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Les Herpesvirus humains de type 6 (HHV-6), HHV-6A et HHV-6B,sont des virus à ADN 

découverts dans les années 80. Les connaissances acquises depuis leur identification ont 

conduit récemment à les classer en deux espèces virales distinctes sur des critères 

épidémiologiques, phénotypiques, génotypiques et sur le plan de leur pouvoir pathogène. 

L’HHV-6B est responsable de l’exanthème subit en primo-infection etd’infections 

persistantes le plus souvent bénignes chez l’immunocompétent. Il exprime son pouvoir 

pathogène en cas de défaillance du système immunitaire, notamment dansle contexte des 

allogreffes de cellules souches hématopoïétiques (CSH). Ce cadreconstitue un terrain 

privilégié pour le développement et l’étude des infections à HHV-6B, même si son pouvoir 

pathogène exact, reste débattu. En outre, il a été évoqué une contribution des HHV-6 dans le 

développement de maladies chroniques inflammatoires ou cancéreuses. 

L’évolution des connaissances dans les domaines de la biologie cellulaire et de 

l’immunologie a permis d’identifier un grand nombre de mécanismes moléculaires 

d’interactions virus/cellules. Ainsi, certains des mécanismes responsables de la latence et de 

la réactivation virale et certains aspects complexes des interactions entre HHV-6A et HHV-

6B avec les différents acteurs de la réponse immunitaire antivirale ont été caractérisés. Il reste 

cependant de nombreuses inconnues et la pathogénèse virale n’est pas encore clairement 

établie. 

L’équipe EA4271 « Immunovirologie et polymorphisme génétique » mène une activité de 

recherche d’interface entre la clinique et la virologie fondamentale concernant l’étude des 

infections virales persistantes dues à des virus à ADN, en particulier chez les sujets 

immunodéprimés. Un des axes de recherche porte sur l’étude des infections virales chez les 

sujets allogreffés de CSH et plus particulièrement sur l’étude des infections à l’HHV-6 dans 

ce contexte. Le propos de ce travail de thèse s’intègre dans cette thématique. 

La première partie de ce mémoire expose de façon concise les principaux aspects de la 

biologie, de l’histoire naturelle de l’infection, de la clinique, du diagnostic, et du traitement 

des infections à HHV-6, en insistant particulièrement sur les connaissances les plus récentes 

en matière d’interactions HHV-6/cellules hôtes. 

Dans la partie expérimentale seront d’abord exposés les résultats d’études cliniques visant 

à mieux définir les caractéristiques et conséquences cliniques et/ou biologiques des infections 

à HHV-6 après allogreffe de CSH. Nos travaux se sont particulièrement focalisés sur les 

greffes de CSH provenant de sang placentaire, qui sontdevenuesces 10 dernières années une 
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alternative de plus en plus utilisée chez les patients éligibles à l’allogreffe n’ayant pas de 

donneur vivant HLA (human leucocyte antigens) compatible. Une deuxième partie présentera 

un aspect expérimental concernant l’évaluation des conséquences d’une infection par une 

souche d’HHV-6B sur les cellules dendritiques plasmacytoïdes, qui jouent un rôle important 

dans l’histoire naturelle des infections virales. 
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1. Découverte des herpesvirus humains de type 6 et classification 

L’Herpesvirus humain de type 6 (HHV-6) a été découvert fortuitement en 1986 par 

isolement,en culture primaire, decellules périphériques sanguines mononucléées (PBMCs : 

peripheral blood mononuclear cells) prélevées chez 6 patients atteints de syndromes 

lymphoprolifératifs, un d’entre eux était également infecté par le virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH) (Salahuddin et al., 1986). L’effet cytopathique (ECP) observé en culture 

primaire consistait en des cellules ballonnisées et réfringentes, exprimant des antigènes viraux 

mis en évidence par immunofluorescence indirecte (IFI). Cet ECP était à nouveau observé 

après inoculation du surnageant issu des cultures primairesà des lymphocytes humains 

stimulés par de la phytohémagglutinine (PHA). Des études en microscopie électronique ont 

permis de confirmer la production de virus et ont mis en évidence la présence de particules 

virales ayant une morphologie typique des herpesvirus. Elles étaient constituées d’une capside 

à symétrie icosaédrique contenant une molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN), 

entourée d’un tégument et d’une enveloppe, le tout formant un virion d’un diamètre de l’ordre 

de 200 nm (Biberfeld et al., 1987). Néanmoins, le génome viral n’était pas reconnu par les 

sondes nucléotidiques de cinq herpesvirus humains connus alors, et une sonde spécifique de 

ce virus ne permettait pas de détecter les autres herpesvirus (Josephs et al., 1986). Ainsi, plus 

de vingt ans après la découverte du virus Epstein Barr (EBV), un nouvel herpesvirus humain 

était identifié. Ce virus, initialement nommé HBLV (Human B lymphotropic virus) du fait 

d’un hypothétique tropisme pour les lymphocytes B, s’est rapidement avéré être un virus T-

lymphotrope et acquit son nom définitif : HHV-6 (Ablashi et al., 1987). En se basant sur ses 

propriétés biologiques (spécificité d’hôte, type de cellules infectées, durée du cycle de 

réplication, siège de latence) et sur les analyses génomiques, l’HHV-6 fut finalement classé 

selon les recommandations du Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV : 

International Committee on Taxonomy of Viruses)au sein de l’ordre des Herpesvirales, dans 

la famille des Herpesviridae et la sous-famille des Betaherpesvirinae. Cette sous famille, qui 

comprend également le Cytomegalovirus humain (CMVH) et l’herpesvirus humain de type 7 

(HHV-7,un herpesvirus proche de l’HHV-6 découvert en 1990 (Frenkel et al., 1990)), 

regroupe des virus de spécificité d’hôte étroite, se répliquant sur un nombre très restreint de 

systèmes cellulaires et caractérisés par leur cycle infectieux long (Tableau 1). Les HHV-6 et -

7 appartiennent au genre Roseolovirus (Figure 1). 

Suite à l’isolement initial de la souche GS (Salahuddin et al., 1986), d’autres souches 

d’HHV-6 désignées U1102(Downing et al., 1987), Z29(Lopez et al., 1988), SIE (Agut et al., 
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1988)ou encore HST (Yamanishi et al., 1988)ont été isolées chez des patients infectés par le 

VIH, principalement d’origine africaine, mais également chez des patients japonais atteints 

d’exanthème subit.Jusqu’en 2011, les souches virales étaientréparties,au sein de l’espèce 

HHV-6, en deux variants (variants A et B), définis sur la base de caractères épidémiologiques, 

immunologiques et moléculaires propres à chacun(Ablashi et al., 1991). Cependant, les 

différentes études menées sur l’HHV-6ces vingt dernières années,ont mis en évidence des 

divergences de plus en plus marquées entre les deux variants concernant leurs propriétés 

phénotypiques, génotypiques et épidémiologiquesmais égalementconcernant leurs pouvoirs 

pathogènes, ce qui a conduitl’ICTVà revoir la classification des HHV-6en 2011, et a 

recommandé de considérer l’HHV-6A et l’HHV-6B comme deux espèces distinctesau sein du 

genre Roselovirus(Ablashi et al., 2014). 

 

 

 

Figure 1 :Arbre phylogénique de la famille des Herpesviridae(Moore et al., 1996). 
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Tableau 1 : Classification des herpesvirus humains en trois sous-familles en fonction de leurs caractéristiques 

biologiques. 

 

Sous-famille α-Herpesvirinae β-Herpesvirinae γ-Herpesvirinae 

Représentants HSV-1 VZV CMV HHV-6A HHV-7 EBV HHV-8 

HSV-2     HHV-6B       

Tropisme in 

vivo 

Peau  Peau  Monocytes/         

macrophages 

Cellules 

épithéliales 

Cellules 

épithéliales 

Cellules 

épithéliales 

Ly B 

  Muqueuses Muqueuses Cellules 

épithéliales 

Ly T Ly T Ly B Cellules 

fusiformes du 

SK 

  Système nerveux Système 

nerveux 

Cellules 

endothéliales 

Monocytes/         

macrophages 

      

      Cellules 

musculaires 

lisses 

        

Sites de 

latence 

Ganglions 

nerveux sensitifs 

Ganglions 

nerveux 

sensitifs 

Monocytes Monocytes Cellules 

sanguines 

Ly B mémoires Ly B  

      Progéniteurs 

hématopoïétiques 

Progéniteurs 

hématopoïétiques 

Glandes 

salivaires 

    

      Cellules 

épithéliales 

Glandes 

salivaires 

      

      Cellules 

endothéliales? 

SNC       

Cultures in 

vitro 

FH FH FH Ly T Ly T CD4+ Ly B Ly B 

transformés 

  Lignées 

épithéliales 

            

Durée du 

cycle 
Cycle court (< 48 heures) Cycle long (> 48 heures) Variable 

Primo-

infection 

Asymptomatique Varicelle Asymptomatique Asymptomatique Asymptomatique Asymptomatique ? 

Atteinte orale, 

oculaire ou 

  Fièvre Fièvre Fièvre Fièvre   

génitale   Syndrome 

mononucléosique 

Exanthème subit 

(HHV-6B) 

Exanthème subit MNI   

Récurrences 

Infections 

opportunistes 

Herpès labiale, 

oculaire ou 

génital 

Zona Forme graves 

chez sujets ID:  

pneumopathie, 

colite, rétinite… 

Formes graves 

chez sujets ID: 

encéphalite, 

pneumopathie... 

? Proliférations 

lymphoïdes 

Maladie de 

Castelman  

      Leucoplasie 

chevelue de la 

langue 

Sarcome de 

Kaposi 

Pouvoir 

transformant Non Non Non Non Non Oui Oui 

                

HSV-1 et HSV-2: virus herpes simplex 1 et 2; VZV: virus de la varicelle et du zona; HCMV: cytomégalovirus humain; HHV-6A 

et HHV-6B; herpesvirus humains 6 A et B; HHV-7: herpesvirus humain 7; EBV: virus Epstein-Barr; HHV-8: herpesvirus humain 

8 

FH: fibroblastes embryonnaires humains; ID: immunodéprimés; Ly: lymphocytes; MNI: mononucléose infectieuse; SK: sarcome 

de Kaposi; SNC: système nerveux central 
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2. Propriétés structurales et biologiques 

2.1. Structure des virions 

L’HHV-6 partage la structure typique des membres de la famille des Herpesviridae. Le 

génome viral est protégé par une capside, elle-même entourée d’un tégument et d’une 

enveloppe d’origine cellulaire dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines virales (Figure 2). 

Le virion a un diamètre compris entre 160 et 200 nm(Zhou et al., 2006). 

 

 

Figure 2 : Structure du virion d’HHV-6.A :structure schématique (adapté de viralzone.expasy.org. 

B : aspect en microscopie électronique d’une particule virale d’HHV-6 (x100000)(Cliché : Dr 

Claudine Mollat, Laboratoire de Virologie, CHU de Nantes). 
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2.2. Organisation du génome viral et variabilité génétique 

2.2.1. Organisation du génome 

Le génome d’HHV-6 est constitué d’une molécule linéaire d’ADN bicaténaire. Il mesure 

entre 160 et 162 kb et comprend un segment central unique (U) de 143 à 144 kb encadré par 

deux régions terminales constituées de séquences directementrépétées de 8 à 9 kb (DRL et 

DRR respectivement à gauche et à droite du génome viral) ayant la même orientation et 

interrompu par trois régions répétées R1, R2 et R3, au niveau du locus des gènes très précoces 

IE-A (immediate early-A). (Dominguez et al., 1999; Gompels et al., 1995; Isegawa et al., 

1999)(Figure 3).  Les régions courtes uniquesDRL et DRRsont flanquées par les sites de 

clivage et d’empaquetage pac-1 et pac-2, conservés chez l’ensemble des herpesvirus. 

Adjacent au site pac-2, on retrouve des séquences hexanucléotidiques GGGTTArépétées en 

tandem,identiques aux séquences télomériques répétées (TRS : telomere repeat sequence) des 

chromosomes des vertébrés.A l’autre extrémité, on retrouve des motifs imparfaits, décrits 

comme het(GGGTTA)n collés au site pac-1(De Bolle et al., 2005). Ces séquences répétées 

joueraient un rôle dans la réplication de l’ADN viral et le maintien des génomes viraux sous 

forme d’épisomes au sein de la cellule hôte en phase de latence(Gompels & Macaulay, 1995). 

Par ailleurs, plusieurs études ont montré qu’elles jouaient un rôle majeur dans le processus 

d’intégration du génome viral au chromosome humain (Arbuckle & Medveczky, 2011)(voir 

paragraphe 2.7).  

L’organisation de la région U présente des similitudes avec celle de la région longue 

unique de CMVH et est colinéaire à celle d’HHV-7(Clark, 2000). Le génome de l’HHV-6B 

contient 119 cadres ouverts de lecture codés par 97 gènes (ORF : open reading frame), celui 

de l’HHV-6A n’en contient que 110. Les ORFs situés dans le segment unique sont notées U1 

à U100 de gauche à droite de la séquence et ceux situés dans les régions répétées sont 

désignés DR1 à DR7. Les 9 ORFs uniques à l’HHV-6B sont dénommés B1 à B9. Les gènes 

codant pour les protéines de structure ou pour les enzymes impliquées dans la réplication 

virale sont localisés au centre de la région U et sont organisés en 7 blocsnumérotés I-VII, 

composés chacun de deux à huit ORFs conservés chez tous les herpesvirus. De plus, le 

génome de l’HHV-6 contient un cluster de gènes,situé à gauche des 7 blocs, spécifiques de la 

sous-famille des β-herpesvirinae, homologues des gènes de la famille US22 du CMVHqui 

codent pour des protéines transactivatricesainsi que plusieurs gènes spécifiques au genre 

Roseolovirus. Ils sont situés à droite et à gauche des blocs I-VII, et comprennent notamment 
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U20, U21, U23,U24, U100. Enfin, plusieurs gènes tels que U83 et U94 sont uniques à 

l’HHV-6(Agut et al., 2015; De Bolle et al., 2005; Dockrell, 2003).  

Le Tableau 2 présente les principaux gènes des HHV-6. 
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Figure 3. Organisation du génome de l’HHV-6 (souche HST) (d’après Isegawa et al., 1999). La 

région unique U est représentée par un trait épais. Les régions répétées terminale (DRL ET DRR) 

intermédiaires (R1, R2 et R3) sont représentées par des rectangles respectivement noirs et rouges. Les 

séquences télomériques (T1 et T2) sont figurées à chaque extrémité des régions DR par des traits 

verts. L’origine de réplication (Ori) est indiquée par un astérisque. Les différentes régions codantes 

sont représentées par des flèches claires et numérotées DR1, DR2, DR3, DR6, DR7, DR8,DRHN1, et 

DRHN2 dans les régions DRet HN1, HN2, HN3, et U1 à U100 (excluant U78, U88, U92, U93, et 

U96) dans la région U.Les gènes homologues de la famille des gènes US22 du CMVH sont colorés en 

jaune. Abréviations : GCR, récepteur couplé à une protéine G ; Ig, superfamille des 

immunoglobulines ; RR, grande sous-unité de la ribonucléotide réductase ; mCP, protéine mineure de 

capside ; CA, protéine d’assemblage de capside ; Teg, protéine de tégument ; Pol, ADN polymérase ; 

gB, glycoprotéine B ; tp, protéine de transport ; mDBP, protéine majeure liant l’ADN monocaténaire ; 

TA, transactivateur conservé des herpesvirus ; dUT, dUTPase ; gH, glycoprotéine H ; Pts, 

protéase/protéine d’assemblage ; pp65/71, phosphoprotéine 65/71K ; MCP, protéine majeure de 

capside ; PT, phosphotransférase ; Exo, exonucléase ; OBP, protéine liant l’origine ; Hel, hélicase ; 

UDG, uracil-ADN glycosylase ; Che, chimiokine ; gL, glycoprotéine L ; AAV rep, homologue de la 

protéine de réplication de l’ « Adeno-Associated virus » 
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ORF d’HHV-6 Classe Fonctions/Caractéristiques CMVH 

DR1 a Gène de la famille US22 du CMVH

DR6 a Transactivateur/ Gène de la famille US22 du CMVH

U2 a Gène de la famille US22 du CMVH UL23

U3 a Transactivateur/ Gène de la famille US22 du CMVH UL24

U7 b Gène de la famille US22 du CMVH UL27/UL28

U11 g Protéine structurale :p101k (B) et p100(A) UL32

U12 g Recepteur couplé aux protéines G UL33

U14 Protéine antigénique du tégument UL25

U15 Gène de la famille UL25/UL35 du CMVH

U16 a Gène de la famille US22 du CMVH, IE-B UL36

U17 a IE-B

U18 b IE-B, homologue à la glycoprotéine IE du CMVH UL37/EX3

U19 b IE-B UL38

U20-U23 g Glycoprotéines

U25 Gène de la famille US22 du CMVH UL43

U27 b Facteur de processivité de l’ADN UL44

U28 Grande sous-unité de la ribonucléotide réductase UL45

U29 g Protéine mineure de capside UL46

U30 g Assemblage capside et maturation de l’ADN UL47

U31 g Protéine large du tégument UL48

U33 Protéine de capside UL49

U34 Phosphoprotéine associée à l’enveloppe UL50

U35/U36 Enzymes d’empaquetage d l’ADN UL51/UL52

U37 Phosphoprotéine putatative UL53

U38 b ADN polymérase UL54

U39 g Glycoprotéine gB UL55

U40 Transport/assemblage de la capside UL56

U41 b Protéine majeure de liaison à l’ADN UL57

U42 b Transactivateur conservé chez les herpesvirus UL69

U43 Complexe hélicase/primare UL70

U46 g Protéine d’enveloppe UL73

U47 g Glycoprotéine O (gO) UL74

U48 g Glycoprotéine H (gH) UL75

U49 g Protéine de fusion UL76

U50 g Enzyme d’empaquetage d l’ADN UL77

U51 b Recepteur couplé aux protéines G UL78

U53 g Protéase UL80

U54 g Transactivateur protéine du tégument UL82/UL83

U56 g Protéines de capside UL85

U57 g Protéine majeure de la capside UL86

U64 Enzyme d’empaquetage d l’ADN UL93
U65 g Protéines du tégument UL94

U66 Terminase UL89

U69 b Phosphotransférase/ kinase du GCV UL97

U70 b Alcaline exonucléase (Exo) UL98

U71 Protéine du virion

U72 g Glycoprotéine M (gM) UL100

U73 a ou b Origin binding protein (OBP)

U74 b Complexe protéique hélicase-primase UL102

U76 Enzyme d’empaquetage d l’ADN, UL104

U77 Complexe hélicase/primare UL105

U79 b Réplication de l’ADN UL112/UL113

U81 b Uracyl-ADN glycosylase UL114

U82 g Glycoprotéine L UL115

U83 Analogue de chimiokine

U85 a Glycoprotéine

U86-U90 a Transactivateur locus IE-A UL122

U91 a ou b Transactivateur locus IE-A

U94 a Homologue rep du parvovirus/transactivateur

U95 a Gène de la famille US22 du CMVH

U97-U100 g Complexe glycoprotéique gp 82-105

Tableau 2.Principaux gènes des variants HHV-6A et HHV-6B, leurs produits et leurs homologues sur le 

génome du CMVH(d’après Isegawa et al., 1999 et Dominguez et al., 1999). 
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2.2.2. Variabilité inter-espèces 

Les souches d’HHV-6 sont classées, depuis 2011, en deux espèces, HHV-6A et HHV-6B, 

sur la base de données épidémiologiques, biologiques,immunologiques et moléculaires 

(Ablashi et al., 2014). Les deux espèces présentent des profils de restriction enzymatique 

différents(Ablashi et al., 1991; Aubin et al., 1991; Schirmer et al., 1991).L’identité de 

séquence nucléotidique entre les génomes des deux espèces est globalement de 90%.  

Les régions les plus conservées du génome, de la région centrale jusqu’à l’extrémité du 

génome, montrent de 95 à 98% d’identité. Cette identité diminue jusqu’à 31% pour les gènes 

très précoces (U86 à U95, sauf U94), au niveau nucléotidique (Dominguez et al., 1999; 

Isegawa et al., 1999). Le degré élevé de divergencedes séquences retrouvé au niveau de la 

région très précoce IE (63% d’homologie de séquence) suggère que cette région puisse être 

responsable de certaines différences biologiques entre les deux espèces (Dominguez et al., 

1999).  

Un autre déterminant de la différence phénotypique entre les espècesHHV-6A et HHV-6B 

est la région U97-U100, qui code pour le complexe de glycoprotéines d'enveloppe gp82-

gp105. L’identité de séquence de cette région entre les deux espèces est de seulement 72.1%. 

Un exon de ce gène, désigné HN3, est trouvé seulement chez HHV-6B (Isegawa et al., 1999). 

Les transcrits épissés sont traduits en protéines différentes, contenant des épitopes de 

neutralisation spécifiques de chacune des espèces (Pfeiffer et al., 1993, 1995).La divergence 

dans cette région pourrait contribuer aux différences de tropisme cellulaire entre les deux 

espèces d’HHV-6. En effet, le produit du gène U100 80-kDa (protéine gQ), de l’HHV-6Ase 

lie au récepteur CD46(Mori, 2009) tandis que celui del’HHV-6B se lie au récepteur CD134 

(Tang et al., 2013).  

D'autres régions divergentes sont LT1, DR2, DR7, DR8, LJ1, RJ1, U1 et U47 (Isegawa et 

al., 1999). À part la protéine codée par DR7 (pDR7), on ne connaît pas encore les fonctions 

biologiques des autres protéines. Cependant, il est plausible que la haute divergence dans la 

séquence d’aminoacides explique des différences biologiques et pathogènes entre les deux 

espèces HHV-6A et HHV-6B(De Bolle et al., 2005). 

