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1. Introduction

L'asthme est une maladie chronique caractérisée par une hyperréactivité bronchique dont les
manifestations cliniques sont hétérogénes. Le traitement médicamenteux est basé sur les
corticostéroides inhalés pour obtenir le controle des symptomes de la maladie et pour réduire le
risque d’exacerbation. Pourtant, chez certains patients ces objectifs ne sont pas atteints malgré
un traitement médicamenteux standard maximal, définissant I'asthme sévere (1). La prévalence
de I'asthme sévere varie selon les pays de 3.6% (2) a 10% (1). Le phénotypage de I'asthme devient
alors un point clé de la prise en charge diagnostique et thérapeutique (3). La distinction de
différents phénotypes permet de mieux comprendre la physiopathologie pour identifier des
endotypes, et a terme développer des thérapeutiques innovantes. L'endotype T2 implique les
cytokines interleukine (IL)-5, IL-4, IL-13 et les éosinophiles (4). Il existe en effet une corrélation
entre la sévérité de I'asthme et I'éosinophilie sanguine, I’éosinophilie dans le lavage bronchiolo-
alvéolaire et l'infiltration éosinophilique dans I'épithélium bronchique (5). Schleich et al ont
démontré que les patients asthmatiques avec une éosinophilie systémique concomitante d’une
inflammation locale bronchique avaient un asthme moins bien contrdlé, une qualité de vie
médiocre et un VEMS plus bas. Ces mémes patients avaient un taux d’exacerbation plus élevé,
une plus grande hyperréactivité bronchique et un FeNO plus élevé (6). Ce phénotype
éosinophilique a par ailleurs un fardeau économique important (7). Initialement, le taux
d’éosinophiles dans les expectorations induites supérieur au seuil de 2% était utilisé pour

distinguer ces différents phénotypes.

Des traitements se basant sur lidentification des endotypes dans lI'asthme ont pu étre
développés. Certains ciblent les voies de I'inflammation éosinophilique et inhibent notamment
la voie de I'lL-5. Ces biothérapies, mepolizumab et benralizumab notamment, sont utilisées dans
I’'asthme sévere éosinophilique en plus du traitement inhalé maximal. L’efficacité thérapeutique
du mepolizumab et du benralizumab a été démontrée dans I'asthme éosinophilique sévére pour
réduire la fréquence des exacerbations (8,9). Ces deux traitements permettent également de
réduire la dose de corticoides au long cours par voie systémique (10,11). L’éosinophilie sanguine
est utilisée dans ces études comme biomarqueur pronostique d’une réponse favorable
thérapeutique. Le seuil retenu a I’éligibilité de ces traitements est une éosinophilie sanguine
supérieure a 300/mm3. L’éosinophilie sanguine est plus facile d’acces et elle est reproductible
qguand elle est supérieure a 150/mm3 chez les asthmatiques séveres (12). En revanche,

I’éosinophilie dans les expectorations induites n’a pas été démontrée comme un facteur prédictif
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a laréponse au mepolizumab (12). L’éosinophilie sanguine devient alors le biomarqueur clé dans

I’'asthme de phénotype T2.

L'asthme peut impliquer une atteinte rhino-sinusienne. La rhino-sinusite chronique est définie
par des symptémes rhino-sinusiens datant d’au moins 3 mois avec des Iésions endoscopiques ou
tomodensitométriques selon I'EPOS (European Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal
Polyps) (13). On distingue classiquement deux phénotypes dans la rhino-sinusite chronique : avec
ou sans polypose naso-sinusienne. La polypose naso-sinusienne (PNS) est une comorbidité
importante de I'asthme (14). L'estimation basse est de 24 a 26% pour I'asthme chez les sujets
atteints de PNS (15,16), tandis que 7% des asthmatiques ont une PNS (17). La prévalence d’une
polypose naso-sinusienne est significativement plus élevée chez les patients asthmatiques
séveres (35%) que chez les asthmatiques modérés (9%) (18). Le traitement de la polypose naso-
sinusienne repose sur les corticostéroides locaux et nécessite parfois une intervention
chirurgicale (13). On retrouve différents endotypes dans la rhino-sinusite chronique. L'endotype
prédominant dans la polypose naso-sinusienne est I'inflammation type T2 en comparaison avec

la rhino-sinusite chronique sans polypose naso-sinusienne (19).

Certaines études se sont intéressées a plusieurs variables biologiques pour tenter d’identifier
d’autres biomarqueurs dans I'inflammation T2 et notamment aux cristaux de Charcot Leyden.
Les Cristaux de Charcot Leyden (CLC) sont des cristaux de forme hexagonale et bi-pyramidale
découverts la premiére fois au 19¢ siecle. lls sont retrouvés dans les tissus avec une infiltration
éosinophilique, notamment les expectorations des patients asthmatiques ou les sécrétions naso-
sinusiennes (20). Plusieurs études récentes ont montré que les CLC sont principalement formés
de la galectine-10 (gal-10) sous forme cristallisée (21). Cette protéine représente 10% des
protéines du cytoplasme de I'éosinophile, soit I'une des plus importantes (22). La gal-10 fait
partie de la famille des lectines, caractérisées par la présence d’'un domaine de reconnaissance
des glucides et elle se lie de maniere préférentielle avec le mannose (21). Ueki et al. ont montré
que la formation des CLC provient d’un processus appelé EETose (eosinophil extracellular trap
cell death) (23) consistant en un relargage de filets d’ADN par les éosinophiles activés. La gal-10
est initialement répartie dans le cytoplasme périphérique et péri-nucléaire des éosinophiles. Ce
processus débute par une redistribution homogéne de la gal-10 dans le cytoplasme des
éosinophiles. Simultanément, des CLC se forment par cristallisation de la gal-10 et |a structure du

noyau se modifie. Aprés dissolution de la membrane plasmique des éosinophiles, des vésicules



libres extracellulaires, des filaments de chromatine et des CLC apparaissent dans |'espace extra-

cellulaire (23).

