o

FACULTE
DE MEDECINE «
Université de Lile @ ¥

HENR'

Uni\{ersité
de Lille

UNIVERSITE DU DROIT ET DE LA SANTE - LILLE 2

FACULTE DE MEDECINE HENRI WAREMBOURG
Année : 2018

EMY

THESE POUR LE DIPLOME D'ETAT
DE DOCTEUR EN MEDECINE

APPORT DE LA C-REACTIVE PROTEIN DANS LES DIAGNOSTICS
DIFFERENTIELS DES MALADIES A EOSINOPHILES. ETUDE
MONOCENTRIQUE ET RETROSPECTIVE SUR 166 PATIENTS

Présentée et soutenue publiguement le 28 mars 2018 a 18 heures
au Pdle Formation
Par Amélie Leurs

JURY
Président :
Monsieur le Professeur Pierre-Yves HATRON
Assesseurs :
Monsieur le Professeur David LAUNAY
Madame le Docteur Cécile CHENIVESSE

Monsieur le Docteur Jean-Emmanuel KAHN
Directeur de These :

Monsieur le Docteur Guillaume LEFEVRE




AVERTISSEMENT

La Faculté n'entend donner aucune approbation aux opinions émises dans les theses
: celles-ci sont propres a leurs auteurs.







LISTE DES ABBREVIATIONS

ACR : American College of Rheumatology

ANCA: anticorps anticytoplasme des polynucléaires / antineutrophil cytoplasmic

antibodies

Asth+ANCA+: patients with persistent asthma and positive MPO-ANCA assays

Asth+ANCA-: patients with persistent asthma and negative MPO-ANCA assays

Asth-ANCA-: asthma-free patients with negative MPO-ANCA assays

AUC : area under the curve

CEREO : Centre de référence national des Syndromes hyperéosinophiliques

CRP : C reactive protein

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

ERS : European Respiratory Society

FIP1L1-PDGFRa: FIP1-likel—platelet-derived growth factor receptor alpha

GPA : Granulomatose avec Polyangéite / granulomatosis polyangiitis

GEPA : Granulomatose Eosinophiligue avec Polyangéite / EGPA: eosinophilic

granulomatosis with polyangiitis

GERMOP : Groupe d'Etudes et de Recherche sur les Maladies Orphelines
Pulmonaires

HASM : hypereosinophilic asthma with systemic (non-vasculitic) manifestations

HEN : hyperéosinophilie néoplasique/clonale/primitive

HER : hyperéosinophilie réactionnelle/secondaire

HEus : hyperéosinophilie de signification indéterminéee

IC 95% : Intervalle de confiance a 95 %

ICD10 : International Classification of Diseases, 10th Revision

lg : Immunoglobuline

IL : interleukine

IQR : interquartile range

MPA : Polyangéite microscopique / microscopic polyangiitis

MPO : myeloperoxydase

ORL : oto-rhino-laryngologique

PNE : polynucléaire éosinophile

PPV : Valeur prédictive positive / positive predictive value

ROC : Reveiver Operating Characteristic




RSC : rhino-sinusite chronique

Se : Sensibilité / Sensitivity

SHE : Syndrome Hyperéosinophilique / hypereosinophilic syndrome
Sp : Spécificité / Specificity

TCR : T-cell receptor

VS : vitesse de sédimentation
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|.  Introduction générale

Le diagnostic différentiel entre Granulomatose Eosinophiligue avec Polyangéite
(EGPA) et Syndrome Hyperéosinophilique (SHE) est une problématique récurrente en
pratique quotidienne. Ces pathologies, rentrant dans le spectre des maladies a
éosinophiles, présentent de nombreuses caractéristiques communes dont I'atteinte
pulmonaire. Il n'existe pas a ce jour, en dehors des anticorps anticytoplasme des
polynucléaires (ANCA), de biomarqueur simple permettant de les différencier. Dans
ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a la C-reactive protein (CRP)
comme outil pouvant aider a distinguer la GEPA du SHE.

Nous allons tout d’abord vous présenter la GEPA puis le SHE, et poursuivre par la
présentation de leurs manifestations cliniques communes. Nous présenterons ensuite
brievement en quoi la CRP nous paraissait un marqueur d’intérét.

L’ensemble des données de ce travail de thése sera résumé page numéro 24 et

détaillé dans I'article page numéro 39.

A. Généralités

Il'y a environ 120 ans, le polynucléaire éosinophile (PNE) était individualisé par Paul
Ehrlich grace a son affinité pour I'éosine. Cette cellule issue de la différenciation
médullaire myéloide dispose de granules préformées contenant de multiples protéines
libérées en fonction des signaux recus dans son microenvironnement (1). Le taux
sanguin physiologique est compris entre 0.05 et 0.5 X10%L. L’hyperéosinophilie
correspond a un taux supérieur a 0.5 X10%L. Sa sévérité a été divisée en 3 groupes
selon son taux : faible (0.5 — 1.5 X10%L), moyenne (1.5 — 5 X10%L) et massive

(supérieure a 5 X10%L). Elle peut étre transitoire, épisodique ou persistante (2).




Historiquement, le PNE est associé a l'asthme, aux réactions allergiques et aux
infections par certains parasites tels que les helminthes (1). Plus récemment, la
meilleure compréhension des propriétés fonctionnelles du PNE a permis de lui
attribuer de nombreuses fonctions en condition physiologique, notamment dans le
remodelage tissulaire, mais également dans certains contextes pathologiques, ou il

peut avoir un réle pro-inflammatoire, cytotoxique ou pro-fibrosant (3).

L’éosinophilopoiése débute dans la moelle osseuse a partir de précurseurs cellulaires
CD34+ sensibles a l'interleukine (IL)-5 (1). Les PNE matures migrent ensuite dans le
sang périphérique ou ils peuvent étre recrutés dans les tissus sous l'influence des
éotaxines et via les cellules endothéliales activées par de I'lL-4 (1). En fonction du
microenvironnement local, les PNE sont par la suite activés et libérent leurs protéines
contenues dans les granules (différents médiateurs lipidiques, métabolites a oxygene
et protéases) ainsi que leurs cytokines. Les stimuli pouvant activer les PNE sont
nombreux et incluent la liaison aux récepteurs de 'immunoglobuline (Ig) tels que IgA
et IgG, ainsi que les cytokines telles que I'lL-5, le Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, et I'lL-3 (1). Par différents processus de dégranulation sélective, les
différentes protéines cationiques du PNE peuvent provoquer des dommages
tissulaires. Par exemple dans I'asthme, ils sont tenus pour responsable, au moins en
partie, de l'altération des cellules épithéliales bronchiques et des mouvements ciliaires

ainsi que 'augmentation de la perméabilité vasculaire (1).

Plusieurs pathologies broncho-pulmonaires a composante « éosinophile » peuvent
associer en proportions variables une hyperéosinophilie sanguine et/ou une

dysfonction d’organe(s) induite par l'infiltration tissulaire des PNE (4). On peut citer




entres autres, le SHE, la GEPA (anciennement appelée maladie de Churg-Strauss),
'asthme hyperéosinophilique, la pneumopathie chronique idiopathique a éosinophiles.
Parmi celles-ci, le SHE et la GEPA se caractérisent par la diversité des tableaux
pouvant les révéler mais doivent étre absolument différenciés en raison de leur gravité

potentielle et des approches thérapeutiques différentes.

B. Granulomatose éosinophilique avec polyangéite (GEPA)
La GEPA est une vascularite touchant les vaisseaux de petits et moyens calibres
associée aux anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA) (5).
Elle se difféerencie des autres vascularites a ANCA par la présence d’'un asthme

constant, d’'une hyperéosinophilie et de la faible fréquence de détection des ANCA (5).

Evolution des criteres diagnostiques :

Elle a été définie en 1951 par Churg and Strauss, qui a décrit les 13 premiers cas.
Ceux-ci présentaient un asthme sévere, de la fievre, une hyperéosinophilie, associés
a des anomalies vasculaires et la présence d’un granulome pouvant étre nécrosant
(6). En 1977, la Mayo Clinic décrivait 30 cas supplémentaires présentant de facon
constante un asthme et une vascularite systémique, décrite comme nécrosante
touchant les arteres et veines de petits calibres avec de nombreux éosinophiles au
niveau de la paroi des vaisseaux et au niveau tissulaire en périvasculaire (7). Des
critéres de classification ont ensuite été établis par Lanham en 1984 a partir de 66
nouveaux cas et 138 cas de la littérature. lls étaient constitués de la présence d’un
asthme, d’'une hyperéosinophilie maximale sanguine supérieure a 1.5 X10%L et d'une
vascularite systémique avec un minimum de deux atteintes d’organes extra-

pulmonaires (8).




Par la suite, les critéres de ’American College of Rheumatology (ACR) étaient établis
en 1990. Quatre sur 6 des critéres étaient nécessaires a I'établissement du diagnostic
de GEPA parmi: asthme (wheezing ou sibilants a I'expiration), hyperéosinophilie
(supérieure a 10% du taux des leucocytes), antécédent d’'une allergie ou d’une atopie,
mononévrite ou polyneuropahie (attribuable a la vasculopathie), infiltrats pulmonaires
transitoires et migrateurs a I'imagerie pulmonaire, anomalies sinusiennes et présence
d’éosinophiles extravasculaire en histopathologie. Ces critéres présentaient une
sensibilité établie a 85% et une spécificité a 99.7% par rapport aux sujets contrbles
(n=787) qui étaient atteints d’autres vascularites systémiques. Le choix de ce groupe
contrle expliqgue en partie la difficulté diagnostique vis-a-vis d’autres maladies a
éosinophiles comme le SHE. L’asthme n’était plus alors considéré comme obligatoire
pour le diagnostic final, mais 19 patients (95%) de cette étude présentaient un asthme
et ce critére restait comme le plus discriminant pour faire la différence avec les autres
vascularites (9).

Les criteres de Chapel Hill de 1994, révisés en 2012, sont les plus récents
actuellement (5). lls classent les différentes vascularites selon la taille du vaisseau
touché par la maladie. La GEPA est donc répertoriée dans les vascularites
granulomateuses, nécrosantes, touchant les vaisseaux de petits et moyens calibres,
avec une association a I'asthme et une hyperéosinophilie. Le granulome est décrit
comme riche en éosinophiles. La présence de polypes nasaux est signalée comme
fréequente et les ANCA peuvent étre positifs avec une spécificité type myéloperoxydase
(MPO) de facon plus fréquente en cas de glomérulonéphrite associ€e. Les atteintes

pulmonaire, myocardique et gastro-intestinale sont dites habituelles (5).

Epidémiologie:
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Dans le cadre d’'une étude frangaise de 2004, la GEPA représente une incidence de
11,7 nouveaux cas par an (intervalle de confiance a 95% [IC 95%] 5-19) et une
prévalence de 10.7 par million d’habitants (IC 95% 5-17) (10). Une étude du Royaume-
Unis retrouve une incidence comprise entre 1.3 et 6.8 de cas par million d’habitants
par an (11).

L’age au diagnostic se fait aux alentours de 50 ans et le sexe ratio retrouve une faible

majorité d’hommes (sexe ratio entre 1,08 et 1,18) (12,13).

Les ANCA, le biomarqueur de la GEPA

Le seul biomarqueur pouvant aider au diagnostic différentiel de la GEPA vis-a-vis
d’autres maladies a éosinophiles, est la recherche d’ANCA. La présence d’ANCA
positifs, avec une spécificité de type MPO (et rarement protéinase-3), chez un patient
asthmatique et hyperéosinophilique, est reconnue comme un marqueur diagnostique
indiscutable. La MPO est un héme contenant de la peroxydase dans les granules
azurophiles des neutrophiles correspondant a une protéine microbienne capable de
générer de I'acide hypochloré (14). Malheureusement, les ANCA dans la GEPA ne
sont décrits que dans 30 a 40% des cas environ (9,12,13,15,16).

