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Liste des abréviations

AP : médecin pathologiste

CA : corps apoptotique

CMV : cytomégalovirus

CSH : cellules souches hématopoiétiques

DLI : perfusion de lymphocytes de donneur

GVH : maladie du greffon contre I'héte (graft versus host disease) HES
: hématoxyline-éosine-safran

HLA : antigéne desleucocytes humains (humanleukocyte antigen)
HPF : champ au fort grossissement x400 (high power field)
IL : interleukine

IV @ intra-veineux

MICI : maladie inflammatoire chronique intestinale
MMF : mycophenolate mofetil

MO : moelle osseuse

mMTOR : mammalian target of rapamycin

NC : non contributif

NIH : National Institutes of Health

NK : natural killer

NS : non significatif

PCR : polymerase chain reaction

PNE : polynucléaire(s) éosinophile(s)

SC : sang de cordon ombilical

SP : sang périphérique

TNF : facteur de nécrose tumorale

VPN : valeur prédictive négative

VPP : valeur prédictive positive
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Introduction

La transplantation de cellules souches hématopoiétiques (CSH) allogéniques est a ce jour le
seul traitement curatif des hémopathies ne répondant pas aux traitements habituels. Cependant,
elle peut se compliquer de maladie du greffon contre I'héte (GVH, graft versus host disease, terme
utilisé tout au long de ce manuscrit), qui est une cause majeure de morbidité et de mortalité post-
greffe, affectant 35 a 50 % des patients (1). La GVH peut atteindre plusieurs tissus, notamment la
peau, le foie et le tube digestif. Le diagnostic de GVH est déterminé par I'association des données
clinico-biologiques et des résultats anatomopathologiques. Sur biopsies, il est souvent difficile de
différencier des lésions histologiques typiques de GVH de lésions similaires causées par des
infections ou d’origine iatrogéne. Aprées revue de la littérature, certains critéres ont été proposés
pour distinguer la GVH des diagnostics différentiels. C’est dans ce contexte que nous avons voulu
étudier ces différents parametres sur une série rétrospective de biopsies coliques réalisées chez
112 patients allogreffés, présentant des symptémes cliniques faisant suspecter une GVH digestive,

dans le but d’établir des recommandations pratiques pour les pathologistes.

1. Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

A. GENERALITES, INDICATIONS ET MODALITES

Le but de la transplantation de CSH est de remplacer les cellules hématologiques
pathologiques du patient receveur par les cellules hématopoiétiques saines d’un donneur. Selon
les données de I'Agence de la Biomédecine en 2011, 79 centres avaient réalisé 1769
transplantations de CSH allogéniques chez 1739 patients, soit une augmentation d’environ 6 % par

rapport a 'année précédente (2).

La transplantation de CSH allogéniques est un traitement curatif possible des hémopathies
malignes telles que les leucémies aiglies (lymphoblastiques ou myéloblastiques), les syndromes
myélodysplasiques (aboutissant a une guérison dans 25 a 75 % des cas selon les séries (3, 4)), les
lymphomes et le myélome multiple. Ces indications initiales ont été élargies : la transplantation de
CSH est également indiquée dans des affections non malignes telles que l'aplasie médullaire
sévere, les déficits immunitaires, les maladies métaboliques héréditaires, les thalassémies... (4). La
transplantation de CSH est proposée lorsque les autres solutions thérapeutiques curatives sont

épuisées.
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Plusieurs sources de cellules souches hématopoiétiques sont disponibles ; elles peuvent
étre issues de la moelle osseuse, du sang périphérique, ou enfin du sang de cordon ombilical. Le
donneur peut étre intrafamilial (frere ou soceur) HLA-compatible, ou non apparenté, correspondant
a un donneur sain dont la compatibilité HLA avec le receveur doit étre la plus puissante possible.

Les différentes sources de greffon se répartissaient ainsi en France en 2011 :

Répartition des sources degreffon 'g"o
m SP
SC
Non = MO
apparentés sp
SC

Apparentés

Figure 1 : Répartition des sources de greffon possibles en 2011 selon I'agence de
Biomédecine. MO : moelle osseuse, SP : sang périphérique, SC : sang de cordon.

La population « receveur » doit étre bien ciblée pour obtenir le meilleur résultat avec le moins de
complications possible. Le taux de réussite de la greffe est plus important lorsque les patients sont

greffés a un stade précoce de leur maladie (3).

Les patients devant bénéficier d’'une transplantation subissent un conditionnement pré-
greffe (chimiothérapie +/- radiothérapie) dont le but est de réduire le nombre de cellules
tumorales (dans les cas d’hémopathies malignes) et de dépléter le receveur de ses cellules
immunocompétentes non malignes afin de prévenir un rejet de greffe (5). Il existe trois types de

conditionnement :

- conditionnement myéloablatif : irradiation corps entier a haute dose, +/- administration

d’agents alkylants, induisant une pancytopénie irréversible,

- conditionnement non myéloablatif : irradiation corps entier a faible dose, ou

chimiothérapie, ou irradiation lymphoide totale ou globulines anti-thymocytes, induisant une
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pancytopénie minime. Le principal avantage de ce conditionnement est sa moindre toxicité, il peut

donc étre proposé a des patients plus agés,

- conditionnement d’intensité réduite : intermédiaire entre les deux conditionnements
précédents. Les doses d’irradiation corps entier ou des agents alkylants administrés sont diminués

de 30 % par rapport au conditionnement myéloablatif (6).

Le choix du conditionnement dépend de I'dge du receveur et de ses comorbidités, de la durée de
cytopénie désirée, de la pathologie initiale et du type de don (degré de compatibilité receveur /

donneur).

Le greffon est ensuite injecté quand le patient entre en aplasie, avec un isolement associé
de plusieurs semaines. Le traitement immunosuppresseur est également introduit afin de prévenir
un rejet de greffe : inhibiteur calcique (cyclosporine ou tacrolimus) associé, soit a du methotrexate,

soit a du mycophenolate mofetil (MMF).

> J-30 J-10 JO J10 ] 20

Bilan pré-greffe Conditionnement pré-greffe : Injection du greffon IV | Reconstitution du systéme myéloide

Chimiothérapie
+/- Irradiation corporelle totale Aplasie

Figure 2 : Schéma récapitulatif du parcours de la greffe de cellules souches pour le receveur. IV : intra-veineux.

B. EFFET DE LA GREFFE CONTRE LA TUMEUR

Le but de l'allogreffe est également d’obtenir un effet Graft versus leukemia ou Graft versus
tumor. Historiquement, I'élimination des cellules tumorales malignes post-greffe avait été attribuée au
conditionnement myéloablatif. Puis d’autres études ont suggéré que les lymphocytes T du donneur
jouaient un réle crucial dans linduction de l'effet Graft versus leukemia mais aussi de la GVH. En
effet, des greffons parfaitement compatibles (issus de jumeaux) mais déplétés en lymphocytes T
n’induisaient pas d'effet Graft versus leukemia. Au contraire, des perfusions de lymphocytes de

donneur (DLI) peuvent induire un véritable effet Graft versus leukemia (7).

Cette réponse anti-tumorale est initi€e par la présentation de peptides tumoraux. Cette derniére se
fait soit directement par les cellules leucémiques, soit indirectement par les cellules présentatrices
d’antigénes du donneur ou de I'hdéte (macrophages, lymphocytes B, cellules dendritiques). Cette

présentation active les lymphocytes T du donneur qui vont devenir effecteurs, et sécréter de
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nombreuses cytokines induisant une réponse cytotoxique contre les cellules malignes ; cette

réponse est principalement médiée par les lymphocytes T CD4+, CD8+ et NK (7).

C. COMPLICATIONS POSSIBLES

La transplantation de CSH allogéniques est associée a une augmentation significative de la

morbidité et de la mortalité car elle expose les patients aux complications suivantes :

- complications iatrogénes du conditionnement : complications cardio-vasculaires
(cardiomyopathie, endocardite thrombotique non bactérienne, accident vasculaire cérébral),
complications rénales (nécrose tubulaire aigie), maladie veino-occlusive hépatique, pulmonaires
(pneumopathie interstitielle, bronchiolite oblitérante), neurologiques, cystite hémorragique,
ophtalmologiques (rétinopathie vasculaire, complications hémorragiques, rétinite infectieuse,

cataracte,...), troubles hormonaux (8),

- complications du traitement immunosuppresseur : insuffisance rénale, troubles neurologiques,

complications infectieuses (virales, bactériennes et fongiques),

- complications des thérapeutiques associees : ostéopénie, ostéoporose et ostéonécrose aseptique de

la téte fémorale (en rapport avec une corticothérapie prolongée),

- complications liées a la greffe : rejet de greffe / GVH ; le risque de développer une GVH est
supérieur aprés transplantation de CSH (risque de 35 a 50 %) par rapport a une greffe d’organe

solide (risque maximal d’environ 6 %) (9, 10),

- complications malignes : cancer secondaire (sur terrain immunodéprimé ayant subi une

irradiation corps entier), syndrome lymphoprolifératif post-greffe (11-14),

- récidive de I’'hémopathie initiale : le risque est plus faible si le conditionnement pré-greffe est de
faible intensité et lorsque la maladie initiale est un lymphome du manteau ou un lymphome

folliculaire (15).

Parmi ces complications, la GVH, les infections et la rechute sont les principales causes de mortalité

(16).
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2. Maladie du greffon contre I'hote

A. DEFINITION ET EPIDEMIOLOGIE

Bien que la GVH soit considérée comme une complication de la transplantation de CSH
allogéniques, elle peut potentiellement survenir dans un contexte de transplantation de CSH
autologues ; elle est possible aprés don de cellules souches de la fratrie HLA-compatible, et méme
sous traitement immunosuppresseur, avec toutefois une incidence plus faible, mais la mortalité
reste importante (17). Elle est due au fait que les greffons contiennent deux types de cellules
souches : des cellules dont le réle va consister en la reconstitution de I'hématopoiése, et une
population de cellules immunocompétentes capables de reconnaitre le « non-soi », c'est-a-dire
'héte, et responsables de la maladie du greffon contre I'hbéte. La présence de ces cellules

immunocompétentes est toutefois primordiale pour aboutir a I'effet recherché de Graft versus tumor.

Il est classique de différencier les formes aiglies de GVH des formes chroniques, qui différent selon
les tissus atteints, tant sur la présentation clinique que la physiopathologie ; la distinction se faisant
initialement sur le délai d’apparition post-greffe, la GVH aiglie survenant dans les premiers 100
jours post-greffe, etla GVH chronique au-dela de 100 jours. Le National Institutes of Health (NIH)

ers -

distingue cependant de véritables GVH aigies survenant aprés les 100° " jours, et un syndrome de
chevauchement associant une GVH chronique et aigie (18). La GVH chronique est soit d’apparition
progressive aprés une GVH aigle (environ 50 % des GVH aigles évoluent vers une forme
chronique) (1), soit elle apparait aprés un intervalle libre aprés une GVH aiglie (forme quiescente),

soit elle apparait de novo sans GVH aigue (19).

Selon les séries, environ 37 % des patients allogreffés développent une GVH aigie, dont un
tiers des malades meurt de ses conséquences ; et 35 a 70 % développent une GVH chronique (3, 20-

22).

B. MANIFESTATIONS CLINIQUES

Les tissus atteints par la GVH sont la peau dans 57 %, le tube digestif dans 17 %, le foie

dans 1 %, et une atteinte pluritissulaire est observée dans 25 % (21, 23).

L’atteinte cutanée peut prendre divers aspects, allant de [I'érythéme localisé a un véritable
syndrome de Lyell. L’atteinte digestive se manifeste par des douleurs abdominales, diarrhées,

nausées/vomissements. Enfin, l'atteinte hépatique se traduit classiquement par une hépatite et un
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ictére cholestatique. La premiere classification pour grader la sévérité de la GVH a été publiée en
1974 par Glucksberg (17). A ce jour, la sévérité clinique s’évalue en 5 grades pour chaque organe
(0 a 4, résumés dans le tableau 1), et les scores sont compilés afin d’obtenir un grade clinique

global de GVH (exprimé de | a IV).

Grade Cutané Hépatique (bilirubine) Gastro-intestinal

(0] Absence de rash <2 mg/dL Absence de diarrhée

1 <25 % 2 - <3 mg/dL 500-1000 mL/jour, nausées, anorexie

2 25-50% 3 - <6 mg/dL 1000-1500 mL/jour, nausées, anorexie

3 Erythéme généralisé 6 - <15 mg/dL 1500-2000 mL/jour

4 Bulles, desquamation =15 mg/dL >2000 mL/jour, douleurs séveres, +/- ileus

Tableau 1 : Critéres pour le grade de GVH aiglie selon les organes, d’aprés Przepiorka.

Les grades | et Il ont un pronostic globalement favorable, tandis que la mortalité des grades IV
avoisine les 100 %. La forme aigle cutanée de GVH ne menace généralement pas le pronostic vital
et les traitements sont souvent efficaces. Concernant la forme digestive, il convient de différencier
les formes digestives hautes des formes basses, car elles se distinguent par leurs présentations

cliniques, leurs réponses thérapeutiques et leurs risques de mortalité (24).

La GVH chronique est définie par la présence d’au moins un signe clinique d’atteinte
chronique (Tableau 2) confirmé par un examen complémentaire (biopsie, biologie, imagerie,...). Le

diagnostic ne peut étre porté qu’apres avoir éliminé les diagnostics différentiels (18).

Score Cutané Hépatique Gastro-intestinal

(0] Absence de symptdme Fonction hépatique normale Absence de symptéme

1 <19 % SCA, absence de PAL 23N, ou ALAT =23 a 5N Symptomes (dysphagie, nausées,
Iésions sclérotiques vomissements, anorexie, douleurs,

diarrhée) et perte de poids <5 %

2 19-50 % SCA ou lésions Bilirubine totale augmentée Symptémes et perte de poids entre
sclérotiques mais <3mg/dL ou ALAT >5N 5et15 %

3 >50 % SCA ou lésions Bilirubine totale >3mg/dL Symptdmes séveres et perte de

sclérotiques profondes ou
atteinte de la mobilité

poids >15 %

Tableau 2 : Critéres pour le score de GVH chronique en fonction des organes, d’aprés le National Institutes of Health
2005 et 2014 (18, 25). SCA : surface corporelle atteinte, PAL : phosphatase alcaline, ASAT : aspartate amino-
transférase, ALAT : alanine amino-transférase, N : normale biologique
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Le diagnostic de GVH est multidisciplinaire : il est clinique, étayé par [I'examen
anatomopathologique des biopsies réalisées au niveau des sites impliqués. L’apport
anatomopathologique est important pour conforter —ou non- la suspicion clinique, et éliminer un
éventuel diagnostic différentiel (infection virale, complication iatrogene). Une récente revue a listé
des bio-marqueurs diagnostiques, pronostiques de GVH et prédictifs de la réponse au traitement

pouvant aider le clinicien au diagnostic et & la prise en charge du patient (Annexe 1) (26).

