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I. Introduction, état de l’art et objectifs 

I.1 Introduction 

La voie de pénétration des toxiques ou allergènes environnementaux et 

professionnels est principalement aérienne et provoque des pathologies respiratoires 

telles que l’asthme, la BPCO ou les pneumoconioses. L’évaluation et le suivi de ces 

pathologies par des tests respiratoires et par l’imagerie est actuellement indirecte. 

Ces examens mettent en évidence, parfois tardivement, les conséquences de ces 

expositions. La surveillance médicale des salariés se justifie notamment dans un but 

de prévention et de détection de la nocivité d’une telle exposition et ce, le plus 

précocement possible afin de mettre en œuvre les mesures nécessaires pour éviter 

la pathologie ou son aggravation. Dans ce contexte, un accès direct à la 

pathogénèse par l’évaluation de biomarqueurs est important pour estimer le degré 

d’atteinte de l’organisme avant l’apparition des effets cliniques. 

L’analyse du liquide de lavage broncho alvéolaire (LBA) est une technique de 

référence d’étude directe du poumon mais n’a que quelques indications cliniques du 

fait de son caractère invasif. De plus, le lavage au sérum physiologique est sélectif 

d’une partie des voies aériennes et l’analyse est principalement cytologique (1). 

L'inflammation est un phénomène qui met en jeu des médiateurs qui initient, 

amplifient ou chronicisent cet état par une activation cellulaire. Les cytokines, 

certaines protéines et les dérivés de l'acide arachidonique font partie de ces 

médiateurs. Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production de 

radicaux libres (ROS) (peroxyde d’hydrogène, produits de la peroxydation lipidique, 

oxydes d’azote) et d’antioxydants. Ces ROS peuvent être responsables de 

l’apoptose cellulaire. Au cours de la pathologie pulmonaire, ces phénomènes 
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d’inflammation et de stress oxydant peuvent coexister et interagir (2–4). L’étude 

directe et non invasive de ces phénomènes dans l’air exhalé est séduisante pour 

l’évaluation ou le suivi des atteintes pulmonaires (5–7). 

Certaines méthodes d’étude directe moins invasives de l’atteinte pulmonaire sont 

actuellement validées, telles que la mesure de la fraction exhalée du NO (FeNO) (8–

10) ou l'étude de la cellularité dans les expectorations induites (IS) (11). La méthode 

des condensats de l'air exhalé (EBC), en cours de standardisation, fait l'objet d'un 

intérêt scientifique croissant depuis le début des années 90 (5,12). 

Ces trois méthodes permettent l'étude de biomarqueurs témoignant de l'atteinte 

pulmonaire qui peut être préclinique. Les marqueurs étudiés sont des produits de 

l'inflammation tels que le FeNO et les cytokines ainsi que des produits du stress 

oxydant incluant le peroxyde d'hydrogène (H2O2), les produits de peroxydation 

lipidique (8-Isoprostane, malondialdehyde), les oxydes d'azote (nitrates, nitrites) et 

les produits du stress nitrosant (ion peroxynitrique, 3 nitrotyrosine). Des marqueurs 

d’exposition pulmonaire tels que les métaux lourds et certains minéraux ont 

également été étudiés dans les condensats de l’air exhalé (13–17). 

La constitution de références méthodologiques pour le recueil, le stockage et 

l’analyse des EBC ont été initiées en 2005 (3). Depuis, l’utilisation de cette méthode 

dans des études cliniques est publiée de manière exponentielle. La revue de ces 

études révèle cependant une variabilité importante des dosages qui rend difficile leur 

comparaison. Ce constat confirme la nécessité de standardiser et de valider la 

méthode des EBC. Cette exigence méthodologique est incontournable pour 

permettre le développement clinique de cette approche. Les écueils existent à 

chaque étape, du recueil de l’EBC à l’analyse des biomarqueurs qu’il contient 
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(18,19). Une attention particulière doit être portée sur le choix du matériel de recueil, 

l’optimisation de la récupération des biomarqueurs qui peuvent être piégés sur ce 

matériel, le débit ventilatoire pendant le recueil et sa durée. Les techniques de 

dosage doivent être à la fois sensibles et spécifiques mais également adaptées à ce 

nouveau liquide biologique. Les études cliniques sur des sujets sains et porteurs de 

pathologies pulmonaires reposant sur une méthodologie validée sont encore 

nécessaires pour standardiser cette approche et connaître les valeurs de référence. 

Cette étape est un préalable nécessaire avant la réalisation d’études 

épidémiologiques en rapport avec l’exposition à des toxiques environnementaux ou 

professionnels qui est l’objectif final de notre recherche. 

Ce travail s’inscrit dans ce contexte et a pour objectif principal la standardisation 

et la validation de la méthode des EBC en tenant compte des difficultés 

méthodologiques liées à ce nouveau liquide biologique. Dans un second temps, nous 

avons détecté et quantifié les biomarqueurs validés sur une population de sujets 

sains et porteurs de pathologies pulmonaires telles que l’asthme, la BPCO, la 

pneumopathie interstitielle diffuse et la sclérodermie. Ce travail a pour objectif 

secondaire l’analyse des niveaux de biomarqueurs en regard de ces pathologies et 

de leurs spécificités. Ces travaux entrent dans le thème de recherche des marqueurs 

de l’inflammation liés aux nuisances respiratoires professionnelles ou 

environnementales, qui est un des axes de l’EA 4483. 
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I.2 État de l’art 

I.2.1 Le Biomarqueur 

Un biomarqueur de l’inflammation pulmonaire est une substance résultant d’une 

activité biologique qui peut témoigner, lorsque sa production est exagérée, de 

phénomènes pathologiques tels que l’inflammation ou le stress oxydant. Dans ce 

cadre, la production de radicaux libres (ROS) peut altérer les macromolécules 

constituant les cellules telles que les phospholipides, les protéines, les enzymes ou 

l’ADN affectant ainsi leur physiologie susceptible d’engendrer leur mort. Cette 

oxydation est en principe régulée par l’activité anti-oxydante mais cet équilibre peut 

être perturbé lors de pathologies ou en réaction aux expositions à différents toxiques 

(2). Les produits du stress oxydant incluent le peroxyde d'hydrogène (H2O2), les 

produits de peroxydation lipidique (8-Isoprostane, malondialdehyde), le monoxyde 

d’azote (NO) et ses produits d’oxydation tels que les oxydes d'azote (nitrates, nitrites) 

et les produits du stress nitrosant (ion peroxynitrique, 3 nitrotyrosine). L’inflammation, 

quant à elle, implique d’autres médiateurs tels que les cytokines, certaines protéines 

et les dérivés de l’acide arachidonique qui initient, amplifient ou prolongent la 

réponse inflammatoire en rapport avec une agression de l’organisme. 

Les phénomènes inflammatoires et oxydatifs sont liés et coexistent lors des 

atteintes pulmonaires. Ainsi, l’étude directe dans l’air exhalé de ces biomarqueurs qui 

peuvent être présents au niveau du poumon sous forme volatile ou hydrosoluble 

apparaît séduisante pour l’évaluation et le suivi de populations du fait d’une 

exposition à des toxiques environnementaux ou professionnels. Les composés 

volatils sont étudiés directement dans l’air exhalé, c’est le cas par exemple du NO 
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exhalé. Les composés non ou partiellement volatils peuvent être étudiés dans les 

expectorations induites (EI) et les condensats de l’air exhalé (EBC). 

I.2.2 Fraction exhalée du NO (FeNO) 

Le NO exhalé (FeNO) dont la mesure est aujourd’hui bien standardisée, est un 

biomarqueur volatil permettant l’évaluation de l’inflammation des voies bronchiques 

(9). Sa formation est dépendante des NO synthases (NOs). Ces dernières sont 

responsables de l’augmentation du NO exhalé observée au cours de certaines 

pathologies inflammatoires broncho-pulmonaires. Dans l’asthme, il est considéré 

comme un marqueur de l’inflammation éosinophile (20). Son rôle est important lors 

de l’inflammation aigüe notamment dans l’asthme allergique. L’activation cellulaire 

avec la production de cytokines pro-inflammatoires va activer les NOs inductibles 

(iNOs) qui ont une capacité de production de NO supérieure par rapport à celle des 

NOs constitutives (cNOs). Le NO étant à la fois vaso et bronchodilatateur, ce 

mécanisme vise à augmenter ou maintenir le rapport ventilation-perfusion. Lors de 

l’inflammation chronique, un rétrocontrôle sur l’activation de ces iNOs va s’effectuer 

par la production de cytokines telles que l’IL1β, le TNFα et le MIPα via l’activation du 

facteur de transcription NF-KappaB (21,22). 

Bien que non spécifique, ce biomarqueur est de plus en plus utilisé en pratique 

clinique pour l’orientation diagnostique et la surveillance respiratoire de patients 

asthmatiques car il apparaît plus précoce et plus sensible que les tests 

conventionnels (spirométrie) (9,23). Sa variation est en rapport avec l’exposition chez 

des salariés exposés à des nuisances respiratoires et peut permettre d’orienter vers 

l’origine professionnelle d’une sensibilité spécifique. Elle permet également d’évaluer 

l’efficacité des mesures de prévention ou des traitements mis en œuvre (24). Ainsi, 
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on retrouve des niveaux élevés de FeNO chez des patients sensibilisés de 24 à 48h 

après des tests de provocation aux isocyanates et au latex ou encore chez des 

travailleurs sensibilisés tels que les boulangers, fermiers, coiffeuses, personnels de 

santé ou régulièrement au contact d’animaux de laboratoire (20,21,25–28). Certains 

auteurs ont trouvé une élévation du FeNO associée à l’augmentation de 

l’hyperréactivité bronchique chez des maîtres nageurs (29). 

Les concentrations de FeNO sont habituellement mesurées avec un analyseur de 

NO en chimiluminescence. Le développement d’appareils de mesure portatifs 

favorise le suivi de populations exposées au sein même de l’entreprise, même si la 

fiabilité de ces dispositifs peut être mise en cause. 

Chez le sujet sain, la quantité de NO mesurée dans l’air exhalé varie entre 4 et 

20ppb (1). La collaboration de l’American Thoracic Society (ATS) et de l’European 

Respiratory Society (ERS) a permis la publication de recommandations pour la 

mesure du NO exhalé en 2005 (8) et son interprétation clinique en 2011 (9). Des 

valeurs seuils ont été proposées à 25 et 50ppb chez les patients asthmatiques. Au 

delà de 50ppb, une inflammation de type éosinophile est probable et une bonne 

réponse au traitement corticoïde inhalé est attendue alors que ce traitement sera peu 

efficace en dessous de 25ppb. Concernant le suivi, les recommandations indiquent 

une diminution ou une augmentation significative du FeNO lorsque la variation est au 

moins égale à 20% au-delà de 50ppb ou 10ppb en dessous de 50ppb. En pratique, 

le sujet debout effectue une inspiration profonde d’air filtré sans NO avant d’expirer à 

débit constant. Un indicateur visuel indique la stabilité du débit expiratoire. Le NO 

exhalé est ainsi mesuré directement (mesure dite «on-line») lors de l’obtention d’un 

plateau d’au moins 3 secondes correspondant à une variation inférieure à 10% ou 

1ppb. Trois mesures reproductibles (variation< à 10%) sont nécessaires pour valider 
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la mesure. Une mesure est réalisée sur quatre débits différents. Les valeurs des 

différents débits ont pour certains auteurs permis la création de modèles permettant 

d’évaluer le lieu de production du NO. Le modèle à deux compartiments de Tsoukias 

évalue le NO bronchique et le NO alvéolaire (30) et plus récemment le modèle à trois 

compartiments évalue le NO alvéolaire, bronchique et les diffusions du NO 

bronchique (31). 

La reproductibilité de la méthode a fait l’objet dans notre laboratoire, d’une étude 

dans laquelle deux mesures de NO le matin et deux mesures l’après midi ont été 

effectuées sur 31 témoins, avec des coefficients de corrélation intra classe ≥0.98 

(32). 

La mesure du FeNO est souvent associée à la mesure d'autres biomarqueurs 

non volatils de l'inflammation et du stress oxydant dans les condensats de l'air 

exhalé. Cette double approche permet une meilleure compréhension de la 

physiopathologie de l'asthme mais surtout sa détection plus précoce et constitue une 

aide dans la surveillance de sa prise en charge (33). 

I.2.3 L’étude des expectorations induites 

Les premières recommandations concernant les expectorations induites (EI) sont 

apparues en 2002 (11). Leur recueil s’effectue après inhalation de sérum salé 

hypertonique induisant une expectoration qui refléterait la composition de la partie 

proximale de l’arbre bronchique (34). Ce recueil d’EI peut être analysé par 

immunocytochimie ou fluorométrie pour la détermination de la cellularité comme 

dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire et pour la détermination d’autres 

composés hydrosolubles pulmonaires. 
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Cette méthode a été utilisée chez des salariés exposés à l’amiante mais elle est 

principalement utilisée chez les patients asthmatiques ou atteints de BPCO (6,34) 

pour lesquels l’étude de la cellularité est réalisée. Son intérêt pour la quantification 

de corps asbestosiques a été étudiée en 1998 par un groupe de travail de l’ERS qui 

a conclu à une grande spécificité mais une sensibilité trop faible par rapport à l’étude 

des corps asbéstosiques dans le LBA (35–37). Concernant l’asthme professionnel, 

certaines équipes ont étudié plus particulièrement l’exposition professionnelle à des 

agents sensibilisants de haut et bas poids moléculaires (céréales, farines, 

champignons, isocyanates, acrylates, cèdre rouge, bois exotiques, persulfate, 

manganèse ou styrène) (38). Une augmentation des cellules éosinophiles variant 

selon les auteurs de plus de 2,5 à 3% est habituellement retrouvée en cas de 

sensibilisation (33,38). Ces tests de provocations spécifiques effectués en laboratoire 

sont rarement réalisés directement sur le lieu de travail car ils exposent à un risque 

modéré mais non négligeable de bronchospasme lors de l’induction (39). Ces tests 

ne prennent donc pas en compte l’exposition globale et réelle du salarié. 

Les biomarqueurs de l’inflammation et du stress oxydant ont été étudiés dans les 

EI tels que les cytokines, les eicosanoïdes ou les produits de peroxydation lipidique 

(40,41). Des problèmes de dilution encore non résolus ainsi que la possible 

interférence avec des agents mucolytiques utilisés lors de la préparation des 

expectorations, rendent ces dosages difficiles en routine (6). De plus, pour certains 

auteurs, cette méthode induit une inflammation ne permettant pas sa réalisation 

répétée sans le risque d’influencer les résultats (42). 

Ces arguments permettent de conclure à l’intérêt de l’étude des EI en laboratoire 

et notamment lors des tests de provocation aux allergènes professionnels par l’étude 

de la cellularité. L’étude des EI nécessite l’inhalation préalable au recueil d’un 
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aérosol de sérum physiologique et doit être analysée dans les 2 heures suivant le 

recueil (34). Le bronchospasme, qui peut être induit lors de son recueil, limite les 

indications de cette méthode, en particulier chez les patients asthmatiques et BPCO. 

Ces contraintes expliquent que son utilisation soit essentiellement clinique et 

difficilement réalisable sur le lieu de travail ou au domicile (39). Ceci est peu 

compatible avec les études épidémiologiques professionnelles ou environnementales 

ou avec un suivi régulier de salariés exposés. 
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I.2.4 Méthode des condensats de l’air exhalé (EBC) 

La méthode des condensats de l’air exhalé est une méthode totalement non 

invasive et par conséquent utilisable pour le suivi régulier des patients ou de sujets 

exposés à des toxiques professionnels ou environnementaux (6,43). Le liquide de 

revêtement des voies aériennes est aérosolisé puis transporté dans l’arbre 

bronchique. Lors d’une respiration calme, la concentration de l’aérosol est comprise 

entre 0.1 et 4 particules/cm3 avec un diamètre moyen inférieur à 0.3µm (5,44,45). 

Dans le cadre de la méthode des EBC, cet aérosol mélangé à la vapeur d’eau des 

voies aériennes est recueilli par refroidissement de l’air exhalé. Ces condensats ainsi 

composés à 99.9% de vapeur d’eau contiennent des gouttelettes du liquide de 

revêtement épithélial des voies aériennes (ALF) dans lequel se trouvent des 

composés non ou partiellement volatils hydrosolubles (3). Leur dosage chez des 

patients ou chez des salariés exposés à des nuisances respiratoires peut témoigner 

d’une inflammation ou du stress oxydant pulmonaire. 

I.2.4.1 Origine de formation des EBC 

Le mécanisme précis de formation des aérosols contenus dans les EBC est 

encore en cours d'étude mais deux hypothèses sont explorées. 

La première hypothèse explique l’aérosolisation du liquide qui revêt les voies 

aériennes (airway lining fluid ou ALF) par la turbulence de l'air dans l’arbre 

bronchique lors de l’inspiration et de l’expiration. Les mouvements sont de type 

brownien au niveau des voies aériennes proximales du fait d’un calibre plus 

important pour devenir laminaires au niveau des voies aériennes distales. La 

viscosité de l’ALF se modifie le long de cet arbre bronchique rendant l’aérosolisation 

optimale au niveau des petites voies aériennes (5). 
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La seconde hypothèse connue sous le terme de model BFFB (Bronchiole Fluid 

Film Burst) explique l'aérosolisation du liquide de revêtement des voies aériennes 

par la rupture du film liquidien formé lors de la réouverture des bronchioles 

respiratoires lors de l'inspiration (46,47). L’expiration amène cet aérosol vers les 

voies aériennes supérieures (cf. Figure 1 ci-dessous). 

 
Figure 1. Illustration du model BFFB lors de l’expiration (A,B) 

et l’inspiration (D,E) (Johnson and Morawska, 2009) 

Cette théorie a récemment été étayée par Johnson et Morawska (46) qui 

démontre une décroissance de la taille et du diamètre des particules dans l'air exhalé 

après une période d'apnée. Ceci est expliqué par une décantation gravitationnelle de 

l'aérosol formé dans les espaces alvéolaires. Dans cette étude, l’expiration profonde 

et l'inspiration rapide augmente la concentration de l'aérosol dans l'air exhalé alors 

que l’expiration rapide a peu d'effet sur la concentration mesurée. Ce dernier élément 

va à l'encontre de la première hypothèse qui voudrait que l'augmentation de la 
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vitesse inspiratoire et expiratoire augmente la concentration de particules exhalées 

du fait de l'augmentation de la turbulence de l'air. Ceci n'est pas non plus démontré 

par l'étude de Debley et al qui concluent à une formation des gouttelettes 

proportionnelles aux débits ventilatoires, mais que l'augmentation du volume des 

EBC n'augmente pas la dilution mesurée par conductimétrie et ne diminue pas non 

plus le niveau des biomarqueurs dans les EBC (48). De plus, dans cette même 

étude, l'augmentation de la turbulence de l'air par bronchoconstriction induite 

n'augmentait pas le volume d'EBC ni le niveau des biomarqueurs. Rosias et al 

retrouvaient également des niveaux de biomarqueurs identiques sur un volume 

d’EBC différent du fait de l'utilisation de différents condenseurs (49). Almstrand et al 

ont montré la présence de liquide et protéine du surfactant dans les EBC confirmant 

l'origine pulmonaire profonde des particules (50). 

I.2.4.2 Revue des différentes méthodes de recueil 

Les premières recommandations de l’ERS/ATS ont été publiées en 2005 (3). 

Différents dispositifs de recueil ont été décrits allant du plus artisanal (tube en verre 

ou en silicone plongé dans la glace) au plus commercial (Turbo DECCS, R-Tube ou 

EcoScreen) (19). Les dispositifs de recueil sont multiples mais le principe est le 

même à savoir, refroidir de l’air exhalé afin de former de la condensation qui est 

recueillie, aliquotée et analysée, soit directement pour les biomarqueurs les moins 

stables (H2O2), soit après stockage à -80°C. La congélation permet de différer le 

dosage de plusieurs semaines. La quantité de condensat recueilli dépend du 

système choisi. Elle est en moyenne de 1 à 2 millilitres pour 100 litres d’air expiré 

lors d’une respiration calme (51). Les condenseurs utilisés peuvent être électriques 

nécessitant un local adapté. Ils peuvent également être mécaniques avec l’utilisation 
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de glaçons ou d’un manchon réfrigéré comme pour le dispositif à usage unique R-

Tube qui peut être utilisé au domicile des patients. Ce dispositif est donc bien adapté 

aux études épidémiologiques. A noter qu’il existe également des dispositifs capables 

de recueillir les condensats chez l’animal (52,53). 

Les matériaux constituant le dispositif sont importants (54). Il peut s’agir de verre, 

de silicone, de polypropylène (Turbo-DECCS,) ou de téflon (EcoScreen). Un agent 

recouvrant ou «coatant» le dispositif de recueil peut optimiser la récupération des 

biomarqueurs dans les EBC en limitant leur adhésion (54,55). Le choix du dispositif 

et de l’agent coatant est primordial et constitue un des écueils méthodologiques pour 

la standardisation des EBC (18). 

I.2.4.3 Revue des différents biomarqueurs dosés dans les EBC 

Les biomarqueurs pulmonaires de l’inflammation et du stress oxydant étudiés 

dans les EBC sont hydrosolubles et non ou partiellement volatils. Concernant le 

stress oxydatif, il s’agit de produits d’oxydation de l’eau formant le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) (56), des lipides insaturés formant les eicosanoïdes 

(leucotrienes, prostaglandines et isoprostanes) (57), des lipides polyinsaturés 

formant les aldéhydes (malondialdehyde) ainsi que les dérivés d’oxydation du NO 

tels que les nitrites, nitrates, l’ion peroxynitrique qui peut oxyder les acides aminés 

pour former la 3 nitrotyrosine ou former des nitrosothiols avec le glutathion et la 

cystéine (58). 

Concernant les dérivés de l’inflammation, les biomarqueurs étudiés dans les EBC 

sont les cytokines (59) et les eicosanoïdes précédemment cités. 
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Le dosage des protéines totales est également étudié et correspond pour certains 

auteurs à un marqueur de l’inflammation. Pour d’autres, il s’agit d’un bon témoin de 

la dilution des EBC (59,60). 

La difficulté majeure de ces dosages, qui sont par ailleurs bien maîtrisés dans des 

liquides biologiques classiques comme le sang ou le sérum, réside dans la valeur 

des taux attendus de biomarqueurs très proche des limites de détection des 

techniques utilisées. Une partie importante de notre recherche est d’adapter ces 

techniques à cette nouvelle matrice qu’est le condensat. 

Les études publiées depuis les dernières recommandations méthodologiques en 

2005 utilisent des méthodes d’analyses différentes avec une reproductibilité souvent 

non étudiée. Ceci constitue un autre écueil méthodologique pour la standardisation 

des EBC, et rend difficile la comparaison des niveaux de biomarqueur entre les 

études et la constitution de valeurs de référence chez les témoins (61). 
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I.3 Objectifs 

L’objectif principal de notre recherche est, dans un premier temps, la 

standardisation et la validation méthodologique du recueil des EBC et du dosage des 

biomarqueurs de l’inflammation et du stress oxydant qu’il contient. Ce travail sera 

présenté dans une première partie méthodologique. 

Nous avons voulu dans un second temps détecter et quantifier ces biomarqueurs 

dans une population d’adultes atteints de pathologies pulmonaires telles que 

l'asthme, la BPCO, la pneumopathie interstitielle diffuse ou la sclérodermie et dans 

une population de témoins fumeurs et non fumeurs. Cette étude clinique sera 

présentée dans la seconde partie de ce manuscrit. 

L’objectif secondaire est la comparaison des niveaux de biomarqueurs dosés 

dans les EBC et du FeNO chez les sujets malades par rapport aux témoins. 
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II. Partie 1 : Méthodologie de l’étude des condensats de 

l’air exhalé (EBC) 

L’objectif principal de notre étude est la validation méthodologique et la 

standardisation du recueil des condensats de l’air exhalé (EBC) et des procédures 

d’analyses biologiques de ce condensat. Il s’agit de définir le dispositif de 

condensation que nous allons utiliser et de définir un protocole standardisé du recueil 

en terme de temps ou de volume total exhalé, mais également en terme de 

préparation et nettoyage de l’équipement. Le condensat recueilli fait ensuite l’objet 

d’analyses. Nous avons choisi puis validé ces techniques de dosage par des tests de 

reproductibilité. La conservation des biomarqueurs dans l’EBC a fait l’objet de tests 

de stabilité. 