D’un point de vue physiopathologique, la présence de ces anticorps semble pathogéne
mais on peut retrouver le méme phénotype clinique chez un patient ANCA négatifs
(17). Un modeéle murin montre que le transfert de splénocytes d’'une souris MPO
déficiente, immunisée avec une MPO murine déclenche le développement d’une
vascularite, plutot de type polyangéite microscopique (MPA), avec lI'apparition d’'une
glomérulonéphrite et d’'une capillarite pulmonaire (18). Il a été également rapporté le
cas d'une patiente atteinte d’'une vascularite a ANCA avec une spécificité MPO ayant

donné naissance a un enfant présentant une vascularite néonatale (19).
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Plusieurs auteurs ont décrit un phénotype clinique différent entre les patients selon la
présence ou non d’ANCA (17,20-22). En effet, les patients présentant des ANCA
positifs ont statistiguement plus de purpura, d’hémorragie alvéolaire, de mononévrite
multiple et de glomérulonéphrite rapidement progressive mais, moins d’atteinte
cardiaque et pulmonaire (13,15,23). Au niveau histologique, les patients avec des
ANCA négatifs présentent préférentiellement une infiltration €osinophilique tissulaire
périvasculaire avec une fréquence de 58.8% (versus 13,8%, p<0,001) alors que les
patients ANCA positifs présentent plutdt un aspect de capillarite et de vascularite

nécrosante avec une fréquence a 75.9% (versus 32,4%, p<0,001) (15).

Nouvelle définition de la vascularite et de la GEPA :

Tres réecemment, le Groupe d'Etudes et de Recherche sur les Maladies Orphelines
Pulmonaires (GERMOP) et I'European Respiratory Society (ERS) ont proposé de
distinguer pour la premiére fois les patients GEPA en fonction de la présence ou non
d’une vascularite, des ANCA, et/ou d’'une mononévrite multiple (16). Cette étude
rétrospective de 157 patients propose que les patients ne présentant pas d’arguments
pour une vascularite soient désormais classés en asthme hyperéosinophilique avec
manifestations systémiques non vascularitiques (HASM, soit « hypereosinophilic
asthma with systemic (non vasculitic) manifestations »). Ceux présentant une

vascularite systémique peuvent donc étre classés en EGPA.

La vascularite y est définie en cas de présence d’au moins 1 des criteres suivant :
(1) Vascularite définie (« Definite  vasculitis »):  vascularite  nécrosante
histologiquement prouvée quel que soit l'organe biopsié, glomérulonéphrite

nécrosante ou glomérulonéphrite a croissant (histologiquement prouvée), hémorragie
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alvéolaire (définie comme un retour sanglant au lavage broncho-alvéolaire avec des
opacités compatibles a I'imagerie), purpura palpable, infarctus du myocarde sur une
coronarite prouvée (en relation avec la maladie systémique, par exemple une sténose
coronarienne non athéromateuse visible en coronarographie ou un infarctus du
myocarde sans athérosclérose coronarienne retrouvée).

(2) Criteres substitutifs évocateurs de vascularite (« Strong surrogate of vasculitis ») :
hématurie avec des cylindres ou = 10% d'érythrocytes dysmorphiques OU, hématurie
accompagnée d’'une protéinurie a 2 croix a la bandelette urinaire (en relation avec la
maladie systémique, sans preuve histologique) ET, toute(s) manifestation(s) d'atteinte
d’organe(s) autre qu’oto-rhino-laryngologique (ORL) ou broncho-pulmonaire associée
a une biopsie présentant une capillarite leucocytoclasique et/ou une infiltration a
eosinophile de la paroi artérielle

(3) Présence d’'une mononévrite multiple

(4) Présence d’ANCA avec la méthode enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
avec au moins une manifestation hors pulmonaire et hors ORL, en rapport avec la

maladie systémique.

L’HASM est quant a elle définie par la présence :

(1) d’un asthme et,

(2) d’'une éosinophilie sanguine supérieure a 1,5 X107/L et,

(3) de toute manifestation(s) systémique(s) » (au moins une atteinte d’'organe extra-
pulmonaire et extra-ORL), autre(s) que celles définies par les criteres de vascularite
ci-dessus (« Definite vasculitis », « Strong surrogate of vasculitis », ...) et directement
attribuable(s) a la maladie systémique.

(4) ANCA néqgatifs
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Cette nouvelle classification permet essentiellement de classer plus facilement les
malades présentant un asthme hyperéosinophilique avec atteinte systémique, mais le

diagnostic de SHE n’a malheureusement pas été évoqué par les auteurs.

C. Syndrome hyperéosinophilique (SHE)

Le concept de SHE était introduit par Hardy et Anderson en 1968 (24), puis, Chusid et

al. proposait pour la premiére fois des critéres diagnostiques en 1975 (25).

Evolution des critéres diagnostiques :

Chusid et al., en 1975, a partir de 14 cas et 57 cas basés sur revue de la littérature,
définissait des criteres diagnostiques pour le SHE: persistance d’une
hyperéosinophilie supérieure ou égale a 1,5 X10°%L pendant une durée minimale de 6
mois (ou déces avant 6 mois associé a des signes et des symptémes pour une maladie
hyperéosinophilique), absence de toutes autres causes pouvant donner une
hyperéosinophilie et, présence de signes ou de symptdmes présumant d’'une atteinte
d’organe (dont une hépatosplénomégalie, une dysfonction cardiaque, une atteinte du
systeme nerveux central focale ou diffuse, une fibrose pulmonaire, de la fievre, une
perte de poids ou une anémie) (25).

Avec les nouvelles données moléculaires a disposition, Roufosse et al. proposait en
2006, que les patients remplissant les criteres de Chusid et al. soient séparés aprés
bilan complet (dosage IgE, vitamine B12, phénotypage lymphocytaire, analyse du
réarrangement du TCR [T-cell receptor], tryptase, gene de fusion FIP1L1-PDGFRa
[FIP1-likel—platelet-derived growth factor receptor a], échographie cardiaque et
abdominale ...), soit en SHE myéloide, soit en SHE lymphoide ou en SHE idiopathique

(en cas d’absence de variant myéloide ou lymphoide retrouveé) (26). La recherche de
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clone myéloide était encore assez spéculative en pratique quotidienne, la mutation du
géene de fusion FIP1L1-PDGFRa (encodage d'une protéine constitutive d’'une activité
tyrosine kinase) étant découverte quelques années plus t6t. Klion et al. proposait
auparavant de définir le SHE myéloide par la présence d’au moins 4 des critéres
suivant : présence d’éosinophiles dysplasiques, augmentation du taux de vitamine B12
plasmatique, augmentation du taux de tryptase plasmatique, anémie/thrombopénie,
hépatosplénomégalie, hypercellularité avec augmentation de la proportion de cellules
immatures dans la moelle osseuse, myélofibrose, et enfin, cellules mastocytaires
dysplasiques dans la moelle osseuse (27). Concernant les variants lymphoides, ils
étaient définis comme des lymphocytes T clonaux (sans expansion dite maligne)
capables de produire de l'lL-5, comme par exemple la population CD3-CD4+ ou
CD3+CD4-CD8- (26).

Dans le méme temps, I'Hypereosinophilic Diseases Working Group of the International
Eosinophil Society souhaitait différencier I'ensemble des SHE par un nouvel
algorithme de classification (28). En plus du SHE lymphoide et myéloide, étaient
incorporés, le SHE familial, le SHE « non défini » soit bénin (asymptomatique, absence
d’atteinte d’organe), soit complexe (atteintes d’organes sans variant lymphoide ou
myéloide mis en évidence [définit comme idiopathique auparavant]), soit épisodique
(angioedéme cyclique), puis le SHE avec chevauchement correspondant a une
atteinte restreinte a un seul organe (gastroentérite a éosinophiles, pneumopathie a
éosinophiles...), et enfin le SHE dit « associé » a une autre pathologie distincte (GEPA,
mastocytose systémique, sarcoidose...) (28).

Enfin, avec I'évolution de nouveaux mécanismes moléculaires et immunologiques, il
était décidé d’établir un consensus sur de nouveaux criteres avec I'appui d’experts.

Cette derniére classification consensuelle distingue plus clairement la notion
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d’hyperéosinophilie (sanguine et/ou tissulaire) asymptomatique. (2). Le terme
hyperéosinophilie (HE) doit étre utilisé en cas d’éosinophilie sanguine persistante
supérieure a 1,5 X10%L, et/ou en cas d'éosinophilie tissulaire. La notion de
« persistante » correspond a I'enregistrement de I'hyperéosinophilie a 2 occasions
dans un intervalle de temps de 4 semaines minimum (a I'exception d’'une urgence
thérapeutique). Le critere de I’ «infiltration tissulaire » est rempli quand soit le
pourcentage des éosinophiles dans la section de biopsie ostéo-médullaire excedent
20% des cellules nucléés ; soit l'infiltration par les éosinophiles est considérée par
'anatomopathologiste comme massive ; soit par I'existence d’arguments pour une
activation éosinophilique (par exemple : dép6ts de protéines provenant des granules
au niveau tissulaire). Le syndrome hyperéosinophilique (SHE) est défini par une
hyperéosinophilie (sanguine et/ou tissulaire, telle que précédemment décrit) ET une
dysfonction d’organe(s) attribuable au PNE aprés exclusion de toutes autres
pathologies pouvant expliquer les anomalies. Le critére de I'atteinte d’'organe reprend
les criteres d’infiltration tissulaire décrits précédemment et au moins un des critéres
suivants : (1) fibrose (pulmonaire, cardiaque, digestive, cutanée...); (2) thrombose
avec ou sans embolie; (3) érythéme cutanée (incluant les muqueuses), angioedéeme,
ulcération, prurit, et eczéma,; et enfin (4) neuropathie centrale ou périphérique avec un
déficit chronique ou récurrent. Il est a noter que le SHE peut concerner 1 ou plusieurs
organes. Ensuite, I'hyperéosinophilie peut étre divisée en plusieurs types selon le
mécanisme physiopathologique identifi€é ou supposé : héréditaire/familiale,
néoplasique/clonale/primitive  (HEn), réactionnelle/secondaire (HErR) ou, de

signification indéterminée (HEus) (2).

Epidémiologie :

16



Chusid et al. retrouvait un pic d’incidence aux alentours de 41-50 ans, avec une
prédominance franche masculine (91%) (25). Par la suite, deux études décrivaient un
age au diagnostic plutot aux alentours de la trentaine (29,30). Une étude plus récente
américaine établissait une incidence ajustée sur I'dge a 0,036 pour 100.000 nouveaux
cas par an (IC 95%, 0,030-0,042/100.000), une prédominance masculine avec un
sexe ratio a 1,47 et un age médian au diagnostic a 52,5 ans avec un pic d’incidence
entre 65 et 74 ans (31). La cohorte internationale des SHE notait également une
prédominance masculine mais plus discréte avec un sexe ratio de 1.24 et un age
médian & 45 ans (IC 95% 6-85 ans) (32). La prévalence de la mutation du gene de

fusion FIP1L1-PDGFRa était établie aux alentours de 10% (32,33).

HEus :

Les patients atteints d’HEus présentent une hyperéosinophilie persistante, inexpliquée
et asymptomatique (2). Il n'existe pas encore de marqueur prédictif du risque
d’apparition d’une atteinte d’organe et donc d’évolution vers un SHE. Une étude
récente de 8 patients (3.8%) sur 210 sujets, présentant une HEus suivis pendant de
nombreuses années (jusque 31 ans), était plutét en faveur d’un bon pronostic. Il n’avait
pas été retrouvé de biomarqueurs pour différencier ces patients HEus de patients SHE
(34), mais la pratique montre qu’une HE peut précéder de nombreuses années
I'apparition des premiers symptdémes de SHE. Une étude rétrospective polonaise a
recueilli les données de 40 patients atteints d’HEus. L’age médian au diagnostic était
de 61 ans (IC 95% a 17 - 85), 40% des patients avaient un taux de PNE supérieur a 3
X10%L. La médiane de suivi était seulement de 55 mois et 1 seul patient présentait

finalement un SHE avec dysfonction cardiaque (a 11 ans de suivi) (35).
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HERr:

Ce diagnostic représente toutes les pathologies dans lesquelles I'hyperéosinophilie est
considérée comme non clonale et proviendrait d’'une réponse induite par des cytokines
de type Th-2 surtout représentées par I'lL-5 (2), notamment certaines infections
parasitaires, toxidermies, maladies auto-immunes, ou cancers... |l est important de
comprendre que d’autres cellules que le PNE peuvent étre clonales et produire de I'lL-
5, comme par exemple certains lymphocytes T, les cellules de Reed-Steinberg de la
maladie de Hodgkin, les cellules carcinomateuses, ou les cellules mastocytaires... Par
ailleurs, le SHE dit « lymphoide », qui est un syndrome lymphoprolifératif indolent, est

également classé dans ce sous-groupe (2).

