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Partie 1 : Mini-revue

La maladie du greffon contre I’"h6te digestive : ce que le gastro-

entérologue doit savoir.
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Abréviations

GVH : Graft versus host - Maladie du greffon contre I’hote
GVL : Graft versus leukemia

HLA : Human leucocyte antigen - Antigene de leucocytes humains
CPA : Cellules présentatrices d’antigenes

LPS : Lipopolysaccharide

CSl : Cellules souches intestinales

EOGD : Endoscopie oeso-gastroduodénale

RS : Rectosigmoidoscopie

EMC : Endomicroscopie confocale

VCE : Vidéocapsule endoscopique du gréle

CMV : Cytomégalovirus

Reg3a : protéine régénératrice dérivée des flots 3a

ST2 : Suppresseur de la tumorigénicité 2

TNFR1 : Récepteur 1 du TNF

MAP : Algorithme de probabilité MAGIC

MMF : Mycophénolate mofétil

SCC : Syndrome de colite du cordon
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Introduction

1/ Définitions- Epidémiologie.

La maladie du greffon contre I’héte (GVH) aigué et/ ou chronique est une complication fréquente et
grave de la greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques, représentant la seconde cause de
déceés chez ces patients, apres la rechute de la maladie hématologique initiale (1). L'incidence de la GVH

aigué digestive est rapportée chez 30 a 60% des patients allogreffés selon les séries (2—4).

La forme aigué de GVH résulte de la réaction des lymphocytes T immunocompétents du donneur contre
les tissus sains de I'hGte, entrainant une réaction inflammatoire plus ou moins sévere qui touche

particulierement la peau, le foie et le tube digestif.

La forme chronique de GVH émane de mécanismes complexes et multiples (réaction inflammatoire,
réaction immunitaire a médiation cellulaire et /ou humorale, atteinte fibrosante). Elle se traduit par une
atteinte d’un ou plusieurs organes, proche de celle observée dans des pathologies auto-immunes telles
que la sclérodermie, le syndrome de Sjogren, la cholangite sclérosante primitive ou la bronchiolite

oblitérante (5).

La classification en GVH aigué ou chronique en fonction de I'apparition des lésions avant ou apres le
100eéme jour post-allogreffe est actuellement considérée comme obsoléte. En effet, I'utilisation de
régimes de conditionnement d’intensité réduite peut conduire a 'apparition tardive de lésions de GVH

aigueé.
La classification élaborée par un consensus d’experts en 2005 (5) distingue :

e GVH aigué “classique” : signes cliniques de GVH dans les 100 premiers jours suivant |’allogreffe.

e GVH aigué persistante ou récurrente : apparition de signes cliniques de GVH aigué sans signe de
GVH chronique au-dela du 100eme jour aprés allogreffe. Forme souvent décrite a I'arrét des
immunosuppresseurs.

® GVH chronique “classique” : Apparition de manifestations typiques de GVH chronique sans signe
de GVH aigué a n’importe quel moment apreés la greffe.

® Overlap syndrome ou syndrome de chevauchement : forme mixte associant atteintes de GVH

aigué et chronique a n’importe quel moment aprés la greffe.

2/ Facteurs de risques

Plusieurs facteurs de risque de développer une GVH ont été identifiés et sont résumés dans le Tableau 1.

Classiquement, les deux facteurs de risque majeurs sont un donneur non apparenté (donneur du fichier)
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et une greffe avec incompatibilité HLA (3). A noter qu’un antécédent de GVH aigué est un facteur de

risque de développer une GVH chronique (6).

Physiopathologie

1/ Comment se développe une GVH ?

a. Les prérequis

La greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques est largement utilisée pour le traitement de
tumeurs malignes ou bénignes hématologiques. L'allogreffe (donneur différent du receveur) a une triple
action: une action anti-tumorale par la chimiothérapie +/- radiothérapie de conditionnement, la
reconstitution hématopoiétique a partir des cellules greffées saines et la reconstitution immunologique
qui participe a I’éradication des cellules malignes du receveur (effet graft versus leukemia, GVL).
L'allogreffe est un traitement associé a une morbi-mortalité non négligeable de par les effets du
conditionnement et de par les conflits immunologiques qui en résultent, en particulier ceux a I'origine de

la GVH.

Le type de donneur est défini selon la compatibilité HLA (Human leucocyte antigen = antigene de
leucocytes humains) entre donneur et receveur : une greffe est dite géno-identique si le donneur est HLA
compatible et intra-familial et phéno-identique si le donneur est HLA compatible et issu du fichier de
donneurs volontaires. Aujourd’hui des donneurs a moitié compatible sur le plan HLA (donneur haplo-
identique) issus de la famille proche sont également considérés en I'absence de donneurs compatibles.
L'utilisation de fortes doses de cyclophosphamide en post-greffe précoce permet d’éviter des GVH
graves dans ce contexte (7). Les cellules souches hématopoiétiques (greffon) sont obtenues a partir du
sang périphérique apres mobilisation des cellules souches par des facteurs de croissance ou a partir de
prélevements de moélle osseuse, beaucoup plus rarement a partir du sang de cordon (qui constitue donc

un autre « donneur » potentiel pour les patients).

Lors d’une allogreffe, le patient est hospitalisé dans une chambre stérile a flux laminaire. La premiere
étape est la réalisation du conditionnement qui correspond a un traitement de chimiothérapie +/-
irradiation corporelle totale qui a pour but la destruction de la moelle du patient (soit compléte, le
conditionnement est alors dit myéloablatif, soit incompléete, le conditionnement est alors dit atténué) et
la destruction du systéme immunitaire du patient pour éviter le rejet du greffon par les cellules
immunitaires de I'h6te. Le conditionnement peut aussi avoir une action anti-tumorale. Le greffon est

transfusé a la fin du conditionnement. Une période d’aplasie, liée au conditionnement, s’ensuit d’environ

13



15 jours a 3 semaines aprés la greffe. L'efficacité de I'allogreffe est liée a I'effet GVL (Graft-versus-
leukemia) médié par les lymphocytes T du greffon. L'introduction du traitement immunosuppresseur

pour prévenir la GVH débute en général pendant le conditionnement.
Quelques éléments essentiels permettent de comprendre le développement d’une GVH (8).

Le greffon contient des cellules immunologiquement compétentes, les lymphocytes T, et le receveur
exprime des antigenes tissulaires différents de celui du greffon. Ainsi, les lymphocytes T du donneur vont
amorcer une réponse inflammatoire aprés contact avec ces antigenes qui leur semblent étrangers,

présentés par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) du receveur.

Le développement d’une GVH aigué est en grande partie lié au degré d’'inadéquation entre les protéines
HLA du donneur et ceux du receveur. lls doivent donc idéalement étre appariés, au moins au niveau HLA
A-B-C et DRB1. Malgré I'appariement HLA, plus d’un tiers des patients développe une GVH aigué en
raison de différences situées en dehors des loci HLA, ce sont les antigénes mineurs d’histocompatibilité

(9,10).

Le développement de la GVH aigué peut étre conceptualisé en 3 étapes séquentielles, comme décrit par
Ferrara et collaborateurs (9): I'activation des cellules présentatrices d’antigenes de I’'h6te (CPA),

I'activation des lymphocytes T du donneur et la destruction du tissu cible chez I’'hote (Figure 1).

b. L’activation des cellules présentatrices d’antigenes

La maladie hématologique sous-jacente, les infections dans un contexte d’'immunosuppression et le
régime de conditionnement pré-greffe entrainent des lésions tissulaires chez le receveur. Cela va
favoriser la libération d’antigénes tissulaires, de cytokines régulant la migration des cellules immunitaires
(chimiokines) et de cytokines pro-inflammatoires. Cela entraine également une expression accrue des
molécules d’adhésion et des antigenes du complexe majeur d’histocompatibilité au niveau des CPA.
L’ensemble de ces phénoménes, considérés comme « des signaux de danger », vont activer les CPA du

receveur.

Le tube digestif joue un réle majeur dans cette phase. En effet, les lésions muqueuses intestinales,
causées notamment par le conditionnement, favorisent la translocation de produits microbiens comme

le lipopolysaccharide (LPS) qui participe a I'activation des CPA du receveur (11).

c. L’activation, la prolifération, la différenciation et la migration des lymphocytes T du donneur.

Les lymphocytes T du donneur reconnaissent les complexes peptides-antigenes majeurs ou mineurs
d’histocompatibilité présentés par les CPA via le récepteur des cellules T. Ce signal entraine une

activation de ces lymphocytes T qui se différencient, proliferent en cellules effectrices, et migrent dans
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les tissus d’intérét. Le tissu lymphoide secondaire intestinal est probablement le site initial de

I'interaction entre les CPA activées et les lymphocytes T du donneur (12).

De plus, l'activation des cellules immunitaires entraine la transcription de genes codant pour de
nombreuses protéines, notamment des cytokines pro-inflammatoires et leurs récepteurs. Les cytokines
Thl (IFNy, IL2, TNFa) pro-inflammatoires sont libérées en grande quantité. Le TNF-a joue un réle
particulierement important : il active les CPA et potentialise la présentation de I'allo-antigéne, il recrute
les cellules effectrices vers les organes cibles en induisant la production de chimiokines pro-

inflammatoires et il provoque directement une nécrose tissulaire par apoptose.

Il existe un phénomeéne d’équilibre grace aux lymphocytes T régulateurs qui peuvent inhiber la
prolifération des lymphocytes T conventionnels et prévenir la survenue de GVH dans le modéle
murin(13). lls sécretent des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B) et peuvent inhiber les CPA a leur

contact.

d. La destruction du tissu cible

La phase effectrice de ce processus est une cascade complexe impliquant effecteurs cellulaires et

cytokines pro-inflammatoires pour aboutir a la destruction des tissus cibles par les effecteurs cellulaires.

Les effecteurs cellulaires de la GVH aigué sont principalement les lymphocytes T cytotoxiques et les
cellules Natural Killer. Les lymphocytes T cytotoxiques utilisent préférentiellement les voies d’élimination

cellulaire Fas/FasL et perforine/granzyme au cours de la GVH.

La protéine inflammatoire macrophage-lalpha (MIP-1a), des chimiokines (CCL2-5, CXCL2, ...) ainsi que
certaines intégrines sont surexprimées, favorisant le recrutement des effecteurs cellulaires vers les
organes cibles au cours de la GVH expérimentale(14). La surexpression de |'intégrine a4p7 et son ligand
MadCAM-1, jouent un réle important dans le recrutement des cellules T du donneur vers les plaques de

Peyer lors de la GVH digestive.

De plus, les LPS peuvent stimuler la sécrétion de cytokines inflammatoires par le biais des Toll-like

récepteurs.