II.1 Recueil des EBC 

Le recueil des EBC peut être réalisé par plusieurs dispositifs constitués de 

matériaux différents. Le choix du dispositif est important et doit permettre la 

récupération optimale des biomarqueurs dans les condensats de l’air exhalé qu’il 

collecte. Le système de refroidissement permettant la condensation peut être 

mécanique, comme un manchon réfrigéré dans le cas du R-Tube, ou électrique avec 

une température qui peut être réglée de 0°C à -4°C (Turbo-DECCS) ou fixe à -20°C 

(EcoScreen). Le recueil peut être standardisé sur le temps ou sur le volume total 

expiré avec un débit expiratoire qui peut être spontané ou accéléré. Les volumes 

obtenus seront différents en fonction du dispositif, du temps d’expiration ou du 

volume d’air exhalé total. Enfin, la récupération des biomarqueurs lors du recueil peut 



18 

être encore optimisée par le recouvrement ou «coating» du dispositif avec un agent 

«coatant». Chacun de ces points est évalué dans notre étude permettant de 

standardiser le recueil. 

II.1.1 Étude de différents modes de recueil 

Nous avons testé les trois dispositifs les plus couramment utilisés afin de 

déterminer celui qui sera le mieux adapté à notre étude qui nécessite une quantité 

importante d’EBC. Nous avons étudié et comparé la détectabilité, les valeurs, la 

reproductibilité intra assay et inter jour des variables d'EBC. 

II.1.1.1 Matériels et méthodes 

L’EcoScreen (Jaeger) (Figures 2 et 5) est composé d’une valve double voie anti 

retour sur lequel s’adapte une lamelle en téflon au bout de laquelle se situe la cupule 

de recueil en polypropylène. La valve est dotée d’un piège à salive. Le dispositif 

(lamelle + cupule) est inséré dans un condenseur électrique cylindrique dont la 

température est fixée à -20°C. 

Le dispositif Turbo-DECCS (Medivac) (Figures 4 et 7) possède également une 

valve double voie raccordée par un tuyau semi rigide à un tube en polypropylène de 

50 ml de type Falcon inséré dans un condenseur électrique. La température de 

refroidissement est réglable et fixée à -4°C selon les recommandations du 

constructeur. 

Le R-Tube (Respiratory Research. Inc.) (Figures 3 et 6) est un dispositif portable, 

qui se compose d’une valve double voie anti-retour fixée à un tube en polypropylène 

sur lequel s’enfile un manchon métallique qui a préalablement été refroidi dans un 

congélateur à -20°C. 
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Pour les 3 dispositifs, le sujet est muni d’un pince-nez et respire calmement selon 

les recommandations méthodologiques de 2005 (3). L’air exhalé est acheminé au 

travers de la valve anti-retour vers le dispositif refroidi créant ainsi la condensation 

qui est recueillie.  

La standardisation sur le volume expiré total est préférable selon notre 

expérience car elle permet la récupération d’une quantité identique de condensat 

pour un même sujet (62). Cependant, ce volume expiré total est mesuré par un 

appareil branché en dérivation sur l’EcoScreen et ne peut être utilisé pour les deux 

autres dispositifs. Pour cette étude, nous avons donc standardisé le recueil sur le 

temps qui est fixé à 20 minutes afin de recueillir une quantité suffisante d’EBC pour 

les analyses. 

Les trois dispositifs EcoScreen, R-Tube et Turbo-DECCS sont testés 

consécutivement et dans un ordre aléatoire sur une population de 30 témoins 

volontaires non fumeurs répartis en 10 groupes de 3 personnes. Parmi ces 30 

témoins, 9 ont effectué un recueil de condensat 2 jours consécutifs à la même heure. 

Nous avons étudié et comparé les valeurs et la reproductibilité intra assay des 

variables d'EBC (N=30). Pour comparer la reproductibilité inter jour du volume, du pH 

ainsi que les niveaux de protéines totales et d’oxydes d’azotes (NOx), nous avons 

recueilli les EBC sur les 3 appareils pendant 2 jours consécutifs à la même heure 

(N=9). 

La mesure du pH s’effectue au moyen d’une microélectrode avec lecture directe 

sur pH-mètre ; le dosage des protéines totales est réalisé par la méthode µBCA et le 

dosage des NOx par la méthode de Griess. Ces techniques de dosages sont 

détaillées ultérieurement (cf. §II.2.2.1.3 p32 et §II.2.3.1.2 p37) 
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Figure 2: EcoScreen 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: R Tube 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4:Turbo-DECCS 

 

 
Figure 5: EcoScreen 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 6: R Tube 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7:Turbo-DECCS 
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II.1.1.2 Résultats 

Les principaux résultats concernant la comparaison des paramètres mesurés 

dans les EBC et la comparaison de la variabilité inter-jour sur les 3 dispositifs sont 

présentés dans les Tableaux 1 et 2. L’ordre de passage sur chaque appareil n’a pas 

d’influence. 

Le volume de condensat obtenu avec l’EcoScreen est supérieur et le niveau de 

pH mesuré dans les condensats est inférieur sur l’EcoScreen par rapport à ceux des 

2 autres dispositifs. 

Concernant les niveaux de biomarqueurs dosés dans les EBC, il n’y a pas de 

différence de détectabilité des protéines entre l’EcoScreen (97%), le R-Tube (93%) et 

le Turbo-DECCS (83%) alors que la détectabilité des NOx est significativement 

différente entre les 3 appareils (respectivement 97%, 97% et 77%) en défaveur du R-

Tube (p=0.016). On trouve des niveaux de protéines totales supérieurs pour 

l’EcoScreen par rapport aux deux autres appareils. Les NOx ont des niveaux 

différents sur les trois dispositifs, avec des niveaux les plus bas pour le R-Tube et les 

plus hauts pour l’EcoScreen. 

La variabilité inter jour est comparable pour chaque dispositif sauf pour les 

valeurs de pH, qui est supérieure pour l’EcoScreen même si cette variabilité, 

inférieure à 5% est tout à fait acceptable. 
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Tableau 1. Comparaison du volume, du pH et des niveaux de biomarqueurs sur les 3 dispositifs de 
recueil d’EBC 

 EcoScreen 
n=30 

R-Tube 
n=30 

Turbo-DECCS 
n=30 

p** 

Volume d’EBC (ml)
*
 2.8 [2.3 - 3.1] 1.5 [1.3 - 1.8] 1.6 [1.3 - 1.8] <0.0001 

£$
 

pH
 *

 5.85 [5.59- 6.51] 7.45 [7.31 - 7.62] 7.51 [7.31 - 7.68] <0.0001 
£$

 
Protéines totales (µg/ml)

*
 3.1 [2.4- 4.1] 1.6 [1.1 - 1.7] 1.6 [1.3 - 2.1] <0.0001 

£$
 

NOx (µM)
*
 21.6 [17.6 - 24.4] 5.2 [3.0 - 7.8] 8.6 [5.6 - 10.3] <0.0001 

£$§
 

NOx: Oxydes d’azote 
* Médiane [Q1-Q3] 
** Model linéaire mixte 
£ 

EcoScreen vs R-Tube 
$ EcoScreen vs Turbo-DECCS 
§ R-Tube vs Turbo-DECCS 

 

Tableau 2. Comparaison de la variabilité inter jour sur les 3 dispositifs de recueil d’EBC 2 jours 
consécutifs 

 EcoScreen 
n=9 

R-Tube 
n=9 

Turbo-DECCS 
n=9 

p** 

Volume d’EBC (CV%) 
*
 13.3 [9.6 - 20.9] 13.4 [10.1 - 23.0] 14.2 [8.6 - 18.5] 0.600 

pH (CV%) * 4.9 [2.7 - 9.9] 2.6 [2.0 - 3.3] 3.4 [2.3 - 4.1] 0.034 
£$

 

Protéines totales (CV%)
 *

 24.4 [18.4- 45.8] 14.8 [9.4 - 49.5] 24.4 [15.8 - 41.2] 0.686 

NOx (CV%)
 *

 20.7 [12.8 - 46.5] 19.6 [15.9 - 29.7] 24.5 [15.8 - 48.5] 0.687 
NOx: Oxydes d’azote 
* Coefficient de variation inter-jour: Médiane [Q1-Q3] 
** Model linéaire mixte 
£ 

EcoScreen vs R-Tube 
$ EcoScreen vs Turbo-DECCS 

 

Au total, il n’existe pas de différence de reproductibilité inter-jour entre les trois 

dispositifs ni d’influence de l’ordre de passage sur chaque dispositif de recueil. Ceci 

est en faveur d’une stabilité de la production des EBC et de leur composition chez un 

même individu (63,64). 

La comparaison des volumes d’EBC montre un rendement supérieur pour 

l’EcoScreen. Ces résultats peuvent s’expliquer par la température de condensation 

qui est plus basse pour l’EcoScreen (-20°C) durant tout le recueil permettant un 

rendement plus important sur le volume (65). Ceci présente un avantage lors du 

dosage de plusieurs biomarqueurs nécessitant une plus grande quantité d’EBC 

surtout quand le dosage est réalisé en «triplicate» comme le suggère les 
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recommandations (3). Un recueil plus abondant est également utile pour les tests de 

stabilité dans le temps des dosages de biomarqueurs dans les condensats 

conservés à -80°C puisque le nombre d’aliquots obtenus lors d’un même recueil 

détermine la durée et la fréquence de cette étude. 

La comparaison de paramètres des EBC obtenus chez 30 témoins sur 3 

dispositifs différents montre, pour l’EcoScreen, un pH inférieur contrairement à 

d’autres équipes ainsi que des niveaux plus élevés de protéines totales et de NOx 

par rapport aux deux autres dispositifs (65–67). Le niveau des NOx est également 

plus élevé sur le Turbo-DECCS par rapport au R-Tube. Ces données sont à prendre 

en compte lors du choix du dispositif en début d’étude. Le R-Tube est adapté aux 

études épidémiologiques car il s’agit d’un dispositif à usage unique facilement 

transportable sur lequel on enfile un manchon réfrigéré qui peut être refroidi au 

congélateur du domicile des sujets inclus. Pour ce qui est de notre travail, nous 

avons fait le choix de l’EcoScreen du fait des quantités importantes de condensat 

nécessaires pour les études de reproductibilité et de stabilité des dosages de 

biomarqueurs dans les EBC. Le rendement plus important sur les biomarqueurs 

dosés dans cette étude (protéines totales et NOx) est également un argument en 

faveur de l’EcoScreen.  
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II.1.2 Standardisation du recueil des EBC par le dispositif EcoScreen 

Compte tenu des résultats précédents qui objectivent un rendement supérieur de 

l’EcoScreen pour le volume recueilli mais également pour les niveaux de protéines 

totales et de NOx, les condensats de notre recherche sont collectés par le dispositif 

EcoScreen. Comme le montre la Figure 8 ci-dessous, le sujet, muni d'un pince-nez, 

respire calmement au travers d’une valve double voie avec dispositif anti retour. L'air 

expiré est dirigé vers une lamelle composée d'une matière proche du Téflon 

introduite dans un condenseur à -20°C. Un piège à salive et la position horizontale 

de l'embout buccal évitent une contamination salivaire. L’air expiré est isolé puis 

refroidi à -20°C. La condensation obtenue s’écoule le long de la lamelle pour être 

collectée dans une cupule en polypropylène. 

 

Figure 8: Dispositif EcoScreen (Jaeger) 

Un spiromètre électronique (Ecovent, Viasys) est branché sur la valve et permet 

un enregistrement du volume exhalé total. A 200 litres d’air exhalé, le recueil est 

terminé et correspond à un volume de liquide de 4.1ml (1.1) en moyenne (écart-

type). Les condensats sont, dès le recueil, aliquotés dans des cryotubes et stockés 

dans un congélateur à -80°C. 
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L’absence de contamination d’origine salivaire est testée par le dosage de 

l’activité α-amylasique en colorimétrie cinétique UV. La validation de la méthode est 

vérifiée avec une limite théorique de détectabilité d’une contamination salivaire à 

0,02µl de salive pour 500µL de condensat (soit une contamination 1/25 000ème). 

II.1.2.1 Temps / Volume du recueil 

La standardisation du recueil des EBC peut s’effectuer sur un temps déterminé ou 

sur un volume total expiré. Les études de reproductibilité sur le dosage des 

biomarqueurs dans les EBC montre une variabilité importante des volumes entre 

deux recueils lorsque la standardisation est faite sur le temps (68,69). De plus, la 

fonction respiratoire peut être très altérée chez les patients et cette altération peut 

être transitoire avec des volumes expirés différents sur plusieurs recueils effectués 

sur un temps donné. Notre expérience montre chez les témoins que le volume d’EBC 

après 20 minutes de recueil est variable. Cette variabilité est diminuée lorsqu’on 

standardise le recueil sur le volume d’air expiré total. Nous avons défini ce volume à 

200 litres d’air expiré permettant d’obtenir un volume suffisant d’EBC pour le dosage 

de la totalité des biomarqueurs. Le temps d'expiration d'un tel volume peut varier 

selon les personnes de 15 à 40 minutes. Cette standardisation sur le volume expiré 

plutôt que sur le temps de recueil nous permet d'obtenir des volumes de condensats 

peu dispersés dans nos populations avec une médiane [IQR] à 4.0mL [3.50- 5.00] 

chez les témoins versus 4.0mL [3.75-4.50] chez les sujets asthmatiques (p=0.787) 

dans notre étude publiée en 2011 (62). 
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II.1.2.2 Coating du matériel de recueil et concentration de l’échantillon 

L’intérêt d’utiliser un produit recouvrant ou «coatant» le dispositif de recueil est 

d’optimiser la détection des biomarqueurs dans les EBC. Deux agents «coatants» 

ayant une propriété tensio-active (Tween 20, Triton X-100) sont testés afin de 

déterminer la nature et la concentration du produit retenu au regard de résultats 

attendus de plusieurs biomarqueurs (recherche d’absence d’interférence sur les 

dosages à partir de gammes et gain de concentration). L’étape suivante a permis de 

définir la concentration des bains pour le «coating» de l’ensemble du matériel de 

recueil afin d’optimiser la récupération des biomarqueurs. 

Ces agents «coatants» sont testés en considérant l’impact de la lyophilisation et 

de la resolubilisation. En effet, pour certains dosages, les niveaux de biomarqueurs 

sont proches, voire en dessous des limites de détection, et une concentration des 

échantillons s’est avérée nécessaire. Cette concentration est réalisée par 

lyophilisation (Heto PowerDry PL9000 Freeze Dryer, Thermo Scientific). 

Des tests sont réalisés sur la concentration des protéines obtenues après 

lyophilisation-resolubilisation d’une gamme de concentrations connues permettant 

d’objectiver pour le Triton X-100 une excellente récupération des biomarqueurs avec 

un facteur de concentration moyen (min-max) de 18 (17.2-19.9) pour un facteur 

attendu de 18.2. Cet agent «coatant» a donc été retenu permettant dans un même 

temps le nettoyage du matériel de recueil (60). 
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II.2 Validation de l’analyse des biomarqueurs  

II.2.1 Matériel et méthode 

Les biomarqueurs étudiés dans les EBC sont les protéines totales, les oxydes 

d’azotes (NOx), le 8-isoprostane, le peroxyde d’hydrogène, le malondialdehyde 

(MDA) et les cytokines. Le choix des techniques de dosage est réalisé selon certains 

critères définis ci-après. La validation des analyses biochimiques dans les EBC 

s’effectue avec une méthodologie similaire sur les différents biomarqueurs étudiés. 

Pour chaque procédure de dosage, nous testons la reproductibilité intra assay sur 

les échantillons dosés en duplicate. La reproductibilité intra individu est étudiée par le 

dosage d’EBC recueillis à la même heure sur deux jours consécutifs. La stabilité 

dans le temps des biomarqueurs est également évaluée. 

II.2.1.1 Critères de choix des techniques de dosage 

Le choix des techniques de dosage est fait en fonction des critères suivants : 

- Prise en compte de la sensibilité théorique (limite de détection) qui doit 

être inférieure aux valeurs attendues dans les EBC. 

- Une prise d’échantillon réduite afin de doser un maximum de 

biomarqueurs à partir d’un même recueil et d’effectuer ces dosages en 

duplicate voire triplicate si la prise d’échantillon est faible. 

- Un prétraitement de l’échantillon minimum pour éviter la perte ou la 

formation du biomarqueur d’intérêt dans les EBC. Une concentration de 

l’échantillon ou un isolement du biomarqueur sont parfois nécessaires. 

- La disponibilité et l’accessibilité des techniques de mesure. 
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- Le coût de l’analyse qui doit être compatible avec une standardisation ; 

les dosages peuvent concerner un nombre important de sujets. 

La technique de dosage du biomarqueur est testée sur des gammes de 

concentration connues afin de vérifier les limites de détection (LOD) réelles. Ces 

gammes sont réalisées dans l’eau ou le diluant propre à la technique, avant d’être 

testées dans les EBC, afin de vérifier l’absence d’effet matrice défini par 

l’interférence de ce liquide biologique sur les dosages. 

Le taux de détectabilité du biomarqueur est évalué sur les dosages dans nos 

populations de témoins et correspond à la proportion de condensat ayant un niveau 

de biomarqueur supérieur à la LOD. 

II.2.1.2 Étude de la reproductibilité 

La reproductibilité intra assay est testée sur duplicate voire triplicate en 

fonction de la prise d’échantillon nécessaire pour le dosage. La reproductibilité 

intra individu est testée sur plusieurs jours successifs (reproductibilité inter jour). 

Ces reproductibilités sont évaluées systématiquement sur des sujets témoins 

recrutés parmi le personnel de laboratoire ou le personnel hospitalier. Concernant les 

protéines totales et les oxydes d’azote (NOx) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2), 

cette reproductibilité est représentée par les coefficients de variation (CV) et le 

coefficient de corrélation intra classe (ICC). La classification retenue est celle de 

Fermanian (1984). L’ICC apparaît comme excellent de 1.00 à 0.91, bon de 0.90 à 

0.71, modéré de 0.70 à 0.51, médiocre de 0.50 à 0.31, et très mauvais de 0.30 à 0. 

Nous avons également déterminé le biais et le coefficient de répétabilité entre 2 

mesures par la méthode de Bland et Altman (70). 
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II.2.1.3 Étude de la conservation et stabilité des biomarqueurs  

Pour répondre à la problématique de la conservation à long terme des 

biomarqueurs dans le condensat et leur stabilité, nous avons dosé ces biomarqueurs 

dans des aliquots issus d’un même recueil et conservés à -80°C avant le dosage. 

Pour les oxydes d’azote (NOx) et les protéines totales, les dosages sont réalisés 

après décongélation à 1 jour (J1), 7 jours (J7), 1 mois (M1) 2 mois (M2) et 12 mois 

(M12) après le recueil. Nous retrouvons une bonne stabilité de 93% pour les NOx et 

90% pour les protéines totales. La stabilité après décongélation des NOx est testée 

sur une conservation à 4°C. Elle est évaluée sur 3 jours successifs. Nous retrouvons 

une bonne stabilité de 98% des NOx, ce qui est conforme aux résultats d’autres 

équipes lorsque ces critères ont été publiés (11,21). 

Pour l’étude de la conservation du 8-isoprostane, nous trouvons une perte 

inférieure à 5% sur l’analyse d’un point de gamme préparé à J0 et décongelé à J7, 

M3 et M12. 

Nous avons testé la stabilité à court terme de l’H2O2 par le dosage de solution 

d’H2O2 à 3% à 0 (H0) et 2 heures (H2) après conservation à 4°C. La perte d’ H2O2 

n’excède pas 10%. Ce biomarqueur est semi-volatil, ce qui explique sa relative 

instabilité par rapport aux autres biomarqueurs (61). Ce biomarqueur doit être dosé 

le plus rapidement possible. 

Pour certains biomarqueurs (protéines totales, NOx, 8-isoprostane), nous avons 

testé les corrélations entre les délais de dosage et les niveaux de biomarqueurs sur 

une population témoin dont les caractéristiques seront décrites dans la deuxième 
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partie de ce travail. Nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre les délais 

de dosage et les niveaux de biomarqueurs considérés. 

II.2.2 Dosage des protéines dans les EBC 

Nous avons étudié la concentration de protéines totales. Son interprétation dans 

les EBC n’est pas encore clairement définie (59). Pour certains auteurs, il n’y aurait 

pas de différence significative entre les sujets sains et ceux présentant une affection 

pulmonaire aigüe (71). Ce biomarqueur permettrait de rapporter certains 

biomarqueurs aux protéines totales afin de diminuer l’effet de dilution du condensat. 

D’autres auteurs ont retrouvé une différence significative (p<0,05) des protéines 

totales entre des fumeurs sains et des non fumeurs (72). Dans ce cas, les protéines 

totales sont considérées comme biomarqueur de l’inflammation à part entière. 

II.2.2.1 Techniques de dosage évaluées 

Trois méthodes sont testées en partenariat avec le département de physiologie 

de la faculté de Médecine de Lille. Il s’agit des méthodes Bradford, BCA (acide 

bicinchoninique) et µBCA (qui est une méthode BCA plus sensible). Le choix de la 

technique de dosage est défini après avoir testé les trois techniques. Les tests de 

détectabilité, de reproductibilité intra assay et inter individu (N=10) et de stabilité sont 

réalisés sur la technique de dosage finalement retenue. 

II.2.2.1.1 Méthode Bradford. 

Un millilitre de condensat est lyophilisé puis resolubilisé dans un volume de 55µl 

de tampon phosphate salin (PBS). Le réactif est obtenu par le mélange de bleu de 

Coomasie G250 (Sigma), d’éthanol absolu, d’acide ortho-phosphorique titré à 85% et 
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d’eau distillée. Ce mélange est laissé 15 minutes à température ambiante avant 

d’être filtré sur papier Whatman pendant 3 minutes, le tout à l’abri de la lumière. On 

ajoute 50µl de l’échantillon à 950µl de réactif. Les densités optiques sont lues par 

spectrophotométrie (Spectronic Unicam UV500), à 590nm avec comparaison à une 

gamme étalon de sérum albumine bovine (BSA)  

La limite de détection (LOD) est de 20µg/ml. Cette technique peut être 

sensibilisée en effectuant deux gammes de calibration (5 à 30µg/ml et 30 à 

500µg/ml). Compte tenu des concentrations attendues chez les témoins et les 

malades avec l’utilisation de cette technique, l’usage de 2 gammes de calibration est 

nécessaire, ce qui n’est ni pertinent ni satisfaisant. Il s’agit d’une méthode très 

sensible au détergent employé pour la décontamination du dispositif de recueil. De 

plus, cette méthode apparaît spécifique de certaines protéines mais pas des 

protéines totales. Pour ces raisons, cette technique peu coûteuse n’est pas retenue 

pour le dosage des protéines totales dans les condensats de l’air exhalé. 

II.2.2.1.2 La méthode BCA 

Le principe de cette technique est le suivant : le cuivre Cu++ se transforme en 

cuivre Cu+ en présence de liaisons peptidiques des protéines. La réaction utilise 

l’acide bicinchoninique qui chélate le cuivre sous sa forme monovalente, formant une 

coloration en violet lue en spectrophotométrie à λ=550nm (Apollo, LB912, Berthold 

Technologies). 

Un millilitre de condensat par sujet est lyophilisé. Le lyophilisat obtenu est 

resolubilisé dans un volume de 55µl de PBS. 25µL sont repris deux fois avec ajout 
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du kit (BC Assay Protein Quantitation Small kit, Uptima) dans chaque aliquot pour la 

réalisation des dosages en duplicate. 

Cette méthode permet d’obtenir une meilleure sensibilité avec une LOD à 

10µg/ml. Elle apparaît également moins sensible aux produits de «coating» et aux 

produits de désinfection que la méthode Bradford et permet un dosage d’un spectre 

protéique plus large (73). 

II.2.2.1.3 La méthode µBCA 

Les deux méthodes Bradford et BCA nécessitent la concentration de l’échantillon 

par lyophilisation. L’étape supplémentaire de lyophilisation-resolubilisation a pu être 

évitée par l’utilisation de la méthode µBCA (MicroBC Assay Protein Quantitation 

Small kit, Uptima) qui est la technique finalement retenue. Elle est également plus 

sensible avec une LOD à 1µg/ml, permettant le dosage des protéines totales sur 

condensat brut, décongelé. 
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II.2.2.2 Reproductibilité 

La reproductibilité des dosages de protéines par la méthode µBCA est réalisée 

sur 10 sujets témoins volontaires indemnes de pathologie pulmonaire en duplicate 

pour l’étude de la reproductibilité intra assay, et sur deux jours consécutifs à la même 

heure pour la reproductibilité intra individu. La détectabilité est de 100% dans cette 

étude. Les résultats sont présentés ci-après. 

La reproductibilité intra assay (Tableau 3) effectuée sur les dosages en duplicate 

retrouve des coefficients de corrélation intra classe à 0.95, excellent selon la 

classification de Fermanian. Le Tableau 4 présente la reproductibilité intra individu 

effectuée sur 2 jours consécutifs. Les coefficients de corrélation intra classe sont 

modérés. La méthode de Bland et Altman appliquée à la différence des valeurs 

obtenues sur ces deux études de reproductibilité montre que tous les dosages sont 

dans les limites d’agrément qui dépendent du coefficient de répétabilité. 

