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1 
 

INTRODUCTION 

L’épithélium des voies aériennes est recouvert de mucus qui joue un rôle d’interface entre le 

poumon et l’environnement et participe à la fonction de barrière de celui-ci. Le mucus des 

voies aériennes est un gel dont les constituants sont 98% d’eau, 1% de protéines, parmi 

lesquelles on retrouve essentiellement les mucines et des protéines de l’immunité innée, puis 

des ions et des débris divers [1]. Le modèle classique décrivant son organisation le représente 

en deux couches superposées de compositions différentes. La couche inférieure est appelée 

couche « péri-ciliaire », elle s’étale en effet du pôle apical des cellules épithéliales jusqu’à 

l’extrémité des cils [2]. Elle possède une force osmotique plus importante que la couche 

supérieure, et de ce fait est suffisamment hydratée pour permettre le mouvement ciliaire [3]. 

Le mucus est produit par les cellules caliciformes de l’épithélium respiratoire et par les 

glandes sous-muqueuses. Les mucines sont les protéines majoritaires du mucus, elles sont de 

grand poids moléculaire et également fortement glycosylées. Elles forment par leur 

organisation le squelette protéique du mucus. Actuellement, on en dénombre 21 dans 

l’organisme, codées par les gènes de la famille MUC. La séquence protéique des mucines 

comprend une partie centrale riche en résidus proline, thréonine et sérine, qui est le site 

préférentiel de la glycosylation, et des extrémités N-terminale et C-terminale riches en 

cystéines [4], permettant l’acquisition de la structure tertiaire de la protéine et la formation de 

polymère. Les mucines sont de deux types, les mucines sécrétées que l’on retrouve dans la 

lumière bronchique et les mucines membranaires, qui possèdent de larges domaines extra-

membranaires et qui constituent ainsi les protéines de la couche péri-ciliaire. Les principales 

mucines sécrétées dans les voies aériennes sont MUC5AC et MUC5B. Les glandes sous 

muqueuses produisent seulement MUC5B et les cellules caliciformes de l’épithélium 

respiratoire produisent les deux mucines [5]. 
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Dans les maladies chroniques des voies aériennes, l’épithélium respiratoire et le mucus sont 

sujets à des variations de constitution et de volume [3]. Concernant les modifications de 

l’épithélium, il a été montré une hyperplasie des cellules caliciformes dans l’asthme [6], chez 

les fumeurs avec ou sans trouble ventilatoire obstructif [7], dans la mucoviscidose [8] et dans 

la dilatation de bronche non mucoviscidosique [9]. Dans l’asthme, une simple 

bronchoconstriction peut également induire une hyperplasie des cellules à mucus [10] alors 

qu’elle est souvent considérée comme une conséquence de l’inflammation [11]. 

Une hypersécrétion de mucines est également retrouvée dans certaines de ces pathologies, 

notamment la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) [12] et l’asthme [13]. Le 

mucus des patients avec une mucoviscidose est aussi déshydraté. Ces altérations ne sont pas 

dénuées de conséquences dans ces pathologies. En effet, les histologies de poumons de 

patients décédés d’asthme aigu grave retrouvent des bouchons muqueux dans les lumières 

bronchiques [14], et dans le même sens, sur les histologies de réduction volumique 

d’emphysème chez les BPCO, la présence de bouchon muqueux est significativement liée à la 

mortalité [15]. 

Les voies impliquées dans l’hyperproduction de mucus sont partiellement connues, et font 

intervenir une activation de l’Epithelium Growth Factor Receptor (EGFR) [16] par divers 

stimulants, l’action de l’Interleukine 13 (IL-13) [17], et des neutrophiles [18]. Le facteur de 

transcription SPDEF (SAM Pointed Domain Containing ETS Transcription Factor) est 

indispensable [9]. Finalement, le réseau moléculaire impliqué dans la sécrétion des mucines 

est partiellement élucidé, mais il y a encore des zones d’ombre car tous les mécanismes ne 

sont pas nécessairement homogènes, par exemple chez le fumeur [19]. 

Dans la pratique clinique actuelle, malgré l’importance du mucus dans les pathologies 

bronchiques chroniques, nous n’avons pas d’outil destiné à l’analyser en routine. On 

s’intéresse principalement aux symptômes et notamment à la bronchite chronique, définie par 
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la présence de toux et d’expectorations quotidiennes pendant au moins trois mois sur deux 

années consécutives. 

Celle-ci n’est pas prédictive d’un diagnostic, car peu spécifique, mais représente plutôt un 

trait phénotypique, associé dans plusieurs maladies chroniques des voies aériennes à un déclin 

fonctionnel accéléré [20], un plus grand nombre d’exacerbations [21], une diminution de la 

qualité de vie et même une mortalité plus élevée [22]. 

Le lien entre symptôme et mucus n’est pourtant pas si simple. Ainsi, le score obtenu au 

CASA-Q (Cough And Sputum Assessment Questionnaire), questionnaire validé sur la toux et 

les expectorations [23], n’est pas lié aux anomalies de l’épithélium dans l’asthme et plus 

précisément à la présence d’une hyperplasie des cellules à mucus [24].  

Aussi, quand on compare la concentration en mucines dans les expectorations induites de 

sujets sains asymptomatiques et de fumeurs avec « bronchite chronique », on obtient une 

différence globale significative mais cependant un très large chevauchement des valeurs dans 

les deux groupes [25]. 

Pour ce qui est de la couleur des expectorations, utilisée dans les critères d’Anthonisen [26], 

plusieurs auteurs ont décrit une association entre purulence et positivité des cultures ou charge 

bactérienne [27],  ainsi que purulence et neutrophilie des expectorations [28]. Cependant, dans 

une étude plus récente la couleur des expectorations pour des cultures bactériennes positives 

avait une bonne sensibilité, mais avec une spécificité très faible, d’environ 15%, et une valeur 

prédictive positive de seulement 41,6% à 56,6% [29]. De plus, l’évaluation de la couleur des 

expectorations par le médecin ou par le patient, en comparaison à un nuancier standardisé, 

n’est pas précise [30].  

Dans une optique de création de nouveaux outils pour intégrer le mucus dans l’évaluation et la 

prise en charge des patients, la rhéologie du mucus adaptée à la clinique se développe. 
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La rhéologie est l’étude du comportement d’un matériau en réponse à une contrainte ou à une 

déformation. Les principales variables étudiées en rhéologie sont l’élasticité, ou la capacité à 

retrouver sa forme initiale après déformation, et la viscosité, ou résistance à l’écoulement d’un 

matériau. Le mucus se comporte comme un gel visco-élastique et possède donc ces deux 

composantes de manière plus ou moins marquées selon le temps d’analyse et les forces 

appliquées. A faible contrainte ou déformation, son état physique est plus celui d’un gel 

élastique et pour des plus fortes déformations ou contraintes, il devient plus celui d’un liquide 

visqueux. Le rhéomètre est l’outil permettant de caractériser ce comportement. Il existe 

plusieurs types de rhéomètres selon leur géométrie (principalement deux surfaces ou 

géométries planes ou bien une surface en cône et une surface plane) et le type de déformation 

appliquée. Le rhéomètre peut soit appliquer une déformation et enregistrer la réponse en 

contrainte du matériau ou bien appliquer une contrainte et mesurer la réponse en déformation. 

La déformation la plus classiquement utilisée pour l’étude du mucus est un cisaillement 

oscillant. Différentes variables d’intérêt sont relevées lors des analyses rhéologiques : 

Le module complexe G* est le rapport entre la déformation γ et la contrainte σ à un instant t.  

G*(t) = γ(t)/σ(t) 

G*peut être décomposée en deux modules, le module élastique G’ et le module visqueux G’’ 

selon la formule G*=G’+iG’’. 

Le décalage de phase entre la déformation et la contrainte est appelé δ.  

On peut exprimer G’ et G’’ en fonction de G* et de δ selon ces formules :  

G’ = G*.cos(δ) et  G’’=G*.sin(δ) 

On voit ainsi que le ratio de ces deux modules G’’/G’ est égal à tan(δ) et correspond au 

facteur d’amortissement ou facteur de perte. Il représente la capacité de la matière à dissiper 

l’énergie en chaleur. Quand tan(δ) est faible, cela traduit un comportement élastique marqué. 

A l’inverse, quand tan(δ) est élevé, cela traduit un comportement visqueux marqué. Ce 
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changement de comportement se déroule pour une certaine contrainte ou déformation seuil 

τ(c) ou σ(c), et γ(c). 

La fréquence d’oscillation influence les variables mesurées. Il est d’usage d’utiliser une 

fréquence de 1Hz pour relever la valeur des modules dans une zone appelée domaine 

viscoélastique linéaire dans laquelle le module élastique reste stable en fonction de la 

contrainte. 