Le tractus gastro-intestinal est particulierement sensible aux dommages causés par le TNF-a et joue un
role majeur dans l'amplification et la propagation de la « tempéte cytokinique » caractéristique de la

GVH aigué.
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2/ Role de la muqueuse intestinale

Les interactions entre la muqueuse intestinale et son microenvironnement, notamment les cellules
immunitaires et le microbiote intestinal, jouent un réle majeur dans la physiopathologie de la GVH

aigué(15).

Tout d’abord, comme évoqué précédemment, les cellules épithéliales intestinales sont particulierement
sensibles au conditionnement pré-greffe, qui a une action cytotoxique directe sur ces cellules et sur les
jonctions serrées qui les lient, entrainant une augmentation de la perméabilité intestinale. Cette

augmentation est un facteur de risque de GVH(15).

De plus, d’autres types cellulaires semblent également altérés par le conditionnement et ont été
examinés dans des modeéles murins (15) : les cellules caliciformes, qui sécrétent le mucus recouvrant
I’épithélium et participent a la fonction de barriere intestinale et les cellules de Paneth, qui ont une
fonction de support des cellules souches intestinales (CSl). En effet, les cellules de Paneth produisent
d’une part des facteurs de croissance des CSl et d’autre part stockent une grande variété de puissantes
molécules antimicrobiennes actives contre les bactéries intestinales. Une de ces molécules, la protéine
régénératrice dérivée des flots 3a (Reg3a), a été identifiée comme biomarqueur de la GVH digestive et
semble prédictive du pronostic de la GVH lorsqu’elle est combinée a d’autres biomarqueurs

plasmatiques, notamment le suppresseur de la tumorigénicité 2 (ST2) (16).

Enfin, les lésions des CSI sont aussi un des éléments majeurs de la physiopathologie de la GVH digestive.
Ces cellules, situées a la base de la crypte intestinale sont capables de générer tous les types de cellules
de I'épithélium intestinal et sont donc essentielles a I'homéostasie intestinale et a la régénération
cellulaire. Récemment, des marqueurs moléculaires spécifiques des CSI (tels que Olfm4 et Lgr5) ont été
identifiés. Leur perte a été mise en évidence dans l'intestin gréle de souris allogreffées (17). De plus, il a
été démontré qu’un traitement prophylactique par R-spondin-1, facteur de croissance des CSl, a un réle
protecteur des Iésions dues a la GVH et au conditionnement(17), illustrant ainsi que des stratégies de

préservation des CSI pourraient constituer des pistes de traitement intéressantes.

3/ Réle du microbiote intestinal

Des modifications du microbiote ont été mises en évidence chez les patients allogreffés avant et au cours
d’une GVH aigué, notamment d’importantes variations au sein de différents groupes de bactéries (18).
Ainsi les Entérobactéries a Gram négatif (Escherichia, Klebsiella et Enterobacter) qui ont un rdle pro-
inflammatoire et les Lactobacillales a Gram positif (Lactobacillus, Enterococcus et Streptococcus)
paraissent augmentées dans le microbiote de patients ayant une GVH (19). En paralléle, on observe une

diminution des bactéries a Gram positif anaérobies, y compris celles de la classe des Clostridia, qui ont

tendance a réduire les phénomenes de GVH. Ces modifications pourraient étre dues a la réduction des
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apports nutritionnels oraux, aux différentes lignes d’antibiothérapie, ou encore a une perturbation de la

production de peptides antimicrobiens par les cellules intestinales (15).

Dans ce contexte, les métabolites produits par ces bactéries sont altérés, notamment le butyrate, un
acide gras a chaine courte nécessaire a lintégrité de la muqueuse intestinale et favorisant la
différenciation des lymphocytes T régulateurs (20). Le butyrate permet la préservation de I'acétylation
des histones en inhibant I'histone désacétylase. Or, on sait que les cellules épithéliales intestinales
présentent une acétylation réduite des histones lors d’'une GVH, s’expliquant notamment par un taux
significativement appauvri de butyrate dans les tissus intestinaux. Cela a été mise en évidence dans le
modeéle murin de GVH (21). Ainsi, une alimentation orale enrichie en butyrate ou l'introduction d'un
mélange de Clostridia produisant du butyrate semble permettre de restaurer I'acétylation des histones

épithéliaux et améliorer la survie des souris présentant une GVH aigué (15,21).

De plus, une perte de la couche de mucus associée a une diminution de l'intégrité de la barriere
intestinale a récemment été observée apreés traitement antibiotique a large spectre chez des souris
allogreffées présentant une GVH aigué, ce qui indique que des modifications de la composition du

microbiote intestinal peuvent avoir un effet sur I'intégrité de la couche de mucus (15,22).

Manifestations cliniques de la GVH digestive

La GVH aigué peut toucher n'importe quel segment du tractus digestif (23). L'atteinte grélique et/ou
colique est la plus fréquente, se traduisant principalement par une diarrhée, dont les mécanismes sont
multiples, essentiellement sécrétoire secondaire aux Iésions muqueuses, mais aussi osmotique par I'effet
de glucides intraluminaux non réabsorbés ou encore par défaut de réabsorption de sels biliaires en cas
d’atteinte iléale terminale (24). D’autres signes fonctionnels peuvent étre présents telles que des
douleurs abdominales a types de crampes, un syndrome occlusif sur iléus fonctionnel et des symptomes
digestifs hauts en cas d’atteinte étendue. Des signes généraux tels qu’une anorexie et une perte de poids
sont souvent associés (10,25). L'atteinte digestive haute isolée est plus rare et se manifeste par une
dyspepsie, une dysphagie ou une odynophagie voire des douleurs thoraciques, des nausées ou des
vomissements, une anorexie sans diarrhée (26). Dans les formes graves, des hémorragies digestives sur

ulcérations muqueuses peuvent survenir (27).

Ces symptomes sont aspécifiques et sont difficiles a distinguer des effets secondaires du
conditionnement a la phase aigué. S’ils persistent en sortie d’aplasie, une GVH aigué doit étre

recherchée (24).
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La sévérité de la GVH digestive est évaluée cliniquement et classée du grade |, défini par une diarrhée
dont le volume est compris entre 500 et 1000mL par jour, parfois accompagnée de nausées et de
vomissements, au grade IV ol une diarrhée profuse est associée a des douleurs abdominales intenses
plus ou moins associées a un iléus(23,28). La sévérité de la GVH aigué est cotée selon I'échelle modifiée
de Glucksberg (Tableau 2). Les atteintes cutanée, hépatique, digestive sont notées du stade O (pas
d’atteinte) au stade 4 (atteinte la plus sévére) et I'addition de ces stades donne un grade global coté lui

ausside 0 a 4 (23,28).

Diagnostic

La GVH digestive est un diagnostic avant tout clinique et un diagnostic d’élimination. Les examens
digestifs peuvent étre utiles au diagnostic mais les signes retrouvés ne sont pas spécifiques. Le diagnostic
repose donc sur un faisceau d’arguments apres avoir éliminé les causes potentielles pouvant expliquer la

clinique.

1/ Endoscopie digestive conventionnelle

L’'examen endoscopique de la muqueuse digestive chez des patients ayant une GVH digestive peut étre
normal (29) ou montrer des lésions aspécifiques telles qu’'un cedéeme muqueux, un érythéme, des
érosions ou des ulcérations. Plusieurs classifications sont utilisées dans les études (30,31), la plus

ancienne et la plus utilisée étant la classification de Freiburg (Tableau 3) (30).

Les données sont discordantes concernant la corrélation entre la sévérité de I'atteinte endoscopique et
celle de I'atteinte histologique. Une étude a montré une bonne corrélation entre les données
endoscopiques et histologiques (32) mais d’autres travaux plus récents (29,31) mettent en évidence une

association médiocre entre les scores cliniques, endoscopiques et anatomopathologiques.

Les données sont également discordantes sur le rendement diagnostique des sites a prélever. Les études
semblent s’accorder sur le fait que les biopsies duodénales sont plus rentables que les biopsies
gastriques pour le diagnostic de GVH digestive lors d’'une endoscopie oeso-gastroduodénale (EOGD)
(30,33). En revanche, certaines études montrent qu’une rectosigmoidoscopie (RS) est aussi rentable
gu’une iléocoloscopie totale avec biopsies iléales (34,35), alors que d’autres mettent en évidence une
meilleure rentabilité de I'iléocoloscopie par rapport a une RS seule, les formes de GVH sévéres atteignant
volontiers I'intestin gréle (33). Quoiqu’il en soit, le rendement diagnostique d’'une EOGD avec biopsies

duodénales associée a une RS est équivalent a celui d’'une iléocoloscopie (30,35).

18



Enfin la rentabilité diagnostique des différents examens endoscopiques ne dépend pas du type de
symptomes prédominants. En effet, la sensibilité d’'une EOGD semble équivalente a celle d’une RS en cas
de diarrhée comme en cas de prédominance de signes digestifs fonctionnels hauts (36). Quel que soit le

type de symptomes, la sensibilité de 'EOGD va de 76 a 89% et celle de la RS de 72 a 95%.

En pratique, conformément aux recommandations de la société américaine d’endoscopie digestive
(ASGE) (37), on peut proposer la réalisation en premiere intention d’une RS en cas de diarrhée
prédominante ou d’une EOGD en cas de nausées /vomissements prédominants avec biopsies des zones
pathologiques et biopsies étagées segmentaires systématiques (37,38). Il faut réaliser au moins 4
biopsies du colon gauche et 4 biopsies du rectosigmoide lors d’'une RS et au moins 4 biopsies de chaque
segment que sont le bas cesophage, le fundus, I'antre et duodénum lors d’'une EOGD, dans des pots
séparés. Il faut proposer une EOGD en cas de RS non contributive et inversement en cas de forte
suspicion de GVH digestive (33,38). L'alternative a 'EOGD et a la RS est une iléo-coloscopie avec biopsies
étagées (4 dans chaque segment : iléon terminal, colon droit, colon transverse, colon gauche,

rectosigmoide)(37), rarement réalisable en pratique chez ces patients fragiles.

A noter qu’il est préférable de ne pas réaliser de biopsies d’ulcérations creusantes si elles sont présentes
car leur interprétation est difficile en histologie du fait d’'un nombre important de cellules nécrotiques

peu spécifiques(38)

Il peut étre utile de refaire une endoscopie en cas de GVH aigué prouvée en échec de traitement de
premiere ligne pour évaluer la sévérité de I'atteinte, la réponse au traitement et éliminer un diagnostic
différentiel infectieux surajouté, notamment une infection a CMV (38). Une atteinte a CMV est présente
chez environ un quart des patients atteints de GVH aigué en échec de traitement chez qui on réitere une

endoscopie (39).

L’endoscopie digestive avec biopsies est un examen relativement slr avec peu de complications.
Cependant, chez ces patients volontiers thrombopéniques, il a été décrit de rares cas de saignement au

niveau du site biopsié ou des hématomes sous muqueux (40,41).