Tableau 3. Reproductibilité Intra assay du dosage des protéines totales dans les EBC 

 ICC
1
 CVs

2
 Coefficient de Répétabilité

3 Biais
3
 

Protéines totales 0.95 14.8% (14.9) 1.3µg/ml 0.32µg/ml 
1 Coefficient de corrélation intra classe 
2 Coefficients de variation: moyenne (Ecart-type) 
3 Test de Bland et Altman 

 

 

 

Tableau 4. Reproductibilité Intra individu du dosage des protéines totales dans les EBC 

 ICC
1
 CVs

2
 Coefficient de Répétabilité

3 Biais
3
 

Protéines totales 0.61 28.0% (19.8) 3.9µg/ml 1.0µg/ml 
1 Coefficient de corrélation intra classe 
2 Coefficient de variation : moyenne (Ecart-type) 
3 Test de Bland et Altman 
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II.2.2.3 Conclusion 

Dans notre effort de standardisation des dosages des protéines totales dans les 

EBC, nous avons testé trois techniques. La méthode µBCA est actuellement utilisée, 

elle apparaît plus sensible et permet de s’affranchir de la concentration de 

l’échantillon par lyophilisation. Les dosages sont ainsi effectués sur condensat brut, 

limitant les manipulations des échantillons et donc la perte potentielle de 

biomarqueurs. Ces efforts permettent d’obtenir une détectabilité très satisfaisante 

supérieure à 95% dans notre étude publiée en 2011 (62), elle est de 96.4% dans la 

population étudiée dans la seconde partie de ce travail (cf. Partie 2 §III.2.1). 

Nous avons étudié la reproductibilité intra assay et intra individu de cette 

technique de dosage. Sa comparaison reste cependant difficile avec les différentes 

études publiées dans lesquelles les auteurs utilisent différents modes de recueil des 

EBC ou différentes techniques de dosages. La plupart des études évaluent la 

reproductibilité intra assay, plus rarement la reproductibilité inter jour et encore moins 

fréquemment la reproductibilité intra individu sur deux jours consécutifs (61). Dans 

notre étude, nous montrons une bonne reproductibilité intra assay des protéines 

totales dans les EBC. Notre reproductibilité intra sujet pour ce biomarqueur est 

nettement supérieure (CVs=28%) par rapport à l’étude de Chow  et al qui obtenaient 

un coefficient de variation moyen de 72.9% (68). 
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II.2.3 Oxydes d’azotes (NOx) 

Les dérivés nitrés sont produits à partir du NO formé à l’occasion d’un processus 

inflammatoire. Le NO est un composé instable qui réagit en solution aqueuse avec 

l’oxygène pour former des NOx stables tels que les nitrites (NO2
-) ou les nitrates 

(NO3
-). Sa réaction avec des espèces radicalaires issues du stress oxydant comme 

l’anion superoxyde forme un anion peroxynitrique (ONOO-) qui peut former des 

nitrates en présence de nitrites, ou encore interagir avec certains acides aminés 

formant par exemple la 3-nitrotyrosine. Ce stress nitrosant peut ainsi altérer la 

fonction de la protéine (74). La production de NOx est donc augmentée à l’occasion 

d’une inflammation et d’un stress oxydant mais peut varier en fonction de l’atteinte 

pulmonaire, des traitements administrés (75) et des habitudes tabagiques (76). La 

technique de dosage la plus utilisée est la méthode colorimétrique de Griess. La 

simplicité de ce dosage et son faible coût favorise l’analyse de ces biomarqueurs 

même si les données de la littérature sont contradictoires. Des taux de nitrites élevés 

sont retrouvés dans les EBC de salariés exposés au chrome lors du chromage 

électrolytique ou par les fumées de soudage lorsqu'ils sont comparés à des sujets 

non exposés (77,78). Dans cette dernière étude, les auteurs ont trouvé une 

augmentation significative des concentrations de nitrites et de nitrates en fin de poste 

chez les salariés ne portant pas de protection respiratoire. Ces résultats confirment 

l'importance du port de protection individuelle chez les soudeurs. 

Le dosage des NOx associé à d’autres biomarqueurs plus spécifiques peut aider 

à comprendre les mécanismes physiopathologiques oxydatifs des atteintes 

pulmonaires (62,64,79). 
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Le choix de la technique de dosage est défini après avoir testé deux techniques 

différentes. Les tests de détectabilité, de reproductibilité intra assay et inter individu 

et de stabilité sont réalisés sur la technique de dosage finalement retenue. 

II.2.3.1 Techniques de dosage évaluées 

Deux méthodes sont testées en partenariat avec le département de physiologie 

de la faculté de Médecine de Lille. Il s’agit de la Méthode de Griess et la méthode 

utilisant la Microélectrode ISO-HNO. 

II.2.3.1.1 Mesure par microélectrode ISO-HNO – Apollo 4000 

Cette technique est envisagée afin de fournir des résultats directs ou «on line» 

pour le clinicien. 

Elle nécessite 0.5 millilitres de condensat brut. La mesure des nitrites se fait au 

moyen d’une microélectrode (ISO-HNO, WPI). L’analyseur de données est l’appareil 

Apollo 4000 (WPI). Une cage de Faraday est également nécessaire pour le bon 

fonctionnement de l’électrode. La calibration de l’électrode à NO s’effectue par ajout 

d’une quantité connue de KNO2 titré à 50µM dans une solution de 0,1M d’H2SO4 et 

0.1M de KI. 

La méthode consiste à mesurer directement le NO issu de la transformation des 

nitrites grâce à la microélectrode (ISO-HNO, WPI). Le dosage des nitrites totaux 

s’effectue après réduction des  nitrates en nitrites par le kit (Nitralyser II, WPI). Ces 

nitrites s’ajoutent aux nitrites déjà présents dans le condensat. La mesure des nitrites 

totaux correspond donc aux nitrites présents initialement dans le condensat auxquels 

s’ajoutent les nitrites obtenus après transformation des nitrates. 
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Le seuil de sensibilité de l’électrode est de 10nM. La limite de détection (LOD) 

avec le kit (Nitralyser II, WPI) est de 2µM. 

Nous avons testé la compatibilité de cette technique avec le condensat par la 

recherche d’un effet matrice. Le test est effectué chez 10 témoins sur 2 aliquots par 

sujet. Une concentration connue de NOx est ajoutée de manière aléatoire à l’un des 

aliquots. L’écart de concentration de NOx entre les 2 aliquots (différence réelle) est 

comparé avec la concentration connue ajoutée (différence attendue). Il est en 

moyenne de 3.6% permettant de conclure à l’absence d’effet matrice. 

La reproductibilité intra assay est étudiée à partir d’un seul aliquot de 0.5ml de 

condensat brut. La population est répartie en témoins, asthmes modérés et sévères. 

La valeur moyenne des NOx est de 56µM avec des valeurs comprises entre 2 et 

216µM. La moyenne des coefficients de variation était de 10.9%. Le coefficient de 

corrélation intra classe est égal à 0.99. 

II.2.3.1.2 Méthode de Griess. 

Pour notre étude, nous avons choisi la méthode de Griess modifiée (Griess 

Reagent Kit, Invitrogen) avec détection par spectrophotométrie (Apollo, LB912, 

Berthold Technologies) car cette technique est utilisée dans la majorité des études 

publiées avec dosage des NOx. La réaction de Griess permet la mesure des nitrites. 

Les nitrates sont donc préalablement réduits en nitrites pour être quantifiés. La 

concentration mesurée représente la somme des nitrites et des nitrates présents 

initialement dans les EBC. L’étape de réduction est réalisée par une technique 

enzymatique en tube, utilisant la nitrate réductase (Sigma). La limite de détection est 
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de 2µM. Le taux de détectabilité dans notre population est de 100% pour les 

asthmatiques et les témoins. 

Lors des tests de reproductibilité intra-individuelle, le coefficient de variation 

moyen (écart-type) est de 3,1% (2,9%). 

II.2.3.2 Reproductibilité 

Nous avons retenu la méthode de Griess qui apparaît moins coûteuse en termes 

de temps et de moyens financiers. La technique utilisant la microélectrode est par 

ailleurs moins utilisée par les équipes étudiant les NOx dans les condensats. Nos 

valeurs obtenues avec cette technique sont, de fait, difficilement comparables avec 

celles d’autres équipes qui utilisent principalement des méthodes colorimétriques 

(méthode de Griess), fluorométriques, immunoenzymatiques ou encore la 

chimiluminescence. 

La reproductibilité des dosages des NOx par la méthode retenue (méthode de 

Griess) est étudiée sur 10 sujets témoins volontaires indemnes de pathologie 

pulmonaire en duplicate pour l’étude de la reproductibilité intra assay, et sur deux 

jours consécutifs à la même heure pour la reproductibilité intra individu. Les résultats 

sont présentés ci-après. 
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La reproductibilité intra assay (Tableau 5) effectuée sur les dosages en duplicate 

retrouve des coefficients de corrélation intra classe excellent selon la classification de 

Fermanian. Le Tableau 6 présente la reproductibilité intra individu effectuée sur deux 

jours consécutifs. Les coefficients de corrélation intra classe sont modérés. La 

méthode de Bland et Altman appliquée à la différence des valeurs obtenues sur ces 

deux études de reproductibilité montre que tous les dosages sont dans les limites 

d’agrément qui dépendent du coefficient de répétabilité. 

Tableau 5. Reproductibilité Intra assay 

 ICC
1
 CVs

2
 Coefficient de Répétabilité

3
 Biais

3
 

NOx 0.99 6.8% (5.4) 1.16µM 0.09 µM 
NOx : Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
1 Coefficient de corrélation intra classe 
2 Coefficient de variation : moyenne (Ecart-type) 
3 Test de Bland et Altman test 

 

Tableau 6. Reproductibilité Intra individu 

 ICC
1
 CVs

2
 Coefficient de Répétabilité

3
 Biais

3
 

NOx 0.6593 38.8% (23.9) 3.5µM 3.2 µM 
NOx : Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
1 Coefficient de corrélation intra classe 
2 Coefficient de variation : moyenne (Ecart-type) 
3 Test de Bland et Altman 

 

 

II.2.3.3 Conclusion 

Dans le cadre de cette étude, nous avons choisi de privilégier la méthode de 

Griess, moins coûteuse en réactifs et en temps lorsqu’il s’agit de doser les NOx sur 

une population plus importante. 

En revanche, lors d’une application clinique future, la mise au point et les 

résultats satisfaisants obtenus pour le dosage des NOx par la Microélectrode ISO-

HNO-Apollo 4000 dans des condensats bruts permettent d’envisager la mise à 

disposition de cet examen non invasif dans le bilan fonctionnel respiratoire des 



40 

patients. Cet examen permettrait de donner au clinicien une évaluation directe de 

l’état oxydatif pulmonaire en complément des données fonctionnelles traditionnelles. 

Le dosage des NOx est standardisé et validé par notre équipe avec une 

détectabilité de 100% dans les études de reproductibilité et clinique. En comparaison 

de notre travail, un petit nombre d’études a présenté à la fois la reproductibilité intra 

assay et intra sujet sur les NOx. La comparaison avec ces études reste cependant 

difficile car les méthodes de recueil et les techniques de dosages (fluorimétrie, 

méthode immuno-enzymatique) sont différentes. 

Nous montrons une reproductibilité intra assay (CVs=6.8%) comparable à celle 

de l’étude de Ratnavati et al ou de Chow et al (68,80) qui retrouvent un coefficient de 

variation moyen respectif de 3.11% et 4.9%. Ces résultats sont meilleurs par rapport 

à l’étude de Nightingale et al (81) qui obtiennent un coefficient de corrélation intra 

classe à 0.71 sur le dosage des nitrites alors que nous trouvons un coefficient à 0.99 

pour les NOx (nitrites + nitrates). 

La reproductibilité intra sujet est comparable à celle retrouvée par Chow et al qui 

retrouvent un coefficient de variation moyen similaire (38%) (68). Chladkova et al 

retrouvent sur le dosage des nitrites et nitrates des coefficients de corrélation intra 

classe respectivement à 0.49 et 0.61 inférieurs au nôtre (0.66), les coefficients de 

variation moyens pour cette équipe étaient respectivement de 26 et 49% (82). 
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II.2.4 8-isoprostane 

Des isomères des prostaglandines F2, produits par peroxydation radicalaire de 

l’acide arachidonique (acide gras polyinsaturé constituant de la membrane cellulaire) 

sont décrits dans les années 90 comme potentiels marqueurs du stress oxydant 

(83,84). Avant leur découverte, la mise en évidence du stress oxydant in vivo était 

limitée par l’absence de marqueurs à la fois sensibles et spécifiques. La présence de 

marqueurs de la peroxydation lipidique dans les pathologies pulmonaires par la 

méthode des condensats est étudiée par de nombreuses équipes (5,85,86). 

Actuellement, les deux méthodes de dosage des isoprostanes permettant un dosage 

sélectif de l’isoforme 8-isoprostaglandine F2α qui correspond à l’isoforme la plus 

abondante et la plus étudiée dans la littérature (86) sont la spectrométrie de masse 

et la méthode immunoenzymatique (EIA). 

La méthode de dosage par spectrométrie peut s’effectuer en phase gazeuse 

(couplage GC-MS). C’est la méthode de référence actuelle mais elle demande une 

préparation importante de l’échantillon limitant son utilisation (87–89). La 

spectrométrie de masse en phase liquide (couplage HPLC-MS/MS) est une 

technique plus récemment étudiée. A la fois spécifique et sensible, elle nécessite 

une préparation plus simple de l’échantillon et permettrait l’étude simultanée de 

plusieurs isoformes du 8-isoprostane (90). L’HPLC-MS/MS est utilisée dans l’étude 

de condensats de sujets suspects d’allergie professionnelle et retrouve des 

différences significatives pour les concentrations de 8-isoprostane au décours de 

tests de bronchoprovocation (91). Une augmentation des concentrations de ce 

biomarqueur est également retrouvée chez des patients atteints de silicose et 

d’asbestose comparés aux sujets sains (92–95). 
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La méthode immunoenzymatique apparaît moins spécifique mais tout aussi 

sensible (88). Cette technique est par ailleurs la plus simple et la moins coûteuse, ce 

qui explique son utilisation fréquente par les équipes étudiant ce biomarqueur dans 

les EBC. Cette méthode est utilisée dans l’étude de condensats de patients 

asthmatiques (54,55,73,88,96–102), présentant une sarcoïdose (87), une 

mucoviscidose (88), une BPCO (96,103) une PID (104) ainsi que chez les sujets 

ventilés (105,106). De même, bien que les fibres d'amiante ne puissent pas être 

détectées dans les EBC, l'étude des biomarqueurs du stress oxydant peut aider dans 

la détection préclinique de pathologies associées (107,108). Cette dernière étude a 

inclu des sujets exposés à l'amiante pour lesquels une étude scanographique était 

également réalisée. Dans cette étude, les sujets présentant des anomalies 

subnormales au scanner avaient des niveaux élevés de 8 Isoprostane comparés au 

groupe non exposé (108). Une étude concernant les travailleurs agricoles a retrouvé 

une élévation du 8-isoprostane et une corrélation positive avec l'exposition aux 

poussières de grain et d'endotoxine (109). Une autre étude a rapporté une 

augmentation précoce du 8 Isoprostane lors d'une exposition aiguë contrôlée à 

l'ozone (7). 

Ces études concernant des sujets atteints de pathologies pulmonaires ou 

exposés à des toxiques professionnels ou environnementaux retrouvent pour la 

plupart une augmentation des concentrations de 8 Isoprostane dans les EBC qui est 

souvent associée à l'étude du FeNO. La plupart des auteurs s’accordent à dire qu’il 

s’agit d’un marqueur stable, à condition de le stocker à -80°C. Il peut augmenter avec 

l’âge qui est donc un cofacteur à prendre en compte lors des études (110). Chez les 

fumeurs, il ne semble pas augmenté (111). 
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Compte tenu des avantages de ces deux techniques, nous avons évalué la 

faisabilité de ces analyses dans nos condensats. 

II.2.4.1 Techniques de dosage évaluées 

Le choix de la technique de dosage est déterminé après avoir testé les deux 

techniques les plus utilisées (couplage HPLC-MS/MS et méthode 

immunoenzymatique). Les tests de détectabilité, de reproductibilité (intra assay et 

inter individu) et de stabilité sont réalisés sur la technique de dosage finalement 

retenue. Un recrutement de 14 et 5  témoins volontaires sains sont recrutés 

respectivement pour la reproductibilité intra assay et intra individu. 

II.2.4.1.1 HPLC-MS/MS 

La mesure des isoprostanes par spectrométrie de masse en phase liquide 

(HPLC-MS/MS) selon la méthode de Syslova et al (93) est développée en 

collaboration avec l’équipe du Centre Universitaire de Mesures et d’Analyses 

(CUMA) de la faculté de pharmacie (Université de Lille 2). Cette méthode est 

privilégiée dans un premier temps car elle permet le dosage simultané du 8-

isoprostane et du Malondialdéhyde (MDA), autre produit de peroxydation lipidique. 

Cette technique nécessite une extraction en phase solide (SPE C18 1mL Bond 

Elute) de la molécule avant le dosage. Malheureusement, la mise au point de cette 

technique n’a pas abouti à ce jour. Si le dosage de gammes de 8-isoprostane 

réalisées dans l’EBC est possible, sans interférence, avec une LOD de l’ordre de 

12pg/mL, la détection de 8-isoprostane est à ce jour de 0% chez des sujets témoins 

et quelques malades recrutés pour ces tests. Nous avons donc suspendu cette mise 
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au point au profit de la méthode immunoenzymatique qui est moins spécifique mais 

tout aussi sensible et largement utilisée. 

II.2.4.1.2 Méthode immunoenzymatique (EIA) 

Nous avons utilisé le 8-isoprostane EIA kit (Cayman, Interchim) pour le dosage de 

ce biomarqueur dans notre étude. Le dosage est de type immunoenzymatique par 

compétition. La lecture des résultats se fait par spectrophotomètre entre 405 et 420 

nm (Apollo, LB912, Berthold Technologies). Plus le signal est faible, plus la 

concentration en 8-isoprostane est élevée. Les données sont analysées à l’aide d’un 

logiciel du fabricant. Pour diminuer l’effet matrice (interférence entre le kit de dosage 

et le liquide biologique), nous avons choisi de diluer les échantillons au demi avec le 

diluant fourni dans le kit. La limite de détection dans notre laboratoire est de 2pg/ml. 

Le taux de détectabilité est de 100% chez les témoins lors de l’étude de 

reproductibilité. 

II.2.4.2 Reproductibilité 

Les tests de reproductibilité intra assay sont effectués par duplicate sur les 

condensats de 14 sujets témoins. La moyenne des coefficients de variation (écart-

type) est de 7.4% (4.8). 

La reproductibilité intra individu est étudiée sur un recueil 2 jours successifs à la 

même heure chez 5 témoins indemnes de pathologie pulmonaire. La moyenne des 

coefficients de variation (écart-type) est de 39.0% (9.0). 
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II.2.4.3 Conclusion 

La méthode immunoenzymatique apparaît suffisamment sensible pour un dosage 

sur échantillon brut. Le coefficient de variation moyen de la reproductibilité inter 

individu (CV=7.4%) est équivalent à celui retrouvés par Leung et al en 2006 qui est 

de 9.7% (0.8–18.8) ou Carpagnano et al en 2011 (112,113) inférieur à 10%. La 

reproductibilité intra individu est importante (CV=39%) en accord avec l’étude de 

Borrill et al ou Kostikas et al qui retrouvent une grande variabilité entre les jours avec 

des niveaux moyens chez les témoins qui restent comparables (114,115). Cette 

variabilité semble liée à la technique de dosage et peut être diminuée par l’utilisation 

de l’HPLC-MS/MS (116). Ce biomarqueur apparaît stable avec une perte inférieure à 

5% après 1 an de conservation à -80°C (cf. §II.2.1.3). 

Le dosage du 8-isoprostane est donc bien validé par notre équipe avec une 

détectabilité de 100% dans l’étude de reproductibilité et 96% lors de l’étude clinique 

présentée en seconde partie. Contrairement à certains auteurs, nous n’avons pas 

retrouvé d’effet âge sur la population témoin de cette étude mais la différence d’âge 

entre les plus jeunes et les plus âgés est relativement faible (110). 



46 

II.2.5 Peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est le produit de la transformation par la 

superoxyde dismutase (SOD) de l’anion superoxyde formé lors d’un stress oxydant 

qui peut être initié par les cellules inflammatoires. Le dosage de ce biomarqueur doit 

être réalisé rapidement après le recueil car il est partiellement volatil (61). Des 

techniques de mesure des niveaux d’H2O2 en temps réel existent (EcoCheck) mais 

doivent être optimisées. Le dosage s’effectue habituellement par des méthodes 

enzymatiques couplées à la spectrométrie ou la fluorimétrie. Par ces méthodes, une 

augmentation des niveau d’H2O2 est objectivée dans différentes populations de 

patients asthmatiques (64,117), de patients atteints de BPCO (115) fibrose 

pulmonaire (104), de sclérodermie (118), de cancer pulmonaire primitif (119) et 

d’asbestose (120) en comparaison de sujets sains. Chez les patients asthmatiques, 

une corrélation négative est trouvée entre les valeurs d’H2O2 dans l’EBC et le VEMS 

ainsi qu’avec le débit de pointe (64). Une corrélation positive est également retrouvée 

entre l’H2O2 dans l’EBC, le taux de polynucléaires éosinophiles dans les 

expectorations induites et l’hyperréactivité bronchique (121). D’autres études ont 

montré une élévation de l’H2O2 chez des sujets ayant une exposition professionnelle 

ou environnementale tels que les agents d’entretien hospitaliers (122), les soudeurs 

(123), les salariés exposés au chrome (14), mais également chez des témoins 

exposés à l’Ozone (7) par rapport aux sujets non exposés. Une méta-analyse 

récente regroupant 8 études avec un total de 728 patients asthmatiques conclut au 

caractère prometteur de ce biomarqueur pour la prise en charge de l’asthme même 

si son rôle exact est encore mal défini (124). L’H2O2 est également étudié chez les 

patients atteints de BPCO (125). 
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Ainsi, la mesure de l’H2O2 et du FeNO apportent des données complémentaires 

pour le suivi de la pathologie pulmonaire et le suivi de l’efficacité des traitements ou 

des mesures de prévention mis en place aux postes de travail (126). 

II.2.5.1 Techniques de dosage évaluées 

Le choix de la technique de dosage dans notre recherche est défini après avoir 

testé trois techniques différentes. Deux techniques «on-line» sont évaluées dans un 

premier temps. Ces techniques donnent un résultat directement après le recueil de 

l’EBC. Les tests de détectabilité, de stabilité, de reproductibilité intra assay (n=8) et 

inter individu (n=5) sont réalisés sur la technique de dosage finalement retenue. 

II.2.5.1.1 Microélectrode HPO – Apollo 4000 (méthode «on line») 

Une première méthode testée utilise une microélectrode. Le principe consiste à 

mesurer directement ou «on-line» l’H2O2 sur condensat frais, par l’utilisation d’une 

microélectrode spécifique. Il s’agit de mesurer la décroissance de l’H2O2 après ajout 

de catalase (Δ catalase = Δ H2O2). Le matériel utilisé est l’Apollo 4000 (WPI, Aston) 

permettant le recueil et l’analyse des données. Nous avons testé les microélectrodes 

HPO-2 puis HPO-100 (WPI, Aston). Une cage de Faraday est nécessaire afin d’isoler 

l’ensemble et de limiter les interférences. La courbe étalon est obtenue par la mesure 

du courant électrique (ordre de grandeur en pA) lors de l’ajout de concentrations 

connues et croissantes d’H2O2 dans du PBS. 

L’électrode HPO-2 est stable mais sa sensibilité est insuffisante au vu des 

résultats attendus (10-100nM). Nous avons testé la microélectrode HPO-100 qui 

affichait une sensibilité théorique à 10nM mieux adaptée aux condensats. 

Malheureusement, nous avons constaté au fur et à mesure des calibrations une 
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augmentation systématique de la LOD pouvant atteindre un facteur 10 que le 

constructeur n’a jamais pu expliquer. De plus, malgré la cage de Faraday, un bruit de 

fond trop important limitait l’interprétation des résultats d’H2O2 dans le condensat. La 

méthode de dosage de l’H2O2 par l’appareil Apollo n’a donc pas été retenue. 

II.2.5.1.2 EcoCheck (méthode «on line») 

La seconde méthode de dosage «on line» de l’H2O2 utilise l’appareil EcoCheck 

(Jaeger) qui possède une électrode reliée à un ampèremètre très sensible. Cette 

électrode reçoit les électrons libres produits lors d’une réaction enzymatique 

d’oxydoréduction de l’H2O2. La LOD théorique est de 30nM avec une gamme 

pouvant atteindre 3000nM. La prise d’échantillon est de 0.5 millilitre. 