L'implication des CLC/gal-10 n’a pas encore été clairement établie dans la physiopathologie de
I’'asthme éosinophilique. Fricker et al. ont étudié le génome des cellules dans les expectorations
induites pour le phénotypage de I'asthme. Ils ont observé que le gene de la protéine des CLC
faisait partie de ceux qui permettaient de distinguer le phénotype éosinophilique versus le
phénotype neutrophilique. De plus, le niveau d’expression du gene de la protéine des CLC et
quand il est combiné a 5 autres genes, permet de discriminer les patients avec exacerbations
sévéres fréquentes versus exacerbations peu fréquentes (24). Dans cette méme étude, Fricker et
al. ont aussi objectivé que la capacité prédictive de cette « signature de 6 genes » surpassait de
maniere significative celle du marqueur conventionnel qu’est I’éosinophilie sanguine pour
distinguer I'lasthme éosinophilique de I’'asthme neutrophilique. Persson et al. ont montré que les
CLC avaient un role spécifique et actif dans I'inflammation type T2 (25). lls ont prouvé que I'ajout
intra-trachéal de CLC chez les souris sensibilisées aux acariens majorait I'affluence de cellules
inflammatoires, entrainait la production d’IgE, augmentait la production de mucus et aggravait
le degré de bronchoconstriction chez la souris. Dans cette étude, un anticorps anti-gal-10 a été
créé a partir de lama et a permis in vitro la dissolution des CLC dans le mucus sinusien de patients
atteints de polypose naso-sinusienne. Persson et al. ont donc montré que les CLC pouvaient étre
une cible thérapeutique innovante chez I’"humain en suggérant que cibler les CLC pourraient

améliorer certains parameétres bronchiques qui contribuent a la sévérité de I'asthme.

Nous avons émis I’hypothese que les Cristaux de Charcot-Leyden et la protéine galectine-10 sont
liés a I’éosinophilie sanguine. Le but de notre étude est de caractériser les patients qui présentent
des CLC dans leurs prélevements histologiques, d’évaluer si la concentration sanguine de gal-10
est corrélée a des parametres cliniques et biologiques notamment a I’éosinophilie sanguine et
d’évaluer si CLC/gal-10 est un facteur pronostique pertinent pour prédire la fréquence des

exacerbations d’asthme.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Groupe CLC

2.1.1. Sélection des patients du groupe CLC

Nous avons extrait des comptes-rendus médicaux du dossier personnel informatisé de DxCare

Dedalus en utilisant I'ETL (extraction transformation et chargement) SAS®. Des programmes C#
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permettent d’extraire le contenu textuel des documents et de les stocker dans |'entrepot de
données de santé du CHU de Montpellier. Une recherche plein texte et une recherche floue ont
été utilisée sur les termes « cristaux », « Charcot » et « Leyden ». Afin de respecter le reglement
général sur la protection des données, les données ont été anonymisées. Les informations
identifiantes nom, prénom, date de naissance, adresse, numéro de téléphone ont été remplacée

en utilisant une variable combinée a numéro unique par patient (exemple nom_001).

Nous avons sélectionné les patients avec des CLC retrouvés dans les prélevements bronchiques,
pulmonaires ou sinusiens. Nous avons inclus les patients dont le diagnostic retenu par le clinicien
était I'asthme, avec ou sans atteinte rhino-sinusienne. Nous avons exclu les patients avec des CLC

retrouvés dans les prélévements qui n’étaient pas broncho-pulmonaires ou rhino-sinusiens.

2.1.2. Evaluation du groupe CLC

Cette partie de I’étude est rétrospective, épidémiologique, descriptive, observationnelle.

Nous avons recueilli les caractéristiques des patients (age, sexe, IMC, statut tabagique), I'histoire
de la maladie (nombre d’exacerbations par an et antécédents d’hospitalisation en réanimation
ou non), les thérapeutiques, les données fonctionnelles (VEMS, VEMS/CVF, CVF), les données

biologiques (éosinophilie sanguine, IgE totales, tests cutanés) et tomodensitométriques.

L'objectif est de phénotyper les patients asthmatiques qui présentent des CLC dans leurs

prélévements histologiques.

L'étude a été approuvée par l'Institutional Review Board du CHU de Montpellier (numéro

2019_IRB-MTP_05-24).

2.2. Groupe COBRA

2.2.1. Sélection des patients du groupe COBRA et recueil de données

Nous avons utilisé les données des patients asthmatiques issus de la cohorte longitudinale
nationale francaise multicentriqgue COBRA (Cohorte Obstruction Bronchique et Asthme, IDRCB
2008-A00284-51), regroupant des adultes majeurs inclus de mars 2008 a mars 2018.

Les données cliniques (age, sexe, statut tabagique, les symptomes respiratoires et les symptomes
rhino-sinusiens) ; I'histoire de la maladie asthmatique (les antécédents et nombre
d’exacerbations, le nombre d’hospitalisations, les passages aux urgences et en réanimation) ; les
données sur les traitements (la dose des corticostéroides inhalés, la corticothérapie orale) ; les

données fonctionnelles (VEMS, CVF, rapport VEMS/CVF); et des prélévements biologiques
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sanguins (éosinophilie sanguine, IgE totales) ont été collectés. Ces données sont recueillies a

I’inclusion et lors des 5 visites consécutives tous les 6 mois.