Selon les recommandations de I’ASGE, un taux de plaquettes >50 000/mm3 pour une endoscopie avec
biopsies et > 20 000/mm3pour un endoscopie diagnostique simple est suffisant (42). De plus, il existe un
sur-risque de bactériémie lors d’examens médicaux invasifs chez les patients neutropéniques. Une
antibioprophylaxie systématique est recommandée par la société européenne d’endoscopie digestive
avant la réalisation d’'une endoscopie digestive avec biopsies chez les patients ayant une neutropénie

sévere (PNN<500/mm3) non fébrile (43).
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2/ Histologie

L’analyse histologique reste un élément important du diagnostic de GVH (Tableau 4). Néanmoins, les
Iésions ne sont pas spécifiques et, a la phase précoce, un taux non négligeable de faux négatifs est

commun.

La principale lésion histologique est I'apoptose des cellules épithéliales (Figure 2). Elle peut étre le signe
unique de GVH aigué de bas grade (44). Les cellules apoptotiques sont plus facilement mises en évidence
dans les aires régénératives de la muqueuse telles que les cryptes intestinales, le fond des glandes
antrales ou du corps gastrique. Leur aspect peut varier, faciles a identifier lorsqu’elles contiennent des
vacuoles remplies de débris cellulaires, alors appelées ‘cellules en pop-corn’ ou ‘exploding crypt
cells’(45), elles peuvent aussi se réduire a de petits corps apoptotiques. Dans les cas les plus séveres, les
cryptes sont dilatées, contenant des débris cellulaires, voire détruites. Il existe généralement un infiltrat
inflammatoire au niveau de la lamina propria, composé principalement de cellules mononuclées, parfois
de polynucléaires éosinophiles ou neutrophiles(46). Un autre signe corrélé a un mauvais pronostic est

une diminution du nombre de cellules de Paneth sur les biopsies duodénales (47).

Il faut savoir que le diagnostic de GVH aigué sur la seule présence de cellules cryptiques apoptotiques
peut étre parfois difficile a distinguer des |ésions induites par des diagnostics différentiels tels que la

toxicité médicamenteuse digestive (48).

3/ Imagerie abdominale

Le scanner abdominal montre des signes trés peu spécifiques et a donc une pertinence diagnostique
limitée. Un scanner avec injection de produit de contraste peut mettre en évidence une dilatation de la
lumiére intestinale, une prise de contraste anormale et/ou un épaississement de la paroi digestive des
segments atteints, des signes d’inflammation mésentérique(49). L'épaississement de la paroi intestinale
dans la GVH aigué est en général modéré, un épaississement plus important devant faire suspecter une
infection concomitante ou une colite neutropénique associée (49). Une distribution discontinue des
Iésions est observée chez plus de 50% des patients. A noter qu’une atteinte grélique est présente dans
environ 75% des cas, ce qui peut aider a éliminer des diagnostics différentiels telle que la colite a
Clostridioides difficile (50). Un épaississement, une prise de contraste ou une dilatation des voies biliaires

sont les signes extra-intestinaux associés les plus courants (49).

L'IRM peut constituer une alternative au scanner abdominal. Les lésions mises en évidence sont
similaires aux images tomodensitométriques. Le manque d'accessibilité de I'IRM en routine en fait un

examen complémentaire tres peu utilisé dans la prise en charge de la GVH (51).
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4/ Endomicroscopie confocale

L’endomicroscopie confocale (EMC), du fait de son caractere peu invasif et de sa capacité a couvrir une
surface plus importante que les biopsies, a fait I'objet d’études pour le diagnostic précoce de GVH. Les
Iésions de GVH digestive dans le duodénum ou le colon sont définies par la présence d’un ou plusieurs
criteres parmi les suivants (52) : (a) anomalie du réseau microvasculaire, (b) augmentation modérée de
I'intensité de la fluorescéine dans la lamina propria, (c) villosités duodénales ou cryptes coliques
déformées, (d) augmentation majeure de l'intensité de la fluorescéine dans la lamina propria, (e)
modifications architecturales majeures définies par la destruction de villosités duodénales ou de cryptes

au niveau du colon.
La sévérité de la GVH peut ensuite étre gradée comme suit :

- Grade minime : Un critére (a) ou (b) présent
- Grade modérée : Critére (c) ou association des critéres (a) et (b)

- Grade sévére : Présence des critéres (d) et/ou (e)

Une premiére étude (53) a d’abord montré une bonne corrélation entre les Iésions visibles en EMC et les
Iésions histologiques chez des patients atteints de GVH digestive. Dans une autre série (54), 'EMC
détectait des lésions muqueuses précoces chez des patients allogreffés non ou pauci-symptomatiques
avec une bonne sensibilité. De plus, les résultats obtenus en EMC semblent davantage corrélés au score

de Gliicksberg modifié que I’histologie conventionnelle.

Son manque d’accessibilité n’a cependant pas fait retenir cet examen dans I'algorithme diagnostique de

la GVH.

5/ Vidéocapsule du gréle

La vidéocapsule endoscopique du gréle (VCE) a montré sa capacité a détecter des lésions de GVH
digestive et a en évaluer la sévérité. Il s’agit également du seul examen complémentaire disponible pour
visualiser la muqueuse grélique dans son intégralité, approche séduisante puisque la GVH aigué digestive

se caractérise par une répartition discontinue des lésions.

Les lésions de GVH aigué digestive en VCE sont diverses et par ordre de gravité sont : des plages
énanthémateuses plus ou moins étendues, un cedéme muqueux, des érosions muqgueuses puis des
ulcérations plus ou moins nombreuses, étendues, confluentes et enfin des saignements muqueux. Les
criteres de Brand constituent une échelle d’évaluation visuelle des lésions permettant une évaluation de

la gravité de la GVH (55).
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La VCE a une bonne sensibilité, comparable a celle de 'EOGD avec biopsies, et une excellente valeur
prédictive négative de pres de 100% pour la détection de Iésions de GVH aigué digestive (56). Une petite
série a montré qu’il existe un meilleur rendement diagnostic de I’'EOGD couplée a la VCE par rapport a
I’endoscopie seule (56). Un autre travail a confirmé que la VCE avait un rendement diagnostic plus élevé
(54%) que I'endoscopie conventionnelle (28%) chez des patients atteints de GVH digestive, en particulier
sur les formes minimes a modérées ol I'analyse conventionnelle endoscopique est peu sensible (57). Du
fait d’'une meilleure sensibilité diagnostique et d’une cartographie précise des lésions, la VCE peut
également permettre une meilleure adaptation précoce des traitements immunosuppresseurs pour la

prise en charge thérapeutique de la GVH digestive (58).

Cependant, la VCE manque de spécificité, en particulier sur le diagnostic d’érosions et d’ulcérations du
gréle, également décrites en cas d’atteinte a Cytomégalovirus (CMV) apres allogreffe. Les biopsies
réalisées lors d’une EOGD restent donc indispensables a la phase diagnostique (59). Par ailleurs,

I'accessibilité de la VCE est centre-dépendant.

Cet examen peut garder une place chez des patients avec des symptomes évocateurs de GVH digestive a

EOGD normale (60).

Techniquement, il est suggéré dans la littérature I'utilisation de prokinétiques avant I'ingestion de la
capsule endoscopique et le placement du patient en position latérale droite pendant au moins 30 min
apres ingestion de la capsule afin de faciliter son passage gastrique du fait de troubles fréquents de la

motilité gastrique apres allogreffe (61).

6/ Biomarqueurs

Le biomarqueur de GVH idéal doit étre peu invasif, prédire le risque de développer une GVH aigué,
diagnostiquer la maladie a un stade précoce, estimer son pronostic et prédire la réponse au traitement

(62).

Les biomarqueurs présentant le plus grand intérét pour la GVH digestive sont le ST2, Reg3a et le
récepteur de TNF 1 (TNFR1)(63). ST2 est libéré par les cellules T activées et constitue un récepteur pour
I'interleukine 33 (63). La liaison ST2-IL33 joue un rdle important dans plusieurs pathologies
inflammatoires ou auto immunes intestinales (64). Le TNFR1 est produit par les lymphocytes T et les
monocytes et aggrave les lésions muqueuses intestinales au cours de la GVH (62). REG3a est sécrétée
majoritairement par les cellules de Paneth et joue un role protecteur de la muqueuse intestinale vis a vis

des dommages infectieux (63).

Initialement a été établi le score de Ann Arbor (65). Il s’agit d’'un systeme qui permet de définir des

groupes de risque de mortalité sans rechute a la phase précoce de la GVH digestive en fonction des
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concentrations plasmatiques des 3 biomarqueurs ST2, REG3a et TNFR1. Des travaux plus récents ont
permis de mettre en place I'algorithme de probabilité MAGIC (MAP). Le MAP est I'association des
dosages sériques des biomarqueurs ST2 et REG3a et permet de prédire la mortalité a long terme chez les
patients atteints de GVH aigué (16). Le MAP est un reflet des lésions intestinales cryptiques et lorsqu’il
est mesuré au moment du diagnostic de GVH, il permet de classer les patients en 3 groupes de niveau de
risque de mortalité sans rechute (66). Le MAP a été validé a partir du début des symptomes de GVH (66)
mais il semble aussi plus performant que les caractéristiques pré-transplantation pour prédire la

mortalité sans rechute a un stade tres précoce, dans les 7 jours suivant I'allogreffe (67).

D’autres travaux sont en cours portant sur divers marqueurs de l'inflammation (CRP), marqueurs

angiogéniques ou encore métabolites dérivés du microbiote (butyrate) (38).

Diagnostics différentiels

Devant |'apparition d’une diarrhée en post-allogreffe, il convient d'éliminer d’autres étiologies avant de

conclure a une GVH aigué digestive.

1/ Affections iatrogénes

Le délai d’apparition des symptomes apreés la greffe est un élément clé. En effet, le conditionnement pré-
greffe est la cause la plus fréquente de symptomes digestifs jusqu’a 3 semaines apreés la greffe. Passé ce

délai, la GVH digestive devient plus fréquente (24).

Parmi les autres traitements médicamenteux pouvant étre en cause, le mycophénolate mofétil (MMF),
un traitement antirejet, est un pourvoyeur de toxicité digestive importante, atteignant pres de 50% des
patients sous MMF (68). Une diarrhée aqueuse abondante est classiquement décrite 2 a 4 semaines
apres lI'introduction du traitement (68). En endoscopie, une épargne rectale doit faire évoquer une colite
au MMF(68). Les lésions histologiques sont proches de celles observées lors d’'une GVH avec une
apoptose des cellules coliques (69) mais peuvent s’en dissocier par la présence d’un infiltrat a

éosinophiles et I'absence d’abcés cryptique (70).