Les connaissances acquises sur la rhéologie du mucus sont issues de travaux sur du mucus 

endobronchique, récolté lors de cultures d’épithéliums, reconstitué avec des mucines purifiées 

ou des expectorations. Il a été montré que de nombreux constituants physiologiques du mucus 

pourraient être à l’origine des variations en rhéologie dans les états pathologiques, mais aussi 

chez le sujet sain. Il semble ainsi que la quantité de protéines et plus particulièrement de 

mucines, de lipides, d’ADN et d’ion, influencent l’élasticité, la viscosité et la transportabilité 

de particules dans le mucus [31]. L’organisation du réseau de mucines et son interaction avec 

différentes protéines influence également la rhéologie [32]. Il est assez difficile de conclure de 

ces différentes études, quel composant principal détermine les modifications de rhéologie 

dans la pathologie.  

De nombreux auteurs se sont intéressés à la rhéologie des expectorations, majoritairement 

dans la mucoviscidose. Selon différentes techniques rhéologiques, il a pu être montré que 

l’élasticité et la viscosité des expectorations augmente significativement lors d’une 

exacerbation par rapport à un état de base [33] et que la mise en place d’un traitement en cas 

d’exacerbation réduit significativement le module élastique [34].  

L’évaluation de prélèvements dans différentes pathologies chroniques des voies aériennes 

produit des résultats intéressants : entre la mucoviscidose, la BPCO et les patients sains, 

l’analyse d’expectorations spontanées ou induites par des nébulisations de sérum 

physiologique chez les témoins, ne montre pas de différence entre les paramètres rhéologiques 
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des expectorations quand on compare des prélèvements de même aspect macroscopiques [34]. 

De même il n’y a pas de différence significative de rhéologie entre les expectorations 

d’enfants atteints de mucoviscidose et de dyskinésie ciliaire [35]. 

Concernant les variables biologiques, une participation de l’activité neutrophile élastase (NE) 

a été retrouvée comme corrélée significativement avec l’élasticité des expectorations dans la 

mucoviscidose [34]. De même, une élévation de l’oxydation en lien avec l’activité 

myéloperoxydase (MPO) des neutrophiles est liée à l’élasticité [36].  Quand les 

expectorations sont soumises à une dégradation à température ambiante, la diminution de 

concentration des mucines MUC5B et MUC5AC est très significativement liée à la 

diminution d’élasticité des prélèvements. La présence de souches de Pseudomonas aeruginosa 

de type mucoïde entraine une élasticité plus importante dans les bronchectasies non 

mucoviscidosiques [37], et cela est corrélé à des données in vitro démontrant le rôle du 

Pseudomonas aeruginosa mucoïde dans la formation d’un biofilm plus élastique et la 

réduction significative de la clairance muco-ciliaire en réponse [38]. Enfin la présence d’une 

plus grande quantité d’ADN qui forme un réseau superposé au réseau de mucines dans les 

expectorations mucoviscidosiques est également évoquée comme jouant un rôle dans 

l’augmentation de l’élasticité de celles-ci et des traitements par Rh-DNAse basés sur ces 

observations sont capables de diminuer l’élasticité des sécrétions [39]. 
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OBJECTIFS et HYPOTHESES 

  

Ainsi l’objectif de notre étude était d’évaluer les rangs de variation de la rhéologie 

d’expectorations spontanées dans différentes maladies chroniques des voies aériennes en 

confrontant la rhéologie aux caractéristiques individuelles des patients. 

Nous désirions également déterminer la contribution relative des différents composants de 

l’expectoration à ses propriétés rhéologiques. 

Nous avons émis l’hypothèse que les propriétés viscoélastiques du mucus dépendent de la 

variation de ses composants. Par exemple, si l’on suppose que ce sont les mucines qui jouent 

le plus grand rôle dans l’élasticité, nous nous attendons à trouver une concentration plus 

importante de MUC5AC et/ou de MUC5B dans les mucus les plus élastiques, c’est-à-dire 

avec une mesure de G’ plus élevée. 
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MATERIELS ET METHODES 

Population 

Nous avons mené cette étude, de manière prospective, entre mai et aout 2019, dans le service 

des maladies respiratoires du CHU Arnaud de Villeneuve, à Montpellier. Nous avons inclus 

les patients âgés de 18 ans et plus, connus pour avoir une maladie chronique des voies 

aériennes, incluant l’asthme, la BPCO et les dilatations de bronches hors mucoviscidose, qui 

se présentaient en consultation ou qui étaient hospitalisés et qui pouvaient produire 

spontanément des expectorations.  

Nous avons défini les groupes de patients comme tel :  

Le groupe asthme (Groupe 1) comprenait des patients non fumeur ou avec une consommation 

tabagique de moins de 10 paquet-année, une histoire clinique compatible avec un asthme, un 

trouble ventilatoire obstructif (Volume Expiratoire Maximal Seconde (VEMS) / Capacité 

Vitale (CV)  < Limite Inférieure de la Normale) réversible ou une variabilité significative du 

VEMS dans le temps, ou bien un test de provocation bronchique à la métacholine positif dans 

un contexte évocateur.  

Les patients étaient considérés comme BPCO (Groupe 2) s’ils avaient un passé tabagique 

avec une consommation supérieure à 10 paquet-année, et un diagnostic posé de BPCO selon 

les critères GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) 

Les patients avec des dilatations de bronches (DDB) non mucoviscidosiques (Groupe 3) 

devaient avoir une tomodensitométrie thoracique montrant des dilatations de bronches, sans 

diagnostic posé par le clinicien d’asthme ni de BPCO, et un test de la sueur ou une recherche 

de mutation du gène CFTR négatifs. 
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Nous n’avons pas constitué de groupe témoin du fait de l’absence d’expectoration spontanée 

dans cette population et de la volonté de comparer des expectorations obtenues selon les 

mêmes procédures. 

Nous avons exclus tous les patients qui n’étaient pas capable de produire spontanément une 

expectoration, les patientes enceintes ou allaitantes, les patients avec une maladie néoplasique 

étendue, ceux qui avaient des troubles psychiatriques récents, qui consommaient des drogues 

illicites ou de l’alcool, ceux qui étaient en période d’exclusion déterminée par une étude 

précédente, sous sauvegarde de justice, tutelle ou curatelle, privé de liberté, et ceux pour 

lesquels il était impossible de donner des informations éclairées, qui ne lisaient pas ou ne 

comprenaient pas la langue française, ou qui étaient en situation d’urgence vitale.  

Nous avons recueillis les expectorations sans intervention particulière, c’est-à-dire, sans 

drainage bronchique par un kinésithérapeute, ou induction de l’expectoration avec une 

nébulisation de sérum salé isotonique ou hypertonique. 

Lors de l’inclusion, nous avons récupéré les caractéristiques cliniques des patients : l’histoire 

de la maladie respiratoire, la présence d’une exacerbation actuelle, les différentes 

comorbidités, les traitements, les scores des questionnaires de contrôles validés de routine 

(Asthma Control Questionnaire (ACQ), COPD Assessment Test (CAT)), le score du 

questionnaire CASA-Q, les résultats des épreuves fonctionnelles respiratoires et les données 

issues de la tomodensitométrie thoracique. Lorsque le scanner était disponible, nous avons 

calculé un score de mucus endobronchique en établissant la moyenne du nombre de bronches 

segmentaires avec présence de mucus sur l’ensemble des bronches segmentaires [11]. 
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Analyse des expectorations  

Nous avons traité toutes les expectorations de manière identique. Moins de deux heures après 

leur émission par le patient, une analyse rhéologique, suivie d’une cytologie ont été réalisées 

et nous avons stocké le surnageant à -80°C pour les analyses ultérieures. 

Rhéologie  

Nous avons obtenus les données rhéologiques à l’aide du rhéomètre Rhéomuco ® conçu pour 

l’utilisation clinique. C’est un rhéomètre oscillatoire avec deux géométries planes. Il impose 

une déformation de l’échantillon, par pas croissant, et mesure les réponses en contrainte. 

L’analyse se déroule à 37°C, et la fréquence des oscillations est de 1Hz. L’expectoration était 

préalablement homogénéisée à l’aide d’un vortex, à faible vitesse rotatoire, pendant une 

minute, afin de réduire l’hétérogénéité de celle-ci, sans en altérer la structure. Les variables 

recueillies après l’analyses étaient le module complexe G*, le facteur d’amortissement tanδ, 

les modules G’ (élastique) et G’’ (visqueux) dans le domaine visco-élastique linéaire, ainsi 

que la contrainte critique τc et la déformation critique γc. L’échantillon étant physiquement 

dénaturé après l’analyse rhéologique complète, nous n’avons pas réalisé plusieurs mesures 

itératives sur la même expectoration. 