2.2.2. Dosage quantitatif par ELISA de la gal-10 dans le groupe COBRA a l'inclusion

Nous avons réalisé un dosage quantitatif de la gal-10 dans les préléevements sérologiques des
patients a la visite d’inclusion. Nous avons utilisé la technique d’immuno-absorption par enzyme
liée (ELISA) sandwich indirect avec un kit pré-coaté par un anticorps de capture spécifique des
CLC humains selon les instructions du fabricant (ELISA kit Novus Biologicals NBP2-75319).

La valeur de la densité optique est proportionnelle a la concentration sanguine en gal-10.

2.2.3. Evaluation du groupe COBRA

Le premier objectif est de déterminer s’il existe une corrélation entre la gal-10 et I’éosinophilie
sanguine. Le second objectif est de déterminer si la gal-10 est un biomarqueur pour le
phénotypage des patients asthmatiques et pour la prédiction des évenements futurs dans

I’histoire de I'asthme.

Nous avons évalué quels étaient les parametres cliniques et biologiques associés a la gal-10 lors
de la visite d’inclusion et au cours du suivi. Nous avons évalué si la gal-10 permettait de distinguer
des groupes de patients selon un score de santé composite (0 a 3 points) : 1 point si le meilleur
VEMS au cours du suivi est supérieur a 80%, 1 point si le patient n’a pas eu d’exacerbation depuis
la derniére visite, 1 point si 'ACQ est inférieur a 1,5. Nous avons évalué si la gal-10 permet de
différencier les patients au phénotype T2 élevé versus phénotype T2 bas, le phénotype T2 élevé
étant défini par 2 méthodes différentes : la premiere méthode par la présence d’une éosinophilie
sanguine > 150/mm3 ou la présence d’une atopie ou I'antécédent de polypose naso-sinusienne
ou un taux d’IgE totales élevé et la seconde méthode par la présence d’au moins une fois une

éosinophilie > 100/mm3 et des éosinophiles supérieurs a 140/mm3.

2.2.4. Analyse statistique des données de la gal-10 dans le groupe COBRA

Nous avons calculé le coefficient de corrélation linéaire (de -1 a 1) entre la gal-10 et les variables
guantitatives a la visite d’inclusion avec un p significatif < 0.05. Nous avons réalisé des tests de
Wilcoxon-Mann-Whitney pour évaluer l'association entre la galectine-10 et les variables
qualitatives a la visite d’inclusion et lors du suivi. Nous avons réalisé une régression linéaire et

une régression logistique afin de déterminer si la gal-10 était un marqueur prédictif des
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exacerbations aprés annualisation du nombre d’exacerbations au cours du suivi et pour la
survenue d’au moins 1 exacerbation au cours du suivi. Nous avons réalisé une régression
logistique pour évaluer si la gal-10 était un marqueur prédictif d’avoir un meilleur VEMS

supérieur a 80% au cours du suivi.

3. Résultats
3.1. Groupe CLC

3.1.1. Population du groupe CLC

Nous avons obtenu 224 documents de juin 1986 a janvier 2019, correspondant a 191 patients en
retirant les fichiers doublon par patient. Les documents obtenus sont exclusivement des
comptes-rendus d’anatomo-pathologie. Nous avons exclu 22 fichiers qui comportaient la notion
« absence de cristaux de Charcot Leyden » ou « pas de cristaux de Charcot Leyden ». Nous avons
exclu les 94 documents mentionnant des comptes-rendus d’examens parasitologiques des selles
et des comptes-rendus d’anatomopathologie de biopsies digestives. Nous avons exclu les 5
patients sans diagnostic établi. Nous avons inclus au total 70 patients, provenant de 33

prélevements broncho-pulmonaires et 37 prélévements rhino-sinusiens.

3.1.2. Diagnostics des patients du groupe CLC

Au sein des 70 patients, 38 avaient un diagnostic d’asthme, 13 patients d’ABPA dont 3 patients
avec mucoviscidose, 3 dilatations de bronches, 1 mycose broncho-pulmonaire allergique, 3
patients atteints d’EGPA, 10 patients avec une pathologie sinusienne sans asthme et 2

pneumonies a éosinophiles dont une idiopathique et une d’origine hématologique (Figure 1).

3.1.3. Caractéristiques des patients asthmatigues avec cristaux de Charcot-Leyden présents

dans leurs prélévements histologiques.

Sur les 38 patients asthmatiques (Tableau 1.), 14 avaient des prélevements broncho-pulmonaires
et 24 des prélevements sinusiens. Les femmes représentaient 63% de la population, I’age moyen
des patients étaient de 53.9 ans avec un IMC a 24.5 kg/m?, aucun patient n’était fumeur actif et
16 patients étaient fumeurs sevrés. Les patients avaient en moyenne un VEMS a 2.31L soit 84%
de la théorique. Trente-cing patients avaient des symptomes rhino-sinusiens et ces mémes-
patients étaient traités par corticothérapie intra-nasale. Vingt-sept patients avaient bénéficié
d’une chirurgie sinusienne. L’éosinophilie sanguine moyenne était de 803/mm3, I'éosinophilie
dans le LBA était de 52.6%. Les IgE totales étaient en moyenne a 225kUI/I. La moitié des patients

avaient des tests cutanés positifs. Huit patients n’avaient aucune exacerbation par an, 6 et 7
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patients avaient 1 et 2 exacerbations par an respectivement. Six patients avaient déja été

hospitalisés pour leur asthme dont 3 patients en réanimation. Quatre patients étaient sous

corticothérapie orale pendant une durée de 5 ans en moyenne avec une dose moyenne de plus

de 10 mg/J). Huit patients n’étaient pas traités par cortico-stéroides inhalés et 10 patients étaient

traités respectivement par des doses fortes de CSl en équivalent béclométasone. Trois patients

étaient traités par mepolizumab et 5 patients avaient bénéficié de I'omalizumab.