L’analyse des polymorphismes de séquences dans lesgènes gB et gH du HHV-6, permet 

de distinguer chacune des espèces par la mise en évidence de signatures génétiques 

spécifiques à l’HHV-6B non retrouvées pour l’HHV-6A(Achour et al., 2008).  
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Enfin, l'analyse des séquences U83 a montré une divergence d'environ 15% entre les 

espèces d’HHV-6(Sjahril et al., 2009). Le gène U83 est unique pour l’HHV-6 et code pour 

une chimiokine qui active des voies de signalisation intracellulaire en se liant à plusieurs 

récepteurs de chimiokines. Ces divergences pourraient conduire à des différences biologiques 

pertinentes:pU83 de l’HHV-6B semble se lier uniquement à CCR2(Lüttichau et al., 2003), 

alors que pU83 de l’HHV-6A se lie avec une haute affinité à CCR1, CCR4, CCR5, CCR6 et 

CCR8 et active les voies de signalisation correspondantes (Catusse et al., 2009; Dewin et al., 

2006). 

2.2.3. Variabilité intra-espèce 

Au sein de chaque espèce, il existe un certain degré d'hétérogénéité entre les différents 

isolats d’HHV-6, variable en fonction du gène ou de la région étudiés. Le plus haut degré de 

variabilité inter-souche d’HHV-6B se situe à l’extrémité gauche des deux régions DR(De 

Bolle et al., 2005). 

Bien que la région IE-A montre un haut niveau de variation de séquence entre les deux 

espèces d’HHV-6, elle est fortement conservée parmi les isolats d’HHV-6B obtenus à partir 

d’échantillons cliniques ou après passages in vitro. Il faut noter que la variabilité des 

séquences IE-A d’HHV-6B permet de définir deux sous-groupes distincts, représentés par les 

souches de référence Z29 et HST (Stanton et al., 2003).  

Cependant,la congruence dessous-groupesn'est pas parfaite, par exemple deux souches 

Z29 et HST sont dans le même sous-groupe lorsque la séquencegHest analysée, mais dans 

dessous-groupes différentslorsque la séquence degBest considérée (Achour et al., 2008). 

L’étude du polymorphisme du gène gB a permis de mettre en évidence des recombinaisons 

génétiques entre isolats d’HHV-6B, suggérant que ce phénomène pourrait contribuer àla 

diversité génétique intra-espèces(Agut et al., 2015). 

Un point particulier de divergence concerne le nombre de TRS dans la région DR, et est 

indépendant de la classification en espèces : il varie considérablement en fonction des souches 

étudiées mais reste stable pour un isolat donné, même après plusieurs passages en culture 

cellulaire ; cette empreinte peut être utilisée pour suivre une souche spécifiquement au cours 

d’une infection (Achour et al., 2009). 
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2.3. Capside, tégument et enveloppe 

La structure de la capside de l’HHV-6, de nature protéique, est commune à tous les 

herpesvirus. Elle a une forme régulière, globalement sphérique, et possède une symétrie 

icosaédrique. Elle est composée de 162 capsomères, 150 hexons et 12 pentons, et son 

diamètre mesure entre 90 et 100 nm. La protéine majeure de capside MCP (major capsid 

protein), codée par l’ORF U57, forme les unités de structure de la capside qui se groupent en 

capsomères formés de 5 ou 6 unités. La capside comprend également la protéine mineure de 

capside mCP (minor capsid protein), codée par  U29, qui permet l’ancrage de l’ADN 

génomique, une protéase virale et des protéines d’échafaudage (scaffold proteins)(Brown & 

Newcomb, 2011). 

Le tégument, ou matrice, est une structure fibrillaire située entre la capside et l’enveloppe. 

Il est souvent réparti de manière asymétrique autour de la capside et sa taille peut varier en 

fonction de la localisation des virus dans la cellule hôte(Torrisi et al., 1999). Il est composé de 

plusieurs protéines généralement phosphorylées et très immunogènes, comme la 

phosphoprotéine codée par le gène U11 (p100K pour l’HHV-6A et p101K pour l’HHV-6B) 

(Neipel et al., 1992). 

L’enveloppe virale, élément indispensable à l’infectiosité des herpesvirus et responsable 

de leur fragilité, est une bicouche lipidique dérivée de la membrane cellulaire. Elle présente 

un aspect tri-lamellaire typique et est hérissée de spicules de petite taille,formées par 

l’assemblage en nombre variable de glycoprotéines virales. Le génome de l’HHV-6 code  

plusieurs glycoprotéines : gB (U39), gO (U47), gH (U48), gM (U72), gL (U82) et gQ (U97-

U100), glycoprotéine unique au genre Roseolovirus. Ces glycoprotéines vont pouvoir 

s’assembler entre elles pour former des complexes tri- ou tétramériques qui vont aller 

interagir avec les récepteurs cellulaires (voir paragraphe2.4.1). Elles sont indispensables au 

bon déroulement de l’infection virale : elles interviennent dans les étapes de fixation 

membranaire, de pénétration du virion dans les cellules, dans la transmission de cellule à 

cellule, dans la fusion des cellules infectées et participent au processus d’enveloppement et de 

maturation des particules virales nouvellement formées(Mori, 2009) 

 

La structure de la particule virale est illustrée Figure 2. 



Rappels bibliographiques 

25 

 

2.4. Cycle de multiplication de l’HHV-6 

Les interactions de l’HHV-6 avec sa cellule hôte suivent le schéma classique des 

Herpesviridae, avec l’expression séquentielle et ordonnée, dans les cellules permissives, de 

trois groupes principaux de gènes : gènes très précoces ou IE (immediate early), gènes 

précoces ou E (early) et gènes tardifs ou L (late). Schématiquement, l’expression des gènes E 

est régulée par des produits des gènes IE, et conduit à la production de protéines impliquées 

dans le métabolisme et la réplication de l’ADN viral. Les derniers gènes exprimés sont les 

gènes L, qui codent pour les protéines et les glycoprotéines structurales. Ce cycle lytique 

aboutit à la production de nouveaux virions en 72h. Dans certains types cellulaires, le virus 

entre en état de latence. Les différentes étapes du cycle de multiplication d’HHV-6 sont 

illustrées par la Figure 5. 

2.4.1. Entrée d’HHV-6 dans les cellules cibles 

Récepteurs cellulaire et ligands d’HHV-6 

La pénétration d’un virus dans une cellule cible est conditionnée par l’existence de 

récepteur(s) spécifique(s) à la surface cellulaire. Jusqu’en 2013, le seul récepteur connu pour 

les deux espèces d’HHV-6 était le CD46 (ou MCP pour Membrane Cofactor Protein), 

protéine présente à la surface de toutes les cellules nucléées et impliquée dans la régulation du 

complément (Santoro et al., 1999). Néanmoins, l’existence d’un autre récepteur, ou d’un co-

récepteur, a été rapidement envisagée dans la mesure où certaines lignées cellulaires 

exprimant le CD46 n’étaient pas permissives à l’infection par l’HHV-6 (Santoro et al., 1999). 

De plus, il a par la suite été montré que le complexe gH/gL/gQ1/gQ2 de l’HHV-6A se liait au 

CD46, alors que celui de l’HHV-6B n’interagissait pas avec cette molécule (Akkapaiboon et 

al., 2004; Mori et al., 2003, 2004) et que l’utilisation d’anticorps anti-CD46 permettait 

d’inhiber l’infection par l’HHV-6A mais pas par l’HHV-6B (Mori, 2009). Un autre argument 

en faveur de l’existence, d’au moins un autre récepteur, était que le complexe 

gH/gL/gQ1/gQ2 de la souche d’HHV-6BHST, ne constituait pas un ligand pour le CD46 

(Mori et al., 2004), alors que celui des souches PL-1 et Z29 se liait à ce récepteur (Pedersen et 

al., 2006; Santoro et al., 1999). Cecifaisant suggérer que certaines souches au sein d’une 

même espèce pourraient utiliser des récepteurs différents. Il est intéressant de rappeler ici, que 

les gènes U97-U100 qui codent pour la glycoprotéine gQ, unique au genre Roseolovirus, 

présentent seulement 72.1% d’identité de séquences entre les 2 espèces. L’existence d’une 

telle variabilité génétique au niveau de gènes impliqués dans l’interaction 



Rappels bibliographiques 

26 

 

virus/celluleconcourt à expliquer,au moins en partie,les différences de tropisme observées 

entre les deux espèces et entre les souches (voir paragraphe 2.5). C’est ainsi qu’en 2013, 

l’équipe de Mori, a pu identifier un nouveau récepteur pour l’HHV-6B(Tang et al., 2013) : la 

molécule CD134 (ou OX-40), qui fait partie de la superfamille des récepteurs du TNF  (tumor 

necrosis factor) et qui est exprimée à la surface des lymphocytes T activés(Ishii et al., 2010). 

Dans cette étude, ils ont montré d’une partque l’expression du CD134 à la surface cellulaire 

était nécessaire pour permettre l’infectionpar différentes souches d’HHV-6B (HST , Z29, 

KYO) mais ne permettait pas l’infection par l’HHV-6A (souche U1102) ; d’autre part que le 

ligand viral de ce récepteur (dont l’expression est diminuée au cours de l’infection) était le 

complexe tétramérique gH/gL/gQ1/gQ2, et que gQ1 et gQ2étaient essentielles pour la liaison 

au CD134(Tang et al., 2013). 

Par ailleurs, un autre complexe glycoprotéique, le complexe trimérique gH/gL/gO a été 

mis en évidence chez les deux espèces d’HHV-6(Mori et al., 2004).Le gène gO est un gène 

commun aux β-herpesvirinae, et pour le CMVH, il a été montré que ce complexe gH/gL/gO 

était nécessaire pour l’entrée du virus dans les fibroblastes humains. Cependant, il ne semble 

pas constituer un ligand du CD46 ni pour HHV-6A ni pour HHV6B et son rôle précis reste 

encore à caractériser. Là encore, il est intéressant de noter que l’alignement des séquences des 

produits des gènes gO montre une homologie de séquence en acides aminés de seulement 

76.8% entre les deux espèces, cette divergence pourrait constituer un élément d’explication 

aux différences de tropisme observée entre les deux espèces(Maeki & Mori, 2012). 

 

 

Figure 4. Interactions entre les complexes glycoprotéiques d’HHV-6 et ses récepteurs cellulaires 

(Mori, 2009). 
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Fusion de l’enveloppe virale 

Pour l’HHV-6A il a été montré que la glycoprotéine gH se lie aux domaines SCR (Short 

Consensus Repeat) 2, 3 et 4 de la molécule CD46 et que cetteinteraction était nécessaire à 

l’étape de fusion entre l’enveloppe virale et la membrane cellulaire (Mori et al., 2002). Cette 

même étude a également mis en évidence une implication de la glycoprotéine gB dans l’étape 

de fusion membranaire (Mori et al., 2002). Cependant les fonctions et les mécanismes précis 

mis en jeu ne sont pas encore clairement établis. 

Par ailleurs, il a été démontré toujours par cette équipe japonaise, que la réoragnisation de 

la membrane cellulaire en microdomaines lipidiques (« lipid raft »), consécutive à l’infection 

par l’HHV-6A, était une étape préalable indispensable à l’entrée du virus dans les cellules 

(Tang et al., 2008). 

Nous pouvons noter ici que l’existence d’un mécanisme d’entrée par endocytose a été 

évoquée par Cirone et al.(Cirone et al., 1992)pour l’HHV-6A, mais ce mode d’entrée n’a plus 

été rapporté par la suite. 

Décapsidation 

La nucléocapside est ensuite transportée à travers le cytoplasme vers les pores nucléaires, 

probablement via le réseau de microtubules. Le génome d'ADN viral pénètre alors dans le 

nucléoplasme où il se circularise pour former un épisome. La nucléocapside est alors 

dégradée par les enzymes lysosomales(Agut et al., 2015; De Bolle et al., 2005). 

2.4.2. Réplication du génome viral 

Quand l’ADN pénètre le nucléoplasme, les gènes viraux vont être exprimés de manière 

séquentielle, en commençant par les gènes de la région IE-A, qui est constituée de deux locus 

IE-1 et IE-2. Ces gènes vont être transcrits par la machinerie cellulaire en l’absence de 

synthèse protéique virale de novo, et cette étape sera suivie par l’expression des gènes E puis 

L. La réplication du génome survient après la synthèse des protéines E, qui conduit à la 

production d’enzymes virales impliquées dans le métabolisme des nucléotides et la synthèse 

de l’ADN(Figure 5).  

L’étape de réplication virale est indépendante de la réplication de l’ADN cellulaire et 

exige sept facteurs viraux. D’abord, une protéine se liant à l’origine de réplication lytique 

(codée par le gène U73), qui est absente chez le CMVH et chez les γ-Herpesvirinae, se lie à 

l’origine de réplication lytique (ori-lyt)et dénature une partie du génome circularisé. Cette 
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conformation est maintenue par le complexe hélicase-primase, formé par les produits des 

gènes U43, U74, et U77. L’ADN simple brin est ensuite stabilisé par la protéine majeure de 

liaison à l’ADN, MDBP (Major DNA Binding Protein, codée par U41)tandis que l’élongation 

du brin complémentaire est assurée par l’ADN polymérase (pU38), associée au facteur de 

processivité, ou protéine accessoire (pU27). Quatre autres protéines produites par épissage 

alternatif des gènes U79-U80 pourraient également être impliquées dans la réplication de 

l’ADN mais leur rôle reste à définir (De Bolle et al., 2005).  

Quand le nouveau brin d’ADN se développe, la structure circulaire de réplication est 

entaillée pour former un cercle roulant intermédiaire. 

2.4.3. Morphogénèse et excrétion des particules virales 

 La réplication aboutit à la formation de longs concatémères d’ADN qui sont ensuite clivés 

et encapsidés grâce aux signaux spécifiques pac-1 et pac-2. Il est intéressant de noter que 

l'ori-lyt et les séquences pac sont différents entre les deux espèces d’HHV-6(De Bolle et al., 

2005). 

 Le génome d’HHV-6 code pour une protéase, pU53 qui semble jouer un rôle dans la 

maturation des protéines de capside (Tigue et al., 1996). Suite à leur assemblage dans le 

noyau, les nucléocapsides ensortent, acquièrentune enveloppe temporaire, dépourvue de 

glycoprotéines virales,au niveau de la membrane interne de l’espace périnucléaire puis sont 

dé-enveloppées par fusion au niveau de la membrane externe de cet espace pour être libérées 

dans le cytoplasme(Maeki & Mori, 2012)où elles s’entourent alors d’un tégument riche en 

phosphoprotéines virales. L’acquisition de l’enveloppe définitive comportant les 

glycoprotéines virales a lieu au niveau de l’appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique 

(Figure 5). 

Les virions matures néoformés sont ensuite libérés à l’extérieur de la cellule infectée par 

exocytose. Le cycle de multiplication complet dure au moins 3 jours, il a un impact sur les 

fonctions de la cellule-hôte et sa morphologie. Les cellules infectées engagées dans le 

processus de production virale finissent par mourir d’apoptose ou de nécrose (Agut et al., 

2015). 
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Figure 5. Représentation schématique du cycle de réplication de l’HHV-6 (d’après De Bolle et 

al., 2005). 

2.5. Tropismes cellulaire, tissulaireet spécificité d’hôte de l’HHV-6 

Bien que l’HHV-6 soit capable d’infecter un large panel de cellules humaines in vitro, il 

est avant tout un virus lymphotrope et les lymphocytes T CD4+ activés constituent le système 

cellulaire le plus permissif à l’infection par les deux espèces d’HHV-6(Lusso et al., 1988; 

Takahashi et al., 1989). Le récepteur, ou tout du moins une partie de celui-ci, utilisé par le 

virus pour s’ancrer à sa cellule cible diffère en fonction de l’espèce étudiée. En effet, comme 

dit précédemment, l’HHV-6A utilise comme récepteur la molécule CD46, présenteà la surface 

de toutes les cellules nucléées de l’organisme alors que l’HHV-6B se lie au CD134, molécule 

exprimée uniquement par les lymphocytes T activés(Santoro et al., 1999; Tang et al., 2013). 

Le CD46 constitue un récepteur pour d’autres pathogènes humains tels que la souche 

vaccinale du virus de la rougeole ou bien encore Neisseria gonorrhoeae, ce qui lui avalu son 
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nom « d’aimant à pathogènes » (Cattaneo, 2004). Son caractère ubiquiste est concordant avec 

le fait qu’un grand nombre de types cellulaires soient permissifs à l’infection par HHV-6, et 

notamment par HHV-6A. Des expériencesin vitro ont ainsi montré que l’HHV-6A est capable 

d’infecter les lymphocytes T CD8+ (Grivel et al., 2003), les cellules NK (Natural 

Killer)(Lusso et al., 1993), les lymphocytes T γδ (Lusso et al., 1995) et les cellules 

mésothéliales (Caselli et al., 2015). L’HHV-6 peut également se répliquer, à des niveaux 

variables, dans des cellules dendritiques (Asada et al., 1999), des fibroblastes humains(Luka 

et al., 1990), des cellules épithéliales(Chen et al., 1994), des cellules endothéliales(Caruso et 

al., 2002), des cellules du foie(Cermelli et al., 1996), des astrocytes(He et al., 1996), des 

oligodendrocytes et des cellules microgliales(Albright et al., 1998).L’HHV-6A possède en 

général la capacité d’infecter un plus grand nombre de types cellulaires que l’HHV-6B, ceci 

constitue une caractéristique phénotypique permettant de distinguer les deux espèces entre 

elles (Agut et al., 2015). 

Des essais de propagation de différentes souches des deux espèces d’HHV-6 dans des 

cultures de lignées lymphocytaires humaines pré-T ou T telles que MT4, HSB-2, Molt-3, J-

Jhan ou encore SupT1 ont été réalisés. Cependant, l’efficacité d’adaptation sur lignée et le 

niveau de réplication varient considérablement selon les isolats.Ainsi, concernant l’HHV-6A, 

la souche GS est le plus souvent cultivée sur la lignée HSB2, alors que la souche U1102 l'est 

sur les cellules J Jhan. Pour l’HHV-6B, la souche Z29 a été adaptée à la culture sur lignée 

Molt 3, alors que la souche HST est quant à elle cultivée sur la lignée MT4(Dagna et al., 

2006). La réplication d’HHV-6 dans les lymphocytes conduit à l’apparition, au bout d’une 

semaine environ, d’un ECP sous la forme de cellules ballonnisées et réfringentes(Figure 6). 

 

Figure 6. ECPde l'HHV6 sur cellules mononucléées sanguinespériphériques (12b) (x100).(Cliché, 

Laboratoire de Virologie, CHU Nantes) 
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L’existence d’une telle divergence de tropisme entre HHV-6A et HHV-6B et entre les 

souches d’une même espèce, ne permet pas de recommander l’utilisation de lignées 

lymphocytaires telles que celles précédemment citées pour l’isolement du virus en culture 

primaire. L’utilisation de co-cultures avec des cellules primaires hautement permissives telles 

que des PBMCs ou des cellules mononucléées de sang placentaire (CBMC pour cord blood 

mononuclear cells) est donc nécessaire. 

Comme pour le CMVH, la capacité d’HHV-6 à infecter différents tissus humains in vivo,  

est plus large que ce que les expériences in vitro laissaient envisager.L’HHV-6 a en effet été 

retrouvé dans différents organes et tissus comme le cerveau(Donati et al., 2003), les 

amygdales (Roush et al., 2001), les glandes salivaires (Fox et al., 1990),les reins (Okuno et 

al., 1990), le foie (Ishikawa et al., 2002), les cellules endothéliales (Caruso et al., 2002) ainsi 

que dans les monocytes-macrophages (Kondo et al., 1991). Ce dernier type cellulaire 

constitue un des sites de latence de l’HHV-6. Deux autres types cellulaires sont reconnus 

comme étant des sites de latence : les progéniteurs hématopoïétiques médullaires (Andre-

Garnier et al., 2004; Gautheret-Dejean et al., 2000; Luppi et al., 1999) et les cellulesdu 

système nerveux central (Luppi et al., 1994a, 1995).  

Bien que l’infection par l’HHV-6 soit naturellement restreinte aux cellules et tissus 

humains, des études ont montré qu’il était possible d’infecter de manière expérimentale des 

cellules simiennes (Lusso et al., 1994) et différentes espèces de singes et de macaques 

(Reynaud & Horvat, 2013), cependant l’utilisation de tels modèles animaux,rarement 

disponibles,est limitée. Plus récemment, un modèle de souris transgénique exprimant le CD46 

a été développé par une équipe lyonnaise et a permis de démontrer la mise en place d’une 

réponse inflammatoire chez les animaux infectés et que l’HHV-6A était capable de persister 

dans le cerveau des souris pendant des mois, suite à l’infection (Reynaud et al., 2014). Le 

développement de ce dernier modèle constitue un outil intéressant pour étudier les 

interactions virus-hôte et la physiopathologie de l’infection par l’HHV-6. Enfin, l’infection 

d’une espèce de petit singe, le ouistiti à toupets blancs (Callithrix jacchus) par les deux 

espèces d’HHV-6 a permis de montrer que les animaux présentaient des troubles 

neurologiques suite à l’infection par l’HHV-6A, alors que l’infection par l’HHV-6B était 

asymptomatique(Leibovitch et al., 2013).Ces résultats renforcent l’hypothèse d’un 

neurotropisme plus important pour l’HHV-6A que pour l’HHV-6B(De Bolle et al., 2005; 

Mori, 2009). Le ouistiti à toupets blancs semble ainsi être le modèle approprié pour étudier les 

maladies neurologiques associées à l’HHV-6A(Cermelli & Jacobson, 2000; Challoner et al., 
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1995; Yao et al., 2010), pourcomprendre les mécanismes mis en jeu et ainsi apporter des 

preuves, notammentde l’implication de l’HHV-6 dans le développement de la sclérose en 

plaque (SEP)(Reynaud & Horvat, 2013).   