2/ Infections

Parmi les infections virales, I'atteinte digestive a CMV doit étre évoquée en premier lieu. Elle se
manifeste par une diarrhée parfois sanglante, des douleurs abdominales, des symptdmes digestifs hauts
ou de la fievre pouvant survenir a distance de l'allogreffe (39). Les lésions endoscopiques peuvent

atteindre, comme lors d’'une GVH aigué, n’importe quel segment du tractus digestif (39). Les patients
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atteints d’une infection digestive active a CMV peuvent avoir une PCR sérique CMV négative, le
diagnostic de certitude se fait donc sur les biopsies digestives (24). Une étude immunohistochimique ou
la réalisation d’une PCR sur les biopsies coliques peuvent étre effectuées (38) car les lésions
anatomopathologiques sont parfois proches de celles d’'une GVH aigué et les inclusions a CMV
caractéristiques difficiles a identifier. L'infection a CMV augmente le risque de mortalité chez les patients
allogreffés, il s’agit donc d’une urgence diagnostique et thérapeutique (39). Le virus de la varicelle, les

adénovirus puis les astrovirus, norovirus et rotavirus sont moins fréquents dans ce contexte.

La colite a Clostridioides difficile est la colite bactérienne la plus fréquente aprées allogreffe. Son incidence
est de plus de 10% et elle est associée a un sur-risque de mortalité(71). Il faut donc systématiquement la
rechercher en cas de symptomes digestifs par un préléevement de selles avec recherche de toxines. Il faut
savoir que les classiques pseudo-membranes de la colite a Clostridioides difficile visibles en endoscopie

sont souvent absentes chez les patients immunodéprimés (72).

Enfin, d’autres diagnostics différentiels comme une cryptosporidiose et une giardiose pourront étre
éliminés par la réalisation d’un examen parasitologique des selles et/ou des biopsies ou par I'examen

anatomopathologique des biopsies.

3/ Colite neutropénique

La colite neutropénique, parfois appelée typhlite du neutropénique du fait de son tropisme pour le
caecum, est une inflammation survenant chez des patients neutropéniques dans laquelle la surinfection

microbienne de la muqueuse lésée joue un réle pathogénique majeur (73).

Il s’agit d’'une complication rare mais potentiellement grave du conditionnement pré-greffe et qui,

contrairement a la GVH digestive, peut étre observée avant la greffe.

Le diagnostic doit étre évoqué chez un patient allogreffé en neutropénie fébrile présentant des douleurs
abdominales et des diarrhées. Un épaississement de la paroi digestive >3mm en échographie ou en
scanner viendra conforter le diagnostic. L'imagerie permettra en outre la recherche de complications
(perforations digestives) et I'élimination d’un diagnostic différentiel, notamment une appendicite

aigué(74).

Méme si le diagnostic de certitude est histologique, les biopsies ne sont pas recommandées du fait des
risques sur ce terrain. L'cedéme, la nécrose transmurale et les ulcérations sans réaction inflammatoire au
contact sont les |ésions caractéristiques. Elles touchent généralement le caecum et le célon droit et

s’étendent fréquemment a l'iléon terminal (74).
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La prise en charge de premiere intention est médicale associant mise au repos digestif, antibiothérapie
intraveineuse large spectre (active sur les Clostridia et Pseudomonas) voire un antifungique. Le

traitement chirurgical sera proposé en cas de complication ou d’échec du traitement médical (74).

4/ Syndrome de colite apres greffe du cordon

Le syndrome de colite aprés greffe de cordon (SCC) est une entité clinique qui se manifeste par une
diarrhée aqueuse fébrile persistante chez environ 10% des patients qui regoivent une greffe de sang de
cordon, souvent plusieurs mois apres la transplantation. Il résulte d’'une inflammation granulomateuse
du tractus gastro-intestinal avec un aspect endoscopique d’érythéme muqueux avec ou sans ulcération.
Les biopsies mettent en évidence une colite chronique active, associée a de fréquents granulomes et a
des cellules de Paneth métaplasiques. Le SCC est sensible aux antibiotiques mais aucun pathogéne causal
n'a clairement été identifié (38,75). Il s’agit d’'un diagnostic d’élimination qui reste méme controversé,
car des études ont suggéré que les lésions de SCC étaient non spécifiques et pouvaient aussi étre

observées lors de GVH digestive ou colite a CMV (75).

5/ Diagnostics différentiels devant des symptomes digestifs hauts.

lIs sont principalement médicamenteux avec les effets secondaires a type de nausée du régime de
conditionnement ou d’autres traitements. A noter qu’un traitement par inhibiteur de la pompe a
protons peut induire une apoptose minime au niveau des cellules gastriques pouvant mimer une GVH

digestive.

Traitements

1/ Traitement prophylactique

Le traitement prophylactique de la GVH dépend du régime de conditionnement myéloablatif ou atténué,
du type de greffe et du type de donneur, apparenté ou non, de la compatibilité HLA (76). Les traitements
utilisés sont, entre autres, la ciclosporine, le méthotrexate, le MMF, la cyclophosphamide et la perfusion
de sérum anti lymphocytaire (76). Le cyclophosphamide en post-greffe immédiat, a fortes doses lors de
greffe haplo-identique, est utilisé afin d’éliminer les lymphocytes T alloréactifs (7). Les choix des doses et
des associations de traitements sont complexes, gérés par les hématologues spécialisés et ne seront

donc pas détaillés ici.
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Ainsi, en cas de GVH aigué digestive déclarée, un traitement prophylactique récemment arrété peut étre

repris ou, si toujours prescrit, sa dose adaptée en cas de taux sériques bas (76).

2/ Traitement curatif de premiére intention

Le traitement de premiére ligne de la GVH digestive est une corticothérapie systémique, initiée a la dose
de 2mg/kg/jour en 2 prises pour les GVH aigués de grade Il et plus (76) et poursuivie pendant au moins 7
jours avant d’envisager une décroissance lente pour limiter le risque de rechute. L'arrét total de la
corticothérapie ne sera discuté qu’au moment de la disparition totale des symptomes (76). La GVH est
cortico-résistante en I'absence de réponse objective aprés 7 jours de traitement ou si on note une
aggravation des symptémes aprés 5 jours (76). Un traitement d’attaque avec des doses plus élevées de
méthylprednisolone n’a pas montré de bénéfice en terme de réponse au traitement (77). En revanche,
pour les patients atteints de GVH aigué modérée (grade 1), un traitement initial a doses plus faibles (0.5

a Img/kg/jour) semble efficace (78).

Par ailleurs, il est intéressant d’utiliser, en association avec le traitement corticoide classique, un
corticoide oral a action locale avec un faible passage systémique comme le budésonide ou la
béclométhasone (non disponible en France dans cette galénique). Cette stratégie a montré un bénéfice
en terme d’efficacité(79) et de prévention des rechutes a la décroissance des corticoides systémiques
(80). Pour des GVH digestives d’intensité légere a modérée (grade Il), il semble méme efficace et slr

d’utiliser de la béclométhasone en monothérapie (81).

Le taux de réponse initial au traitement par corticoides varie selon les séries entre 40%(82) et 55%(4).
Seulement un tiers de patients répondent de maniére prolongée (4,82). Le taux de réponse semble
dépendre de la gravité de la GVH initiale et étre moindre en cas de GVH sévére, bien que certaines
données ont également individualisé un sous-groupe de patients avec des symptomes digestifs de faible
intensité comme moins bons répondeurs aux corticoides (4). Pour cette raison, des patients a haut

risque de mauvaise réponse au traitement et de mortalité liée a la greffe ont été définis (83).

3/ Traitement de seconde intention

La meilleure compréhension des différents acteurs et étapes dans la physiopathologie de la GVH permet
actuellement I’émergence de nouvelles thérapies en cas d’échec des corticoides (84). lls agissent sur une
des 3 phases du processus de GVH en bloquant I'activation, la prolifération ou la migration des
lymphocytes T du donneur ou en prévenant la destruction des cellules hotes cibles ou encore en

modulant le microbiote intestinal.

Parmi eux, citons les inhibiteurs du cycle cellulaire (sirolimus, méthotrexate, MMF...), les thérapies

ciblées telles que les anti TNFa (infliximab, etanercept), les anti-Récepteur a I'IL6 (tocilizumab), les anti-

26



IL2 (inolimomab), la transplantation de microbiote fécale, la greffe de cellules souches
mésenchymateuses, les anti-intégrines telles que le vedolizumab, la photophérese extracorporelle, les

inhibiteurs d'histone désacétylase (vorinostat), 'utilisation de lymphocytes T régulateurs...

4/ Soins de support

La prévention de la dénutrition est un axe essentiel de la prise en charge. En effet, une hypoalbuminémie
est un facteur de mauvais pronostic chez les patients atteints de GVH digestive (85). Aprés une
évaluation nutritionnelle individualisée, on préférera la nutrition entérale quand elle est possible. Une
nutrition parentérale sera débutée chez les patients avec une diarrhée sévere ou une intolérance

alimentaire totale (38).

Enfin, les différents symptomes digestifs seront traités de maniére symptomatique pour soulager le

patient et limiter les risques de déshydratation.

Conclusion

La GVH aigué digestive est un diagnostic qui doit étre connu du gastroentérologue, sollicité le plus
souvent par I'équipe d’hématologie pour réaliser une endoscopie digestive avec biopsies en vue d’une

analyse en anatomopathologie, en virologie voire en parasitologie.

Les facteurs de risque sont identifiés mais il n’existe pas de marqueur prédictif idéal utilisé en routine. Or
la prise en charge précoce de ces malades est un facteur clef pour permettre le controle et la guérison de
cette complication. Le traitement de premiere ligne repose sur une corticothérapie fortes doses bien que

de nombreuses autres possibilités thérapeutiques émergent actuellement.
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Tableaux

Tableau 1 : Facteurs de risque de GVH

D’apres (3,6,86,87)

Facteurs de risque

Facteurs protecteurs

[0 Donneur non apparenté (donneur de fichier)

[0 Incompatibilité HLA

0 Meésappariement sur le sexe (donneur féminin/receveur
masculin)

[0 Altération de I'état général : Karnofsky <90%

[0 Stade évolué de la maladie hématologique

[0 Leucémie myéloide chronique

[0 Greffe a partir de cellules souches sanguines circulantes
plutét que de moelle osseuse

[0 Irradiation corporelle totale

[0 Injection de lymphocytes du donneur

[0 Monothérapie prophylactique en post greffe

0 Régime de conditionnement atténué

[0 Traitement par du sérum anti-lymphocytaire
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Tableau 2 : Score modifié de Gliicksberg.