224 fichiers comportant « cristaux » « Charcot » « Leyden »

191 patients

33 fichiers doublons

Exclusion :

- 22 fichiers « absence de CCL »
- 94 EPS et biopsies digestives
- 5 patients sans diagnostic

70 patients : 33 préléevements broncho-pulmonaires

37 prélévements sinusiens

38 asthme

10 pathologies

sinusiennes sans
asthme

3 DDB

13 ABPA dont 3
mucoviscidose
1 MBPA

3 EGPA

2 pneumonies a
éosinophiles

idiopathique et
hematologique

Figure 1. Flow-chart des patients du groupe CLC.
EPS : examen parasitologique des selles. DDB : dilatation des bronches. ABPA :

aspergillose broncho-pulmonaire allergique. MBPA : mycose broncho-pulmonaire
allergique. EGPA : granulomatose éosinophilique avec poly-angéite.
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Tableau 1. Caractéristiques des patients asthmatiques

L
(Nombre de données disponibles) Groupe’ ce
moyenne * ecart-type
Nombre de femmes (38/38) % 63

Age (38/38) ans

53.9+12,5[22-79]

IMC (29/38) kg/m?

24.5+3,3[17-34,8]

Statut tabagique (25/38) n

- actif 0
- sevré 9
- non-fumeur 16
EFR

VEMS valeur absolue (17/38) L

2.31+0,69 [0,94-4,05]

VEMS % théorique (20/38) %

84 + 20,2 [43-135]

VEMS/CVF (13/38) % 68.5 + 10,8 [50-77]
Test de réversibilité positif (15/38) n 15
ORL

Symptoémes rhino-sinusiens présents (36/38) n 35
Corticothérapie intra-nasale (36/38) n 35
Antécédent de chirurgie des sinus (35/38) n 27
Score PNS (22/38) n

-stade 1 2
- stade 2 13
- stade 3 7
Présence d'une intolérance a I'Aspirine (18/38) n 11

Marqueurs biologiques

Eosinophilie sanguine (28/38) /mm3

806 + 386 [70-1790]

Eosinophilie LBA (11/38) % 52.6
FeNO (3/38) ppb 32.6
IgE totales (10/38) kUI/L 225 + 170 [5-608]
Tests cutanés (14/38) positifs n 7
Histoire de I'asthme

Nb exacerbations/an (21/38)

- 0 8

- 1 6

- 22 7
Nb de patients avec atcd d'hospitalisations (29/38) 3
Nb de patients avec atcd séjour en réanimation (29/38) 3

Entre parentheses : nombre de données disponibles. Entre crochets : valeurs extrémes. LBA :
lavage bronchiolo-alvéolaire ; FeNO : fraction exhalée du NO ; atcd : antécédent. Stades de
PNS : stade 1 : les polypes occupent au maximum un tiers de la cavité nasale ; stade 2 : leur
extrémité inférieure dépasse le plan du bord inférieur du cornet moyen ; stade 3 : leur
extrémité inférieure dépasse le plan du bord du cornet inférieur.




Tableau 1. (Suite) Caractéristiques des patients asthmatiques

Traitements Groupe CLC
Corticothérapie orale au long cours (38/38) n 4

- dose mg/] 11.2 [5-20]
- durée mois 61.5 [18-96]
CSl équivalent béclométasone (38/38) n

- faibles 11

- moyennes 9

- fortes 10

- pas de CSI 8
Biothérapie (24/38) n

- Omalizumab 5

- Mepolizumab 3
Imagerie

Scanner thoracique (21/38) n

- Trappage expiratoire 3

- Syndrome bronchique 11

- Dilatation de bronches 6

- Impactions mucoides

- Atélectasie/condensations/verre dépoli 2

CSl : cortico-stéroides inhalés.

3.2. Groupe COBRA

3.2.1. Population COBRA

Cent quatre-vingt-dix-huit patients ont été inclus dont 135 femmes, avec un IMC moyen a
27.5kg/m? et un 4ge moyen de 53 ans. La moyenne du VEMS était a 72.6% de la valeur prédite,

I’éosinophilie sanguine a 334/mm3 et les IgE totales a 546kUl/I.

3.2.2. Résultats du dosage ELISA de la gal-10

Nous avons trouvé des concentrations de galectine-10 hors de la gamme étalon chez 10 patients
au total malgré la dilution, pour lesquels les résultats ont été maintenus a 50 000 ng/mL. La
concentration moyenne de gal-10 est de 5797.04ng/mL. La distribution de la concentration de
gal-10 est biaisée a droite (Figure 2A). Pour s’approcher d’une distribution normale et prendre
en compte l'influence des valeurs extrémes, nous avons réalisé une transformation
logarithmique. Aprés la log-transformation, nous obtenons une moyenne de log(gal-10) a 7.49

(Figure 2B). Les mesures statistiques de base sont résumées dans le Tableau 2.
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Tableau 2. Mesures statistiques de base
* Gal-10 Log(gal-10)
Moyenne 5797.04 7.49053
g " Médiane 2139.57 7.66836
g Mode 50000 10.81978
Ecart-type 11515 1.54047
Variance 132583938 2.37304
o
. o Intervalle 49954 6.99758
¢ 0 6000 |";Dﬂ \8;00 24000 - 73&"0;0 ‘3;007 42000 48000 54000 'Ecart H 3770 1'89844
n : i : interquartile
0 7\\
; / <
N
N\
7
//
//
0 \\\
35 44 52 6.0 68 Icg‘ga;'io) 84 9.2 100 108 116

Figure 2A. Histogramme de distribution de la gal-10 en ng/mL. Figure 2B.
Histogramme de distribution de la gal-10 aprés log-transformation.