HEN :

Le SHEN est défini comme toute hyperéosinophilie avec un réarrangement de platelet-
derived growth factor receptor a, B, fibroblast growth factor receptor ou une
translocation pericentriolar material 1-Janus-activated kinase 2. Le diagnostic d’'HEn
englobe également le large spectre des hémopathies myéloides définis par la World
Health Organization comme par exemple la leucémie myéloide chronique Breakpoint
Cluster Region—Abelson 1 positif, le syndrome myéloprolifératif muté pour Janus-
activated kinase 2, la mastocytose systémique mutée pour le géne KIT D816V+, la
leucémie aigué myéloide associée au gene de fusion Core binding factor B, les
syndromes myélodysplasiques associés a une hyperéosinophilie... (4).

Il existe un dernier sous-groupe rentrant dans la catégorie du SHEN, composé de
patients atteints de leucémie chronique a éosinophiles malgré 'absence de mutations
géneétiques décrites précédemment, l'absence de caractéristiques moléculaires ou

cytologiques pour une leucémie aigtie myéloide, mais, la présence d'une anomalie
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cytogénétique clonale non spécifigue, une anomalie moléculaire (Ten-eleven-
translocation 2, Additional Sex Combs Like 1, IDH2, Splicing Factor 3b Subunit 1) ou,

d’'une blastose supérieure a 2% dans le sang et 5% dans la moelle osseuse (4).

HE; :

Lorsqu'un patient remplit les critéres de SHE mais ne répond pas aux définitions des
SHER ou SHEN, le diagnostic de SHE idiopathique (SHE)) peut étre retenu. Dans une
cohorte américaine de 302 sujets, plus de 50% des SHE remplissent les critéres pour

ce diagnostic (36).

D. Principales manifestations cliniques commune SHE-EGPA

Dans les différentes études concernant la GEPA, I'asthme est systématiquement
rapporté chez plus de 90% des cas (6-9,13,15,16). C'est un asthme atypique,
d’apparition tardive a l'age adulte et précédant quasi systématiquement le
développement de la vascularite (8). Au moment du diagnostic de la GEPA, les
patients peuvent présenter soit une rémission de leur asthme, soit une exacerbation
sévere. Mais, il apparait tout de méme souvent comme le probleme clinique majeur
une fois la diagnostic posé, nécessitant un traitement par corticostéroides par voie
systémique prolongée (8). Sur le plan pulmonaire, les patients présentent également
des infiltrats décrits comme transitoires, symeétriques, sans distribution lobaire ou
segmentaire, et pouvant parfois se présenter comme ceux de la pneumopathie
chronigue a éosinophiles (8). lls sont décrits jusqu’'a 72% (8,13,37,38). On note ensuite
la présence plus rare d’épanchements pleuraux (entre 8.9% et 29% selon les études)

et d’hémorragies alvéolaires (aux alentours de 4% en général) (8,13,15,16,37).
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Une atteinte pulmonaire dans le SHE est décrite entre 15 et 63% des cas (25,32,39—
41). Les symptomatologies les plus souvent rapportées comprennent dyspnée, toux,
wheezing, épanchements pleuraux et infiltrats parenchymateux interstitiels
(25,32,40,41). La toux est souvent dite chronique et est décrite entre 26% et 40% des
cas (32,41). Les épanchements pleuraux sont plus souvent rapportés dans les
premiéres études compte tenu d’'une atteinte cardiaque plus fréquente a cette époque
(25). lls ne sont présents actuellement qu'entre 2 et 14% des cas, avec la notion
d’éosinophiles nombreux dans les ponctions quand elles sont réalisées (32,40). Les
infiltrats pulmonaires sont décrits dans environ 30% des cas (25,40) et apparaitraient
plutét au moment de I'aggravation de la maladie sans argument pour une étiologie
infectieuse (25). L’autre atteinte décrite dans le SHE est 'asthme (32,39,40). Cette
symptomatologie est présente dans 11% des cas dans la cohorte internationale et
chez 27% des patients dans la cohorte de la Mayo Clinic (32,40). Les SHE peuvent
également présenter une histoire allergique (eczéma, asthme allergique, rhino-sinusite
chronique [RSC]) (39).

Weller et al. décrit I'atteinte pulmonaire du SHE comme hétérogéne avec par exemple
certains patients présentant des infiltrats pulmonaires pouvant étre confondus avec un
syndrome de Loffler ou d’autres patients présentant également des bronchospasmes,
pouvant rendre le diagnostic de SHE complexe (41). Plusieurs patients présentaient
également une évolution de leur atteinte pulmonaire vers une fibrose, se rapprochant

sur le plan conceptuel de I'atteinte cardiaque (41).

Sur le plan des vascularites dans les SHE, dans la série princeps de Chusid et al., il
était retrouvé au niveau histopathologique des infiltrats éosinophiliques périvasculaire

avec la présence de microthrombi dans les vaisseaux de petits calibres et quelques
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vascularites étaient également décrites (25). On note de multiples observations de
patients avec une hyperéosinophilie et une symptomatologie de vascularite a
éosinophiles mais sans le profil habituellement retrouvé de la GEPA. Ces cas sont
constitués de vascularites cutanées récurrentes, de vascularites médicamenteuses,
de nécroses digitales et/ou de thromboses artérielles en relation avec une vascularite
(cf. données supplémentaires de l'article en annexe). De plus, quelques cas de
vascularites a éosinophiles ont également été rapportés pour certaines autres

maladies a éosinophiles comme la myosite a é€osinophile ou la pneumopathie

chronique idiopathique a éosinophiles (42,43).

E. C-reactive protein (CRP)
1. Généralités

La CRP a été découverte par Tillet et Francis en 1930, chez des patients présentant
une pneumopathie infectieuse a pneumocoque, chez qui il a été découvert quelle
interagissait avec le C-polysaccharide de la paroi cellulaire du streptococcus
pneumoniae, d'ou le terme C-reactive protein (CRP). C’est un réactif non spécifique de
la phase aigué inflammatoire, membre de la famille des pentraxines, qui reconnaissent
des motifs moléculaires conservés (pattern recognition receptors). Elles font partie
intégrante du systeme immunitaire inné et permettent de guider 'activation des voies
effectrices humorales et cellulaires (44). Son role majeur est la reconnaissance et
I'élimination de certains pathogénes ainsi que l'aide dans la clairance des corps et des
cellules apoptotiques (45). La CRP est produite par le foie en réponse a une
inflammation ou a une lésion tissulaire et son élévation est proportionnelle aux taux
des cytokines inflammatoires comme I'lL-6, I'lL-1, le transforming growth factor 8 et le
Tumor necrosis factor a (44,46,47). La CRP partage des propriétés fonctionnelles

similaires avec les Ig, telles que la capacité a favoriser I'agglutination, la fixation du
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complément, la phagocytose et la précipitation des composés polycationiques et
polyanioniques (48). Elle sert actuellement, de facon non spécifique, & monitorer les
conditions inflammatoires dans les infections, les traumatismes, les ischémies, les
cancers, les arthrites et les maladies auto-immunes systémiques (49). Apres le début
de la réponse inflammatoire, elle croit a partir de 4 a 6 heures et double toutes les 8
heures avec un pic en général entre 36 et 50 heures (47). Compte tenu de sa faible
demi-vie, sa concentration plasmatique dépend seulement de son taux de synthése
hépatique (47). A l'inverse, la vitesse de sédimentation (VS), autre indicateur de la
réponse inflammatoire, ne se modifie que beaucoup plus lentement, en augmentant
seulement a partir de 24-48 heures du début de I'inflammation et peut prendre jusqu’a
plusieurs semaines pour se normaliser (49). Son taux peut étre faussement modifié
par l'anémie, la polyglobulie, les hémoglobinopathies, et toutes les causes de
changements de ratio entre les différentes protéines plasmatiques (age, grossesse...)
(47,49). La VS n’a donc aujourd’hui que peu d’intérét au regard des performances de

la CRP.

2. Usage des marqueurs de I'inflammation au diagnostic dans
I’EGPA et dans le SHE

Dans le SHE :

Il n’existe que trés peu d’études, a notre connaissance, dans le SHE, ayant décrit les
marqueurs d’inflammation dans les caractéristiques biologiques.

On retient I'étude princeps de Chusid et al. ayant rapporté que 68% des patients
présentaient une VS supérieure a 15mm/h (25). Il est difficile de retenir ce taux comme
fiable compte tenu de nombreux facteurs confondants, les patients présentant pour la

plupart une hémopathie évoluée.
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Il n’existe aucune donnée sur la CRP en dehors d’'une étude qui a essayé de distinguer
la GEPA du SHE chez 67 patients par plusieurs biomarqueurs, dont les marqueurs de
l'inflammation (50). Il n’a pas été retrouvée de différence significative entre les différents
groupes (médiane de CRP comprise entre 0,7 et 2,9 mg/L) compte tenu des faibles
effectifs et compte tenu de la présence de 60% de patients prenant des

corticostéroides au moment de I'évaluation initiale (50).

Dans 'EGPA:

Quelques études rapportent la CRP ou la VS au diagnostic ’EGPA, mais elles restent
tout de méme en faible nombre. Eustace et al. déclare que les manifestations
biologiques typiques de I'EGPA a la phase aigle, comprennent une anémie
normochrome normocytaire, une hyperleucocytose, et des taux élevés de VS et de
CRP (51). Lanham et al. rapporte 16 cas dEGPA avec des taux de VS, avant
traitements, entre 42 et 115 mm a la premiére heure, avec une moyenne de 84mm.
Sur les 16 cas, 3 présentent un taux mesuré de CRP, tous supérieurs a 70 mg/L (8).
D’autres études retrouvent également des augmentations du taux de VS au diagnostic
au-dessus de 50mm a la premiére heure (37,52) et du taux de CRP en moyenne 66.9
+ 61.8 mg/L (13). Aucune étude n’a démontré [lintérét de ces marqueurs
inflammatoires comme biomarqueur d’activité ou prédictif de rechute de la maladie

(53).

F. Objectifs
L’ensemble des maladies a éosinophiles, présenté en amont, est hétérogene avec
plusieurs maladies pour lesquelles le diagnostic final peut étre complexe a porter, avec
des conséquences thérapeutiques pouvant étre lourdes pour le patient. Aucune étude,

n’a pour I'instant comparé les caractéristiques clinico-biologique du SHE, du GEPA et
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des autres maladies a éosinophiles. Les deux pathologies les plus difficiles a
distinguer, en cas de négativité des différents biomarqueurs diagnostiques
actuellement disponibles, sont le SHE et la GEPA.

Afin de mieux répondre a la question, nous avons collect¢ I'ensemble des
caractéristiques cliniques et biologiques de patients présentant (1) une éosinophilie
sanguine (supérieure a 1 X10°%L dans cette étude) et, (2) des ANCA positifs avec une
spécificité MPO et/ou des manifestations en relation avec une infiltration
éosinophilique tissulaire.

Nous avons concentré notre analyse sur les patients asthmatiques sans ANCA avec
manifestations systémiques et les avons comparés en premier lieu aux patients
asthmatiques avec ANCA positifs de type MPO et aux patients non asthmatiques avec
manifestations systémiques. Nous avons également rapporté une série de plusieurs
cas présentant une vascularite a éosinophiles chez des patients non-asthmatiques et
sans profil de GEPA. Enfin, nous proposons l'apport de la CRP, comme un outil

intéressant afin de différencier les patients SHE, des GEPA.

II. Résumeé du travail de these

Contexte : Le diagnostic différentiel du SHE par rapport a la GEPA est difficile, surtout
chez les patients présentant un asthme et des manifestations systémiques avec

'absence de positivité des ANCA.

Objectifs : Caractériser les patients présentant une hyperéosinophilie et des
manifestations systémiques en fonction de leur statut asthme/ANCA et déterminer la

valeur diagnostique de la CRP.

24



Méthodes: Dans cette étude rétrospective, observationnelle, monocentrique, nous
avons examiné les données clinico-biologiques pour 'ensemble des patients avec (i)
une éosinophilie plasmatique supérieure a 1X10%/L, et (ii) des ANCA positifs et/ou des

manifestations extra-pulmonaires liées a une infiltration éosinophilique tissulaire.