Stade PEAU SYSTEME DIGESTIF FOIE
0 | Pas d’éruption cutanée Asymptomatique Bilirubinémie <
2mg/dL
I | Eruption maculo-papuleuse <25% de la Diarrhée > 500-1000ml par | Bilirubinémie entre 2
surface corporelle sans signe associé jour ; nausées/ et mg/dL
vomissements

Il | Eruption maculo-papuleuse ou érytheme Diarrhées 1000-1500mL Bilirubinémie entre 3
prurigineux ou autres symptomes associés par jour ; et 6mg/dL
> 25 % ou < 50% de la surface corporelle ou | nausées/vomissements
desquamation localisée

Il | Erythrodermie généralisée ou éruption Diarrhée >1500ml par jour | Bilirubinémie entre 6
vésiculaire, maculaire ou papulaire ; nausées/vomissements et 15mg/dL
symptomatique avec bulles ou
desquamation > 50% de la surface
corporelle

IV | Dermatite exfoliative généralisée ou Douleurs abdominales Bilirubinémie >
dermatite ulcéreuse et/ou bulleuse séveres et/ou iléus 15mg/dL

SCORE GLOBAL

- GRADE 0 : Aucune atteinte d’organe
- GRADE | : Atteinte cutanée grade I-ll sans atteinte digestive ou hépatique
- GRADE Il : Atteinte cutanée grade Il et/ou atteinte digestive et/ou hépatique de grade |

- GRADE IIl : Atteinte cutanée grade 0 a lll et atteinte digestive ou hépatique de grade II-lll
- GRADE IV : Atteinte cutanée, digestive ou hépatique de grade IV

Tableau 3 : Classification de Freiburg des lésions endoscopiques de GVH digestive

GRADE | Mugqueuse normale ou subnormale

GRADE II Plages d’érythéme ou minimes lésions aphtoides
GRADE Il Ulcérations aphtoides (Crohn-like), érosions focales
GRADE IV Ulcérations profondes, mise a nue de la musculeuse
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Tableau 4 : Diagnostic histologique de GVH digestive

Signes histologiques

Apoptose

Aucune
Isolée
Plusieurs par crypte

Destruction des cryptes

Aucune
Isolée (une crypte)
Extensive (plusieurs cryptes consécutives)

Inflammation

Absente
Présente dans la lamina propria au niveau de 6 cryptes (cellules mononuclées,
polynucléaires éosinophiles ou neutrophiles)

Abces cryptiques

Absent
Présent
Autres
® Inclusions virales, microorganismes, pseudomembranes
Diagnostic final
Pas de GVH
® Pas de signe de GVH identifié
Possible GVH
® Présence de signes de GVH mais diagnostic différentiel possible :
o Présence d’agents infectieux (CMV, cryptosporidiose)
o Suspicion clinique de colite médicamenteuse (IPP, régime de conditionnement,
MMF)
Probable GVH

Signes univoques de GVH sans facteur confondant ou

Signes clairs de GVH avec facteurs limitants tels que matériel biopsique limité, facteurs
confondants a distance des zones apoptotiques, cellules apoptotiques rares sans autre
étiologie, chimiothérapie ou radiothérapie récente ou

GVH trés probable mais manque d’information clinique ou

GVH validée sur des spécimens biopsiques consécutifs ou

Pas de diagnostic différentiel

CMV : Cytomégalovirus ; IPP : Inhibiteur de la pompe a protons ; MMF : Mycophénolate mofétil

D’apres (44)
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Figures

Figure 1 : Physiopathologie de la GVH aigué

Figure 1A: Effets du conditionnement pré greffe sur la barriere intestinale. La chimiothérapie a un effet
cytotoxique sur les cellules épithéliales intestinales qui liberent des antigenes tissulaires (1). Le microbiote
intestinal est modifié par les antibiothérapies éventuelles, les modifications de régime et la pathologie
hématologique sous-jacente (2). Ces modifications ont pour effet d’augmenter la perméabilité intestinale. La
chimiothérapie éventuellement associée a une radiothérapie a un effet ablatif sur les lymphocytes du receveur (3).

Figure 1B : Activation des CPA. L'augmentation de la perméabilité intestinale se traduit notamment par un passage
accru des antigenes bactériens (1). L'importante réaction inflammatoire générée par la libération d’antigénes
tissulaires, de cytokines régulant la migration des cellules immunitaires (chimiokines) et de cytokines pro-
inflammatoires, va entrainer une expression accrue des molécules d’adhésion et des antigenes du complexe majeur
d’histocompatibilité des CPA, puis entrainer leur activation (2). Ces CPA migrent ensuite dans les organes
lymphoides secondaires ou elles rencontrent les lymphocytes du donneur (3).
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Figure 1C : Activation, différenciation, prolifération et migration des lymphocytes T. Les lymphocytes T du donneur
sont activés par les CPA en présence de molécules de co-stimulation (1). lls se différencient et proliférent (2) avant
de migrer dans la muqueuse intestinale (3).

Figure 1D : Destruction du tissu cible. Les effecteurs tissulaires sont principalement les lymphocytes T cytotoxiques
(1) et les NK (2). De nombreuses cytokines pro inflammatoires sont sécrétées dont le TNFa qui joue un réle majeur
dans I'amplification et la propagation de la « tempéte cytokinique » (3).

39



PrBOSSARD C., Service d'anatomopathologie, CHU de Nantes

Figure 2 : Aspects anatomopathologiques

Lésions élémentaires : Apoptose des cellules épithéliales de la muqueuse intestinale (fleches blanches) et infiltrat
focal mononucléé +/- polynucléé du chorion.

Score de sévérité morphologique de la GVH (selon Sale et al, 1979 et Epstein et al, 1980) : Grade | (1) : corps de
nécrose apoptotique isolé ; Grade Il (2) : destruction de moins de 3 cryptes contigiies : Grade Il : destruction de
plus de 4 cryptes contiglies ou plus ; Grade 1V (3) : destruction étendue avec dénudation de la muqueuse
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Partie 2 : Etude Clinique

Early remodeling of the colonic mucosa after allogeneic hematopoietic
stem cells transplantation: a prospective study on 19 patients
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Abbreviations

GVHD: graft-versus-host disease

aGVHD: acute graft-versus-host disease

Allo-HSCT: allogeneic hematopoietic stem cells transplantation
DAMPs: damage-associated molecular patterns

PAMPs: pathogen-associated molecular patterns

ISC: intestinal stem cells

ST2: the suppressor of tumorigenesis 2

REG3a: soluble receptor for the IL-33 and regenerating islet-derived 3-alpha
pCLE: probe-based confocal laser endomicroscopy

CMV: cytomegalovirus

IBD: inflammatory bowel disease

MAP: MAGIC algorithm probability

42



Introduction

The main complication of allogeneic hematopoietic stem cells transplantation (allo-HSCT) is graft-versus-
host disease (GVHD), an immunological disorder that affects several organ systems, including the
gastrointestinal tract (1). It is a potentially severe condition, as acute GVHD (aGVHD) remains the second
leading cause of death following allo-HSCT (2). The diagnosis of aGVHD is based on the analysis of clinical
manifestations including specific lesions of the skin, liver and gastrointestinal tract and laboratory criteria
in the appropriate clinical context after exclusion of other causes. Manifestations of chronic GVHD are
diverse, mimic those observed in autoimmune pathologies and can affect one or more organs or tissues
(3).

Currently, risk factors before transplantation that are associated with an increased relative risk of GVHD
are well known (4-6). Classically, the most important are an unrelated donor, an HLA mismatching (4), a
female donor for a male recipient, a Karnofsky score less than 90% (7), an advanced stage of
hematological disease (4,7), the use of mobilized blood hematopoietic stem cells for graft instead of
bone marrow, treatment by total body irradiation, a myeloablative conditioning regimen, treatment with
donor lymphocyte infusion, a monotherapy prophylaxis treatment of GVHD, lack of treatment with in-
vivo T-cell depletion (4-7). All these elements are now properly considered before deciding an allo-HSCT.
Classically, 3 phases are described in the initiation of aGVHD : first, activation of recipient antigen-
presenting cells, second, activation, differentiation, proliferation and migration of donor T lymphocytes,
and third, destruction of the tissue by cellular and humoral actors. Mechanisms at stake with
pathophysiology of aGVHD and the role of the digestive mucosa are now better understood. During the
first phase, the intestinal barrier lesions play a role in the activation of recipient antigen-presenting cells
(8). Indeed, intestinal epithelium cells and tight junctions are altered by the conditioning regimen,
leading to an increase in intestinal permeability. As a consequence, the systemic passage of microbial
antigens such as lipopolysaccharides through the lamina propria is increased, leading in turn to antigen-
presenting cells activation. In addition, different intestinal cell types, such as goblet cells, whose most

important role is to produce mucus, and Paneth cells, which produce stem cells growth factors and a
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large number of antimicrobial molecules, are altered by the conditioning and are reduced in aGVHD
murine models (8). Plus, cell damages related to conditioning lead to a release of damage- and
pathogen-associated molecular patterns (DAMPs and PAMPs) which also activate cells of the innate
immune system. Moreover, the intestinal stem cells (ISC) located at the base of the intestinal crypts and
able to generate all cell types of the intestinal epithelium are also damaged in allo-HSCT murine models
and seem to play an important role in the pathophysiology of aGVHD (8). During the second phase, the
digestive mucosa is one of the site of lymphocytes activation and migration. Indeed, antigen-presenting
cells and T lymphocytes encounter in the gut-associated lymphoid tissue. Plus, pro-inflammatory
cytokines play an important role in the recruitment of donor T cells to the digestive tract (9). For
instance, members of the IL-1 cytokine family like IL33 and IL1pB, increase tissue damages promoting
acute inflammatory processes initiated by the cells of the innate immune system and T cells
differentiation (9). STAT3-dependent cytokines (IL6-IL23-IL21) also play a prominent role in the induction
of inflammation within aGVHD target tissues. TNF-a has diverse major roles in the pathogenesis of
aGVHD, on one hand indirectly by promoting the differentiation and proliferation of donor T cells and on
the other hand directly by leading to apoptosis on aGVHD target tissues during the third phase of tissue
destruction (10). This last phase is further promoted by DAMPs and PAMPs, which participate in direct
tissue damages and contribute to cytokine storm of aGVHD (9).

An early diagnosis of aGVHD is key to initiate and optimize immunosuppressive treatments. For example,
thanks to an algorithm using two plasma biomarkers (the suppressor of tumorigenesis 2 (ST2) and
regenerating islet-derived protein 3-alpha (REG3a)), it is now possible to define patients at risk of severe
digestive aGVHD and to define the risk of non-relapse mortality after allo-HSCT (11-13). However, no
blood or morphological examination can currently predict the occurrence of aGVHD after allo-HSCT.
While severe digestive aGVHD is likely the most severe form of aGVHD, gastrointestinal symptoms are
rather common in allo-HSCT patients, but not specific of digestive aGVHD. Indeed, usual symptoms of
digestive aGVHD are watery or bloody diarrhea, abdominal pain, nausea or vomiting (3). Therefore,
endoscopic examination with biopsy sampling of the mucosa remains useful to confirm the diagnosis and

exclude differential diagnoses (14). The most common endoscopic lesions such as erythema, aphthous
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lesions, erosions, ulcerations or denudation of the mucosa are non-specifics (15). Endoscopy may also be
normal (15). The histopathologic hallmark of digestive aGVHD is epithelial cell apoptosis (14,16). A sparse
inflammatory infiltrate of the lamina propria (14) and a loss of Paneth cells, particularly in the duodenal
mucosa (17), can also be observed. However, since lesions can occur along the whole digestive tract,
there is a risk of sampling error, and endoscopic and histological involvements are not well correlated
(15,18). In addition, the histological diagnosis, especially in the early phase, can be difficult due to a
significant number of false negatives (16). Moreover, epithelial cells apoptosis in digestive biopsies can
be highlighted in other situations like infection or drug toxicities (19). Finally, due to frequent
thrombocytopenia in these patients, performing biopsies during a routine endoscopy can be at risk of
digestive bleeding and intramural hematoma (20,21). In this context, early diagnosis of digestive aGVHD
remains an issue.