3.2.3. Analyse de la corrélation entre log(gal-10) et les variables quantitatives a la visite
d’inclusion

Aucune corrélation linéaire n’a été prouvée entre |’éosinophilie sanguine et log(gal-10) (Tableau
3) et le nuage de points montre |'absence d’association entre ces deux variables (Figure 3). Il
existe une corrélation linéaire positive entre I'IMC et log(gal-10) avec un coefficient de

corrélation a 0.43 (p<0.01). Il n’y a pas d’association entre les autres variables quantitatives

évaluées et log(gal-10).
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Tableau 3. Corrélation entre les variables
quantitatives a I'inclusion et log(gal-10).

Variable Rho (p-value)

Age al'inclusion 0,13 (0,07)

Ancienneté de I'asthme 0.16 (0.02)

Nombre d’exacerbations -0,02 (0,76)

VEMS pré-B2 (%) -0,08 (0,25)

VEMS post-B2 (%) -0,03 (0,80)

CVF pré-B2 (%) -0,09 (0,21)

VEMS/CVF -0,07 (0,35)

IMC 0,43 (<0,01)*

ACQ -0,19 (<0.01) s

GINA 0,07 (0,34) =000

Eosinophilie sanguine 0.14 (0.07) % 4000

Dose de CSI 0.004 (0.95) g 3000

Dose de CSO 0.005 (0.94) 5 2000

IgE totales -0.08 (0.33) 1000 5 S

IMC : Indice de masse corporelle. " & S 9 ok do‘:‘éﬁf&;ﬁ o ® &
ACQ : Asthma control questionnaire. 3 4 5 6 7 8 9 10 1
CSl : Corticostéroides inhalés. CSO : log(gal-10)

Corticostéroides oraux. Figure 3. Eosinophilie sanguine selon log(gal-10).

3.2.4. Analyse de I'association entre log(gal-10) et les variables qualitatives

Il existe une tendance pour I'association entre log(gal-10) et le fait d’avoir un VEMS supérieur a
80% a la visite d’inclusion avec une moyenne a 7.23 versus 7.61 et un p a 0.0829 (Tableau2). Il
n’y a pas d’association statistiquement significative entre les autres variables qualitatives et
log(gal-10), notamment pour la distinction du phénotype T2 selon nos 2 définitions ni le score
de santé. Il n’y a pas d’association statistiqguement significative entre log(gal-10) les antécédents

de passage en réanimation ou aux urgences dans les 12 derniers mois.
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Tableau 4. Association entre log(gal10) et les variables qualitatives

. o . log(gal10)

Variables qualitatives Effectifs Moyenne (= ET) | Médiane (Q1; Q3) p
Sexe 0,1072
Masculin 62 7,28 (+ 1,44) 7,27 (6,30 ; 8,08)

Féminin 135 7,59 (+ 1,58) 7,86 (6,58 ; 8,53)

Statut tabagique 0,3887
Non-fumeur 118 7,45 (+1,51) 7,62 (6,37 ; 8,39)

Fumeur actif 70 7,64 (+1,60) 7,88 (6,65 ; 8,71)

Fumeur sevré 9 6,91 (+1,41) 7,21 (6,58 ; 7,69)

Sinusite 0,3033
Oui 84 7,53 (+1,46) 7,79 (6,59 ; 8,54)

Non 98 7,30 (+1,54) 7,36 (6,14 ; 8,33)

Polypose naso-sinusienne 0,3675
Oui 55 7,38 (£1,57) 7,31 (6,24 ; 8,13)

Non 139 7,52 (+1,55) 7,67 (6,50 ; 8,53)

Rhinite allergique 0,886
Oui 107 7,44 (+1,52) 7,70 (6,31 ; 8,37)

Non 86 7,51 (+1,57) 7,52 (6,56 ; 8,42)

Allergie 0,5022
Oui 118 7,46 (+1,49) 7,74 (6,31 ; 8,50)

Non 64 7,31 (+1,53) 7,31 (6,43 ; 8,33)

Séjour en réanimation dans 0,8537
les 12 derniers mois

Oui 52 7,45 (+1,66) 7,46 (6,03 ; 8,54)

Non 143 7,51 (+1,50) 7,67 (6,62 ; 8,38)

Passage aux urgences dans 0,5571
les 12 derniers mois

Oui 94 7,38 (+1,50) 7,68 (6,37 ; 8,35)

Non 101 7,60 (+1,58) 7,63 (6,54 ; 8,51)

GINA 0,606
Stade 1-2 12 7,37 (+1,46) 7,41 (6,58 ; 8,02)

Stade 3-4 182 7,48 (£1,55) 7,65 (6,37 ; 8,50)

VEMS a la visite d’inclusion 0,0829
Supérieur a 80% 65 7,23 (+1,38) 7,32 (6,50 ; 8,00)

Inférieur a 80% 129 7,61 (+1,60) 7,86 (6,54 ; 8,56)

T2 définition 1 0,4581
T2 élevé 176 7,53 (+1,58) 7,74 (6,42 ; 8,52)

T2 bas 5 6,96 (+1,51) 7,55 (6,69 ; 7,94)

T2 définition 2 0,6559
T2 élevé 67 7,55 (+1,66) 7,83 (6,30 ; 8,51)

T2 bas 130 7,46 (+1,48) 7,63 (6,52 ; 8,40)

Score de santé 0,9787
Mauvais 28 7,44 (£1,57) 7,68 (6,37 ; 8,46)