C. PHYSIOPATHOLOGIE
La physiopathologie de la GVH suit 3 phases, comme illustré en Figure 3 :

1/ induction d’'une réaction inflammatoire, résultant du conditionnement pré-greffe par irradiation
corps entier et/ou chimiothérapie. En réponse, les tissus endommagés sécretent de nombreuses

cytokines inflammatoires : interleukine-1 (IL-1), IL-6, tumor necrosis factor a (TNF-a) et interferonyvy ;

2/ activation des lymphocytes T du donneur, qui reconnaissent comme « étrangers » les antigénes du
receveur présentés par les cellules présentatrices d’antigénes. Ces lymphocytes se différencient alors

en lymphocytes T cytotoxiques, habituellement CD8+ ;

3/ phase effectrice : elle implique plusieurs effecteurs inflammatoires : lymphocytes T CD4+ et
CD8+, NK (natural killer), et probablement les monocytes et granulocytes (27). Les lymphocytes T
activés induisent une cytotoxicité contre les cellules de I'héte par lintermédiaire de plusieurs
molécules sécrétées (perforine, granzymes, ligand Fas et TNF-a), conduisant a la maladie du
greffon contre 'héte. Le TNF-a est produit initialement par les monocytes et les macrophages, puis
par les lymphocytes T, il est retrouvé exprimé dans toutes les biopsies de GVH aigtes (28). Il
provogue directement des dommages tissulaires en induisant la nécrose ou I'apoptose des cellules
hoétes. Les cytokines sécrétées induisent des dommages tissulaires et perpétuent la stimulation

cellulaire (19, 29, 30).

Les cytokines inflammatoires jouent donc un réle prépondérant dans la pathogenese de la GVH.
Une prévention est possible en éliminant les lymphocytes T du greffon, mais cette procédure
expose en retour a une augmentation du risque de rejet de greffe et a une augmentation du taux

de rechute (8).
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Figure 3 : Schéma de la physiopathologie de la maladie du greffon contre I'hote, inspiré de Ferrara et Couriel (29,
30). C: cellule, CPA: cellule présentatrice d’antigénes, LT(c): lymphocyte T (cytotoxique), NK: natural Killer.

D. FACTEURS DE RISQUE DE DEVELOPPER UNE GVH

Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés, dont certains sont plus ou moins retrouvés en

fonction des séries :

- ’'age du patient receveur : le risque de GVH augmente quand la greffe a lieu a 'age adulte, aprés

18 ans (31, 32);

- 'age du donneur : la survie a 5 ans apres greffe passe de 33 % a 25 % entre des donneurs de

moins de 30 ans et de plus de 45 ans (33) ;

- le mésappariement des genres : le risque augmente lorsque le donneur est féminin, de part son
allo-immunité acquise, et le risque augmente d’autant plus que le nombre de grossesses de la

donneuse augmente (31). De plus, ce facteur impacte négativement sur la survie (34) ;

- la disparité HLA : les techniques de biologie moléculaire permettent maintenant de trouver la
meilleure compatibilité HLA donneur/receveur. Plus la disparité HLA est importante, plus le risque

de GVH estgrand (23) ;
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- la source et la quantité de cellules souches : le risque augmente lors d’'une greffe de cellules
souches de sang peériphérique, au contraire il diminue lors d’un transplant de cellules de sang de
cordon (21, 32, 35), et plus le nombre de cellules souches transplantées est important, plus le

risque augmente (36) ;

- le type de conditionnement et son intensité : I'incidence de la GVH est plus importante aprés un

conditionnement myéloablatif qu’un conditionnement non myéloablatif (37) ;

- la prophylaxie anti-GVH utilisée : la cyclosporine est un facteur de risque de développer une GVH

(36).

3. Maladie du greffon contre I’héte digestive

A. DIAGNOSTIC CLINIQUE ET ENDOSCOPIQUE

Apreés transplantation, environ 45 % des patients présentent des troubles gastro-intestinaux
(38), et la GVH digestive affecte 20 a 50 % des patients ayant bénéficié d’'une greffe de cellules

souches hématopoiétiques, avec 10 % de formes digestives basses (39).

Historiquement, la classification clinico-pathologique a été élaborée par Shulman en 1980 a partir
d’une cohorte de 20 patients (40). Globalement, les symptémes devant faire évoquer une GVH sont
des douleurs abdominales accompagnées de diarrhée sécrétoire, rectorragies, nausées et

vomissements.

Devant une diarrhée chez un patient allogreffé, le premier diagnostic a évoquer, du fait de
sa gravité, est une GVH digestive, mais le méme tableau clinique peut étre di a une infection isolée
ou associée au diagnostic de GVH, ou a une origine iatrogene (41). Afin d’affiner le diagnostic, il est
nécessaire d’effectuer une endoscopie digestive avec biopsies pour analyses
anatomopathologique et infectieuse (bactériologique, virologique, parasitologique). Le choix entre
colonoscopie ou recto-sigmoidoscopie a longtemps été débattu, il est aujourd’hui admis que leurs
efficiences sont équivalentes (39, 42), et que la biopsie rectale est tout a fait contributive en
premiére intention (43, 44). Les lésions étant souvent disparates, une fibroscopie ceso-gastrique
peut compléter I'endoscopie basse afin de ne pas méconnaitre le diagnostic de GVH (45).
Cependant, les criteres endoscopiques utilisés pour le grading (« criteres de Freiburg ») (1 :

érythéme léger, 2: érythéme et/ou cedéme modéré, 3: érosion de la muqueuse et/ou
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saignements, 4 : ulcérations, exsudats et saignements) sont plus ou moins bien corrélés au
diagnostic histologique, tant dans les formes aigiies que chroniques (46-48). De plus, le caractére
hétérogene et disparate des Iésions de GVH peut conduire a un examen endoscopique d’aspect
normal et inversement, ce qui améne a dire que la sévérité de la GVH ne peut pas étre évaluée par

'examen endoscopique seul (49-51).

ers

La GVH digestive chronique survient par définition aprés les 100" " jours post-greffe. Sa
prévalence est de 50 % apres transplantation de CSH (52) et elle correspond soit a une progression
d’'une GVH aigle initiale (résolutive ou non), soit elle survient de novo. La forme chronique
digestive differe de la forme aiglie par sa distribution : en effet, 'cesophage est constamment
atteint, et l'intestin gréle est alors plus épargné que dans la forme aigie. Les raisons de ces
différences ne sont pas connues (53). Comme cité plus haut, selon les recommandations du
National Institutes of Health de 2005 et 2014, le diagnostic de GVH chronique est désormais porté en
présence d’au moins une manifestation clinique caractéristique de la chronicité, confirmée par un
examen complémentaire. Concernant le systéme digestif, ces manifestations cliniques ne
concernaient que [I'cesophage (stries ocesophagiennes, jusqu'a la sténose) dans les
recommandations de 2005 (18) ; il a été rajouté en 2014 la notion de perte de poids non-
intentionnelle associée, plus ou moins a une insuffisance pancréatique (25). La distinction entre
formes aigle et chronique de GVH répond ainsi a une définition clinique ou endoscopique, et ne
peut donc étre faite sur une analyse microscopique ; ce travail ciblé sur les biopsies coliques
traitera donc de la GVH dans son ensemble, sans différencier le caractére aigu ou chronique de la

maladie.

B. PHYSIOPATHOLOGIE : PARTICULARITES LIEES AU SITE

Au niveau gastro-intestinal, la maladie du greffon contre I'héte cible les cellules souches
intestinales localisées au fond des cryptes, et les cellules sécrétrices (cellules de Paneth et
caliciformes). Il s’ensuit une diminution de la régénération des cellules digestives et la perte des
cellules sécrétrices conduit a un déséquilibre de la flore microbiologique intestinale (54). Tout ceci

meéne a un cercle vicieux entretenant la GVH et favorisant les infections.

Des lésions endothéliales et une perte des micro-vaisseaux sont également décrites (55).
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C. DIAGNOSTIC ANATOMOPATHOLOGIQUE

L’analyse anatomopathologique dans le diagnostic de GVH, associée aux critéres cliniques,
a toute sa place. Peu d’études ont été réalisées de maniére prospective, il est rapporté qu’il peut 'y
avoir de véritables signes pathologiques de GVH sans symptome digestif diarrhéique, mais avec
atteinte d’'un autre organe cible (56). L'étude de Liu retrouvait une sensibilité et spécificité
respectives de 92 % et 91 % (42). Qu’elle que soit l'origine du greffon, les caractéristiques histo-

pathologiques de la GVH sont similaires (27).

Les intéréts de réaliser des biopsies sont de confirmer le diagnostic de GVH, d’écarter les
diagnostics différentiels, et éventuellement d’évaluer la sévérité des lésions ; [I'utilité de

prélévements itératifs n’est pas prouvée pour juger de la réponse au traitement (52).

1. Description microscopique
a. Corps apoptotiques

La Iésion anatomopathologique élémentaire de la GVH digestive est le corps apoptotique
(CA) épithélial (56, 57). Ce CA correspond a une cellule épithéliale en apoptose, vacuolisée,
contenant des débris intra-cytoplasmiques basophiles carryorhexiques (27). On le trouve
initialement au niveau des couches cellulaires les plus prolifératives, puis les Iésions s’étendent vers

les cellules de surface (Figure 4).

Figure 4 : Biopsie présentant des lésions de GVH : glandes lésionnelles avec nombreux corps apoptotiques
épithéliaux (fleches) (HES, x200 et x400).

Toute Iésion apoptotique située au niveau des zones régénératives doit étre considérée comme

pathologique (58). Au contraire, I'apoptose tout le long de la surface épithéliale n'est pas
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spécifique de GVH (59). Ces corps apoptotiques sont caractérisés par une distribution focale et

hétérogene, rendant leur identification parfois difficile, et sont observés en quantité variable.

Une fois repéré, le nombre de CA nécessaire au diagnostic reste discuté entre les auteurs, certains
requiérent un nombre minimum de 1 CA par biopsie (27). Nguyen évoque qu'un seul corps
apoptotique isolé dans le prélévement peut signer une GVH précoce aprés élimination d’autres
étiologies confondantes (conditionnement pré-greffe, causes infectieuses, préparations
endoscopiques). Or dans cette série, ce scénario était fréquent, retrouvé dans plus de la moitié des
cas (64 %) (51). Selon les recommandations NIH 2005, le nombre minimal de corps apoptotiques

nécessaire au diagnostic est variable. Les seuils proposés sont :
- un minimum de 1 corps apoptotique par biopsie (Université de Michigan),

- un minimum de corps apoptotiques supérieur ou égal au nombre total de biopsies (Centre de

Recherche contre le Cancer Fred Hutchinson),

- la présence de corps apoptotiques disséminés, retrouvés dans plus d’'une crypte (M.D. Anderson)

(52).

Mais aucune de ces recommandations ne spécifie le nombre de biopsies et/ou de niveaux
minimum devant étre examinés. En combinant les caractéristiques pathologiques et I'évolution
clinique, Lin a montré que la présence de moins de 7 corps apoptotiques dans 10 glandes
successives n’était pas suffisante pour porter le diagnostic de GVH. En effet, la présence isolée de
corps apoptotiques peut étre liee a une infection ou une cause iatrogéne : ces lésions
apoptotiques sont retrouvées dans environ 20 % des biopsies coliques subnormales provenant de

patients non transplantés (60).

Au maximum, les Iésions apoptotiques conduisent a une destruction épithéliale massive avec perte
des cryptes et glandes, et dont la sévérité prédit un score clinique élevé de GVH, s’accompagnant

d’une résistance au traitement corticostéroide, et d’'une mortalité élevée (47).

Enfin, lorsque la GVH évolue depuis quelque temps ou aprées traitement, les CA ne sont plus
visibles et la mugueuse devient atrophique avec distorsions architecturales et fibrose du chorion,
mimant des Iésions de maladie inflammatoire chronique intestinale (MICI) ou d’ischémie chronique,

rendant le diagnostic plus difficile.
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b. Inflammation

La GVH digestive est le plus souvent peu inflammatoire (57, 58), mais la présence de
polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles n’exclut pas le diagnostic (49). Lorsqu’une
inflammation chronique est présente, il s’agit d’un infiltrat polymorphe constitué de plasmocytes,
lymphocytes et polynucléaires éosinophiles, pouvant aider a repérer les Iésions épithéliales. Selon
la série de Daneshpouy, toutes les biopsies présentant une éosinophilie, définie par un compte de
polynucléaires éosinophiles dans la lamina propria >5 pour un champ au fort grossissement (x400),
étaient issues de patients porteurs d’'une GVH, et la densité en éosinophiles était corrélée a la
gravité de la maladie. Mais la réciprocité n’était pas retrouvée : 56 % des patients ne présentant pas
d’éosinophilie sur biopsie étaient porteurs d’'une GVH (61). Par ailleurs, une autre étude ne montrait
pas de différence dans le compte des polynucléaires éosinophiles (59). Ce critere s’avére donc étre
trés peu sensible. Dans une étude similaire, Socié trouvait que la présence de plus de 20
polynucléaires neutrophiles, ou plus de 5 corps apoptotiques par champ au fort grossissement
était associée a une augmentation précoce de la mortalité (a J90) (28). Dans une étude antérieure,
il était décrit une augmentation du nombre de macrophages, 5 fois plus importante en cas de
greffe allogénique, versus autologue (62). Cependant, le degré d’inflammation ou I'étendue des

Iésions épithéliales ne prédit pas la réponse au traitement.

c. Cellulesneuroendocrines

La présence d’amas de cellules endocrines est fréquemment décrite comme un signe
caractéristique de GVH. Ces cellules sont épargnées et « mises a nu » apres la disparition des
cellules épithéliales, ce qui les rend plus visibles (27, 63). Le mécanisme n’est pas élucidé, mais les
cellules neuroendocrines résisteraient mieux aux lésions de GVH que les cellules épithéliales, ce

qui faciliterait leur observation en clusters apres altération des cellules épithéliales (11).

d. Lésions endothéliales

Les hémorragies péri-capillaires au sein de la lamina propria pourraient étre un critére
diagnostique supplémentaire de GVH digestive sévere. Ces hémorragies apparaissent aprés des
Iésions endothéliales et rupture de la membrane capillaire, aboutissant a I'extravasation
d’hématies. Ces lésions sont seulement retrouvées chez les patients atteints de GVH sévere, et
peuvent étre soulignées par I'anticorps anti-CD31. Ce critére est plutdt intéressant vis a vis du

mécanisme physiopathologique de la GVH mais il s’avere difficile a évaluer en pratique
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quotidienne. En effet, des suffusions hémorragiques sont fréquemment retrouvées au sein des

biopsies, dues aux artéfacts traumatiques du geste biopsique lui-méme (64).

e. Distinction des formes aiglie etchronique

L’apoptose épithéliale associée a I'atrophie glandulaire, I'ulcération muqueuse, une fibrose
sous-muqueuse ou profonde, ou la métaplasie des cellules de Paneth (d’autant plus qu’elle se situe
au niveau du colon gauche ou du rectum) seraient des signes de GVH chronique (50, 52). Ces
aspects histologiques tardifs ont été décrits a partir d’'une série autopsique. En pratique, et selon
les recommandations NIH, aucun signe histologique n’est spécifique de la forme chronique (27,

52).