Novel imaging modalities have been developed to offer extensive and non-invasive exploration of the
gastrointestinal tract as well as alternatives to conventional histology during endoscopic procedures.
Probe-based confocal laser endomicroscopy (pCLE) is a high-resolution imaging modality allowing access
to in vivo histology at the subcellular level during ongoing endoscopy (22). A single small pilot study
assessed confocal laser endomicroscopy performances in digestive aGVHD patients and showed that
pCLE had good sensitivity and specificity compared to conventional histology (23). Another study
suggested that the pCLE, coupled with another non-invasive test such as wireless capsule endoscopy,
could predict early onset of GVHD in allo-HSCT patients (22).

The primary aim of our study was to determine if the pCLE parameters could predict GVHD onset in a
prospective cohort of allo-HSCT patients. The secondary aims were to determine if an early remodeling
of the colonic mucosa occurred after allo-HSCT and if there was any difference in paracellular

permeability and tissue cytokine profiles between patients who declared GVHD and patients who didn't.
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Methods

Study design and patients.

This prospective single-centre study resulted from a collaboration between the Gastroenterology
Department and the Hematology unit of the University Hospital of Nantes. Consecutive adult
patients, who underwent allo-HSCT from June 2016 to August 2018 for hematologic malignancies in
remission were included. All patients had received a reduced-intensity conditioning regimen.
Exclusion criteria were myeloablative conditioning regimen, history of previous allo-HSCT,
development of clinical GVHD before initial rectosigmoidoscopy, treatment by corticosteroids
>0.5mg/kg/jour, thrombocytopenia<70g/L or TP <50% the day of rectosigmoidoscopy, uncontrolled
medical conditions, prior history of allergy to fluorescein, renal dysfunction, suspected or
documented bowel obstruction, known inflammatory bowel disease and a history of major
abdominal surgery. All patients were enrolled in a clinical research protocol approved by the local
ethical committee (IRB number NCT02707354; RC 15 0327) and written informed consent was
obtained in accordance with the Declaration of Helsinki.

Subjects who underwent a colonoscopy for screening or surveillance of polyps/cancer and had a
pCLE examination performed for research purpose, after written informed consent (BRD 08/6-A),
served as a control group in the pCLE part of our study. Their pCLE data had been used in a previous
study (24). Subjects who underwent a colectomy for colonic cancer and had normal tissue samples
taken from the colectomy specimen for immunological experiments in the Inserm unit 1024 (DC-

2014-2206) served as a control group in the immunological part of our study.

Study protocol

Patients were screened in the Hematology unit when allo-HSCT was scheduled. They were included
the day of the first visit in the absence of exclusion criteria. Information about the study was given

during a medical consultation.
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A rectosigmoidoscopy with standard biopsies and pCLE was performed during the first visit, between
day 21 and day 28 after the allo-HSCT. Patients were subsequently followed until day 100. Clinical
symptoms, laboratory values and medications were recorded in the eCRF. The GVHD score was
established according to the modified Gliicksberg grading system at the first visit and either at the
GVHD diagnosis or at day 100, for patients who did not had GVHD. Medical records were then
retrospectively reviewed for acute or chronic GVHD with a median follow-up of 21 months (3-35).
During the follow up, a standard of care rectosigmoidoscopy was performed in case of clinical

suspicion of digestive aGVHD.

Diagnostic of GVHD

Depending on the time of onset after allo-HSCT and clinical characteristics, a distinction was made
between (3): (a) classic aGVHD, defined by any clinical signs of aGVHD occurring within 100 days
after allo-HSCT, (b) persistent or recurrent aGVHD, defined by the onset of aGVHD without any
chronic GVHD sign occurring beyond 100 days, conventionally when immunosuppressive therapies
were stopped, (c) classic chronic GVHD, defined by any typical signs of chronic GVHD without notion
of time of onset after allo-HSCT.

According to Gliicksberg classification, aGVHD was clinically graded and staged in severity from
grades | to IV depending on the extent of skin, liver and gastrointestinal tract involvement (25).
Diagnostic of digestive aGVHD was made according to pathological criteria. Stool culture and
searching for Clostridioides difficile toxin in stool and for Cytomegalovirus (CMV) DNA in plasma were
systematically performed in order to exclude other differential diagnoses. Cutaneous and ocular
GVHDs were diagnosed at clinical examination without pathological confirmation. Cutaneous GVHD
was defined by a maculopapular skin rash and ocular GVHD by xerophtalmy or conjunctivitis.

GVHD group refers to patients, who have declared a GVHD, all locations combined, during the follow-

up. No GVHD group refers to patients, who did not declare a GVHD during the follow-up.
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Rectosigmoidoscopy and pCLE procedures

Rectosigmoidoscopy was performed by a single endoscopist, in non-sedated patients, after distal
colon cleansing with enema, using a standard colonoscope (EC530, Fujinon). First, examination of
colonic mucosa was carried out up to 35cm from the anal margin. Then, 6 standard biopsies were
collected for conventional routine histology and laboratory analysis.

pCLE recording was performed using a dedicated CLE system composed of a portable laser station
(Cellvizio; Mauna Kea Technologies, Paris, France) and an endoscopic probe (Coloflex; Mauna Kea
Technologies). The endoscopy nurse injected intravenously 5 mL of a 10% fluorescein sodium
solution, as a contrast agent to visualize crypts and vessels architecture. Then the probe was
threaded through the operating channel of the endoscope and positioned onto the colonic mucosa
under endoscopic guidance for the record to start within 10 minutes after the fluorescein injection as
previously published (22). With the distal end of the pCLE probe resting gently on the tissue, it
produced images of the digestive mucosa at a subcellular level (22,24). The choice of colonic areas
imaged by CLE was left to the endoscopist’s discretion, as the mucosa had a normal aspect in all

patients.

Analysis of pCLE parameters

A semi-automated and reproducible method of reading confocal endomicroscopy films was
developed by our group (24) and was used in our study. To analyse a large mucosal surface,
recordings were first investigated with the Cellvizio Viewer software (Mauna Kea Technologies) to
perform mosaicking which consisted of stitching consecutive frames to “rebuild” the surface imaged
by the probe. Each mosaic was then processed to measure 12 parameters, that were used to
perform a quantitative analysis of the mucosa, hereafter referred to as “cryptometry”(24).

First, in order to determine if the size and shape of the crypts were altered, architectural parameters
of the crypts were calculated using Icy software (Institut Pasteur, Paris, France) (26). To perform the
calculation, we used the active cells plug-in that implements an active contour segmentation
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method, which computes a region of interest. The perimeter, the sphericity (defined by 4 x t x Area /
Perimeter2), the roundness (defined by the normalized ratio between radii of the minimum and
maximum circles inside the crypt shape), the maximal Feret diameter (defined by the maximal
distance between 2 points of the perimeter), the elongation factor (defined by the ratio between the
minor diameter and the major diameter) and the Ma/ma ratio (defined by the ratio between the
width and the height of the box containing the crypt) were obtained.

Second, in order to determine if the crypt density and distribution were modified, we used a macro
in Imagel software (National Institutes of Health, Bethesda, Md) (27) to calculate the ratio between
the field of view area and the sum of the areas of the crypt. The measurements of the minimal and
mean intercrypt distances (distance between the geometrical centers of neighboring crypts) and wall
thickness (distance between nearest neighbor crypts) have been adapted from a plug-in (24).

Third, in order to determine if the microvasculature around the crypts was altered, the vessel
parameters were measured using the IC Viewer (Mauna Kea Technologies) version 3.8.6 Vessel
Detection plug-in. This plug-in enabled an automatic detection of the vessels directly from each
endomicroscopic recording frame. We reported the vessel areas to the field of view area to

normalize the data. The mean vessel area and mean vessel diameter were measured (Figure 1).

Measurement of paracellular permeability

Three standard biopsies were mounted in Ussing chambers (World Précision Instruments; WPI),
exposing an area of 0.011cm?2. The tissues were bathed on each side with 2mL of Ham’s nourishment
mix (FAM’s F12; Life Technologies). The environment was continuously oxygenated and maintained
at 37°C by a gas flow (95% 02 / 5% CO2). After a period of 30 minutes, 200 pl of apical medium were
replaced by a mixture of 200 ul of fluorescein- 5.6 sulfonic acid (400 Da) (1Img/mL Life Technologies).
The fluorescence level of the basolateral aliquots of 150 ul was measured every 30 minutes for 180

minutes using a fluorimeter (Varioskan®, Thermo Fisher Scientific). Paracellular permeability was
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determined by averaging the gradient of change in fluorescence intensity over time in the three

biopsies that were analyzed per patient, using a linear regression fit model.

Assay of tissue cytokines

Explants of colonic biopsies from allo-HSCT patients and colonic mucosa from controls were cultured
for cytokines measurements. Three endoscopic biopsies per patients were collected for that purpose.
Methods have been described elsewhere (28). Briefly, specimens of full-thickness normal colon were
sampled 10-cm from a colonic tumor site. Immediately after removal, the tissues were placed in 4°C
oxygenated Krebs solution, and the mucosa was carefully stripped from the underlying compartment
made of muscularis mucosae and submucosa. Both fragments of colonic explants and of endoscopic
biopsies were cut out and pinned in Sylgard-coated Petri dishes and maintained in culture for 24 in 2
ml Ham F12/RPMI medium (Invitrogen) containing 0.01% BSA and antibiotics (200 pg/ml
streptomycin, 200 U/ml penicillin, 1% fungizone; Invitrogen). The explants were maintained at 37°C
in a 95% oxygen, 5% carbon dioxide humid atmosphere on a rocking platform at low speed. Mucosa
explant cultures were performed. At the end of the 24h-cultures, the supernatants were centrifuged,
and aliquots were stored at —80°C for further analysis. Dosage of pro-inflammatory cytokines (I115,
IFN y, TNF a, 1133, 1I6, [I117A, 1115, 1118) were made in the supernatant of biopsy cultures for each allo-
HSCT patient and in the supernatant of colonic cancer explant cultures for control patients.

The analyses were performed with ELISA multiplex technique. The dosages are expressed in pg/mL.