L’avantage de cette méthode est le dosage immédiat de l’H2O2 après le recueil. 

Cette méthode associée à la mesure du FeNO a ainsi permis d’objectiver chez une 

infirmière allergique au latex une élévation de ces biomarqueurs liée au poste de 

travail permettant de motiver son changement de poste (126). 

Cependant, cette technique ne peut s’appliquer en cas de dosage simultané de 

l’H2O2 sur une population plus importante en raison du temps d’analyse nécessaire 

(un seul échantillon à la fois, sans automatisation, nécessitant la présence du 

technicien en permanence) et du coût des consommables. De ce fait, nous avons 

développé la méthode fluorométrique. 
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II.2.5.1.3 Méthode enzymatique (fluorométrique) 

La méthode utilisant l’Amplex red kit (Amplex Red Hydrogen Peroxyde, 

Invitrogen) permet un dosage en duplicate de l’H2O2 à partir de 100µL d’EBC brut qui 

est ajouté à une solution contenant 2U/mL d’enzyme HRP (horseradish peroxidase) 

et le réactif Amplex red. L’H2O2 réagit en présence d’HRP avec ce réactif, produisant 

la resorufine dont la fluorescence sera mesurée en fluorométrie. La LOD est de 

0.081µM. 

La stabilité de ce biomarqueur est faible du fait de son caractère partiellement 

volatil. Les études montrent toutefois une stabilité acceptable après conservation à -

80°C pendant 3 semaines (64). Nous avons testé la stabilité à court terme par le 

dosage de solution d’H2O2 à 3% à T0 puis après 2h. La perte d’H2O2 n’excède pas 

10%. 
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II.2.5.2 Reproductibilité 

La reproductibilité intra assay (Tableau 7) effectuée sur les dosages en duplicate 

sur 8 sujets retrouve des coefficients de corrélation intra classe excellent selon la 

classification de Fermanian. Le Tableau 8 présente la reproductibilité intra individu 

effectuée sur 2 jours consécutifs sur 5 sujets. Les coefficients de corrélation intra 

classe est bon. La méthode de Bland et Altman appliquée à la différence des valeurs 

obtenues sur ces deux études de reproductibilité montre que tous les dosages sont 

dans les limites d’agrément qui dépendent du coefficient de répétabilité. 

Tableau 7. Reproductibilité Intra assay du dosage du peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

 ICC
1
 CVs

2
 Coefficient de Répétabilité

3 Biais
3
 

H2O2  0.98 7.9% (8.03) 0.039µM 0.008µM 
1 Coefficient de corrélation intra classe 
2 Coefficients de variation: moyenne (Ecart-type) 
3 Test de Bland et Altman 

 
 
Tableau 8. Reproductibilité Intra individu du dosage du peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

 ICC
1
 CVs

2
 Coefficient de Répétabilité

3 Biais
3
 

H2O2  0.81 16.4 % (18.7) 0.29µM 0.07µg/ml 
1 Coefficient de corrélation intra classe 
2 Coefficient de variation : moyenne (Ecart-type) 
3 Test de Bland et Altman 
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II.2.5.3 Conclusion 

Nous obtenons des coefficients de variation bien inférieurs à ceux de Schleiss et 

al et van Beurden et al pour lesquels ce coefficient est supérieur à 40% (127,128). 

Une reproductibilité satisfaisante est retrouvée par d’autres auteurs (52,115). La 

technique de dosage de ce biomarqueur est maîtrisée par notre équipe même si les 

données cliniques sont moins importantes que pour les protéines totales et les NOx 

du fait de sa mise au point plus tardive. Une étude préliminaire à l’étude clinique 

(cf.Partie 2) de quelques échantillons (malades et témoins) est réalisée pour ce 

dosage dans les condensats de notre population mais le taux de détectabilité n’est 

que de 30.5%, probablement du fait d’un dosage tardif (entre 3 et 6 mois) après le 

recueil conservé à -80°C. Cette instabilité de l’H2O2 est connue et conforte l’intérêt 

des techniques de dosage «on-line» (61). 
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II.2.6 Malondialdehyde (MDA) 

Parmi les aldéhydes formés lors de la peroxydation lipidique, le plus connu est le 

Malondialdéhyde (129). C'est le beta-dialdéhyde tricarboné le plus simple, produit 

lors de la coupure des acides gras polyinsaturés possédant au moins trois doubles 

liaisons. Ces acides gras constituent la membrane cellulaire. Le MDA est 

actuellement le biomarqueur le plus étudié pour déterminer un stress oxydant par 

son étude dans les tissus mais également sur différents liquides biochimiques tels 

que le sérum, le plasma, les urines, le LBA et les EBC (130–133). Les méthodes de 

détermination du MDA peuvent se faire par colorimétrie après réaction avec l’acide 

thiobarbitutic (TBA) (134). Cette technique semble très critiquée dans la littérature du 

fait de son manque de spécificité. De plus, elle apparaît peu sensible et peu adaptée 

à l’étude des condensats de l’air exhalé. La chromatographie en phase liquide 

couplée à une détection fluorométrique (FD) et utilisant le TBA ou le DNPH comme 

agent dérivant est également utilisée (130,135,136). La technique à l’heure actuelle 

la plus spécifique et la plus sensible est la chromatographie en phase liquide couplée 

à la spectrométrie de masse en tandem (HPLC-MS/MS) (14,16,93,123,131,132,137). 

En effet, le MDA apparaît comme les autres biomarqueurs à l’état de trace dans le 

condensat de l’air exhalé et seule, une technique à la fois sensible et spécifique peut 

permettre l’utilisation en routine de ce dosage. 

Le MDA est dosé dans le condensat de l’air exhalé chez des patients 

asthmatiques (41,130,132,134,135,138,139), BPCO (131) et atteints d’asbestose ou 

de silicose (93) mais également chez des sujets exposés à certains toxiques 

environnementaux tels que l’ozone ou les particules de moins de 2.5µg/m3 (130,136) 

avec une relation entre les taux de MDA, la fonction respiratoire et la pollution 

ambiante. Les expositions professionnelles aux toxiques sont étudiées tel que le 
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chrome (14) avec des taux plus élevés de MDA corrélé aux niveaux d’H2O2. On 

retrouve également des taux plus élevés de MDA chez des salariés exposés au 

cobalt et au tungstène (15), mais pas chez les salariés exposés aux fumées de 

soudage (123). 

II.2.6.1 Techniques de dosage évaluées 

Les deux méthodes utilisées pour le dosage du MDA dans les EBC sont testées 

en partenariat avec le Centre Universitaire de Mesures et d'Analyses (CUMA) de 

l’Université Lille 2. 

II.2.6.1.1 HPLC-MS/MS selon Andreoli et al., 2003 

Nous développons la technique de dosage par spectrométrie de masse en 

tandem couplée à la chromatographie en phase liquide (HPLC-MS/MS) sur 

condensat conservé à -80°C décongelé et dérivé avec du DNPH selon la méthode 

de Andreoli et al (137). La première étape est la mise au point des modalités de 

dérivation (durée définie à 17h à température ambiante à l’abri de la lumière) ainsi 

que l’optimisation de l’HPLC (Colonne Supelcosil et pré colonne Supelguard, Sigma 

Aldrich) et du spectromètre de masse (Api 3000). 

L’étape d’optimisation du spectromètre de masse est tout d’abord réalisée avec la 

Source Turbo Ion Spray (TIS ou ESI) disponible sur le plateau technique. Une 

manipulation identique réalisée avec la source APCI (Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization) est utilisée dans l’étude d’Andreoli et al. Cette source nous a été 

prêtée par le constructeur à l’occasion d’un essai et s’avère plus sensible que la 

source ESI. La limite de détection obtenue se situe entre 2 et 3nM avec la source 
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ESI. Elle est proche de 1nM avec la source APCI. La limite de quantification (LOQ) 

était de 10nM avec la source ESI et de 3-5nM avec la source APCI (140). 

Un test de reproductibilité intra assay sur des points de concentration de la 

gamme est réalisé avec chaque source : 5 dosages de 2 points de gamme (5 et 

20nM) et 8 dosages du point 10nM pour la source APCI. Pour la source ESI, 5 

dosages de la concentration 5nM sont effectués. Les coefficients de variation (CV) 

sont respectivement pour les niveaux 5, 20 et 10nM à 19.2%, 2.38% et 4.83% pour 

l’APCI avec des concentrations moyennes à 4.5, 18.6 et 8nM. Pour l’ESI, le CV est à 

15.37% pour le point 5nM avec une concentration moyenne à 7.1nM. 

L’interférence de la technique de dosage avec le condensat est testée par ajout 

dosé avec la source TIS (ESI) sur un condensat de témoin en triplicate. Nous 

ajoutons une concentration de 35nM à un condensat présentant initialement une 

quantité indétectable de MDA. Le dosage moyen des triplicates est de 31.3nM avec 

un CV à 10.07%. Ce test était en faveur de l’absence d’effet matrice du condensat 

sur le dosage du MDA. 

La technique de dosage par spectrométrie de masse en tandem couplée à la 

chromatographie en phase liquide (HPLC-MS/MS) est donc adaptée au dosage du 

MDA dans les condensats et la source APCI est la plus sensible mais non disponible. 

Le dosage du MDA par HPLC-ESI-MS/MS sur une population de témoins retrouve 

néanmoins une détectabilité insuffisante pour envisager ce dosage sur des 

populations plus larges. Nous avons suspendu la mise au point du MDA du fait d’un 

changement structurel du plateau technique universitaire sur le CUMA avec de 

nouvelles dotations en matériels et notamment un nouveau spectromètre de masse 

avec source APCI disponible. 
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Les travaux de Syslova et al publiés en 2009 décrivant un dosage simultané du 

MDA et du 8-isoprostane en HPLC-MS/MS sans dérivation de l’échantillon nous ont 

incité à développer cette approche (93). 

II.2.6.1.2 HPLC-MS/MS selon Syslova et al., 2009 

Le dosage du MDA en HPLC-MS/MS selon Syslova et al (93) est séduisante du 

fait de l’absence de dérivation de l’échantillon qui nécessitait une manipulation 

supplémentaire source de contaminations. Un autre avantage non négligeable de 

cette méthode est la possibilité de dosage simultané du 8-isoprostane. Cette 

technique nécessite une concentration de l’échantillon par une extraction en phase 

solide (SPE C18 1mL Bond Elute) avant le dosage. Malheureusement, la mise au 

point de cette technique au CUMA de Lille n’a pas abouti. La sortie trop précoce de 

la molécule en HPLC, du fait d’un faible poids moléculaire du MDA, rend impossible 

l’individualisation du pic spécifique avec de multiples interférences. 

II.2.6.2 Conclusion 

Le dosage du MDA n’est pas réalisable à ce jour dans notre établissement. 

L’utilisation d’un autre spectromètre de masse sélectionnant les molécules selon leur 

masse exacte est en cours d’étude. La reprise de la première méthode avec une 

source APCI est également envisagée mais nécessite une nouvelle optimisation du 

fait du changement de spectromètre. 



56 

II.2.7 Dosage des cytokines  

Le dosage de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, TNFα), chemoattractantes (IL-

8) mais également anti-inflammatoires (IL-10) résultant de l’équilibre de la réponse 

immunitaire TH1/TH2 en rapport avec une agression de l’organisme a fait l’objet 

d’études cliniques notamment chez les sujets sains fumeurs, asthmatiques 

(98,130,139,141–143), BPCO (103,144), atteints de mucoviscidose (145) ou de 

sclérodermie (60). Les techniques utilisées  pour le dosage sont principalement des 

techniques ELISA et des techniques multiplex de cytométrie en flux qui présentent 

l’avantage d’un dosage simultané de plusieurs cytokines. 

II.2.7.1 Techniques de dosage évaluées 

Nous avons choisi de développer la technique multiplex qui permet un dosage de 

plusieurs cytokines simultanément. Ceci permet de définir sur un même échantillon le 

profil inflammatoire dans le condensat en rapport avec les pathologies étudiées et de 

pouvoir différencier ces profils d’une pathologie par rapport à une autre. 

II.2.7.1.1 Méthode multiplex de cytométrie en flux - Cytometric Bead 

Array (CBA) 

En partenariat avec le service d’immunologie du Centre de Bio-Pathologie du 

CHRU de Lille, nous avons utilisé la méthode multiplex Cytometric Bead Array (CBA) 

qui permet le dosage de 6 à 11 cytokines simultanément à partir d’un millilitre de 

condensat. La sensibilité théorique de cette technique est comparable à celle de 

l’ELISA, tout en étant très spécifique. 

Les dosages sont réalisés sur un millilitre de condensat congelé, concentré par 

lyophilisation puis resolubilisé dans 55µL d’une solution tampon. Cette concentration 
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est nécessaire du fait de la faible concentration des cytokines à l’état brut, proche 

voire inférieure aux seuils de détection de la technique (71,73,98,146). 

Un cocktail de billes recouvertes chacune d’un anticorps de capture permet le 

dosage simultané de plusieurs cytokines qui sont révélées par des anticorps 

secondaires fluorescents. La fluorescence est mesurée par un cytomètre. Les 

résultats sont exprimés en moyenne de fluorescence (MFI). L’interprétation des 

moyennes de fluorescence obtenues sur le cytomètre est réalisée grâce au logiciel 

d’analyse de données adapté au kit de dosage utilisé.  

Du fait de la réorganisation du département de biologie, les mises au point sont 

réalisées sur deux cytomètres avec des résultats différents voire divergents 

(cytomètre EPICS XL - Beckman Coulter avec le kit 6 plex CBA Human Th1/TH2 

cytokines 2 - BD Biosciences et cytomètre Cytomics™ FC500 - Beckman Coulter 

avec le kit 11 plex CBA FlowCytomix Human Th1/TH2 - Bender MedSystems). 

II.2.7.2 Reproductibilité 

Sur le premier cytomètre, les tests de faisabilité étaient satisfaisants. Nous avons 

retrouvé une bonne reproductibilité intra assay sur une population (N=36) de sujets 

témoins avec des coefficients de variation moyens (écart-types) respectivement à 

8.8% (8.7%), 9.5% (8.5%), 6.4% (7.2%), 11.6% (10.6), 11.1% (13.1%) et 7.4% 

(6.8%) pour l’IFNγ, le TNFα, les IL-10, IL-6, IL-4 et IL-2. Ces résultats ont permis la 

publication d’une étude montrant l’intérêt du dosage des cytokines dans les EBC 

d’une population de patients atteints de sclérodermie (60). 

Après la réorganisation du service hospitalier, une deuxième phase de mise au 

point était nécessaire sur le nouveau cytomètre et son kit de dosage. Nous 
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n’obtenons pas la sensibilité théorique du kit lors des tests sur gamme de calibration. 

Ce manque de sensibilité entraine une faible détectabilité des cytokines dans les 

condensats de sujets témoins. La reproductibilité intra assay évaluée sur les 

échantillons détectés est également trop importante pour permettre la validation de 

cette technique. 

Nous devons poursuivre l’optimisation de cette technique afin d’augmenter notre 

sensibilité et permettre le dosage des cytokines dans les EBC. Nous envisageons 

également l’utilisation de la méthode ELISA qui est la méthode de référence pour le 

dosage des cytokines. Elle permet le dosage d’une cytokine par échantillon. La 

recherche de plusieurs cytokines par cette méthode est de ce fait très 

consommatrice d’EBC. En revanche, elle peut être utilisée lorsque les cytokines 

d’intérêt sont ciblées. L’analyse des cytokines reste très intéressante pour évaluer de 

façon spécifique l’inflammation, ce qui nous amène à poursuivre son étude. 

II.2.8 Marqueurs d’exposition professionnelle dans les EBC 

L’analyse des composés d’exposition professionnelle ou environnementale dans 

les EBC ne fait pas partie de ce travail de thèse mais intéresse notre équipe. Cette 

analyse valide le fait que les condensats de l’air exhalé sont bien le reflet de l’arbre 

bronchique. La voie de pénétration des toxiques environnementaux ou 

professionnels étant principalement pulmonaire, la mise en évidence directe de ces 

composés au travers des EBC peut témoigner de l’origine professionnelle de 

certaines pathologies pulmonaires, et être le reflet de la concentration surfacique de 

ces composés toxiques au niveau de la muqueuse des voies aériennes. À l’heure 

actuelle, le dosage de certains métaux lourds est réalisé tels que le chrome, le 

cobalt, le tungstène mais également, chez des soudeurs, le nickel et le fer (13–16). 
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Les techniques de dosage sont principalement la spectroscopie d’absorption 

atomique électrothermique (ETAAS) et la spectrométrie par torche plasma (ICP-MS). 

Cette dernière technique présente l’avantage d’une analyse rapide et simultanée de 

nombreux éléments atomiques présents en très faible quantité mais le coût élevé de 

l’analyse et du matériel rendent son accès difficile favorisant l’utilisation de la 

première technique. 

La mise en évidence de composés minéraux dans les condensats tel que le mica 

chez un salarié fortement exposé a fait l’objet de travaux lillois récents (17). En ce qui 

concerne l’exposition à l’amiante, il n’y a pas à ce jour de détection possible des 

fibres dans le condensat mais l’étude des biomarqueurs du stress oxydant permet 

une évaluation précoce et infra clinique des pathologies liées (43). 

II.2.8.1 Conclusion 

Le dosage direct de métaux ou de composés minéraux dans les condensats est 

possible et est actuellement en cours d'évaluation dans notre laboratoire. La mise en 

évidence de la charge pulmonaire de ces différents toxiques associés au dosage des 

biomarqueurs du stress oxydant et de l'inflammation peuvent permettre la détection 

précoce des effets pulmonaires, et contribuer à la compréhension de la 

physiopathologie pulmonaire en rapport avec ces expositions. 
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II.2.9 Conclusion sur la standardisation méthodologique du recueil du 

condensat à l’analyse 

La méthode des EBC est aujourd’hui standardisée et validée en ce qui concerne 

le recueil et l’analyse des biomarqueurs tels que les protéines totales, les NOx, le 8-

isoprostane et l’H2O2. D'autres biomarqueurs sont encore en cours d'étude tels que 

le malondialdehyde et les cytokines. Ce travail méthodologique, publié, nous permet 

aujourd’hui d’utiliser la méthode des EBC sur des populations homogènes de 

patients sains et atteints de pathologies inflammatoires pulmonaires chroniques (62). 
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III. Partie 2 : Étude clinique 

III.1 Introduction 

L’étude de biomarqueurs de l’inflammation et du stress oxydant pulmonaire dans 

l’air exhalé (FeNO et EBC) est une approche séduisante du fait de son caractère non 

invasif. L’étude clinique du FeNO est maintenant bien développée et cet examen 

peut être réalisé dans le même temps que les explorations fonctionnelles 

respiratoires. En ce qui concerne la méthode des condensats, les études cliniques 

sont de plus en plus fréquentes sur des populations présentant des pathologies 

pulmonaires telles que l’asthme, la BPCO, la fibrose pulmonaire, la mucoviscidose, la 

sclérodermie mais également chez des patients ventilés ou ayant un reflux gastro 

œsophagien ou une atteinte rénale. Les données de ces études sont parfois 

contradictoires selon les biomarqueurs étudiés. Ceci est lié aux caractéristiques des 

populations et à la méthodologie de recueil et d’analyse des EBC. La publication en 

2012 de préconisations méthodologiques (18), alors que les premières 

recommandations datent de 2005 (3), témoigne de la difficulté d’interprétation des 

résultats de ces études cliniques. L’objectif actuel est la standardisation de la 

méthode et la constitution de valeurs de référence chez les témoins et la recherche 

d’autre biomarqueurs témoignant de l’inflammation et/ou du stress oxydant 

pulmonaire. L’utilisation des EBC en clinique dépend de cet objectif. 

C’est donc après un objectif premier de standardisation que nous étudions le 

FeNO et les EBC sur des populations de patients adultes atteints de pathologies 

inflammatoires pulmonaires chroniques telles que l'asthme, la BPCO, la fibrose 

pulmonaire et la sclérodermie en tenant compte des profils fonctionnels respiratoires. 
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Le second objectif principal de cette étude est la détection des biomarqueurs d'intérêt 

dans ces populations avec pour objectif secondaire la comparaison des différents 

niveaux de biomarqueurs au sein et entre chaque groupe. 

Cette étude clinique constitue la deuxième partie de notre recherche. Nous avons 

choisi d’analyser les protéines totales, les oxydes d’azotes (NOx), le 8-isoprostane 

ainsi que le FeNO0.05. Le délai entre le recueil des EBC et le dosage des 

biomarqueurs était incompatible avec le dosage du peroxyde d'hydrogène (H2O2) du 

fait de son instabilité. Ce biomarqueur n'est donc pas étudié dans cette étude même 

si, par ailleurs, nous le dosons sur d’autres populations. 

III.2 Matériel et Méthode 

III.2.1 Population 

Il s’agit d’une étude monocentrique transversale. Les résultats scientifiques que 

nous présentons portent sur 4 populations de malades bien phénotypés, recrutés au 

CHRU de Lille avec la collaboration des services d’exploration fonctionnelle 

respiratoire, de pneumologie, de médecine interne et de médecine du travail du 

personnel hospitalier. Il s’agit de 24 patients asthmatiques, 20 patients atteints de 

BPCO, 27 patients atteints de pneumopathie interstitielle diffuse (PID) et 27 patients 

atteints de sclérodermie (SSc) que nous comparons à 48 témoins (dont 21 fumeurs). 

Cette étude a reçu l’approbation du comité de protection des personnes (CPP 

Nord-Ouest IV). Les sujets témoins et malades ont été inclus dans l’étude après 

signature d’un consentement éclairé et ont bénéficié des mêmes examens dans 

l’ordre suivant : évaluation clinique, recueil des condensats, mesure du NO exhalé 

puis réalisation des tests fonctionnels respiratoires.  



63 

III.2.2 Questionnaire 

L’évaluation clinique est réalisée à partir d’un questionnaire standardisé du BMRC 

pour les symptômes respiratoires tels que la toux, l’expectoration, la dyspnée et les 

sifflements ainsi que pour les habitudes tabagiques (147). Les antécédents 

personnels et familiaux notamment allergiques sont recueillis ainsi que les 

traitements. L’atopie est définie par la présence d’un eczéma dans l’enfance 

persistant, d’une rhinite allergique ou d’un taux d’IgE totales élevé (>91kU/L). 

III.2.2.1 Témoins 

Les témoins volontaires sont recrutés parmi le personnel du CHRU de Lille en 

collaboration avec le service de médecine du travail. Pour être inclus, les témoins 

fumeurs et non fumeurs doivent présenter une fonction ventilatoire normale. Sont 

exclus : les femmes enceintes, les sujets ayant fumé ou consommé du café ou du 

thé dans les 4 heures précédant les explorations, les sujets présentant une 

pathologie évolutive sous jacente susceptible de modifier la fonction respiratoire et 

de provoquer des anomalies biologiques de la lignée inflammatoire ou une infection 

récente de moins de 3 mois ainsi que les sujets présentant un facteur de risque 

environnemental ou professionnel. 

III.2.2.2 Malades 

L’inclusion des sujets malades réalisée en collaboration avec les services de 

pneumologie et de médecine interne du CHRU de Lille comporte des critères 

spécifiques à chaque pathologie. Sont exclus : les femmes enceintes, les sujets 

ayant fumé ou consommé du café ou du thé dans les 4 heures précédant les 

explorations, les sujets présentant une autre pathologie évolutive susceptible de 
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modifier la fonction respiratoire et de provoquer des anomalies biologiques de la 

lignée inflammatoire ou une infection récente de moins de 3 mois. 

III.2.2.2.1 Asthme 

Pour les malades asthmatiques, le critère d’inclusion était la présence d’un 

asthme persistant modéré (GINA3) ou sévère (GINA4) (148). Les traitements par 

corticostéroïdes inhalés (ICS) et broncho-dilatateurs inhalés (β2+) sont acceptés 

contrairement à la prise d’un traitement oral par corticostéroïdes, antileucotriènes ou 

théophylline qui s’ajoute aux critères généraux d’exclusion. 

Nous avons considéré le contrôle de l’asthme au moyen du score de Juniper. Il 

s’agit d’un questionnaire d’évaluation quantitative de la maîtrise de l’asthme (ACQ) 

(149–151), dont les six premiers items évaluent sur les 7 derniers jours les 

symptômes fonctionnels diurnes et nocturnes, la consommation moyenne de 

broncho-dilatateurs ; le dernier item se rapporte au volume expiré maximal à la 1ère 

seconde exprimé en pourcentage par rapport à la théorique. Dans notre étude, un 

score inférieur à 2.2 témoigne d’un contrôle de l’asthme partiel. Le contrôle est 

considéré comme mauvais au dessus de ce seuil. 