2. Recommandations anatomopathologiques
a. Préanalytique

Il est établi que des biopsies réalisées précocement aprées la greffe peuvent étre
faussement positives pour le diagnostic de GVH. Epstein a montré en 1980, par une étude
prospective, que des biopsies rectales réalisées dans les 20 premiers jours post-greffe montraient
une apoptose diffuse. Toutes les biopsies étaient répondues comme anormales a J10. La
microscopie redevenait sensiblement normale en I'absence de GVH a J20 (65). Les prélévements

eme -

doivent donc étre réalisés a partir du 217" jour post-greffe afin de pouvoir porter un diagnostic de

GVH.

Concernant les recommandations techniques, du fait du caractére hétérogeéne de la
distribution des Iésions apoptotiques épithéliales, un minimum de 8 sections devrait étre réalisé sur
chaque bloc afin de ne pas méconnaitre des corps apoptotiques et des inclusions virales de type

CMV (52).

L'utilité de biopsies itératives pour juger de I'efficacité du traitement n’est pas prouvée (52).

b. Analytique : compte-rendu anatomopathologique

La classification historique des GVH a été établie par Lerner en 1974 (66). Elle comporte 4

grades de sévérité en fonction du nombre de corps apoptotiques et de cryptes atteintes :

- grade 1 : corps apoptotiques isolés dans différentes cryptes ;
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- grade 2 : perte isolée de cryptes ;
- grade 3 : perte de 2 cryptes adjacentes ou plus, associée a des ulcérations muqueuses ;
- grade 4 : perte de lamuqueuse.

Depuis 2006, les recommandations pour le diagnostic anatomopathologique des biopsies
digestives adressées pour suspicion de GVH a été revu comme suit, mettant de c6té le systéme de

grading de Lerner :
- absence de GVH ;
- GVH possible;
- GVH probable/en faveur d’'une GVH;
- GVH certaine (52).

En 2015, une nouvelle recommandation NIH concernant les différentes catégories diagnostiques
de GVH a vu le jour. La corrélation et le détail de ces recommandations sont décrits dans le tableau

3ci-dessous:

Scores NIH 2006 Critéres histologiques Scores NIH 2015
Absence de GVH Absence de GVH
GVH possible Signes pathologiques de GVH, mais pouvant étre attribués GVH possible

a d’autres causes : CMV, origine iatrogéne (MMF ou autre)

En faveur d’une GVH Signes pathologiques évidents de GVH, mais présence de

facteurs limitants : échantillon minime, corps apoptotiques
GVH probable

rares, radio/chimiothérapie récente

GVH certaine Aucun doute pour porter le diagnostic

Tableau 3 : Criteres histologiques permettant de grader les GVH digestives (20, 52). MMF : mycophenolate mofetil.

Ayant débuté ce travail en 2014, nous avons utilisé le systéme de réponse en 4 catégories,

recommandé par le consensus NIH de 2006.

3. Puissance du diagnostic anatomopathologique

Devant le caractére focal, hétérogene et potentiellement peu spécifique des Iésions de
GVH, il est peu surprenant que les scores de corrélation inter- et intra-observateurs soient parfois

décevants. Si les criteres sont bien reconnus par les pathologistes (lésions  épithéliales
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apoptotiques, destructions et dilatations glandulaires, perte des cryptes) (56), les observateurs

divergent entre eux sur l'interprétation et la signification de ces Iésions (67).

4. Apport de I’analyse immunohistochimique

Devant les difficultés rencontrées pour poser un diagnostic anatomopathologique de GVH

digestive, plusieurs études se sont intéressées a I'apport de 'immunohistochimie.

L’anticorps anti-chromogranine, marqueur des cellules neuroendocrines, permet de
repérer les amas persistants de cellules endocrines au sein du chorion, souvent difficilement
visualisables sur la coloration HES. Plusieurs articles ont montré que ces amas étaient plus
nombreux dans les biopsies avec lésions de GVH par rapport a des biopsies digestives normales

ou de colite induite par le MMF (27, 68, 69).

L’anticorps anti-CD123, marqueur des cellules dendritiques plasmocytoides
(présentatrices d’antigénes), pourrait étre une aide pour le diagnostic de GVH, dans les formes
Iégéres ou précoces, ou pour distinguer une cause iatrogene (mycophenolate mofetil). En effet,
dans I'étude de Lin, l'anticorps anti-CD123 était retrouvé positif dans 65,8 % des biopsies coliques
présentant une GVH, contre 14,3 % des biopsies présentant une colite a CMV, et dans aucun cas

des patients sans GVH, ou sous mycophenolate mofetil (70).

L’anticorps anti-caspase-3 a également été proposé. La cascade apoptotique mise en jeu
dans la GVH meéne a I'activation de cette caspase et I'anticorps anti-caspase-3 permet de détecter
les cellules apoptotiques (71). Cette analyse immunohistochimique n’est pas recommandée en
routine, et ne se substitue en rien & une coloration HES de qualité avec plusieurs niveaux de coupe
(52). En effet, les cellules apoptotiques sont la plupart du temps faciles a repérer et il s’agit d’'un
critere reproductible entre les observateurs (27), de plus cet anticorps ne permet pas de

différencier la cause de I'apoptose (GVH ou infection).

Il a été rapporté, de maniére plus anecdotique, que les lésions vasculaires de type
détachement de cellules endothéliales, visibles dans les GVH de stades les plus séveres, pouvaient

étre mises en évidence par I'anticorps anti-CD31 (64).

Concernant les diagnostics différentiels, I'infection par CMV est relativement fréquente chez
cette population a risque. Les inclusions virales étant parfois difficiles a mettre en évidence, certains
auteurs recommandent de réaliser une immunohistochimie anti-CMV de maniére systématique

(10).

Mais a ce jour, aucun anticorps n’est conseillé en routine pour aider au diagnostic de GVH.
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D. DIAGNOSTICS DIFFERENTIELS
1. Cliniques

Le tableau clinique (diarrhées, nausées, vomissements) de GVH digestive est peu
spécifique. Ainsi, les patients présentant un tableau de diarrhée aigiie doivent avoir un bilan a la
recherche d’infections digestives les plus classiques (CMV, adénovirus, Clostridium Difficile pour les
principales). Si les symptdbmes ne s’améliorent pas, et si le patient est sous traitement
immunosuppresseur, il convient délargir le bilan infectieux aux autres agents pathogenes
intestinaux : norovirus, rotavirus, astrovirus, cryptosporidia, giardia lamblia, microsporidia, et autres

en fonction des points d’appel (conditions géographiques, origine du patient,...) (72).

Le tableau clinique peut également évoquer des diagnostics différentiels non infectieux : toxicité
iatrogéne du conditionnement ou des traitements immunosuppresseurs (mycophenolate mofetil,

tacrolimus, cyclosporine), insuffisance pancréatique.

Enfin, la colite aprés greffe de sang de cordon doit étre évoquée en fonction de l'origine des
cellules souches transplantées. Les symptdmes (diarrhée sécrétoire principalement) sont alors
d’apparition plus tardive. La colite aprés greffe de sang de cordon est une entité récente, décrite
en 2011, définie par une inflammation granulomateuse dans 64 % des cas (35, 73). S’y associent
une colite chronique active avec cryptite neutrophilique et une métaplasie a cellules de Paneth. Les
Iésions épithéliales apoptotiques peuvent étre présentes, mais elles ne représentent pas un critére
diagnostique de I'entité. Le diagnostic est important a faire car le traitement difféere totalement de
celui de la GVH, I'entité étant également définie par sa réponse a un traitement antibiotique adapté
(association de fluoroquinolones et metronidazole) (73). Le pronostic est ici favorable a partir de la

mise en place du traitement antibiotique.

2. Anatomopathologiques

L’apoptose épithéliale n’est pas pathognomonique de la GVH ; elle peut étre observée

dans :

- les Iésions iatrogénes induites par I'immunosuppresseur mycophénolate mofetil (MMF), les anti-

inflammatoires non stéroidiens ou le 5 fluoro-uracile (74, 75) ;

- les Iésions induites par des agents infectieux (CMV, adénovirus) (57) ;

ers

- pendant la phase précoce post-greffe (dans les 207" jours), en rapport avec le conditionnement

thérapeutique (8, 27, 58, 76).
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Plus rarement, il est rapporté que certaines préparations pour coloscopie a base de phosphate de
sodium induisent des Iésions endoscopiques de type aphtoide. Microscopiquement, sont alors
retrouvées des lésions ulcéreuses, des cryptites avec remaniements des cellules épithéliales et
présence de véritables corps apoptotiques ; l'infiltrat inflammatoire chronique est souvent discret

(77, 78).

a. Mycophenolate Mofetil (MMF)

Le MMF est un immunosuppresseur largement utilisé aprés transplantation de CSH
allogéniques ou greffe dorganes solides. |l s’agit d'une pro-drogue, convertie en acide
mycophénolique, qui inhibe la synthése des purines dans les lymphocytes B et T. Le MMF peut
mimer microscopiquement des lésions de colite aigiie dans la moitié des cas, une maladie
inflammatoire chronique intestinale (MICI) dans 36 % des cas, une GVH dans 8,3 % des cas, ou des
Iésions ischémiques dans 5,6 % des cas, sans que ces lésions induites soient doses-dépendantes
(38, 69, 74, 79-82). Ces lésions induites par le MMF sont décrites sur tout le tube digestif, haut et
bas (20). Microscopiquement, les lésions sous MMF correspondent ainsi a une distorsion
architecturale, une apoptose épithéliale, des cryptites focales avec infiltrat inflammatoire modéré a

intense, constitué principalement de plasmocytes et d’éosinophiles, des ulcérations et un cedéme

de la lamina propria (75, 79, 81).

La problématique principale est que certains patients présentant des symptdmes cliniques
évocateurs de GVH sont traités par MMF ; trois critéres ont cependant été proposés pour tenter de

différencier les deux diagnostics :

1- le nombre de corps apoptotiques ne semble pas étre un facteur fiable entre les différents
travaux : certains auteurs ont montré que le nombre de corps apoptotiques était significativement
moindre dans les colites a MMF (74), quand d’autres ne retrouvaient aucune différence significative

(69) ;

2- le nombre d’'amas de cellules neuroendocrines est augmenté dans la colite a MMF (par rapport
aux échantillons de patients non-GVH et ne recevant pas de MMF), mais aucune différence
significative n’est notée entre les groupes MMF et GVH (74). Ces lésions histologiques sont plus

séveéres dans le colon droit (82) ;

3- selon I'étude de Star, un nombre de polynucléaires éosinophiles >15 pour 10 champs au fort
grossissement (x400) en l'absence de micro-abcés apoptotiques et de clusters de cellules

neuroendocrines serait un bon signe prédictif en faveur d’'une colite a MMF versus GVH (69).
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Un autre travail retrouvait un nombre significativement diminué de corps apoptotiques et d’amas

de cellules endocrines dans le groupe MMF versus GVH (68).

b. Cytomégalovirus (CMV)

L’infection par le CMV peut conduire aux mémes lésions apoptotiques épithéliales, qui
peuvent étre nombreuses, rendant la distinction avec une GVH difficile, d’autant que les deux
étiologies sont parfois associées. La clé diagnostique est la mise en évidence d’inclusions
nucléaires caractéristiques en « ceil de hibou », qui peuvent étre rehaussées par I'anticorps anti-

CMV. Ces données doivent néanmoins étre corrélées aux résultats virologiques.

c. Adénovirus

Dans l'infection a adénovirus, les Iésions apoptotiques épithéliales sont également décrites,
mais il existe des stigmates d’inflammation aigle. Le diagnostic peut étre confirmé par

limmunohistochimie anti-adénovirus (10), mais surtout par I'analyse virologique.

d. Colite au sang de cordon

Nous avons vu que la colite au sang de cordon était un diagnostic différentiel clinique de la
GVH, se présentant microscopiquement par une colite granulomateuse dans la plupart des cas.
Cependant, ces Iésions ne sont pas spécifiques, et sont également retrouvées dans les colites de
GVH ou induites par le CMV (83). Les dernieres recommandations NIH affirment que le diagnostic

histopathologique n’est pas différent de celui d’'une GVH (20).

e. Synthése des diagnostics différentiels

Les caractéristigues anatomopathologiques des diagnostics différentiels de GVH sont

résumeées dans le tableau 4 ci-apres, et illustrées en Figure 5.
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Diagnostic Caractéristiques pathologiques Commentaires

CMV Corps apoptotiques +/- surajouté a la GVH
Inclusions nucléaires +/- éparses

MMF Corps apoptotiques Corps apoptotiques a distance,

Conditionnement pré-greffe

Préparations pour endoscopie

Ulceres focaux

Infiltrat inflammatoire mixte de la
lamina propria

Lésions focales
Corps apoptotiques
Activité mitotigue augmentée

Régénération glandulaire

Corps apoptotiques

sur d’autres sites biopsiés

Importance des
renseignements cliniques

ers -

Dans les 20~ jours post-greffe

En position superficielle

Tableau 4 : Caractéristiques pathologiques des diagnostics différentiels de GVH.

E. FACTEURS DERISQUE

Les facteurs de risque de GVH digestive sont globalement les mémes que ceux de la GVH

en général, précédemment décrits. Castilla-Llorente a montré qu’il existait des facteurs de risque

significatifs de mortalité supplémentaires pour la GVH digestive que sont :

- une résistance a la corticothérapie au cours des deux premieres semaines aprées le début d’une

GVH de forme séveére ;

- un age supérieur a 18 ans lors de la transplantation ;

- une augmentation de la bilirubine totale plasmatique (>3,0 mg/dL) ;

- etune hémorragie gastro-intestinale (24).

Il n’a pas été montré de différence dans l'incidence, I'’évolution ou les caractéristiques histologiques

de GVH entre les patients recevant des cellules souches issues de sang périphérique ou ceux

recevant des cellules souches médullaires. De plus, la pathologie hématologique initiale, le

conditionnement thérapeutique initial, la prophylaxie contre la GVH utilisée ou le statut CMV ne

constitueraient pas des facteurs de risque de GVH digestive (84).
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Figure 5 : lllustration des diagnostics différentiels, pourvoyeurs de faux positifs (HES x200 colonne de gauche,
HES x400 colonne de droite) : A. Colite infectieuse a EBV et HHV6 ; B. Colite induite par le CMV : corps
apoptotiques épithéliaux et dystrophies cellulaires avec inclusions virales (fleches et zone cerclée) ; C. Colite
induite par le MMF ; D. Colite iatrogéne post-chimiothérapie (5 fluoro-uracile), avec nombreux corps

apoptotiques (fleches).
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F. THERAPEUTIQUE CURATIVE

Les patients dont les biopsies ont été répondues « absence de GVH » ou « GVH possible »
ne nécessitent pas obligatoirement de traitement, I'indication étant retenue sur des facteurs de

risque cliniques (27).