Moyen 144 7,49 (+£1,48) 7,65 (6,55 ; 8,38)

Bon 19 7,72 (+2,00) 7,83(5,89 ; 8,74)

T2 définition 1 : éosinophilie sanguine >150/mm3 ou présence IgE totales ou présence

d’allergie ou présence de polypose nasale. T2 définition 2 : présence d’au moins une fois
éosinophilie a 100/mm3 et éosinophilie > 140/mm3.
Score de santé : mauvais 0 point, moyen 1 ou 2 points, bon 3 points. 1 point si meilleur

VEMS au cours du suivi > 80%, 1 point si absence d’exacerbation selon la derniére visite, 1

point si ACQ < 1.5.
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3.2.5. Capacité prédictive de log(gal-10) pour les événements futurs

Concernant le meilleur VEMS au cours du suivi, log(gal-10) montre une tendance prédictive pour
le VEMS supérieur a 80% avec une moyenne a 7.37 versus 7.66 pour le VEMS inférieur a 80%
avec un p a 0.0742 (Tableau 6). L'odds-ratio pour avoir un meilleur VEMS supérieur a 80% au

cours du suivi est a 0.885 avec un p a 0.1978 (Tableau 5).

Concernant le nombre d’exacerbations annualisé, log(gal-10) a un coefficient faible a -0,10 avec
une erreur type a 0.41, statistiguement non significatif avec une valeur du t a — 0,26 (Pr >|t| =
0.7982). Il n’existe pas de différence de log(gal-10) entre les 2 groupes quand le nombre
annualisé d’exacerbations est séparé en groupe moins de 3 exacerbations par an versus le groupe
plus de 3 exacerbations par an avec un p a 0.8616 (Tableau 6). Il n’existe pas de différence
statistiguement significative entre le groupe ayant présenté au moins une exacerbation au cours
du suivi versus I'absence d’exacerbation au cours du suivi, avec des moyennes de log(gal-10)
respectivement a 7.47 et 7.62 et un p a 0.8535. L'OR pour la probabilité d’avoir au moins une

exacerbation au cours du suivi est a 0.938 avec un p a 0.6517 (Tableau 5).

Tableau 5. Prédiction de log(gal-10) pour les événements futurs dans I’asthme

Odds-ratio | Intervalle de confiance a 95% P-value
Meilleur VEMS au cours du suivi > 80% 0.885 0.733 1.065 0.1978
Au moins 1 exacerbation au cours du suivi 0.938 0.711 1.240 0.6517

Tableau 6. Comparaison de log(gal-10) selon une dichotomisation des événements futurs dans I'asthme

Log(gal-10)

‘ N Moyenne (tET) | Médiane (Q1 ; Q3) P
Meilleur VEMS au cours du suivi
Supérieur a 80% 115 7.37 (¥1.63) 7.40 (6.24 ; 8.37) 0.0742
Inférieur a 80% 82 7.66 (+1.40) 7.87 (6.71 ; 8.64)
Nombre annualisé d’exacerbations
<3 99 7.54 (+ 1.53) 7.63 (6.63 ; 8.37) 0.8616
23 98 7.44 (+1.56) 7.69 (6.00 ; 8.56)
Au moins une exacerbation au cours du suivi
Oui 173 7.47 (+1.52) 7.67 (6.50 ; 8.42) 0.8535
Non 24 7.62 (+1.73) 7.52 (6.50 ; 8.15)

ET : écart-type
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4. Discussion

Les asthmatiques ayant des CLC dans leurs préléevements histologiques sont principalement
représentés par des femmes non fumeuses avec un VEMS élevé, supérieur a 80%, et une
inflammation éosinophilique systémique et locale bronchique. De plus, la plupart des patients
dans le groupe CLC ont une atteinte rhino-sinusienne ayant bénéficié d’'une chirurgie, ainsi la
majorité de nos prélevements proviennent de pieces opératoires de sinus. Enfin, nous n’avons
pas trouvé de différence en termes de sévérité entre les patients tant sur la dose de

corticostéroides inhalés que sur le nombre d’exacerbations par an.

Dans le groupe COBRA, la concentration sanguine de gal-10 en ELISA n’est pas corrélée avec
I’éosinophilie sanguine et nous n’avons pas déterminé de seuil pouvant distinguer le phénotype
T2 élevé ou bas. De méme, la gal-10 ne permet pas de prédire le taux d’exacerbations d’asthme.
En revanche, un taux élevé de gal-10 est corrélé a un IMC élevé et un taux bas de gal-10 suggére

une probabilité élevée d’avoir un meilleur VEMS supérieur a 80% au cours du suivi.

Nous n’avons pas mis en évidence la pertinence de la gal-10 dans le sang comme biomarqueur
de linflammation T2, ce qui est discordant avec la littérature. En effet, dans une étude
australienne (26), I’étude de I'expression des genes par PCR quantitative dans les expectorations
induites chez les asthmatiques a montré que le géne de la protéine de CLC faisait partie de I'un
de ceux qui étaient les plus exprimés dans le phénotype éosinophilique. Les CLC sont connus pour
étre présents dans les pathologies avec infiltration éosinophilique, notion confirmée par deux
études montrant dans les expectorations induites une forte corrélation entre la galectine-10 et

I’éosinophilie chez les asthmatiques (27,28).

Nos résultats sont également discordants concernant la capacité de la gal-10 a prédire les
exacerbations dans I'asthme. Fricker et al. (24) ont montré que le géne de la protéine de CLC et
que la « signature de 6 génes » (géne de la protéine de CLC couplé a 5 autres génes) étaient des
biomarqueurs pertinents pour : (i) prédire le risque d’exacerbations séveres fréquentes (plus de
2 par an) par rapport aux exacerbations non fréquentes (moins de 2 par an) ; (ii) prédire le risque
d’exacerbation par rapport a I'absence d’exacerbation. De plus, la « signature de 6 génes » était
plus performante que I'éosinophilie sanguine pour prédire le risque d’exacerbations séveres ou

fréquentes.