Cytologie  

Après l’analyse rhéologique, l’échantillon était retiré de la surface de travail du rhéomètre, 

traitée avec quatre fois son volume d’une solution de Dithiotréitol (DTT). Le protocole de 

réalisation de la cytologie suivait les recommandations de l’European Respiratory Society 

[40] et un compte cellulaire total, avec un taux de viabilité, un pourcentage de cellules 

squameuses ainsi qu’un compte cellulaire différentiel après coloration sur 400 cellules non 

squameuses étaient collectés. Nous avons classés les cytologies en fonction du pourcentage de 
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neutrophiles et d’éosinophiles selon la classification établie pour les expectorations induites 

[41] en cytologie « neutrophilique », « éosinophilique », « mixte » et « paucigranulocytique ». 

Le surnageant était stocké à -80°C pour des analyses ultérieures.  

ADN total 

Pour quantifier l’ADN total, le surnageant était décongelé à température ambiante et un kit 

d’extraction d’ADN (QIAamp DNA Micro Kit) était utilisé. La quantification se faisait 

ensuite par spectrophotométrie (NanoDroponeC). 

Protéines totales  

Nous avons mesuré la quantité de protéines totales dans le surnageant des expectorations  par 

méthode colorimétrique avec un kit RC DC. (BIO-RAD®) La lecture des absorbances a été 

réalisée à 690 nm avec l’instrument Thermo Scientific MultiskanTM FC. 

Mucines  

Les concentrations des mucines d’intérêt MUC5AC et MUC5B ont été quantifiées par 

spectrométrie de masse. L’échantillon de surnageant décongelé progressivement au -20°C 

puis en air ambiant était dissout dans du TFE (Trifluoroethylène) et réduit par du DTT, puis 

alkylé par ajout d’iodoacétamide. Il était ensuite ajouté de la trypsine  pour effectuer la 

digestion enzymatique des protéines. La réaction enzymatique était stoppée par ajout d’acide 

formique. L’échantillon était nettoyé en colonne de chromatographie (C18) puis introduit 

dans le spectromètre. Les peptides marqués de MUC5B et de MUC5AC pour la quantification 

ont été testé avant le début des expérimentations. Le volume adéquat de surnageant nécessaire 

pour l’analyse était déterminé selon la concentration en protéines totales dans le surnageant 

mesuré préalablement par colorimétrie avec une quantité optimale initiale de 60µg. 
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Les séquences peptidiques d’intérêt ont été choisies en référence à des études antérieures sur 

le dosage de MUC5B et MU5CAC par spectrométrie de masse [25]. 

Activité α-amylase 

L’activité α-amylase a été mesurée sur le surnageant des expectorations avec un kit 

colorimétrique (Abcam® ab102523), afin d’avoir un élément supplémentaire pour estimer la 

contamination salivaire de l’échantillon. Les mesures d’absorbance ont été réalisées à 405 nm, 

toutes les deux minutes pendant une heure à l’aide du lecteur TECAN Infinite® 200 PRO. 

Une unité d’activité α-amylase est une quantité d’amylase qui génère 1 µmol de nitrophenol 

par minute en clivant le substrat de la réaction (ethyldene-pNP-G7).  

Bactériologie 

Une analyse cyto-bactériologique de routine a été réalisée en parallèle, sur une portion du 

même échantillon ou bien sur un autre échantillon prélevé le même jour. 

Ethique  

Conformément aux catégories de recherches définies par la loi n°2012-300 du 5 mars 2012 

relative aux recherches impliquant la personne humaine dite « loi Jardé » mise en application 

par le décret n°2016-1537 du 16 novembre 2016 ; cette étude prospective non 

interventionnelle rentrait dans la catégorie 3 des recherches impliquant la personne humaine. 

En effet, aucun acte ni aucune information recueillie n’a été ajouté dans cette recherche par 

rapport à la prise en charge habituelle. Ainsi, la non opposition du patient a été obtenue avant 

analyse des données. Les données traitées et soumises à la non opposition des patients étaient 

celles habituellement collectées lors des consultations ou des hospitalisations. Elles ont été 

recueillies et analysées en conformité avec la méthodologie de référence MR003 de la CNIL. 
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Le projet a été approuvé par l’institutional Review Board du CHU de Montpellier (2019_IRB-

MTP_09-10 et inscrit sur Clinical Trials avec l’identifiant RECHMPL19_0430. 

Statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel R-Studio, Version 1.1.463, 

(RStudio, Inc). Pour la comparaison des différentes populations, des analyses de variances ont 

été réalisées pour les variables paramétriques, des tests de Kruskal-Wallis pour les variables 

non paramétriques, et des tests exacts de Fisher pour les variables qualitatives. Les 

comparaisons deux à deux ont été réalisées soit de façon intégrées avec la méthode post-hoc, 

soit avec des tests de Mann –Whitney ou de permutation pour les variables quantitatives non 

paramétriques et de Fisher pour les variables qualitatives, avec un ajustement des p-values par 

la méthode de Bonferroni-Holm. Pour rechercher les facteurs biologiques indépendants 

associés aux variables rhéologiques, une analyse en composante principale (ACP) normée à 

deux dimensions, intégrant l’ensemble des variables rhéologiques et biologiques a été 

réalisée. Puis nous avons réalisé une analyse multivariable par régression linéaire multiple 

pour déterminer les facteurs biologiques indépendants associés aux variables rhéologiques 

choisies. Le choix des prédicteurs a tenu compte des résultats de l’ACP. Nous avons 

sélectionné le meilleur modèle parmi les modèles stepwise, forward et backward selon l’AIC. 

Tous les tests étaient bilatéraux, et une p-value inférieure ou égale à 0,05 était considérée 

comme indiquant une signifiance statistique. 
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Déroulement de l’étude 

 

 

RESULTATS 
 

Caractéristiques de la population 
 
De mai à Aout 2019, 48 patients ont été inclus dans l’étude, dont 24 souffrant de DDB, 14 de 

BPCO et 10 asthmatiques. La moitié (52%) était en exacerbation. La prévalence de la 

« bronchite chronique » était élevée dans notre population (90%), et les patients étaient 

majoritairement exacerbateurs fréquents (70%). Les patients des trois groupes différaient  sur 

la fonction respiratoire avec un trouble ventilatoire obstructif plus marqué dans le groupe 

BPCO : VEMS de 28.42 % ± 6.75%, contre 70.11% ± 18.1 et 60% ± 25.16 dans les groupes 

asthme et DDB respectivement. Le rapport VEMS/CVF était de 0.37±0.12 contre 0.64±0.15 

et 0.67 (0.59-0.7). Les patients asthmatiques avaient les plus fortes prévalences de 

rhinosinusite, de polypose naso-sinusienne et d’allergie. Les BPCO avaient la plus faible 

prévalence de bronchite chronique. Concernant les caractéristiques tomodensitométriques, nos 

résultats sont cohérents, puisque la prévalence de dilatations de bronches était 

significativement plus élevée chez les patients DDB et l’emphysème chez les patients BPCO. 

Un épaississement des parois bronchiques était présent dans les trois groupes de manière 

comparable. L’ensemble des caractéristiques des patients est présenté dans la Table 1. 
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Distribution de la rhéologie des expectorations dans les différentes populations. 
 