Les patients présentant une GVH sévéere nécessitent d’étre hospitalisés pour bénéficier de
traitements symptomatiques : réhydratation et nutrition parentérale, antalgiques, prophylaxie des
complications infectieuses (antibioprophylaxie, prophylaxies fongique et virale, vaccinations) (72).
Le traitement immunosuppresseur est optimise, avec ajout d’une corticothérapie en premiéere
intention (methylprednisolone : 1 a 2 mg/kg/jour) pour le traitement des GVH a partir du stade
clinique de sévérité 1l (24, 85). Un article récent montrerait une efficacité similaire d'une
corticothérapie a dose réduite de moitié pour les stades les moins sévéres de GVH (86). Environ la
moitié des patients traités par corticothérapie présentent une réponse partielle ou totale (87).

eme

En cas de non-réponse, une thérapeutique de 2 ligne est mise en place. Celle-ci peut inclure
I'utilisation d’anticorps monoclonaux anti TNF-a ou anti récepteur interleukine-2, d’inhibiteurs
mTOR (mammalian target of rapamycin) ou de MMF (30, 85).

éme

En cas de nouvel échec, une 3 ligne est envisageable avec l'apport d’alemtuzumab, de
pentostatine, de methotrexate et de cellules souches mésenchymateuses. D’autres agents
thérapeutiques, tels que les globulines anti-thymocytes et les lymphocytes T régulateurs pourraient

avoir un role bénéfique (85).

Concernant les thérapeutiques a venir, des équipes de recherche travaillent sur le développement
de modeles inflammatoires (correspondant a la phase 1 de la physiopathologie de la GVH) afin

d’étudier et de prévenir la survenue des GVH (88).

4. Objectifs de I'étude

Nous avons vu qu’un large panel de diagnostics pouvait mener a des lésions histo-
pathologiques identiques a celles de la GVH. Or il est crucial de distinguer ces différentes
étiologies car les prises en charge sont parfois diamétralement opposées. Au final, peu d'études
ont évalué méthodiquement les caractéristiques microscopiques propres aux lésions de GVH. Dans

ce contexte, notre objectif était de déterminer Il'apport et la valeur de [I'examen

anatomopathologique dans le diagnostic de GVH digestive.
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Nous avons ainsi analysé, de maniéere rétrospective, une série de biopsies digestives issues de 112

patients allogreffés, présentant une suspicion clinique de GVH.

Le but de ce travalil était tout d’abord d’évaluer la valeur de I'analyse microscopique et l'intérét du
systeme de réponse en 4 catégories recommandé par le NIH. Les autres objectifs étaient de
déterminer les critéres microscopiques indispensables, ou au contraire sans impact, pour établir le
diagnostic pathologique, afin d’en écarter les diagnostics différentiels, d’évaluer la concordance
inter-observateurs et d’approcher la concordance intra-observateur. Enfin, nous avons évalué la

place de 'immunohistochimie dans le diagnostic des GVH.

Ce travail a été réalisé dans un souci d’établir des outils diagnostiques pour les médecins

pathologistes afin d’améliorer la prise en charge des biopsies digestives suspectes de GVH.
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Matériel et méthodes

1. Type d’étude

Il s’agit d’'une étude rétrospective unicentrique analytique de cohorte. Le travail a été réalisé
en aveugle, sur une série de patients pris en charge au CHU de Bordeaux. L’objectif principal était
d’évaluer le poids de I'analyse anatomopathologique et des différents critéres microscopiques
utilisés dans le diagnostic de la GVH. Nous avons par ailleurs étudié d’autres critéres

morphologiques et immunohistochimiques afin d’aider aux diagnostics différentiels de la GVH.

2. Population étudiée

L’étude a porté sur des patients adultes (>18 ans), allogreffés ou ayant eu une perfusion de
lymphocytes de donneurs (DLI), pris en charge au CHU de Bordeaux, ayant présenté une suspicion
de GVH digestive entre le 1* janvier 2009 et le 31 décembre 2013 et ayant bénéficié d’'une recto-
sigmoidoscopie ou coloscopie avec réalisation de biopsies. Les patients pouvaient étre inclus

quelque soit le délai entre les symptdémes digestifs et la date de la greffe.

Le diagnostic définitif de GVH digestive a été porté par I'équipe hématologique au regard de tous
les éléments clinigues (symptdbmes et évolution), microbiologiques, endoscopiques et

anatomopathologiques.

3. Recueildes données clinigues

Toutes les données cliniques, infectiologiques et endoscopiques ont été recueillies a
posteriori dans les dossiers cliniques informatisés des patients (logiciel Medasys DxCare®). Le
stade clinique intestinal des patients a été évalué par le score de Glucksberg (grades de | a IV,
décrits en introduction) (17). Les endoscopies digestives ont été gradées en 3 scores (0 : normale,
1 : anomalies légéres, 2 : ulcéres, hémorragies). Les informations concernant les préparations
endoscopiques n’ont pu étre récupérées. Le recueil des dernieres nouvelles s’est effectué au 23

juin 2015.
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4. Recueil du matériel biopsique

Les biopsies digestives avaient été traitées de maniére routiniére lors des prélevements,
fixées dans le formol neutre 10 %, mises en paraffine, coupées a 4um puis colorées par
’lhématoxyline-éosine-safran (HES). Plusieurs niveaux de coupe (8 en moyenne) ont été examinés
par prélevement. Les biopsies, conservées dans le service d’anatomie pathologique Haut-Lévéque,
ont été désarchivées pour relecture. En cas de lames manquantes, les blocs ont été traités dans les

mémes conditions techniques que précédemment décrites afin d’obtenir de nouvelles lames.

5. Etude microscopique

Chaque prélevement biopsique a été relu par 3 pathologistes du CHU de Bordeaux,
expérimentés dans la pathologie digestive et ayant 'habitude de diagnostiquer des GVH. Cette
relecture s’est faite de maniére individuelle, en aveugle, les pathologistes ne connaissant pas le
diagnostic définitif posé par I'équipe hématologique. Comme nous I'avons vu en introduction, la
distinction entre formes aigie et chronique de GVH ne repose sur aucun critére microscopique
spécifique. Ici, nous avons pris le parti de ne pas faire la distinction entre ces deux diagnostics.
Chaque prélevement était donc classé en 4 scores selon les recommandations du consensus NIH
de 2005 (52), avec une correspondance chiffrée que nous avons établie et que I'on utilisera dans

toute la suite du manuscrit (cf correspondances dans le tableau 5 ci-aprés).

Au terme de la triple relecture, les cas discordants entre les pathologistes (0 versus 1 a 3 et
1 versus 2 ou 3) ont été revus de maniére collégiale afin de conclure a un score histologique
définitif. Les trois interprétations ont été comparées entre elles, et au diagnostic clinique définitif
(GVH retenue ou non). Nous avons ainsi pu évaluer la concordance inter-observateurs et la

puissance diagnostique de I'analyse anatomopathologique.

De plus, pour chaque prélévement, les paramétres suivants ont été évalués :
- le nombre de biopsies totales et Iésionnelles,
- le nombre de corps apoptotiques (par échantillon et par biopsie),

- le nombre de polynucléaires éosinophiles : évaluation pour 10 champs au fort

grossissement (surface d’un grand champ représentant 0,24 mm2),

- etlasévérité de la maladie.
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Catégories de GVH Définition Exemples lllustrations

(Correspondance (Coloration HES, x400)
chiffrée)

0 : Absence de GVH Pas de signe de GVH

1: GVH possible Signes de GVH (corps Infection & CMV
apoptotiques rares), mais
d’autres explications
possibles a ces Iésions

Contexte iatrogéne

2 : GVH probable / En | Signes évidents de GVH Chimiothérapie
faveur d’'une GVH corps apoptotiques . L,
( p , pop .q Radiothérapie récente
modéreés), mais
circonstances atténuantes Rares corps apoptotiques
sans autre explication
Echantillonnage limité
3 : GVH certaine Signes évidents de GVH,

sans équivoque

Tableau 5 : Description et exemples des 4 scores de GVH utilisés dans ce travail, a partir des
recommandations NIH.

Les corps apoptotiques ont bien été différenciés des lésions de cryptite inflammatoire. De plus,
lorsqu’'une glande compléte était apoptotique, elle était comptabilisée comme un corps

apoptotique.
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Concernant le compte des polynucléaires éosinophiles, seuls les éléments au sein de la lamina
propria ont été comptabilisés, et non les polynucléaires €éosinophiles glandulaires ou

intravasculaires.

Lorsque le diagnostic anatomopathologique de GVH était posé, la sévérité a été évaluée en 2
scores : O/absence de sévérité ou 1l/présence de lésions séveres. Ces lésions séveres étaient
définies par une désorganisation architecturale avec perte glandulaire marquée au sein d’un

chorion fibreux, visible dés le faible grandissement (Figure 6).

Figure 6 : lllustration de Iésions séveres : perte glandulaire massive avec présence de quelques glandes
fantomatiques au sein d’un chorion fibreux (HES, grossissement X100 et x200).

6. Etude immunohistochimique

Une étude immunohistochimique anti-CMV a été réalisée de maniére plus ou moins
systématique en fonction du lecteur initial ou, bien sOr, dans les cas présentant des signes
évocateurs de l'infection, a type d’inclusions virales, afin d’éliminer, ou non, ce diagnostic
différentiel. L’anticorps utilisé était CMV AbCys®, clone E13-2, utilisé & une dilution au 1/300. Le
diagnostic d’infection par le CMV était retenu lorsque des cellules glandulaires dystrophiques

étaient positives.

De plus, tous les prélevements de cette étude ont rétrospectivement fait I'objet d’'une étude
immunohistochimique par les anticorps chromogranine (Novacastra®, clone 5H7, dilution au
1/200) et CD123 (eBioscience®, clone 6H6, dilution au 1/300). L’étude par chromogranine a
permis de réaliser le compte des amas de cellules endocrines, souvent difficilement visualisables a
I'HES, pour 10 champs au fort grossissement. Par ailleurs, toute cellule mononucléée dans la lamina
propria positive pour I'anticorps anti-CD123 était comptabilisée ; le compte a également été réalisé
pour 10 champs au fort grossissement. Ces deux derniers comptes ont été réalisés par deux

pathologistes, enaveugle.
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Afin de comparer les données issues de notre cohorte a des biopsies digestives hors contexte
d’allogreffe (normales ou inflammatoires), nous avons réalisé une étude immunohistochimique par
anti-chromogranine et anti-CD123 sur 20 biopsies digestives normales et 20 biopsies digestives

présentant des Iésions de maladie inflammatoire chronique intestinale (MICI) en poussée.

7. Analyse statistique

L’analyse descriptive de notre population a été décrite par la moyenne et la médiane, les
variables qualitatives par des pourcentages. L’analyse comparative des données qualitatives a été
réalisée par des tableaux de contingence et le test du Chi2. Pour les données quantitatives, le test
non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney a été utilisé. Dans I'analyse de la survie globale, la
date d’origine correspondait a la date de la greffe. Les courbes ont été réalisées selon la méthode
de Kaplan-Meier. Enfin, la concordance inter-observateurs a été calculée par le coefficient kappa
de Fleiss (89). Pour 'ensemble des analyses, le risque alpha a été établi a 5 %. Les analyses

statistiques ont été effectuées avec le logiciel GraphPad Prism 6.
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Résultats

1. Description de notre population

Selon les critéres de sélection définis, 112 patients (37 femmes et 75 hommes) ont été
inclus dans cette étude sur les 441 ayant été allogreffés. Les caractéristiques des patients et des

conditions de transplantation sont résumées dans le tableau 6 ci-dessous.

Le diagnostic définitif de GVH a été porté chez 70 patients (groupe « GVH »), soit 62,5 % de
notre population. Les groupes « GVH » et « Non-GVH » ne présentaient pas de différence
significative pour les caractéres cliniques étudiés. L’age moyen et médian des patients au moment
de l'allogreffe étaient respectivement de 46,8 et 49 ans (18-67 ans). Les pathologies initiales pour
lesquelles a été réalisée la transplantation de CSH incluaient des leucémies myéloides aigues
(n=47), des leucémies lymphoides aiglies (n=16), des lymphomes non Hodgkiniens (n=12), des
myélomes multiples (n=9), des lymphomes de Hodgkin (n=8), des syndromes myélodysplasiques
(n=8), des leucémies chroniques lymphocytaires (n=6), des leucémies myéloides chroniques (n=4)
et des aplasies médullaires idiopathiques (n=2). La majorité des patients (63 %) a recu des cellules
souches issues de sang périphérique, environ un quart (24 %) a recu une greffe de type sang de
cordon ombilical, et enfin, 13 % des dons étaient issus de moelle osseuse. Dans notre série, aucune

colite au sang de cordon n’a été diagnostiquée.

Population Patients Patients Significativité
totale « GVH » « Non-GVH »
n=112 (%) n=70 (%) n=42 (%)
Age Moyen 46,8 46,6 47,2 NS (p=0,91)
Médian 49 48 52
Fourchette 18-67 19-67 18-64
Sexe Femme (F) 37 (33) 22 (20) 15 (13) NS (p=0,64)
Homme (H) 75 (67) 48 (43) 27 (24)
Hémopathie Leucémie 47 (42) 30 (27) 17 (15) NS (p=0,82)
initiale myéloide aiglie
Leucémie 16 (14) 11 (10) 54)
lymphoide aigte
Lymphome non 12 (11) 7 (6) 5(4)
Hodgkinien
Myélome multiple 9(8) 7 (6) 2(2)
Lymphome de 8 (7) 3(3) 54)
Hodgkin
Syndrome 8 (7) 4 (3,5) 4 (3,5)
myélodysplasique
Leucémie 6 (5) 4 (3) 2(2)
lymphoide
chronique
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Leucémie myéloide | 4 (4) 3(3) 1)
chronique
Aplasie médullaire 2(2) 1() 1(1)
idiopathique
Appariement Sexe | Absence de 56 (50) 32 (29) 23 (21) NS (p=0,39)
Donneur : mésappariement
Receveur Donneur F : 30 (27) 22 (20) 8 (7)
receveur H
Donneur H : 25 (22) 14 (12) 11 (10)
receveur F
Non connu 1) 1() 0 (0)
Type de donneur Apparenté 23 (27) 13 (15) 10 (12) NS (p=0,45)
Non apparenté 62 (73) 41 (48) 21 (25)
HLA Appariement 72 44 28 NS (p=0,84)
Mésappariement 40 26 14
Origine des Sang périphérique 70 (63) 46 (41) 24 (22) NS (p=0,42)
cellules souches Moelle osseuse 15 (13) 10 (9) 5(4)
Sang de cordon 27 (24) 14 (12) 13 (12)
Conditionnement Non-myéloablastif 11 (10) 8(7) 3(3) NS (p=0,28)
D’intensité réduite 48 (43) 26 (23) 22 (20)
Myéloablatif 53 (47) 36 (32) 17 (15)
Prophylaxie Cyclosporine - 49 (44) 31 (28) 18 (16) NS (p=0,73)
anti-GVH MMF
Cyclosporine - MTX | 41 (37) 25 (22) 16 (14)
Cyclosporine —MTX | 5 (4,5) 4 (3,5) 1(2)
- MMF
Cyclosporine — 5 (4,5) 2(2) 3(2,5)
Rapamycine - MMF
Cyclosporine 4 (4) 2(2) 2(2)
Cyclosporine - 3(3) 2(2) 1(2)
Rapamycine - MTX
Cyclosporine — 2(2) 2(2) 0 (0)
Rapamycine - MMF
- MTX
Cyclosporine — 1(2) 0 (0) 1(1)
Rapamycine —
Tacrolimus - MTX
Rapamycine - MTX | 1 (1) 1(1) 0 (0)
MTX - Tacrolimus 1(1) 1(1) 0 (0)
Délai moyen de I’endoscopie aprés 44 42,5 45 NS (p=0,88)

transplantation de CSH

Tableau 6 : Caractéristiques des patients de notre cohorte. F : femme, H: homme, MMF : mycophenolate mofetil,
MTX : methotrexate, NS : non significatif.