III.2.2.2.2 BPCO 

Pour les malades atteints de BPCO, nous avons inclu des patients stade 2 et 3 

selon la classification GOLD (Global initiative for chronic Obstructive Lung Disease) 

(152). Les patients sont caractérisés par l’index BOD. Cet index provient de l’index 

BODE et prend en compte l’indice de masse corporelle (B), le VEMS (O) et le score 

de dyspnée selon le MRC (Medical Research Council) (D) (153) mais ne prend pas 

en compte le test de marche de 6 minutes. L’intérêt de l’index de BOD a été 
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démontré dans une étude en 2009 par rapport à des hospitalisations pour 

exacerbation chez les patients atteints de BPCO (154). Nous avons également pris 

en compte la prise actuelle de corticostéroïdes inhalés (ICS). 

La caractérisation s’est également faite sur la présence ou non d’un critère 

objectif qu’est la distension thoracique à partir du Volume résiduel (VR) de la 

capacité pulmonaire totale (CPT) et de la capacité résiduelle fonctionnelle (CRF), 

défini par l’augmentation du VR ou du rapport VR/CPT dans les syndromes mixtes 

(stade 1), augmentation de la CRF (stade 2) et de la CPT (stade 3). 

III.2.2.2.3 Pneumopathies interstitielles 

Concernant la population de patients atteints de pneumopathie interstitielle diffuse 

(PID), l’inclusion repose sur des critères cliniques, fonctionnels, scanographiques et 

biologiques (composition cellulaire du liquide de lavage broncho alvéolaire). 

Les patients ont été caractérisés par la présence sur le scanner d’un syndrome 

interstitiel avec un aspect de verre dépoli, de rayon de miel ou des bronchectasies de 

traction. 

Les patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique ont été spécifiquement 

étudiés au sein de cette population du fait de la gravité et de la rapidité d’évolution de 

cette atteinte. 

III.2.2.2.4 Sclérodermie (SSc) 

Les patients atteints de sclérodermie (SSc) systémique inclus dans notre étude 

devaient répondre aux critères de l’ACR (155). 
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Nous avons différencié les patients ayant une atteinte limitée (atteinte cutanée 

périphérique ne dépassant pas le niveau des genoux ou des coudes) de l’atteinte 

diffuse (156). La présence ou non d’une complication pulmonaire de type 

pneumopathie interstitielle avec fibrose est prise en compte de même qu’un 

traitement par corticothérapie orale. 

III.2.3 EFR 

Les tests fonctionnels sont effectués selon les recommandations de l’European 

Respiratory Society en 2005 (157) dans le service des Explorations Fonctionnelles 

Respiratoires du CHRU de Lille et comportent une spirométrie lente et forcée ainsi 

qu’un transfert du CO et du NO en apnée. La capacité vitale lente (CVL), le volume 

expiratoire maximum à la 1ère seconde (VEMS), le rapport VEMS/CVL, le débit 

expiratoire maximal médian (DEM25-75), la capacité pulmonaire totale (CPT), le 

volume résiduel (VR), la capacité résiduelle fonctionnelle (CRF), le transfert et le 

coefficient de transfert du CO en apnée (TLCO et K) ainsi que la capacité de transfert 

du NO (DLNO) sont retenus dans notre étude. 

III.2.4 Mesure de la fraction exhalée du NO (FeNO) 

Les concentrations de NO dans l’air exhalé sont mesurées avec un analyseur de 

NO en chimiluminescence de sensibilité égale à 1ppb (NOx 8000, SERES). Les 

conditions de réalisation de l’examen sont conformes aux recommandations de l’ATS 

de 2005 (8). La mesure s’est déroulée sujet debout, sans pince-nez. Après une 

inspiration profonde d’air filtré du NO (NO free) jusqu’à la capacité pulmonaire totale, 

la concentration de NO est mesurée, pendant une expiration contrôlée, sur le premier 

plateau stable de FeNO d’au moins 3 secondes (variations de FeNO <10% ou 1ppb). 

Deux mesures de FeNO sont effectuées pour chacun des 4 débits expiratoires 
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imposés : 25, 50 100 et 150ml/s. Sont retenues dans notre étude la FeNO moyenne 

des 2 mesures à 50 ml/s (FeNO0.05) et la production de NO alvéolaire et bronchique 

déterminés à partir du modèle de Tsoukias (30) si le R2 du modèle est supérieur à 

0.64 (62). 

La reproductibilité de la méthode a fait l’objet d’une étude dans laquelle deux 

mesures de NO le matin et deux mesures l’après midi ont été effectuées sur 31 

témoins, avec des coefficients de corrélation intra classe ≥0.98 (32). 

III.2.5 Recueil du condensat 

Les condensats sont collectés dans le service des Explorations Fonctionnelles 

Respiratoires du CHRU de Lille, avant la mesure du FeNO, par un dispositif 

EcoScreen (Jaeger) décrit précédemment (cf. §II.1.2). Brièvement, le sujet respire 

normalement par un embout buccal à usage unique au travers d’une valve 2 voies. 

Un piège à salive évite la contamination salivaire. L’air expiré est isolé et refroidi par 

un condenseur à -20°C. Un spiromètre électronique branché sur le circuit expiratoire 

permet la surveillance de la ventilation du sujet. Le recueil est terminé lorsque le 

volume expiré total atteint 200 litres permettant d’obtenir en moyenne 4mL de 

condensat. 

III.2.6 Analyse des biomarqueurs 

III.2.6.1 Dosage des protéines totales (cf. Partie 1§II.2.2.1.3) 

L’objectif du dosage des protéines totales dans les EBC est différent selon les 

auteurs (cf. §II.2.2). Pour certains auteurs, ce dosage reflète l’augmentation des 

médiateurs de l’inflammation lors d’états pathologiques (72,73,158) ; pour d’autres le 

niveau des protéines totales serait en rapport avec le degré de dilution des EBC et 
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servirait de facteur correcteur (12,52). Dans notre étude, la comparaison des niveaux 

de protéines totales et de NOx entre les groupes est associée à la comparaison des 

NOx rapportés aux protéines totales. 

Les protéines totales dans les EBC sont dosées par méthode µBCA (MicroBC 

Assay Protein Quantitation Small kit, Uptima, Interchim). Le dosage est réalisé sur 

condensat brut, décongelé. La limite de détection est de 1µg/ml. Le taux de 

détectabilité dans notre population est de 96%. 

III.2.6.2 Dosage Oxydes d’azote (NOx) (cf. Partie 1§II.2.3.1.2) 

Pour le dosage des nitrites totaux, la méthode de Griess modifiée (Griess 

Reagent Kit, Invitrogen) est utilisée avec détection par spectrophotométrie. La 

réaction de Griess permet la mesure des nitrites. Les nitrates sont donc 

préalablement réduits en nitrites pour être quantifiés. La concentration mesurée 

représente la somme des nitrites et des nitrates présents initialement dans les EBC. 

L’étape de réduction est réalisée par une technique enzymatique en tubes, utilisant 

la nitrate réductase (Sigma). La limite de détection est de 2µM. Le taux de 

détectabilité dans notre population est de 100%. 

III.2.6.3 Dosage du 8-Isoprostane (cf. Partie 1§II.2.4.1.2) 

Pour cette étude, nous utilisons le 8-isoprostane EIA kit (Cayman, Interchim) avec 

lecture par spectrophotomètre entre 405 et 420 nm (Apollo, LB912, Berthold 

Technologies). Plus le signal est faible, plus la concentration en 8-isoprostane est 

élevée. Les données sont analysées à l’aide d’un logiciel (Cayman). La limite de 

détection est de 2pg/ml. Le taux de détectabilité est de 96%. 
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III.2.7 Statistiques 

L’analyse statistique des données est réalisée grâce au logiciel SAS 9.2 (Cary 

NC). L’analyse descriptive des biomarqueurs a montré une distribution log normale 

(test de normalité de Shapiro Wilk). Les résultats sont présentés en valeur moyenne 

géométrique (écart-type géométrique). Les tests statistiques sont donc effectués sur 

le logarithme des variables. Lorsque les valeurs des biomarqueurs sont au dessous 

de la LOD (non détectables), la valeur est fixée à la moitié de la LOD (159). 

Les comparaisons de fréquence ont été effectuées par le test du Khi2. 

En ce qui concerne les valeurs quantitatives (brutes ou après transformation 

logarithmique), la comparaison entre les groupes est faite par une analyse de 

variance (ANOVA) ou, si les effectifs sont faibles, par une analyse non paramétrique 

de Kruskal Wallis. Pour les biomarqueurs de l’inflammation et du stress oxydant, les 

moyennes et les écarts types ont été ajustés sur les cofacteurs tabac et atopie. 

Les comparaisons deux à deux post hoc sont effectuées dans tous les cas avec la 

correction de Bonferroni. 

Les relations entre les variables quantitatives sont effectuées par un test de 

corrélation de Spearman comme par exemple, l’association entre les biomarqueurs 

et les EFR dans les cinq groupes de notre population. 

Pour l’ensemble de ces tests, le seuil de significativité est fixé classiquement à 5%, 

une tendance statistique est évoquée lorsque la probabilité du test est comprise 

entre 5 et 10%. 
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III.3 Résultats 

III.3.1 Caractéristiques générales 

Le Tableau 9 résume la caractérisation de notre population sur : l’âge, l’indice de 

masse corporel (BMI), le sexe, l’atopie, le nombre de fumeurs actifs et le tabagisme 

en paquets année. La population BPCO est essentiellement masculine (90%) 

contrairement aux populations atteintes de PID et sclérodermie qui sont en majorité 

composées de femmes. La comparaison deux à deux montre des témoins et des 

patients asthmatiques significativement plus jeunes par rapport aux patients atteints 

de BPCO, PID et sclérodermies. 

Les témoins ont un BMI significativement plus bas que celui des PID ainsi qu’un 

tabagisme inférieur à celui des BPCO. Les populations asthmatiques, atteintes de 

PID et de sclérodermie sont en majorité non fumeuses alors que les BPCO et 

témoins sont fumeurs actifs pour moitié. Concernant la fréquence de l’atopie, la 

différence est significative entre les patients BPCO et les témoins d’une part, et 

d’autre part les patients asthmatiques chez qui elle est plus élevée. On note un 

nombre important de sujets atopiques parmi les témoins de notre population (45.8%).  

Tableau 9 Caractéristiques générales de la population 

 
Témoins 
n=48 

Asthmes 
n=24 

BPCO 
n=20 

PID 
n=27 

SSc 
n=27 

p 

Age a(ans) 39.8 (11.5) 44.8 (16.3) 58.4 (9.2)§ £ 56.4 (15.2)§ £ 55.0 (11.9)§ £ <0.0001 

BMI a(kg/m
2
)  24.2 (4.1) 26.2 (5.1) 27.2 (6.8) 28.4 (5.2)§ 24.5 (6.5) 0.013 

Sexe b 
(Homme) 9 (18.7) 12 (50.0) 18 (90.0) 15 (55.6) 3 (11.1) <0.0001 

Atopie b 22 (45.8) 22 (91.7) 6 (30.0)§ £ 15 (55.5) 11 (40.7) <0.001 

Tabac b(Fumeurs) 21 (43.7) 6 (25.0) 9 (45.0) 1 (3.7) 4 (14.8) 0.001 

Tabagisme c(PA)  12.8 (9.5) 25.4 (21.1) 40.4 (23.8)§ 2.0 (-) 12.5 (12.1) 0.002 
BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses, SSc: Sclérodermie 
p: test Khi2 pour les fréquences ou ANOVA pour les comparaisons de moyenne (p<0.05) 
a résultats présentés en valeurs moyennes (Ecart-types) 
b nombre (pourcentage) 
c en paquets-année 
§ Différence significative avec les témoins (test de Bonferroni p<0.05) 
£ Différence significative avec les asthmatiques (test de Bonferroni p<0.05) 
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III.3.1.1 Symptomatologie respiratoire 

La symptomatologie respiratoire est résumée dans le Tableau 10. La toux se 

manifeste essentiellement chez les sujets BPCO et asthmatiques alors qu’elle 

concerne peu les sujets atteints de sclérodermie ou les témoins chez qui elle 

concerne surtout les fumeurs. De même, les expectorations sont présentes sur la 

moitié des populations BPCO et asthmatiques avec une proportion moindre chez les 

sujets atteints de PID et de sclérodermie, voire quasi nulle chez les témoins. Les 

patients asthmatiques, atteints de BPCO ou de PID sont en majorité dyspnéiques. 

Cette dyspnée concerne la moitié des sclérodermies et on note 16% de sujets 

présentant une dyspnée stade 1 chez les témoins, expliquée par un BMI plus 

important. Enfin, 100% des sujets asthmatiques présentent un sifflement. 

Tableau 10 Fréquence des symptômes respiratoires de la population 

 
Témoins 

n=48 
Asthmes 

n=24 
BPCO 
n=20 

PID 
n=27 

SSc 
n=27 

P 

Toux a       

matin  8 (16.7) 14 (58.3) 13 (65.0) 11 (40.7) 5 (19.2) <0.0001 

journée 5 (10.4) 14 (58.3) 13 (65.0) 13 (48.1) 4 (15.4) <0.0001 

chronique 3 (6.2) 12 (50.0) 13 (65.0) 11 (40.7) 3 (11.5) <0.0001 

Expectorations a       

matin 1 (2.1) 13 (54.2) 11 (55.0) 9 (33.3) 4 (15.4) <0.0001 

journée 1 (2.1) 11 (45.8) 12 (60.0) 9 (33.3) 3 (11.5) <0.0001 

chronique 0 9 (37.5) 10 (50.0) 9 (33.3) 3 (11.5) <0.0001 

Dyspnée a 8 (16.7) 19 (79.2) 16 (80) 23 (85.2) 14 (53.8) <0.0001 

grade 1 8 (16.7) 8 (33.3) 6 (30.0) 10 (37.0) 7 (26.9)  

grade 2 0 3 (12.5) 4 (20.0) 4 (14.8) 4 (15.4)  

grade 3 0 4 (16.7) 5 (25.0) 6 (22.2) 2 (7.7)  

grade 4 0 4 (16.7) 1 (5.0) 3 (11.1) 1 (3.8)  

Sifflements a 6 (12.5) 24 (100) 11 (55.0) 13 (48.1) 3 (11.5) <0.0001 
BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses, SSc: Sclérodermie 
p: Khi2 
a nombre (pourcentage) 
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III.3.1.1.1 EFR 

L’étude des explorations fonctionnelles respiratoires est présentée dans le 

Tableau 11. On retrouve des valeurs moyennes normales chez les témoins et les 

sclérodermies. Les patients asthmatiques et BPCO ont des valeurs moyennes 

significativement diminuées sur le rapport VEMS/CVL et sur le DEM25-75 témoignant 

de l’obstruction des voies aériennes. Concernant les patients atteints de PID, Les 

valeurs moyennes basses de la CPT montrent une prédominance restrictive. Le 

rapport VR/CPT élevé, témoignant de la distension, est relevé chez les asthmatiques 

et le groupe BPCO par rapport aux témoins. L’étude du transfert du CO (TLCO) 

retrouve des valeurs plus basses que les témoins dans le groupe PID mais 

également dans les groupes BPCO et sclérodermie. Enfin, l’étude de la capacité de 

transfert du NO (DLNO) est diminuée dans le groupe PID en comparaison des 

témoins. 

Tableau 11 Résultats des EFR de la population 

 Témoins 
n=48 

Asthmes 
n=24 

BPCO 
n=20 

PID 
n=27 

SSc 
n=27 

p 

CVLa 1.10 (0.11) 0.88 (0.21)
§
 0.91 (0.20)

§
 0.83 (0.19)

§
 0.96 (0.20)

§
 <0.0001 

VEMSa 1.05 (0.11) 0.59 (0.22)
§
 0.57 (0.19)

§
 0.82 (0.20)

§
 0.93 (0.22)

§
 <0.0001 

VEMS/CVLa 0.99 (0.07) 0.73 (0.13)
§
 0.66 (0.17)

§
 1.03 (0.11) 1.03 (0.10) <0.0001 

DEM25-75
a 0.87 (0.19) 0.27 (0.15)

§
 0.22 (0.11)

§
 0.76 (0.35) 0.80 (0.35) <0.0001 

VRa 1.04 (0.18) 1.50 (0.48)
§
 1.65 (0.47)

§
 0.72 (0.22)

§
 0.99 (0.29)

§
 <0.0001 

CRFa 1.01 (0.18) 1.15 (0.30) 1.41 (0.37)
§
 0.69 (0.17)

§
 0.92 (0.18) <0.0001 

CPTa 1.07 (0.09) 1.07 (0.15) 1.15 (0.18) 0.77 (0.17)
§
 0.95 (0.15)

§
 <0.0001 

VR/CPTb 0.30 (0.05) 0.45 (0.14)
§
 0.50 (0.11)

§
 0.33 (0.07) 0.38 (0.08) <0.0001 

TLCOa 0.86 (0.12) 0.82 (0.19) 0.60 (0.21)
§
 0.55 (0.16)

§
 0.66 (0.17)

§
 <0.0001 

Kb 4.60 (0.81) 4.69 (0.91) 3.40 (1.18) 3.87 (1.09) 3.89 (0.80) <0.0001 

DLNOb 116.20 (27.56) 122.52 (44.91) 79.39 (25.31)
§
 70.81 (25.44)

§
 89.53 (21.45)

§
 <0.0001 

BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses, SSc: Sclérodermie 
CVL: capacité vitale lente; VEMS, volume expiratoire maximum en 1s; CPT: capacité pulmonaire totale; DEM25-75: débit expiratoire maximal 
médian; VR: volume résiduel; CRF: capacité résiduelle fonctionnelle; TLCO: transfert du CO en apnée; K: Coefficient de transfert du CO; 
DLNO: capacité de transfert du monoxyde d'azote 
p: ANOVA p<0.05 
a Résultats présentés sous forme de rapport valeurs observées / valeurs prédites, moyenne (écart-type) 
b moyenne (écart-type) 
§ Différence significative avec les témoins (test de Bonferroni p<0.05) 
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III.3.1.1.2 Recueil des condensats de l’air exhalé 

Le recueil des condensats de l’air exhalé (EBC) s’est effectué jusque 200 litres de 

volume expiré cumulé ce qui a permis un recueil moyen (écart-type) de 4.5ml (1.2). 

Le temps moyen (écart-type) est de 24min (7.5). Pour tous ces paramètres, nous 

n’avons pas noté de différence significative entre les groupes. 
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III.3.2 Niveaux des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé 

III.3.2.1 Etude des biomarqueurs de l’air exhalé sur les 5 groupes de sujets 

Les résultats des marqueurs de l’inflammation dans l’air exhalé sont rapportés 

dans le Tableau 12. Ils objectivent une différence significative pour le FeNO0.05 et le 

NObronchique, plus élevés chez les asthmatiques ainsi que du FeNOalvéolaire augmenté 

dans le groupe PID et le groupe sclérodermie par rapport aux témoins. 

Les analyses de variance montrent une relation significative entre les pathologies 

et le niveau des NOx dans les EBC. On retrouve notamment une augmentation 

significative des NOx chez les patients atteints de sclérodermie et une tendance à 

l’augmentation des NOx chez les BPCO. 

Tableau 12 Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé sans prise en compte des 
cofacteurs 

 Témoins 
n=48 

Asthmes 
n=24 

BPCO 
n=20 

PID 
n=27 

SSc 
n=27 

p 

FeNO0.05 (ppb)
a 10.5 (2.06) 22.2 (2.38)§ 9.1 (2.34) 17.1 (1.73) 12.5 (2.01) 0.001 

NObronchique (nL/min)
a 28.5 (2.11) 71.6 (2.20)§ 45.2 (2.84) 36.5 (2.02) 24.7 (3.15) 0.009 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.5 (1.84) 3.6 (1.64) 2.7 (2.54) 5.7 (1.83)§ 5.0 (1.37)§ <0.001 

       

Protéines (µg/mL)
a 3.6 (2.35) 5.4 (2.23) 6.2 (2.52) 5.1 (1.50) 4.3 (2.18) 0.064 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.5 (1.76) 20.3 (2.13) 16.4 (2.05) 11.7 (2.26) 12.9 (4.68) 0.165 

NOx (µM)
a 10.2 (1.74) 13.9 (1.78) 16.6 (2.03) 10.4 (2.04) 17.8 (2.26)§ 0.002 

NOx/Protéinesa 2.8 (2.43) 2.5 (2.62) 2.7 (2.85) 2.0 (1.92) 4.0 (1.77) 0.095 

BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses, SSc: Sclérodermie 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s, NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: ANOVA (p<0.05) 
a Résultats présentés en valeurs moyenne géométrique (écart-type géométrique) 
§ Différence significative avec les témoins (test de Bonferroni p<0.05) 
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III.3.2.2 Étude des biomarqueurs de l’air exhalé chez les témoins* 

Afin de s’affranchir de l’effet pathologie, nous étudions l’influence des cofacteurs 

sur les niveaux des biomarqueurs dans la population des témoins. 

III.3.2.2.1 Étude des cofacteurs pouvant influencer les niveaux de biomarqueurs 

Nous n’avons pas trouvé de relations entre le niveau des biomarqueurs et le sexe 

ou le BMI. L’étude des corrélations entre les biomarqueurs et les EFR montre une 

corrélation négative entre le FeNOalvéolaire et le rapport VEMS/CVL, indiquant une 

augmentation de ce paramètre en rapport avec l’obstruction (r=-0.44 ; p(r)=0.016). 

(160). 

III.3.2.2.1.1 Âge 

Dans notre population témoin (n=48), relativement jeune, l’étude des corrélations 

ne retrouve pas d’effet âge sur l’ensemble des biomarqueurs en accord avec l’étude 

de Cruz et al en 2008 pour les NOx (nitrites et les nitrates) dans les EBC (110). Les 

auteurs retrouvaient un effet âge sur les 8-isoprostanes dans les EBC entre les 

sujets les plus âgés (60-80ans) et les plus jeunes (18-29 ans et 30-39 ans). 

III.3.2.2.1.2 Tabac 

Concernant l’effet du tabac, on retrouve une tendance sur le FeNO (p=0.078) 

avec des valeurs plus basses chez les fumeurs. Il existe une corrélation négative 

modérée entre la consommation cumulée de tabac et les NOx. 

Les données de la littérature sont contradictoires en ce qui concerne les effets du 

tabac sur les biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé. Certains retrouvent une 
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augmentation de FeNO (161), des NOx (72) ou du 8-isoprostane (116) chez les 

fumeurs. D’autres ne retrouvent aucune différence sur les protéines totales 

(138,161), sur les NOx (162), le FeNO (163) ou sur le 8-isoprostane (111,163,164). 

La diminution du FeNO chez les témoins fumeurs dans notre étude, également 

démontrée par de nombreux auteurs (116,165,166), peut s’expliquer par une 

diminution de l’activité des iNOs chez les fumeurs du fait de l’installation d’une 

inflammation chronique avec mise en œuvre d’un rétrocontrôle par les médiateurs 

anti-inflammatoires, notamment certaines cytokines (cf. §I.2.2 p6) (4). 

III.3.2.2.1.3 Atopie 

L’étude de l’effet de l’atopie sur les biomarqueurs de l’air exhalé retrouve un effet 

significatif pour le 8-isoprostane (p=0.032) avec des valeurs plus faibles chez les 

témoins atopiques. Ces résultats sont concordants avec ceux de Mondino et al en 

2004 qui n’avaient pas non plus retrouvé d’augmentation du 8-isoprostane chez les 

enfants atopiques non asthmatiques par rapport aux témoins (102). 

L’analyse de l’effet synergique de l’atopie et du tabac sur les isoprostanes montre 

une tendance à la baisse (p=0.076) avec un effet atopie significatif. Concernant le 

FeNO0.05, seul le tabac est significatif sur la diminution de concentration du NO. 

Au total, ce chapitre montre l’intérêt de prendre en compte les facteurs tabac et 

atopie pour comparer les niveaux de biomarqueurs entre les groupes de sujets sains 

et malades. 
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III.3.2.3 Étude des biomarqueurs de l’air exhalé sur les 5 groupes avec prise 

en compte des cofacteurs 

Les Figures 9 à 14 montrent les niveaux de biomarqueurs mesurés dans l’air 

exhalé des 5 groupes avec prise en compte des cofacteurs tabac et atopie. 