Comme cela était attendu, nous avons retrouvé un profil visco-élastique des expectorations 

avec un comportement de gel élastique prédominant. Les valeurs de « tangentes delta » 

inférieures à 1 (elles étaient en moyenne de 0,3 (0,22-0,36)) témoignent en effet d’un module 

élastique supérieur au module visqueux. Les modules G’, G’’ et G* étaient significativement 

plus élevés chez les asthmatiques que dans les deux autres groupes. La déformation critique et 

la contrainte critique n’étaient pas significativement différentes entre les trois groupes de 

patient. Les valeurs des variables rhéologiques son présentées dans la Table 2. 
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Variables Population 
entière  
N= 48 

Groupe 
Asthme 
N=10 

Groupe 
BPCO 
N=14 

Groupe 
DDB 
N=24 

p-value p-value  
Asthme vs 
BPCO 

p-value  
BPCO 
vs 
DDB 

p-value 
Asthme 
vs DDB 

Age 64 (51.25-71) 58.2±11.56 65.14±6.44 64 (34-71) NS    

Sexe (% femme) 25 (52.08) 8 (80) 4 (28.57) 13 (54.17) p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 

IMC 22.22 (20.02-
25.62) 

26.55±7.13 22.05±6.81 22.22 (20.02-
25.05) 

NS    

Fonction respiratoire 

  VEMS (% théorique) 46.5 (33-73.5) 70.11±18.1 28.42±6.75 60±25.16 p<0,05 p<0,05 p<0,05 NS 

  CVF (% théorique) 74.07±21.35 89.22±15.52 65.45±17.48 73.1±22.76 NS    

  VEMS/CVF 0.56±0.19 0.64±0.15 0.37±0.12 0.67 (0.59-
0.7) 

p<0,05 p<0,05 p<0,05 NS 

  VR (% théorique) 168.5 (131.5-
214.47) 

 237.43±60.45 141.06±45.77   p<0,05  

Etat stable vs exacerbation (% 
stable) 

25 (52.08) 5 (50) 5 (35.71) 15 (62.5) NS    

Bronchite chronique (%) 43 (89.58) 10 (100) 9 (64.29) 24 (100) p<0,05 p<0,05 p<0,05 NS 

Rhinosinusite (%) 25 (55.56) 9 (90) 1 (9.09) 15 (62.5) p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 

Polypose naso-sinusienne (%) 4 (8.7) 4 (44.44) 0 (0) 0 (0) p<0,05 p<0,05 NS p<0,05 

Allergie (%) 11 (23.4) 6 (66.67) 1 (7.14) 4 (16.67) p<0,05 p<0,05 NS p<0,05 

Reflux Gastro-œsophagien (%) 18 (37.5) 5 (50) 5 (35.71) 8 (33.33) NS    

Nombre exacerbation dans l’année  2 (1-4) 2.44±1.67 3±2.77 2 (1.5-3.5) NS    

≥ 2 exacerbations dans l’année (%) 32 (69.57) 6 (66.67) 9 (64.29) 17 (73.91) NS    

Antécédent d’hospitalisation (%) 31 (67.39) 6 (60) 10 (76.92) 15 (65.22) NS    

Antécédent d’hospitalisation en 
réanimation (%) 

14 (29.17) 3 (30) 5 (35.71) 6 (25)     

Tabagisme (%) 24 (51.06) 4 (40) 13 (92.86) 7 (30.43) p<0,05 p<0,05 p<0,05 NS 

  dont actif (%) 6 (25) 2 (50) 4 (31) 0  (0)     

Consommation (Paquet-année) 32.59±18.32 24.5±19.69 45.29±9.69 23.17±18.55 p<0,05 NS p>0,05 NS 

Eosinophilie sanguine 
(cellules/mm3) 

210 (140-260) 230 (100-
250) 

200.54±79.15 190 (160-
310) 

NS    

Eosinophilie sanguine > 300 /mm3 
(%) 

18 (43.9) 5 (55.56) 5 (35.71) 8 (44.44) NS    

Colonisation à P. aeruginosa (%) 22 (51.16) 3 (37.5) 4 (30.77) 15 (68.18) NS    

Colonisation à S. aureus (%) 6 (14.63) 0 (0) 0 (0) 6 (30) p<0,05 NS p<0,05 p<0,05 

Tomodensitométrie 

  Dilatation de bronches (%) 31 (67.39) 5 (50) 4 (28.57) 22 (100) p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 

  Emphysème (%) 16 (34.78) 1 (10) 14 (100) 1 (4.55) p<0,05 p<0,05 p<0,05 NS 

  Syndrome bronchique (%) 40 (86.96) 8 (80) 13 (92.86) 19 (86.36) p<0,05 NS NS NS 

CASA-Q sputum symptom 1.59±0.9 1.29±0.53 1.86±0.99 1.59±0.99 NS    

CASA-Q sputum impact 2.29±0.97 2.16±0.66 2.56±0.96 2.19±1.13 NS    

CASA-Q cough symptom 1.3 (0.7-2) 1.3 (0.92-
1.3) 

1.8±1.04 1 (0.6-1.3) NS    

CASA-Q cough impact 2.16±0.97 1.88±0.71 2.4±0.8 2.16±1.19 NS    

Table 1 : Données démographiques, fonctionnelles et morphologiques de la population totale et des différents groupes de 
patients. 

Les données sont présentées comme telles : médiane (Q1 – Q3), moyenne +/- écart type ou effectif(%).  
VEMS : volume expiré maximal seconde, CVF : capacité vitale forcée, ACQ : asthma control questionnaire, CAT COPD assesment test, 
CASA-Q : cough and sputum assessment questionnaire, IMC : indice de masse corporelle. Les comparaisons ont été effectuées par des 
analyses de variances pour les variables quantitatives paramétriques, par des tests de Kruskal-Wallis pour les variables quantitatives non 
paramétriques et par des tests exacts de Fisher pour les variables qualitatives. Les p-values des comparaisons deux à deux sont soit issues 
d’analyses post-hoc (Tuckey), soit ajustées par la méthode de Bonferonni-Holm après comparaison deux à deux par les tests de Fisher ou 
de Mann-Whitney. Les p-values sont considérées significatives quand inférieures à 0,05. 
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Variables 
Population 

entière 
N=48 

Groupe Asthme 
N=10 

Groupe BPCO 
N=14 

Groupe DDB 
N=24 

p-value 
 
 

p- value 
asthme 

vs 
BPCO 

p-value 
BPCO 

vs DDB 

p-value 
Asthme 
vs DDB 

G' 3.69 (1.48-7.65) 12.62±10.06 3.01 (1.58-4.22) 2.8 (0.97-7.03) p<0,05 p<0,05 NS p<0,05 

G'' 1.04 (0.59-1.71) 2.64±1.74 0.85 (0.67-1.31) 0.87 (0.42-1.57) p<0,05 p<0,05 NS p<0,05 

G* 3.84 (1.59-7.89) 12.92±10.18 3.15 (1.7-4.45) 2.96 (1.06-7.19) p<0,05 p<0,05 NS p<0,05 

tanδ 0.3 (0.22-0.36) 0.24±0.06 0.34±0.16 0.32 (0.24-0.47) p<0,05 NS NS NS 

ɣc 20.78±10.3 15.93±8.58 23.25±11.56 21.41±9.88 NS 

τc 
33.8 (14.18-

60.67) 63.08±62.86 24.1 (12.18-66.62) 36.19±21.4 NS 

Compte cellulaire 
total (.106/g) 1.56 (0.71-4.01) 1.68±1.21 0.42 (0.1-1.05) 3.66 (1.95-6.92) p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 

Classification cytologique de l’expectoration  

Neutrophiliques 29 (63.04) 4 (44.44) 4 (30.77) 21 (87.5) 

Eosinophiliques 0 (0) 

Mixte 6 (13.04) 2 (22.22) 3 (23.08) 1 (4.17) 

Paucigranulocytique 2 (4.35) 1 (11.11) 0 (0) 1 (4.17) 

Squameux 9 (19.57) 2 (22.22) 6 (46.15) 1 (4.17) 

%Neutrophiles 
89.62 (82.75-

93.75) 85 (77.94-88.74) 79.19±15.69 92 (89.06-96.1) p<0,05 NS NS NS 

nombre neutrophiles 
193.83 (85.96-

405.15) 140.53±114.66 84.44 (59-97.92) 320.99 (177.13-675.81) p<0,05 NS p<0,05 p<0,05 

nombre éosinophiles 0.06 (0-2.61) 0.99 (0-2.21) 0.32 (0-3.26) 0 (0-1.78) NS 

%Eosinophiles 0.12 (0-0.56) 1.57±1.85 0.25 (0-3.12) 0 (0-0.25) NS 

%Squameuses 1.25 (0.25-7.88) 1.25 (0.75-2.75) 50.38 (2.25-90) 0.38 (0-2.12) p<0,05 NS p<0,05 NS 

ADN (ng/µL) 
 

317.95 (31.62-
836.8) 

104.75 (21.85-
419.22) 30.1 (17.1-161.48) 916.4 (386.28-1293) p<0,05 NS p<0,05 NS 

Protéines totales 
(mg/mL) 

20.36 (11.96-
30.71) 21.96±12.42 18.32±8.53 23.57 (11.96-35.72) NS 

Activité α-amylase 
mU/mL 

842.96 (462.8-
2601.27) 1755.37±1223.82 

804.59 (290.96-
3794.99) 810.46 (524.12-1845.5) NS 

Table 2 : Rhéologie et Biologie des expectorations.  