A ce jour, aucune autre étude n’a évalué la concentration sanguine de gal-10 en ELISA chez les

asthmatiques. Une étude francaise de 2008 (29) a montré que le niveau d’expression de ’ARNm
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de la galectine-10 dans le sang par PCR quantitative est plus important chez les patients avec
asthme induit a I'aspirine par rapport a celui des asthmatiques tolérants a I'aspirine. Cette étude
a également montré que la concentration sanguine de gal-10, bien que déterminée par une
technique différente, semble étre un moyen d’évaluation du phénotype de I'asthme. En
revanche, les résultats de cette étude ont distingué la gal-10 comme biomarqueur dans un
mécanisme impliquant les éicosanoides (30). La gal-10 pourrait donc étre impliquée dans un
endotype n’incluant pas exclusivement l'inflammation éosinophilique. Pour rappel, 11

asthmatiques ont une intolérance a I’aspirine dans notre groupe CLC.

La majorité des patients dans notre groupe CLC ont des symptomes rhino-sinusiens avec
polypose naso-sinusienne ayant nécessité une chirurgie. Ces résultats sont concordants avec la
littérature, montrant un réle important des CLC dans la polypose naso-sinusienne. En 2019,
Stevens et al. (31) ont montré que I'endotype T2 était prédominant dans la polypose naso-
sinusienne, défini par un niveau élevé d’ARNm des CLC dans les tissus sinusiens. Cet endotype T2
était associé a une perte d’odorat. Une étude chinoise (32) a montré que la concentration
d’ARNm de CLC déterminée par PCR sur brossage nasal ainsi que I'’éosinophilie dans le brossage
nasal étaient des facteurs de risque de récidive de polypose nasale. Une autre étude chinoise
(33) a évalué la réponse aux corticostéroides nasaux dans la PNS, démontrant que la
concentration des CLC par ELISA dans les sécrétions nasales était plus importante dans le groupe
répondeur aux corticoides nasaux par rapport aux non-répondeurs (105.3ng/mL contre
0.6460ng/mL). Le deuxiéeme facteur prédictif de la réponse aux corticoides nasaux dans cette
étude était I'éosinophilie dans les sécrétions nasales. De plus, les corticoides nasaux diminuaient
la concentration nasale de CLC. Nos résultats dans le groupe COBRA sont discordants avec
seulement 55 asthmatiques présentant une polypose naso-sinusienne et I'absence de différence
significative de concentration de gal-10 entre les asthmatiques avec PNS par rapport aux
asthmatiques sans PNS. Cette discordance peut s’expliquer par I'absence de distinction entre
forme cristallisée et forme soluble de la gal-10 dans le sang par la technique ELISA. En effet,
Persson et al. ont objectivé que la gal-10 induisait I'immunité de type 2 uniquement dans sa

forme cristallisée (25).

Nos résultats n’objectivent pas de différence significative de gal-10 entre les asthmatiques avec

ou sans rhinite allergique et entre les asthmatiques avec ou sans allergie. De plus, dans notre
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groupe CLC, seuls 7 patients ont des tests cutanés positifs. Nos résultats sont discordants avec
I’étude de Persson et al. (25) qui suggere que la gal-10 a également un réle dans I'allergie. En
effet, chez des souris ayant recu des cellules nucléées de donneurs allergiques aux acariens,
I'injection intra-trachéale de CLC concomitante a une exposition aux acariens a entrainé une

majoration de la production d’IgE.

Malgré I'absence de significativité, nos résultats suggerent qu’avoir un taux faible de gal-10
impliquerait une probabilité élevée d’avoir un meilleur VEMS au cours du suivi supérieur a 80%.
Ce résultat dans le groupe COBRA peut s’expliquer par la majoration de I'hyperréactivité
bronchique et de la viscosité du mucus bronchique par les CLC (25). Pourtant, dans notre groupe
CLC, les asthmatiques présentent en moyenne un VEMS supérieur a 83%. Cette discordance peut
étre expliquée par un biais de sélection des asthmatiques. En effet, la majorité des prélévements
du groupe CLC provenaient de pieces opératoires de polypose naso-sinusienne. Les asthmatiques
avec prélévements histologiques bronchiques pourraient avoir un VEMS moins bon par rapport

aux asthmatiques avec prélévements rhino-sinusiens.

Notre étude montre que la gal-10 est corrélée a I'lMC : plus le taux de gal-10 est élevé, plus I'lMC
est élevé. Dans le groupe COBRA, I'IMC était en moyenne a 27.5kg/m? tandis que dans le groupe
CLC, 'IMC moyen était a la limite supérieure de la normale a 24.5kg/m?. Dans I'asthme, I'obésité
est associée a une mauvaise cortico-sensibilité (34) et le traitement bariatrique diminue
I’hyperréactivité bronchique (35). L'obésité est ainsi une comorbidité importante de I'asthme et
implique des mécanismes inflammatoires provoqués par le tissu adipeux, notamment par la
leptine principalement chez la femme (36). Holguin et al. (37) ont décrit deux phénotypes
d’asthmatiques avec obésité en fonction de I'age du début de I'asthme. lls suggerent que les
asthmatiques de début précoce (moins de 12 ans) deviennent obéses au cours de la maladie,
tandis que les asthmatiques obeses de début tardif auraient pour cause possible de leur asthme,
entre autres, leur obésité. Notre étude ne retrouve pas de corrélation linéaire entre la gal-10 et
I’'ancienneté de I'asthme. Le lien entre la gal-10, 'ancienneté de I'asthme et I'lMC n’est donc pas
clairement établi et pourrait impliquer d’autres mécanismes que l'inflammation T2. En effet,
Desai et al. (38) ont montré que I'lL-5 dans les expectorations et I'infiltration éosinophilique dans
les bronches étaient plus élevées chez les asthmatiques séveéres obéses que chez les
asthmatiques non-obéses. Le lien de causalité entre la gal-10 et I'IMC reste a prouver et le