Figure 9. FeNO0.05 mesuré dans l’air exhalé avec prise en compte des 
cofacteurs tabac et atopie 
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BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses 
SSc: Sclérodermie 
p: test de Bonferroni p<0.05 
┬

 Erreur standard de la valeur moyenne géométrique (u) 

Figure 10. FeNObronchique mesuré dans l’air exhalé avec prise en compte 
des cofacteurs tabac et atopie  
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BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses 
SSc: Sclérodermie 
p: test de Bonferroni p<0.05 
┬

 Erreur standard de la valeur moyenne géométrique (u) 

p=0.041 p=0.044 

p=0.013  p=0.043 
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Figure 11. FeNOalvéolaire mesuré dans l’air exhalé avec prise en compte des 
cofacteurs tabac et atopie 
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BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses 
SSc: Sclérodermie 
p: test de Bonferroni p<0.05 
┬

 Erreur standard de la valeur moyenne géométrique (u) 

Les niveaux de FeNO0.05 restent plus élevés chez les asthmatiques par rapport 

aux groupes témoins et BPCO. Les niveaux de NObronchique restent plus élevés chez 

les asthmatiques par rapport aux groupes témoins et sclérodermie. Enfin, le 

FeNOalvéolaire est toujours augmenté dans les groupes PID et sclérodermie par 

rapport aux témoins. Concernant ces 3 paramètres, la prise en compte du tabac et 

de l’atopie ne modifie pas les résultats puisque ces différences étaient déjà mises en 

évidence (cf. Tableau 12). 

p=0.0003 

p=0.0001 
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Figure 12. Protéines totales mesurées dans l’EBC avec prise en compte 
des cofacteurs tabac et atopie 
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Figure 13. 8-Isoprostane mesuré dans l’EBC avec prise en compte des 
cofacteurs tabac et atopie 
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Figure 14. NOx mesurés dans l’EBC avec prise en compte des cofacteurs 
tabac et atopie 
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BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses 
SSc: Sclérodermie 
p: test de Bonferroni p<0.05 
┬

 Erreur standard de la valeur moyenne géométrique (u) 

Dans les EBC, concernant les protéines totales, la prise en compte des 

cofacteurs a mis en évidence un effet groupe de sujets avec un p=0.048 limite de la 

significativité mais les comparaisons deux à deux ne sont pas significatives. 

Concernant le 8-isoprostane, la tendance est la même que celle de l’étude sans 

les cofacteurs avec une absence de différence significative entre les groupes, 

expliquée par des niveaux élevés chez les témoins. 

Concernant l’étude des NOx, le groupe sclérodermie a des niveaux 

significativement plus élevés que les témoins et le groupe PID. Pour le groupe 

BPCO, cette analyse met en évidence des niveaux significativement plus élevés de 

NOx par rapport aux témoins et au groupe PID. 

p=0.044 

p=0.006 

p=0.004 p=0.039 
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III.3.2.4 Niveaux des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé au sein de 

chaque pathologie 

Après cette analyse globale, nous analysons les caractéristiques spécifiques de 

chaque pathologie (Tableau 13). Dans ces analyses particulières, le groupe témoin 

est repris systématiquement. Un tableau de synthèse (p100) résume l’ensemble des 

résultats significatifs.  

III.3.2.4.1 Asthme 

Nous avons étudié l’importance des profils cliniques des asthmatiques sur les 

marqueurs de l’inflammation, tels que le contrôle et la sévérité de la maladie par 

rapport aux témoins. La quasi-totalité (96%) des patients étant sous traitement par 

corticoïdes inhalés, nous n’avons pas étudié ce facteur. 

Tableau 13. Caractéristiques générales de la sous population asthmatique 

 Asthmes Contrôled  Sévéritée  

 
 

n=24 
Partiel 
n=10 

Mauvais 
n=14 

p 
GINA III 

n=11 
GINA IV 

n=13 
p 

Age
b
 (ans) 44.8 (16.3) 46.0 (15.5) 44.6 (18.0) 0.642 45.8 (19.9) 44.0 (13.4) 0.685 

BMI (kg/m2)
b
 26.2 (5.1) 26.61 (5.28) 25.72 (5.28) 0.733 27.57 (5.53) 25.04 (4.57) 0.297 

Tabagisme
c
 (PA) 25.4 (21.1) 28.7 (27.6) 20.5 (13.4) 1.000 12.7 (8.6) 44.5 (20.5) 0.149 

CVL
a
 0.88 (0.21) 0.97 (0.23) 0.81 (0.18) 0.193 1.00 (0.18) 0.77 (0.18) 0.010 

VEMS
a
 0.59 (0.22) 0.67 (0.26) 0.55 (0.18) 0.306 0.78 (0.16) 0.43 (0.13) <0.0001 

VEMS/CVL
a
 0.73 (0.13) 0.74 (0.14) 0.76 (0.10) 0.78 0.82 (0.04) 0.67 (0.15) 0.003 

DEM25-75
a
 0.27 (0.15) 0.32 (0.18) 0.24 (0.12) 0.339 0.40 (0.12) 0.16 (0.05) <0.0001 

VR
a
 1.50 (0.48) 1.45 (0.54) 1.55 (0.47) 0.642 1.27 (0.29) 1.70 (0.53) 0.037 

CRF
a
 1.15 (0.30) 1.16 (0.30) 1.14 (0.32) 0.975 1.05 (0.18) 1.24 (0.35) 0.099 

CPT
a
 1.07 (0.15) 1.09 (0.16) 1.05 (0.14) 0.515 1.07 (0.13) 1.07 (0.17) 0.643 

VR/CPT
b
 0.45 (0.14) 0.40 (0.12) 0.48 (0.15) 0.306 0.38 (0.11) 0.51 (0.14) 0.024 

TLCO
a
 0.82(0.19) 0.93 (18.62) 0.75 (0.16) 0.070 0.92 (0.18) 0.72 (0.16) 0.028 

K
b
 4.69 (0.91) 4.76 (0.78) 4.64 (1.02) 0.847 4.79 (0.56) 4.58 (1.19) 0.427 

DLNO
b
 122.52 (44.91) 148.81 (53.07) 105.00 (30.09) 0.087 144.61 (35.11) 103.20 (45.41) 0.056 

CVL: capacité vitale lente; VEMS, volume expiratoire maximum en 1s; CPT: capacité pulmonaire totale; DEM25-75: débit expiratoire maximal 
médian; VR: volume résiduel; CRF: capacité résiduelle fonctionnelle; TLCO: transfert du CO en apnée; K: Coefficient de transfert du CO; 
DLNO: capacité de transfert du monoxyde d'azote 
p: tests non paramétriques (p<0.05) 
a Résultats présentés sous forme de rapport valeurs observées/valeurs prédites, moyenne (écart-type) 
b moyenne (écart-type) 
c en paquets-année 
d Mauvais contrôle: Score de Juniper>2.2 

e Selon la classification GINA 2007; GINA III : persistant modéré ; GINA IV: persistant sévère 
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III.3.2.4.1.1 Corrélation entre Biomarqueurs et EFR chez les asthmatiques 

L’étude des corrélations entre biomarqueurs de l’air exhalé et les EFR retrouve 

une corrélation modérée du FeNO0.05 avec la diminution du DEM25-75 (r= -0.40 ; 

p=0.002) ainsi que du NObronchique avec la diminution du rapport VEMS/CVL (r=-0.43 ; 

p=0.003) et du DEM25-75 (r=0.45 ; p=0.003). Ainsi, plus la fonction respiratoire est 

altérée, plus la valeur du NO est élevée.  

Concernant les autres biomarqueurs, aucune corrélation robuste n’est retrouvée. 

En 2006, Baraldi et al n’avaient retrouvé aucune corrélation entre le FeNO et les 

paramètres de la fonction pulmonaire (167). 

Ces résultats sont cependant cohérents puisque les EFR traditionnelles sont 

l’expression indirecte et plus tardive des atteintes respiratoires présentes ou passées 

contrairement aux paramètres inflammatoires mesurés (60). 
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III.3.2.4.1.2 Étude du contrôle de l’asthme - Juniper 

Tableau 14. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et 
asthmatiques en fonction du contrôle de l’asthme (Juniper) 

 
Témoins 
 
n=48 

Asthmesb 
Contrôle Partiel  
n=10 

Asthmesb 
Mauvais Contrôle  
n=14 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.5 (2.06) 25.2 (1.68) 21.5 (3.02) 0.005 

NObronchique (nL/min)
a 28.5 (2.11) 74.8 (1.82) 68.5 (2.69) 0.006 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.5 (1.84) 3.7 (1.72) 3.5 (1.62) 0.224 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.6 (2.35) 3.7 (2.20) 7.2 (2.09) 0.029 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.5 (1.76) 17.0 (2.03) 25.2 (2.30) 0.644 

NOx (µM)
a 10.2 (1.74) 16.1 (1.61) 11.9 (1.94) 0.074 

NOx/Protéinesa 2.8 (2.43) 4.4 (2.27) 1.6 (2.42) 0.044 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 
b Mauvais contrôle: Score de Juniper>2.2 

Le contrôle de l’asthme a été étudié par le score de Juniper (151), en considérant 

le score de 2.2 au delà duquel le contrôle de l’asthme est mauvais (MC). En deçà de 

ce score, le contrôle est considéré comme partiel (CP). Le Tableau 14 présenté ci-

dessus résume les niveaux de biomarqueurs dans l’air exhalé en fonction du contrôle 

de l’asthme par rapport aux témoins. 

Concernant le FeNO0.05 et le NObronchique, les niveaux sont inférieurs chez les 

témoins. Ces deux marqueurs ne sont pas significativement différents entre les deux 

groupes d’asthme. Dans les EBC, concernant les protéines, il existe une différence 

significative avec une tendance (p=0.067) entre les deux groupes d’asthme. Il existe 

une tendance concernant les NOx avec des valeurs plus élevées chez les asthmes 

(PC) sans différence retrouvée avec les asthmes (MC). Cette différence entre les 

deux groupes asthmatiques devient significative lorsqu’on rapporte les NOx aux 

protéines (p=0.038) pour tenir compte de la dilution. Là encore, ce rapport est plus 

élevé chez les asthmes (PC). 
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III.3.2.4.1.3 Étude de la sévérité de l’asthme - GINA 

Tableau 15. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et 
asthmatiques en fonction de la gravité de l’asthme (GINA 2007) 

 
Témoins 
 
n=48 

Asthmese 
GINA III 
n=11 

Asthmese 
GINA IV 
n=13 

pc 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 25.15 (1.76) 19.77 (2.97) 0.005 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) 81.63 (1.76) 60.11 (2.86) 0.004 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) 4.44 (1.56) 2.75 (1.57) 0.044 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 4.68 (2.21) 6.20 (2.28) 0.059 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 18.12 (2.50) 22.64 (1.78) 0.427 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 16.16 (1.80) 12.30 (1.75) 0.058 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 3.73 (2.38) 1.84 (2.60) 0.192 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 
e Selon la classification GINA 2007; GINA III : persistant modéré ; GINA IV: persistant sévère 

 

La table présentée ci-dessus (Tableau 15) résume les niveaux de biomarqueurs 

dans l’air exhalé en fonction de la gravité de l’asthme selon la classification GINA  

par rapport aux témoins (148). L’étude du NO exhalé retrouve une différence 

significative pour le FeNO0.05, le NObronchique et le FeNOalvéolaire avec des valeurs plus 

hautes chez les asthmes GINA III. Seul le FeNOalvéolaire est augmenté chez les 

asthmes GINAIII par rapport aux asthmes GINA IV. Concernant les EBC, il existe 

une tendance pour les protéines et les NOx avec des valeurs plus élevées chez les 

GINA IV pour les protéines et GINA III pour les NOx sans différence retrouvée entre 

les GINA III et IV pour les deux biomarqueurs. 
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III.3.2.4.2 BPCO 

Nous avons caractérisé les patients atteints de BPCO en fonction de la sévérité 

d’une part, selon la classification GOLD (152) et d’autre part, à partir du score 

prédictif d’hospitalisation pour exacerbation BOD intégrant l’indice de masse 

corporelle, le score de dyspnée et le VEMS (154). Dans ce dernier cas, un score égal 

à 2 constitue la limite dans notre population. Nous avons également étudié l’effet de 

la présence d’une distension pulmonaire grâce au VR, à la CPT et au rapport 

VR/CPT (168) et l’impact d’une corticothérapie inhalée sur le niveau des 

biomarqueurs. Les Tableaux 16 et 17 donnent les caractéristiques générales de 

cette sous-population selon ces différents critères. 

Tableau 16. Caractéristiques générales de la sous population BPCO en fonction de la sévérité selon 
le GOLD ou le score BOD 

 BPCO Sévéritéd  BODe  

 
 

n=20 
GOLD II 

n=12 
GOLD III 

n=8 
p 

<2 
n=12 

>2 
n=8 

p 

Age
b
 (ans) 58.4 (9.2) 56.2 (9.7) 61.7 (7.6) 0.114 56.0 (9.7) 62.0 (7.4) 0.083 

BMI
b
 (kg/m

2
) 27.2 (6.8) 29.34 (7.33) 23.98 (4.47) 0.083 29.46 (7.35) 23.80 (4.15) 0.045 

Tabagisme
c
 (PA) 40.4 (23.8) 44.5 (19.4) 35.3 (30.8) 0.623 44.5 (19.4) 35.3 (30.8) 0.623 

CVL
a
 0.91 (0.20) 0.96 (0.14) 0.84 (0.25) 0.375 0.92 (0.13) 0.90 (0.28) 0.847 

VEMS
a
 0.57 (0.19) 0.69 (0.13) 0.40 (0.08) <0.001 0.67 (0.15) 0.43 (0.12) 0.003 

VEMS/CVL
a
 0.66 (0.17) 0.75 (0.11) 0.54 (0.16) 0.010 0.75 (0.11) 0.54 (0.16) 0.008 

DEM25-75
a
 0.22 (0.11) 0.27 (0.09) 0.13 (0.07) 0.001 0.27 (0.10) 0.13 (0.07) 0.004 

VR
a
 1.65 (0.47) 1.43 (0.36) 1.97 (0.45) 0.005 1.48 (0.39) 1.90 (0.49) 0.034 

CRF
a
 1.41 (0.37) 1.24 (0.26) 1.66 (0.37) 0.023 1.25 (0.27) 1.65 (0.38) 0.028 

CPT
a
 1.15 (0.18) 1.10 (0.14) 1.22 (0.22) 0.263 1.10 (0.14) 1.23 (0.22) 0.153 

VR/CPT
b
 0.50 (0.11) 0.44 (0.08) 0.58 (0.08) 0.004 0.46 (0.09) 0.56 (0.11) 0.041 

TLCO
a
 0.60 (0.21) 0.72 (0.20) 0.44 (0.11) 0.002 0.71 (0.20) 0.45 (0.11) 0.004 

K
b
 3.40 (1.18) 3.91 (1.08) 2.69 (0.96) 0.035 3.93 (1.06) 2.67 (0.97) 0.029 

DLNO
b
 79.39 (25.31) 92.00 (14.51) 57.33 (26.36) 0.073 93.92 (14.89) 61.96 (25.07) 0.055 

BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive 
CVL: capacité vitale lente; VEMS, volume expiratoire maximum en 1s; CPT: capacité pulmonaire totale; DEM25-75: débit expiratoire maximal 
médian; VR: volume résiduel; CRF: capacité résiduelle fonctionnelle; TLCO: transfert du CO en apnée; K: Coefficient de transfert du CO; 
DLNO: capacité de transfert du monoxyde d'azote 
p: tests non paramétriques (p<0.05) 
a Résultats présentés sous forme de rapport valeurs observées/valeurs prédites, moyenne (écart-type) 
b moyenne (écart-type) 
c en paquets-année 
d Selon classification GOLD 

e BOD: index composite intégrant l’index de masse corporelle, le VEMS, le score de dyspnée 
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Tableau 17. Caractéristiques générales de la sous population BPCO en fonction de la distension 
pulmonaire ou de la mise en place d’une corticothérapie inhalée 

 BPCO Distension  Corticothérapie inhalée  

 
 

n=20 
Non 
n=7 

Oui 
n=13 

p 
Non 
n=11 

Oui 
n=9 

p 

Age
b
 (ans) 58.4 (9.2) 56.1 (11.7) 59.7 (7.7) 0.205 55.3 (7.4) 62.2 (10.1) 0.095 

BMI
b
 (kg/m2) 27.2 (6.8) 30.34 (8.27) 25.50 (5.42) 0.132 28.67 (7.86) 25.39 (4.96) 0.494 

Tabagisme
c
 (PA) 40.4 (23.8) 39.4 (15.1) 40.7 (26.8) 1.000 31.7 (16.5) 51.3 (29.5) 0.389 

CVL
a
 0.91 (0.20) 0.87 (0.19) 0.94 (0.20) 0.303 0.81 (0.18) 1.04 (0.12) 0.006 

VEMS
a
 0.57 (0.19) 0.65 (0.18) 0.53 (0.18) 0.113 0.57 (0.19) 0.58 (0.19) 1.000 

VEMS/CVL
a
 0.66 (0.17) 0.77 (0.09) 0.60 (0.17) 0.048 0.71 (0.13) 0.60 (0.20) 0.196 

DEM25-75
a
 0.22 (0.11) 0.26 (0.09) 0.19 (0.11) 0.142 0.22 (0.10) 0.21 (0.13) 0.879 

VR
a
 1.65 (0.47) 1.24 (0.15) 1.86 (0.44) 0.001 1.62 (0.49) 1.68 (0.48) 0.761 

CRF
a
 1.41 (0.37) 1.05 (0.13) 1.61 (0.29) <0.001 1.30 (0.30) 1.55 (0.41) 0.171 

CPT
a
 1.15 (0.18) 0.99 (0.09) 1.24 (0.16) 0.003 1.07 (0.15) 1.25 (0.18) 0.040 

VR/CPT
b
 0.50 (0.11) 0.44 (0.12) 0.53 (0.09) 0.081 0.51 (0.12) 0.48 (0.10) 0.761 

TLCO
a
 59.95 (21.40) 65.33 (19.58) 57.46 (22.49) 0.380 60.82 (15.89) 58.75 (28.53) 0.710 

K
b
 3.40 (1.18) 3.70 (0.91) 3.26 (1.30) 0.405 3.40 (0.86) 3.39 (1.59) 0.967 

DLNO
b
 79.39 (25.31) 87.20 (36.87) 74.93 (18.01) 0.219 83.81 (27.51) 67.63 (16.45) 0.185 

BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive; CVL: capacité vitale lente; VEMS, volume expiratoire maximum en 1s; CPT: capacité 
pulmonaire totale; DEM25-75: débit expiratoire maximal médian; VR: volume résiduel; CRF: capacité résiduelle fonctionnelle; TLCO: transfert 
du CO en apnée; K: Coefficient de transfert du CO; DLNO: capacité de transfert du monoxyde d'azote 
p: tests non paramétriques (p<0.05) 
a Résultats présentés sous forme de rapport valeurs observées/valeurs prédites, moyenne (écart-type) 
b moyenne (écart-type) 
c en paquets-année 
 
 

III.3.2.4.2.1 Corrélation entre Biomarqueurs et EFR chez les patients BPCO 

L’étude des corrélations des biomarqueurs de l’air exhalé chez les patients BPCO 

avec les EFR retrouve une corrélation positive faible mais significative entre le niveau 

des NOx et le VR (r=0.24 ; p(r)=0.047) ou la CPT (r=0.26 ; p(r)=0.034) indiquant une 

augmentation des NOx avec le degré de distension. Une corrélation très fortement 

positive avec le DEM25-75 est retrouvée avec le FeNOalvéolaire (r=0.94 ; p(r)=0.016) 

ainsi qu’une tendance fortement corrélée avec le NObronchique (r=0.86 ; p(r)=0.063). 

Cette analyse rejoint les résultats de Corradi et al. qui retrouvent une corrélation 

positive (r=0.65, p(r)=0.001) entre le VEMS et le NO exhalé suggérant que cette 

baisse du NO exhalé et donc de son effet bronchodilatateur contribue à l’obstruction 

bronchique chez les patients BPCO (165). 
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III.3.2.4.2.2 Étude chez les BPCO de la gravité selon les critères GOLD 

Tableau 18. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et BPCO en 
fonction de la gravité (GOLD) 

 
Témoins 
 
n=48 

BPCO 
GOLD II 
n=12 

BPCO 
GOLD III 
n=8 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 8.34 (1.78) 10.45 (3.34) 0.796 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) NA 40.69 (3.24)  

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) NA 2.88 (2.91)  

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 5.87 (2.37) 6.77 (2.91) 0.084 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 14.50 (2.21) 18.84 (1.91) 0.504 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 16.40 (2.15) 16.93 (1.95) 0.072 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 2.80 (3.02) 2.50 (2.79) 0.785 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
NR : modèle non applicable 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau présenté ci-dessus (Tableau 18) résume les niveaux de biomarqueurs 

dans l’air exhalé en fonction de la gravité de la BPCO selon la classification GOLD 

par rapport aux témoins. On note uniquement une tendance à l’augmentation des 

NOx chez les patients BPCO GOLD II et III par rapport aux témoins. L’étude du NO 

exhalé est sans particularité. 
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III.3.2.4.2.3 Étude chez les BPCO selon l’index prédictif d’hospitalisation de BOD 

Tableau 19. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et BPCO en 
fonction d’un index prédictif d’hospitalisation (BOD) 

 
Témoins 
 
n=48 

BPCOb 
BOD<2 
n=12 

BPCOb 
BOD>2 
n=8 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 7.87 (1.65) 11.47 (3.43) 0.605 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) NA 47.54 (3.32)  

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) NA 2.97 (2.88)  

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 5.68 (2.37) 7.10 (2.89) 0.083 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 11.62 (2.08) 24.18 (1.63) 0.043 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 17.44 (2.23) 15.44 (1.79) 0.075 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 3.07 (3.13) 2.18 (2.51) 0.324 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
NR : modèle non applicable 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 
b BOD: index composite intégrant l’index de masse corporelle, le VEMS, le score de dyspnée 

Le tableau présenté ci-dessus (Tableau 19) résume les niveaux de biomarqueurs 

dans l’air exhalé en fonction de l’index de BOD par rapport aux témoins. Rappelons 

que cet index est prédictif des hospitalisations pour exacerbation chez les patients 

atteints de BPCO (154). 

L’étude des biomarqueurs dans cette population retrouve une différence 

significative sur le niveau du 8-isoprostane dans les EBC qui est plus élevé chez les 

sujets BPCO ayant un index BOD>2. En ne prenant que les malades, la différence 

reste significative (p=0.039) avec des taux plus élevés chez les patients les plus à 

risque d’exacerbation. Il existe une tendance sur les NOx plus élevés chez les sujets 

atteints de BPCO par rapport aux témoins mais pas entre les deux groupes BPCO. 



89 

III.3.2.4.2.4 Étude de la distension thoracique chez les patients BPCO 

Tableau 20. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et BPCO en 
fonction de la distension fonctionnelle 

 
Témoins 
n=48 

BPCO 
Non distendus 
n=7 

BPCO 
Distendus 
n=13 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 8.93 (1.16) 9.20 (2.86) 0.820 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) NA 55.57 (2.95)  

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) NA 2.95 (2.89)  

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 6.14 (2.49) 6.25 (2.64) 0.084 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 11.99 (1.50) 19.46 (2.24) 0.088 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 15.73 (2.36) 17.11 (1.92) 0.066 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 2.56 (4.13) 2.74 (2.35) 0.946 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
NR : modèle non applicable 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau présenté ci-dessus (Tableau 20) résume les niveaux de biomarqueurs 

dans l’air exhalé chez les patients BPCO en fonction de la distension thoracique 

(168) par rapport aux témoins.  

Parmi les BPCO, le 8-isoprostane est plus élevé chez les BPCO distendus 

(p=0.097). 