Les données sont présentées comme telles : médiane (Q1-Q3), moyenne +/- écart type ou effectif(%).  
G’ : Module élastique, G’’ : Module visqueux, G* : module complexe, tan δ : coefficient d’amortissement ou facteur de perte, τc: 
contrainte critique, ɣc: déformation critique. Les comparaisons ont été effectuées par des analyses de variances pour les variables 
quantitatives paramétriques, par des tests de Kruskal-Wallis pour les variables quantitatives non paramétriques. Les p-values des 
comparaisons deux à deux sont soit issues d’analyses post-hoc (Tuckey), soit ajustées par la méthode de Bonferonni-Holm après 
comparaison deux à deux par le test de Mann-Whitney. Les p-values sont considérées significatives quand inférieures à 0,05. 
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Cytologies des expectorations 
 
20% des expectorations étaient contaminées par de la salive, contamination identifiée par la 

présence de plus de 20% de cellules squameuses à la cytologie, pour une majorité dans le 

groupe de patients BPCO. Les cytologies étaient principalement neutrophiliques (63% d’entre 

elles), aucune n’était éosinophilique, 13% étaient mixtes et 4% paucigranulocytiques. La 

médiane des viabilités cellulaires était de 100%, et la qualité des lames satisfaisante, estimée à 

8/10 sur une échelle visuelle analogique. Le compte cellulaire total médian était de 

1.56.106(0.71.106-4.01.106) cellules/g, avec en moyenne 90% de neutrophiles et 0,15% 

d’éosinophiles. Le compte cellulaire était significativement différent dans les trois groupes de 

patients, plus élevé chez les patients DDB : 3,66.106cellules/g(1,95.106-6,92.106) versus 

1,68.106cellules/g (+/- 1,21.106) chez les asthmatiques et 0,42.106cellules/g (0,1.106-1,05.106) 

chez les BPCO. 

ADN  
 
La spectrophotométrie des doubles brins d’ADN a retrouvé des ratios A260/A280 satisfaisant, 

en moyenne à 1,8, témoignant d’une extraction adéquate de l’ADN présent dans les 

surnageants d’expectorations. La concentration médiane d’ADN retrouvée dans les 

expectorations était de 317.95 ng/µL (31.62-836.8). Il y avait une différence significative sur 

l’ensemble des trois populations, avec une concentration plus importante chez les patients 

DDB par rapport aux deux autres groupes, respectivement de 916,4 ng/µL (386,28-1293) 

versus 104,75 ng/µL (21,85-419,22) et 30,1ng/µL(17,1-161,48).  

L’activité α-amylase 
 
L’activité amylase au sein des surnageants d’expectoration était de 842.96 mU/mL(462.8-

2601.27) sans différence observée entre les trois groupes de patients. 
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Protéines totales  
 
La concentration totale en protéine dans les surnageants était de 20,36 mg/mL (11,96-30,71), 

elle ne variait pas significativement entre les trois groupes. 

Spectrométrie de masse 
 
Nous avons réalisé la mise au point pour la mesure des concentrations des mucines 

principales MUC5AC et MUC5B par spectrométrie de masse. Dans nos résultats initiaux, qui 

avaient pour but de rechercher le volume idéal de surnageant d’expectorations  nécessaire 

pour une évaluation optimale en spectrométrie, nous avons observé que sur les 9 échantillons 

tests,  les concentrations en mucines n’étaient mesurables que dans 5 surnageants et 

extrêmement faibles dans les 4 restants, qui s’avéraient être les surnageants de patients DDB. 

Afin d’approfondir ces résultats, nous avons réalisé une analyse protéomique complète par 

spectrométrie de masse de haute résolution et nous avons ainsi identifié les principales 

protéines du surnageant de patients BPCO ainsi que ceux des DDB.  Nous avons observé une 

différence de profil protéomique des expectorations entre les deux groupes : MUC5AC et 

MUC5B sont les deux protéines les plus abondantes dans les surnageants de BPCO alors 

qu’elles sont au-delà de la 10ème position dans les surnageants de DDB. (Figure 1) 

Nous avons également réalisé un séquençage complet des protéines MUC5B et MUC5AC 

dans les différents échantillons, pour déterminer si l’absence de détection des mucines 

provenait d’un clivage de la protéine dans la région N-terminale, région où se situent les deux 

séquences peptidiques choisies pour l’analyse en spectrométrique de masse. Le séquençage a 

retrouvé une distribution symétrique des peptides détectés sur la protéine entre les deux 

groupes, avec les régions N-terminale et C-terminale couvertes en partie et une large région 

centrale non couverte, probablement du fait d’un mauvais accès de cette région à la digestion 

en raison de la glycosylation abondante des résidus proline thréonine et sérine centraux. 
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Cependant, l’abondance relative des peptides détectés était bien plus faible dans les 

échantillons DDB. .L’ensemble de ces résultats semblent indiquer une diminution des 

concentrations en mucines chez les dilatés des bronches par rapports aux deux autres 

populations, nous confirmerons ces résultats lors de l’analyse de l’ensemble des échantillons 

prévue mi-septembre. De plus afin de vérifier la robustesse de ces résultats, nous avons décidé 

de rajouter un peptide de reconnaissance dans la partie C-Terminale des deux protéines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Protéomique des surnageants d’expectorations de patients BPCO (n=3), DDB (n=4) et asthmatiques (n =2) 
et séquençage de MUC5B dans les trois populations 

a) 

c) 

e) 

Rang Nom de la protéine
1 Mucin-5B isoform Iso 1 
2 Mucin-5AC isoform Iso 1 
3 IgGFc-binding protein isoform Iso 1 
4 Lactotransferrin isoform Iso 1 
5 Alpha-amylase 1 isoform Iso 1 
6 Polymeric immunoglobulin receptor isoform Iso 1 
7 Serum albumin isoform Iso 1 
8 BPI fold-containing family B member 1 isoform Iso 1 
9 Lysozyme C isoform Iso 1 

10 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 isoform Iso 1 
11 Complement C3 isoform Iso 1 
12 Serotransferrin isoform Iso 1 
13 Immunoglobulin kappa constant isoform Iso 1 
14 Zinc-alpha-2-glycoprotein isoform Iso 1 
15 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 isoform Iso 1 
16 Antileukoproteinase isoform Iso 1 
17 Cystatin-SN isoform Iso 1 
18 Keratin, type II cytoskeletal 1 isoform Iso 1 
19 Galectin-3-binding protein isoform Iso 1 
20 Prolactin-inducible protein isoform Iso 1 
21 Alpha-1-antichymotrypsin isoform Iso 1 

BPCO

a à c : Protéines communes les plus abondantes dans les surnageants de 3 patients BPCO (a), 4 patients DDB (b) et 2 patients asthmatiques (c). d 
à f : séquençage de MUC5B par spectrométrie haut débit dans les surnageants d’un patient BPCO (d), DDB (e) et asthmatique (f). On
que les peptides reconnus (en rouge) sont beaucoup plus rares chez le patient DDB comparé aux patients BPCO et asthmatique, mais que 
répartition de ces peptides reste globalement la même sur la protéine avec une région N
terminale (finie en bas à droite) couvertes, en défaveur de l’hypothèse d’un clivage de MUC5B chez les DDB.

Rang Nom de la protéine
1 Mucin-5AC isoform Iso 1 
2 Serum albumin isoform Iso 1 
3 Mucin-5B isoform Iso 1 
4 Complement C3 isoform Iso 1 
5 Serotransferrin isoform Iso 1 
6 Polymeric immunoglobulin receptor isoform Iso 1 
7 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 isoform Iso 1 
8 Actin, cytoplasmic 2 isoform Iso 1 
9 BPI fold-containing family B member 1 isoform Iso 1 

10 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 isoform Iso 1 
11 Matrix metalloproteinase-9 isoform Iso 1 
12 Alpha-2-macroglobulin isoform Iso 1 
13 Lysozyme C isoform Iso 1 
14 Plastin-2 isoform Iso 1 
15 Haptoglobin isoform Iso 1 
16 Alpha-1-antitrypsin isoform Iso 1 
17 Fibrinogen beta chain isoform Iso 1 
18 Alpha-enolase isoform alpha-enolase 
19 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 isoform Iso 1 
20 Annexin A1 isoform Iso 1 

Asthme

: Protéomique des surnageants d’expectorations de patients BPCO (n=3), DDB (n=4) et asthmatiques (n =2) 
et séquençage de MUC5B dans les trois populations  

b) 

d) 

f) 

Rang Nom de la protéine
1 Lactotransferrin isoform Iso 1 
2 Serum albumin isoform Iso 1 
3 Complement C3 isoform Iso 1 
4 Fibrinogen beta chain isoform Iso 1 
5 Plastin-2 isoform Iso 1 
6 Serotransferrin isoform Iso 1 
7 Matrix metalloproteinase-9 isoform Iso 1 
8 Alpha-2-macroglobulin isoform Iso 1 
9 Alpha-enolase isoform alpha-enolase 