Résultats : Cent soixante-six patients ont été inclus et séparés en 3 groupes distincts :
patients asthmatiques ANCA+ (Asth+ ANCA+, n=18), patients asthmatiques ANCA-
(Asth+ ANCA-, n=65) et, patients non-asthmatiques ANCA- (Asth- ANCA-, n=83).
Nous avons observé 10 cas de manifestations de vascularite chez des patients ne
présentant pas d’asthme. Les taux médians de CRP chez les patients Asth+ ANCA +,
Asth+ ANCA- et Asth- ANCA-, étaient respectivement de 76,5 mg/L [interquartile 23-
131], de 35 mg/L [8-73] et de 3 mg/L [0-12]. En utilisant le groupe Asth+ ANCA+
comme référence pour le diagnostic de GEPA, et le groupe Asth-ANCA- comme
référence pour le diagnostic de SHE, la valeur seuil de CRP optimale pour le diagnostic
de SHE apparaissait étre inférieure a 36 mg/L (sensibilité a 94,8% [87,2; 98,6];
spécificité a 93,7% [69,8; 99,8]). Le groupe Asth+ ANCA- avec une CRP inférieure a
36 mg/L présentaient moins de manifestations de vascularite que ceux avec une CRP
supérieure au seuil de 36mg/L (20% contre 62%, respectivement, p = 0,0010), dont le
purpura (3% vs. 28%, p = 0,0122) et la mononévrite multiple (7% contre 31%, p =

0,0163).

Conclusion: Chez les patients asthmatiques présentant une hyperéosinophilie et des
manifestations systémiques, un faible taux de CRP sérique pourrait plutét étre en

faveur d’'un SHE plut6t que d’'une GEPA.
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lll. Discussion générale

Comme le soulignait notre étude, la finalité diagnostique pour les patients ANCA
négatifs, asthmatiques avec manifestations systémiques était complexe (54,55).

En premier lieu, pour éviter toutes erreurs de classement pour nos patients, nous
choisissions de les séparer en fonction de la présence/absence d’'un asthme et des
ANCA et non pas en fonction des critéres de classification de la GEPA ou du SHE
(compte tenu du chevauchement clinico-biologique explicité dans [lintroduction
générale). En effet, le chevauchement entre ces 2 pathologies était également mis en
évidence dans notre étude surtout dans le groupe Asth+ANCA- car les patients
pouvaient remplir les criteres de GEPA comme de SHE. Nous nous sommes tout de
méme servi du groupe Asth+ANCA+ comme modele diagnostiqgue pour la GEPA
(présence d’ANCA sans autre diagnostic différentiel possible) et le groupe Asth-ANCA-
comme un modéle diagnostique pour le SHE (phénotypes identiques aux groupes
décrits dans la littérature) (32).

Méme si les patients de notre groupe modele de SHE (Asth-ANCA-) ne présentaient
pas d’asthme, il ne fallait pas considérer qu’avoir un asthme éliminait le diagnostic de
SHE. En effet Il était rapporté a pres de 11% dans la cohorte internationale (32), et a
27% dans un récent papier s’étant concentré sur I'atteinte pulmonaire du SHE (40).
De ce fait, dans le groupe Asth+ANCA-, 52% des patients asthmatiques ne
présentaient pas de manifestation de vascularite et rentraient donc dans les récents
criteres proposés par GERMOP/ERS (16). De par I'absence de vascularite, le
diagnostic de SHE pouvait également se discuter chez ces patients.

Nous rapportions également que le fait d’avoir une vascularite ne devait pas conduire
de facon systématique a un diagnostic de GEPA (10 cas SHE décrits dans notre

étude), de méme que la présence d’'une mononévrite multiple. De plus, en réalisant
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une revue de la littérature, on retrouvait de nombreux cas de vascularites a
éosinophiles prouvées histologiqguement, parfois nécrosantes chez des patients ne
présentant pas de profil de GEPA. Puisque les éosinophiles activés pouvaient étre
toxiques pour les cellules endothéliales (56) et infiltrer la paroi des vaisseaux dans les
organes atteints (57), nous pouvions supposer que les éosinophiles inducteurs de
vascularites et les éosinophiles infiltrant les tissus pouvaient étre tous les deux des
mécanismes associés dans les différentes maladies a éosinophiles, incluant les
patients GEPA et les non-GEPA.

Concernant la CRP, notre étude retrouvait des taux médians élevés a 76.5 mg/L [23-
131] dans le groupe Asth+ ANCA+ (modele de GEPA) et des taux faibles 3 mg/L [O-
12] dans le groupe Asth- ANCA- (modele de SHE). Ces taux étaient cohérents avec
leurs groupes contrdles respectifs et les données de la littérature (13,58-61). Le
groupe Asth+ ANCA- retrouvait un taux de CRP intermédiaire a 35 mg/L [8-73],
montrant une nouvelle fois de plus son hétérogénéité. En comparant les
caractéristiques cliniques des patients asthmatiques ANCA négatifs avec des taux de
CRP bas et élevés (a partir des groupes modeles GEPA et SHE), nous réussissions a
trouver un cut-off de 36 mg/L, considéré comme la meilleure valeur pour différencier
les malades. En effet, si la CRP était inférieure & 36 mg/L (sensibilité & 94.8 [87.2;
98.6], spécificité a 93.7 [69.8;99.8], valeur prédictive positive a 98.6 [91.6;99.8]), le
diagnostic était plutét en faveur d’'un SHE.

D’un point de vue physiopathologique, la GEPA comme le SHE, est caractérisée par
une réponse lymphocytaire de type Th2 avec une production accrue d’'IL-4, d’'IL-5 et
d’IL-13 (26,62). Dans la GEPA, une réponse Thl et Th17 a aussi été mise en évidence
(62,63). Dans une étude de 2009, les lymphocytes Th17, produisant de I'lL-17A et de

'IL-22, étaient plus fréquemment trouveés chez des patients ayant une GEPA en phase
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active plutdt que chez des patients ayant un asthme + une pneumopathie chronique a
éosinophiles avec des crises répétées ou, des patients souffrant d’asthme ou enfin, de
GEPA inactive (64). Cette réponse Thl et Th17 (profil inflammatoire) dans la GEPA
pourrait potentiellement expliquer pourquoi la CRP est plus facilement retrouvée
augmentée dans cette pathologie plutdt que dans le SHE.

Enfin, l'atteinte ORL est habituellement considérée comme une phase prodromique de
I'histoire naturelle de la GEPA (8,65,66) et est méme souvent décrite comme faisant
partie intégrante du diagnostic de GEPA (5,8,9,51,67). Une étude italienne
s’intéressait a la fréquence et aux caractéristiques de la RSC et de la polypose de 36
patients avec une GEPA étant tous traités au moment de I'étude (67). Il apparait que
26% des patients présentaient une RSC sans polypose et que 46% présentaient une
RSC avec polypose, l'incidence globale des manifestations ORL étant de 97.4% dans
cette étude. Dans d’autres études, l'incidence paraissait plus faible (en général aux
alentours de 70%) mais tout de méme fluctuante (12,13,15,16,37). Dans notre étude
rétrospective, les résultats étaient similaires pour les patients Asth+ ANCA+ et pour
les patients Asth+ ANCA-. On notait dans le groupe de patients Asth-ANCA-(groupe
modéle SHE) tout de méme 23% de RSC et 8% de polypes. L’atteinte ORL est peu
décrite dans le SHE. Dans la cohorte internationale des SHE, on notait 9% de sinusite
et 2% de rhinite chronique. Dans une étude plus ancienne l'atteinte ORL était décrite
a hauteur de 10% (29). Par alilleurs, de facon générale, une large majorité des
asthmatiques (environ 88%), présente la mise en évidence d’'une inflammation naso-
sinusienne sur leur imagerie, la RSC avec polypose étant estimée survenir chez 7%
de tous les asthmatiques, alors que I'asthme est reporté chez 26-48% des patients
avec une RSC avec polypose (68). Notre étude confirmait que les patients SHE

pouvaient également présenter une atteinte ORL identique a celle de la GEPA, mais
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avec une fréquence moindre. L’atteinte ORL dans le SHE et la GEPA pourrait étre une
piste pour des études ultérieures afin de poursuivre 'amélioration de la compréhension

des maladies a éosinophiles.

En conclusion, notre revue de tous les cas suivis de 2006 a 2016 dans notre centre du
CHRU de Lille, démontrait que la vascularite et la mononévrite pouvaient également
étre observées dans le SHE et pouvaient étre ajoutées aux manifestations participant
aux cas de chevauchement avec 'lEGPA. Chez les patients asthmatiques ou non, avec
hyperéosinophilie et avec manifestations systémiques, notre étude suggérait qu'un
faible taux de CRP au moment du diagnostic est en faveur d’un diagnostic de SHE.
Ce résultat, s'il est confirmé par des études prospectives, pourrait faciliter I'orientation
diagnostique des différentes maladies a éosinophiles et aider a la décision de

traitement.
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ABSTRACT:

Background: The differential diagnosis of hypereosinophilic syndrome (HES) vs.
eosinophilic granulomatosis with polyangiitis (EGPA) is difficult in asthma patients who
test negative for myeloperoxidase-antineutrophil cytoplasmic antibodies (MPO-

ANCAS).

Objective: To characterize patients with hypereosinophilia and systemic manifestations
according to their asthma/ANCA status and determine the diagnostic value of C-

reactive protein (CRP).

Methods: In a retrospective, observational, single-center study, we examined clinical
and laboratory data for patients with (i) blood eosinophilia >1 X10%L, and (ii) a positive

ANCA assay and/or extrapulmonary manifestations related to tissue eosinophilia.

Results: One hundred and sixty-six patients were included: ANCA+ asthmatic patients
(Asth+ANCA+, n=18), ANCA- asthmatic patients (Asth+ANCA-, n=65), and ANCA-
asthma-free patients (Asth-ANCA-, n=83). We observed 10 cases of vasculitis
manifestations among the asthma-free patients. The median [interquartile range]
serum CRP levels in Asth+ANCA+, Asth+ANCA- and Asth-ANCA- patients were
respectively 76.5 mg/L [23-131], 35 mg/L [8-73] and 3 mg/l [0-12]. Using the
Asth+ANCA+ group as the reference set for the diagnosis of EGPA, and Asth-ANCA-
group as the reference set for the diagnosis of HES, the optimal serum CRP cut-off
value for HES diagnosis was found to be <36 mg/L (sensitivity: 94.8% [87.2;98.6];
specificity: 93.7% [69.8;99.8]). Asth+ANCA- patients with CRP <36 mg/l were less
likely to display vasculitis manifestations than those with CRP =36 mg/l (20% vs. 62%,
respectively; p=0.0010), including purpura (3% vs. 28%; p=0.0122) and mononeuritis

multiplex (7% vs. 31%; p=0.0163).
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Conclusion: In asthmatic patients with eosinophilia and systemic manifestations, a low

serum CRP level might indicate the presence of HES rather than EGPA.
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BACKGROUND:

Blood eosinophilia is observed in many inflammatory, allergic, infectious or neoplastic
disorders. Whatever the underlying disease, the clinical manifestations and organ
damage induced by tissue eosinophilia are heterogeneous and rarely specific. After
having ruled out the classical conditions associated with reactive eosinophilia (i.e.
parasitic or viral infections, allergic diseases, drug-induced or chemical-induced
eosinophilia, hypoadrenalism, neoplasms, etc.), the differential diagnosis of two
systemic diseases with a high blood eosinophil count - hypereosinophilic syndrome
(HES) and eosinophil granulomatosis with polyangiitis (EGPA) - can be challenging in

clinical practice.

Hypereosinophilic syndrome is defined by (i) a blood eosinophil count over 1.5X10%/L
on two occasions at least 1 month apart, and/or (ii) evidence of prominent tissue
eosinophilia associated with organ damage and/or dysfunction attributable to the
eosinophils (1, 2). Cases of HES are classified as being neoplastic (clonal), reactive or

idiopathic (1).