The aim of these measures was to determine changes in inflammatory pattern in allo-HSCT patients.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with GraphPad Prism version 7.00 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla, USA). Quantitative data were described using non parametric tests (Mann Whitney
test and ANOVA). Qualitative data were described using Chi-square test. A value of p inferior to 0.05

was considered as significant.
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Results

Patients

Between June 2016 and August 2018, 19 patients who underwent allo-HSCT were included in our
study. There was a majority of male (63%) and the mean age was 61.3 years old (38-69). Ten (53%)
patients were treated for an acute leukemia, 7 (37%) for a non-Hodgkin leukemia and 2 (10%) for an
aplastic anemia. The conditioning regimen was based on fludarabin for 13 (68%) patients and on
clofarabin for 6 (32%). All patients received a peripheral blood stem cells graft. Concerning GVHD
prophylaxis, 7 (37%) patients were treated by only ciclosporin and 12 (63%) were treated by
ciclosporin and mycophenolate-mofetil. Regarding HLA matching, 10 (53%) of patients received a
graft from a matched related donor and 9 (47%) from a matched unrelated donor. Fifteen (79%) of
allo-HSCT were CMV-compatible and only 9 (47%) were sex-compatible.

Patients and allo-HSCT characteristics are summarized in Table 1. There was no significant difference
between no GVHD and GVHD groups.

Respectively 7 and 5 subjects served as controls for the pCLE and the cytokine analysis (Figure 2).

GVHD characteristics

A digestive GVHD occurred in 6 patients (32%), among which 3 classic aGVHDs (16%) et 3 recurrent
aGVHDs (16%). During the follow-up, one patient (5%) had an oral mucosa GVHD and 2 patients
(10%) an ocular GVHD, which are chronic manifestations of GVHD. A cutaneous GVHD occurred in 6
patients (32%) (4 acute and 2 chronic). In 4 patients, there was an overlap between different types
of GVHDs, ie. cutaneous GVHDs associated with digestive (2 patients) and ocular (2 patients) GVHDs.
Total, 11 patients (58%) declared a GVHD all locations combined during the follow-up (Figure 2).
Among aGVHDs, 2 were classified grade | (isolated cutaneous symptoms), 4 were classified grade Il or

Il (digestive +/- skin involvement) and 2 digestive GVHDs were classified as severe, grade IV. The
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mean time from allo-HSCT to aGVHD onset and to any GVHD onset were 82 days (25-155) and 100

days (25-160) respectively.

Rectosigmoidoscopy and pCLE

Rectosigmoidoscopy was performed in all patients. Good quality pCLE images were obtained in the
totality of examinations. The mean number of crypts analyzed for each patient was 55 (16-127).

There was no side effect of rectosigmoidoscopy nor pCLE.

Crypt architecture, density, distribution and vessels in pCLE

Within the allo-HSCT group, there was no significant difference between patients who had GVHD and
those who did not have a GVHD during the follow-up for any of the cryptometry parameters (Figures
3, 4, 5). However, the median perimeter of crypts was increased in allo-HSCT patients (676 +176um)
compared with controls (483+50um) (p = 0.001). The crypts median sphericity was decreased in the
allo-HSCT group (41+10%) compared to the control group (6219%) (p = 0.0001) and the median
roundness was also decreased in the allo-HSCT group (47+15%) compared to the control group
(60£5%) (p=0.02) (Figure 3). Concerning the other parameters, there was no significant difference
between control and allo-HSCT groups (Figures 4 and 5).

No cryptometry parameter was associated with the time of GVHD onset.

Paracellular permeability

There was no significant difference between GVHD and no GVHD groups (mean 0.17+0.01 vs
0.22+0.1, p=0.40) (Figure 6). We performed intermediate analysis according to the digestive
symptoms, the conditioning regimen, the initial hematological disease and no parameter seems to
have a significant influence on paracellular permeability.
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Pro-inflammatory cytokines in explant culture

Concerning the explant culture cytokines, IL6, IL33, IL18, IL15 rates were significantly increased in the
allo-HSCT group compared to the control group.. IL1B was significantly increased in the control group
compared to the allo-HSCT group, result which may seem discordant. Concerning IL17A, IFNy et TNFa
rates, there was no significant difference between controls and allo-HSCT patients.

There was no significant difference between GVHD and no GVHD groups for any cytokines (Figure 7).

Discussion

In this prospective cohort of allo-HSCT patients, there was no statistical difference in pCLE
parameters between patients who had GVHD during follow-up and patients who didn’t. Indeed,
perimeter of the crypts seemed to be larger and crypt sphericity seemed to be decreased in the
GVHD group, without reaching significance. Therefore, this study failed to identify predicting factors
of GVHD onset.

A first explanation is that the pCLE analysis was made prior to onset of GVHD symptoms, which can
suggest that intestinal barrier changes induced by GVHD were not yet present. In the last decade,
many studies have attempted to find tools for early diagnosis and evaluation of the severity of GVHD
in order to more appropriately tailor immunosuppression in a fragile patient’s population. In this
context, the MAGIC algorithm probability (MAP) was developed (13). The MAP uses the combination
of the serum concentrations of two biomarkers, ST2 and REG3a, that predict long-term mortality in
aGVHD (29). The MAP reflects intestinal crypt damage in aGVHD (29). When measured at aGVHD
diagnosis, the MAP separates patients into 3 distinct groups according to the different levels of risk
of non-relapse mortality (29). This two biomarkers-model was validated using serum samples at the
time of aGVHD onset (13), but the MAP also predicts non-relapse mortality better than pre-
transplant characteristics prior to the onset of aGVHD symptoms at 7 days following HSCT (12). This

last data suggests that alterations of the intestinal barrier are indeed an early event in GVHD onset.
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Otherwise, the mean onset of aGVHD in this study was 82 days, data consistent with a recent study
which showed that the median time to diagnosis in 169 patients with digestive aGVHD after allo-
HSCT was 84 days (30). This supports the hypothesis of an analysis performed too early. Another
explanation to the absence of difference between the 2 groups could have been that GVHDs were
not severe in our study and that only subtle changes to the mucosa were present. Only mild or
moderate GVHDs could have explained less significant cryptometric damage. However, our
population was similar to the literature data (31), with 60% of patients declaring a GVHD and 32% a
digestive aGVHD. Among the patients with a digestive aGVHD, a third had a severe GVHD (grade V).
Nevertheless, the low number of patients and the low absolute number of GVHDs in the cohort
studied is an important limitation of the study and this lack of power could explain the absence of a
significant difference between the no GVHD group and GVHD group.

In addition, the cryptometric analysis protocol used in this study was designed by our group initially
for the study of mucosal anomalies of chronic inflammatory bowel disease (IBD) (24). A previous
study demonstrated that pCLE images could differentiate normal endoscopic mucosa between
healthy control subjects and patients with IBD in remission by highlighting changes in the pCLE
morphology of the crypts, vessels, and fluorescence into colonic mucosa (24). In our study, this semi-
automated analysis was performed for the first time in the GVHD context. As a consequence, the
choice of cryptometric parameters being made in IBD setting, one could argue that these parameters
were not adequate for GVHD mucosal context. However, similarities between IBD and GVHD
concerning intestinal barrier dysfunction and gut microbiota modification have been reported.
Indeed, intestinal epithelial damages and lesions of tight junctions increasing intestinal permeability,
the high rate of TNFa in tissue and serum in case of severe diseases and the loss of microbial
diversity are common mechanisms between IBD and GVHD (32). Thus, the overlap between these
two diseases in terms of pathogenic mechanisms suggests that targeted treatments that have been
successful for one could be applied to the other (32). This is already the case for anti-TNFa, a4R7

blocking antibodies or fecal microbiota transplantation which have been used for a long time in IBD
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and recently in GVHD. Finally, there is only little data on pCLE and GVHD, and the few available
studies seems to show that pCLE allows to diagnose aGVHD with a good sensitivity when symptoms
are already declared but is probably not sufficient on its own to predict the occurrence of aGVHD. A
small pilot study published by Bojarski and al. first showed good specificity and good sensitivity for
the diagnosis of GVHD compared to conventional histology when patients already had symptoms of
GVHD (23). Another prospective study evaluated the diagnostic value of capsule endoscopy and pCLE
for early lesions suggestive of aGVHD. The aim was to determine whether pCLE and capsule
endoscopy could detect early lesions of aGVHD independently of the presence or absence of
symptoms and to assess the diagnostic yield of each method separately and in combination (22). In
that study, pCLE was able to detect early mucosal lesions in asymptomatic allo-HSCT patients with a
good sensitivity but with a moderate specificity, while capsule endoscopy had a good specificity with
a moderate sensitivity. Moreover, the results obtained with capsule endoscopy and pCLE were better
correlated with the classical modified Glucksberg severity score compared to the results obtained
with conventional histology. This study suggests that capsule endoscopy first and pCLE in case of a
negativeresults could be performed in order to detect early lesions of aGVHD. However, the
diagnostic value of pCLE alone does not seem sufficient (22). A recent study investigated the
diagnostic value of pCLE for chronic GVHD in patients with gastrointestinal symptoms more than 100
days after allo-HSCT as compared to patients with clinically suspected aGVHD. pCLE confirmed its
good diagnostic sensitivity for digestive aGVHD. However, concerning chronic GVHD, pCLE was not
able to improve the diagnosis especially because it mostly failed to detect fibrosis (33). A limitation of
our study is the part of the calculations concerning the crypt density and distribution not fully
automated and leads to time-consuming analysis and potential interobserver variability. We
overcame this bias in our study, as all our images were interpreted by a single person, trained
beforehand in the software. Therefore, artificial intelligence could enable automation of these steps

in order to strengthen the reproducibility of our results. Once fully automated, this analysis would
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enable an standardized and reproducible update of the Miami classification, which uses qualitative
variables to differentiate normal and pathological states in gastrointestinal diseases (34).

One of the secondary aims of our study was to determine if an early remodeling of the colonic
mucosa occurred after allo-HSCT. Interestingly, the median perimeter of crypts was increased in allo-
HSCT patients compared with controls and the crypts median sphericity and roundness were
decreased in the allo-HSCT group compared to the control group. These findings suggest that during
allo-HSCT, there is a first step of intestinal barrier damages before GVHD onset, which induces
changes in crypt architecture, that can be evaluated using pCLE. This alteration of the intestinal
barrier is thought to play a role in digestive symptoms initiation in allo-HSCT patients. This was
probably the case in our study because % of patients who did not report GVHD had digestive
symptoms early after allo-HSCT. Recipient intestinal barrier is usually damaged by the transplant
conditioning regimen but also by underlying disease, infections, drug toxicity (1). Among these risk
factors, conditioning regimen plays a major role. It induces damages to different subtypes of mature
intestinal epithelial cells, tight junctions, and ISCs (8), leading to a relapse of “danger” signals,
including pro-inflammatory cytokines, which maintain a local inflammation and increase the
activation of recipient antigen-presenting cells (1). Otherwise ISCs, which reside in the intestinal
crypts, play a pivotal role in both physiological tissue renewal and regeneration of the intestinal
epithelium after injury (8). Our findings confirm crypt alteration in allo-HSCT patients, even in the
absence of subsequent GVHD, suggesting that this event is not sufficient on its own to induce GVHD.
However, it seems to be interesting to restore intestinal barrier integrity and modulate
microenvironment as a prophylactic treatment of GVHD. A study has already shown that mouse ISCs
can be protected from radiation injury and subsequent GVHD by systemic pretreatment with R-
spondin-1, an ISC growth factor, which indicate that strategies to preserve ISCs may be beneficial
(35).