Sur les niveaux des NOx, une tendance apparaît avec des valeurs plus hautes 

chez les patients distendus. Cette différence n’apparaît pas lorsqu’on considère des 

patients entre eux (p=0.843). 
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III.3.2.4.2.5 Effet de la corticothérapie inhalée chez les patients BPCO 

Tableau 21. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et BPCO en 
fonction du traitement par corticoïdes inhalés (ICS) 

 
Témoins 
n=48 

BPCO 
ICS - 
n=11 

BPCO 
ICS + 
n=9 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 11.50 (1.91) 6.81 (2.77) 0.489 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) 54.47 (3.49) 34.21 (2.70) 0.585 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) 3.85 (3.01) 1.66 (1.55) 0.525 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 4.58 (2.28) 9.01 (2.59) 0.017 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 12.56 (1.98) 22.16 (1.95) 0.087 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 13.54 (2.01) 21.33 (1.96) 0.022 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 2.95 (3.02) 2.37 (2.78) 0.513 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau présenté ci-dessus (Tableau 21) résume les niveaux de biomarqueurs 

dans l’air exhalé du groupe BPCO en fonction du traitement de la pathologie par 

corticothérapie inhalée (ICS) par rapport aux témoins. Une tendance apparaît sur les 

niveaux de 8-isoprostane plus bas chez les patients ICS -. Cette même tendance 

persiste si on ne considère que les malades (p=0.061) avec des valeurs plus élevées 

chez les patients ICS+. Concernant les NOx et les protéines, on met en évidence des 

valeurs plus importantes chez les patients ICS + avec une tendance uniquement 

pour les protéines lorsqu’on considère uniquement les malades. 
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III.3.2.4.3 Pneumopathies interstitielles diffuses (PID) 

Tableau 22. Caractéristiques générales de la sous population PID  

 PID FPI vs autres PID  Bronchectasie de traction  

 
 

n=27 
Autres PID 

n=13 
FPI 

n=14 
p 

Non 
n=12 

Oui 
n=15 

p 

Age
b
 (ans) 56.4 (15.2) 49.2 (14.0) 63.0 (13.6) 0.014 49.7 (16.0) 61.7 (12.7) 0.043 

BMI
b
 (kg/m2) 28.4 (5.2) 28.08 (5.54) 28.63 (5.04) 0.961 26.53 (5.45) 29.83 (4.64) 0.092 

CVL
a
 0.88 (0.21) 0.85 (0.20) 0.80 (0.18) 0.610 0.95 (0.19) 0.73 (0.12) 0.001 

VEMS
a
 0.59 (0.22) 0.82 (0.22) 0.82 (0.18) 0.577 0.90 (0.21) 0.75 (0.16) 0.075 

VEMS/CVL
a
 0.73 (0.13) 1.00 (0.11) 1.06 (0.11) 0.126 1.00 (0.09) 1.06 (0.12) 0.188 

DEM25-75
a
 0.27 (0.15) 0.66 (0.29) 0.86 (0.39) 0.152 0.73 (0.25) 0.79 (0.42) 0.942 

VR
a
 1.50 (0.48) 0.75 (0.21) 0.69 (0.23) 0.627 0.82 (0.25) 0.64 (0.16) 0.102 

CRF
a
 1.15 (0.30) 0.68 (0.12) 0.70 (0.20) 0.734 0.75 (0.16) 0.65 (0.16) 0.107 

CPT
a
 1.07 (0.15) 0.79 (0.14) 0.74 (0.19) 0.482 0.88 (0.16) 0.67 (0.11) 0.001 

VR/CPT
b
 0.45 (0.14) 0.32 (0.07) 0.34 (0.07) 0.452 0.32 (0.08) 0.34 (0.06) 0.367 

TLCO
a
 0.82 (0.19) 0.58 (0.18) 0.52 (0.14) 0.190 66.00 (11.88) 46.67 (13.91) 0.002 

K
b
 4.69 (0.91) 4.06 (1.01) 3.70 (1.17) 0.264 4.39 (0.88) 3.46 (1.09) 0.015 

DLNO
b
 122.52 (44.91) 80.57 (25.27) 59.09 (21.21) 0.027 76.92 (29.17) 65.71 (21.84) 0.307 

PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses ; FPI: Fibrose pulmonaire idiopathique 
CVL: capacité vitale lente; VEMS, volume expiratoire maximum en 1s; CPT: capacité pulmonaire totale; DEM25-75: débit expiratoire maximal 
médian; VR: volume résiduel; CRF: capacité résiduelle fonctionnelle; TLCO: transfert du CO en apnée; K: Coefficient de transfert du CO; 
DLNO: capacité de transfert du monoxyde d'azote 
p: tests non paramétriques (p<0.05) 
a Résultats présentés sous forme de rapport valeurs observées/valeurs prédites, moyenne (écart-type) 
b moyenne (écart-type) 

Dans la population de patients présentant une pneumopathie interstitielle, nous 

avons identifié plus particulièrement les patients atteints de fibrose pulmonaire 

idiopathique (FPI) par rapport aux autres PID et ceux présentant ou non une image 

scanographique de type bronchectasie de traction. Le Tableau 22 présente les 

caractéristiques générales et EFR de ces populations. 

Concernant les patients atteints de FPI (n=14), le diagnostic formel repose sur 

l’association d’un profil radio clinique évocateur et d’un aspect histologique de 

pneumopathie interstitielle commune. Cette entité clinique rare représente 60% des 

pneumopathies interstitielles diffuses idiopathiques d’évolution chronique et 

correspond à la plus sévère d’entre elles. Son traitement est souvent difficile avec 

une médiane de survie à 3 ans de 50% (169). La FPI débute rarement avant 50 ans 
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(entre 60 et 70 ans) ce qui apparaît bien dans notre population avec un groupe FPI 

significativement plus âgé (p=0.014) par rapport aux autres PID. 

La présence d’image scanographique de bronchectasie de traction (n=15) 

témoigne d’une fibrose irréversible et d’un stade avancé. Les patients présentant de 

telles lésions dans le groupe PID sont plus âgés et ont une CVL, une CPT et un 

TLCO moyens inférieurs aux patients PID sans bronchectasie indiquant un stade 

plus évolué de la pathologie. 

III.3.2.4.3.1 Corrélation entre Biomarqueurs et EFR chez les patients PID 

L’étude des corrélations des biomarqueurs de l’air exhalé chez les patients 

présentant une PID avec les EFR retrouve une corrélation négative faible et peu 

significative entre le TLCO et le FeNO0.05 (r=-0.23 ; p(r)= 0.081) alors qu’il existe un 

lien plus fort entre le NOalvéolaire et le TLCO (r=-0.54 ; p(r)= 0.0002), le VR ((r=-0.48 ; 

p(r)= 0.001) et la CPT (r=-0.46 ; p(r)= 0.001). 
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III.3.2.4.3.2 Étude chez les PID selon la présence d’une image de 

bronchectasie de traction au scanner 

Tableau 23. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et PID en 
fonction de la présence d’une image scanographique de bronchectasie de traction 

 
Témoins 
 
n=48 

PID 
Bronchectasie - 
n=12 

PID 
Bronchectasie + 
n=15 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 11.64 (1.60) 25.11 (1.35) 0.002 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) 24.49 (1.71) 57.58 (1.82) 0.033 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) 4.66 (1.67) 7.15 (1.94) 0.001 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 4.35 (1.48) 5.82 (1.48) 0.055 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 7.92 (2.71) 16.04 (1.60) 0.008 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 8.36 (2.26) 12.44 (1.80) 0.175 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 2.04 (2.21) 1.99 (1.74) 0.175 

PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis 
a
 résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau présenté ci-dessus (Tableau 23) présente les niveaux de 

biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé ou dosés dans les EBC de patients atteints 

de PID sans (BE-) ou avec (BE+) signe scanographique de bronchectasie de 

traction.  

On relève une différence significative pour le FeNO0.05, le NObronchique et le 

NOalvéolaire avec des valeurs plus élevées chez les patients BE+. Lorsque l’on 

considère uniquement les patients, les valeurs restent augmentées chez les patients 

BE+ pour le FeNO0.05 (p=004) et le NObronchique (P=0.024). 

Concernant les EBC, le niveau du 8-isoprostane chez les patients BE - est 

diminué par rapport aux BE + et aux témoins (p=0.008). On note une tendance pour 

le niveau des protéines totales qui est plus bas chez les patients par rapport aux BC+ 

et BC- (p=0.055). 
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III.3.2.4.3.3 Étude selon le diagnostic de fibrose pulmonaire idiopathique 

Tableau 24. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les PFI vs autres PID 

 
Témoins 
n=48 

Autres PID 
n=13 

FPI 
n=14 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 15.92 (1.83) 18.74 (1.65) 0.036 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) 31.99 (1.90) 44.48 (2.24) 0.413 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) 6.49 (2.02) 4.68 (1.48) 0.001 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 5.11 (1.58) 5.15 (1.46) 0.118 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 7.95 (2.54) 16.81 (1.63) 0.004 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 7.53 (2.04) 14.11 (1.80) 0.026 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 1.53 (1.79) 2.59 (1.88) 0.043 
PID: Pneumopathies Interstitielles Diffuses; FPI: Fibrose pulmonaire idiopathique 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau présenté ci-dessus (Tableau 24) présente les niveaux de 

biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé ou dosés dans les EBC de patients atteints 

de PID de type fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) en comparaison des autres PID 

et des témoins. 

On relève une différence significative pour le FeNO0.05 et le NOalvéolaire avec des 

valeurs plus élevées chez les patients FPI. 

Pour les biomarqueurs dosés dans les EBC, l’augmentation chez les malades FPI 

est très significative pour le 8-isoprostane et significative pour les NOx. Lorsque l’on 

considère le groupe de malades atteint de PID, l’augmentation reste significative 

pour les deux biomarqueurs (respectivement (p=0.027) et (p=0.017)). 



95 

III.3.2.4.4 Sclérodermie 

Tableau 25. Caractéristiques générales de la sous population sclérodermie  

 SSc Diffuse vs Limitée  Fibrose pulmonaire  Corticothérapie orale  

 n=27 
Diffuse 

n=16 
Limitée 

n=8 
p 

Non 
n=15 

Oui 
n=11 

p 
Non 
n=18 

Oui 
n=8 

p 

Age
b
 (ans) 55.0 (11.9) 56.5 (13.5) 53.8 (11.5) 0.580 53.5 (8.9) 56.6 (15.8) 0.640 52.7 (11.7) 59.6 (12.3) 0.211 

BMI
b
 (kg/m

2
) 24.5 (6.5) 22.56 (3.56) 25.68 (7.88) 0.257 26.09 (8.20) 22.28 (2.68) 0.324 25.39 (7.66) 22.42 (2.90) 0.453 

Tabagisme
c 

(PA) 40.4 (23.8) 20.0 (14.1) 5.0 (4.2) 0.245 6.7 (4.2) 30.0 (0.0) 0.371 6.7 (4.2) 30.0 (0.0) 0.371 

CVL
a
 0.91 (0.20) 0.94 (0.15) 1.00 (0.21) 0.384 1.03 (0.11) 0.91 (0.25) 0.177 0.99 (0.17) 0.96 (0.24) 0.889 

VEMS
a
 0.57 (0.19) 0.90 (0.25) 0.96 (0.20) 0.617 0.97 (0.20) 0.90 (0.24) 0.213 0.95 (0.17) 0.90 (0.31) 0.718 

VEMS/CVL
a
 0.66 (0.17) 1.06 (0.14) 1.01 (0.06) 0.235 1.02 (0.09) 1.05 (0.11) 0.835 1.03 (0.07) 1.04 (0.15) 0.802 

DEM25-75
a
 0.22 (0.11) 0.94 (0.47) 0.74 (0.24) 0.217 0.81 (0.31) 0.82 (0.41) 0.483 0.81 (0.25) 0.83 (0.53) 0.781 

VR
a
 1.65 (0.47) 0.95 (0.41) 1.01 (0.20) 0.188 1.00 (0.17) 0.98 (0.41) 0.500 0.99 (0.19) 1.00 (0.47) 0.697 

CRF
a
 1.41 (0.37) 0.86 (0.23) 0.95 (0.14) 0.097 0.92 (0.12) 0.92 (0.25) 0.755 0.91 (0.15) 0.93 (0.26) 0.934 

CPT
a
 1.15 (0.18) 0.90 (0.11) 0.98 (0.16) 0.097 0.99 (0.12) 0.89 (0.17) 0.194 0.96 (0.15) 0.92 (0.16) 0.560 

VR/CPT
b
 0.50 (0.11) 0.37 (0.10) 0.38 (0.08) 0.414 0.37 (0.05) 0.39 (0.12) 0.795 0.38 (0.07) 0.39 (0.11) 0.978 

TLCO
a
 0.60 (0.21) 0.62 (0.12) 0.70 (0.18) 0.206 0.74 (0.14) 0.58 (0.14) 0.019 0.70 (0.17) 0.61 (0.15) 0.304 

K
b
 3.40 (1.18) 3.80 (0.80) 4.03 (0.75) 0.414 4.24 (0.71) 3.54 (0.65) 0.017 4.07 (0.72) 3.67 (0.82) 0.191 

DLNO
b
 79.39 (25.31) 86.20 (21.22) 93.89 (19.87) 0.350 99.09 (15.79) 79.17 (21.06) 0.014 95.95 (19.93) 78.71 (16.42) 0.065 

SSc: Sclérodermie 
CVL: capacité vitale lente; VEMS, volume expiratoire maximum en 1s; CPT: capacité pulmonaire totale; DEM25-75: débit expiratoire maximal 
médian; VR: volume résiduel; CRF: capacité résiduelle fonctionnelle; TLCO: transfert du CO en apnée; K: Coefficient de transfert du CO; 
DLNO: capacité de transfert du monoxyde d'azote 
p: tests non paramétriques (p<0.05) 
a Résultats présentés sous forme de rapport valeurs observées/valeurs prédites, moyenne (écart-type) 
b moyenne (écart-type) 
c en paquets-année 

Nous avons étudié la population atteinte de sclérodermie selon différentes 

caractéristiques. Nous avons différencié les patients ayant une atteinte limitée 

(atteinte cutanée périphérique ne dépassant pas le niveau des genoux ou des 

coudes) de l’atteinte diffuse (156). La présence ou non d’une complication 

pulmonaire de type pneumopathie interstitielle qui atteint 75% des patients est prise 

en compte sachant que cette atteinte est moins sévère que la fibrose pulmonaire 

idiopathique étudiée dans le chapitre précédent. Elle constitue cependant l’une des 

deux causes de mortalité chez ces patients. La surveillance de l’apparition de cette 

complication est donc essentielle avec des EFR pratiquées tous les ans (170). Une 

surveillance particulière d’une diminution du transfert du CO (TLCO) est recherchée. 

Depuis 2010 est évoqué l’intérêt de l’utilisation du NO exhalé et plus particulièrement 
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le NOalvéolaire (10,171,172). Enfin, nous avons tenu compte de la prise d’anti-

inflammatoires tels que les corticoïdes oraux qui n’est indiquée que pour les formes 

débutantes aigües œdémateuses et lors de certaines manifestations inflammatoires 

notamment ostéo articulaires ou musculaires. 

Le Tableau 25 présente les différentes caractéristiques générales et EFR de ces 

groupes. On note une diminution du transfert du CO avec un K et un TLCO moyen 

plus bas sur la population ayant une atteinte pulmonaire par rapport aux autres 

patients atteints de sclérodermie. 

III.3.2.4.4.1  Corrélation entre Biomarqueurs et EFR chez les patients 

atteints de sclérodermie 

L’étude des corrélations des biomarqueurs de l’air exhalé (NO exhalé et EBC) 

chez les patients présentant une sclérodermie avec les EFR retrouve une corrélation 

inverse faible mais significative entre les indicateurs du transfert du CO (TLCO et K) 

et le NOalvéolaire (respectivement r=-0.33 ; p(r)=0.019 et r=-0.30 ; p(r)=0.037). 
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III.3.2.4.4.2 Étude selon le caractère diffus ou limité de la sclérodermie 

 
Tableau 26. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les sclérodermies diffuses 

en comparaison des sclérodermies limitées et des témoins 

 
Témoins 
n=48 

SSc diffuse 
n=16 

SSC limitée 
n=10 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 11.81 (1.97) 13.05 (2.09) 0.901 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) 23.86 (2.28) 25.40 (3.96) 0.932 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) 4.53 (1.40) 5.40 (1.33) <0.0001 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 3.41 (1.65) 4.91 (2.47) 0.140 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 22.77 (2.58) 11.43 (4.73) 0.400 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 20.46 (2.24) 16.58 (2.36) 0.026 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 5.08 (1.63) 3.57 (1.82) 0.134 
SSC: Sclérodermie 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau ci-dessus (Tableau 26) résume les niveaux de biomarqueurs mesurés 

directement dans l’air exhalé ou dosés dans les EBC de patients atteints de 

sclérodermie diffuse (n=16) en comparaison avec les atteintes limitées (n=10) et les 

témoins. On observe une augmentation significative des NOx chez les patients 

atteints de sclérodermie diffuse. On observe également une augmentation très 

significative du NOalvéolaire avec des valeurs plus importantes chez les patients par 

rapport aux témoins. Si l’on ne tient compte que des malades, aucune différence 

n’est retrouvée sur ces deux biomarqueurs entre les atteintes diffuses et limitées. 
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III.3.2.4.4.3 Étude selon la présence d’une atteinte pulmonaire 

 
Tableau 27. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et 

sclérodermies sans et avec fibrose pulmonaire  

 
Témoins 
 
n=48 

SSc  
Sans PID 

n=15 

SSc 
Avec PID 
n=11 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 14.01 (2.07) 10.95 (1.96) 0.663 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) 32.56 (3.13) 17.13 (3.04) 0.509 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) 5.70 (1.32) 4.21 (1.33) <0.0001 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 4.56 (2.77) 4.08 (1.63) 0.487 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 13.02 (5.21) 17.89 (2.50) 0.704 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 18.88 (2.70) 16.81 (1.78) 0.032 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 3.96 (2.04) 4.12 (1.53) 0.261 
SSc: Sclérodermie 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau ci-dessus (Tableau 27) résume les niveaux de biomarqueurs mesurés 

directement dans l’air exhalé ou dosés dans les EBC de patients atteints de 

sclérodermie sans (n=15) ou avec (n=11) fibrose interstitielle par rapport aux 

témoins. Tout comme l’étude précédente, on observe une augmentation significative 

des NOx chez les patients. On observe également une augmentation très 

significative du NOalvéolaire avec des valeurs plus faibles chez les témoins. Si l’on ne 

tient compte que des malades, une différence est retrouvée sur le FeNOalvéolaire avec 

des valeurs plus importantes chez les patients sans fibrose pulmonaire (p=0.021). 
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III.3.2.4.4.4 Étude selon la prise de corticoïdes oraux 

Tableau 28. Résultats des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé chez les témoins et 
sclérodermies sans et avec corticothérapie orale (CO) 

 
Témoins 
 
n=48 

SSc  
Sans corticoïdes 

n=18 

SSc  
Avec corticoïdes 
n=8 

p 

     

FeNO0.05 (ppb)
a 10.51 (2.06) 13.52 (1.98) 10.95 (2.12) 0.556 

NObronchique (nL/min)
a 28.48 (2.11) 31.87 (2.89) 14.88 (3.40) 0.386 

FeNOalvéolaire (ppb)
a 2.47 (1.84) 5.31 (1.37) 4.44 (1.35) <0.0001 

     

Protéines (µg/mL)
a 3.61 (2.35) 4.35 (2.52) 4.26 (1.52) 0.612 

8-Isoprostane (pg/mL)
a 18.49 (1.76) 11.27 (4.42) 27.92 (2.35) 0.287 

NOx (µM)
a 10.23 (1.74) 16.03 (2.24) 23.27 (2.39) 0.021 

NOx/Protéinesa 2.83 (2.43) 3.91 (1.85) 4.34 (1.67) 0.258 
SSc: Sclérodermie 
FeNO0.05: Fraction exhalée du NO à 50 ml/s; NOx: Oxydes d’azote (nitrates + nitrites) 
p: Kruskal Wallis (p<0.05) 
a résultats présentés en valeur moyenne géométrique (écart-type géométrique) 

Le tableau ci-dessus (Tableau 28) résume les niveaux de biomarqueurs mesurés 

directement dans l’air exhalé ou dosés dans les EBC de patients sous corticothérapie 

orale (n=8) ou non (n=18) par rapport aux témoins. Encore une fois, on observe une 

augmentation significative des NOx chez les patients. On observe également une 

augmentation très significative du NOalvéolaire avec des valeurs plus faibles chez les 

témoins. Si l’on ne tient compte que des malades, aucune différence n’est retrouvée 

sur ces deux biomarqueurs. 
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Synthèse des résultats des niveaux des biomarqueurs mesurés dans l’air exhalé en fonction des groupes étudiés et de leurs caractéristiques 

Groupes Critère FeNO0.05 FeNObr FeNOalv NOx NOx/Protéines totales 8-isoprostane Protéines totales 

Témoin 

Age - - - - - - - 

Tabac - - - - - - - 

Atopie - - - - - ↓ (p=0.032) - 

Asthme 

vs Témoinsµ ↑ (p=0.044) ↑ (p=0.043) - - - - - 

Contrôle£: mauvais versus partiel - - - - ↓ (p=0.038) - - 

Sévérité$: GINA IV versus GINA III - - ↓ (p=0.033) - - - - 

BPCO 

vs Témoinsµ - - - ↑ (p=0.004) - - - 

Sévérité§: GOLD III versus GOLD II - - - - - - - 

BOD>2 versus BOD<2* - - - - - ↑ (p=0.039) - 

Distendus versus non distendus - - - - - - - 

ICS+ versus ICS- - - - - - - - 

PID 

vs Témoinsµ - - ↑ (p=0.0001) - - - - 

Bronchectasie + versus bronchectasie - ↑ (p=0.004) ↑ (p=0.024) - - - - - 

FPI ↑ (p=0.036) - ↑ (p=0.001) ↑ (p=0.026) ↑ (p=0.043) ↑ (p=0.004) - 

Sclérodermie 

vs Témoinsµ - - ↑ (p=0.0003) ↑ (p=0.006) - - - 

Diffuse versus Limitée - - - - - - - 

Fibrose + versus Fibrose - - - ↓ (p=0.021) - - - - 

CO + versus CO - - - - - - - - 

FeNO0.05: Fraction exhalée du NO au débit expiratoire de 50ml/s; FeNOalv: FeNO alvéolaire; FeNObr: FeNO bronchique; NOx: Oxydes d'azote; ICS: corticothérapie inhalée; CO: Corticothérapie Orale; FPI: Fibrose 
Pulmonaire Idiopathique; PID: Pneumopathie Interstitielle Diffuse. 

 
 

µvs témoin: Etude des biomarqueurs de l'air exhalé sur les 5 groupes avec prise en compte des cofacteurs tabac et atopie 
   £ Mauvais contrôle: Score de Juniper>2.2 

    $Classification GINA 2007 
    §Classification de GOLD 2001 
    *BOD: Index composite prédictif d'hospitalisation pour exacerbation intégrant l'indice de masse corporelle, le VEMS et le score de dyspnée. Risque plus important si BOD>2 
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Discussion 

Ce travail a permis la mise en place d’une nouvelle technique d’évaluation de 

l’inflammation pulmonaire dans notre laboratoire et notre équipe d’accueil. Il s’agit de 

la méthode des condensats de l’air exhalé, complémentaire de l’étude du NO exhalé 

déjà utilisée dans notre routine clinique, en explorations fonctionnelles respiratoires. 

Nous sommes une des premières équipes françaises, grâce au financement de 

l’ANSES, de l’ANR et du ministère de la santé (PHRC), à utiliser cette technique sur 

des populations homogènes de patients mais également de salariés exposés à des 

nuisances professionnelles et environnementales. 

Les EBC font l’objet d’un intérêt croissant car ils permettent d’accéder de manière 

totalement non invasive aux phénomènes physiopathologiques pulmonaires par le 

dosage des biomarqueurs de l’inflammation et du stress oxydant. Ces biomarqueurs 

sont retrouvés en faible quantité et souvent dans les limites de détection des 

techniques traditionnelles de dosage. Dans ce contexte, notre travail a eu pour 

objectif premier de déterminer la faisabilité, la stabilité et la reproductibilité du recueil 

jusqu’aux dosages des biomarqueurs dans les EBC en tenant compte des difficultés 

méthodologiques liées à ce nouveau liquide biologique (18). 
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Notre recherche a permis de standardiser et valider le recueil, la conservation et 

l’analyse des biomarqueurs d’intérêt. Les essais ont tout d’abord porté sur le choix 

des matériaux. Nous avons retenu le dispositif EcoScreen parmi les trois dispositifs 

testés pour son rendement supérieur en termes de volume de recueil d’EBC mais 

également de biomarqueurs. Une température de condensation plus basse (-20°C) 

sur cet appareil et un revêtement spécifique en téflon expliquent en partie ce volume 

supérieur de condensat et la récupération plus importante de protéines et de NOx 

(65). Le volume de condensat est un facteur important lors du dosage de plusieurs 

biomarqueurs nécessitant une plus grande quantité d’EBC surtout quand le dosage 

est réalisé en «triplicate», ainsi que le suggère les recommandations (3). 

Pour notre recherche, ce dispositif est préféré au dispositif R-tube qui reste 

néanmoins intéressant en collecteur portatif pour les études épidémiologiques en 

entreprise pour le suivi des salariés ou au domicile du patient. 

 

D’autres essais nous ont permis de déterminer l’agent coatant du système de 

recueil, permettant d’optimiser la récupération des biomarqueurs dans le recueil 

(98,173). Nous avons défini sa concentration qui doit être suffisante mais non 

délétère pour les analyses. Pour la standardisation du recueil, nous avons retenu la 

mesure du volume expiré cumulé plutôt que la mesure du temps de recueil. 

Les études de reproductibilité sur le dosage des biomarqueurs dans les EBC 

montrent, en effet,  une variabilité importante des volumes entre deux recueils 

lorsque la standardisation est faite sur le temps (68,69). Nous avons montré que, 

chez les témoins, le volume d’EBC après 20 minutes de recueil est variable. Cette 
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variabilité est diminuée lorsqu’on standardise le recueil sur le volume d’air expiré total 

(19). 