At the 2012 International Chapel Hill Consensus Conference, EGPA was defined as
an eosinophil-rich, necrotizing granulomatous inflammation with necrotizing vasculitis
predominantly affecting small to medium vessels (3). This condition differs from other
antineutrophil cytoplasmic antibody (ANCA)-associated vasculitides by the constant
presence of asthma, blood eosinophilia, and tissue eosinophilia. The only biomarker
for reliably distinguishing between EGPA and other eosinophilic disorders is ANCAs
with myeloperoxidase (MPO) specificity. However, MPO-ANCAs are present in only

30% or so of cases (4-6).
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Many researchers have sought to characterize the heterogeneity of EGPA
manifestations as a function of presence or absence of ANCAs (7-10). Patients with
ANCAs are more likely to display purpura, alveolar hemorrhage, mononeuritis
multiplex, eosinophilic tissue infiltration with a perivascular pattern, and/or rapidly
progressive glomerulonephritis than patients without ANCA but are likely less to have
heart and lung involvement (4, 11). For these reasons, a taskforce set up by the
Groupe d'Etudes et de Recherche sur les Maladies Orphelines Pulmonaires
(GERMOP) and the European Respiratory Society (ERS) developed a revised
nomenclature that distinguished between EGPA (when polyangiitis and/or ANCAs
were present) and a new entity (hypereosinophilic asthma with systemic (non-

vasculitic) manifestations [HASM]) (6).

The clinical and biological characteristics of HES vs. EGPA have not previously
described in a large group of patients. Hence, to address this question, we collected
clinical and laboratory data on patients with (i) blood eosinophilia (defined as >1.0
X10%L in the present study), and (i) MPO-ANCA and/or systemic manifestations
related to eosinophilic organ infiltration. We focused on MPO-ANCA-negative (ANCA)
asthmatic patients with systemic manifestations and compared them with MPO-ANCA-
positive (ANCA+) asthma patients and asthma-free patients with blood eosinophilia
and systemic manifestations. We notably described a number of cases of eosinophilic
vasculitis in patients not suffering from asthma (and thus not suffering from EGPA).
We also investigated the diagnostic value of C-reactive protein (CRP) as a biomarker

for differentiating between HES and EGPA.
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METHODS
Population

We performed a retrospective, observational, single-center study at Lille University
Hospital, which is member of the French National Reference Centre network for HES.
Hospital discharge databases and laboratory databases were queried with relevant
International Classification of Diseases, 10" Edition (ICD-10) codes, in order to screen
all adult patients (aged 18 or over) having been diagnosed and/or treated in one of the
clinical departments at Lille University Hospital between 2006 and 2016. The ICD-10
codes used were M301 (periarteritis with pulmonary involvement, for EGPA), J82
(pulmonary eosinophilia), D475 (chronic eosinophilic leukemia) and D721
(eosinophilia). The databases in the hospital's immunology and hematology
laboratories were screened for requests for lymphocyte immunophenotyping (for
lymphocytic variant HES) and tests for FIP1-likel platelet-derived growth factor
receptor a gene fusion. We also analyzed all patients with a positive MPO-ANCA assay
(ANCA+): the latter was defined as a perinuclear pattern in an indirect
immunofluorescence assay, followed by the detection of anti-MPO antibodies in a
specific enzyme linked immunosorbent assay. All demographic, clinical, laboratory and
histopathological data were systematically collected from medical charts using a
standardized form. All doubtful cases were systematically reviewed by a practitioner
with experience of eosinophilic disorders (GL) and/or an experienced respiratory

physician (CC).

Patients were included if they met the following inclusion criteria: (i) blood eosinophilia
greater than 1 X10%L, and (ii) a positive MPO-ANCA assay and/or systemic

manifestations related to organ damage and/or dysfunction attributable to tissue
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hypereosinophilia. Patients with other known etiologies for reactive eosinophilia-like
infectious, neoplastic or autoimmune diseases (except for EGPA and lymphocytic
variant HES), hematological malignancies, drug hypersensitivity reactions,
hypoadrenalism, and immunoglobulin G4-related diseases were excluded (see Figure
1 for further details). Patients with isolated eosinophilic asthma (i.e. with no systemic

manifestations) were not included.

Study design.

Patients with blood eosinophilia and systemic manifestations were divided into three
study groups for comparison of their respective clinical and biological characteristics:
ANCA+ patients with persistent asthma (Asth+ANCA+ patients), ANCA- patients with
persistent asthma (Asth+ANCA- patients), and ANCA- patients without asthma (Asth-

ANCA- patients).

In the second part of our study, we focused on the diagnostic value of serum CRP
levels in the three study groups, relative to three control groups. We compared MPO-
ANCA+ patients with a diagnosis of granulomatosis polyangiitis (GPA, Wegener’s
granulomatosis) or microscopic polyangiitis (MPA) with Asth+ANCA- patients
(considered as the reference set for EGPA diagnosis). Eosinophilic patients with
isolated asthma or asymptomatic patients with eosinophilia > 1 X10°%/L were compared
with Asth-ANCA- patients (considered as the reference set for HES diagnosis). As was
the case for the patients in the study groups, the control patients were only included in
the CRP analysis if there were no cofounding factors at diagnosis (such as another
inflammatory disorder, a concomitant infectious disease or the initiation of

corticosteroid treatment before the first CRP assay). Lastly, within the group of
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Asth+ANCA- patients, we compared the characteristics of individuals with low vs. high

serum CRP levels.

Definitions
We applied the standard diagnostic criteria for HES, the 1990 American College of
Rheumatology (ACR) criteria for EGPA, and the GERMOP/ERS criteria for vasculitis

in EGPA and for HASM (see Table S1 for details) (1,6,12).

Ethical statement

Patients included via routine consultations at Lille University Hospital were informed
that their clinical data could be used for research purposes and were free to refuse this
use. Hence, in line with the regulations set out by the French National Data Protection
Commission (reference: DEC16-263), written informed consent was not requested

from the study population.

Statistical analysis

Analyses were performed using SAS® software (version 9.4; SAS Institute Inc., Cary,
NC). Continuous variables are quoted as the median [interquartile range (IQR)], and
categorical variables are quoted as the number (percentage). For comparisons of
categorical variables, we used a chi-squared test or Fisher's exact test, as appropriate.
Sidak's correction for multiple comparisons was applied when necessary. For
comparisons of continuous variables, we used Student's test or the Mann-Whitney test,
as appropriate. For multiple comparisons, we used the Kruskal-Wallis test with Dunn's

post-hoc test.

A receiver operating characteristic (ROC) curve was plotted for serum CRP levels, and
the area under the curve (AUC) was calculated in order to discriminate between

ANCA+ asthmatic patients (used as the reference set for EGPA diagnosis) and
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asthma-free patients (used as the reference set for HES diagnosis). The best cut-off
value was chosen according to the Youden index calculation, which defines the
maximum potential effectiveness of a biomarker when equal weight is given to
sensitivity (Se) and specificity (Sp)). The positive predictive value (PPV) and the
negative predictive value were calculated on the basis of the target condition’s

prevalence in the included population.

All tests were two-tailed. The threshold for statistical significance was set to p<0.05.

RESULTS

General characteristics of the study population

Of the 545 patients screened, 166 met the inclusion criteria (blood eosinophilia > 1
X10°/L and systemic manifestations) and were classified into the three study groups:
18 Asth+ANCA+ patients, 65 Asth+ANCA- patients and 83 Asth-ANCA- patients
(Figure 1). The patients’ main demographic, clinical and biological characteristics at

diagnosis are summarized in Table 1.

In the Asth+ANCA+ group, 100%, 83% and 100% of the patients met the criteria for
HES, the ACR criteria for EGPA and GERMOP/ERS criteria for EGPA, respectively. In
the Asth+ANCA- group, these proportions were respectively in 97%, 58% and 34%.
Asth-ANCA- patients met the criteria for HES, the ACR criteria for EGPA and the
GERMOP/ERS criteria for EGPA (apart from the presence of asthma) in 99%, 1% and
7% of cases, respectively. Lastly, 51% of the Asth+ANCA- patients and 6% of the
Asth+ANCA+ patients (p=0.0011 for the intergroup difference) met the criteria for

HASM.
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Asth+ANCA+: patients with persistent asthma and positive MPO-ANCA assays;
Asth+ANCA-: patients with persistent asthma and negative MPO-ANCA assays; Asth-
ANCA-: asthma-free patients with negative MPO-ANCA assays; ANCA: antineutrophil
MPO: myeloperoxidase; GPA: granulomatosis with
polyangiitis; MPA: microscopic polyangiitis

cytoplasmic antibodies;
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TABLE 1. General characteristics of patients with blood eosinophilia >1 G/L and systemic manifestations

Asth+ANCA+ Asth+ANCA- Asth-ANCA-
(n=18) (n=65) (n=83)
Sex, male/female 11/7 ns 24/41 0.025 49/34
48
Age (years) 59 [49;63] ns [42.5:57 5] 0.002 60 [39;72]
CRITERIA FOR HES
HES criteria 18 (100%) ns 63 (97%) ns 82 (99%)
Blood eosinophilia = 1.5 G/L at = 2 examinations 18 (100%) ns 63 (97%) ns 80 (96%)
Tissue eosinophilia 5 (28%) 0.0026 47 (72%) ns 63 (76%)
Clonal eosinophilia and/or myeloproliferative disorder 0 ns 1 (2%) ns 9 (11%)
Abnormal circulating T-cells (lymphocytic variant HES) 0 ns 2 (3%) ns 7 (8%)
CRITERIA FOR EGPA
>4 of the 6 1990 ACR criteria 15 (83%) ns 38 (58%) <0.0001 1 (1%)
GERMOP/ERS revised nomenclature
EGPA criteria (polyangiitis) 18 (100%) <0.0001 22 (34%) <0.0001 6 (7%) (1)
Definite vasculitis 10 (56%) 0.06 16 (25%) 0.0002 2 (2%)
Strong surrogate of vasculitis 0 ns 0 ns 0
Mononeuritis multiplex 11 (61%) 0.0014 11 (17%) 0.075 4 (5%)
MPO-ANCA 18 (100%) 0 0
Hypereo_s'lnophlllc_: asthma with systemic (non- 1(6) 0.0011 33 (51%) na na
vascularitic) manifestations
GENERAL MANIFESTATIONS
Fever >38°C 7 (39%) ns 20 (31%) <0.0001 2 (2%)
Asthenia 14 (78%) ns 42 (65%) 0.0026 30 (36%)
Myalgia 6 (33%) ns 11 (17%) ns 7 (8%)
Arthralgia 7 (39%) ns 18 (28%) ns 14 (17%)
LUNG MANIFESTATIONS
History of asthma na na 9 (11%)
Persistent asthma at diagnosis 18 (100%) ns 65 (100%) na na
Duration of asthma at diagnosis (years) 4.5[1.25;9.75] ns 4[1.5;19.5] na na
Allergic asthma 4 (22%) ns 24 (37%) na na
Lung infiltrates 9 (50%) ns 34 (52%) <0.0001 11 (13%)
Pleural effusion 2 (11%) ns 13 (20%) ns 11 (13%)
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Alveolar hemorrhage

Eosinophilic count 225% in bronchoalveolar lavage
ENT MANIFESTATIONS

Chronic rhinosinusitis

Nasal polyposis

CARDIAC MANIFESTATIONS

Myocarditis

Myocardial infarction due to coronary arteritis
Pericarditis

Endomyocardial fibrosis

Deep venous thrombaosis/pulmonary embolism
RENAL MANIFESTATIONS

Hematuria + proteinuria > 0.2 g/day
Biopsy-proven necrotizing or crescentic glomerulonephritis
Creatinine > 150 pmol/L
GASTROINTESTINAL MANIFESTATIONS
Abdominal pain

Diarrhoea

Pancreatitis

Eosinophilic gastroenteritis (biopsy-proven)
Ischemic colitis

Ascites

NEUROLOGIC MANIFESTATIONS
Mononeuritis multiplex

Distal polyneuropathy

Inflammatory lesions of cerebral white matter
Cerebral vasculitis

Ischaemic stroke (without vasculitis)
CUTANEOUS MANIFESTATIONS

Palpable purpura

Digital necrosis

Splinter hemorrhage

Livedo racemosa

Erythematous papules, plaques, and/or nodules
Urticaria

4 (22%)
3 (17%)

15 (83%)
9 (50%)

0
0
2 (11%)
0
0

4 (22%)
2 (11%)
1 (6%)

4 (22%)
1 (6%)
0

0
0
0

11 (61%)
1 (6%)
0
1 (6%)
1 (6%)