Another aim of our study was to assess the paracellular permeability of colonic mucosa in allo-HSCT

patients. Surprisingly, there was no significant difference in paracellular permeability between
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patients who declared GVHD and patients who didn’t. This result was not expected, because, as
stated earlier, both conditioning and GVHD lead to damages of intestinal epithelial cells and tight
junctions, which increase the paracellular permeability (8). One could hypothesize that increase in
paracellular permeability caused by conditioning is present in both groups, which could not be
confirmed because of the absence of a control group. These results could also be explained by the
lack of power or the early time of the analysis, where damages caused by GVHD were not yet
present.

The analysis of several cytokines of interest in biopsies explant culture, albeit performed on a small
number of patients and controls, showed that secretion of 4 pro-inflammatory cytokines was
increased in allo-HSCT compared to control group. After allo-HSCT, intestinal barrier and its
microenvironment produced more IL6, a crucial cytokine in initiating a T417 immune response (8),
IL33, an alarm signal cytokine released upon cell injury to activate immune cells expressing the ST2
(8), IL15, which stimulates activation of natural killer cells and memory CD8 T cells and which plays a
role in several autoimmune diseases (36) and IL18, involved in activation and differentiation of
various T cells, participating in the Ty1 immune response and being able to induce IFNy either with
IL12 or IL15 (37). The difference was not significant concerning IFNy and TNFa rates et there was no
difference in allo-HSCT group between patients who declared GVHD and patients who didn’t. These
assays were performed because pro-inflammatory cytokines play a major role in the pathophysiology
of intestinal GVHD, in part by activating donor T cell populations which subsequently induce tissue
damages (9). In fact, many second-line treatments, currently under evaluation, target these
inflammatory cytokines, such as anti-TNFa (infliximab) and anti-IL6 (tocilizumab) therapies. Other
drugs aim at leukocyte trafficking (38), such as vedolizumab, a monoclonal antibody directed against
a4p7 integrin, which mediates migration of lymphocytes to the digestive mucosa and gut-associated
lymphoid tissue and could be an option for patients with steroid-refractory digestive GVHD (39). Our
results suggest that mucosal inflammation is prevalent prior to the development of GVHD because of

conditioning, infection, ...etc.
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In conclusion, we failed to demonstrate any difference in pCLE between patients who
developed GVHD or not, or to highlight any predictor of GVHD. However, we showed a modification
of the colonic microarchitecture detectable in pCLE and an increase in local inflammation in allo-
HSCT patients. Our study confirms the early alteration of intestinal barrier after allo-HSCT, which may
represent a first step in GVHD initiation but does not appear to be sufficient to induce the disease by

itself.
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Table 1: Subjects’ characteristics.

Values are n(%) unless otherwise defined.
RAEB: Refractory anemia with excess blasts; ATG: Antithymocyte globulin; MMF: Mycophenolate mofetil

ns : non significant i.e p value > 0.05

Age (years) mean 5D 61.3 £8 59.2 9.0 62.7 £6.5
Sex
Male 12 (63%) 4 (50%) 8 (73%) ns
Female 7(37%) 4 (50%) 3 (27%) ns
BMI mean kg/fcm2 25.5+£2.5 25.2+2.8 25.7+2.3 ns

Hematologic disease

Non-Hodgkin lymphoma 7 (37%) 3(37%) 4(36,%) ns

Acute Leukemia 10 (53%) 5(63%) 5 (45%) ns

RAEB 2 (10%) 0 (0%) 2 (18%) ns
Conditionning regimen

Fludarabin-Busulfan-ATG 13 (68%) 6 (75%) 7 (64%) ns

Clofarabin-Busulfan- ATG 6(32%) 2(25%) 4 (36%) ns
GVH Prophylaxis

Cyclosporin 7 (37%) 3(38%) 4 (36%) ns

Cyclosporin + MMF 12 (63%) 5(62%) 7 (64%) ns
Graft type

Peripheral blood stem cell 19 (100%) 8 (100%) 11 (100%) ns
HLA matching

Matched related donor 10 (53%) 5(62%) 5 (45%) ns

Matched unrelated donor 9 (47%) 3(38%) 6 (55%) ns
CMV matching 15 (79%) 6 (75%) 9 (82%) ns
Sex matching 9 (47%) 4 (50%) 5 (45%) ns
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Figures

Figure 1: Analyze of cryptometry parameters in pCLE.

A representative image as obtained after pCLE film mosaicking (A). Display of measured
architectural parameters of the crypts (B): Sphericity (1), Perimeter (2), Maximal Feret Diameter
defined by the maximal distance between 2 points of the perimeter (3), Ma/ma ratio defined by the
ratio between the width and the height of the box containing the crypt (4), Elongator factor defined
by the ratio between the minor diameter and the major diameter (5), Roundness defined by the
normalized ratio between radii of the minimum and maximum circles written in the form (6). Display
of crypt density measurement (C) defined by the ratio of the crypt area and the area of the field of
view. Display of distribution measurements (D): Wall thickness defined by the distance between
nearest neighbor crypt (7), Minimal and mean between the geometrical centers of neighbor crypts
(8). Display of vessel area measurement (E): Mean vessel area defined by the ratio between the
vessel area and the area of the field of view.
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Figure 3: Crypt architectural parameters in pCLE.

Comparison of perimeter (A), sphericity (B), roundness (C), maximal feret diameter (D), elongation
factor (E) and Ma/ma ratio (F) between GVHD, no GVHD groups and controls and between allo-
grafted patients and controls.

* p<0.05
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Figure 4: Crypt density and distribution in pCLE.

Comparison of crypt density (A), mean intercrypt distance (B), minimal intercrypt distance (C) and

wall thickness (D) between GVHD and noGVHD groups.
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Figure 5: Vessel parameters of the crypts in pCLE

Comparison of mean vessel area (A) and mean vessel diameter (B) between GVHD, no GVHD groups

and controls and between allo-grafted patients and controls.
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Figure 6: Paracellular permeability

Comparison of paracellular permeability between GVHD and noGVHD groups.
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Figure 7: Pro-inflammatory cytokines in colonic explant cultures

Comparison of IL1beta (A), IL33 (B), IFNgamma (C), IL18(D), TNFalpha (E), IL6 (F), IL17A (G), IL15 (H)
rates, between GVHD, no GVHD groups and controls and between allo-grafted patients and controls.

The rates are expressed in pg/mL.
* p<0.05
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Titre de Thése : ALTERATIONS PRECOCES DE LA MUQUEUSE COLIQUE APRES GREFFE DE CELLULES
SOUCHES HEMATOPOIETIQUES ALLOGENIQUES : ETUDE PROSPECTIVE SUR 19 PATIENTS
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Introduction. Le développement de facteurs prédictifs de maladie du greffon contre I’'héte (GVH), principale
complication de la greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques, est nécessaire pour optimiser le
traitement immunosuppresseur. Les objectifs de cette étude pilote monocentrique prospective étaient de
déterminer si I'étude de la muqueuse colique en endomicroscopie confocale (EMC) permettait de prédire la
survenue d’'une GVH et si un remodelage précoce de la muqueuse colique était mis en évidence apres
allogreffe. Patients et Méthodes : Entre J21 et J28 apres |'allogreffe, 19 patients ont été inclus dans I'étude et
ont eu une rectosigmoidoscopie avec enregistrement d’EMC et biopsies. Douze sujets non greffés ont servi de
controle. L'étude de parametres morphologiques (EMC), fonctionnel (perméabilité intestinale) et
inflammatoires a été réalisée. Résultats. Parmi les patients allogreffés, 11 (58%) ont déclaré une GVH. Aucune
différence de parametres d’EMC, de perméabilité ou inflammatoires n’a été mise en évidence chez les patients
déclarant une GVH par rapport aux non GVH. Concernant I'objectif secondaire, le périmetre médian des cryptes
était augmenté tandis que leurs sphéricité et rondeur étaient diminuées chez les patients allogreffés par
rapport aux controles. De plus, les taux d’IL6, IL33, IL18, IL15 au niveau de la muqueuse colique étaient
augmentés chez les patients allogreffés par rapport aux controles.

Conclusion. Cette étude pilote du remodelage de la muqueuse aprés allogreffe n’a pas permis d’identifier de
facteurs prédictif de GVH. En revanche, nous avons mis en évidence une modification de la muqueuse digestive
chez ces patients allogreffés, qui pourrait jouer un role contributif mais insuffisant a lui seul, dans le
développement de la GVH.

MOTS-CLES : Greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques ; Maladie du greffon contre I'héte ;
Anomalies précoces ; Muqueuse colique ; Endomicroscopie confocale ; Perméabilité intestinale ; Cytokines
inflammatoires.
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Introduction. The main complication of allogeneic hematopoietic stem cells transplantation (allo-HSCT) is graft-
versus-host disease (GVHD). Therefore, it is necessary to develop predictive factors in order to optimize the
immunosuppressive therapies. The aims of this prospective, monocentric, pilot study were to determine if the
study of colonic mucosa in probe-based confocal laser endomicroscopy (pCLE) made it possible to predict the
occurrence of GVHD and if an early remodeling of the colonic mucosa occurred after allo-HSCT. Methods.
Between day 21 and day 28 after the allo-HSCT, 19 allo-HSCT patients were included and had a
rectosigmoidoscopy with a pCLE record and biopsies. Twelve patients were in the control group.

Study of morphologic (pCLE), functional (intestinal permeability) and inflammatory parameters were
performed. Results. Among allo-HSCT patients, 11 patients (58%) recorded GVHD. There was no difference of
pCLE, intestinal permeability and inflammatory parameters between patients who had GVHD and those who
didn’t. Regarding the secondary aim, the median perimeter of the crypts was increased while their sphericity
and roundness were decreased in allo-HSCT patients compared to controls. In addition, IL6, L33, IL18, IL15
rates in colonic mucosa samples were increased in allo-HSCT patients compared to controls.

Conclusion. This pilot study of mucosal remodeling after allo-HSCT did not identify any predictive factors of
GVHD. However, we have highlighted a modification of the digestive mucosa in these allo-HSCT patients, which
could play a contributing role but insufficient in itself, in the development of GVHD.

KEY WORDS : Allogeneic hematopoietic stem cells transplantation, Graft-versus host disease; Early

abnormalities ; Colonic mucosa; probe-based confocal laser endomicroscopy ; Intestinal permeability ;
Inflammatory Cytokines.
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