2.6. Latence et réactivation 

Après la survenue de la primo-infection, comme les autres herpesvirus humains, l’HHV-6 

va pouvoir entrer dans un état de latence et ainsi persisterà vie à dans l’organisme infecté. Par 

la suite, sous l’action de stimuli cellulaire et/ou viraux ou lors d’une immunosuppression, le 

virusva être capable de se réactiver, c'est-à-dire de reprendre un cycle de réplication complet 

aboutissant à la production de particules virales détectablesaprès une phase apparente 

d’inactivité virale.  

La persistance de l’HHV-6 est liée à la fois à un état de latence sans production de 

particules virales, et à des phénomènes de réplication à bas bruit dans certains compartiments 

de l’organisme. Ainsi, les glandes salivaires et le tissu cérébral semblent être le siège d’une 

réplication chronique à bas bruit(Chan et al., 2001; Donati et al., 2003; Fox et al., 1990; 

Jarrett et al., 1990)alors que les monocytes et les progéniteurs hématopoïétiques sont 

caractérisés comme étant des sites de latence(Andre-Garnier et al., 2004; Kondo et al., 1991).  

Pour les autres herpesvirus, tel que l’herpès simplex virus (HSV), le génome latent prend 

la forme d’un épisome circulaire clos de manière covalente associé à des protéines cellulaires 

nucléaires. L’existence de cette forme épisomale n’a pas été formellement démontrée pour 

l’HHV-6, bien qu’une forme équivalente ait été mise en évidence après infection in vitro de 

lignées cellulaires dérivées d’un cancer du col utérin(Agut et al., 2015). 

Le gène U94 codé par les deux espèces d’HHV-6 est fortement exprimé pendant 

l’infection latente, et semble jouer un rôle majeur dans l’établissement et le maintien de cet 

état. Il est transcrit à la phase très précoce du cycle et joue un rôle dans la réplication de 

l’ADN viral et la régulation de l’expression des gènes. Il a été montré que l’acide 

ribonucléique (ARN) messager de U94 était le seul transcrit détecté dans les PBMCs de 

patients sains et que l’expression de U94 dans des lymphocytes sensibles à l’infection par 

HHV-6 limitait le niveau de réplication, suggérant ainsi, un rôle de U94 dans le maintien de la 

latence virale (Rapp et al., 2000; Rotola et al., 1998). Par ailleurs, pU94 agit en tant que 

transactivateur en se liant, dans le noyau cellulaire, au facteur de transcription fixé sur la boîte 

TATA (Mori et al., 2000) et est capable de lier l’ADN simple brin (Dhepakson et al., 2002). 



Rappels bibliographiques 

33 

 

Enfin, pU94 est capable d’activer le promoteur LTR du HIV-1 dans des cultures de 

fibroblastes et d’inhiber la transformation cellulaire induite par le protéine oncogénique 

humaine H-ras (De Bolle et al., 2005). 

D’autres transcrits associés à la latence (ou LTs pour latency-associated transcripts) codés 

par la région IE-A ont également été décrits par Kondo et al.(Kondo et al., 2002a). Ils 

contiennent des ORFs communs aux transcrits IE1 et IE2 de la phase productive. Cependant, 

la transcription des LTs a lieu à partir de codons d’initiation différents, et la structure de leur 

région non-codante en 5’ est différente de celle des transcrits de la phase lytique(De Bolle et 

al., 2005). L'expression abondante de ces LTs d’HHV-6 a été observée juste avant le début de 

la réactivation virale, qui a été évaluée par la présence d'IE1 et IE2. Ceci a été observé  chez 

des patients après l’instauration d’une thérapie immunosuppressive, et aussi in vitro, après la 

stimulation par le phorbol decultures hébergeant un HHV-6 latent. Ainsi, l’accumulation des 

LTs, sous la dépendance probable de stimuli cellulaires et/ou viraux, pourrait agir comme 

signal positif en induisant la transcription d'IE1 et d’IE2 de la phase productive, et ainsi 

permettre la réactivation virale et la reprise d’un cycle lytique (Kondo et al., 2003). 

2.7. Intégration chromosomique de l’HHV-6 

Parmi les huit herpèsvirus humains qui infectent l’homme, l’HHV-6 se distingue par sa 

capacité à persister sous une forme tout à fait originale. Il possède, en effet, une capacité 

unique à intégrer son génome à celui de la cellule. Cette forme particulière est dénommée 

ciHHV-6 (chromosome integrated-HHV-6). Les premières observations sur le ciHHV-6 on 

été publiées au début des années 1990 par l’équipe du docteur Luppi. Ces derniers ont 

démontré la présence du génome (complet et/ou partiel) de l’HHV-6 dans l’ADN de 

monocytes fraîchement isolés de sang périphérique de patients leucémiques(Luppi et al., 

1993, 1994b; Torelli et al., 1995). Différents travaux ont permis d’estimer la prévalence du 

ciHHV-6 à environ 1% dans la population mondiale et de montrer que les deux espèces 

d’HHV-6 sont capables de s’intégrer (Morissette & Flamand, 2010; Pellett et al., 2012). Chez 

un individu porteur d’un ciHHV-6 le génome viral est présent dans toutes les cellules 

nucléées du corps, des follicules pilleux jusqu’au kératinocytes (Ward et al., 2006). 

Les séquences hexanucléotidiques (GGGTTA) répétées dans les régions DR du génome 

viral, similaires aux séquences répétées télomériques humaines, pourraient jouer un rôle dans 

cette intégration. Il est probable que l’intégration chromosomique de l’HHV-6 se fasse par 
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recombinaison homologues entre les TRS du génome viral et les TRS présentes sur les 

chromosomes humains(Morissette & Flamand, 2010). Cette hypothèse est soutenue par le fait 

que tous les sites d’intégration rapportés se trouvent dans les régions télomériques des 

chromosomes(Arbuckle & Medveczky, 2011) (Figure 7). 

 

 

Figure 7. Hybridation in situ en fluorescence sur des PMBC provenant d’un patient avec un 

HHV-6 intégré dans les télomères du chromosome 22. Les chromosomes en métaphase sont 

marqués avec du DAPI (bleu), une sonde spécifique des télomères marquée au cy5-PNA (rouge), et 

une sonde spécifique de l’HHV-6 conjuguée au FITC (vert)(Arbuckle & Medveczky, 2011). 

 

L’unique présence des séquences TRS semble insuffisante pour que l’intégration ait lieu, 

puisqu’aucun cas d’intégration par l’HHV-7, virus proche de l’HHV-6 qui possède également 

ces séquences GGGTTA répétées, n’a été observé (Hall et al., 2004). Il est donc probable 

qu’un autre élément unique à HHV-6, soit déterminant pour l’intégration. Or, l’HHV-6 

possède une protéine qui lui est propre et qui est codée par l’ORF U94. Cette protéine partage 

des homologies de séquences avec la protéine REP68/78 du parvovirus AAV-2 (Adeno-

Associated Virus) humain (Thomson et al., 1991). La protéine REP68/78 d’AAV-2 est une 

protéine non structurale qui est essentielle  pour l’intégration du virus dans le chromosome 19 

humain (Linden et al., 1996). La protéine REP68/78 possède au moins trois activités 

importantes pour l’intégration: une capacité à lier l’ADN, une activité endonucléase et une 

activité hélicase-ATPase. Différentes études antérieures avaient suggéré que la protéine U94 

était capable d’exercer ces 3 fonctions (Dhepakson et al., 2002; Morissette & Flamand, 2010; 

Thomson et al., 1994). L’étude récemment publiée par l’équipe du Dr Flamand vient 

d’apporter une preuve pertinente en faveur de cette hypothèse, en démontrant que U94 est 

capable de se lier préférentiellement à l’ADN télomérique, d’hydrolyser l’ATP (adénosine 

triphosphate) et d’exercer une activité exonucléase/hélicase, confirmant ainsi que cette 

protéine, unique à l’HHV-6, possède toutes les fonctions essentielles à l'intégration 

chromosomique (Trempe et al., 2015) 
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Figure 8. Modèle hypothétique du mécanisme d’intégration du génome de l’HHV-6 dans les 

régions télomériques des chromosomes humains avec la contribution probable de la protéine 

U94 dans les évènements de recombinaison (Morissette & Flamand, 2010). 

 

Il est important de distinguer le concept de transmission verticale (via l’hérédité) de 

l'intégration chromosomique du virus après une infection à HHV-6. Dans la littérature, il est 

clair que la transmission du ciHHV-6 des parents aux enfants est possible, puisque les sites 

d’intégration sont identiques entre les membres d’une même famille (Arbuckle et al., 2010; 

Mori et al., 2009).L’évènement premier de cette intégration reste obscur. Puisque le ciHHV-6 

se transmet des parents aux enfants, on peut penser que le virus est capable d’infecter et 

d’intégrer les cellules germinales, expliquant l’existence de gamètes contenant du ci-HHV-6. 

Le ciHHV-6 pourrait également provenir d’une infection et d’une intégration directe du virus 

dans un spermatozoïde ou un ovule durant la gamétogénèse(Godet et al., 2015). De plus 

amples travaux sont nécessaires pour mieux comprendre ce phénomène. 

Pour certains auteurs, l'intégration d’HHV-6 dans le chromosome ne serait pas une simple 

erreur sporadique pour le virus, mais plutôt un moyen délibéré de latence virale non 

conventionnelle (Arbuckle et al., 2010; Daibata et al., 1999). L’idée que le ciHHV-6 puisse se 

réactiver et causer des infections secondaires est encore très controversée.  Plusieursétudes 

récemment publiées ont montré que la production de transcrits viraux, de protéines et même 

de particules virales transmissibles était détectable suggérant quece phénomène de 

réactivation estpossible(Arbuckle et al., 2010; Endo et al., 2014; Gravel et al., 2013; Hall et 

al., 2004).  
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Les conséquences de la présence du ciHHV-6 pour l’hôte demeurent hypothétiques et 

restent à l’heure actuelle basées sur de simples observations cliniques. Toutefois, il est 

facilement concevable qu’une telle insertion (170 kb) codant pour de nombreuses protéines du 

non soi et présente dans toutes les cellules du corps puisse être responsable de nombreuses 

altérations physiologiques (Morissette & Flamand, 2010; Pellett et al., 2012) 

La confusion diagnostique entre une infection active et la présence d’une intégration est 

assurément la première conséquence indirecte mais importante(Boutolleau et al., 2006a). 

Ainsi, une charge virale sanguine élevée (>10
5
-10

6
 copies d’HHV-6/mL) doit faire évoquer en 

premier lieu la présence d’un ciHHV-6, qui peut être confirmée par une simple détection par 

PCR de l’ADN viral dans les follicules pileux(Ward et al., 2006). 

Il est intéressant de noter ici, que plusieurs cas de transmission de ciHHV-6 suite à des 

greffes de CSH et de sang placentaire ont été rapportés dans la littérature (Clark et al., 2006; 

Jeulin et al., 2009; de Pagter et al., 2010). Ce transfert conduit à une augmentation de la 

charge virale qui suit la cinétique de reconstitution hématopoïétique. Le phénomène inverse 

est également observable, puisqu’un patient possédant un ciHHV-6 recevant une greffe de 

CSH d’un donneur sain, verra ses nouveaux leucocytes exempts d’ADN d’HHV-6, 

objectivable au niveau biologique par une diminution progressive de la charge virale lors de la 

prise de greffe. 

3. Epidémiologie 

Les HHV-6A et HHV-6B sont des virus ubiquitaires, largement répandus dans la 

population mondiale. La séroprévalence globale de l’HHV-6 dépasse 95% dans la population 

adulte des pays développés, mais peut varier de manière significative en fonction de la zone 

géographique, de l’âge des sujets et de la sensibilité et spécificité des tests utilisés (De Bolle 

et al., 2005). Aucun test sérologique ne permet de différencier les infections à HHV-6A de 

celles à HHV-6B. 

L’infection à HHV-6 est généralement acquise très tôt au cours de la vie d’un individu, 

entre le 6
ème

 mois et l’âge de 2 ans, suite à la perte des anticorps d’origine maternelle (Hall et 

al., 1994) (Figure 9). L’infection peut survenir encore plus tôt dans la vie : des cas 

d’infections congénitales liées à une transmission intra-utérine ont été rapportés chez environ 

1% des nouveaux-nés, (fréquence équivalente à celle observée pour le CMVH) et des cas de 

transmission périnatales ont également été décrits (Aubin et al., 1992; Caserta et al., 2007; 

Hall et al., 2004; Mendel et al., 1995).Il a été montré que les cas d’infections congénitales 
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étaient majoritairement liés à la transmission d’un ciHHV-6 (Hall et al., 2008). Enfin, des cas 

de primo-infection de survenue plus tardive, à l’âge adulte,sont possibles mais ontrarement 

été observés (Akashi et al., 1993).  

L’HHV-6 est fréquemment détecté dans la salive et dans le tissu de la glande salivaire, 

suggérant que la glande salivaire est un site potentiel pour la persistance d’HHV-6 (voir 

paragraphe 1.2.6) et que la salive est leprincipalvecteur pour la transmission interhumaine du 

virus (Tanaka-Taya et al., 1996).  Il a été observé que l’HHV-6 isolé de la salive était toujours 

l’HHV-6B (Collot et al., 2002), le mode de transmission de l’HHV-6A reste donc à ce jour 

méconnu. 

Une transmission d’HHV-6 par le greffon est également possible au cours des 

transplantations, mais rarement rapportée (Ward et al., 1989).  

Enfin, l’allaitement ne semble pas constituer une voie de transmission de l’HHV-6 

(Kusuhara et al., 1997). 

La distinction entre HHV-6A et HHV-6B sur le plan épidémiologique n’est pas encore 

clairement établie, du fait notamment de l’absence de tests sérologiques permettant les 

distinguer. Mais il est aujourd’hui admis que dans les pays développés la primo-infection à 

HHV-6B survient la première, associée dans un certain nombre de cas à des manifestations 

clinique (voir paragraphe 5.1), alors que l’infection à HHV-6A, asymptomatique, serait 

acquise secondairement, au cours de la vie (Ablashi et al., 2014). Enfin,la détection 

concomitante d’HHV-6A et HHV-6B dans le sang ou certains tissus indique que les deux 

virus sont capables d’infecter de manière chronique un même individu(Boutolleau et al., 

2006b). 

 

Figure 9. Séroprévalence de l’HHV-6 en fonction de l’âge (d’après (Clark et al., 1993) 
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4. Pathogénèse de l’infection humaine 

4.1. Histoire naturelle de l’infection HHV-6 

Comme nous l’avons abordé dans le paragraphe 2.5 « Tropismescellulaire, tissulaire et 

spécificité d’hôte de l’HHV-6 », des modèles animaux ont été développés ces dernières 

années pour étudier les interactions entre l’HHV-6 et son hôte. Cependant la relevance de ces 

modèles peu disponibles, pour étudier la physiopathologie de l’infection HHV-6 reste à 

démontrer(Reynaud & Horvat, 2013). Ainsi, les connaissances dans ce domaineproviennent 

des observations cliniques et biologiques rapportées durant le processus naturel chez 

l’homme(Krueger & Schneider, 2006). 

Après son entrée dans l’organisme par voie orale, l’HHV-6 se réplique dans les glandes 

salivaires et les tissus lymphoïdes (amygdales, ganglions lymphoïdes cervicaux). S’en suit, la 

diffusion systémique de l’infection par voie sanguine comme le montre l’isolement de 

particules virales à partir de PBMCs  au cours de la phase aiguë. Une dissémination du virus 

et des cellules infectées par la voie lymphatique est également possible. Le virus vapouvoir 

ainsi atteindre de nombreux compartiments cellulaires incluant, les lymphocytes T et les 

monocytes dans les organes lymphoïdes, les cellules hépatiques, rénales et épithéliales, les 

précurseurs hématopoïétiques ou encore les cellules gliales du SNC et y établir une infection 

active, abortive ou latente en fonction du niveau de permissivité des cellules infectées(voir 

paragraphe 2.5).Une étude a par ailleurs montré que l’ADN de l’HHV-6 était détectable dans 

des échantillons de muqueuses nasales et que l’HHV-6 était capable de se multiplier in vitro 

dans des cellules gliales olfactives suggérant l’utilisation de la voie olfactive comme porte 

d’entrée dans le SNC (Harberts et al., 2011) 

Au décours de la primo-infection, l’hôte va développer une réponse immunitaire 

spécifique (voir paragraphe 4.2.1) qui va permettre d’endiguer la réplication virale objectivée 

par une diminution de la charge virale qui va finir par atteindre un seuil indétectable par les 

techniques de diagnostic conventionnelles (Agut et al., 2015). 

L’établissement de la latence va avoir lieu, comme dit précédemment, dans différents sites 

de l’organismes et en particulier dans la salive, les monocytes , les cellules endothéliales et les 

progéniteurs hématopoïétiques(Caruso et al., 2002; Fox et al., 1990; Gautheret-Dejean et al., 

2000; Kondo et al., 1991) 
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Les phases de latence seront,au cours de la vie d’un individu, entrecoupées de phases de 

réactivations, au décours desquelles le virus reprend un cycle lytique complet aboutissant à la  

production de nouvelles particules virales infectieuses, qui vont pouvoir diffuser dans tout 

l’organisme et aller se répliquer dans certains tissus cibles. Lorsque ces réactivations 

surviennent chez des sujets immunodéprimés elles pourront être à l’origine de maladies à 

HHV-6 plus ou moins graves en fonction notamment du degré d’immunosuppression (De 

Bolle et al., 2005; Dockrell, 2003) 

Enfin, une réinfection par une souche exogène d’un individu séropositif pour l’HHV-6A 

ou l’HHV-6B, est possible comme le montre la détection concomitante des génomes de deux 

souches distinctes d’une espèce d’HHV-6 chez un même individu (Achour et al., 2009). 

Cependant, les méthodes diagnostiques utilisées en routine ne permettent pas de distinguer 

une réactivation endogène d’une réinfection exogène, la fréquence de ce phénomène, tout 

comme les conséquences physiopathologiques ne sont donc pas encore connues(Agut et al., 

2015). 

4.2. Réponse immunitaire dirigée contre l’HHV-6 

Suite à la primo-infection par HHV-6, la mise en place d’une réponse immunitaire innée 

puis adaptative spécifique, va permettre, comme pour les autres Herpesviridae, de contrôler 

l’infection. Cette immunité ne permet pas d’éviter les réinfections ou les réactivations, mais 

elle permet de contrôler la réplication et la dissémination virale et de limiter la survenue d’une 

maladie à HHV-6. Les caractéristiques des réponses immunitaires vis-à-vis de l’HHV-6A et 

de l’HHV-6B ne sont pas encore complètement élucidées, à cause notamment de la distinction 

récente en deux espèces qui n’était pas prise en compte dans les études antérieures. Des 

investigations supplémentaires seront ainsi nécessaires pour permettre une meilleure 

compréhension de tous les mécanismes mis en jeu(Becerra et al., 2014). 

4.2.1. Réponse innée anti HHV-6  

La première ligne de défense anti HHV-6, si on se réfère à ce qui est décrit pour les autres 

Herpesviridae, repose sur l’action des différents acteurs de la réponse immunitaire innée : 

cellules NK (natural killer), réponse interféron (IFN) induite par l’activation des récepteurs 

de l’immunité innée, activation des cellules dendritiques (DC) et des monocytes-

macrophages. Ces différents éléments ont un rôle important pour le contrôle initial de 

l’infection et la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative (Smith & Khanna, 2013). 
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Le rôle fondamental joué par les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) dans la mise 

en place de la réponse antivirale ainsi que leurs fonctions seront développés dans la partie 

expérimentale n°4 de ce mémoire. L’interaction entre HHV-6 et DC conventionnelles (cDCs : 

conventional dendritic cells)sera abordée dans le paragraphe 4.3. 

Les publications se rapportant à la réponse immunitaire innée anti HHV-6 ne sont pas 

aussi abondantes dans la littérature que celles disponibles pour le CMVH par exemple. Ainsi, 

l’équipe de Flamand et al. a publié deux études qui ont montré que l’infection HHV-6 

induisait une stimulation des effecteurs de l’immunité innée : l’infection de PBMCspar HHV-

6A, induit une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que 

l’interleukine-1β (IL-1β), le TNF-α et interféron alpha (IFN-α) et une activation des cellules 

NK associée à une synthèse d’IL-15(Flamand et al., 1991, 1996). 

4.2.2. Réponse immunitaire adaptative humorale 

Les études sérologiques réalisées chez des patients en primo-infection ont montré que des 

immunoglobulines d’isotype M (IgM) spécifiques apparaissent au cours de la première 

semaine suivant l’infection et peuvent persister jusqu’à un mois post-infection. Les 

immunoglobulines d’isotype G(IgG)sont d’apparition plus tardive mais persistent à vie dans 

l’organisme infecté(Suga et al., 1992). Ces anticorps réagissent avec un large éventail de 

motifs antigéniques viraux(Balachandran et al., 1989), parmi lesquels certains ont été 

identifiés, telle que la protéine majeure de capside U11(Pellett et al., 1993; Yamamoto et al., 

1990), les glycoprotéines gH (U48)(Qian et al., 1993) et gQ (U100)(Pfeiffer et al., 1993), le 

facteur de processivité de la polymérase (U27)(Chang & Balachandran, 1991), la protéine 

U94 (Caselli et al., 2002)ou bien encore la protéine d’ancrage U24(Tejada-Simon et al., 

2003). Certains de ces anticorps ont une activité neutralisante, mais leur rôle dans le contrôle 

de l’infection active n’est pas encore déterminé(Agut et al., 2015; Suga et al., 1992). Les 

protéines identifiées comme cibles de la réponse humorale sont résumées dans la Figure 10. 