10 Haptoglobin isoform Iso 1 
11 Alpha-1-antitrypsin isoform Iso 1 
12 Leukocyte elastase inhibitor isoform Iso 1 
13 Fibrinogen gamma chain isoform Gamma-A 
14 Annexin A1 isoform Iso 1 
15 Alpha-amylase 1 isoform Iso 1 
16 Catalase isoform Iso 1 
17 Mucin-5B isoform Iso 1 
18 Fructose-bisphosphate aldolase A isoform Iso 1 
19 Annexin A3 isoform Iso 1 
20 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 isoform Iso 1 
21 BPI fold-containing family B member 1 isoform Iso 1 

% relatif
13,68
15,32
11,76
8,76
5,47

Polymeric immunoglobulin receptor isoform Iso 1 4,79
5,61

BPI fold-containing family B member 1 isoform Iso 1 4,10
2,87

Immunoglobulin heavy constant alpha 1 isoform Iso 1 2,74
4,24
3,28

Immunoglobulin kappa constant isoform Iso 1 1,37
2,33

Immunoglobulin heavy constant gamma 1 isoform Iso 1 2,19
2,33
1,50
2,19
2,19
1,50
1,78

abondantes dans les surnageants de 3 patients BPCO (a), 4 patients DDB (b) et 2 patients asthmatiques (c). d 
: séquençage de MUC5B par spectrométrie haut débit dans les surnageants d’un patient BPCO (d), DDB (e) et asthmatique (f). On

peptides reconnus (en rouge) sont beaucoup plus rares chez le patient DDB comparé aux patients BPCO et asthmatique, mais que 
répartition de ces peptides reste globalement la même sur la protéine avec une région N-terminale (débute en haut à gauche) et u
terminale (finie en bas à droite) couvertes, en défaveur de l’hypothèse d’un clivage de MUC5B chez les DDB.

% relatif
12,15

8,98
9,25
9,39
6,63

Polymeric immunoglobulin receptor isoform Iso 1 5,25
Immunoglobulin heavy constant alpha 1 isoform Iso 1 3,04

4,01
BPI fold-containing family B member 1 isoform Iso 1 3,73
Immunoglobulin heavy constant gamma 1 isoform Iso 1 3,04

4,28
4,56
3,18
3,87
3,31
3,59
2,76
3,04

Immunoglobulin heavy constant gamma 3 isoform Iso 1 2,76
3,18

21 

: Protéomique des surnageants d’expectorations de patients BPCO (n=3), DDB (n=4) et asthmatiques (n =2) 

Nom de la protéine % relatif
Lactotransferrin isoform Iso 1 9,35
Serum albumin isoform Iso 1 10,84
Complement C3 isoform Iso 1 9,16
Fibrinogen beta chain isoform Iso 1 4,49

4,86
Serotransferrin isoform Iso 1 5,61
Matrix metalloproteinase-9 isoform Iso 1 4,30
Alpha-2-macroglobulin isoform Iso 1 5,23
Alpha-enolase isoform alpha-enolase 3,93
Haptoglobin isoform Iso 1 4,11
Alpha-1-antitrypsin isoform Iso 1 3,55
Leukocyte elastase inhibitor isoform Iso 1 3,93
Fibrinogen gamma chain isoform Gamma-A 3,55
Annexin A1 isoform Iso 1 3,36
Alpha-amylase 1 isoform Iso 1 3,93

3,55
Mucin-5B isoform Iso 1 3,74
Fructose-bisphosphate aldolase A isoform Iso 1 3,18
Annexin A3 isoform Iso 1 3,36
Immunoglobulin heavy constant gamma 1 isoform Iso 1 2,62
BPI fold-containing family B member 1 isoform Iso 1 3,36

DDB

abondantes dans les surnageants de 3 patients BPCO (a), 4 patients DDB (b) et 2 patients asthmatiques (c). d 
: séquençage de MUC5B par spectrométrie haut débit dans les surnageants d’un patient BPCO (d), DDB (e) et asthmatique (f). On remarque 

peptides reconnus (en rouge) sont beaucoup plus rares chez le patient DDB comparé aux patients BPCO et asthmatique, mais que la 
terminale (débute en haut à gauche) et une région C-

terminale (finie en bas à droite) couvertes, en défaveur de l’hypothèse d’un clivage de MUC5B chez les DDB. 
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Bactériologie 
 
Sur les 48 prélèvements, 31 examens cytobactériologiques d’expectoration ont été réalisées. 

Cinq expectorations présentaient une flore bactérienne en quantité non significative. Trois, 

une flore salivaire polymorphe en quantité significative. Les principaux pathogènes retrouvés 

sur les 23 restantes étaient essentiellement Pseudomonas aeruginosa (43,5% des 

expectorations), Haemophilus influenzae (22% des expectorations), Moraxella catarrhalis et 

Staphylococcus aureus (13% des expectorations). 

Contributeurs biologiques à la rhéologie des expectorations 
 
L’analyse en composante principale (Figure 2) réalisée avec l’ensemble des données 

rhéologiques et biologiques mesurées sur les expectorations montre une convergence des 

variables rhéologiques G’, G’’, G*, tau c et gamma c du fait de leur proximité. Tan δ est 

orienté à l’opposé sur l’ACP et serait inversement corrélé avec les autres variables. La 

quantité d’ADN est proche du compte cellulaire total et le pourcentage d’éosinophiles 

s’approche des variables rhéologiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Analyse en composante principale de la rhéologie et biologie des 
expectorations 



 

Les régressions linéaires multiples de G’ et de Tau c en fonction des variables biologiques 

sont présentées dans les tables 3 et 4 respectivement. Les deux modèles sont très significatifs 

et établissent que la variance de certaines des variables biologiques expli

partie de la variance de la rhéologie des expectorations. On remarque que le pourcentage 

d’éosinophiles est, pour les deux grandeurs rhéologiques, la variable avec le plus fort 

coefficient de corrélation. La concentration en protéine est t

positivement avec les deux grandeurs. Le pourcentage de neutrophiles et de cellules 

squameuses sont corrélés négativement avec les grandeurs rhéologiques et le compte 

cellulaire total négativement avec tau c mais de manière n

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Table 3 : Régression linéaire multiple

Table 4 : Régression linéaire multiple

ressions linéaires multiples de G’ et de Tau c en fonction des variables biologiques 

sont présentées dans les tables 3 et 4 respectivement. Les deux modèles sont très significatifs 

et établissent que la variance de certaines des variables biologiques expli

partie de la variance de la rhéologie des expectorations. On remarque que le pourcentage 

d’éosinophiles est, pour les deux grandeurs rhéologiques, la variable avec le plus fort 

coefficient de corrélation. La concentration en protéine est très significativement corrélée 

positivement avec les deux grandeurs. Le pourcentage de neutrophiles et de cellules 

squameuses sont corrélés négativement avec les grandeurs rhéologiques et le compte 

cellulaire total négativement avec tau c mais de manière non significative. 

: Régression linéaire multiple : G’ 

: Régression linéaire multiple : Tau c 
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ressions linéaires multiples de G’ et de Tau c en fonction des variables biologiques 

sont présentées dans les tables 3 et 4 respectivement. Les deux modèles sont très significatifs 

et établissent que la variance de certaines des variables biologiques expliquent la majeure 

partie de la variance de la rhéologie des expectorations. On remarque que le pourcentage 

d’éosinophiles est, pour les deux grandeurs rhéologiques, la variable avec le plus fort 

rès significativement corrélée 

positivement avec les deux grandeurs. Le pourcentage de neutrophiles et de cellules 

squameuses sont corrélés négativement avec les grandeurs rhéologiques et le compte 
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Exacerbation et Etat stable 
 
Nous n’avons pas retrouvé de différence significative d’aucune des variables rhéologiques 

entre les patients à l’état stable et ceux en exacerbation dans notre population. Il n’y avait pas 

non plus de différence dans la concentration totale d’ADN, la concentration en protéines, le 

compte cellulaire total entre ces deux groupes.  

Déterminants cliniques de la rhéologie des expectorations 
 
Nous n’avons pas retrouvé de corrélation significative entre la rhéologie des expectorations et 

les scores obtenus aux différentes sous-parties du CASA-Q dans la population totale, de 

l’ACQ chez les asthmatiques et du CAT chez les BPCO. Nous avons retrouvé une corrélation 

très faible bien que significative entre le module élastique G’ et le VEMS. (R2 = 0,14, p 

=0,01), une corrélation inverse très faible entre le score obtenu à la tomodensitométrie 

thoracique de mucus endobronchique et le tau-c (R2 = 0,08, p= 0,03). Aucune des autres 

variables cliniques, fonctionnelles ou morphologiques n’est corrélée aux données 

rhéologiques. 