2. Corrélation microscopie - diagnostic clinique définitif

Les délais moyen et médian du diagnostic de GVH post-greffe étaient respectivement de

62 et 40,5 jours, avec une fourchette s’étendant de 9 a 322 jours. Au final, 251 prélévements

anatomopathologiques ont été analysés, certains patients ayant bénéficié de biopsies successives,
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soit un total de 643 biopsies. Sur les 112 patients inclus, seul un, appartenant au groupe GVH,

disposait d’'un matériel d’interprétation difficile en raison d’artéfacts de fixation.

Les scores anatomopathologiques 0, 1, 2 et 3 ont été attribués respectivement dans 33 (29 %), 20

(19 %), 18 (16 %) et 40 cas (36 %). Le diagnostic définitif de GVH, porté par I'équipe

hématologique, présentait une bonne corrélation avec les scores histologiques, comme on peut le

voir dans le tableau 7 et la figure 7 ci-dessous (p<0,0001).

Groupe GVH Groupe Non-GVH Total
Scores histologiques 0 7 26 33
1 11 9 20
2 12 6 18
3 39 1 40
NC 1 0 1
Total 70 42 112

Tableau 7 : Corrélation entre le diagnostic définitif et les scores anatomopathologiques. NC : non contributif.
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Figure 7 : Répartition des patients « GVH » et « Non-GVH » en fonction du score
microscopique. NC : non contributif.

Les patients avec un score histologique 0 ou 1 présentaient un score clinique intestinal de

Glucksberg de I/l dans 57.5 % des cas (n=31) et un score de lll/IV dans 42.5 % (n=23). Les patients

avec un score histologique 2 ou 3 présentaient un score clinique intestinal de I/l dans 34.5 % des

cas (n=20) etun score de IlI/IV dans 65.5 % (n=38) (p=0.015).
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Le suivi moyen de notre cohorte (n=112) était de 49 mois (20 a 77 mois). La survie globale a 3 ans

(et 5 ans) pour le groupe « GVH » versus « Non-GVH » était respectivement de 41 % (35 %) et 62 %

(55 %) (p=0,03) (Figure 8).
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Figure 8 : Courbes de survie en fonction du diagnostic définitif cliniqgue (« GVH »
versus « Non-GVH »).

Les courbes de survie étant sensiblement superposables pour les patients (n=111) présentant des
scores histologiques 0-1, et 2-3, nous les avons donc regroupées. Au terme du suivi, 24 patients
ayant un score anatomopathologique de 0 ou 1 étaient décédés (44 %), contre 38 patients avec un
score 2 ou 3 (66 %). La survie globale a 3 ans (et 5 ans) pour les scores anatomopathologiques 0-1

versus 2-3 étaitrespectivementde 59 % (51 %) et 38 % (33 %) (p=0,03) (Figure 9).
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Figure 9 : Courbes de survie en fonction des scores anatomopathologiques. A. Groupes 0-1 versus 2-3 ; B.
Groupes 0, 1, 2 et 3.
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Dans le sous-groupe des patients « GVH » (n=69), diagnostic définitif porté par I'’équipe
hématologique, la survie globale a 3 ans (et 5 ans) pour les scores anatomopathologiques 0-1

versus 2-3 était respectivement de 64 % (48 %) et 31 % (28 %) (p=0,04).

Nous avons ensuite comparé les courbes de survie en fonction des 3 différents conditionnements
recus. Elles étaient globalement superposables. La survie globale a 3 ans (et 5 ans) pour les
conditionnements non myéloablatif, d’intensité réduite et myéloablatif était respectivement de 36

% (36 %), 48 % (40 %) et 51 % (46 %) (p=0,78).

Lorsque le diagnostic de GVH était posé par les pathologistes (scores 1 a 3), la sévérité des lésions
était évaluée comme indiquée plus haut. Seulement 11 cas, soit 16 %, ont été classés comme
séveres ; tous appartenant au groupe clinique « GVH ». La survie globale a 1 an pour les patients
présentant une « GVH avec lésions séveres » versus « GVH sans Iésion sévére » était respectivement

de 9 % et 64 %, avec une médiane de survie de 200 jours, versus 657 jours (p=0,005) (Figure 10).
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Figure 10 : Courbes de survie des patients diagnostiqués GVH par I'examen anatomopathologique en
fonction de la sévérité des lésions.

3. Performance du score anatomopathologique

La sensibilité, la spécificité et les valeurs prédictives positive (VPP) et négative (VPN) du

score histologique établi par les pathologistes ont été ensuite étudiées selon deux axes :
- association entre un score histologique de 1 a 3 et présence de GVH (au diagnostic définitif),

- et association entre un score histologique de 2 ou 3 et présence de GVH.
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Voici les 2 tableaux de contingence obtenus avec les variables calculées en suivant :

Diagnostic définitif (gold-standard) Total
Non-GVH
Score 26 7 33
histologique 1a3 16 62 78
Total 42 69 111
Diagnostic définitif (gold-standard) Total
Non-GVH
Score 0-1 35 18 53
histologique 7 51 58
Total 42 69 111
Score histologique 1 a 3 Score histologique
Sensibilité 0,90 0,74
Spécificité 0,62 0,83
VPP 0,79 0,88
VPN 0,79 0,66

Tableaux 8 : Répartition des patients GVH ou non en fonction des scores histologiques, et récapitulatif des
sensibilité, spécificité, valeurs prédictives positive et négative selon les scores histologiques.

En regroupant les scores histologiques 2 et 3, la spécificité et la valeur prédictive positive pour le

diagnostic de GVH augmentent, tandis que la sensibilité et la valeur prédictive négative diminuent.

Toutefois, si 'on compare les fréquences des scores 0 et 1 attribuées dans les groupes « GVH » et

« Non-GVH », la différence de pourcentage de ces scores attribués dans chaque groupe est

significative (p<0,05) (Figure 11).
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Figure 11 : Graphique représentant la fréquence des scores histologiques 0 et 1

chez les patients « GVH » et « Non-GVH ».
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4. Corrélation endoscopie, scores histologiques et diagnostic définitif

Nous avons vu dans la premiére partie que la corrélation entre les scores de
gravité endoscopique et la présence d’'une GVH ou les scores histologiques préte a débat selon les

auteurs. Dans notre série, voici nos résultats obtenus en fonction des scores histologiques :

Histologie Histologie Total
0-1
Scores (0] 30 27 57
endoscopiques 1 21 28 49
2 2 2 4
NC 0 1 1
Total 53 58 111

Tableau 9 : Répartition des patients selon leurs scores histologique et endoscopique.

La comparaison de la répartition des différents scores endoscopiques en fonction des scores

histologiques 0-1 versus 2-3 ne montrait pas de différence significative (p=0,59).

Nous avons ensuite étudié la répartition des scores endoscopiques en fonction du
diagnostic clinique définitif « GVH » / « Non-GVH ». Trente-deux, 35 et 2 patients diagnostiqués
GVH avaient un score endoscopique respectivement de 0, 1 et 2 ; et 26, 14 et 2 patients du groupe
« Non-GVH » un score endoscopique respectivement de 0, 1 et 2. Un patient du groupe « GVH »
avait un score endoscopique non contributif. La encore, 'examen endoscopique n’était pas corrélé

au diagnostic définitif de GVH (p=0,28). Ces résultats sont résumés dans le tableau 10.

Non-GVH Total

Scores 0 32 26 58
endoscopiques 1 35 14 49
2 2 2 4
NC 1 0 1

Total 70 42 112

Tableau 10 : Répartition des patients selon le diagnostic de GVH et le score endoscopique.

De plus, parmi les 4 endoscopies présentant des lésions séveres avec ulcéres et/ou
hémorragies, aucune n’avait été gradée comme séveére sur le plan histologique. A l'inverse, parmi
les 11 biopsies présentant des lésions sévéres microscopiquement, 9 avaient un score

endoscopique =1, et les 2 autres un score =0, c’est-a-dire une endoscopie normale (p=0,07).
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5. Etude comparative de notre cohorte

A. ANALYSE MORPHOLOGIQUE

L’ensemble des paramétres recueillis lors de la relecture des prélevements a été réparti

selon les groupes « GHV » et « Non-GVH », et selon le tableau récapitulatif ci-dessous (Tableau 11).

Le nombre de biopsies par échantillon n’était pas significativement différent entre les groupes

« GVH » et « Non-GVH » : respectivement 2,3 biopsies par échantillon en moyenne, versus 2,5.

GVH Non-GVH Significativité
Nombre médian de biopsies (moyen) 2(2,3) 2(2,5) NS (p=0,79)
Nombre médian de CA par échantillon (moyen) 8 (24,3) 0(1,3) p <0,0001
(minimum-maximum) (0-138) (0-12)
Nombre médian de CA par biopsie (moyen) 4,75 (10,7) 0 (0,6) p <0,0001
(minimum-maximum) (0-69) (0-5)
Ratio médian des biopsies lésionnelles / totales (moyen) 1(0,7) 0 (0,2) p <0,0001
Nombre médian de PNE pour 10 HPF (moyen) 11 (40,9) 9 (36,9) NS (p=0,73)

Tableau 11 : Comparaison des criteres histologiques entre les groupes « GVH » et « Non-GVH ». CA : corps
apoptotiques, HPF:champaufortgrossissement,NS:nonsignificatif, PNE: polynucléaireséosinophiles.

Le groupe « GVH » montrait la présence d’'une apoptose épithéliale dans 82,9 % des cas, contre

seulement un tiers des cas du groupe « Non-GVH » (p<0,0001) (Figure 12).
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Figure 12 : Répartition des cas selon la présence ou non d’apoptose épithéliale,
dans les groupes « GVH » et « Non-GVH».

L’ensemble de ces paramétres est schématisé dans la figure 13 ci-aprés.
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Figure 13 : Représentation de la répartition des différents paramétres morphologiques étudiés dans les
groupes « GVH » et « Non-GVH ». ****: p<0,0001.

Le nombre moyen de corps apoptotiques (et la distribution minimum-maximum) par échantillon par
patient était respectivement de 24,3 (0-138) et 1,3 (0-12) dans les groupes « GVH » et « Non- GVH »

(p<0,0001) ; et le nombre moyen de corps apoptotiques (et la distribution minimum-
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maximum) par biopsie était de 10,7 (0-69) versus 0,6 (0-5) (p<0,0001), c’est-a-dire environ 20 fois
plus. Soixante-douze pour cent des bhiopsies du groupe « GVH » étaient Iésionnelles ; au contraire,
seulement moins de une biopsie sur 5 (19 %) du groupe « Non-GVH » était pathologique, avec un
nombre maximal de CA de 12 par échantillon, et de 5 par biopsie. Concernant le nombre moyen

de polynucléaires éosinophiles pour 10 champs au fort grossissement, on ne retrouvait pas de

différence significative entre les deux groupes.

B. ANALYSE IMMUNOHISTOCHIMIQUE
1. Anticorps anti-CMV

Quatre-vingt deux prélévements (73 %) ont bénéficié d’'une étude immunohistochimique.

Seuls 3 de ces 82 cas (4 %) étaient positifs et ont permis le diagnostic histologique d’infection

par CMV. Parmi ces 3 cas, 2 appartenaient au groupe « GVH ».
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Figure 14: lllustration d’inclusions virales (fleches) de type CMV (A. HES, x400), soulignées par
I'immunohistochimie anti-CMV (B. x400).

Nous avons voulu savoir comment ce résultat immunohistochimique était corrélé a la recherche de
CMV sur biopsie digestive par PCR, analyse réalisée au laboratoire de virologie. Nous avons

obtenu les données virologiques pour 75 des 82 patients.

Les résultats sont résumés sous forme de tableau de contingence ci-aprés.
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Diagnostic virologique (PCR sur biopsie) Total
CMV + CMV -
Immunohistochimie + 3 o 3
anti-CMV ) 6 66 72
Total 9 66 75

Tableau 12 : Répartition des analyses immunohistochimiques en fonction du diagnostic virologique d’infection
par le CMV sur biopsie.

L’analyse immunohistochimique par anticorps anti-CMV a donc une spécificité maximale (100 %),
mais elle est associée a une sensibilité assez faible (33 %). Les valeurs prédictives positives et

négatives sont respectivement de 100 % et 92 %.

De la méme fagon, nous avons calculé la sensibilité / spécificité de I'analyse
immunohistochimique par rapport a la recherche de CMV sur sang circulant (analyse par PCR).
Cette derniére était considérée positive si la recherche était positive dans les 7 jours avant ou apres

réalisation de la biopsie digestive. Les 82 patients avaient tous bénéficié de cette recherche :

Diagnostic virologique (PCR sur sang) Total
CMV + CMV -
Immunohistochimie + 2 1 3
anti-CMV ) 13 66 79
Total 14 68 82

Tableau 13 : Répartition des analyses immunohistochimiques en fonction du diagnostic virologique d’infection
par le CMV a partir d’'un échantillon sanguin.

Cette fois-ci, 'analyse immunohistochimique par anticorps anti-CMV a une spécificité discréetement
moindre (98,5 %), mais elle est associée a une sensibilité encore plus faible (13 %). Les valeurs

prédictives positives et négatives sont respectivement de 67 % et 83,5 %.

2. Anticorps anti-chromogranine

Il a été décrit que I'’étude immunohistochimique par chromogranine pourrait étre une aide
au diagnostic de GVH digestive. Les cellules neuroendocrines étant décrites comme plus
résistantes a I'apoptose dans les cas de GVH, I'anticorps anti-chromogranine permet de décompter
facilement les amas de cellules neuroendocrines persistants, difficilement visibles sur 'HES (Figure
15). Cette immunohistochimie a été réalisée pour les blocs dont il restait du matériel, c’est-a-dire

108 prélévements (4 blocs épuisés).
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Figure 15 : Exemple d’un cas de GVH présentant de nombreux amas de cellules neuroendocrines au sein du
chorion, difficilement visibles sur THES (A. x200), et soulignés par I'anti-chromogranine (B. x200).

Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre les patients « GVH » et « Non-GVH »
(p=0,77), comme le montre le graphique suivant (Figure 16). Le nombre d’amas de cellules
neuroendocrines était significativement plus important dans le groupe « GVH » (incluant les
patients sous MMF ou non) par rapport aux groupes témoins « biopsies normales » (p<0,01) et

« biopsies de MICI en poussée » (p<0,05).
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Figure 16 : Distribution du nombre d’amas de cellules
neuroendocrines chez les patients GVH ou non.