4.2.3. Réponse immunitaire adaptative cellulaire T 

La mise en place d’une réponse immunitaire adaptative médiée par les lymphocytes T 

joue un rôle majeur dans le contrôle de l’infection, comme le montrent les cas de réactivations 

associées à des atteintes plus ou moins sévères observées chez les patients ayant un déficit de 

l’immunité cellulaire.  
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La réponse cellulaire T anti-HHV-6 a été étudiée principalement à partir de PBMCs de 

patients sains. Les lymphocytes T spécifiques d’HHV-6, quantifiés via la production d’IFN-γ 

après stimulation antigénique,sont détectés à une faible fréquence et représententmoins de 

0.1% des lymphocytes T circulants(Nastke et al., 2012). Cette fréquence est remarquablement 

plus faible que celle observéepour le CMVH, pour lequel la fraction des lymphocytes T 

spécifiques détectables, à distance de l’infection, représente entre 2 et 6% des lymphocytes T 

totaux (Sylwester et al., 2005). Malgré leur faible représentativité, les cellules T 

spécifiquesmémoires de l’HHV-6répondent à des essais de prolifération cellulaire (Yakushijin 

et al., 1991). La capacité de ces cellules à proliférer en réponse à une stimulation antigénique 

permet de les expendre in vitro pour réaliser des études plus détaillées. Ainsi, il a été observé 

que la population cellulaire recueillie après stimulation de PBMCs de donneurs sains par un 

pool de peptides HHV-6 spécifiques, est composée majoritairement(60%)de lymphocytes 

TCD4+ polyfonctionnels producteurs d’IFN-γ, de TNF-αayant des propriétés cytotoxiques 

(expression des molécules CD107a/b composants de la membrane des granules 

lytiquesexprimées à la surface des cellules après dégranulation)(Gerdemann et al., 2012a; 

Nastke et al., 2012; Yakushijin et al., 1992). La population minoritaire (30%) est constituée 

de lymphocytes T CD8+ polyfonctionnelsIFN-γ+ et TNF-α+(Gerdemann et al., 2012a). Une 

sous-population T CD4+productrice d’IL-10 semble être prédominante (Nastke et al., 2012; 

Wang et al., 2006). Une proportion des cellules T cytotoxiques (CTLs : cytotoxic T 

lymphocytes) expandus in vitro exprime des marqueurs de cellules mémoires : CD62L+ 

(36%), CD27+ (61%) et CD45RO+ (51%), impliquant que ces cellules dérivent d’une 

population de cellules mémoires présentes dans les PBMCs des donneurs. (Gerdemann et al., 

2012a). Enfin, ces CTLs sont capables de produire de l’IL-4 ainsi que de faibles quantités 

d’IL-2après stimulation antigénique(Nastke et al., 2012), ce profil cytokinique est similaire à 

celui rapporté chez des enfant atteints de roséole (Yoshikawa et al., 2011). Ces résultats 

montrent une réponse prédominante des lymphocytes T CD4+ par rapport auxlymphocytes T 

CD8+. Ceci pourrait être du à la technique utilisée pour expendre les CTLs(utilisation de pool 

de peptides) mais ceci est peu probable car d’autres techniques d’expansions (utilisation de 

monocytes infectés) montrent une expansion en faveur des CD4+. Il est en revanche tout à fait 

concevable de penser que la balance en faveur d’une réponse CD4+ puisse être influencée par 

les capacités immunomodulatrices de l’HHV-6 (voir paragraphe 4.3) (Gerdemann et al., 

2012a). 
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La caractérisation des épitopes d’HHV-6 reconnus par les cellules T a fait l’objet d’études 

récemment publiées (Figure 9). Ainsi, Nastke et al., ont identifié 11 épitopes T CD4+dérivés 

de 4 protéines de capsides (la protéine majeure de capside U57, les protéines de tégument 

U11 et U14, et la glycoprotéine U48) et d’une protéine non-structurale (l’ADN polymérase 

U38). Ils ont montré que des lymphocytes T CD4+ expandus avec ces peptidessont capables 

de produire de l’IFN-γ et expriment,à leur surface,des marqueurs associés à un potentiel 

cytotoxique lorsqu’ils sont mis en contact avec des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 

prétraitées par une suspension virale ou un lysat de cellules infectées(Nastke et al., 2012). 

Martin et al, ont mis en évidence une population de lymphocytes TCD8+ HHV-6B 

spécifiques capables de reconnaître des peptides dérivés des protéines de tégument U11 et 

U54. Ils ont montré que les T CD8+ expandus avec ces peptides sont capables de reconnaître 

des cellules infectées par HHV-6B, mais pas par HHV-6A, et ont des fonctions pro-

inflammatoires et cytotoxiques (sécrétion d’IFN-γ, de TNF-α et de granzyme B)(Martin et al., 

2012). L’équipe de Gerdemann et al. a, quant à elle, pu observer une réponse T vis-à-vis 

d’épitopes peptidiques dérivés de la protéine très précoce U90, des protéines de tégument 

U11, U14 et U54, et la protéine de capside myristylée U71. La population T expandue avec 

ces peptides, composée de T CD4+ et de TCD8+ (cf.supra), est capable de produire de 

nombreux effecteurs cytokiniques et de lyseraussi bien des cellules chargées avec ces peptides 

que des cellules infectées par l’HHV-6B(Gerdemann et al., 2012a). Enfin, des épitopesT 

CD8+ de U90 ontrécemment été identifiés par Iampetro et al(Iampietro et al., 2014a).Une 

proportion importante des épitopes caractérisés pour la réponse T sont partagés par HHV-6A 

et HHV-6B, à l’origine d’une réactivité croisée entre les deux virus, ceux-ci ne peuvent donc 

pas être utilisés comme marqueur d’une réponse virus-spécifique(Becerra et al., 2014). 

L’absence de réaction croisée a été rapportée dans une étude utilisant des antigènes de 

capsides pour les tests de lymphoprolifération mais aucun épitope n’a à l’époque été 

caractérisé(Wang et al., 1999a). 

D’autre part, 3 épitopes putatifs ont été définis sur la base de leur réactivité croisée avec 

des antigènes du soi humain(Tableau 3) tel que celui dérivé de la protéine U24 d’HHV-6, qui 

partage des homologies de séquences avec la protéine basique de la myéline (MBP :Major 

Basic Protein), auto-antigène impliqué dans la physiopathologie de la SEP(Tejada-Simon et 

al., 2003). Il faut cependant noter que l’implication d’une réponse T croisée entre U24 

d’HHV-6 et MBP dans la SEP est encore très controversée(Cirone et al., 2002).  
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Au total, à ce jour, 26 épitopes d’HHV-6A et/ou d’HHV-6B sont identifiés et sont 

recensés dans le Tableau 3. L’ensemble des protéines d’HHV-6 ciblées par la réponse 

cellulaire T sont illustrées Figure 10. 

 

 

Figure 10. Cibles de la réponse immunitaire adaptative anti HHV-6(d'après Becerra et al., 

2014).. Les anticorps et la réponse cellulaire T ciblent des composants de la membrane, du tégument 

et de la caspide virale ainsi que des protéines non structurales exprimées dans les cellules infectées. 

Le cliché (à gauche) représente une particule virale purifiée et l’illustration (à droite) indique la 

localisation cellulaire des différents composants au cours du cycle de réplication virale. 

 

 

La caractérisation des réponses T HHV-6A spécifiques et HHV-6B spécifiques se poursuit 

actuellement au sein de plusieurs équipes. Néanmoins, les données préliminaires obtenues ont 

d’ores et déjà permis à l’équipe du docteur Leen, aux Etats-Unis, de générer in vitro 

l’expansion de CTLs HHV-6 spécifiques (voire multi-virus spécifiques) et d’envisager 

l’utilisation de ces cellules pour traiter et/ou prévenir les réactivations virales après greffe de 

CSH (Gerdemann et al., 2012a, b; Papadopoulou et al., 2014). 
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Tableau 3. Epitopes T CD4+ et CD8+ identifiés pour l’HHV-6 (Becerra et al., 2014) 

Epitope HLA
a
 ORF

b
 Protéine Test

c
 Specificité

d
 Référence 

GILDFGVKL A2 U11 Protéine du tégument Cyto; grzB 6B Martin et al., 2012 

MLWYTVYNI A2 U11 Protéine du tégument Cyto; grzB; Tet 6B Martin et al., 2012 

SLMSGVEPL A2 U11 Protéine du tégument Cyto; grzB 6B Martin et al., 2012 

ILYGPLTRI A2 U54 Transactivateur/tégument  CTL; Cyto; grzB; Tet 6B Martin et al., 2012 

LLCGNLLIL A2 U54 Transactivateur/tégument  Cyto; grzB 6B Martin et al., 2012 

TEMMNDARL B40 U14 Protéine IE1 CTL; Cyto n.d. Gerdemann et al., 2013 

FESLLFPEL B40 U90 Protéine IE1 CTL; Cyto n.d. Gerdemann et al., 2013 

VEESIKEIL B40 U90 Protéine IE1 CTL; Cyto n.d. Gerdemann et al., 2013 

CIQSIGASV A2 U90 Protéine IE1 CTL; Cyto 6A/6B Iampetro et al., 2014 

CYAKMLSGK A3 U90 Protéine IE1 CTL; Cyto 6B/6A? Iampetro et al., 2014 

STSMFILGK A3 U90 Protéine IE1 CTL; Cyto 6B/6A? Iampetro et al., 2014 

NPEISNKEF B7 U90 Protéine IE1 CTL; Cyto 6B/6A? Iampetro et al., 2014 

SLESYSASKAFSVPENG DR1 U11 Protéine du tégument Cyto 6A/6B Nastke et al., 2012 

RDNSYMPLIALSLHENG DR1 U14 Phosphoprotéine pp85 Cyto 6A/6B Nastke et al., 2012 

VVGKYSLQDSVLVVRLF DR1 U38 ADN polymérase Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

GIYYIRVVEVRQMQYDN DR1 U48 Glycoprotéine H Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

VDEEYRFISDATFVDET DR1 U48 Glycoprotéine H Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

TRPLYITMKAQKKNSRI DR1 U54 Transactivateur/tégument  Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

FKSLIYINENTKILEVE DR1 U57 Protéine majeur de capside Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

IRHHVGIEKPNPSEGEA DR1 U57 Protéine majeur de capside Cyto 6A/6B Nastke et al., 2012 

SLLSIMTLAAMHSKLSP DR1 U57 Protéine majeur de capside Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

TTNPWASLPGSLGDILY DR1 U57 Protéine majeur de capside Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

DPSRYNISFEALLGIYS DR1 U57 Protéine majeur de capside Cyto; Tet 6A/6B Nastke et al., 2012 

KELLQSYVSKNNN DR53 U95 Protéine IE  Cyto 6A?; GAD95 Uemura et al., 2003 

MDRPRTPPPSYSE n.d. U24 Protéine d'ancrage Prolif; Cyto 6A/B; MBP Tejada-Simon et al., 2003 

RPRTPPPSY n.d. U24 Protéine d'ancrage Prolif; CTL 6B?; MBP Cheng et al., 2012 

a Restriction HLA. HLA-A2, HLA-A3, HLA-B7, et HLA-B40 sont des molécules du CMH de classe I reconnues par les lymphocytes T CD8+. HLA-DR1 et HLA-DR3 sont des molécules du MCH de classe II 

reconnues par les lymphocytes T CD4+. N.d., non définie 
b ORF d'HHV-6 

      
c Tests utilisés in vitro pour la mise en évidence d'épitopes : CTL, test de cytotoxicité; GrzB, sécrétion de granzyme B; Prolif, test de prolifération; Tet, marquage tétramère du MCH 
d Spécificité pour HHV-6A ou HHV-6B, ou antigène du soi. ?, spécificité probable. n.d., non définie 
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4.3. Mécanismes d’échappement de l’HHV-6 au système immunitaire 

L’HHV-6 comme tous les Herpesviridae va être capable de persister à vie dans 

l’organisme de l’hôte. La difficulté que peut avoir le système immunitaire à éradiquer le virus 

est liée à plusieurs phénomènes. Tout d’abord, sa capacité à rester latent dans certaines 

cellules de l’organisme, avec une activité transcriptionnelle réduite voire nulle, empêche toute 

possibilité de clairance virale. L’HHV-6 est capable d’infecter un grand nombre de types 

cellulairesin vivo et d’en altérer les fonctionnalités, en particulier les cellules issues des 

lignées hématopoïétiques qui interviennent dans la réponse immunitaire antivirale 

(lymphocytes T CD4+, monocytes-macrophages et DCs). Enfin, un certain nombre de 

produits de gènes viraux ont pour objectif ce que certains appellent « immunosubversion » ou 

immunomodulation.Les études in vitro ont souvent abouti à des résultats contradictoires 

concernant les effets de ces protéines qui peuvent probablement varier en fonction des types 

cellulaires étudiés mais surtout en fonction de l’espèce d’HHV-6 étudiée. Cependant, il 

semble clairement admis que l’HHV-6 possède la capacité d’impacter sur la régulation des 

fonctions cellulaires. Pour revues de l’ensemble des mécanismes d’immunomodulation mis en 

jeu par HHV6A et HHV-6B, voir Lusso et al.(2006) et Dagna et al. (2013), les principaux 

sont résumés Figure 11. 

A noter, nous n’aborderons volontairement pas ici les quelques études sur l’interaction 

entre HHV-6 et pDCs qui feront l’objetd’un paragraphe dédié dans la partie expérimentale 

n°4. 

4.3.1. Infection des cellules du système immunitaire 

Comme nous l’avons déjà dit dans le paragraphe 2.5,les deux espèces d’HHV-6 sont avant 

tout des virus lymphotropes. Ils vont infecter  préférentiellement les lymphocytes T  CD4+ et 

y établir un cycle lytique complet (Takahashi et al., 1989). Les lymphocytes T CD4+ jouant 

un rôle majeur dans la mise en place de la réponse immune adaptative, la lyse de ceux-ci 

suggère que l’HHV-6 pourrait être une cause d’immunosuppression, et cet effet constitue la 

base de la potentielle synergie entre HHV-6A et HIV (Lusso et al., 1989).  

A la différence des lymphocytes T, les lymphocytes B ne semblent pas constituer une 

cible pour HHV-6A et HHV-6B, malgré la dénomination initiale d’HBVL. Cependant, il a été 

rapporté que des cellules B devenaient sensibles à une infection par HHV-6A après 

immortalisation par l’EBV, suggérant que l’infection EBV était capable d’induire l’expression 

de facteurs membranaires ou solubles, rendant permissives les cellules B infectées(Ablashi et 
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al., 1988). 

D’autres sous–populations lymphocytaires peuvent être infectées de manière productive 

par HHV-6A mais pas par HHV-6B telles que les lymphocytes CD8+, les lymphocytes T γ/δ 

ou bien encore les cellules NK (Lusso et al., 1991a, 1993, 1995). Ces cellules sont impliquées 

dans les mécanismes de défense antiviraux in vivo, HHV-6A pourrait utiliser cette stratégie 

pour contrecarrer efficacement la réponse immune de l’hôte.  

Bien que certaines cellules du système immunitaire ne soient pas le siège d’une infection 

productive par HHV-6A ou HHV-6B, une infection non-lytique voire une simple interaction 

entre les membranes cellulaires et les protéines virales peuvent néanmoins induire une 

altération de leurs fonctions. Ainsi, les cellules de la lignée monocytaire constituent une cible 

pour les deux virus in vivo et in vitro, et sont supposées être un réservoir in vivo(Burd & 

Carrigan, 1993; Kondo et al., 1991). Le fait que ces cellules puissent supporter une infection 

productive est encore controversé. Ainsi Lusso et al. n’ont observé aucun marqueur 

d’infection productive (production d’ARN messager, cinétique croissante de l’ADNémie ou 

observation d’un ECP)  dans des macrophages primaires différenciés dérivés de PBMCsaprès 

exposition à HHV-6A et HHV-6B(Smith et al., 2003). A l’inverse d’autres équipes ont 

montré que des macrophages différenciés in vitro étaient capables de supporter, au moins de 

manière transitoire une infection par l’HHV-6B et l’HHV6A(Kondo et al., 1991), et 

présentaient des signes d’ECP induits par HHV-6A et HHV-6B (Burd & Carrigan, 1993). Une 

autre étude, a rapporté que des monocytes fraichement isolés étaient résistants à l’infection, 

mais que leur différenciation avec l’IL-15 augmentaient leur sensibilité à l’infection (Arena et 

al., 2000). Les divergences observées entre ces études pourraient s’expliquer par l’utilisation 

de conditions expérimentales différentes pour la croissance et la différenciation des 

monocytes primaires in vitro. Par ailleurs, de hauts niveaux d’ADN d’HHV-6B sont détectés 

dans les monocytes circulants issus d’enfants en primo-infection et sont associés à 

l’expression des ARNm U79/U80 et à la possibilité d’isoler en culture le virus à partir de ces 

cellules. Ces derniers résultats sont en faveur de la présence d’une infection productive dans 

ces cellules au cours de la primo-infection (Kondo et al., 2002b). Pendant la phase de 

convalescence, l’ADN d’HHV-6B est détecté dans les monocytes circulants en l’absence de 

marqueur d’infection active, suggérant que ces cellules puissent constituer un réservoirin vivo 

de l’infection latente (Kondo et al., 1991). 

Quoiqu’il en soit que l’infection soit, productive ou non, les cellules phagocytaires 

mononucléées représentent une cible majeure pour les deux espèces virales.  
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Comme les cellules phagocytaires mononucléées, les cDCs immatures dérivées de sang 

périphériques sont infectables par HHV6-A et HHV-6B. Là encore des données 

contradictoires sont décrites concernant le type d’infection qu’elles supportent. Pour certaines 

équipes, l’infection par HHV-6A et HHV-6B de cDCs immatures in vitro, obtenues à partir de 

monocytes sanguins mis en cultures en présence d’IL-4 et de facteur de croissance granulo-

monocytaire GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), conduit à une 

production de protéines virales détectables par IFI ou cytométrie en flux (Asada et al., 1999; 

Hirata et al., 2001) et à la production d’ARNm correspondant aux gènes très précoces et 

tardifs et donc à uneinfection productive (Kakimoto et al., 2002; Niiya et al., 2006). A 

l’inverse, les données obtenues par Smith et al.(2005), et plus récemment par Gustaffson et 

al.(2013), montrent l’absence d’accumulation d’ADN viral au sein de ces cellules et sont donc 

plutôt en faveur d’une infection non productive. 

Par ailleurs, Takemoto et al., ont montré que des DCs dérivées de monocytes (moDCs) et 

des cDC isolées de PBMCs,exposées à l’HHV-6B transmettent efficacement l’infection aux 

lymphocytes T CD4+, conduisant à une infection productive de ces derniers, malgré l’absence 

de mise en évidence de particules virales dans les surnageants (Takemoto et al., 2009). Un 

traitement par de l’acide phosphonormique empêche la transmission du virus des moDCs aux 

cellules T CD4+, suggérant que les cDCs doivent être infectées de manière productive par 

HHV-6B pour pouvoir transmettre le virus aux lymphocytes T CD4+. Cependant, cette étude 

ne permet pas d’exclure la possibilité pour les cDCs d’agir en tant que « cheval de Troie », en 

adsorbant les particules d’HHV-6B qui seraient alors transmises alors secondairement, de 

manière passive, aux cellules T CD4+.  

De plus, les cellules progénitrices de la moelle osseuse (CD34+) sont également sensibles 

à l’infection par HHV-6B (aucune étude ne rapporte d’infection par HHV-6A), et peuvent 

transférer du virus latent à des cellules différenciées issues de plusieurs lignées, incluant les 

monocytes-macrophages et les cDCs  (Andre-Garnier et al., 2004; Isomura et al., 2003; Luppi 

et al., 1999).  

Enfin, il a été montré que HHV-6A et HHV-6B ont de puissantseffets suppresseurssur la 

croissance et la différenciation de différents types de précurseurs hématopoïétiques (Isomura 

et al., 2000; Knox & Carrigan, 1992; Yasukawa et al., 1999). Ces dernières données obtenues 

in vitro sont cohérentes avec les observations in vivocomme les retards à la sortie d’aplasie ou 

les échecs de prise de greffe rapportés chez les patients greffés de CSH infectés de manière 

active par HHV-6 (Boutolleau et al., 2003; Chevallier et al., 2010; Imbert-Marcille et al., 
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2000; Johnston et al., 1999)(voir paragraphe 5.3.2). 

4.3.2. Modulation de la sensibilité à l’apoptose 

Les phénomènes d’apoptose peuvent conduire à une modulation et à des perturbations du 

système immunitaire. La capacité de HHV-6 à induire l’apoptose cellulaire, même si les 

mécanismes ne sont pas tous clairement établis, a été illustrée par une étude menée in vivo qui 

montrait une sensibilité augmentée des lymphocytes T CD4+ isolés chez des patients au 

moment d’une infection active par rapport à ceux d’un groupe contrôle (Yasukawa et al., 

1998). Néanmoins, la relation entre HHV-6 et apoptose semble complexe. En effet, l’infection 

de différentes lignées lymphocytaires T par HHV-6A et HHV-6B induit un arrêt du cycle 

cellulaire, une accumulation de la protéine p53 dans le cytoplasme cellulaire, et les cellules 

deviennent résistantes à l’apoptose induite par un rayonnement ultra-violet (Li et al., 2011; 

Oster et al., 2008; Takemoto et al., 2004).  

4.3.3. Modulation des réponses cytokinique et chimiokinique 

HHV-6A et HHV-6B peuvent moduler la sécrétion de cytokines et chimiokines produites 

par différents types cellulaires. Ce dérèglement peut profondément affecter l’initiation, la 

polarisation et les fonctions normales des effecteurs de l’immunité. Il est à noter cependant 

que selon le support cellulaire utilisé (PBMCs, monocytes-macrophages, cellules de lignée) et 

le niveau d’étude (ARNm ou protéine), les diverses données de la littérature sont parfois 

contradictoires.  