5 (28%)
0
0

1 (6%)
0
0

0.054
ns

ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns

0.021
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

0.0014
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

2 (3%)
10 (15%)

51 (78%)
35 (54%)

9 (14%)

1 (2%)
16 (25%)
2 (3%)
3/1 (5%/2%)

1 (2%)
1 (2%)
1 (2%)

18 (28%)
14 (22%)
2 (3%)
7 (11%)
0
3 (5%)

11 (17%)
11 (17%)
0
3 (5%)
5 (8%)

10 (15%)
0
1 (2%)
0
14 (22%)
9 (14%)
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ns
ns

<0.0001
<0.0001

0.015
ns
0.0052

0.075
ns
ns
ns
ns

0.0005
ns
ns
ns

0.0053
ns

0
7 (8%)

19 (23%)
7 (8%)

1 (1%)
0
5 (6%)
2 (2%)
6/1 (7%/1%)

1 (1%)
0
1 (1%)

22 (27%)
19 (23%)
4 (5%)
13 (16%)
2 (2%)
4 (5%)

4 (5%)
5 (6%)
3 (4%)
1 (1%)
5 (6%)

0
1 (1%)
1 (1%)
1 (1%)
39 (47%)
15 (18%)



Angioedema 1 (6%) ns 8 (12%) ns 8 (10%)
BIOLOGICAL CHARACTERISTICS

Absolute eosinophil count (X10%/L) 6 [4.2-11.3] ns 4.2 [2.4-10.6] 0.07 2.7 [2-6.2]
Eosinophils > 10% of leukocytes 17 (94%) ns 61 (94%) ns 82 (99%)
Elevated serum tryptase (2) 0 ns 4 (12%) ns 10 (15%)
Elevated serum IgE (2) 6 (75%) ns 42 (74%) ns 34 (61%)
Elevated serum vitamin B12 (2) 0 ns 1 (2%) ns 6 (11%)
Serum CRP (mg/L) (3) 76.5[23-131] 0.028 35 [8-73] <0.0001 3 [0-12]

ACR, American College of Rheumatology; ANCA, antineutrophil cytoplasmic antibodies; Asth+ANCA+, patients with
persistent asthma and positive MPO-ANCA tests; Asth+ANCA-, patients with persistent asthma and negative MPO-ANCA
tests; Asth-ANCA-, asthma-free patients with negative MPO-ANCA tests; EGPA, eosinophil granulomatosis with polyanagiitis;
ENT, ear nose and throat; ERS, European Respiratory Society; GERMOP, Groupe d'Etudes et de Recherche sur les
Maladies Orphelines Pulmonaires; HES, hypereosinophilic syndrome; IgE, immunoglobulin E; MPO, myeloperoxidase; na,
not applicable; ns, non-significant

(1) The criteria EGPA (polyangiitis) are given here for guidance, despite the absence of asthma.

(2) The serum tryptase level was available for n=3/34/66 patients in Asth+ANCA+, Asth+ANCA-, Asth-ANCA- patients
respectively, with data on IgE in n=8/57/56 and data on vitamin B12 in 8/42/55.

(3) The serum CRP level was available for n=16/59/77 patients in Asth+ANCA+, Asth+ANCA-, Asth-ANCA- patients
respectively. The mean CRP level was 92.6+49.6 mg/L in Asth+ANCA+ and 53.2+54.2 mg/L in Asth+ANCA-.
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Compared with Asth+ANCA+ patients, Asth+ANCA- patients were significantly more
likely to present with tissue eosinophilia (28% vs. 72%, respectively; p=0.0026) and
HASM (0% vs. 52%; p=0.0011) and significantly less likely to present with hematuria
+ proteinuria > 0.2 g/day (22% vs. 2%, p=0.0213) and mononeuritis multiplex (61% vs.
17%, p=0.0014). The Asth+ANCA- patients also showed a non-significant trend
towards a lower frequency of vasculitis (25%, vs. 56% in Asth+ANCA+; p=0.06) and
alveolar hemorrhage (3%, vs. 22% in Asth+ANCA+; p=0.054). The proportion of
female patients was higher in Asth+ANCA- (63%) than in Asth-ANCA- patients (41%;

p=0.025).

Compared with Asth-ANCA-patients, Asth+ANCA- patients were significantly more
likely to present with vasculitis (2.4% vs. 25%, respectively; p=0.0002), fever (2% vs.
31%; p<0.0001), asthenia (36% vs. 65%; p=0.0026), lung infiltrates (13% vs. 52%;
p<0.0001), chronic rhinosinusitis (19% vs. 78%; p<0.0001) and nasal polyposis (8%
vS. 54%; p<0.0001), myocarditis (1% vs. 14%; p=0.0154), and pericarditis (6% vs.
25%; p=0.0052), and significantly less likely to present with erythematous papules,

plaques and/or nodules (47% vs. 22%; p=0.0053).

Vasculitis can be observed in hypereosinophilic patients in the absence of
asthma

Ten of the Asth-ANCA- patients presented clinical manifestations of vasculitis and/or
biopsy-proven vasculitis (Table 2). Eight of these patients developed symptoms
consistent with vasculitis: mononeuritis multiplex (n=4), ischemic colitis, cerebral
vasculitis, livedo racemosa, and digital necrosis (all n=1). Interestingly, some

histopathological features of vasculitis were also present, with the observation of
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eosinophilic infiltration in a surgical biopsy of chronic eosinophilic pneumoniae (n=1),
chronic prurigo lesions (n=1), and eczematous lesions (n=1). In 4 cases, eosinophilic
vasculitis was diagnosed on the basis of several observations: slight to massive
infiltration of eosinophils (n=4), the presence of eosinophils in the vessel wall (n=4),

arteriolar thrombosis (n=2), and/or fibrinoid necrosis (n=1) (Figure 2).

Serum CRP levels could not be reliably interpreted in a patient who developed necrosis
of the colon (i.e. a possible nonspecific increase) and a patient who was already being
treated with corticosteroids (i.e. possible underestimation). Interestingly, 7 of the 8
remaining patients had normal to slightly elevated serum CRP levels (< 15 mg/L)
(Table 2). Considering the difference in CRP levels between the 3 study groups and
the low levels in Asth-ANCA- patients (even in patients with vasculitis), we then

focused on the value of this easy-to-assay biomarker in our patients.

54



FIG 2. Representative histopathological features of vasculitis in (asthma-free)
hypereosinophilic patients. Left panel: patients #1 to 4 developed a prurigo (and
digital necrosis, not shown), chronic eosinophilic pneumonia, ischemic colitis (arrow)
and livedo racemosa, respectively. Middle/right panels: hematoxylin-eosin staining
revealed mild (#4) to massive (#1,2,3) infiltration of eosinophils, eosinophils in arterial
wall (black arrows), arteriolar thrombosis (red arrows) and fibrinoid necrosis with red
cells extravasation (white arrows, patient #1) (See Table 3 for details)
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TABLE 2. Clinical and histopathological characteristics of vasculitis in Asth-ANCA- patients

Eosinophil Serum CRP
Patients  Age/Sex Symptoms of . Other clinical Main histopathological findings count at _Ievel at
vasculitis manifestations related to HE : . diagnosis
diagnosis (G/L)
(mg/L)
#1 27/M Digital necrosis Prurigo i ) L i i 2 3
Skin (prurigo): massive infiltration of eosinophils,
eosinophils in vessel wall, fibrinoid necrosis.
#2 51/M Chronic eosinophilic 1.3 0
pneumonia Lung: massive infiltration of eosinophils,
eosinophils in vessel wall, arteriolar thrombosis
#3 46/F Ischemic colitis Colon (resected necrotic segment): massive 10.7 45 (1)
infiltration of eosinophils, eosinophils in the
vessel wall, multiple arteriolar thromboses
#4 45/M Livedo racemosa i L , i 14.6 3
Skin: massive infiltration of eosinophils,
eosinophils in vessel wall, arteriolar thrombosis
#5 43/F Mononeuritis multiplex Acute myocarditis and na 12.4 15
pericarditis, inflammatory
cerebral white matter lesions
#6 67/M Cerebral vasculitis Distal polyneuropathy na 11.7 0(2)
#7 72/F Mononeuritis multiplex  Myositis, meningoencephalitis Muscle: non-eosinophilic vasculitis. 12.4 60
Cerebrospinal fluid: hypercellularity, 25%
eosinophils
#8 56/M Mononeuritis multiplex Erythematous papules, Skin: infiltration of eosinophils. Digestive tract: 5.1 15
eosinophilic gastroenteritis infiltration of eosinophils
#9 72/M Mononeuritis multiplex Erythematous papules Skin: flame figures, dermal edema and dermal 5.6 0
infiltration by eosinophils (Well's syndrome)
#10 43/F Erythematous papules, Skin (papules): leukocytoclastic vasculitis and 2.3 4

recurrent urticaria, arthralgia

infiltration of eosinophils

Age, age at diagnosis; F, female; M, male; HE, hypereosinophilia; na, not available: CRP, C-reactive protein

(1) the CRP assay was performed when colon necrosis was diagnosed; (2) the CRP assay was performed after the initiation of

corticosteroid treatment.
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Serum CRP levels differed in the three study groups, and were consistent with
levels in control groups

The median [IQR] serum CRP level was highest in Asth+ANCA+ patients (76.5 mg/L
[23-131]) and lowest in Asth-ANCA- (3.0 mg/L [0-12]). Both of these values differed
significantly from that of Asth+ANCA- (35.0 mg/L [8-73]; p<0.0001 in a Kruskal-Wallis

test) (Table 1, Figure 3A).

In order to test the potential diagnostic value of high vs. low serum CRP levels, these
serum CRP levels were compared to selected control patients. In Asth+ANCA+
patients, the median [IQR] serum CRP level was similar to that measured in

MPO/ANCA+ GPA/MPA patients (85 [54-130], p=0.78) (Figure 3B).

In Asth-ANCA- patients, the median [IQR] serum CRP level was similar to those
recorded in isolated eosinophilic asthma (0 [0-5.2]; p=0.11) and patients with

asymptomatic blood eosinophilia (>1 X10%L) (0 [0-3]; p=0.84) (Figure 3C).
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FIG 3. CRP levels in the study groups (A) and control groups (B-C). Asth+ANCA+: patients with persistent asthma and positive
MPO-ANCA assays; Asth+ANCA-: patients with persistent asthma and negative MPO-ANCA assays; Asth-ANCA-: asthma-free
patients with negative MPO-ANCA assays; ANCA: antineutrophil cytoplasmic antibodies; CRP: C-reactive protein; EGPA: eosinophilic
granulomatosis with polyangiitis; Eo: blood eosinophilia; MPO: myeloperoxidase. Boxes: median [interquartile range]; error bars: 10%"-
90" percentiles. * p=0.028 *** p < 0.0001
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Assessment of the characteristics ANCA- patients with asthma, as a function of
serum CRP levels

We next decided to evaluate the diagnostic value of the serum CRP level in patients
in Asth+ANCA- (for which the median level was situated between the values for
Asth+ANCA+ and Asth-ANCA- groups). We considered Asth+ANCA+ group as the
reference set for EGPA and Asth-ANCA- group as the reference set for HES. On the
ROC curve, the AUC [95%CI] for serum CRP was 0.966 [0.907-0.993]. According to
the Youden index, the best cut-off value was 36 mg/L; this yielded a Se of 94.8% [87.2;
98.6], an Sp of 93.7% [69.8; 99.8], and a PPV of 98.6% [91.6; 99.8] for the diagnosis

of HES (Figure 4).