3. Anticorps anti-CD123

Nous avons également réalisé une analyse immunohistochimique avec I'anticorps anti-
CD123 sur les 108 prélevements. Il n’y avait pas de différence significative (p=0,50) dans le compte
des cellules dendritiques plasmocytoides positives pour I‘anti-CD123 entre les groupes « GVH » et

« Non-GVH », comme [lillustre le graphique ci-dessous (Figure 17). Par contre, on retrouvait un
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nombre de cellules positives pour I'anticorps anti-CD123 significativement plus important dans les
groupes témoins « biopsies normales » (p<0,05) et « biopsies de MICI en poussée » (p<0,0001) par

rapport au groupe « GVH » (incluant les patients sous MMF ou non).
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Figure 17 : A. Distribution du nombre d’amas de cellules dendritiques positives pour I'anti-CD123 chez les
patients GVH ou non. B. lllustration d’'une cellule mononucléée (fleche) positive pour I'anti-CD123 (x400).

6. Etude du sous-groupe traité par MMFE

Nous avons vu que les tableaux cliniques induits par les Iésions de MMF ou de GVH sont
globalement similaires et que les critéres microscopiques permettant de faire la différence entre
les 2 diagnostics sont controversés suivant les études. Les implications thérapeutiques étant
différentes pour ces 2 diagnostics, il convient de bien les distinguer. Un moindre nombre de corps
apoptotiques, 'absence d’amas de cellules neuroendocrines, associés a une augmentation du
nombre de polynucléaires éosinophiles, seraient en faveur d’'une colite induite par le MMF plutét

qu’'une GVH (27,68, 69, 74).

A. DESCRIPTION GENERALE DU SOUS-GROUPE MMF

Plus de la moitié de notre cohorte (54 %), c’est-a-dire 61 patients (40 hommes, 21 femmes)
avec un age médian de 53 ans (19-64 ans) avait recu un traitement par MMF en prévention du rejet
de greffe. Dans ce sous-groupe, le diagnostic définitif cliniqgue de GVH a été retenu chez 39
patients, soit 64 % des patients sous MMF. Le délai médian de I'’endoscopie digestive était de 47

jours post-transplantation.
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Patients MMF Patients sans MMF Significativité

GVH Non-GVH GVH Non-GVH NS (p=0,84)
Nombre de patients 39 22 31 20
(F/m) (11/28) (10/12) (11/20) (5/15)

Tableau 14 : Distribution du nombre de patients en fonction du traitement par MMF et de la présence ou non
d'une GVH.F:femme,H:homme,NS:nonsignificatif.

B. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE DU SOUS-GROUPE

Les résultats des parameétres microscopiques recueillis sont récapitulés dans le tableau 15 ci-
dessous, montrant des différences significatives pour les mémes critéres que sur la cohorte générale.
Le nombre de biopsies par échantillon n’était pas significativement différent. Quatre- vingt pour cent
des biopsies du groupe « MMF-GVH » étaient lésionnelles ; au contraire, une biopsie sur 5 du
groupe « MMF-Non-GVH » était pathologique (p<0,0001). Le nombre moyen de corps apoptotiques
par échantillon était respectivement de 20,4 et 1,4 dans les groupes « MMF- GVH » et « MMF-Non-
GVH » (p<0,0001) ; et le nombre moyen de corps apoptotiques par biopsie était de 10,1 versus 0,5
(p<0,0001), c'est-a-dire environ 20 fois plus. Concernant le nombre moyen de polynucléaires
éosinophiles pour 10 champs au fort grossissement, on ne retrouvait pas de différence significative

entre les deux groupes.

Patients MMF Patients sans MMF
GVH Non-GVH p GVH Non-GVH p
n=39 n=22 n=31 n=20
Nombre médian de biopsies 2 2 NS (p=0,20) 2 2 NS (p=0,33)
(moyen) 2,1) (2,6) (2,6) (2,4)
Nombremédiande CA/préléevement 6 0 p<0,0001 15 0 p<0,0001
(moyen) (20,4) (1,4) (29,0) 1,3)
Nombre médian de CA par biopsie 4 0 p<0,0001 5 0 p<0,0001
(moyen) (10,1) (0,5) (11,6) (0,6)
Biopsies lésionnelles / totales 1 0 p<0,0001 1 0 p<0,001
(moyen) (0,8) (0,2) (0,7) 0,2)
Nombre médian de PNE pour 10 HPF 10,5 16 NS (p=0,95) 17 7 NS (p=0,70)
(moyen) (33,8) (29,5) (49,6) (44,8)

Tableau 15 : Comparaison des criteres microscopiques en fonction du traitement par MMF et de la présence
ou non d’une GVH. CA : corps apoptotiques, HPF : champ au fort grossissement, NS : non significatif, PNE :
polynucléaires éosinophiles.

Comme Star (69), nous avons comparé le nombre de corps apoptotiques par prélevement et par
biopsie et le nombre de polynucléaires éosinophiles dans le groupe « MMF-Non-GVH » versus le
groupe « GVH-Sans MMF ». Les résultats sont résumés ci-dessous (Tableau 16). Seul le nombre de
polynucléaires éosinophiles pour 10 champs dans le groupe « MMF-Non-GVH » versus le groupe

« GVH-Sans MMF » n’était pas significativement différent.
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Patients MMF-Non-GVH Patients GVH-sans MMF p

n=22 n=31
Nombremédiande CA/prélevement 0 15 p<0,0001
(moyen) 1,4) (29,0)
Nombre médian de CA par biopsie 0 5 p<0,0001
(moyen) (0,5) (11,6)
Biopsies lésionnelles / totales 0 1 p<0,001
(moyen) (0,2) 0,7)
Nombre médian de PNE pour 10 HPF 16 17 NS (p=0,38)
(moyen) (29,5) (49,7)

Tableau 16 : Comparaison des critéres microscopiques entre les patients « MMF-Non-GVH » et « GVH-Sans
MMF ». CA : corps apoptotiques, HPF : champ au fort grossissement, NS : non significatif, PNE : polynucléaires
éosinophiles.

C. ANALYSE IMMUNOHISTOCHIMIQUE
1. Anticorps anti-chromogranine

Plusieurs articles ont montré qu'une étude immunohistochimique par l'anticorps anti-
chromogranine pour décompter les amas de cellules neuroendocrines était une aide au diagnostic
différentiel entre une GVH et une colite induite par le MMF. Dans I'optique de faire le différentiel
entre ces deux diagnostics, nous avons réalisé cette immunohistochimie pour les blocs dont il nous
restait du matériel, soit pour 108 patients (4 blocs épuisés). Aucune différence significative dans le

compte des amas de cellules neuroendocrines n’a été mise en évidence :

Patients MMF — Non-GVH Patients GVH-sans MMF p
n=22 n=30
Nombre médian d’amas de cellules 0 0 NS (p=0,55)
endocrines pour 10 HPF (moyen) (1,0 (1,1)

Tableau 17 : Comparaison du nombre d’amas de cellules endocrines entre les patients « MMF-Non-GVH » et
« GVH-Sans MMF ». HPF : champ au fort grossissement, NS : non significatif.

2. Anticorps anti-CD123

Selon Lin, la présence dans la lamina propria de cellules dendritiques plasmocytoides (mises
en évidence par I'anticorps anti-CD123) serait trés spécifique de la GVH. Dans le but de différencier
les patients traités par MMF et présentant une GVH ou non, nous avons comparé ces 2 groupes. La
encore, aucune différence significative dans le compte des cellules dendritiques positives pour le

CD123 n’a été retrouvee (p=0,64).
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Figure 18 : Distribution du nombre de cellules dendritiques
positives pour I'anti-CD123 chez les patients traités par
MMF, présentant une GVH ou non.

7. Concordance inter-observateurs

Chacun des trois pathologistes a attribué un score histologique (0-3) pour les 111
prélevements, ce qui nous a permis de calculer la concordance inter-observateurs. A lissue de la
triple lecture, les différences de scores 0 versus 1-3 ou 1 versus 2-3 ont été revus de maniére
collégiale. Au total, 29 cas, dont 16 cas « GVH » et 13 cas « Non-GVH », ont été relus avec les 3
pathologistes au microscope multi-tétes, toujours en aveugle par rapport au diagnostic définitif

clinique.

Si I'on analyse les discordances basées sur les scores histologiques pronostiques 0-1 versus 2-3, on

retrouve 19 cas discordants (11 cas « GVH » et 8 cas « Non-GVH »).

Concernant les taux de concordance inter-observateurs, en analysant les 4 scores histologiques (O,
1, 2 et 3), le score Kappa de Fleiss, reflétant le taux d’accord global entre les pathologistes,
équivalait a 0,52, correspondant a une concordance moyenne. Lorsque I'on regroupait les scores
histologiques 0 et 1, n’influengant pas la survie globale, le score de Kappa était égal a 0,61,

correspondant a une concordance importante.

Si 'on analyse enfin le score définitif histologique de la relecture et le score initialement rendu lors
du prélevement initial, le score Kappa de Cohen équivaut a 0,42, correspondant a une
concordance moyenne. Cette diminution de concordance est liée au nombre limité
« d’évaluateurs » (diagnostics définitif versus initial), entrainant pour chaque patient, soit une

concordance compléte (=1), soit nulle (=0). Le fait de regrouper les scores histologiques 0 et 1

n’entraine pas d’amélioration du score de concordance (Kappa=0,42).
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Discussion

o Rappel du contexte de notre étude
La transplantation de cellules souches hématopoiétiques est considérée comme le seul
traitement curateur des hémopathies, mais elle se complique parfois d’'une maladie du greffon
contre 'héte. Malgré la compatibilité HLA et le traitement préventif, la GVH reste fréquente et
grave, associée a une mortalité élevée. Ce travail visait a évaluer la valeur de l'analyse
anatomopathologique pour le diagnostic de GVH, afin de permettre une meilleure appréhension
de ces préléevements par les pathologistes pour aider au mieux les cliniciens dans la prise en

charge des patients.

o Points forts et limites de notre étude

Le spectre de la maladie du greffon contre I'hdte est étendu, peu d’articles se sont
intéressés a la GVH digestive d’un strict point de vue anatomopathologique. Cette étude a porté
sur une importante série de 112 patients et son caractére rétrospectif nous a permis d’établir une
corrélation clinico-pathologique afin d’évaluer notre diagnostic de GVH, au regard de I’évolution.
En effet, de nombreux articles basent le diagnostic de GVH sur 'examen anatomopathologique
seul. Cette étude a permis la relecture de toutes les biopsies par 3 pathologistes, en aveugle par
rapport au diagnostic clinique définitif. Notre population est superposable aux études antérieures
pour ce qui est des caractéristiques cliniques (2, 21, 24, 60), le délai d’apparition de la GVH est
sensiblement similaire a la littérature (23), ainsi que la mortalité (84). Concernant la répartition de
I'origine des cellules souches par rapport aux données de 'agence de Biomédecine, nos patients

ont regu moins de cellules souches d’origine médullaire, mais plus d’origine périphérique (2).

Il faut toutefois souligner que ce travail est monocentrique, limité au seul CHU de Bordeaux, et qu’il
présente les limites d’'une étude rétrospective. Nous n’avons donc pas pu récupérer toutes les
données cliniques. Ainsi nous n’avons pas pu faire la distinction entre les prélevements issus des
différents segments coliques -les Iésions de GVH seraient plus séveres dans le colon droit (82)- et
nous n’avions pas connaissance des préparations endoscopiques utilisées, certaines connues pour
étre inductrices de véritables corps apoptotiques et mimant microscopiquement des Iésions de

GVH (77,78).
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En revanche, le caractére rétrospectif de I'étude a mis en évidence la valeur pronostique du

systeme de scores anatomopathologiques.

o Place de I'analyse anatomopathologique dans le diagnostic de GVH

L’examen anatomopathologique est 'une des clés diagnostiques de la GVH digestive,
mais il ne peut seul en affirmer le diagnostic, et doit pour cela étre associé aux données
biologiques et cliniques. Dans notre cohorte, nous retrouvons rétrospectivement une importante
corrélation entre les scores microscopiques de GVH et I'évolution clinique des patients, et 'examen
anatomopathologique offre une bonne spécificité (83 %) et sensibilité (74 %). Washington
retrouvait une sensibilité de 82 % et une spécificité de 76 % dans sa cohorte de 47 patients (67). Au
contraire, Ponec ne mettait pas en évidence de corrélation histologie / évolution clinique, mais
I'article ne portait que sur 10 patients (49), tout comme Kreisel qui aboutissait a la méme conclusion

(surune série de 175 patients) (48).

Par contre, nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre les scores microscopiques et

’examen endoscopique ; ce point restant controversé selon les études (42, 46, 48, 49, 51).

Le corps apoptotique (CA) épithélial est la Iésion élémentaire de la GVH digestive et il est requis
pour le diagnostic microscopique (57, 65, 67), bien que n’étant pas pathognomonique (27). Le
nombre minimum de CA par prélévement ou biopsie n’est pas clairement défini, mais nous
confirmons dans ce travail une différence nettement significative entre les groupes cliniques

« GVH » et « Non-GVH » (20 fois plus de CA dans le groupe « GVH »). Pour les échantillons
présentant d’importantes altérations glandulaires sans réel corps apoptotiques du fait d’'une
absence de glande, nous avons décidé de comptabiliser les glandes fantomatiques comme image
de corps apoptotiques. Ainsi dans le groupe « GVH », environ 72 % des biopsies étaient
pathologiques et 84 % des patients présentaient des lésions apoptotiques, ce qui est superposable
a la littérature (59). Selon Lin, la présence de 6 CA ou moins pour 10 cryptes contiglies n’est pas
suffisant pour porter le diagnostic de GVH sur biopsie colique (60). Dans notre travail, nous n’avons
pas comptabilisé de maniére similaire les CA afin de ne pas étre limité par les conditions
techniques (inclusion non tangentielle des biopsies digestives ne permettant pas le compte des CA
dans le fond des cryptes). Nous montrons que les prélévements présentant 6 CA ou plus par
biopsie (n=29) appartiennent tous au groupe « GVH ». Mais environ 25 % des patients du groupe
clinique « GVH » avaient des biopsies gradées 0 ou 1 : une conclusion anatomopathologique de

biopsie normale ou de « GVH possible » ne doit donc pas éliminer le diagnostic ; c’est ici que les
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données cliniques, notamment I'expérience médicale et I'’épreuve thérapeutique, ont toute leur

place. Ces cas « discordants » sont discutés ci-apres.

Méme si I'analyse microscopique n’est pas parfaitement corrélée au diagnostic clinique final, cette
étude révele néanmoins la forte valeur pronostique du score attribué aux biopsies ; les patients
pouvant ainsi étre répartis selon 2 groupes : groupe de « bon pronostic » pour les scores 0-1, et

groupe de « mauvais pronostic » pour les scores 2-3.

Enfin, la présence de lésions séveéres lorsqu'une GVH est diagnostiquée devrait toujours étre

mentionnée devant le pronostic défavorable associé.