Les infections par HHV-6A et HHV6B induisent une diminution de la sécrétion d’IL-2 

par lesPBMCs stimulés et par des lignées de cellules T, conduisant à une diminution de la 

prolifération cellulaire T (Flamand et al., 1995; Iampietro et al., 2014b). L’étude récente 

publiée par Iampetro et al. (2014b) a montré que pour l’HHV-6B l’inhibition de la sécrétion 

d’IL-2 était médiée par la protéine de tégument U54, cette dernière étant capable d’inhiber la 

déphosphorylation et la translocation nucléaire de la protéine NFAT (nuclear factor of 

activated T cells) et ainsi de diminuer la transcription du gène de l’IL-2. A l’inverse, une 

augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α (tumor 

necrosis factor alpha), IFN-α, IL-1β, IL-8, IL-15 et IL-18a été observée après infection(Arena 

et al., 1999; Flamand et al., 1991, 1996; Kikuta et al., 1990; Mayne et al., 2001).  

Des données contradictoires concernant l’IL-10 et l’IL-12 sont rapportées dans la 
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littérature. Li et al., ont rapporté que l’infection de monocytes-macrophages par HHV-6 

entraînait une augmentation de la synthèse d’IL-10 et d’IL-12 ((Li et al., 1997), alors que, 

Smith et al. (2003)ont décrit au contraire une suppression de la synthèse de l’IL-12 dans ce 

même type cellulaire. L’IFN-γ et l’IL-10 semblent être les marqueurs des lymphocytes T 

CD4+ mémoires spécifiques de HHV-6A et HHV-6B (Nastke et al., 2012). Il a en effet été 

observé que l’infection de PBMCs par ces deux virus, semble induire une augmentation de 

l’IL-10 et une diminution de l’IL-12, ce déséquilibre cytokiniquepouvant être à l’origine d’un 

switch d’une réponse antivirale de type T helper (Th) 1 vers une réponse de type Th-2 de la 

réponse lymphocytaire T CD4+ (Arena et al., 1999; Wang et al., 2006).De plus, l’IL-10 

sécrété par les lymphocytes T CD4+ en réponse à l’infection par HHV-6 module la 

prolifération d’autres sous-populations de lymphocytaires T. Différentes sous-populations de 

lymphocytes T régulateurs ont été observées in vitro après expansion de lymphocytes T HHV-

6 spécifiques (Wang et al., 2014). Cependant, Mayne et al. (2001) ont rapporté que l’infection 

de la lignée lymphocytaire SupT1 par HHV-6A et HHV-6B, entraînait une réduction de la 

synthèse des cytokines de type 2 telles que l’IL-10, son récepteur (IL-10R) et IL-14.  

Par ailleurs,Smith et al.(2005), ont montré que la production d’IL-12 par les DCsmatures 

infectées par HHV-6A et HHV-6B est inhibée, alors qu’à l’inverse une augmentation du 

niveau de production de cette cytokine par les cDCs matures a été mise en évidence par deux 

autres équipes suite à une infection par HHV-6A (Gustafsson et al., 2013) et HHV-6B 

(Bertelsen et al., 2010).  

Des données contradictoires existent en ce qui concerne l’IL-18 (Arena et al., 1999; 

Mayne et al., 2001). Par ailleurs, il a été montré que HHV-6 induit la sécrétion d’IL-6 in 

vitro(Mayne et al., 2001) et in vivo(Go & Nakamura, 2002) et augmente la production d’IL-8 

dans des cellules d’hépatocarcinome HepG2 ou des cellules endothéliales (Caruso et al., 

2002; Inagi et al., 1996).  

De plus, la mesure de la sécrétion de cytokines et chimiokines ex vivo à partir de tissus 

lymphoïdes infectés par HHV-6A a permis de mettre en évidence une augmentation 

importante de la production de RANTES (Grivel et al., 2001, 2003). Des données similaires 

ont été obtenues après infection par HHV-6A de cellules endothéliales, pour lesquelles une 

augmentation de synthèse de diverses chimiokines telles que RANTES ou MCP-1 a été 

observée (HHV-6B n’a pas été testé dans cette étude)(Caruso et al., 2003). Cette 

augmentation marquée de sécrétion de RANTES dans les tissus infectés par HHV-6A, 
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jouerait un rôle dans les interactions entre HHV-6A et VIH (Grivel et al., 2001) et conduit à 

une augmentation de la réponse inflammatoire ainsi qu’au recrutement de nouvelles cibles 

pour une infection productive ou non à HHV-6 (Dagna et al., 2013). 

Un autre mécanisme d’immunomodulation probable a récemment été décrit par Jaworska 

et al., qui ont découvert que les protéines IE-1 d’HHV-6A et HHV-6B sont de puissants 

suppresseurs de l’induction des gènes IFN-β(Jaworska et al., 2007). Cette même équipe a de 

plus montré que l’infection HHV-6B est résistante à l’activité antivirale des IFN de type I, 

alors que HHV-6A reste sensible et voit sa réplication diminuée de manière significative sous 

l’action des IFN-α/β(Jaworska et al., 2010). La protéine IE-1 de HHV-6B (IE1B) est ainsi 

capable d’interagir avec le facteur de transcription STAT2 (signal transducer and activator of 

transcription 2), de le séquestrer dans le noyau cellulaire et ainsi empêche la liaison d’ISGF3 

(IFN-stimulated gene factor 3) promoteur des gènes de réponse à l’IFN (ou ISRE pour IFN-

stimulated response elements). IE1 est l’une des premières protéines synthétisées après 

l’entrée du virus dans la cellule. Une inhibition puissante et rapide de l’action des IFN de type 

I constitue probablement un élément essentiel pour l’établissement d’une infection productive 

ou latente pour HHV-6A et HHV-6B. 

4.3.4. Analogues viraux de chimiokines et de récepteurs de chimiokines 

Les deux espèces d’HHV-6 codent pour des analogues de chimiokines CC et pour des 

récepteurs de chimiokines humains (CCRs), qui peuvent moduler de manière significative les 

réponses immunes et qui ont pour rôle probable de promouvoir la croissance virale, la 

dissémination virale et/ou l’échappement à la réponse immune. HHV-6A et HHV-6B codent 

pour deux chimiokines (U22 et U83) et deux récepteurs de chimiokines (U12 et U51) qui ont 

leurs homologues chez le CMVH(French et al., 1999; Isegawa et al., 1998; Milne et al., 2000; 

Zou et al., 1999). 

U12 et U51 codent pour des récepteurs couplés à une protéine G, homologues de 

récepteurs de chimiokines probablement capables d’activer et de recruter les cellules de 

l’hôte(Dagna et al., 2013; Lusso, 2006). Le produit du gène U12, exprimé au cours de la 

phase tardive de l’infection par HHV-6A ou HHV-6B code pour un récepteurs de 

chimiokinesβ. Il est activé par les chimiokines β CCL5/RANTES(regulated on activation, 

normal T cell expressed and secreted)., CCL3/MIP-1α(macrophage inflammatory protein 1 

alpha),CCL4/MIP-1β et CCL2/MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), mais pas par la 

chimiokine αCXCL8/IL-8 (Isegawa et al., 1998; Kondo et al., 2002b). A la différence de 
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U12, le gène U51 est transcrit à la phase précoce de l’infection, et code pour un récepteur liant 

spécifiquement les chimiokines β CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CCL7/MCP-3, 

CCL11/Eotaxine et CCL13/MCP-4 (Milne et al., 2000). Lorsque U51 est exprimé dans des 

cellules épithéliales, il induit une diminution de l’expression de RANTES et une diminution 

de la sécrétion de cette chimiokine dans le milieu extracellulaire (Milne et al., 2000). U51 

pourrait également agir comme régulateur positif de la réplication virale, en favorisant la 

fusion des membranes virales et cellulaires, facilitant ainsi la dissémination de l’infection 

cellule à cellule (Zhen et al., 2005). 

Le gène U83, code pour une protéine chimioattractive qui est un agoniste de plusieurs 

récepteurs de chimiokines humains. Comme dit dans le paragraphe 2.2.2 « Variabilité inter-

espèces », ce gène diverge d’environ 15% entre les deux espèces, ainsi U83 d’HHV-6A 

(U83A) n’a pas les mêmes propriétés biologiques que U83B(Sjahril et al., 2009). pU83A est 

capable de se lier avec une haute affinité à CCR1, CCR4, CCR5, CCR6 et CCR8 et ainsi de 

recruter au site de l’infection les cellules exprimant ce récepteur tels que les monocytes-

macrophages et les lymphocytes T (Dewin et al., 2006; Lüttichau et al., 2003; Zou et al., 

1999). Le transcrit complet de U83A est exprimé seulement au stade tardif de l’infection, 

mais une forme épissée de ce gène est exprimé à un stade précoce et conduit à la traduction 

d’une protéine (U83A-Npep) ayant une activité biologique différente de U83A. En effet, 

U83A-Npep est un antagoniste des récepteurs CCR1, 5 et 8. Ainsi U83A-Npep, via son 

activité antagoniste pourrait prévenir la reconnaissance des cellules infectées par le système 

immunitaire au stade précoce de l’infection, alors que l’activité agoniste de U83A au stade 

tardif  de l’infection pourrait conduire au recrutement de nouvelles cibles pour le virus 

permettant ainsi une dissémination de l’infection et l’établissement de la latence (Catusse et 

al., 2008, 2009; Dewin et al., 2006). Le gène U83 de HHV-6B ne code quant à lui que pour 

une seule isoforme de U83B (absence de site d’épissage) qui est un agoniste du CCR2 

(Lüttichau et al., 2003) capable d’induire le recrutement et l’activation des monocytes 

présentant ce récepteur à leur surface (Clark et al., 2013). 

4.3.5. Modulation de l’expression des molécules de surface cellulaire 

HHV-6A et HHV-6B sont capables d’entraîner des modifications de l’expression de 

nombreuses molécules exprimées à la surface de différents types cellulaires. 

HHV-6A et HHV-6B induisent une diminution de l’expression de leurs récepteurs 

respectifs, CD46 (Santoro et al., 1999) et CD134 (Tang et al., 2013). Par ailleurs, l’infection 
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par HHV-6A ou HHV-6B de lymphocytes T CD4+, s’accompagne d’une diminution 

importante de l’expression du complexe CD3/récepteur T (TCR pour T-cell receptor) due à 

une down-régulation de la transcription de plusieurs chaînes du CD3  pouvant ainsi affecter la 

reconnaissance de l’antigène par les lymphocytes (Lusso et al., 1991a). Un mécanisme 

supplémentaire impliqué dans la diminution d’expression du complexe CD3/TCR a été décrit 

pour l’HHV-6A mais pas pour l’HHV-6B : en présence de la protéine U24A les complexes 

CD3/TCR endocytés s’accumulent dans les endosomes et ne sont pas recyclés pour être ré-

exprimés à la surface membranaire (Sullivan & Coscoy, 2008). L’HHV-6A induit une 

augmentation de la molécule CD4 à la surface des lymphocytes T CD4+ (Flamand et al., 

1998), mais il est aussi capable d’induire une expression de novo de la molécule CD4 à la 

surface de cellules qui ne l’expriment pas habituellement, tels que les lymphocytes T CD8+ 

(Lusso et al., 1991b), les cellules NK (Lusso et al., 1993) et les lymphocytes T γ/δ CD4- 

(Lusso et al., 1995). L’augmentation de l’expression de la molécule CD4 et la diminution de 

l’expression des molécules CD46 et CD3 ont aussi été observées à la surface de lymphocytes 

T contenus dans des fragments d’amygdale d’origine humaine mis en culture in vitro et 

infectés par HHV-6A (souche GS) et HHV-6B (souche PL-1)(Grivel et al., 2003).  

L’infection par HHV-6B prévient l’apoptose spontanée de monocytes in vitro et induit 

une diminution de l’expression des molécules CD14, CD64 (FcγRI, récepteur du fragment Fc 

des Immunoglobulines) et HLA-DR à leur surface, sans que l’expression de CD32 (FcγRII) 

ne soit affectée(Janelle & Flamand, 2006).  

Comme nous l’avons vu précédemment, la cDCconstitue une cellule cible pour l’HHV-

6(Asada et al., 1999). Les résultats relatifs aux conséquences de l’infection par les HHV-6 de 

ces cellules in vitro, obtenues à partir de monocytes sanguins mis en culture en présence d’IL-

4et de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), sont contradictoires. 

Alors que certaines études ont rapporté une augmentation de l’expression des molécules de 

HLA de classe I sur des cDC immatures infectées par HHV-6A ou HHV-6B, avec ou sans 

réplication virale(Gustafsson et al., 2013; Kakimoto et al., 2002; Smith et al., 2005), d’autres 

ont montré unediminution d’expression dépendante de la réplication pour HHV-6A mais pas 

pour HHV-6B (Hirata et al., 2001), et une autre n’a mis en évidence aucun effet (Niiya et al., 

2006).Deux équipes ont étudié l’expression des molécules de CMH de classe I sur des cDCs 

matures et ont observé soit une diminution(Smith et al., 2005)soit aucune modification(Niiya 

et al., 2006)d’expression. Un des mécanismes évoqué pour expliquer ce phénomène implique 

le gène U21 qui code pour une protéine capable de lier les molécules de CMH de classe I et 
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d’induire leur dégradation dans le compartiment lysosomal. Bien que U21A et U21B 

partagent une homologie de séquences en acides aminés de 89%, U21A semble être plus 

efficace que U21B pour faire diminuer l’expression des molécules du CMH de classe I 

(Glosson & Hudson, 2007). 

Les résultats des études sur l’expression des molécules de classe II sont tout aussi 

contradictoires: suite à l’infection des cDCs par HHV-6A et HHV-6B, certains ont rapporté 

une augmentation d’expression(Bertelsen et al., 2010; Gustafsson et al., 2013; Kakimoto et 

al., 2002), d’autres une diminution (Smith et al., 2005)alors que certains n’ont observé aucune 

modification(Hirata et al., 2001; Niiya et al., 2006). 

Considérant les études sur l’expression des molécules de stimulation, elles ont montré une 

augmentation de l’expression du CD86 et une expression non altérée du CD40 à la surface des 

cDCs immatures qu’il y ait ou non une réplication virale (Gustafsson et al., 2013; Kakimoto 

et al., 2002; Niiya et al., 2006; Smith et al., 2005). L’infection de cDCs matures par HHV-6A 

et HHV6B induit, quant à elle, une augmentation du CD86 alors que l’expression du CD40 est 

diminuée(Bertelsen et al., 2010; Smith et al., 2005). Concernant la molécule CD80, une 

infection productive à HHV-6B semble aboutir à une augmentation de son expression à la 

surface decDCs immatures(Bertelsen et al., 2010; Kakimoto et al., 2002), et à l’inverse à une 

diminution de son expression à la surface des cDCs matures, indépendamment d’une 

réplicationceci étant observé pour les deux espèces virales (Bertelsen et al., 2010; Smith et 

al., 2005). L’expression de la molécule CD83 est soit non affectée(Gustafsson et al., 2013; 

Hirata et al., 2001)soit augmentée(Kakimoto et al., 2002; Niiya et al., 2006) suite à l’infection 

HHV-6A et HHV-6B aussi bien dans les cDCs immatures que matures.  

Par ailleurs, l’infection de cDCs par HHV-6A et HHV-6B induit une diminution de la 

transcription du gène codant pour le récepteur de type lectine DC-SIGN (dendritic cell 

specific ICAM-3 grabbing non integrin) (Niiya et al., 2004). Cette molécule intervient 

notamment dans l’interaction de la cDC avec le lymphocyte T lors de la présentation de 

l’antigène, en se liant à la molécule d’adhérence ICAM-3 (Geijtenbeek et al., 2000a). De plus 

cette molécule constitue un récepteur viral à large spectre. DC-SIGN participe notamment à la 

dissémination de l’infection VIH dans l’organisme en favorisant la capture des virions par les 

cDCs au niveau des muqueuses, et leur transmission aux lymphocytes T CD4+ permissifs 

situés dans les ganglions lymphatiques (Geijtenbeek et al., 2000b). 

A l’inverse, les deux espèces sont capables d’induire l’expression de CCR7(Dagna et al., 

2013), récepteur clé exprimé par les lymphocytes T et les cDCs matures, qui entraîne la 

migration par chimiotactisme vers les organes lymphoïdes secondaires (Hasegawa et al., 
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1994). 

Au total, l’infection des cellules dendritiques par les HHV-6 pourrait considérablement 

perturber leur fonctionnement in vivo et affecter leur capacité à présenter les antigènes et à 

activer les cellules T(Gustafsson et al., 2013; Kakimoto et al., 2002; Niiya et al., 2006; Smith 

et al., 2005). 

 

 

 

 

Figure 11. Mécanismes d’immunomodulation communs et spécifiques d’HHV-6A et HHV-6B 

(adapté de Dagna et al., 2013). 
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5. Clinique 

5.1. Primo-infection 

L’infection primaire à HHV-6, initialement décrite par Yamanishi et al. en 1988, dans sa 

forme typique est appelée exanthème subit, roséole infantile ou bien encore sixième maladie. 

Il s’agit d’une affection fébrile aiguë bénigne survenant généralement avant l’âge de 2 ans 

(Hall et al., 1994). Elle se caractérise par une fièvre élevée (pouvant dépasser 40°C), 

éventuellement associée à des convulsions, qui dure de trois à cinq jours, et disparaît 

soudainement pour laisser place à une éruption cutanée maculo-papuleuse, siégeant dans un 

premier temps au niveau du tronc, puis s’étendant au visage et aux extrémités (Figure 12). 

Elle se résout spontanément en un à deux jours.  

La fréquence de l’exanthème subit au cours de la primo-infection HHV-6 semble plus 

élevée dans la population japonaisebien que la cause de ce phénomène soit encore inconnue 

(Asano et al., 1994) 

Dewhurst et al. (Dewhurst et al., 1993) ont montré que l’HHV-6B était responsable de la 

majorité des primo-infections infantiles.  Des cas de primo-infections liées à HHV-6A ont été 

plus rarement rapportés aux Etats-Unis et en Afrique(Bates et al., 2009; Hall et al., 2006), et il 

est aujourd’hui admis que l’HHV-6A est acquis plus tard dans la vie que l’HHV-6B, au cours 

d’une primo-infection typiquement asymptomatique (De Bolle et al., 2005). Outre 

l’exanthème subit typique, la primo-infection HHV-6B chez l’enfant peut revêtir d’autres 

formes cliniques telles qu’une fièvre isolée sans éruption mais souvent associée à des 

convulsions, qui traduisent l’effet de la fièvre mais aussi probablement l’atteinte directe du 

système nerveux central (SNC) par le virus, ou bien encore des atteintes des voies 

respiratoires ou digestives  (Flamand et al., 2010; Hall et al., 1994). 

Zerr et al., ont montré dans une étude prospective que la majorité des cas de primo-

infections à HHV-6B (81 cas) chez l’enfant de moins de 2 ans étaient symptomatiques (93%). 

Les manifestations cliniques les plus fréquemment observées étaient la fièvre associée à une 

rhinorrhée, seulement une minorité d’enfants symptomatiques ont présenté un exanthème 

subit typique (23%). Dans cette étude le pic d’acquisition de la primo-infection se situait entre 

9 et 21 mois et HHV-6B était l’agent étiologique de 10 à 20 % des cas de convulsions fébriles 

chez l’enfant de moins de deux ans(Zerr et al., 2005a). 
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Dans la majorité des cas, la roséole infantile est une maladie bénigne d’évolution 

favorable(Asano et al., 1994; Hall et al., 1994). Néanmoins, certaines complications parfois 

graves ont été décrites : méningo-encéphalite(Asano et al., 1992; Kondo et al., 1993; 

Yoshikawa et al., 1992a), hépatite fulminante(Asano et al., 1990), purpura 

thrombopénique(Saijo et al., 1995; Yoshikawa et al., 1993), syndrome d’activation 

macrophagique (Huang et al., 1990; Sugita et al., 1995), et myocardite (Yoshikawa et al., 

2001a). 

Du fait de la séroprévalence élevée dans la population adulte, les cas de primo-infection à 

HHV-6 sont rares. Ellesont été associées dans quelques cas à un syndrome mononucléosique 

(Akashi et al., 1993) ou encore à une hépatite fulminante avec adénopathie généralisée (Sobue 

et al., 1991). 

 

 

Figure 12. Eruption maculo-papuleuse au cours de la roséole infantile (Prober, 2005) 

 

5.2. Infections chez le sujet immunocompétent 

L’HHV-6 a été mis en cause dans certaines manifestations cliniques chez le sujet 

immunocompétent, sans que l’on sache s’il s’agit d’une primo-infection ou une réactivation. 

5.2.1. Atteintes du système nerveux central 

L’HHV6 présente un tropisme important pour le SNC, comme en atteste la détection de 

génome viral dans des prélèvements cérébraux de patients de différentes origines(Chan et al., 

2001; Donati et al., 2003; Luppi et al., 1995). Comme évoqué précédemment, l’HHV-6A 

semble avoir unneurotropisme beaucoup plus marqué que l’HHV-6B. 

Outre les complications neurologiques observées au cours de l’exanthème subit, l’HHV-6 a 
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été imputé dans des cas d’encéphalites survenants chez des sujets adultes 

immunocompétents(Birnbaum et al., 2005; Isaacson et al., 2005; Portolani et al., 2001; Torre 

et al., 1998). Des cas rares d’encéphalomyélites ont également été documentés(Denes et al., 

2004; Portolani et al., 2006). 