La standardisation et la validation du dosage de chaque biomarqueur a nécessité 

des études de reproductibilité intra assay et intra individu mais également l’étude de 

la stabilité de ces biomarqueurs. Les résultats de la partie méthodologique de ce 

travail a permis de valider le dosage des protéines totales, des NOx, du 8-

isoprostane et du peroxyde d’hydrogène (H2O2) avec une détectabilité et une 

reproductibilité satisfaisantes qui nous donnent aujourd’hui la possibilité d’évaluer 

ces biomarqueurs dans les EBC de patients présentant déjà une pathologie 

pulmonaire, de salariés ou de sujets exposés à des nuisances professionnelles ou 

environnementales. 

 

L’application de notre méthodologie dans l’étude clinique a montré la pertinence 

des biomarqueurs dans les pathologies étudiées. La comparaison des niveaux de 

biomarqueurs dans les EBC (protéines totales, NOx et 8-isoprostane) associée à 

l’étude du NO exhalé (FeNO) entre les témoins et les quatre groupes de sujets 

présentant une pathologie inflammatoire a montré des niveaux de concentration plus 

importants de certains biomarqueurs chez les malades avec des profils différents 

selon la pathologie.  
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Nous avons développé le dosage des protéines totales. Il s’agit d’une analyse 

simple, rapide et peut coûteuse. La détectabilité est bonne de même que la 

reproductibilité intra assay. La variation intra individu est satisfaisante mais doit être 

améliorée. Son interprétation dans les EBC n’est pas encore clairement définie (59). 

Pour certains auteurs, il n’y aurait pas de différence significative entre les sujets 

sains et ceux présentant une affection pulmonaire aigüe (71). Certaines études ont 

montré un effet du tabac avec une différence significative des protéines totales entre 

des fumeurs sains et des non fumeurs (72). Dans ce cas, les protéines totales sont 

considérées comme des biomarqueurs de l’inflammation à part entière. Pour 

d’autres, aucune différence n’est retrouvée pour les protéines totales sur ce même 

type de population (138,161). Ce biomarqueur servirait alors à diminuer l’effet de 

dilution du condensat en rapportant les biomarqueurs dosés au taux de protéines 

totales dans l’EBC. 

Dans notre étude, il existe un effet groupe pour les protéines totales en tenant 

compte du tabac et de l’atopie (p=0.048) avec une augmentation chez les patients 

BPCO sous corticothérapie (p=0.017) et une tendance plus élevée pour les patients 

BPCO et asthmatiques les plus atteints par rapport aux témoins en terme de gravité 

de la maladie et de contrôle. Le rapport des NOx/protéines n’a que peu d’intérêt dans 

notre population. Nous pensons que le dosage des protéines constitue un marqueur 

de l’inflammation chronique et non un marqueur de dilution comme l’indique le 

développement récent des analyses protéomiques qui sont plus adaptées à ce type 

de biomarqueur. On retrouve par ces techniques de nombreuses protéines dans les 

EBC avec la possibilité de déterminer les protéines les plus représentées même si 

l’on recherche surtout une modification du profil protéique selon la pathologie 

(173,174).
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Concernant l’étude des NOx, les patients de notre étude atteints de sclérodermie et 

de BPCO ont des niveaux significativement plus élevés que les témoins. Les niveaux 

de biomarqueur ont une tendance plus élevée chez les patients asthmatiques par 

rapport aux témoins mettant en évidence l’atteinte pulmonaire des malades au 

travers du stress oxydant (80,117,162). Les oxydes d’azote tels que les nitrites (NO2
-) 

ou les nitrates (NO3
-) sont produits à partir du NO formé à l’occasion d’un processus 

inflammatoire. Sa réaction avec des espèces radicalaires issues du stress oxydant 

comme l’anion superoxyde forme un anion peroxynitrique (ONOO-) qui peut former 

des nitrates en présence de nitrites ou encore interagir avec certains acides aminés 

formant par exemple la 3-nitrotyrosine. Ce stress nitrosant peut altérer la fonction de 

la protéine (74). La production de NOx est donc augmentée à l’occasion d’une 

inflammation et d’un stress oxydant mais peut varier en fonction de l’atteinte 

pulmonaire et des traitements administrés (75). Les données de la littérature sont 

contradictoires en ce qui concerne les effets du tabac (72,76,162). Notre étude 

montre une corrélation négative modérée entre la consommation cumulée de tabac 

et les NOx. Chez les patients asthmatiques, nous montrons une tendance à 

l’élévation des NOx dans les EBC du groupe de patients asthmatiques les moins 

atteints en termes de gravité et de contrôle. Notre hypothèse est que des niveaux 

inférieurs du NO exhalé ou de ses dérivés peuvent être retrouvés chez les malades 

les plus sévères ou les moins contrôlés du fait d’un rétrocontrôle sur les NO 

synthases inductibles (iNOs) lors des inflammations chroniques avec activation de 

médiateurs anti-inflammatoires. Cette diminution peut s’expliquer également par un 

traitement plus important par corticostéroïdes inhalés qui augmente avec la sévérité 

ou le manque de contrôle de l’asthme. Là encore, un rétrocontrôle inhibiteur sur les 

iNOs s’opère (175). Les niveaux de NOx des patients présentant une fibrose 
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pulmonaire idiopathique parmi nos patients atteints de pneumopathie interstitielle 

diffuse sont supérieurs à ceux des autres PID mais relativement proches de ceux des 

témoins comme d’autres auteurs l’ont déjà publié (68,176). Ces résultats rejoignent 

ceux d’autres équipes ayant spécifiquement étudié la fibrose pulmonaire idiopathique 

(104,177). Ce type de pathologie est associé à une inflammation et un stress 

oxydant pulmonaire plus important que les autres syndromes interstitiels avec une 

cellularité lors de l’étude du LBA plus élevée (178). 

Le dosage des NOx est un biomarqueur peu spécifique mais qui renseigne sur le 

caractère aigu ou chronique de l’atteinte inflammatoire ou oxydative. Des taux de 

nitrites élevés sont retrouvés dans les EBC de salariés exposés au chrome lorsqu'ils 

sont comparés à des sujets non exposés (77,78). Dans une de ces études, les 

auteurs trouvent une augmentation significative des concentrations de nitrites et de 

nitrates en fin de poste chez les salariés ne portant pas de protection respiratoire 

confirmant l'importance du port de protection individuelle chez les soudeurs. 

L’association de ce dosage à d’autres biomarqueurs plus spécifiques peut aider à 

comprendre les mécanismes physiopathologiques oxydatifs des atteintes 

pulmonaires (62,64). Notre recherche se poursuit également sur le dosage d’autres 

composés dérivés du NO tels que l’ion peroxynitrique et la 3-nitrotyrosine afin de 

compléter la physiopathologie du stress nitrosant. 
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Le 8-isoprostane est un biomarqueur classiquement augmenté lors des atteintes 

pulmonaires et plus spécifiquement quand la part inflammatoire est aigüe et 

importante (114). Nous avons démontré qu’il s’agit d’un marqueur stable une fois le 

recueil des condensats effectué, à condition de le stocker à -80°C. Sa détectabilité 

est tout à fait satisfaisante mais sa variabilité intra individu doit être diminuée 

notamment par l’utilisation de techniques de dosage plus spécifiques telles que 

l’HPLC-MS/MS (5,114–116). Il peut augmenter avec l’âge qui est donc un cofacteur à 

prendre en compte lors des études si les âges sont très dispersés (110). Notre 

population étant relativement jeune et homogène, nous n’avons pas mis en évidence 

cet effet âge. Nous ne trouvons pas d’effet tabac qui est inconstant selon les études 

(111,116,163,164). Notre population de témoins ne montre pas des niveaux 

aberrants de 8-isoprostane (55), mais ces niveaux sont relativement élevés par 

rapport à d’autres auteurs (109,179–181) ne permettant pas la mise en évidence de 

différence significative avec les asthmatiques et les patients atteints de BPCO de 

notre étude. L’élévation du taux d’isoprostane dans les EBC est souvent démontrée 

dans la littérature chez les asthmatiques (54,55,73,88,96–102,182), nous ne 

retrouvons pas cette augmentation sur l’ensemble de la population ni sur la 

comparaison des sous groupes d’asthme avec les témoins. L’augmentation du 8-

isoprostane chez les patients BPCO par rapport aux témoins est habituellement 

décrite (45,96,103,115) avec une relation avec la distension et l’index BODE incluant 

le test de marche (168) même si, comme dans notre travail, le lien avec la sévérité 

n’est pas établi (115). Le niveau du 8-isoprostane dans les EBC de notre population 

apparaît plus élevé chez les patients BPCO distendus (p=0.097) et les sujets BPCO 

ayant un index BOD>2 par rapport aux patients ayant un index BOD<2 (p=0.039). 

Cet index est prédictif des hospitalisations pour exacerbation ce qui est finalement 
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plus pertinent que l’étude des patients ayant eu une exacerbation dans les 12 

derniers mois stabilisée 3 mois avant l’inclusion et pour lesquels un traitement 

antibiotique aura été prescrit entrainant une baisse du 8-isoprostane (125). La 

corticothérapie inhalée augmente le niveau des 8-isoprostanes dans notre étude 

chez les patients BPCO (p=0.061) ce qui n’est pas classique puisque ce 

biomarqueur n’est généralement pas modifié par la corticothérapie (125). Ce résultat 

s’explique néanmoins par le fait que les patients atteints de BPCO pour lesquels une 

corticothérapie est instaurée sont généralement à haut risque d’exacerbation. 

L’étude du 8-isoprostane est réalisée moins fréquemment chez les patients atteints 

de pneumopathie interstitielle diffuse (104). Nous retrouvons une augmentation du 8-

isoprostane chez les patients présentant une bronchectasie de traction ou atteints de 

fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) par rapport aux autres PID. Ces deux 

caractéristiques sélectionnent les patients les plus atteints; ces résultats sont en 

faveur d’une augmentation du stress oxydant chez les patients ayant une fibrose 

évoluée (104). Une augmentation des concentrations de ce biomarqueur est 

également retrouvée chez des patients atteints de silicose et d’asbestose comparés 

aux sujets sains (92–95). Le 8-isoprostane est également un biomarqueur précoce 

dans la pathogénèse comme le démontrent des études sur des populations 

exposées à des toxiques professionnels et environnementaux tels que l’amiante, les 

poussières agricoles et l’ozone (7,107–109). Les études concernant des sujets 

atteints de pathologies pulmonaires ou exposés à des toxiques professionnels ou 

environnementaux retrouvent pour la plupart une augmentation des concentrations 

de 8 Isoprostane dans les EBC qui est souvent associée à l'étude du FeNO. 
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L’étude du NO exhalé (FeNO) dans notre population montre des niveaux de 

FeNO0.05 (p=0.044) et de NObronchique (p=0.043) plus élevés chez les asthmatiques 

par rapport aux témoins. Le FeNOalvéolaire est très augmenté dans les groupes PID 

(p=0.0001) et sclérodermie (p=0003) par rapport aux témoins. Les patients 

asthmatiques de notre population ont un FeNO0.05 moyen inférieur à 25ppb, ce qui 

est une valeur relativement faible et inférieure au seuil récemment admis dans les 

recommandations (9). Ceci s’explique par l’effet de la corticothérapie inhalée prise 

par 96% des sujets asthmatiques de notre population et par le fait que ces patients 

sont inclus à distance d’une exacerbation. Conformément aux NOx, nous montrons 

une augmentation significative du FeNO0.05 et du NObronchique dans le groupe de 

patients les moins atteints en termes de gravité et de contrôle. Cette augmentation 

s’explique de la même façon que l’augmentation des NOx par un rétrocontrôle sur les 

iNOs des médiateurs anti inflammatoires dont la production augmente en cas 

d’inflammation chronique ou de prise de corticothérapie (175). 

Sur notre population BPCO, l’étude du NO exhalé est sans particularité, quelque 

soit la caractérisation des malades. Ceci n’est pas conforme aux études réalisées 

chez les patients BPCO mais s’explique par le fait que nos patients sont inclus en 

dehors de toute exacerbation, le dernier épisode remontant au minimum à trois mois. 

Concernant la population présentant une pneumopathie interstitielle diffuse, nous 

montrons une augmentation du FeNO0.05 chez les patients atteints de PID par 

rapport aux témoins et spécifiquement du FeNO0.05 et du NObronchique chez les 

patients présentant une bronchectasie de traction (176,177). L’étude sur la 

population atteinte de sclérodermie nous permet de conforter l’augmentation du 

NOalvéolaire chez ces patients par rapport aux témoins. Dans notre étude, seul le 

NOalvéolaire peut différencier les patients avec et sans fibrose interstitielle. D’autres 



110 

auteurs retrouvent une augmentation spécifique du NOalvéolaire chez les patients 

atteints de sclérodermie sans différence entre les patients présentant une atteinte 

pulmonaire et les autres. Ils ne retrouvent pas de corrélation entre le NOalvéolaire et 

l’extension de la fibrose pulmonaire (10,171). Dans leur étude en 2012, Tiev et al 

définissent un seuil de 5.3ppb du NOalvéolaire au-delà duquel apparaissent les 

complications respiratoires avec une baisse de la CPT ou de la CVF (172). 

Au total, ces premiers résultats sont encourageants et en accord avec les 

données de la littérature, même s’ils doivent être confirmés sur un effectif de patients 

plus important avec l’analyse complémentaire d’autres biomarqueurs dont le 

développement des techniques de dosage est en cours. Le dosage complémentaire 

des cytokines aura un intérêt pour conforter notre hypothèse qu’il existe un 

rétrocontrôle négatif sur la voie du NO et ses dérivés par activation du facteur de 

transcription NF-KappaB produisant des médiateurs anti-inflammatoires tels que 

l’IL1β, le TNFα et le MIP1α. 
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IV. Conclusion et Perspectives 

L’exploration de l’air exhalé est un sujet de recherche actif du fait des avantages 

conférés. Notre travail s’inscrit dans la préoccupation actuelle des équipes travaillant 

sur ce sujet et vise à standardiser et optimiser le recueil, la conservation ainsi que les 

dosages des biomarqueurs dans les EBC. Cette standardisation est un point 

essentiel pour la constitution de valeurs de référence et la publication de 

recommandations pour une utilisation clinique de cette méthode. Il convient de 

finaliser la standardisation de la mesure des cytokines et du malondialdehyde et 

d’explorer de nouveaux biomarqueurs produits lors du stress nitrosant tels que la 3-

nitrotyrosine pour compléter les mécanismes physiopathologiques des atteintes 

pulmonaires étudiées. 

Le développement de cette méthode non invasive et peu contraignante s’avère 

prometteuse en clinique médicale dans le suivi individuel de la maladie ou de son 

traitement comme lors d’études épidémiologiques respiratoires dans des populations 

ayant une exposition environnementale et/ou professionnelle (183). Le caractère non 

invasif de cette méthode permet un recueil des échantillons au domicile ou sur le lieu 

de travail.  
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La poursuite de notre recherche concerne, chez l’homme, le retentissement 

fonctionnel et l’inflammation respiratoires liés à l’exposition à des nuisances 

environnementales et/ou professionnelles. 

Dans cette perspective, nous participons à une enquête épidémiologique de 

population sur la relation entre santé respiratoire et pollution atmosphérique d’origine 

industrielle. Cette étude doit permettre d’évaluer les effets de la pollution sur des 

marqueurs biologiques, dont les biomarqueurs du condensat afin de mieux connaître 

les relations entre le risque de troubles ventilatoires obstructifs (TVO) et la pollution 

atmosphérique d’origine industrielle. 

L’étude des biomarqueurs de l’inflammation et du stress oxydant a un intérêt dans 

le suivi de sujets exposés (Tableau 29) en complément de l’imagerie et des EFR afin 

de détecter précocement les atteintes pulmonaires. Cette méthode trouve ainsi une 

place de choix lors du suivi de populations vulnérables, notamment lors de 

l’évaluation de l’efficacité des mesures de protection, voire des traitements 

préconisés. Dans ce cadre, l’étude de marqueurs d’exposition dans les EBC tels que 

les métaux lourds est en cours de développement par notre équipe et doit être 

évalué chez des populations exposées aux fumées de soudage d’une part, et d’autre 

part au béryllium. 

De manière complémentaire au travail effectué chez des sujets malades ou 

exposées, notre équipe a développé un modèle animal expérimental avec exposition 

à des aéro-contaminants et recueil des condensats. Le développement du recueil du 

condensat chez l’animal présente le double avantage de pouvoir répéter facilement 

les recueils d’EBC à des fins méthodologiques et d’analyser expérimentalement chez 

celui-ci le retentissement respiratoire inflammatoire des différents composants des 
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aéro-contaminants testés. Chez des rats exposés de manière aiguë et chronique à 

l’ozone et au dioxyde d’azote, il permet d’étudier de manière non invasive les 

marqueurs de l’inflammation du poumon profond dans les EBC et de les comparer 

aux marqueurs dans le LBA. L’exposition aiguë à l’ozone et/ou au NO2 représente 

une nuisance respiratoire ubiquitaire environnementale mais aussi professionnelle 

bien documentée sur le plan épidémiologique. Ces données expérimentales nous 

permettront de mieux connaître, en première intention, la nature des paramètres 

inflammatoires retrouvés selon le type d’exposition. 
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Tableau 29. Biomarqueurs de l’air exhalé et expositions professionnelles ou environnementales 
Exposition / Profession Biomarqueur Remarques Réf. 

Asthme, Rhinite, Allergie 

d’origine professionnelle 

Latex FeNO0.1 ↑ (26) 

Latex H2O2 (EBC) ↑ (126) 

Latex FeNO0.05 ↑ (126) 

Allergènes professionnels 8-isoprostane (EBC) ↑ dans les TBP (91) 

Isocyanates FeNO ↑ (21,25) 

Animaux de laboratoire FeNO ↑ (27) 

Boulangers FeNO ↑ (184) 

Fermiers FeNO ↑ (184) 

Personnels de santé FeNO ↑ (184) 

Maîtres nageurs FeNO0.05 ↑ avec HRB (29) 

Composés minéraux 

Amiante FeNO0.25 ↑ (120) 

Amiante H2O2 (EBC) ↑ (120) 

Amiante NOx (EBC) ↔ (120) 

Amiante 8-isoprostane (EBC) ↑ (93–95,120) 

Amiante MDA (EBC) ↑ (93) 

Amiante 8-isoprostane (EBC) ↑ (avec TDM (108)) (107,108) 

Silicose 8-isoprostane (EBC) ↑ (92–94) 

Silicose MDA (EBC) ↑ (93) 

Mica Mica (EBC) + (17) 

Autres composés toxiques 

professionnels 

Fumées de soudage H2O2 (EBC) ↑ (123) 

Fumées de soudage MDA (EBC) ↔ (123) 

Fumées de soudage Nitrite (NO2
-
) (EBC)  (78) 

Fumées de soudage Nitrate (NO3
-
) (EBC) ↑ (78,123) 

Fumées de soudage Nickel (EBC) + (16) 

Fumées de soudage Fer (EBC) + (16) 

Chrome (Cr) MDA (EBC) ↑ (13) 

Chrome (Cr) H2O2 (EBC) ↑ (13) 

Chrome (Cr) Nitrite (NO2
-
) (EBC) ↑ (77) 

Chrome (Cr) Chrome (EBC) + (13,14) 

Cobalt (Co) MDA (EBC) ↑ (15) 

Cobalt (Co) Cobalt (EBC) + (15) 

Tungstène (W) MDA (EBC) ↑ (15) 

Tungstène Tungstène (EBC) + (15) 

Personnel d’entretien hospitalier H2O2 (EBC) ↑ (16) 

Poussières agricoles 

(poussières de grains et endotoxines) 

8-isoprostane (EBC) Corrélation avec 

l’exposition 
(109) 

Toxiques environnementaux 

Ozone H2O2 (EBC) ↑ (7) 

Ozone 8-isoprostane (EBC) ↑ (précoce) (7) 

Ozone MDA (EBC) ↑ avec ↓ du VEMS (7,130,136) 

PM <2.5µg/m
3
 MDA (EBC) ↑ avec ↓ du VEMS (130) 

FeNOx: Fraction exhalé du NO à x litres/s; EBC: Condensat de l’air exhalé; H2O2: Peroxyde d’hydrogène; 

MDA: Malondialdehyde; HRB: Hyperréactivité bronchique; VEMS: Volume expire maximal en 1 seconde; 

TBP: Test de broncho provocation; TDM: Tomodensitométrie; 

+: présence 
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Evaluation méthodologique et clinique des marqueurs de l’atteinte pulmonaire dans 

l’air exhalé : comparaison de sujets présentant une pathologie respiratoire chronique et 

sujets témoins 

Un accès direct et non invasif à la pathogénèse par l’évaluation de biomarqueurs volatils 

(FeNO) ou non volatils de l’air exhalé grâce à la méthode des condensats de l’air exhalé 

(EBC) est utile pour estimer précocement le degré d’atteinte pulmonaire en rapport avec une 

exposition professionnelle et surveiller son évolution en regard des mesures correctives mises 

en place. L’étude du NO exhalé (FeNO) est actuellement bien standardisée et l’augmentation 

exponentielle des publications concernant les EBC reflètent un intérêt croissant pour le 

diagnostic non invasif des atteintes pulmonaires. Les marqueurs étudiés dans l’air exhalé sont 

des produits de l'inflammation tels que le FeNO et les cytokines ainsi que des produits du 

stress oxydant incluant le peroxyde d'hydrogène, les produits de peroxydation lipidique (8-

isoprostane, malondialdehyde) et les oxydes d'azote (NOx). S’agissant d’une technique 

d’exploration relativement récente, les modalités méthodologiques font encore l’objet de 

nombreux travaux, les premières recommandations internationales étant apparues en 2005. 

Les écueils méthodologiques sont nombreux et encore décrits dans la littérature en 2012. Ils 

concernent toutes les étapes du processus du recueil et d’analyses. 

Objectifs : L’objectif principal de notre recherche était dans un premier temps de développer 

la méthode des EBC pour l'étude des composés de l'air exhalé puis de détecter et quantifier 

des biomarqueurs tels que les protéines totales, les NOx et le 8-isoprostane dans les EBC 

d’une population d’adultes sains (n= 48) ou atteints de pathologies pulmonaires telles que 

l'asthme (n=24), la BPCO (n=20), la pneumopathie interstitielle diffuse (n=27) et la 

sclérodermie (n=27). L’objectif secondaire était la comparaison des niveaux de biomarqueurs 

dosés dans les EBC et du FeNO chez les sujets malades par rapport aux témoins. 

Résultats/Conclusion : Notre recherche, soutenue l’ANR et l’ANSES, a permis de 

standardiser la méthodologie de recueil et d’analyse des EBC avec une optimisation du 

système de recueil et de l’agent coatant pour la détermination de la concentration nécessaire et 

compatible avec les analyses. Nous maitrisons le dosage dans les EBC des biomarqueurs tels 

que les protéines, les NOx et le 8-isoprostane. D'autres biomarqueurs sont encore en cours 

d'étude tels que le malondialdehyde et les cytokines. Ce travail méthodologique, publié, a 

permis dans un second temps la détection (> à 95%) et la quantification de ces biomarqueurs 

dans les EBC des sujets sains et malades de notre population. L’application de notre 

méthodologie dans l’étude clinique a montré la pertinence des biomarqueurs dans les 

pathologies étudiées. Il existe un effet groupe pour les protéines totales en tenant compte du 

tabac et de l’atopie (p=0.048) avec une augmentation chez les patients BPCO sous 

corticothérapie (p=0.017). Les niveaux de NOx sont augmentés chez les patients atteints de 

sclérodermie (p=0.006) et de BPCO (p=0.004) par rapport aux témoins. Les niveaux de 

FeNO0.05 et le NObronchique sont augmentés chez les asthmatiques (p=0.044 et p=0.043) alors 

que le NOalvéolaire est augmenté chez les patients atteints de PID et de sclérodermie (p<0.001). 

Perspectives : La constitution des valeurs de référence pour les biomarqueurs dosés dans les 

EBC est nécessaire à l’interprétation des dosages chez les sujets malades. Il convient 

également de finaliser la standardisation de la mesure des cytokines et du malondialdehyde et 

d’explorer de nouveaux biomarqueurs produits lors du stress nitrosant tels que la 3-

nitrotyrosine pour compléter les mécanismes physiopathologiques. Enfin le développement de 

cette méthode non invasive et peu contraignante apparait prometteuse en clinique médicale 

dans le suivi individuel de la maladie ou son traitement comme lors d’études 

épidémiologiques respiratoires sur des populations ayant une exposition professionnelle ou 

environnementale. Dans ce cadre, l’étude de marqueurs d’exposition tels que les métaux 

lourds dans les EBC est en cours de développement. 