Afin de comparer les variables qualitatives nous avons séparé les données rhéologiques des 

variables G’ et Tau c en deux groupes comprenant les deux inter-quartiles extrêmes, G’High 

vs G’Low et Tau c High vs Tau c Low  et comparé ces deux populations à la prévalence des 

symptômes cliniques, sans différence significative. 
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DISCUSSION 
 
Dans notre étude, nous avons observé que la concentration totale en protéine et le pourcentage 

d’éosinophiles contribuaient significativement à l’élasticité et à la contrainte critique des 

expectorations, deux variables rhéologiques majeures utilisées dans la description du 

comportement visco-élastique du mucus. Le pourcentage de neutrophiles dans l’expectoration 

était ici corrélé négativement à l’élasticité et à la contrainte critique. Nous n’avons retrouvé 

aucun lien entre les variables rhéologiques des expectorations et les symptômes rapportés par 

les patients, ainsi que les scores des questionnaires validés sur les expectorations. Nous avons 

seulement retrouvé une corrélation négative et très faible entre les modules élastique et 

visqueux et le VEMS ainsi que la CVF. De même il existe dans notre population une 

corrélation faible entre le score tomodensitométrique de mucus endobronchique et la 

contrainte critique. Les paramètres rhéologiques n’étaient pas différents entre sujet en 

exacerbation et à l’état stable pour l’ensemble de la population et nous n’avons pas pu réaliser 

les comparaisons par état au sein des trois populations par manque d’effectif. Nous avons pu 

décrire des profils protéomiques différents entre asthme, BPCO et DDB et confirmé que non 

seulement les DDB n’ont pas un profil classique, mais en plus avec des mucines quasi 

indétectables ceci n’étant pas lié à un problème technique ou un clivage de la protéine. Pour 

finir, nous avons retrouvé une faible corrélation entre activité α-amylase et nombre de cellules 

squameuses dans nos échantillons. 

Le lien entre éosinophilie des expectorations et rhéologie n’a actuellement pas été décrit 

clairement et pourrait être expliqué par différents éléments issus de la littérature. Le premier 

argument physiopathologique réside dans la mort cellulaire des éosinophiles et la génération 

d’extracellular traps (ETosis). Les éosinophiles, sous l’influence de radicaux libres de 

l’oxygène, relarguent des réseaux extracellulaires mêlant granules cytoplasmiques, débris 

d’enveloppe nucléaire et de membrane cellulaire autour d’un squelette de chromatine. Ces 
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réseaux sont différents en structure de ceux produits par les neutrophiles dans le même 

contexte, avec des fibres de chromatines plus épaisses qui pourraient être à l’origine d’une 

augmentation de l’élasticité et de la viscosité des expectorations [42] . Une autre origine 

possible à cette modification de rhéologie est la présence de cristaux au sein du mucus 

éosinophilique. Les cristaux de Charcot-Leyden, conséquences de la cristallisation de la 

galectine-10 sont d’ailleurs très corrélé à la  présence d’eosinophil extracellular traps [43]. Ils 

sont capable d’interagir avec l’épithelium respiratoire en stimulant une inflammation de type 

Th2. [44]. La présence de cristaux au sein du mucus influence vraisemblablement la rhéologie 

de celui-ci. Il ne nous a pas été possible de quantifier ces cristaux, du fait du protocole de 

cytologie utilisant un agent réducteur dégradant la structure même de ceux-ci. 

Concernant les protéines et la rhéologie, nous savons que dans la mucoviscidose, la 

concentration des mucines, les protéines les plus abondantes du mucus, est corrélée à 

l’élasticité [45]. Mais la concentration d’autres protéines moins abondantes comme les 

protéines de la famille « Trefoil Factor Family », ont aussi été rapportés aux paramètres 

rhéologiques [46]. Nos résultats partiels, montrent que la quantité totale de protéines influence 

la rhéologie, en augmentant l’élasticité mais également la contrainte critique. Dans les 

analyses à venir, nous pourrons évaluer l’impact de la concentration des deux mucines 

principales (MUC5AC et MUC5B) sur la rhéologie et distinguer ainsi l’effet des protéines 

totales et des mucines. 

Pour ce qui est des neutrophiles, nous n’avons pas retrouvé de comparaison de la cellularité 

des expectorations avec la rhéologie. Cependant plusieurs études ont émis des hypothèses 

quand à l’interaction des neutrophiles avec les mucines et donc leur influence sur la rhéologie. 

Dans le sens de nos résultats, on peut citer Innes AL en 2009 [47], qui décrit que l’action de 

l’élastase du neutrophile  sur les mucines, entraine une diminution en taille et en nombre de 

celles-ci et une chute de l’élasticité du mucus. D’autres auteurs rapportent à l’inverse que 



27 
 

l’élastase du neutrophile ne change pas le poids moléculaire et la quantité de mucines lorsque 

l’on utilise d’autres techniques pour quantifier celles-ci [48]. De plus il a été montré que la 

myéloperoxydase produite par les neutrophiles, pouvait augmenter l’élasticité du mucus, par 

un mécanisme d’oxydation des mucines entrainant une augmentation des liaisons disulfides 

[36].  

Le fait que le pourcentage de cellules squameuses soit inversement corrélé à l’élasticité et à la 

contrainte critique est tout à fait logique étant donné les caractéristiques rhéologiques de la 

salive comparées à celles du mucus. 

Dans le passé, d’autres études ont décrit des liens entre fonction respiratoire et rhéologie, 

comme Jonathan Ma en 2018 [33] dans un suivi longitudinal de mucoviscidosique qui trouve 

une corrélation négative pour chaque patient entre le VEMS et le module élastique mesuré par 

un rhéomètre cône/plan et par pas de fréquence. En 2018, Nettle [49], dans une population de 

BPCO, met en relation le VEMS et la loi de puissance m entre le module élastique G’ et la 

creep compliance (compliance de fluage) des expectorations et retrouve une corrélation 

significative avec un R2 satisfaisant. Nous soulignons ici que les méthodes de mesures 

rhéologiques ne sont pas celles utilisées dans notre étude, et que cela peut expliquer les 

différences observées.   

Pour ce qui est de la relation symptômes et rhéologie des expectorations, aucune étude n’a 

rapporté des résultats sur ces variables.  

L’absence de différence de la rhéologie entre patient à l’état stable et en exacerbation dans 

notre étude ne permet pas de conclure qu’une telle différence n’existe réellement pas. Nous 

avons observé des différences de rhéologie entre les trois groupes de patients, et les effectifs 

étaient trop limités. Cela rend difficile une comparaison adéquate de cette variable dans notre 
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population. Dans la mucoviscidose, la littérature décrit une différence significative entre ces 

deux états [33]. 

Nos résultats préliminaires sur les concentrations de mucines dans les expectorations de sujets 

dilatés des bronches sont originaux, car il n’y a pas de résultats issus de mesures par 

spectrométrie de masse disponible dans la littérature pour cette population. Il avait été décrit 

une hyperplasie des cellules à mucus [9], mais ceci ne va pas dans notre sens. Cette donnée 

est controversée. Il a aussi été rapporté un effondrement des concentrations de MUC5B [50] 

plus conformément à nos résultats. Mais la méthode immuno-enzymatique utilisée dans ce 

dernier article pour la quantification est l’objet de biais majeurs de détection de cette protéine 

[48]. Il avait été évoqué un clivage de la mucine par cette souche de Pseudomonas rendant 

l’analyse complexe et dépendante des peptides traceurs utilisés, mais nous avons pu montrer 

que ce n’était pas le cas dans notre étude. 

Nous ne pouvons pas conclure tant que nous n’avons pas confirmé ces analyses sur 

l’ensemble de notre population avec la spectrométrie de masse. 

Notre étude présente des forces et des limites. Il s’agit d’une étude translationelle. En effet, 

notre approche, en plus de répondre à une question physiopathologique en déterminant les 

contributeurs biologiques prédominants de la rhéologie des expectorations en pathologie 

respiratoire, a aussi permis de tester le lien entre clinique, fonction respiratoire, 

tomodensitométrie et rhéologie des expectorations. Nous avons ainsi pu intégrer la rhéologie 

dans le prisme par lequel nous observons les patients atteints de maladie chronique des voies 

aériennes. Avec cette étude, nous avons essayé d’apporter des réponses issues des sciences 

fondamentales à un problème clinique du quotidien. Nous allons poursuivre ces explorations 

par une seconde étude, dans le cadre d’un PHRC interrégional, pour évaluer l’utilisation de la 

mesure de la rhéologie des expectorations comme outil de prise en charge de la BPCO, avec 

un critère de jugement clinique pertinent dans cette maladie. Les données acquises lors de 
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notre étude princeps serviront pour déterminer le seuil rhéologique justifiant d’un traitement 

de l’hypersécrétion de mucus (en l’occurrence par de l’azithromycine, traitement validé dans 

cette population dans le sous groupe des patients exacerbateurs fréquents).  