Au total, 'analyse anatomopathologique est bien corrélée au diagnostic clinique de GVH ;
elle est nécessaire mais elle n’est pas suffisante ni irréprochable, et doit absolument étre
intégrée a la clinique et aux données biologiques. Enfin, le systéme de scores doit étre
maintenu car il représente un critére pronostique majeur et il pourrait étre simplifié en 2 ou 3
échelons plutét que 4 ; enfin, il estindispensable de souligner la présence de lésions séveéres

en cas dediagnostic positif.

o L’étude immunohistochimique a-t-elle une place dans le diagnostic de
GVH?

Le diagnostic microscopique de GVH pourrait étre renforcé par la présence de cellules
dendritiques plasmocytoides, soulignées par I'anticorps anti-CD123 selon Lin. Dans cette série,
tous les cas de colite infectieuse ou non-GVH présentaient un marquage négatif pour le CD123, et
les cas de GVH étaient positifs dans environ 66 % des cas, tous grades confondus (70). Dans notre
travail, nous ne rapportons pas de différence entre les groupes « GVH » et « Non-GVH », d’autant
plus que nous trouvons un nombre significativement plus important de cellules positives dans nos
groupes contrbles (biopsies normales et issues de MICI) par rapport a notre groupe « GVH ». De

plus, cette immunohistochimie est particulierement difficile a interpréter et ne semble pas étre

appropriée pour une utilisation de routine (Figure 19).

Concernant la mise en évidence d’amas de cellules neuroendocrines par I'anti-chromogranine,
nous confirmons les résultats de la littérature, avec un nombre significativement plus important de
cellules endocrines dans le groupe « GVH » par rapport aux témoins de biopsies normales ou
présentant des Iésions de MICI en poussée (27). En revanche, cette analyse complémentaire avait
été proposée pour différencier les Iésions de GVH des lésions induites pas le MMF, ce que nous

n’avons pas confirmé dans notre étude (sereporterinfra).
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Figure 19 : lllustration des difficultés de lecture de 'immunohistochimie anti-CD123 : accrochage glandulaire
et positivité des cellules endothéliales (x200).

Le CA est un critere essentiel au diagnostic de GVH, mais il est aussi observé dans les colites
infectieuses dont les colites a CMV (56, 57, 59, 65). Concernant 'immunohistochimie anti-CMV,
seuls 3,7 % des cas testés de notre cohorte étaient positifs, et tous ces cas étaient retrouvés positifs
sur les explorations virologiques (analyse virologiques des biopsies par PCR). Aprés une greffe de
cellules souches hématopoiétiques, les patients sont suivis de prés et subissent des explorations
bactériologiques, virologiques et mycologiques régulieres. Devant la faible sensibilité de I'étude
immunohistochimique anti-CMV (33 % dans notre étude), on peut se poser la question de son

utilité, face aux résultats virologiques tout aussi rapides.

A la vue de ces résultats, on peut conclure que I'apport de 'immunohistochimie dans la prise
en charge des biopsies digestives suspectes de GVH est faible, voire nul, en soulignant la

faible sensibilité de I’anticorps anti-CMV, néanmoins souvent réalisé atitre systématique.

o A-t-on des arguments microscopiques ou immunohistochimiques pour
distinguer une GVH d’une colite induite par le MMF ?

Les Iésions microscopiques induites par le MMF ont été initialement décrites sur une série
de 7 patients (81), puis sur une série de 43 patients greffés rénaux (82). Le mycophenolate mofetil
peut mimer microscopiquement une GVH (69, 74, 75), une maladie inflammatoire chronique
intestinale ou une colite ischémique (79), mais il N’y a pas de corrélation significative entre les
Iésions observées sous MMF et la dose administrée (corrigée sur le poids et la fonction rénale) (74).
Concernant les paramétres pouvant aider a différencier une GVH d’une colite a MMF, le hombre

absolu de CA ne semble pas étre un paramétre fiable, variant considérablement en fonction de la
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littérature : il est retrouvé plus élevé dans le groupe GVH dans I'étude de Papadimitriou (74), tandis
qu’il ne difféere pas dans l'article de Star (69). Ici, nous avons trouvé une différence significative
entre les 2 groupes, avec un nombre de CA 20 fois plus élevé dans notre groupe « GVH » (11,6 CA
par biopsie en moyenne pour le groupe « GVH-Sans MMF » versus 0,5 pour le groupe « MMF-Non

GVH »), le groupe « MMF-Non GVH » montrant au maximum 3 CA par biopsie.

Concernant la mise en évidence d’amas de cellules neuroendocrines, dans le résumé de Leino et
I'étude de Star, la présence de ces cellules au sein de la lamina propria était significativement plus
importante dans le groupe GVH versus MMF, et leur nombre était corrélé a la sévérité de la GVH
(68, 69). Afin de mettre en évidence ces amas de cellules endocrines, nous avons réalisé une étude
immunohistochimique anti-chromogranine, mais nous n’avons pas trouvé de différence

significative entre les 2 groupes.

Le nombre de polynucléaires éosinophiles (PNE) est débattu selon les études et il est considéré
pour certains comme un argument supplémentaire en faveur du diagnostic de colite induite par le
MMF (10, 61, 69). Star reportait la présence de PNE chez tous les patients présentant une colite au
MMF, tandis que seulement 30 % des patients GVH sans MMF présentaient des PNE. Il a pu
déterminer qu’'un nombre supérieur a 15 PNE pour 10 champs au fort grossissement, associé a
'absence d’amas de cellules neuroendocrines orientait vers le diagnostic de colite a MMF (69).
Dans notre étude, la distribution du nombre de PNE était extrémement étendue et nous n’avons
pas retrouvé de différence significative entre les patients « GVH » et « MMF». Ce résultat concorde

avec ceux de Shidam et Washington (27, 59).

Au total, parmi les outils précédemment proposés pour différencier des lésions de GVH d’une
colite induite par le MMF, nous retenons qu’un nombre élevé de CA est un bon argument en
faveur de la GVH, avec un seuil critique de plus de 3 CA par biopsie ; en revanche, I'utilité de
la quantification des PNE et de I'étude immunohistochimique par anti-chromogranine n’est

pas démontrée.

o Analyse des cas discordants
Le diagnostic de GVH reste un diagnostic difficile, méme pour des pathologistes
expérimentés. La confrontation inter-pathologistes a mis en évidence quelques cas discordants, et
la relecture des cas lors de I'étude n’a pas toujours amené aux mémes conclusions que le

diagnostic anatomopathologique initial.
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De méme il existait des discordances entre les diagnostics microscopique et clinique ; si I'on
retrouve 20 fois plus de CA dans le groupe « GVH », il est intéressant de noter que, malgré tout

dans notre série, 19 % des biopsies « Non-GVH » sont Iésionnelles.

Nous avons tenté d’expliquer ces discordances, que 'on peut classer en 3 catégories

1/ discordance entre les conclusions microscopigues de I'étude et le diagnostic clinique

définitif :

Prés de 17 % des patients « Non-GVH » ont été microscopiquement classés dans le groupe GVH
microscopique (scores 2 ou 3). Pour 6 de ces 7 cas (86 %), la présence de corps apoptotiques peut
étre expliqguée par une infection confirmée pour 6 patients (CMV, EBV, adénovirus et/ou HHV6),
et/ou la prise de MMF (pour 4 patients). Un cas n’est pas expliqué par ces facteurs ; le délai
d’endoscopie de 26 jours post-greffe pourrait étre en cause, bien que I'on ait dépassé le seulil

critique de 20 jours en dessous duquel il est possible d’observer des corps apoptotiques en

rapport avec le conditionnement.

A linverse, pour 25 % des patients « GVH » (19 cas), un score microscopique de O ou 1 a été
attribué (dans 7 et 12 cas respectivement). Quinze patients ne présentaient pas, ou peu, de CA,
conduisant a ce classement. Pour 8 cas, les prélévements étaient de quantité médiocre (présence
d’'une seule biopsie) et/ou il avait été instauré une corticothérapie précoce, antérieure a la
réalisation des biopsies digestives. La corticothérapie est connue pour atténuer les lésions
microscopiques de GVH et décapiter la réaction inflammatoire d’accompagnement, ce qui conforte

'absence d’intérét de réaliser des biopsies itératives en cas de GVH diagnostiquée et traitée (52).
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Figure 20 : lllustration d’'un cas présentant d’assez nombreux corps apoptotiques (fleches), classé GVH
probable selon les pathologistes, mais ne présentant pas de GVH au diagnostic clinique définitif (HES, x200 et
x400). Les corps apoptotiques peuvent s’expliquer par des infections surajoutées pour ce cas (EBV et HHV®6).
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Pour 2 patients, aucune explication a 'absence de CA n’a été retrouvée ; néanmoins ces patients

étaient toujours vivants 35 et 43 mois apreés la transplantation.

2/ discordance des résultats microscopigues entre les 3 pathologistes :

Bien que les pathologistes soient capables de reconnaitre les Iésions élémentaires de GVH,
Washington a montré qu’ils différaient entre eux dans leur interprétation (67). Dans notre série, 11
% des cas (n=12) présentent une discordance inter-pathologistes (définie par des scores 0-1 versus
2-3). Ces cas discordants sont expliqués par des Iésions infectieuses surajoutées dans un tiers des
cas (Figure 21) et/ou 'absence ou la paucité de glandes, ne permettant pas de porter un diagnostic
de GVH (pour 2 cas). Comme soulevé par Shidam, les lésions de cryptite avec infiltration de
polynucléaires neutrophiles et abces cryptiques ne sont pas des lésions de type GVH, mais elles

génent a I'interprétation des biopsies (59).

Figure 21 : lllustration de Iésions infectieuses surajoutées, posant le probleme d’'une véritable colite
infectieuse ou de Iésions surajoutées a une GVH (HES, x200 et x400).

De plus, certains cas associent une muqueuse régénérative, des lésions de colite a polynucléaires
neutrophiles et de rares CA, ce qui souléve le probléme du diagnostic entre une GVH ou une
maladie inflammatoire chronique intestinale. Aussi, la présence d’'un stroma « évocateur de GVH »
avec destruction des structures glandulaires associé a une importante fibrose pose la question
entre des lésions cicatricielles de GVH (en voie de résolution), et des Iésions nouvellement actives
de GVH (52). Malheureusement, du fait de la disparition des glandes dans ces cas, le compte des

CA n’est d’aucune aide (Figure 22).
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Figure 22 : lllustration d’'un cas discordant inter-pathologistes : I'absence de glande et donc de corps

apoptotique pose la question de « GVH certaine avec Iésions séveres » versus « GVH possible, en voie de
résolution » (HES x100 et x200).

A partir des scores attribués par les pathologistes pour chaque prélévement et aprés comparaison
au score microscopique retenu au terme de I'étude, nous avons pu calculer la spécificité et la

sensibilité de chaque pathologiste pour le diagnostic de GVH (représentées sur la figure 23) :

- GVH clinique définie par un score microscopique de 0 a 3 : toutes les sensibilités sont alors égales a 1,

tous les cas de GVH sont diagnostiqués, mais les spécificités sont alors nulles ;

- GVH clinique définie par un score microscopique de 1 a 3 : les sensibilités varient entre 0,83 et 0,90,

et les spécificités entre 0,60 et 0,71 (représentées par des losanges sur le graphique) ;

- GVH clinigue définie par un score microscopique de 2-3 : les sensibilités varient alors entre 0,71 et

0,75, et les spécificités entre 0,83 et 0,95 (représentées par des cercles sur le graphique) ;

- GVH clinique définie par un score microscopique de 3 : on observe une chute nette de la
sensibilité pour chaque pathologiste (variant entre 0,52 et 0,57) avec une spécificité quasi-

maximale, de 0,95 a 1 (représentées par des triangles sur le graphique).
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Figure 23 : Représentation des scores de sensibilité et spécificité pour chaque
pathologiste selon le diagnostic microscopique.

3/ discordance des résultats microscopigues entre le diagnostic initial et celui retenu au

terme de la relecture :

Vingt-sept cas (24 %) étaient discordants entre le diagnostic initial (réalisé au moment de la biopsie)
et le diagnostic final issu de la relecture des 3 pathologistes. Ces cas discordants sont un reflet de
la concordance intra-observateur. lls peuvent s’expliquer par les mémes facteurs de discordance
inter-observateurs : matériel limité, peu de corps apoptotiques par absence de glandes
épithéliales, infection surajoutée, probléme des Iésions chroniques versus résolutives... De plus,
lors du diagnostic initial, les Iésions n'ont pas été répondues selon les 4 catégories NIH. Nous les
avons donc classées a posteriori a partir de notre interprétation du texte des comptes rendus afin

de pouvoir juger de la concordance entre le diagnostic initial et celui retenu aprés relecture.
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L’analyse de ces discordances « microscopie-clinique » et inter-pathologistes met en exergue

guatre réflexions :

- le probléeme diagnostique microscopique principal de la GVH est représenté par les causes
infectieuses : d’'une part, parce qu’elles peuvent étre a I'origine de la Iésion élémentaire qu’est le
CA, et d’autre part parce que les lésions de cryptite peuvent géner I'interprétation et/ou mimer des

CA;

- linterprétation microscopique est moins reproductible quand les biopsies montrent une

muqueuse cicatricielle avec peu de glandes analysables ;

- une biopsie colique (sub)normale n’élimine pas le diagnostic de GVH ; c'est ici que

I'expérience clinique est primordiale ;

- il est essentiel d’analyser du matériel convenable avec un minimum de 2 biopsies

satisfaisantes, examinées sur plusieurs niveaux de coupe.

De ces réflexions découlent des recommandations de prise en charge de ces prélevements
difficiles (détaillées ci-aprés) : données cliniques et biologiques indispensables a l'interprétation
des images, recommandations (pré-)analytiques, et éventuellement double lecture en cas de

Iésions non caractéristiques/complexes.

o Proposition d’un arbre décisionnel
Devant les travaux antérieurs et 'absence de consensus concernant le nombre de CA
nécessaires pour porter le diagnostic de GVH (51, 52), nous souhaitions construire un outil pratique
pouvant servir aux pathologistes amenés a prendre en charge ces biopsies digestives pour
suspicion de GVH. Voici I'arbre décisionnel que nous proposons, tendant a simplifier
interprétation des biopsies digestives, en fonction du nombre de corps apoptotiques par biopsie,

aprés s’étre assuré que la biopsie estinterprétable (Figure 24).

68



Biopsie digestive

Biopsie
interprétable ?

> 20 jours post-greffe
> 1 biopsie prélevée
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Ou stroma évocateur sans CA
Et autre site atteint
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- infection
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Figure 24 : Arbre décisionnel proposé pour l'interprétation d’'une biopsie digestive pour suspicion de GVH.