mécanisme peu clair.
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Le groupe CLC pourrait s’approcher du cluster 3 d’asthme tel qu’il est décrit dans I'étude de
Moore et al. (39) : asthme d’apparition tardive lié a une inflammation non T2 chez des femmes
agées avec des allergies peu présentes ayant peu de recours aux hospitalisations. Pourtant, nos
résultats dans le groupe CLC ne sont pas concordants, le VEMS moyen étant supérieur a 80%,
contrairement a ce qui est décrit dans cette étude. Par ailleurs, dans cette méme étude (39), il

n’y avait pas de distinction entre les différents clusters concernant I'inflammation éosinophilique.

Notre étude présente plusieurs limites. Dans le groupe CLC, le caractére rétrospectif et la taille
de notre échantillon implique de nombreuses données manquantes, notamment sur le controle
de I'asthme ou I'exploitation de I'imagerie sinusienne. Le nombre de données manquantes n’a
pas permis une analyse et comparaison statistique entre les patients avec prélevements
bronchiques ou sinusiens. Par ailleurs, nous n’avons pas d’évaluation quantitative des CLC dans
les prélevements histologiques. Dans le groupe COBRA, le dosage de la gal-10 n’a été effectué
qu’a la visite d’inclusion, empéchant le suivi longitudinal de cette variable quantitative. De plus,
les concentrations des 10 patients qui présentent des dosages hors de la gamme ont été retenues
a 50 000ng/ml, restreignant I’étendue véritable des concentrations, malgré I'utilisation de la log-
transformation. Enfin, comme nous I'avons déja évoqué, la technique ELISA ne permet pas de

distinguer la forme soluble de la forme cristallisée de la galectine-10 dans le sang.

Nous étude montre que la galectine-10 dans le sang ne permet pas de distinguer le phénotype
T2 mais qu’elle est un biomarqueur potentiel pour le VEMS au cours du suivi dans I'asthme. La
présence des CLC reste néanmoins un marqueur de I'inflammation éosinophilique et une cible
thérapeutique a évaluer chez les asthmatiques et les patients atteints de rhino-sinusite

chronique (25).
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5. Conclusion

Les asthmatiques avec cristaux de Charcot-Leyden sont représentés par des femmes agées avec
un faible déficit ventilatoire obstructif, qui ont une inflammation éosinophilique bronchique
locale et systémique ainsi qu’une atteinte rhino-sinusienne quasi-constante. La concentration
sanguine de gal-10 n’est pas un marqueur fiable d’une inflammation éosinophilique et elle ne
permet pas de prédire les exacerbations d’asthme. En revanche, la gal-10 est corrélée a I'[MC et
une concentration sanguine basse de gal-10 suggere d’avoir un meilleur VEMS au cours du suivi
supérieur a 80% chez les asthmatiques. La galectine-10 reste une cible thérapeutique

intéressante chez les asthmatiques ayant des cristaux de Charcot-Leyden.
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Introduction : Les Cristaux de Charcot-Leyden (CLC) sont retrouvés dans les pathologies
éosinophiliques et dans les prélevements bronchiques et rhino-sinusiens des asthmatiques
lorsqu’il existe une inflammation éosinophilique. lls sont constitués de la galectine-10 (gal-10)
sous forme cristallisée. Il a été démontré que les CLC contribuaient a entretenir I'inflammation
type 2 in vitro. Notre objectif est de déterminer si les CLC/gal-10 sont des biomarqueurs

pertinents dans I'asthme et déterminer si la gal-10 est liée a I'éosinophilie sanguine.

Matériels : Nous avons caractérisé tous les asthmatiques qui présentaient des CLC dans leurs
préléevements histologiques du CHU de Montpellier. Nous avons utilisé la cohorte francaise
multicentrique COBRA (Cohorte Obstruction Bronchique et Asthme) pour doser en ELISA la gal-
10 dans les prélevements sanguins a la visite d’inclusion. Nous avons réalisé des tests de

corrélation linéaire avec les parametres cliniques et biologiques recueillis.

Résultats : Dans le groupe CLC, les 38 asthmatiques étaient principalement des femmes avec une
tendance au surpoids, un VEMS élevé > 80%, une éosinophilie sanguine élevée a 800/mm3, sans
différence sur le nombre d’exacerbations par an avec une atteinte rhino-sinusienne nécessitant
une chirurgie. Dans la cohorte COBRA, la gal-10 ne prédit pas le taux d’exacerbations. Elle est
corrélée a I'IMC mais pas a I’éosinophilie sanguine. Il existe une tendance prédictive pour le

meilleur VEMS au cours du suivi.

Conclusion : La gal-10 n’est pas corrélée a I'éosinophilie mais a I'IMC. Nos résultats suggerent

gu’un taux bas de gal-10 prédit d’avoir un VEMS élevé au cours du suivi.

Mots-Clés : Asthme ; Cristaux de Charcot-Leyden ; galectine-10 ; éosinophiles ; inflammation T2 ;

biomarqgueurs ; COBRA ; polypose naso-sinusienne.