We then compared the characteristics of Asth+ANCA- patients with serum CRP levels
above vs. below this CRP cut-off of 36 mg/L (Table 3). Relative to patients with a serum
CRP value below 36 mg, patients with a serum CRP value above 36 mg/L were more
likely to meet the ACR criteria (37% vs. 83%, respectively; p=0.0003) and to present
with vasculitis (13% vs. 55%, respectively; p=0.0007), purpura (3% vs. 28%; p=0.0122)

and mononeuritis multiplex (7% vs. 31%; p=0.0163).
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FIG 4. ROC curve for serum CRP in Asth+ANCA+ patients (the reference group
for EGPA diagnosis) and Asth-ANCA- patients (the reference group for HES
diagnosis). The performance level of the cut-off CRP<36 mg/L is given for the
diagnosis of HES. ANCA: antineutrophil cytoplasmic antibodies; CRP: C-reactive
protein; EGPA: eosinophilic granulomatosis with polyangiitis; HES: hypereosinophilic
syndrome; MPO: myeloperoxidase; Se: sensitivity; Sp: specificity; PPV: positive

predictive value.
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TABLE 3. Characteristics of Asth+ANCA- patients, as a function of the serum CRP level

CRP < 36 CRP > 36

Characteristics mg/L mg/L p
(n=30) (n=29)

Hypereosinophilic asthma with systemic (non-vasculitic)

() 0
manifestations (1) (%) 2V (@) 1o 0.013

>4 of the 6 1990 ACR criteria (%) 11 (37%) 24 (83%)  0.0003
EGPA criteria (polyangiitis) (1) (%) 4 (13%) 16 (55%) 0.0007
Definite vasculitis (1) (%) 3 (10%) 11 (38%) 0,012
Palpable purpura (%) 1 (3%) 8 (28%) 0.012
Mononeuritis multiplex (%) 2 (7%) 9 (31%) 0.016
Distal polyneuropathy (%) 3 (10%) 8 (28%) 0.083
Myocarditis (%) 2 (7%) 7 (24%) 0.06
Alveolar hemorrhage (%) 1 (3%) 0 ns
Biopsy-proven necrotizing or crescentic glomerulonephritis (%) 0 1 (3%) ns
Cerebral vasculitis (%) 1 (3%) 1 (3%) ns
Myocardial infarction due to coronary arteritis (%) 0 1 (3%) ns

ACR, American College of Rheumatology; ANCA, antineutrophil cytoplasmic antibodies; Asth+ANCA-,
patients with persistent asthma and negative MPO-ANCA tests; CRP, C-reactive protein; MPO,
myeloperoxidase.

(1) According to GERMOP/ERS revised nomenclature
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DISCUSSION

The differential diagnosis of ANCA- EGPA and HES is a challenge in routine clinical
practice (13, 14). The primary objective of the present study was to assess the
characteristics of patients with blood eosinophilia as a function of ANCA status and the
presence/absence of asthma, rather than the conventional classification criteria of
EGPA and HES - given the overlaps in the clinical and laboratory data. We observed
biopsy-proven vasculitis and/or clinical manifestations of vasculitis in asthma-free
patients with HES. One can therefore question the relevance of classifying asthmatic
patients according to the sole presence or absence of vasculitis. In a second step, we
evaluated the diagnostic value of the serum CRP level in patients with EGPA (ANCA+
patients with asthma) or HES (ANCA- patients without asthma). In ANCA- patients with
asthma, a serum CRP level below 36 mg/l was suggestive of HES, and clinical
manifestations of vasculitis were more frequent (but not always present) in patients

with a serum CRP level above 36 mg/I.

Our results highlight the overlap between the manifestations of EGPA and HES and
the conventional classification criteria. Indeed, 97% of the Asth+ANCA- patients (in
which differential diagnosis is the most difficult) met the criteria for HES, with
respectively 58%, 34% and 51% meeting the ACR criteria, the GERMOP/ERS criteria

for polyangiitis, and the criteria for HASM criteria.

Our results also confirm the presence of major clinical differences between ANCA- and
ANCA+ patients with EGPA. The latter were more likely to present with manifestations
of vasculitis (5,7-10) such as mononeuritis multiplex, renal involvement (both p < 0.05),
alveolar hemorrhage and purpura (p > 0.05; the lack of statistical significance was

probably due to the small sample size). In our study, 52% of ANCA- patients with
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asthma did not have any manifestations of vasculitis. This is in line with the recent
report on the GERMOP/ERS cohort, in which 59% of ANCA- patients with asthma met
the new criteria for HASM (6). Indeed, this revised nomenclature suggests
distinguishing between EGPA (with true polyangiitis) and HASM (as a non-vasculitic
disease). This revision is an important step in the division of the various phenotypes
encountered in eosinophilic asthmatic patients with systemic manifestations; indeed,
our results argue in favor of making this distinction for the various phenotypes in ANCA-
patients with asthma. Although specialist treatment of asthma may well be necessary,
the need to distinguish between HASM and HES is, however, questionable (13). In
fact, asthma is not considered to be an exclusion criterion for the diagnosis of HES;
the proportion of patients with HES and asthma ranges from 11% in a large
international cohort to 27% in a recent study of lung involvement (15, 16). In the latter
study, 13 of the 49 patients (27%) had persistent asthma (including 6 in whom the
condition was diagnosed at the same time as HES) and 7 patients (14%) had a history
of asthma (16). In the present study, 99% of the Asth-ANCA- patients met the criteria
for HES. This group’s clinical profile was similar to that of the international cohort of
188 HES patients, 64%, 54% and 37% of whom developed dermatologic, pulmonary
and gastrointestinal manifestations, respectively (vs. 69%, 44% and 38% in our study)

(15). This is why we considered this group to be our reference set for HES diagnosis.

Ear, nose and throat symptoms and asthma are usually considered as a signs of a
prodromal phase in the natural history of EGPA (17-19). However, factors predictive
of a progression towards EGPA have not yet been identified. Even though asthma was
a mandatory criterion in Lanham’s diagnostic criteria (17), it became optional in the
1990 ACR criteria (12); this is the reason why up to 10% of patients have been included

in various case series despite the absence of asthma, and would have been diagnosed
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with HES in other studies (4, 5, 20, 21). Indeed, eosinophilia and current or past asthma
are now required for a diagnosis of EGPA (3, 6) and inclusion in clinical trials (22). In
the present study, we chose to classify patients according to the presence or absence

of persistent asthma.

Furthermore, we observed 10 cases of manifestations of vasculitis in asthma-free
patients, including 4 cases of biopsy-proven eosinophilic vasculitis. Mononeuritis
multiplex is a classical manifestation of vasculitis (6). Four of these asthma-free
patients variously presented mononeuritis  multiplex, peripheral blood
hypereosinophilia (n=4; 5.1 to 12.4 X109%L), various other systemic manifestations
consistent with eosinophil involvement (n=4) and eosinophilic infiltrates in other organs
(n=3 of the 3 biopsied patients). Mononeuritis multiplex and asymmetrical
polyneuropathy have been reported in HES patients but the few biopsied cases did not
show any evidence of vasculitis and eosinophilic infiltration (23, 24). Oka et al.
hypothesized that two pathogenic mechanisms are responsible for neuropathy in
EGPA: vascular fibrinoid necrosis (predominantly in ANCA+ patients) and/or a toxic
eosinophilic effect on nerve fibers (in ANCA+ patients) (25). Given that a nerve biopsy
was not performed in the asthma-free patients having developed mononeuritis
multiplex (n=4) or distal polyneuropathy (n=5), we cannot draw conclusions as to the
mechanism(s) involved. However, we suggest that neuropathy (including mononeuritis
multiplex) should not be systematically considered as a manifestation of vasculitis or

(by extension) EGPA (25).

In contrast, we observed undisputable manifestations of vasculitis in asthma-free
patients: ischemic colitis, livedo racemosa (both biopsy-proven cases of vasculitis),

digital necrosis, and cerebral vasculitis. Two patients presented with non-vasculitic
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manifestations (chronic eosinophilic pneumoniae in one case and prurigo in the other).
Unexpected histopathological features of vasculitis (including fibrinoid necrosis) were
observed in the patient with prurigo. Mild to massive eosinophilic infiltration was
observed in all our biopsy-proven cases of vasculitis, as described in EGPA (Table 2,
Figure 2). Interestingly, biopsy-proven and sometimes necrotizing eosinophilic
vasculitis has frequently been described in asthma-free patients: recurrent cutaneous
eosinophilic vasculitis, drug-induced vasculitis with predominant eosinophilic
vasculitis, digital necrosis and/or arterial thrombosis related to eosinophilic vasculitis,
eosinophilic myositis, and idiopathic chronic eosinophilic pneumonia. The serum CRP
level was reported in only 7 cases, and was normal to slightly elevated (<15 mg/l) in 6
of these — as in the present study (see Supplemental Table S2 for a summary of these
cases). Since activated eosinophils can be toxic for endothelial cells (56) and can
infiltrate the vessel wall in damaged organs (27), we hypothesize that eosinophil-
induced vasculitis and eosinophil tissue infiltration may be associated in various

eosinophilic disorders (including EGPA and other conditions).

Considering that (i) the serum CRP levels differed in our three study groups, and (ii)
some asthma-free patients with vasculitis had low CRP levels, we then focused on this
simple biomarker in the study groups and the corresponding control groups. Serum
CRP levels were higher in Asth+ANCA+ patients than in Asth+ANCA- patients. The
same observation was made in the French Vasculitis Study Group Cohort, with mean
+ standard deviation serum CRP levels of 78.7+62.4 and 58.5+60.1 mg/L in ANCA+
and ANCA- patients, respectively (p=0.04) (5). In the present study, the values in these

groups of patients were respectively 92.6£49.6 and 53.2+54.2 mg/L.
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In our study, serum CRP levels in Asth+ANCA+ patients were similar to other ANCA+
patients with vasculitis (MPA and GPA). This finding suggests that a high CRP level is
consistent with ANCA+ systemic vasculitis (Figure 3B), and agrees with other reports
in which CRP was considered to be a biomarker of ANCA-associated vasculitis disease
activity (28-31). Conversely, serum CRP levels in Asth-ANCA-patients were similar to
those in patients with eosinophilic asthma and patients with peripheral blood
hypereosinophilia, which suggests that a normal or slightly elevated CRP level is
expected in a high proportion of cases in which a diagnosis of EGPA can be easily

ruled out (i.e. no asthma and/or no systemic manifestations).

Lastly, to better evaluate the diagnostic value of the serum CRP level, we compared
the clinical characteristics of Asth+ANCA- patients with low vs. high serum CRP levels.
To obtain an objective cut-off, we used Asth+ANCA+ patients and Asth-ANCA-
patients as reference groups for the diagnoses of EGPA and HES, respectively. The
ROC curve and the Youden index yielded an optimal cut-off of 36 mg/L - close to the
median serum CRP level of 35 mg/L in Asth+ANCA- patients. A serum CRP level below
36 mg/L was predictive of a diagnosis of HES (Se: 94.8 [87.2; 98.6]; Sp: 93.7
[69.8;99.8]; PPV: 98.6 [91.6;99.8]). We observed that manifestations of vasculitis were
more frequent in patients with a serum CRP level above 36 mg/L (Table 3). We also
noted that 4 (13%) Asth+ANCA- patients with low serum CRP levels presented some
manifestations of vasculitis according to the GERMOP/ERS revised nomenclature, and
11 (37%) fulfilled the 1990 ACR criteria for EGPA: considering that vasculitis can be
observed in HES patients and that serum CRP levels are low in these patients, we
suggest that Asth+ANCA- patients with vasculitis and low serum CRP levels should be

diagnosed with HES and not EGPA.
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A recent study unsuccessfully tried to differentiate between EGPA and HES by
considering levels of CRP and many other biomarkers; this failure was probably due
to the small number of patients and the fact that 60% of patients were taking
corticosteroids at the time of evaluation (an exclusion criterion in the present study)
(32). Furthermore, CRP was considered to be a poor longitudinal biomarker of disease
activity and a poor predictor of flares in EGPA (20). The disparity between the literature
data and our present results might be due to the heterogeneity of eosinophilic disorders
encompassed by a diagnosis of “EGPA”. This heterogeneity is also suggested by the
results of clinical trials in EGPA. For example, the results of a negative trial of
azathioprine vs. placebo in low-risk EGPA and the results of the recent MIRRA study
(demonstrating the benefit of mepolizumab in only half of EGPA patients with relapsing
or treatment-refractory disease) confirm that some EGPA patients have an

“eosinophilic phenotype” rather than a “vasculitis phenotype” (22, 33).