Le rôle d’HHV-6 dans la SEPreste toujours controversé(Leibovitch & Jacobson, 2014; 

Yao et al., 2010).  Les capacités de ce virus à infecter le SNC et à interagir avec le système 

immunitaire en font un agent étiologique potentiel de cette pathologie auto-immune 

démyélinisante du SNC probablement multifactorielle. Une association potentielle entre 

HHV-6 et SEP a ainsi été évoquée par des études cas-témoins comparant la détection du virus 

dans le tissu nerveux, le liquide céphalo-rachidien (LCR), la sang ou les PBMCS et les 

résultats de tests sérologiques réalisés dans le sérum ou le LCR chez des patients atteints ou 

non par cette maladie(Caselli et al., 2002; Cermelli et al., 2003; Challoner et al., 1995; Hon et 

al., 2014; Liedtke et al., 1995; Simpson et al., 2014; Virtanen et al., 2011). Néanmoins, ces 

résultats sont contradictoires, et aucune preuve formelle ne permet d’établir à ce jour un lien 

de causalité entre HHV-6 et SEP (Leibovitch & Jacobson, 2014). 

Enfin, une association entre HHV-6 et des cas d’épilepsie du lobe temporal a par ailleurs 

été évoquée mais reste à démontrer(Yao et al., 2010) 

5.2.2. Pathologies autres 

L’implication de l’HHV6 dans d’autres pathologies a été évoquée (revues dans (Ablashi et 

al., 2010; Agut et al., 2015; Yao et al., 2010). Le lien de causalité reste, pour la majorité 

d’entre elles, controversé, notamment par le fait que d’autres agents pathogènes ont été 

parfois mis en évidence. Ainsi, une association est suggérée entre HHV-6 et la thyroïdite 

d’Hashimoto(Caselli et al., 2012), le syndrome de fatigue chronique(Buchwald et al., 1992)et 

certaines maladies lymphoprolifératives(Lacroix et al., 2007, 2010), où l’HHV6 pourrait jouer 

un rôle de cofacteur dans la carcinogenèse. HHV-6 a également été impliqué dans des cas de 

myocarditeset cardiomyopathies chroniques(Escher et al., 2015; Leveque et al., 2011) et des 

cas d’hépatites fulminantes et de décompensations aiguës chez des patients atteints de maladie 

hépatique chronique (Chevret et al., 2008; Härmä et al., 2003) 

Par ailleurs, une infection active à HHV-6 est souvent retrouvée dans des cas de syndrome 

d’hypersensibilité médicamenteuse ou DRESS syndrome (drug rash with eosinophilia and 

systemic symptoms) (Cacoub et al., 2011; Descamps et al., 1997; Tohyama et al., 2007). Le 
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fait d’avoir une PCR HHV-6 positive dans le sang est considérée par les japonais comme un 

critère diagnostic de DRESS (Shiohara et al., 2007). Cependant,  l’implication d’un autre 

herpesvirus, l’EBV est également suggérée dans ce contexte et les mécanismes permettant 

d’établir un lien entre réactivation virale et DRESS restent à définir(Ablashi et al., 2010; 

Tohyama & Hashimoto, 2011). 

5.3. Infections chez le sujet immunodéprimé 

L’HHV-6, à l’instar des autres membres de la famille des Herpesviridae, est susceptible 

de se comporter comme un pathogène opportuniste. C’est dans un contexte 

d’immunodépression cellulaire, notamment chez les patients recevant un traitement 

immunosuppresseur suite à une greffe d’organes solides ou de CSH, ou chez les individus 

infectés par le VIH, que les infections virales actives ont la plus grande probabilité de 

survenir, accompagnées dans un certain nombre de cas de manifestations cliniques. 

Néanmoins, il faut noter ici que, à la différence de ce que nous allons voir chez les 

patients transplantés, le pouvoir pathogène d’HHV-6 chez les patients infectés par le VIH 

resterelativement méconnu et largement controversé. Des cas d’infections symptomatiques 

chez les patients VIH+ sont ainsi rarement rapportés et l’HHV-6, à la différence du CMVH, 

ne semble pas constituer un agent viral opportuniste majeur  dans ce contexte. De plus, le rôle 

d’HHV-6A comme cofacteur de progression de l’infection VIH reste encore sujet à 

discussion. Il est étayé par plusieurs expériencesin vitro ayant mis en évidence une interaction 

entre les deux virus : tropisme partagé pour les lymphocytes T CD4+, transactivation des LTR 

du VIH par des protéines IE-A d’HHV-6A, induction de l’expression de la molécule CD4 à la 

surface des lymphocytes TCD8+ et des cellules NK, rendant ces cellules sensibles à 

l’infection par le VIH(De Bolle et al., 2005).  

Pour les raisons évoquées ci-dessus nous nous attacherons, dans la suite des rappels 

bibliographiques, à décrire le pouvoir pathogène d’HHV-6 chez les patients transplantés 

uniquement. 

Chez les patients transplantés, l’incidence des infections à HHV-6, majoritairement liées à 

des réactivations d’HHV-6B(Drobyski et al., 1993a), varie entre 48% (intervalle, 28 à 75%) 

chez les receveurs de CSH et 32% (intervalle, 0 à 91%) chez les greffés d’organe solide(De 

Bolle et al., 2005). La variation considérable d’incidence observée selon les études, est 

certainement la conséquence non seulement de l’hétérogénéité des populations étudiées (taille 
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des cohortes, âge des patients…) et des prélèvements analysés (sang total, PBMCs, sérum, 

plasma…), mais surtout à l’absence de standardisation des méthodes utilisées pour mettre en 

évidence les infections virales et à l’absence de critères consensuelspour définir une infection 

active. Les infections à HHV-6 dans ce contexte sont dans la majorité des cas le résultat de la 

réactivation d’un virus endogène, consécutive à l’immunodépression iatrogène, comme cela a 

pu être montré par une étude des profils de restriction enzymatiques de souches d’HHV-6 

isolées avant et après allogreffe de CSH chez un enfant atteint d’une leucémie (Yoshikawa et 

al., 1992b). Néanmoins, comme nous l’avons vu précédemment, la transmission d’HHV-6 par 

le greffon a été rapportée dans de rares cas et les cas de réinfections ne peuvent être exclus. 

5.3.1. Infections à HHV-6 après transplantation d’organe solide 

La fréquence de réactivations à HHV-6 après greffe d’organe solide est en moyenne de 

30%, avec des taux de détection variables en fonction du type d’organe transplanté, de la 

nature du traitement immunosuppresseur, et de l’administration d’un traitement 

prophylactique anti-CMVH, qui peut en fonction de la molécule utilisée être également actif 

sur HHV-6 (De Bolle et al., 2005; Caïola et al., 2012; Lautenschlager & Razonable, 2012). 

HHV-6B est l’espèce la plus fréquemment détectée dans ce contexte et ces infections 

surviennent généralement dans les 2 à 4 mois qui suivent la greffe. L’infection à HHV-6 

semble être mieux supportée par les patients greffés d’organes solides comparativement aux 

patients receveurs d’une greffe de CSH (voir paragraphe 5.3.2) même s’il faut noter que le 

nombre d’études menées chez des receveurs d’organes solides est beaucoup plus restreint. 

Chez les patients transplantés de rein, les conséquences des réactivations à HHV-6 semblent 

limitées, comparativement aux patients recevant une greffe hépatiquePeu de données 

concernant les greffes cardiaques ou pulmonaires sont disponibles dans la littérature(Tableau 

4) (Lautenschlager & Razonable, 2012).Les manifestations cliniques les plus fréquemment 

observées dans ce contexte sont la survenue d’une fièvre et/ou d’un rash cutané et de signes 

non spécifiques tels qu’une leucopénie ou une thrombopénie. Des formes plus sévères ont été 

rapportées telles que des cas d’encéphalite, d’hépatite, de rejet ou de dysfonction du greffon, 

de myélosuppression et de pneumopathie (Caïola et al., 2012; Griffiths et al., 1999; Singh et 

al., 1997; Yamamoto et al., 2014; Yoshikawa et al., 2000). 

Chez les patients transplantés d’organe solide, plusieurs études soulignent l’importance 

des interactions potentielles entre les différents membres de la sous-famille des β-

herpesvirinae et des conséquences en terme de pathogénicité. Ainsi, HHV-6 (seul ou avec 
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HHV-7), via des interactions directes ou via sa capacité à moduler la réponse immunitaire de 

l’hôte, pourrait favoriser la  réactivation duCMVHmais également la survenue d’une maladie 

à CMVH(DesJardin et al., 1998, 2001; Griffiths et al., 1999; Herbein et al., 1996; Humar et 

al., 2002; Lautenschlager et al., 2002; Mendez et al., 2001; Ratnamohan et al., 1998). 

Enfin, HHV-6,du fait de sespropriétés immunomodulatrices, et si on se réfère à ce qui ce 

passe pour leCMVH, pourrait chez les patients transplantés faciliter la survenue d’infections 

opportunistes telles que les infections fongiques(Dockrell et al., 1999; Rogers et al., 2000)et 

avoir un rôle dans le rejet du greffon. Cependant, ce dernier point reste encore 

controversé(Lautenschlager & Razonable, 2012). 

Les facteurs de risque d’infections à HHV-6 après greffe d’organe solide sont mal définis. 

Les traitements par anticorps monoclonaux anti-CD3 (OKT3) ou par sérum anti-

lymphocytaire (SAL)ont été évoqués par certains auteurs comme étant associés à un risque 

plus élevé d’infections à HHV-6(DesJardin et al., 2001; Nash et al., 2004; Ratnamohan et al., 

1998). A l’inverse, d’autres études ne mettent pas en évidence une telle association (Caïola et 

al., 2012; Herbein et al., 1996).  
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Tableau 4. Etudes prospectives sur l’incidence des réactivations HHV-6 après transplantation d’organe solide.

Type de greffe 
Méthodes de 

diagnostic
b
 

Prélèvements
c
 

Nombre 

de patients 

Incidence des 

infections à 

HHV-6 (%) 

Signes cliniques
d
 Espèce Référence 

Cœur PCR PBMCS 21 0 Aucun n.d. Moschettini et al., 1998 

Rein PCR PBMCS 107 8 Aucun n.d. Pacsa et al., 2003 

Rein qPCR  PBMCS 52 23 Aucun n.d. Kidd et al., 2000 

Rein IV, serologie PBMCS 65 55 Aucun n.d. Yoshikawa et al., 1992 

Rein et/ou foie IV, serologie PBMCS 32 31 Aucun n.d. Herbein et al., 1996 

Rein et/ou pancréas PCR, sérologie Urine, sérum 30 50 Fièvre n.d. Ratnamohan et al., 1998 

Foie IHC PBMCS 34 
80 (10/12 

CMV+) 

Infection à CMVH (fièvre + dysfontion 

greffon) 
n.d. Lautenschlager et al., 2002 

Foie qPCR  PBMCS 200 28 
Infections opportunistes, maladie à CMVH, 

rejet aigu du greffon 
n.d. Humar et al., 2002 

Foie qPCR, sérologie PBMCS 33 33 Infections et maladies à CMVH n.d. Mendez et al., 2001 

Foie qPCR  PBMCS 88 54 Infections et maladies à CMVH n.d. Humar et al., 2000 

Foie 

PCR, IV, 

sérologie Plasma 47 49 Fièvre HHV-6B Yoshikawa et al., 2000 

Foie IV  PBMCS 80 39 
Atteintes du SNC, infections fongiques, 

Taux de mortalité élevé 
n.d. Rogers et al., 2000 

Foie Sérologie, IHC PBMCS 51 22 Dysfontion du greffon HHV-6B Lautenschlager et al., 2000 

Foie qPCR  PBMCS 60 32 Rejet du greffon, fièvre, hépatite n.d. Griffiths et al., 1999 

Foie Sérologie  Sérum 247 24 Maladie à CMVH n.d. Dockrell et al., 1997 

Foie PCR PBMCS 46 28 Aucun 
10% HHV-6A; 

90% HHV-6B 
Schmidt et al., 

Foie
a
 qPCR  PBMCS 66 26 

Association avec forme sévère de 

récurrence VHC 
n.d. Humar et al., 2002b 

Foie
a
 IV PBMCS 51 41 

Association avec forme sévère de 

récurrence VHC 
n.d. Singh et al., 2002 

Cœur/poumon ou 

poumon 
IV, PCR PBMCS, LBA 30 66 

Taux de mortalité élevé, infections 

fongiques 
HHV-6B Jacobs et al., 2003 

Cœur/poumon ou 

poumon 
IHC PBMCS, LBA 22 91 1 pneumopathie, 1 encéphalite n.d. Lehto et al., 2006 

a 
Etudes chez des patients greffés hépatiques pour une hépatite C 

b
 qPCR, PCR quantitative; IV, isolement viral par culture; IHC, immuno-histochimie 

c
PBMCS, cellules mononucléées du sang périphérique; LBA, lavage broncho-alvéolaire 

d
CMVH, cytomégalovirus humain; VHC, virus de l'hépatite C 
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5.3.2. Infections à HHV-6 après greffe de CSH 

Les patients recevant une greffe de CSH semblent constituer une cible privilégiée des 

infections à HHV-6. C’est en tout cas chez ces patients que les manifestations cliniques 

potentiellement liées à ce virus sont le mieux documentées. 

5.3.2.1. Fréquence, cinétiques et facteurs de risque des infections à HHV-6 

Les infections à HHV-6 pendant la période post-greffe de CSH sont fréquentes. En effet, 

quelle que soit la méthode de diagnostic retenue, la fréquence est en moyenne de l’ordre de 

48% (28 à 75%, selon les études) (De Bolle et al., 2005) (Tableau 6). 

L’infection à HHV-6 survient précocement après la greffe généralement entre la deuxième 

et la quatrième semaine (Boutolleau et al., 2003; Chan et al., 1997; Chevallier et al., 2010; 

Hentrich et al., 2005; Imbert-Marcille et al., 2000; Maeda et al., 1999). Néanmoins, des 

réactivations plus tardives au cours du deuxième mois post-greffe ont aussi été décrites 

(Miyoshi et al., 2001; Wang et al., 1996). Pour certains auteurs, la survenue des infections à 

HHV-6 est plus précoce chez les patients recevant une autogreffe que chez ceux recevant une 

allogreffe (Boutolleau et al., 2003; Imbert-Marcille et al., 2000; Miyoshi et al., 2001). 

Dans la majorité des cas d’infections à HHV-6 après greffe de CSH l’espèce identifiée est 

l’HHV-6B (Boutolleau et al., 2006b; de Pagter et al., 2008b; Zerr et al., 2005b) (Tableau 6). 

Quand l’HHV-6A est retrouvé, c’est généralement en association avec l’HHV-6B (Galieni et 

al., 2001; Wang et al., 1996). Deux équipes ont néanmoins rapporté des cas de réactivations 

liées uniquement à l’espèce A : Zerr et al. (2005b) ont identifié un isolat d’HHV-6A sur les 

29 testés (3%) et Radonic et al. ont identifié un HHV-6A dans la plasma chez 29% des 

patients présentant une réactivation HHV-6 durant la période post-greffe(Radonić et al., 

2005). Ceci pourrait s’expliquer par des différences épidémiologiques (zones géographiques 

différentes et acquisition plus tardive de l’HHV-6A au cours de la vie) (de Pagter et al., 

2008b) mais probablement également par le choix de la matrice utilisée pour la détection du 

virus. En effet, Nitsche et al. ont montré que la fréquence de détection de l’ADN de l’HHV-

6A est plus élevée dans le plasma que dans les PBMCs correspondants, alors que l’ADN de 

l’HHV6-B est détecté de façon similaire dans les deux compartiments(Nitsche et al., 2001). 

Ce dernier point est par ailleurs intéressant, car si ces données de discordance entre plasma et 

PBMCs étaient confirmées, cela indiquerait qu’il existe chez ces patients une réactivation de 

l’HHV-6A dans des tissus autres que les leucocytes.  
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Un certain de nombre de facteurs de risque de survenue d’infection à HHV-6 a été identifié 

après greffe de CSH (résumés dans le Tableau 5), mais les résultats des différentes études 

restent parfois contradictoires. Une étude prospective a rapporté que le fait d’avoir un âge 

jeune constituait un facteur de risque(Zerr et al., 2005b), alors que d’autres ne mettent en 

évidence aucune association entre l’âge et le risque d’infection à HHV-6 (Betts et al., 2011; 

de Pagter et al., 2008b). Deux études prospectives ont montré que les patients de sexe 

masculin semblent être plus à risque de développer des réactivations à HHV-6 (Betts et al., 

2011; Zerr et al., 2005b), mais ce facteur ne ressort pas dans d’autres études (Chevallier et al., 

2010; Jeulin et al., 2013; de Pagter et al., 2013). Yoshikawa et al. (2002)  ont mis en évidence 

un risque accru d’infection à HHV-6 en période post-greffe de CSH chez les patients ayant 

une leucémie (myéloïde ou lymphoïde) ou un lymphome comparativement aux autres 

pathologies. Ce lien n’a pas été retrouvé par la suite, mais d’autres ont, en revanche, mis en 

évidence une association entre le statut avancé de la maladie initiale au moment de la greffe et 

le risque de développer une réactivation à HHV-6 dans les suites de la greffe (Betts et al., 

2011). 

Quelques études indiquent une fréquence de détection d’HHV-6 plus élevée chez les 

patients allogreffés que chez les patients autogreffés (Hentrich et al., 2005; Wilborn et al., 

1994; Yoshikawa et al., 2002), mais pour d’autres le type de greffe ne semble pas influencer 

la fréquence des infections à HHV-6 (Appleton et al., 1995; Boutolleau et al., 2003; Imbert-

Marcille et al., 2000; Miyoshi et al., 2001; Savolainen et al., 2005). Quoiqu’il en soit, il est 

important de noter ici que les cas d’infections symptomatiques, et notamment les atteintes 

sévères, sont pour la majorité des cas décrits après allogreffe de CSH. Par ailleurs, Maeda et 

al. ont montré que la fréquence de détection de l’HHV-6 était plus élevée chez les patients 

recevant un greffon médullaire que ceux recevant une greffon d’origine périphérique (Maeda 

et al., 1999), mais ces résultats n’ont pas été confirmés par la suite (Hentrich et al., 2005; 

Imbert-Marcille et al., 2000; Ljungman et al., 2000). En revanche, la fréquence des infections 

à HHV-6 est plus élevée parmi les patients recevant un greffon d’un donneur non apparenté 

ou un greffon d’un donneur non apparié pour le HLA ou le sexe(Ljungman et al., 2000; Ogata 

et al., 2006; Yamane et al., 2007; Zerr et al., 2005b). De plus, l’utilisation d’un greffon de 

sang placentaire représente un facteur de risque indépendant de  survenue d’infections à 

HHV-6 en post-greffe comme nous l’avons montré dans une étude publiée en 2010 où nous 

avons mis en évidence une fréquence de réactivation de 80% dans le groupe des patients 

allogreffés de sang placentaire versus 42,5% parmi les patients allogreffés de CSH de 
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donneurs non-apparentés (P<0.0001)(Chevallier et al., 2010). Cette association a été 

confortée par de nombreuses études (Betts et al., 2011; Dulery et al., 2012; Jeulin et al., 2013; 

Sashihara et al., 2002; Tomonari et al., 2005; Yamane et al., 2007; Zerr et al., 2011) et 

confirmée par une méta-analyse (incidence des réactivations à HHV-6 significativement plus 

élevée après greffe de sang placentaire : 72.0 % vs 37.4% pour les autres types de greffon, 

p<0.0001) (Scheurer et al., 2012). 

Enfin, d’autres facteurs sont associés à un risque plus élevé de survenue d’une 

réactivations à HHV-6 : conditionnement myéloablatif (Chevallier et al., 2010; de Pagter et 

al., 2013) ; traitement par corticoïdes(Jeulin et al., 2013; Ogata et al., 2006; Zerr et al., 

2005b) ; etadministration de SAL en prévention de la GVHD (graft versus host 

disease)(Olson et al., 2014; Zerr et al., 2001). 

Comme nous l’avons vu précédemment, la grande majorité des cas d’infections à HHV-6 

en post-greffe, compte-tenu de la séroprévalence très élevée de l’HHV-6 dans la population 

générale, sont liées à des réactivations endogènes ou à des réinfections, mais il faut noter que 

de rares cas de transmission de ciHHV-6 par le greffon,quelle qu’en soit la nature (sang 

placentaire ou cellules souches périphériques (CSP)),ont été rapportés (Jeulin et al., 2009; de 

Pagter et al., 2010; Purev et al., 2014) sans qu’on ne connaisse les conséquences pour les 

patients. C’est un point qu’il ne faut pas méconnaître pour ne pas diagnostiquer à tortune 

infection active à HHV-6.  
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Tableau 5. Facteurs de risque de la survenue d’infections à HHV-6 au cours de la période post-greffe de 

CSH. 

Facteur de risque
a
 Résultat

b
 Auteurs 

Age Jeune >Personnes plus agées Zerr et al., 2005b 

Sexe Masculin > Féminin Zerr et al., 2005b; Betts et al., 2011 

Type d'hémopathie initiale 
Leucémies et lymphomes > 

autres  
Yoshikawa et al., 2002 

Statut de la maladie initiale à la greffe Autres > 1
ère

 rémission Zerr et al., 2005b 

Type de greffe MO > CSP Maeda et al., 1999 

 

SP > MO et CSP Sashihara et al., 2002; Tomonari et al., 2005 

  

Yamane et al., 2007; Chevallier et al., 2010 

  

Betts et al., 2011; Jeulin et al., 2013  

Relation donneur/receveur Non apparentée > familiale Ljungman et al., 2000 

Appariement HLA donneur/receveur Non appariés > Appariés Ogata et al., 2006; Yamane et al., 2007 

Appariement sexe donneur/receveur Sexe différent > Même sexe Zerr et al., 2005b 

Type de conditionnnement Myéloablatif > Intensité réduite Chevallier et al., 2010; de Pagter et al., 2013 

Traitement par corticoïdes  Oui > Non Zerr et al., 2005b; Ogata et al., 2006;  

  

Jeulin et al., 2013 

Administration de SAL en prophylaxie 

de la GVHD 
Oui > Non Zerr et al., 2001; Olson et al., 2014 

a
 HLA, antigènes des leucocytes humains; GVHD, maladie du greffon contre l'hôte; SAL, sérum anti-lymphocytaire 

b
 MO, moelle osseuse; CSP, cellules souches périphériques; SP, sang placentaire 
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5.3.2.2. Manifestations cliniques et biologiques chez les patients 

L’infection à HHV-6 post-allogreffe est dans la grande majorité des cas peu 

symptomatique, d’où un pouvoir pathogène controversé, mais un certain nombre de 

manifestations cliniques et biologiques sont rapportées dans la littérature (Tableau 6). 

