'amélioration de la forme physique au questionnaire CQF-R.

Par ailleurs, je pense que ces réponses confirment également le fait que malgré
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que la réadaptation n’ait pas été supervisée, les sujets de I'étude ont suivi leur
programme d’exercice au mieux de leurs possibilités.

Egalement, nous avons analysé plusieurs marqueurs inflammatoires (cytokines),
d’origine cellulaire différente, afin d’ouvrir la voie aux études subséquentes pour

mieux comprendre les interactions cellulaires des voies bronchiques FK.

Je pense que cette étude va servir d’excellent point de départ pour un projet
d’envergure subventionné par un organisme gouvernemental avec comité de
pairs de type IRSC afin de mieux étudier la modulation de l'inflammation par
I'exercice physique chez les FK. Elle va nous permettre de calculer la taille de
I'échantillon nécessaire, de mieux préciser les cytokines a doser et de déterminer

la durée de la réadaptation.
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Chapitre 6 : Conclusion :

Notre étude met en évidence la diminution de I'état inflammatoire au niveau
bronchique aprés 4 semaines de réadaptation non-supervisée, tout comme une
diminution du stress inflammatoire suite a I'exercice aigu au niveau bronchique.
En ce qui concerne les phénomeénes inflammatoires au niveau systémique, nos
résultats montrent une possible augmentation de [inflammation d’origine
neutrophillique avec une diminution de I'inflammation cellulaire d’autre origine. La

signification clinique de ces changements n’a pas été étudiée actuellement.

Sur la base des conclusions de notre étude, je pense que nous devons continuer
de proposer aux patients avec FK les activités sportives diverses, ainsi que la

réadaptation.

Nos données sont trés encourageantes et vont nous permettre de concevoir une
étude a plus large échelle, multicentrique, afin de mieux évaluer les phénoménes

décrits dans ce travail.
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