CA : corps apoptotique.

o Recommandations pour formuler laréponse anatomopathologique

! Préanalytigue

L’étape préanalytique tient une place importante dans tout processus anatomopathologique. Si

elle n’est pas bien conduite, elle peut mener a de mauvaises interprétations médicales ou a une

impossibilité de réponse. Concernant les biopsies adressées pour suspicion de GVH digestive, un

nombre minimal de deux biopsies nous semble nécessaire pour porter le diagnostic. Ces biopsies

doivent étre, si possible, incluses de fagon a obtenir des sections perpendiculaires a la surface, afin

de pouvoir analyser les altérations induites par les Iésions de GVH au niveau de la profondeur des

cryptes (49). Les lésions étant hétérogenes (Figure 25), segmentaires et focales, il convient de

réaliser un minimum de 8 niveaux de coupe & partir de chaque bloc (52).
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Figure 25 : Distribution hétérogéne des lésions de GVH : sur la biopsie, la moitié de la biopsie est normale (a
droite), l'autre est pathologique (a gauche), avec plusieurs corps apoptotiques épithéliaux, associés a un
chorion d’aspect inflammatoire.

I Analytique

Plusieurs points nous ont semblé importants lors de la relecture de toutes les biopsies pour

porter le diagnostic de GVH et déterminer le score histologique :

- lorsqu’une biopsie présente un aspect microscopique normal a faible grossissement, il est
nécessaire de I’examiner a plus fort grossissement (x200 ou mieux, x400) pour ne pas

méconnaitre des corps apoptotiques, parfois nombreux (Figure 26) ;

- les CA épithéliaux sont a rechercher dans la profondeur des cryptes, au niveau des zones

régénératives et peuvent étre retrouvés de maniere focale ;

- les poussieéres apoptotiques, retrouvées au niveau de I'épithélium de surface ou dans la lamina
propria, peuvent étre un signe d’alerte de présence de CA, mais il ne faut pas les prendre en

compte dans le nombre de CA (20) ;
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- l'infiltrat inflammatoire mononucléé du chorion peut aider a repérer les lésions de GVH ;

- enfin aucune étude immunohistochimique ne semble étre utile au diagnostic, et elle ne peut

remplacer des lames colorées par 'HES de bonne qualité (27).

IS0

JPo0 o)

o

Figure 26 : lllustration d’'un cas présentant un aspect microscopique normal a faible grossissement, sans
désorganisation architecturale (HES, x100). A plus fort grossissement (HES, x400), présence de nombreux
corps apoptotiques (fleches) (GVH certaine, de score 3).

Nous avons vu l'intérét du systéme de scores microscopiques et sa corrélation avec la survie.
Cependant, bien que l'on ait classé les biopsies en 4 scores microscopiques (selon les
recommandations NIH), les courbes de survie pour les scores 0 et 1 sont globalement
superposables ; c’est-a-dire qu’un score « possible de GVH » ne gréve pas la survie du patient et est
assimilable & une « absence de GVH » du point de vue pronostique. De la méme maniére, les
survies globales des patients avec un score 2 ou 3 sont sensiblement superposables. Ceci nous
amene donc a réfléchir a dichotomiser la réponse anatomopathologique : groupe de meilleur
pronostic (O/absence de GVH et 1/GVH possible) versus groupe de mauvais pronostic (2/GVH
probable et 3/GVH possible). Ces résultats sont en accord avec les derniéres recommandations
NIH 2015 qui préconise désormais de répondre selon 3 scores microscopiques : absence de GVH /

GVH possible / en faveur d’'une GVH (20). Ce dernier score regroupe les scores antérieurs « GVH

probable » et « GVH certaine », correspondant a nos scores 2 et 3.

Enfin, un point essentiel devant figurer dans la conclusion est la présence de lésions sévéres en
cas de diagnostic de GVH. En effet, ce critére est associé a un mauvais pronostic, réduisant de

maniere significative 'espérance de vie.

o Proposition d’un formulaire de renseignements cliniques
Enfin, le diagnostic de GVH ne peut se résumer a l'analyse anatomopathologique seule, et les

renseignements clinico-biologiques sont d’'une importance majeure. Dans cette derniére partie,
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nous proposons un formulaire de renseignements cliniques qui serait nécessaire a adresser avec

les biopsies digestives réalisées pour suspicion de GVH.

1. Renseignements habituels d’ordre général :
- identité du patient
- age
- date de la réalisation de la biopsie
2. Renseignements sur la greffe :
- délai par rapport a la fin du conditionnement
- date de la greffe
- origine des cellules souches (périphériques, moelle osseuse, sang de cordon)
3. Prise médicamenteuse a signaler (MMF +++, AINS, chimiothérapie, ...)
4. Présence d’une GVH sur un site autre que digestif

5. Infection virale ou bactérienne documentée (CMV, adénovirus, HHV6, EBV, Clostridium difficile,

)




Conclusion

La maladie du greffon contre I'héte reste une complication fréquente et grave d’allogreffe.
Microscopiquement, la Iésion élémentaire nécessaire au diagnostic est le corps apoptotique
épithélial, mais qui peut également étre observé dans les 2 principaux diagnostics différentiels :
colite infectieuse ou colite iatrogéne. Les colites infectieuses, englobant les Iésions induites par le
CMV, 'adénovirus, 'TEBV et ’THHV®6, peuvent s’ajouter aux Iésions de GVH, le meilleur indice pour en
confirmer le diagnostic restant la mise en évidence de I'agent viral sur les biopsies, par PCR et non
par immunomarquage. Les colites iatrogénes sont essentiellement induites par le mycophenolate
mofetil. Nous avons montré que le meilleur argument pour retenir une GVH plutdét qu’'une colite
induite par le MMF est un nombre élevé de corps apoptotiques (avec un seuil critique de 3 corps
apoptotiques par biopsie), les arguments proposés antérieurement n’ayant pas prouvé leur intérét
(quantification des polynucléaires éosinophiles ou mise en évidence d’amas de cellules

neuroendocrines).

Ce travail souligne I'intérét de I'analyse anatomopathologique dans ce contexte ; cette analyse peut
étre réalisée par une technique de coloration standard seule, sans recourir a 'immunohistochimie,
en respectant des consignes (pré-)analytiques simples. Nous avons montré que I'interprétation des
Iésions microscopiques est reproductible de maniére satisfaisante entre les observateurs et bien
corrélée au diagnostic clinique ; elle doit néanmoins étre associée aux renseignements cliniques
les plus complets. Seule cette confrontation anatomo-clinique permet un diagnostic au plus juste,
afin d’offrir la prise en charge optimale aux patients. Enfin cette étude rétrospective a révélé la
valeur pronostique puissante du score microscopique, qui doit donc étre précisé, en 3 niveaux
plutdt que 4, en accord avec les recommandations 2015 NIH, en signalant la présence

d’éventuelles Iésions séveres.
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Annexe 2 : Tableau des données issues de la lecture en aveugle des biopsies pour chaque patient
suspect cliniquement de GVH. AP : médecin pathologiste, CA : corps apoptotique, HPF : champ au fort
grossissement, NC : non contributif, PNE : polynucléaire éosinophile

| Acinne

N° patient AP 1 AP 2 AP 3 pa?@ﬁ%?é’é?h"ue - l6sionnelies! populu\‘rElo
définitif ecnantuiion S e v non),
1 (oui)

62 ! 0 1 1 2 172 0 0
63 1 1 0 0 2 2/3 58 0
64 2 3 3 3 8 13 5 0
65 0 0 0 0 0 0/2 54 0
66 3 3 3 3 72 2/2 26 0
67 3 3 8 3 70 212 86 0
68 0 0 0 0 0 0/4 13 0
69 3 2 3 3 9 212 10 0
70 2 ! 2 2 4 1/3 119 0
& 3 3 3 3 78 3/3 81 0
2 ! ! ! 1 1 172 0 0
3 3 2 1 2 10 3/4 22 0
[ 0 0 0 0 0 0/2 71 0
75 0 0 0 0 0 02 1 0
76 3 3 3 3 58 1/1 0 0
77 0 0 0 0 0 0/4 7 0
78 0 1 0 0 0 o1 57 0
9 3 3 3 3 9 11 27 1
80 1 3 3 2 5 1/1 15 0
a0 o, m e

82 0 2 1 1 0 0/a 16 0
83 2 3 2 2 4 11 82 0
84 0 0 0 0 0 0/2 1 0
85 3 2 3 3 10 11 0 0
86 0 0 0 0 0 o1 4 0
87 0 0 0 0 0 o1 28 0
88 2 3 3 3 3 1/2 25 0
89 3 3 3 3 49 3/3 0 0
920 2 0 1 2 3 1/3 151 0
91 3 3 3 3 52 4/4 2 0
92 0 0 0 0 0 0/2 ) 0
93 3 1 2 1 0 1/1 1 1
94 2 2 1 2 8 2/2 9 0
95 3 2 3 3 6 1/1 56 0
96 3 3 3 3 30 2/2 40 0
98 0 0 0 0 0 o1 0 0
99 0 0 0 0 0 0/2 5 0
100 3 3 3 3 51 2/2 269 0
101 3 3 3 3 92 2/2 98 1
102 3 3 3 3 130 212 23 1
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NC

NC
94
35
98

X2
0/2
1/1
1/4
1/2
1/1
3/3
a7
0/1
212
0/3
0/2
1/1
0/3
1/4
0/3
3/3
2/3
2/2
212
0/2
1/2
1/3
1/1
1/2
1/3
0/2
2/2
3/3
1/1
1/2
0/2
0/2
2/4
2/2
4/4
0/3
1/3
1/9
4/4
0/2
0/2

NC

NC

NC

NC

NC

103
104
105
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

12

336

NC
36
46

31

11

120
19
138

76
213

44

96

69
17,5

46

10
50
2,5
11

30
15
11

67

19
233
72

64
12

52

195

36

104

212
2/2

25

108

1/4
1/1
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31

0/2
0/2
0/2
0/1
0/5
0/2
1/2
4/4
0/3
0/4
1/2
2/2
1/1
0/1
2/4
4/4
1/1
2/2
0/2
0/6
212
2/2
0/1
3/3
2/2
3/4

151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

259

11

79

80

15

14
20

69

82

10

107

24

15

12

172
173
174

33

17

175

22

112

176
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Serment d’Hippocrate

Au moment d’étre admise a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidele aux lois de

I’honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses

éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune discrimination
selon leur état ou leurs convictions. Jinterviendrai pour les protéger si elles sont affaiblies,
vulnérables ou menacées dans leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai

pas usage de mes connaissances contre les lois de 'lhumanité.

Jlinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences.
Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des circonstances pour

forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas

influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admise dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés. Recgue a l'intérieur
des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les

maoeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je ne

provoguerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai 'indépendance nécessaire a 'accomplissement de ma mission. Je n’entreprendrai
rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au

mieux les services qui me seront demandés.
J’apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu’a leurs familles dans [|’adversité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses ; que

je sois déshonorée et méprisée sij’'y manque.
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APPORT DE L’ETUDE ANATOMOPATHOLOGIQUE AU DIAGNOSTIC DE MALADIE DU GREFFON CONTRE
L’HOTE DIGESTIVE : RESULTATS D’UNE SERIE UNICENTRIQUE RETROSPECTIVE DE 112 PATIENTS
ALLOGREFFES

RESUME

Objectifs : La maladie du greffon contre 'hdte (GVH) digestive aprés transplantation de cellules souches
hématopoiétiques est un diagnostic difficile, pour le clinicien et le pathologiste, des manifestations cliniques et
microscopiques similaires pouvant étre induites par une infection ou une cause iatrogéne, coexistant parfois.
Matériel et méthodes : Les biopsies digestives de 112 patients allogreffés, chez qui une GVH digestive était
suspectée, ont été relues rétrospectivement par 3 pathologistes, et ont été reclassées selon les 4 scores
recommandés par le NIH : pas de GVH, GVH possible, probable, et certaine. Ces résultats ont ensuite été
confrontés au diagnostic clinique. L’objectif de ce travail était d'évaluer la valeur de I'examen
anatomopathologique dans le diagnostic positif et différentiel de la GVH digestive.

Résultats : Une GVH digestive a été cliniquement retenue chez 70 patients (62,5%). Les scores microscopiques
étaient corrélés au diagnostic clinique (p<0.001) et & la survie, avec distinction de groupes de bon et mauvais
pronostic (p<0,05), la présence de lésions sévéres grevant le pronostic. Les corps apoptotiques par biopsie
étaient 20 fois plus nombreux dans le groupe GVH (p<0,0001). Aucun des autres outils microscopiques ou
immunohistochimiques proposés antérieurement n’était convaincant pour aider au diagnostic positif ou
différentiel. Douze cas étaient discordants entre les pathologistes, la moitié pouvant étre expliquée par une
infection associée ou des biopsies de qualité médiocre.

Conclusion : Une analyse anatomopathologique rigoureuse, reposant sur une lame HES de bonne qualité seule,
reste un outil fiable pour le diagnostic de GVH digestive, en association avec les données cliniques et
microbiologiques. Le systéme de scores s’est révélé un facteur pronostique majeur ; il doit étre maintenu et
pourrait étre simplifié en 2 ou 3 catégories. Enfin, nous proposons un outil simple (arbre décisionnel) pour aider
a l'interprétation de ces biopsies.

CONTRIBUTION OF PATHOLOGICAL ASSESSMENT FOR DIGESTIVE GRAFT-VERSUS-HOST DISEASE:
RESULTS OF A RETROSPECTIVE SINGLE-CENTRE STUDY OF 112 STEM CELL TRANSPLANT PATIENTS

SUMMARY

Background: Gastrointestinal (Gl) graft versus host disease (GVHD) is a common and severe complication of
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Its symptoms and histological features are not specific; therefore
the diagnosis may be difficult for pathologists and clinicians.

Materialand methods: Inaretrospective study of 112 transplanted patients with clinically suspected GIGVHD, colonic
biopsies wereindependently reviewed by three pathologists and classified in 4 grades according tothe NIH Consensus
Project recommendations: no GVHD, possible GVHD, probable GVHD and unequivocal evidence of GVHD. Results
have then been compared with definitive clinical diagnosis. The goal of this study wasto evaluate the contribution of
pathologicalassessmentforpositive and differential diagnosis of GVHD. Results: Clinical diagnosis of GI GVHD was
established for 70 patients (62.5%). The histological grades correlated well with the clinical diagnosis (p<0.001) and
particularly with the prognosis, differentiating good and poor prognosis (p<0.05). Overall survival dropped sharply when
severe lesions were observed. Apoptotic bodies were 20 times more numerous in GVHD group (p<0,0001). None of
the suggested features to support GVHD diagnosis, such as eosinophils count, endocrine cells aggregates and
immunohistochemical analysis (Cytomegalovirus, CD123, Chromogranin), was confirmed. Interobserver disagreement
was observed only for 12cases(4ofthemhadconcurrentinfection,and2werepoorqualitysamples).

Conclusion: Rigorous pathologic analysis of H&E slides without immunohistochemistry remains a strong and
reproducible tool to diagnose Gl GVHD, always in consideration of clinical and biological information. Histological
grading provedto be apowerful prognostic factor, and could be divided in 2 or 3groupsinstead of

4. Finally, we suggest a simple tool (decision tree) to support the interpretation of these biopsies.

MOTS-CLES : maladie du greffon contre I’hdte, corps apoptotiques épithéliaux, biopsies digestives coliques,
transplantation de cellules souches, mycophenolate mofetil.

DISCIPLINE : Médecine, Anatomie et Cytologie Pathologiques
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