Pour finir, lors de la mise en place de notre étude, il a été nécessaire de répondre à de 

multiples questions concernant l’utilisation du rhéomètre. Nous avons déterminé le volume 

minimal nécessaire à l’utilisation non biaisée des résultats rhéologiques, l’impact des 

techniques d’homogénéisation et les conséquences de l’hétérogénéité des expectorations sur 

la reproductibilité des mesures. Nous avons également évalué l’impact de la congélation sur la 

rhéologie du mucus afin d’établir s’il était possible d’utiliser les échantillons congelés dans de 

futures études. Toutes ces données participent à la meilleure connaissance de l’utilisation du 

rhéomètre, à l’évaluation de la qualité des mesures testées et de la fiabilité des expériences 

réalisées.  

Les faiblesses de cette étude découlent en grande partie de la difficulté de recrutement des 

sujets du fait de l’utilisation d’expectorations spontanées et de la réalisation printano-estivale 

de l’étude. Il est certain que les faibles effectifs entre les différents groupes peuvent avoir 

influencé les corrélations retrouvées, notamment les résultats sur l’asthme et les éosinophiles. 

Notre expérience avec les expectorations spontanées nous a convaincu d’utiliser la technique 

de l’expectoration induite par des nébulisations de sérum salé, à l’origine développée dans 

l’asthme avec des tonicités croissantes. Pour les futures études sur la rhéologie dans l’asthme 

et la BPCO cela nous assurerait un recrutement correct des patients. L’induction des 

expectorations semble ne pas induire de différence significative dans la rhéologie des 

expectorations (données non publiées du fabriquant). Des protocoles d’induction sont validés 

dans la population BPCO, avec du sérum salé de concentration fixe et une bonne tolérance de 

l’induction [48].  
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Notre étude ouvre des perspectives dans le domaine de la rhéologie des expectorations. Les 

explorations que nous avons réalisées permettent de cibler les contributeurs biologiques 

d’intérêt pour des études à venir. Les corrélations retrouvées ici ne sont bien sûr pas des liens 

de causalité. Cependant, il est maintenant possible d’approfondir le lien entre les déterminants 

retrouvés et la rhéologie avec les données physiopathologiques issues de la littérature afin de 

tester l’implication de chacune des variables.  

Une autre issue à ce travail est l’acquisition de données primordiales de rhéologie des 

expectorations dans ces différentes pathologies respiratoires pour une utilisation clinique. 

Nous avons démontré que la rhéologie est bien corrélée aux constituants du mucus et qu’elle 

n’est par contre liée à aucune exploration fonctionnelle, de scanner ou aucun symptôme 

clinique majeur. Ainsi, son utilisation, en plus des différents outils actuels dans le suivi des 

patients atteints de maladie des bronches, pourrait apporter une caractéristique supplémentaire 

facile à obtenir et servant de marqueur de substitution à la biologie du mucus. Il est 

maintenant nécessaire de compléter son évaluation par son utilisation directe en clinique dans 

le cadre de notre futur PHRC.  

Ceci pourrait également avoir des conséquences thérapeutiques majeures. En effet, de 

nombreuses molécules ont été développées avec l’ambition d’être « muco-fluidifiante ». 

Selon les résultats présentés ici, il apparait que cette stratégie essentiellement ciblée sur les 

mucines n’était pas forcément si bien fondée. Le BIBF qui bloquait l’EGFR avait d’ailleurs 

échoué. Selon nos données, une fois encore avec toutes les précautions qu’il faut avoir étant 

donné le faible nombre de sujet, cibler les neutrophiles ne sera peut être pas efficace pour 

réduire l’élasticité du mucus mais cela ne présage pas forcément d’un manque d’efficacité par 

ailleurs. Il n’y a pas à notre connaissance de données montrant une modification du mucus et 

plus précisément de la rhéologie de celui-ci après un traitement ciblé sur les éosinophiles. 
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Pour finir, les résultats préliminaires sur les mucines dans les dilatations des bronches 

soulignent l’origine bien différente des anomalies du mucus dans cette maladie en 

comparaison à la BPCO et à l’asthme et l’implication probables de protéines différentes des 

mucines dans la constitution des propriétés biophysiques du mucus. 
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CONCLUSION 
 
La rhéologie des expectorations dans les maladies chroniques des voies aériennes, et plus 

précisément, l’élasticité et la contrainte critique, sont corrélés à la concentration en protéine et 

au pourcentage en éosinophiles. La rhéologie n’est pas corrélé aux données cliniques, 

fonctionnelles respiratoires, tomodensitométriques ou aux symptômes des patients 

asthmatiques, BPCO et dilatés des bronches. Les sujets asthmatiques ont des expectorations 

plus élastiques et plus visqueuses que les sujets BPCO et dilatés des bronches. Ainsi, la 

rhéologie pourrait avoir une place à part dans la caractérisation des patients atteints de 

maladies chroniques des voies aériennes et servir d’indicateur de la composition du mucus. 
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SERMENT 
 

 

 

 En présence des Maîtres de cette école, de mes chers condisciples et 
devant l’effigie d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de l’Etre 
suprême, d’être fidèle aux lois de l’honneur et de la probité dans 
l’exercice de la médecine. 

 

 Je donnerai mes soins gratuits à l’indigent et n’exigerai jamais un 
salaire au-dessus de mon travail. 

 

 Admis (e) dans l’intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui 
s’y passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés, et mon 
état ne servira pas à corrompre les mœurs, ni à favoriser le crime. 

 

 Respectueux (se) et reconnaissant (e) envers mes Maîtres, je rendrai à 
leurs enfants l’instruction que j’ai reçue de leurs pères. 

 

 Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes 
promesses. Que je sois couvert (e) d’opprobre et méprisé (e) de mes 
confrères si j’y manque. 
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Déterminants biologiques de la rhéologie des expectorations dans les 
maladies chroniques des voies aériennes 
Mathilde VOLPATO  
Travail réalisé sous la direction du Pr. Arnaud BOURDIN 
Introduction. Les variations de composition du mucus entrainent une 
modification de son comportement viscoélastique, qui peut être mesuré par 
analyse rhéologique. Il n’existe pas d’outil clinique ciblant le mucus malgré son 
importance dans les maladies chroniques des voies aériennes.  
Objectif. Déterminer les contributeurs biologiques et/ou cliniques majeurs dans 
différentes maladies chroniques des voies aériennes qui participent à la 
rhéologie des expectorations en routine clinique. 
Matériels et Méthodes. Nous avons recueilli les expectorations spontanées de 
patients atteints d’asthme, de BPCO et de dilatations de bronche non 
mucoviscidosique (DDB), stable ou en exacerbation. Ces expectorations ont été 
soumises à une analyse rhéologique oscillatoire à 1Hz à déformation croissante. 
Le module élastique (G’), le module visqueux (G’’) et la contrainte critique (τc) 
ont  été mesurés. En parallèle, nous avons quantifié les principaux composants 
de ces expectorations :i) compte cellulaire total et différentiel, ii) quantité 
d’ADN par spectrophotométrie, iii) quantité de protéines totales par méthode 
colorimétrique, quantité des mucines MUC5AC et MUC5B par spectrométrie 
de masse et iv) activité α- amylase. Une analyse bactériologique de routine a 
également été réalisée. 
Résultats. Entre mai et août 2019, nous avons analysé 48 expectorations, 24 
DDB, 14 BPCO et 10 asthmatiques. 50% des patients étaient en exacerbation et 
20% des cytologies étaient contaminés par de la salive. Les concentrations en 
protéines totales et le pourcentage d’éosinophiles étaient très significativement 
liées aux variables rhéologiques dans un modèle de régression linéaire multiple. 
Nous n’avons pas retrouvé de différence rhéologique entre les prélèvements en 
exacerbation et à l’état stable. Nous avons remarqué que la rhéologie 
d’expectoration des asthmatiques est significativement différente des deux 
autres groupes aussi bien sur les paramètres de viscosité que d’élasticité. 
Conclusion. La rhéologie des expectorations dans les maladies chroniques des 
voies aériennes est principalement déterminée par la concentration en protéine 
et le pourcentage d’éosinophiles. La rhéologie des expectorations 
d’asthmatiques est différente des autres pathologies.  

 