Other biomarkers may be of value for the differential diagnosis of (active) EGPA vs.
HES. Levels of interleukin-25 and chemokine (C-C motif) ligand 26-eotaxin 3 (CCL26)
are elevated in EGPA (34-36) but not in HES. However, CRP may be highly more
suitable for use in routine practice. Moreover, serum levels of IL-25 and CCL26 may
be elevated in isolated asthma, where they are correlated with the presence of
eosinophilia. Hence, IL-25 and CCL26 are unlikely to be able to distinguish EGPA from
asthma-associated HES (37, 38). Non-specific elevations in the CRP level can also be
observed in cases of severe organ injury or concomitant, unrecognized viral infections;
this also constitutes a possible limitation of our retrospective study. Given that our CRP
cut-off of 36 mg/l was calculated by reference to two other groups of patients with blood
eosinophilia and systemic manifestations, we cannot definitively conclude that serum

CRP level is a diagnosis tool for the diagnosis of EGPA in Asth+ANCA- patients.
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However, we believe that serum CRP could be a useful tool for differentiating between
EGPA and other eosinophilic disorders - notably when the value is low. Even though
the PPV (98.6 [91.6;99.8]) may change with the prevalence of disease, the high
observed Se and Sp values also suggest that CRP is a valuable biomarker in
eosinophilic disorders. Although serum CRP levels are high in ANCA+ patients with a
certain diagnosis of EGPA or with vasculitis and low in patients with HES, eosinophilic
asthma and isolated eosinophilia, a normal or slightly elevated serum CRP level may
be more suggestive of an isolated eosinophilic disorder than of an ANCA-associated,

vasculitis-like disease.

CONCLUSION

An exhaustive review of all cases cared for our hospital demonstrated that eosinophilic
vasculitis and mononeuritis multiplex can also be observed in HES, and so should be
added to the list of manifestations that overlap with EGPA. In patients with eosinophilia
and systemic manifestations (with or without asthma), our results suggest that a low
serum CRP level at diagnosis is suggestive of HES. If confirmed by prospective
studies, this finding may facilitate the differential diagnosis of eosinophilic disorders

and guide the physician’s treatment decision.
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TABLE S1. Diagnostic criteria for HES and EGPA

Diagnostic criteria for HES (1)

«  Peripheral blood hypereosinophilia >1.5 X10°%L (on 2 examinations at least one
months apart, excepted in case of progressing, life-threatening end-organ damage
requiring immediate therapy), and

+ Organ damage and/or dysfunction attributable to tissue eosinophilia, and

» Exclusion of other disorders or conditions as the major cause of organ damage.

The 1990 ACR diagnostic criteria for EGPA (2 4 out of 6 criteria required) (2).

* Asthma

* Eosinophilia (more than 10% of the peripheral blood leukocytes)
« Paranasal sinus abnormalities

* Pulmonary infiltrates, non-fixed

« Extravascular eosinophils

* Neuropathy

GERMOP/ERS diagnostic criteria for vasculitis in EGPA (3):

One or more of the following criteria in hypereosinophilic asthma (eosinophils = 1.5

X10%L and/or =2 10% of leukocytes)

« Definite vasculitis:
1- biopsy-proven necrotizing vasculitis of any organ, or
2- necrotizing glomerulonephritis or crescentic glomerulonephritis (biopsy
proven), or
3- alveolar hemorrhage (defined as bloody bronchoalveolar lavage return with

compatible opacities on chest X-ray and/or HRCT), or
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4- palpable purpura, or
5- myocardial infarction due to proven coronaritis (related to the systemic
disease, e.g. non-atheromatous coronary stenosis at coronarography or
myocardial infarction without coronary atherosclerosis)
« Strong surrogate criteria for vasculitis

1- hematuria associated with red casts or 210% dysmorphic erythrocytes, or
hematuria and 2+ proteinuria on urinalysis (related to the systemic disease,
no biopsy)

2- and any organ manifestation other than ENT or bronchopulmonary
manifestation associated with a biopsy demonstrating leukocytoclastic
capillaritis and/or eosinophilic infiltration of the arterial wall

*  Mononeuritis multiplex
* ANCA on an ELISA with at least one extrathoracic, non-ENT manifestation of

disease.

GERMOP/ERS diagnostic criteria for hypereosinophilic asthma with systemic

(non-vasculitic) manifestations (HASM) (3)

1- asthma

2- blood eosinophils superior at 1.5 X10%/L

3- any systemic manifestation other than definite polyangiitis or surrogate of
vasculitis or mononeuritis

4- absence of ANCA

REFERENCE TABLE S1
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TABLE S2. Review of reported cases of biopsy-proven eosinophilic vasculitis without asthma and/or the EGPA criteria

1990

Diagnosis made  Number o0/ Asthma _HES  aAcr - L AEC  CRP level Esr ~ Necrotizing - Arteriolar
Ref by the of Male Age (YIN) criteria criteria Clinical manifestations (GIL) (mal) (mmh) vasculitis thrombosis
investigators patients met met (YIN) (Y/IN)
1 Eosinophilic n=1 M 30 N Y Y fever, deep vein 10.9 5 na Y Y
multiple thrombosis,
thrombosis hepatosplenomegaly,
cardiac failure
2 Drug related n=30 M (n=21) 47.9 Y (67%) Y N drug related vasculitis N N
vasculitis F(=9) (mean)
3 Thromboangiitis n=1 M 47 na Y N digital necrosis with na na na Y Y
obliterans arteries occlusion
4 Cutaneous blisters n=1 M 44 Y Y N bullous and purpuric skin 24.7 na na Y Y
and bowel lesions, bowel perforation
necrosis with necrotic gastro
intestinal ulcers
5 Churg-Strauss n=1 M 38 N Y N episcleritis, pulmonary na na na N N
syndrome without infiltrates, erythematous
asthma skin lesions, peripheral
neuropathy
6 Necrosis of finger n=1 M 31 Y Y N chronic cough, wheezing, na na na Y Y
tips digital necrosis, purpuric
papules skin lesions
7 Eosinophilic n=2 /34 M 40; 45 N Y N recurrent myalgia and 0.5; na 43; <5 Y N
myositis (n=2/2) swollen thigh 35
8 RCENV n=3 F (n= 56; 18; N Y N pruritic, erythematous, 1.4 na 10; 112; Y N
213); 17 purpuric papules, 3.6; 61
M (n= angioedema, hepatic vein 6.2
1/3) occlusion (n=1/3),
9 Digital arteritis, n=1 M 37 N Y N digital necrosis with 1.4 3 na N Y
thrombosis arteries occlusion,
Raynaud syndrome
10 Cerebral n=1 M 11 N na na erythematous skin 8.6 na na Y N
sinovenous lesions, cerebral venous
thrombosis thrombosis
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

RCENV

RCENV

RCENV

RCENV

RCENV

Multiple peripheral
artery occlusions

RCENV

Eosinophilic
mesenteric
vasculitis with
thrombosis

RCENV

Eosinophilic
Vasculitis
Syndrome

Thrombotic

eosinophilic
vasculitis

n=1

n=2

n=1

n=2

n=1

n=1

n=1

n=1

n=1

n=1/2

n=1

M
(n=2/2)

M
(n=2/2)

na

81

3424

27

58; 21

53

32

na

13

25

21

93

na

na

na

pruritic, necrotic purpuric,
papular skin lesions,
angioedema

pruritic, erythematous
skin lesions, mononeuritis
multiplex (n=1/2), digital
necrosis (n= 1/2)

pruritic violaceous
swelling, sore throat,
fever, angioedema,
purpura
pruritic, erythematous,
purpuric papules, deep
vein thrombosis (n= 2/2),
pulmonary embolism
(n=1/2), left renal vein
thrombosis (n=1/2),
ischemic stroke (n=1/2)

recurrent pruritic urticarial
erythematous skin lesions

multiple necrosis of the
fingers, with arterial
occlusion
pruritic purpuric papules,
angioedema

splenomegaly,
hepatomegaly,
thrombosis of hepatic
veins, splenic and bowel
infarction, deep vein
thrombosis
pruritic papules

fever, erythematous
necrosis papules, cough,
sinusitis
fever, cellulitis, purpura
with necrosis lesions,

9.9;
8.6

6.9

4.0,
3,6

<0.5

16.3

na

5.8

5.8

29

1.0

79

48.8

na

na

na

"normal”

na

na

na

1.12

na

na

70

na

na

na

"normal”

na

na

na

11

na

na

Y (n=1/2)



22 Eosinophilic vascul n=1 F 55 N Y N pruritic erythematous skin na na na N N
itis lesions, digital necrosis
with arteries occlusion,
Raynaud syndrome

23 RCENV n=1 M 57 N Y N pruritic and necrotizing 11.8 14.5 32 Y Y
papules skin lesions,
purpura, angioedema.

24 RCENV n=1 F 80 N Y N fever, multiple purpuric 10.0 na na N N
patches
25 Eosinophilic n=1 M 23 N Y N necrotic skin ulcers with 27.7 na na N N
vasculitis artery occlusion, deep
syndrome vein thrombosis,
pulmonary embolism
26 RCENV n=1 F 44 N Y N pruritic and erythematous < 0.5 na na Y N
skin lesions, angioedema
27 RCENV n=1 F 55 N Y N recurrent pruritic 0.7 "mild na Y N
erythema, Budd Chiari elevation"

Ref, Reference; RCENV, Recurrent cutaneous eosinophilic vasculitis; Y, Yes; N, No; CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation
rate; HES, hypereosinophilic syndrome; ACR, American College of Rheumatology; M, Male; F, female, na, not available, AEC, absolute
eosinophil count.
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Résumé : Contexte : L'éosinophilie sanguine (> 500/mm3) peut étre observée dans de
nombreuses pathologies. Parmi les maladies a éosinophiles, 2 d’entre elles peuvent constituer
un défi diagnostic : le Syndrome Hyperéosinophilique (SHE) et la Granulomatose Eosinophilique
avec Polyangéite (GEPA). Nous avons réalisé une étude comparative de patients
hyperéosinophiliques présentant des manifestations systémiques, associées ou non un asthme
et, avec ou sans anticorps anticytoplasme des polynucléaires (ANCA) de spécificité
myélopéroxydase (MPO), afin de proposer des critéres discriminants entre EGPA et HES.
Méthodes : Dans cette étude rétrospective, observationnelle et monocentriqgue, nous avons
comparé les caractéristiques clinico-biologiques des patients avec (1) une hyperéosinophilie
supérieure a 1G/L et, (2) des ANCA de spécificité MPO et/ou des manifestations systémiques
extrapulmonaire en relation avec une hyperéosinophilie tissulaire. Dans un second temps, nous
nous sommes intéressés a la valeur de la C-reactive protein (CRP) et avons comparé les
manifestations cliniques des patients asthmatiques ANCA négatifs avec les groupes de CRP
élevée et basse.

Résultats : Parmi les 552 patients, 166 patients étaient inclus et répartis dans 3 groupes : le
groupe GEPA ANCA+ (Groupe 1, n=18), le groupe Asthme ANCA- (Groupe 2, n=65) et le
groupe Non-asthmatique ANCA- (Groupe 3, n=83). Dans ce dernier groupe, on rapportait 10
cas de vascularite sans profil de type GEPA associé. Le groupe 1 présentait le taux de CRP le
plus élevé (médiane 76.5mg/L [23-131], le groupe 3 la plus basse [médiane 3mg/L [0-12] et le
groupe 2 un taux intermédiaire (médiane 35 mg/L [8-73]). Le groupe 2 était hétérogene
contenant aussi bien des patients avec un diagnostic de SHE que de GEPA. En utilisant le
groupe GEPA ANCA+ comme un modéle diagnostique de GEPA et, le groupe Non asthmatique
ANCA- comme un modeéle en faveur d’'un SHE, nous avons élaboré une courbe ROC (Receiver
Operating Characteristic). Le meilleur cut-off retrouvé pour le taux de CRP, en faveur d’un
diagnostic de SHE, était < 36 mg/L avec une sensibilité de 94,8% [87,2 ; 98.6] et une spécificité
de 97,3% [69.8 ; 99.8]. Dans le groupe Asthme ANCA-, les patients avec une CRP inférieure au
seuil de 36 mg/L remplissaient moins fréquemment les criteres de I’American College of
Rheumatology 1990 (37% vs 83%, p=0,0003), ainsi que les criteres du Groupe d'Etudes et de
Recherche sur les Maladies Orphelines Pulmonaires et de I'European Respiratory Society 2016
(GEPA) (13% vs 55%, p = 0,0007), présentaient moins de purpura (3% vs 28%, p=0,0122) et,
de mononévrite (7% vs 31%, p=0,0163).

Conclusion : Chez les patients asthmatiques ou non, avec une hyperéosinophilie et des
manifestations systémiques, notre étude suggére qu’un taux faible de CRP est en faveur d’'un
diagnostic de SHE.
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