 Encéphalite.  

Une des complications les plus sévères consécutive à une réactivation HHV-6 est 

l’infection du SNC, pouvant conduire au développement d’une encéphalitelimbique aiguë 

post-transplantation(Ogata, 2009; Wainwright et al., 2001; Zerr et al., 2001, 2011). Les 

symptômes les plus souvent rencontrés sont la confusion, les convulsions, les troubles 

mnésiques, le délire, l’aphasie, l’amnésie, l’ataxie et des signesd’hémiplégie. De plus, le 

tableau clinique peut également comporter la présence d’un SIADH(syndrome de sécrétion 

inapproprié d’hormone antidiurétique)(Howell et al., 2012; Seeley et al., 2007). Les signes 

cliniques sont  associés à des anomalies de l’électroencéphalogramme et de l’imagerie (IRM : 

hypersignaux des hippocampes du complexe amygdalien). Le diagnostic d’encéphalite 

limbique à HHV-6 est posé devant la détection du génome d’HHV-6 par PCR dans le LCR 

d’un patient allogreffé de CSH présentant une symptomatologie neurologique 

compatibleassociée à des anomalies de l’imagerie cérébrale en l’absence d’autre étiologie 

identifiable (Ogata et al., 2015). 

L’encéphalite à HHV-6 est associée à un taux élevé de séquelles neurologiques à long 

terme (troubles de la mémoire, épilepsie du lobe temporale) et de mortalité (jusqu’à 50% des 

cas), et ce malgré parfois l’instauration d’un traitement antiviral spécifique(Hill et al., 2012; 

Muta et al., 2009; Sakai et al., 2011; Zerr, 2006). 

La méta-analyse citée précédemment, publiée par Scheurer et al. a, non seulement 

confirmé l’association entre réactivations HHV-6 et greffe de sang placentaire, mais elle a 

également mis en évidence  que la greffe placentaire était associée à un risque accru 

d’encéphalite limbique liée à l’HHV-6 : incidence de 8.3% après allogreffe de sang 

placentaire versus 0.50% après les autres types d’allogreffes(Scheurer et al., 2012). Par 

ailleurs, Olson et al. en étudiant une cohorte de 125 patients allogreffés de sang placentaire ne 

recevant pas de traitement par anti-thymoglobulines, ont observé une incidence de seulement 

1.6% des cas d’encéphalite, ce qui suggère que l’administration d’anti-thymoglobulines est un 

facteur associé à un risque de développement d’infections sévères chez ces patients (Olson et 

al., 2014). Enfin, le type de conditionnement est là encore à prendre en compte, les patients 
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recevant un conditionnement myéloablatif, semblent effectivement plus à risque d’infections 

sévères à HHV-6 et donc plus à risque d’encéphalite limbique post-transplantation(de Pagter 

et al., 2013). 

 Retard à la sortie d’aplasie et insuffisance médullaire à distance de la sortie 

d’aplasie.  

La survenue d’anomalies de l’hématopoïèse suite à la greffe de CSH constitue une des 

manifestations cliniques propres aux infections à HHV-6 et est la complication la plus 

fréquemment rapportée dans ce contexte(Tableau6). Ces anomalies peuvent être classées en 

deux catégories : retard à la sortie d’aplasie et insuffisance médullaire transitoire à distance de 

la reprise normale de l’hématopoïèse. Suite à la greffe de CSH, la sortie d’aplasie, c’est-à-dire 

la reprise d’une hématopoïèse normale, est définie par un nombre absolu de polynucléaires 

neutrophiles supérieur à 0,5.10
9
/L et de plaquettes supérieur à 50.10

9
/L dans le sang 

périphérique durant au moins deux jours consécutifs. La détection précoce d’HHV-6 en 

période post-greffe a été fréquemment associée à un retard à la sortie d’aplasie (Dulery et al., 

2012; Ljungman et al., 2000; Maeda et al., 1999; Ogata et al., 2006; Wang et al., 1996; Zerr 

et al., 2005b) comme nous l’avons montré dans deux études conduites au CHU de Nantes 

(Chevallier et al., 2010; Imbert-Marcille et al., 2000)et au cours d’une étude rétrospective 

menée en collaboration avec l’équipe de Virologie de la Pitié-Salpétrière(Boutolleau et al., 

2003). De plus, une étude récente menée sur l’ensemble de la cohorte de patients allogreffés 

de sang placentaire au CHU de Nantes a retrouvé une majoration du risque d’échec de prise 

de greffe en cas de réactivation de l’HHV-6 pendant la période d’aplasie post-allogreffe de 

sang placentaire(Le Bourgeois et al., 2014).Par ailleurs, à distance de la prise de greffe, des 

signes d’insuffisance médullaire transitoire partielle (anémie et/ou leucopénie et/ou 

thrombopénie), voire totale (pancytopénie), peuvent se manifester. Ce type d’anomalies a été 

associé à des épisodes concomitants de réactivations HHV-6 par certains auteurs (Boutolleau 

et al., 2003; Carrigan & Knox, 1994; Drobyski et al., 1993b; Imbert-Marcille et al., 2000; 

Knox & Carrigan, 1996; Wang et al., 1999b). 

Afin de mieux comprendre le rôle de l’HHV-6 dans la survenue des troubles de 

l’hématopoïèse pendant la période qui suit la greffe de CSH, plusieurs équipes ont étudié in 

vitro les conséquences de l’infection HHV-6 de précurseurs hématopoïétiques. Knox & 

Carrigan (1992), ont montré que l’infection par HHV-6B provoquait une diminution de la 

prolifération des cellules souches pluripotentes, des progéniteurs érythroblastiques et granulo-
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monocytaires, ainsi que des cellules médullaires stromales. La même équipe a réitéré ces 

expériences avec les deux espèces d’HHV-6, et a conclu à un effet myélosuppresseur 

supérieur de HHV-6A par rapport à HHV-6B(Carrigan & Knox, 1995). Par ailleurs, l’HHV-6 

inhibe la maturation des macrophages médullaires(Burd et al., 1993). Une équipe japonaise 

s’est intéressée au rôle myélosuppresseur de l’HHV-6 sur des précurseurs hématopoïétiques 

obtenus à partir de sang placentaire(Isomura et al., 1997, 2000). Ces auteurs ont pour leur part 

montré que l’HHV-6B possédait un effet suppresseur plus important que l’HHV-6A au niveau 

des progéniteurs de toutes les lignées : progéniteurs érythroblastiques, granulo-monocytaires 

et mégacaryocytaires, témoignant d'une action directe du virus sur ces cellules. Enfin, l’HHV-

6 est capable d’infecter les CSH totipotentes CD34+ provenant de sang placentaire et de 

perturber leur renouvellement et leur différenciation dans les différentes voies de 

l’hématopoïèse (Isomura et al., 2003). 

 Autres manifestations associées à l’infection HHV-6 

D’autres manifestations ont été plus rarement imputées à HHV-6. Il a en effet été associé 

à des épisodes de fièvre (Cone et al., 1999; Imbert-Marcille et al., 2000; Sashihara et al., 

2002) et d’éruption cutanée (Boutolleau et al., 2003; Le Cleach et al., 1998; Cone et al., 1999; 

Sashihara et al., 2002; Yoshikawa et al., 2001b, 2002). Des cas d’atteintes pulmonaires à type 

de pneumopathie interstitielle ont également été rapportées (Buchbinder et al., 2000; Carrigan 

et al., 1991; Cone et al., 1993a; Hentrich et al., 2005). De manière ponctuelle,  l’HHV-6 a 

également été impliqué dans des troubles hépatiques, digestifs (diarrhées) et des cas de 

microangiopathies thrombotiques(Amo et al., 2003; Ljungman et al., 2000; Matsuda et al., 

1999; Takatsuka et al., 2003). Comme dans le cas des transplantations d’organe solide, 

plusieurs auteurs prêtent à HHV-6 un rôle dans la survenue des infections à CMVH(Betts et 

al., 2011; Kadakia et al., 1996; Wang et al., 2002; Yamane et al., 2007; Zerr et al., 2012), 

alors que d’autres ne mettent en évidence aucun lien (Chevallier et al., 2010; Dulery et al., 

2012; Jeulin et al., 2013) 

Plusieurs auteurs ont mis en évidence une relation entre GVHD et infections à HHV-6 au 

cours de la période post-greffe(Appleton et al., 1995; Dulery et al., 2012; de Pagter et al., 

2013, 2008b; Wilborn et al., 1994; Zerr et al., 2005b). En fait, la détection de ce virus semble 

plutôt associée au degré de sévérité de la GVHD(Boutolleau et al., 2003; Imbert-Marcille et 

al., 2000; Yamane et al., 2007; Zerr et al., 2012).Cependant, au-delà de ces données 

statistiques, certaines questions subsistent. En particulier, il reste difficile de déterminer 
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sil’infection à HHV-6 est la cause ou la conséquence de la GVHD. 
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Tableau 6. Etudes sur l’incidence des réactivations HHV-6 après greffe de CSH (suite du tableau page suivante) 

 

 

Type d'étude
Groupe de patients (âge médian, 

intervalle, en année)

Méthodes de 

diagnostic; fréquence

Nature 

prélèvements

Incidence des 

réactivations à 

HHV-6 

Délai médian de 

survenue de la 

réactivation HHV-6 

(semaines)

Facteurs de risque de 

réactivation à HHV-6
Signes cliniques associés Espèce Référence

P 
57 patients HSCT : 36 allo et 24 auto 

(21; 2-53)
PCR; 1x/sem PBMC 36/57 (63%) 5 (2-10) n.s. GHVD aiguë

HHV-6B: 89% 

HHV-6A: 11%
Wilborn et al. , 1994

P 
57 patients HSCT : 34 allo et 23 auto PCR nichée PBMC

43/57 (75%)
n.d. n.d. GHVD aiguë n.d. Appleton et al. , 1995

P 37 patients allo-HSCT (35; 5-59) PCR nichée PBMC 26/37 (70%) n.s. Reconstitution PNN & plq retardée HHV-6B Wang et al. , 1996

P 
26 patients HSCT : 15 allo et 11 auto 

(40; 22-60)
PCR, culture, sérologie PBMC, salive 12/26 (46%) 4 (2-20) n.s. Infection à HCMV (allo), sinusite (auto) HHV-6B Kadakia et al. , 1996

P 
61 patients HSCT : 51 allo et 10 auto 

(33; 3-50)
sqPCR; 1x/sem PBMC 17/61 (28%) 3-4 (1-12) n.s. n.s. HHV-6B Chan et al. , 1997

P 38 patients allo-HSCT (33; 6-54) PCR nichée et sqPCR PBMC 17/38 (44,7%) 3-4 Greffe de MO Reconstitution plq retardée HHV-6B Maeda et al. , 1999

P 74 patients allo-HSCT (38; 4-55) qPCR; 2x/mois PBMC 58/74 (78%) n.d. Donneur non-apparenté; IgIV Reconstitution plq retardée n.d. Ljungman et al. , 2000

P 
92 patients HSCT : 28 allo et 64 auto 

(45; 3-65)
PCR; 1-2x/15 jours PBMC 39/92 (42,5%) 2,6 (1-16,7) Greffe de MO

Fièvre; anémie; reconstitution PNN & 

plq retardée
HHV-6B Imbert-Marcille et al. , 2000

P 21 patients allo-HSCT (41; 21-55) qPCR PBMC 17/21 (81%) n.d. n.d. Réactivation HCMV HHV-6B Wang et al. , 2002

P 27 patients allo-HSCT (7; 1-17) qRT-PCR; 1x/sem PBMC, plasma 16/27 (59%) n.d. Greffe de SP (PBMC > plamsa) n.s. HHV-6B Sashihara et al. , 2002

P 19 patients allo-HSCT PCR; 1x/sem PBMC 19/41 (46%) n.d. n.d. Lésions endothéliales vasculaires n.d. Takatsuka et al. , 2002

P 
82 patients HSCT: 72 allo et 10 auto (8; 

2-14)
Culture PBMC 31/82 (37,8%) 2 Allogreffe; leucémie et lymphome Rash cutané HHV-6B Yoshikawa et al. , 2002

R 
78 patients HSCT: 26 allo et 52 auto 

(44; 3-65)
qRT-PCR; 1-2x/2 sem PBMC 31/78 (39,7%) 2,7 (0-6,7) n.d.

Reconstitution PNN retardée; GVHD 

aiguë
HHV-6B Boutolleau et al. , 2003
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Tableau 6.Etudes sur l’incidence des réactivations HHV-6 après greffe de CSH (suite) 

 

 

Type d'étude
Groupe de patients (âge médian, 

intervalle, en année)

Méthodes de 

diagnostic; fréquence

Nature 

prélèvements

Incidence des 

réactivations à HHV-6 

Délai médian de 

survenue de la 

réactivation HHV-6 

(semaines)

Facteurs de risque de 

réactivation à HHV-6
Signes cliniques associés Espèce Référence

P 
228 patients HSCT: 197 allo et 31 auto 

(40; 14-63)
PCR nichée; 1x/sem PBMC 96/228 (41,9%) 3,7 (0,6-20,2) Allogreffe; donneur non-apprenté GVHD; réactivations EBV n.d. Hentrich et al. , 2004

P 50 patients allo-HSCT (41; 12-59) qRT-PCR; 1x/sem Plasma 24/50 (48%) 2,6 (0-6,8)
Mésappariement HLA D/R; 

corticoïdes

Reconstitution plq retardée; encéphalite 

limbique (CV élevée)
n.d. Ogata et al. , 2005

R 82 allo-HSCT (39; 17-64) qRT-PCR; 1x/sem Plasma
HHV-6A: 24/82 (29%)   

HHV-6B: 35/82 (43%)

HHV-6A: 5,4 (1-33)  

HHV-6B: 5,8 (0,7-30,3)
Retard HHV-6B: reconstitution plq retardée

HHV-6A    HHV-

6B
Radonic et al. , 2005

P 110 patients allo-HSCT (42; 20-63) qRT-PCR; 1x/sem Plasma 52/110 (47%) 3,3 (2,7-4)

Mésappariement sexe D/R; sexe 

masculin; statut maladie>1 

rémission; âge jeune

Reconstitution monocytes & plq retardée; 

OS; aGVHD; troubles SNC

HHV-6B: 97% 

HHV-6A: 3 % 
Zerr et al. , 2005

P 60 patients allo-HSCT (8; 2-20) PCR, IHC Sang total, PBMC 27/49 (55%) 3 (0-24) Conditonnement avec TBI Reconstitution GR & plq retardée HHV-6B Savoleinen et al. , 2005

P 72 patients allo-HSCT (28; 8-58) qRT-PCR; 1x/sem PBMC 35/72 (49%) 3 (1-12) n.d. Rash cutané; réactivation HCMV
HHV-6B: 97% 

HHV-6A: 3%
Wang et al. , 2006

P 46 patients allo-HSCT (47; 20-63) qRT-PCR; 1x/sem Plasma 22/46 (47,8%) 3 (2-5)

Greffe de SP; mésappariement 

HLA D/R; tacrolimus; faible taux 

d'IgG anti HHV-6

Réactivation HCMV HHV-6B Yamane et al. , 2007

P 58 patients allo-HSCT (8; 0-18) qRT-PCR; 1x/sem Plasma 39/58 (67%) 2,3 (0-17) n.s. GVHD aiguë et chronique; NRM; OS n.d. de Pagter et al. , 2008

R 55 patients allo-HSCT (50; 20-65) qRT-PCR; 1x/sem Sang total 29/55 (53%)
SP: 5,1 (2,3-10,6)             

CSP: 8,3 (3,4-14,3) 
Greffe de SP; conditonnement MA Reconstitution PNN & plq retardée HHV-6B Chevallier et al ., 2010

P 82 patients allo-HSCT (24; 1-67) qPCR; 1x/sem Sang total 46/82 (56%) 3,3 (1,4-24)
Sexe masculin; mésappariement 

D/R: sexe et/ou HLA
Fièvre; rash cutané; réactivation HCMV n.d. Betts et al. , 2011

P 312 patients allo-HSCT (>50; ≤20->50) qRT-PCR; 2x/sem Plasma 111/315 (35%) 3 (2-4) n.d.
Réactivation HCMV; GVHD aiguë (CV 

élevée); NRM (CV élevée)
n.d. Zerr et al ., 2012

P 235 patients allo-HSCT (42; 3-63) qPCR; 1x/sem Sang total 112/235 (48%) 4 (1-13) Conditionnement MA
Reconstitution plq retardée; mortalité 

précoce; GVHD aiguë
n.d. Dulery et al. , 2012

R 108 patients allo-HSCT (40; 17-65) qRT-PCR; 1x/sem Plasma 18/108 (17%) 2,6 (0-5) Conditionnement MA GVHD aiguë; NRM; OS n.d. de Pagter et al. , 2013

R 220 patients allo-HSCT (25; 10,5-44) PCR & qRT-PCR Non précisée 44/120 (20%) n.d.
Greffe de SP; conditonnement 

MA; GVHD aiguë; corticoïdes
n.s. n.d. Jeulin et al. , 2013

P, prospective; R, rétrospective; HSCT, greffe de cellules souches hématopoïétique (CSH); allo-HSCT, greffe allogénique de CSH; auto-HSCT, auto, autogreffe de CSH; qPCR, PCR quantitative; qRT-PCR, PCR quantitative en temps-réél; IHC, immunohistochimie; sem, semaine; PBMC, 

cellules mononucléées du sang périphérique; SP, sang placentaire; CSP, cellules souches périphériques; MO, moelle osseuse; MA, myéloablatif; GVHD, maladie du greffon contre l'hôte; TBI, irradiation corporelle totale; D/R, donneur/receveur; HHV-6, herpesvirus humain de type 6; HCMV, 

cytomégalovirus humain; EBV, Epstein Barr virus; NRM, mortalité non liée à la rechute; OS, survie globale; CV, charge virale; PNN, polynucléaires neutrophiles; plq, plaquettes; GR, erythrocytes; n.d., non déterminé; n.s., non significatif
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6. Méthodes de diagnostic virologique 

Il existe différentes techniques virologiques pour établir le diagnostic d’une infection à HHV-

6 (Tableau 7). Néanmoins, comme pour les autres herpesvirus, le choix de la méthode utilisée 

dépend du contexte, selon qu’il s’agit de déterminer un statut sérologique d’un individu ou de 

mettre en évidence une infection active à HHV-6A ou HHV-6B.  

6.1. Diagnostic direct 

6.1.1. Isolement viral en culture cellulaire 

L’isolement des HHV-6 en culture de cellules, qui a permis la découverte de ce virus à 

partir de sang, est la méthode de référence pour la détection de l’infection active et 

(Salahuddin et al., 1986). Cette technique consiste à mettre en co-culture, dans un milieu 

contenant de l’IL-2, des PBMCs de patients avec des PBMCs issues de donneurs sains (ou des 

CBMCs) préalablement activées par de la PHA. Le suivi de l’infection s’effectue par 

observation des cultures au microscope pendant 2 à 3 semaines afin de détecter l’apparition 

d’un ECP (cellules ballonnisées et réfringentes, Figure 13).En l’absence d’ECP visible, la 

confirmation d’une réplication d’HHV-6 doit être apportée par la détection d’antigènes ou du 

génome viral. HHV-6A et HHV-6B ayant le même ECP, le typage du virus doit être réalisé à 

l’aide d’anticorps monoclonaux spécifiques ou par des techniques de biologie moléculaire. 

Cette méthode d’isolement reste toutefois longue, fastidieuse et peu sensible, ce qui ne permet 

pas l’utilisation de cette technique en laboratoire de routine. 

 

Figure 13. Isolement de l’HHV-6 en culture cellulaire. a) cellules lymphoblastiques saines 

b) cellules lymphoblastiques infectées par l’HHV-6 (souche GS) (x200) 
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6.1.2. Détection des antigènes viraux 

Les antigènes d’HHV-6 peuvent être détectés par des anticorps monoclonaux spécifiques. 

Certains de ces anticorps réagissent avec des protéines d’HHV-6A et d’HHV-6B (Foà-Tomasi 

et al., 1992; Okuno et al., 1992), alors que d’autres sont spécifiques d’HHV-6A ou B (Aubin 

et al., 1993; Campadelli-Fiume et al., 1993; Pellett et al., 1993)et permettent donc de typer le 

virus. Ces différents anticorps peuvent être utilisés pour rechercher la présence du virus dans 

des cultures de cellules in vitro (immunochimie ou immunofluorescence), où au niveau de 

coupe tissulaire (immunohistochimie) afin de localiser précisément le virus dans un organe 

infecté. Par ailleurs, des techniques de recherche directe de certains antigènes viraux dans les 

PBMCs de patients ont été développées pour diagnostiquer des infections virales actives chez 

des patients greffés(Lautenschlager et al., 2002). Ces techniques s’apparentent à la méthode 

d’antigénémie du CMVH permettant de détecter la phosphoprotéine 65 (pp65) dans les 

polynucléaires neutrophiles. Une détection d'antigènes d'HHV-6 est la preuve d'une infection 

active.  

6.1.3. Détection et quantification du génome viral 

La détection de l’ADN génomique de HHV-6A et HHV-6B est effectuée de manière 

générale par amplification génique (PCR : polymerase chain reaction). De nombreux 

systèmes ont été développés afin de détecter le génome viral (PCR simple ou nichée à l’aide 

d’amorces spécifique, suivi ou non d’hybridation moléculaire à l’aide de sondes spécifiques 

du HHV-6) (Collandre et al., 1991; Cone et al., 1993b; Huang et al., 1992). 

Certaines de ces techniques de PCR qualitative, dont la sensibilité est parfois très élevée, 

conduisent à l’amplification du génome de virus latent. Il est donc difficile dans ces 

conditions de poser le diagnostic d’infection virale active. La quantification du génome viral 

peut aider à définir le caractère réplicatif ou non du virus quand celui-ci est détecté dans un 

échantillon biologique. La technologie de PCR en temps réel a permis de mettre au point des 

outils de quantification virale particulièrement performants, notamment pour l’HHV-6  

(Collot et al., 2002; Locatelli et al., 2000; Razonable et al., 2002; Zerr et al., 2000). 

Gautheret-Dejean et al. ont mis au point une technique de PCR en temps réel, utilisant la 

technologie TaqMan®, permettant de quantifier indifféremment les génomes des deux 

espèces HHV-6A et HHV-6B, par l'amplification d’une région au niveau des gènes U65-U66. 

Cette technique est celle que nous utilisons au laboratoire de Virologie du CHU de Nantes 

(Gautheret-Dejean et al., 2002). 
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La distinction entre les deux espèces d’HHV-6 peut être effectuée grâce à différentes 

méthodes : analyse du profil de restriction enzymatique, amplification avec des amorces 

spécifiques de chaque variant, ou encore hybridation des produits de PCR avec des sondes 

spécifiques (Aubin et al., 1991, 1994). Des méthodes de PCR en temps réel fondées sur 

l’analyse des courbes de fusion (Razonable et al., 2002; Safronetz et al., 2003) ou sur 

l’utilisation d’amorces spécifiques d’espèces ont été développées(Boutolleau et al., 2006b) 

La reclassification récente par l’ICTV en 2 espèces distinctes suggère la nécessité de 

différencier les infections à HHV-6A des infections à HHV-6B afin notamment, de mieux 

caractériser l’histoire naturelle de ces infections et mieux définir leur implication clinique 

respective. Ainsi, les équipes travaillant sur l’études des infections à HHV-6, devraient 

pouvoir disposer d’une technique de détection et de quantification par PCR des génomes 

viraux complétée d’une technique permettant le diagnostic précis de l’espèce mise en cause 

(PCR spécifique ou technique de séquençage d’une région variable, par exemple). 

6.1.4. Détection des transcrits viraux 

L’amplification des ARNm viraux, très précoces, précoces ou tardifs, constitue une autre 

stratégie pour détecter une infection à HHV-6. Cette méthode permet notamment de suivre 

l’expression séquentielle des différents gènes viraux et la détection d’ARNm tardifs, transcrits 

lors d’une réplication virale complète, permet a priori de mettre en évidence une infection 

virale active. Ainsi, plusieurs équipes ont développé des systèmes de détection de transcrits 

d’HHV-6 (Mirandola et al., 1998; Norton et al., 1999; Pradeau et al., 2006; Yoshikawa et al., 

2003). Ces techniques sont fondées sur la réalisation d’une rétrotranscription (RT) de l’ARN, 

suivie d’une PCR nichée, ce qui suppose de prendre des précautions pour éviter tout risque de 

contamination. Au sein de notre laboratoire, André-Garnier et al. ont mis au point, une 

méthode de RT-PCR en une seule étape permettant de détecterles transcrits provenant de 

l’épissage alternatif tardif, preuve de la multiplication du virus(Andre-Garnier et al., 2003). 

Plus récemment, notre équipe à développer  une technique de RT-PCR quantitative en temps 

réel détectant les ARNm des gènes U90 (très précoce) et U100 (tardif). L’évaluation de cette 

méthode chez des patients allogreffés de CSH a montré que, ces ARNm viraux étaient 

détectés chez des patients ayant une ADNémie HHV-6 supérieure à 1.10
3 

copies/mL de sang. 

Cette méthode semble donc constituer un outil de diagnostic intéressant pour discriminer une 

infection active d’une infection latente (Bressollette-Bodin et al., 2014). Toutefois, ces 

méthodes de détection d’ARNm viraux sont délicates à utiliser pour diagnostiquer des 
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infections virales actives chez les patients, car les conditions de prélèvement et de 

conservation des échantillons biologiques assurant une bonne conservation des ARN sont 

contraignantes et semblent peu applicables, en systématique, à la pratique hospitalière. 

6.2. Diagnostic indirect 

Le diagnostic indirect ou sérologique est basé sur la détection d’anticorps, IgG et/ou 

d’IgM contre l’HHV-6 dans le sérum du patient. Les deux techniques principalement utilisées 

dans le cadre du sérodiagnostic d’HHV6 sont représentées par la technique 

d’immunofluorescence indirecte (IFI) (Robert et al., 1990)et les techniques immuno-

enzymatiques de type ELISA (Sloots et al., 1996).  

Les méthodes par immunofluorescence permettent de détecter séparément les IgG et les 

IgM grâce à l’anticorps conjugué utilisé(Irving & Cunningham, 1990).  

La présence des IgM est fréquemment interprétée comme indicatrice d'une primo-

infection ou d'une réactivation virale. Cependant, des études associant leur recherche à celle 

du diagnostic direct, ont montré que les IgM anti HHV-6 étaient retrouvées en dehors de tout 

contexte d’infection active confirmée suggérant la possibilité de réactions croisées avec 

notamment les autres β-Herpesvirinae(Foà-Tomasi et al., 1996).  

Actuellement, aucune méthode sérologique ne permet de distinguer les anticorps 

spécifiquement dirigés contre l’une ou l’autre des espèces d’HHV-6.  

La sérologie présente un intérêt modeste pour le diagnostic d’infection à HHV-6 chez les 

sujets immunodéprimés, du fait de la séroprévalence élevée de ce virus dans la population 

générale et de la présence inconstante d’une réponse anticorps chez ces patients. La principale 

indication d’un test sérologique reste le diagnostic de primo-infection avec mise en évidence 

d’une séroconversion IgG, et son utilisation pour des études d’épidémiologie(Agut et al., 

2015). 
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Tableau 7. Méthodes de diagnostic virologique des infections à HHV-6A et HHV-6B (adapté de 

Agut et al., 2015). 

Type de 

diagnostic 
Méthode Avantages et intérêt Inconvénients et limites 

Indirect Détection des IgG et 

des IgM (IFI, ELISA) 

et tests d'avidité 

Echantillons de sérum faciles à 

collecter et à stocker, technique 

facilement accessible, diagnostic de 

primo-infection, études de 

séroprévalence 

Interprétation difficile pour le 

diagnostic de réactivation, pas de 

discrimination entre HHV-6A et 

HHV-6B, réponse anticorps altérée 

en cas d'immunodépression, réaction 

croisée avec les autres β-herpesvirus  

Direct Isolement viral en 

culture cellulaire 

Méthode de référence, mise en 

évidence d'une infection active 

Méthode laborieuse, longue, chère et 

de faible sensibilité 

 Détection des 

antigènes viraux 

Facile à mettre en œuvre, permet la 

mise en évidence de la production de 

protéines virales, possibilité de 

distinction entre HHV-6A et HHV-

6B 

Besoin de standardisation, sensibilité 

limitée 

 PCR qualitative Sensibilité et spécificité élevée, 

discrimination entre HHV-6A et 

HHV-6B 

Ne permet pas de distinction entre 

infection active, latente et ciHHV-6 

 PCR quantitative en 

temps réel 

Sensibilité et spécificité élevée, 

discrimination entre HHV-6A et 

HHV-6B, permet suivi longitudinal 

et comparaison charge virale 

sanguine vs tissulaire  

Besoin de standardisation 

internationale, nécessité d'établir des 

seuils pour définir une infection 

active, un ciHHV-6 

  Détection des 

transcrits viraux par 

RT-PCR 

Distinction entre infection active et 

latente 

Sensibilité limitée (à évaluer), besoin 

de standardisation 

IFI, immunfluorescence indirecte; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; RT-PCR, reverse transcriptase 

PCR; ciHHV-6, intégration chromosomique de l'HHV-6 

 

6.3. Problématiques liées au diagnostic des infections à HHV-6 

 Le manque de standardisation des différentes méthodes et l’absence de consensus sur les 

critères permettant de distinguer une infection latente d’une infection active rendent difficiles 

le diagnostic des infections à HHV-6. Comme nous l’avons vu, la sérologie est très peu 

contributive ; la recherche virale par l’isolement en co-culture avec des PBMCSs met en 

évidence l’infection active mais cette méthode est laborieuse, longue et manque de 

sensibilité ; l’utilisation de la PCR quantitative permet d’avoir une quantification rapide, 

sensible et de déterminer la charge virale sanguine mais, en l’absence de consensus ne permet 

pas de trancher formellement entre une infection active ou un virus à l’état latent dans la 

cellule ; enfin la détection de transcrit tardif par RT-PCR est plutôt en faveur d’une infection 

active mais des transcrits viraux peuvent être détecter aussi à l’état de latence.  

 La PCR quantitative en temps réel est considérée comme la technique de référence, à 

l’heure actuelle, pour réaliser le diagnostic d’infections à HHV-6 et une charge virale 
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supérieure ou égale à 1.10
3
 copies/mL de sang semble être le seuil admis par l’ensemble de la 

communauté scientifique, pour permettre de distinguer une infection active à HHV-6 d’une 

infection latente(Agut et al., 2015). La cinétique d’augmentation de la charge virale ADN 

peut également être un indicateur d’infection active. 

Enfin, il est important de rappeler ici que la mise en évidence d’une charge virale élevée 

(≥ 10
4
-10

5
 copies/mL de sang ou de plasma) doit faire évoquer la présence de ci-HHV6, qui le 

cas échéant pourra être confirmée ou infirmée par une recherche du génome viral dans un 

follicule pileux par exemple (Hubacek et al., 2007, 2009; Ward et al., 2006) 

7. Traitement antiviraux 

7.1. Indications de traitement des infections à HHV-6 

Si les infections à HHV-6 chez le sujet immunocompétent (enfant ou adulte) sont 

généralement limitées et ne nécessitent pas de traitement, les infections chez les 

immunodéprimés, et en particulier chez les patients allogreffés de CSH, peuvent dans certains 

cas nécessiter le recours à une chimiothérapieantivirale. 

Il n’y a pas de consensus international à l’heure actuelle sur le fait de traiter ou non une 

infection à HHV-6(Agut, 2011). Ceci inclut aussi bien les notions de traitements 

prophylactiques, préemptifs ou curatifs. Cette indécision est liée principalement à la faible 

pathogénicité du virus et à la toxicité des traitements disponibles. Les essais de traitements 

prophylactiques(Ogata et al., 2013; Rapaport et al., 2002; Tokimasa et al., 2002)ou 

préemptifs(Ishiyama et al., 2011; Ogata et al., 2008) ne sont pas concluants, en particulier sur 

la survenue des encéphalites à HHV-6. En ce qui concerne un traitement curatif, la seule 

indication reconnue est l’encéphalite limbique à HHV-6, maladie pour laquelle le lien de 

cause à effet entre le virus et la symptomatologie clinique est communément admis 

aujourd’hui. Cette recommandation émane à la fois du Forum internatonal sur la prise en 

charge des infections à herpesvirus (Dewhurst, 2004) et de la Conférence Européenne sur la 

prise en charge des infections survenant chez les patients leucémiques (Ljungman et al., 

2008). 

Pour les autres cas d’infections à HHV-6 (y compris les retards à la prise de greffe de 

CSH), les décisions relatives à un traitement sont difficiles et reposent sur un certain nombre 

d’arguments et sur l’appréciation générale du clinicien. La responsabilité d’HHV-6 dans la 
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survenue d’un symptôme ou d’une maladie peut être suspectée devant plusieurs éléments : le 

terrain (patient avec déficit immunitaire), la chronologie entre l’apparition des signes 

cliniques et la détection de l’infection à HHV-6, la correspondance entre les signes cliniques 

et le site de détection du virus, l’absence d’autres pathogènes détectés pouvant expliquer la 

symptomatologie (en particulier le CMVH), l’établissement antérieur d’une association entre 

le virus et la manifestation clinique observée, finalement une charge virale relativement 

élevée (>1.10
3
 copies/mL de sang) en l’absence de documentation d’HHV-6 intégré au 

génome (Agut, 2011). 

7.2. Traitements disponibles 

Aucun protocole de chimiothérapie antivirale n’estencore clairement établi et les patients 

sont pris en chargeau cas par cas, en fonction d’autres pathologies concomitantes et des effets 

secondaires des molécules. 

Actuellement, les drogues utilisées sont les mêmes que celles utilisées en pratique clinique 

pour le traitement des infections à CMVH : un analogue nucléosidique, le ganciclovir (GCV), 

un analogue nucléotidique cidofovir (CDV) et un analogue de pyrophosphate, le foscarnet (ou 

acide phosphonoformique, PFA) (Figure 14). 

L’aciclovir (ACV), molécule antivirale active sur les HSV et le virus de la varicelle et du 

zona (VZV), est actif in vitro sur l’HHV-6, mais seulement à des concentrations élevées ne 

pouvant être obtenues in vivo, ce qui explique l’exclusion de cette molécule de l’arsenal 

thérapeutique anti HHV-6(Agut et al., 2015). 

Les trois molécules précédemment citées sont actives aussi bien sur l’HHV-6A que 

l’HHV-6B in vitro(Agut et al., 1991) et ont toutes pour cible l’ADN-polymérase virale. Ils 

vont agir par compétition avec les nucléotides naturels et entraîner soit un arrêt complet, soit 

un ralentissement de l’élongation de la chaîne d’ADN viral en cours d’élongation lors de la 

réplication du génome du virus (Figure 15). Les analogues nucléosidiques (ACV et GCV) 

sont des prodrogues qui doivent être triphosphorylées avant d’interagir avec la synthèse de 

l’ADN viral. La première phosphorylation est assurée par une phosphotransférase virale 

(codée le gène U69), alors que les deux suivantes sont effectuées par des kinases cellulaires. 

Le CDV est monophosphorylé, sa transformation en métabolite actif nécessite donc 

uniquement l’intervention de kinases cellulaires. Quant au PFA, il est directement actif, sans 

transformation préalable. 
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Figure 14. Structure chimique des molécules antivirales actives sur l’HHV-6. 
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Figure 15. Métabolisme et mécanismes d’action des antiviraux anti HHV-6. 

GCV, ganciclovir ; ACV, aciclovir ; CDV, cidofovir ; PFA, foscarnet ; MP, 

monophosphate ; DP, diphosphate ; TP, triphosphate; PPi, pyrophosphate 

 

Comme dit précédemment, aucun essai contrôlé n’a été conduit sur le traitement in vivo 

des infections à HHV-6, mais quelques cas ont été rapportés, principalement dans le cadre 

d’encéphalite à HHV-6 survenant chez des patients allogreffés de CSH. L’instauration d’un 

traitement pas GCV seul, PFA seul, ou les deux molécules associées, a permis la régression 

des symptômes dans un certain nombre de cas (Camus et al., 2015; Cole et al., 1998; 

Mookerjee & Vogelsang, 1997; Muta et al., 2005, 2009; Rieux et al., 1998; Zerr, 2006). 

Néanmoins, malgré l’instauration d’un traitement antiviral, plus de la moitié des patients 

allogreffés de CSH ayant présenté une encéphalite limbique à HHV-6 développent des 

séquelles neurologiques tels que des troubles de la mémoire, ou décèdent de leur encéphalite 

(Muta et al., 2009; Ogata et al., 2015). Ceci montre que l’efficacité d’un traitement antiviral 

curatif quand l’encéphalite est diagnostiquée semble insuffisante.  

Au vu des mécanismes d’action des molécules utilisées et au vu de ce qui observé pour le 

CMVH, l’émergence de souches d’HHV-6 présentant des mutations de résistances sur le gène 

codant pour la phosphotransférase (U69), conférant une résistance ou GCV ou sur le gène 
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codant pour la polymérase virale (U38) est à craindre. Ainsi même si elles restent encore 

anecdotiques, des résistances aux antivirauxcommencent à être observées chez des 

patients(Bonnafous et al., 2012; Manichanh et al., 2001) 

Les molécules dont nous disposons actuellement pour le traitement des infections à HHV-

6, en plus d’avoir un certain coût, d’être potentiellement inefficaces sur des souches 

résistantes et de leur voie d’administration (intraveineuse), posent surtout un problème lié aux 

effets secondaires qui découlent de leur utilisation. En effet, malgré leur sélectivité pour les 

enzymes virales, elles posent le problème d’une toxicité hématopoïétique (neutropénie) pour 

le GCV et rénale pour le PFA et le CDV. De plus, il faut noter que ces molécules ne sont pas 

formellement approuvées pour le traitement des infections à HHV-6 et ne sont actuellement 

indiquées que pour la prise en charge des infections à CMVH. 

D’autres analogues nucléosidiques ou nucléotidiques potentiellement efficaces sont en 

cours de développement préclinique ou en phase d’essai clinique. Le brincidofovir, connu 

sous le nom de CMX001 (Figure 14), est un dérivé ester-lipidique du CDV, actif contre un 

large spectre de virus à ADN comprenant les herpesvirus, semble être prometteur. Il présente 

plusieurs avantages par rapport au CDV, comme une faible toxicité rénale, une administration 

par voie orale et une bonne diffusion au niveau du SNC avec un passage plus efficace de la 

barrière hémato-encéphalique (Painter et al., 2012). L’artesunate est un dérivé de l’artémisine, 

utilisé dans le traitement de la malaria. Son efficacité in vitro a été démontrée sur plusieurs 

herpesvirus tel que le CMVH ou l’HHV-6, et il a été utilisé dans le traitement d’infections à 

CMVH à titre compationnel. Un cas dans la littérature a rapporté son utilisation pour une 

infection à HHV-6 : il s’agissait du cas d’un enfant atteint de myocardite aiguë à HHV-6 

traitée efficacement avec cette molécule (Hakacova et al., 2013). D’autres composés 

antiviraux en développement, ont montré une activité anti HHV-6 comme des analogues 

nucléosidiques/nucléotidiques, SS2242, A-5021, cyclopropavir et 3-deaza-HMPTA et un 

inhibiteur non nucléosidique, le CMV423(Bonnafous et al., 2012). 

A côté des molécules spécifiques antivirales, le développementde l’immunothérapie 

adoptive constitue une voie thérapeutique alternative séduisante, en particulier pour le 

traitement des infections virales chez les patients allogreffés de CSH. Ce type de thérapie 

consiste à administrer aux patients des lymphocytes T virus-spécifiques générés in vitroet 

ainsi de restaurer une immunité cellulaire spécifique permettant le contrôle de l’infection 

virale (Figure 16). De plus, l’équipe du Dr Leen, a montré qu’il est possible de générer des 
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lymphocytes T multivirus-spécifiques (anti- ADV, EBV, CMVH, BKPyV et HHV-6) 

permettant d’envisager le traitement concomitant de plusieurs infections virales opportunistes. 

Cette stratégie thérapeutique doit cependant être validée au cours d’essais cliniques 

(Gerdemann et al., 2012a, b; Leen et al., 2013; Papadopoulou et al., 2014) 

 

 

Figure 16. Principe de l’immunothérapie adoptive (Becerra et al., 2014). 
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Comme il a été évoqué dans les rappels bibliographiques, plusieurs études ont mis en 

évidence une association entre infection à HHV-6 et l’utilisation d’unités de sang placentaire 

(SP) comme source de greffon lors d’une greffe allogénique de CSH. Notre équipe a obtenu 

récemment des données similaires lors d’une étude rétrospective menée sur un plus grand 

nombre de patients(Chevallier et al., 2010). Cette étude réalisée sur 55 patients allogreffés (15 

receveurs de SP versus 40 receveurs de cellules souches périphériques (CSP) d’un donneur 

non apparenté) a mis en évidence le fait que les infections à CMVH et EBV demeurent un 

problème important, comme dans tous les contextes d’immunosuppression en général, avec 

une incidence de survenue équivalente dans les deux groupes. Pour l’HHV-6, nos données 

montraient que l’augmentation très significative de l’incidence des infections à HHV-6 dans 

le groupe des patients greffés de SP (80 versus 42,5% ; P<0,0001) se traduisait également par 

des charges virales (CV) sanguines plus importantes (moyenne = 3,98 ± 0,86 log10cop/mL, 

médiane = 4,25 versus moyenne = 3,19 ± 0,82 log10cop/mL, médiane = 3,48 ; P<0,0001) et 

avec une durée d’infection plus longue (100% des patients receveurs de SP infectés par HHV-

6 restaient positifs à M9 post-greffe versus 41% des patients receveurs de CSP). Cette étude 

avait par ailleurs mis en évidence des différences significatives concernant la reconstitution 

immune en période post-greffe. En effet, les patients du groupe SP comparativement au 

groupe CSP présentaient des taux plus élevés de cellules NK à M3, de lymphocytes B dès M3 

jusqu’à M9 et à l’inverse des taux plus faibles de lymphocytes T CD8+ à M3 et M6 post-

greffe.En raison de son caractère rétrospectif, des faibles effectifs analysés dans le groupe SP 

et surtout d’un suivi immunologique trop restreint, notre étude préliminaire n’a pas permis 

d’expliquer la forte incidence des infections HHV-6 après greffe de SP, ce qui constitue la 

question principale posée. Elle n’a pas non plus permis de définir les conséquences pour le 

patient, notamment en terme de survie ou de rechute.  

Le premier objectif de ce travail de thèse visait à confirmer les résultats obtenus lors de 

l’étude rétrospective et à mieux définir les caractéristiques et les conséquences cliniques et/ou 

biologiques de cette infection dans ce contexte. Nous avons conduit une étude prospective 

comparant les fréquences de survenue d’infections à HHV-6 et de réactivations de quatre 

autres virus opportunistes (CMVH, EBV,adénovirus (ADV) et polyomavirus BK (BKPyV) 

chez 65 adultes allogreffés recevant soit une greffe de SP soit une greffe de CSH issues d’un 

donneur non apparenté. Au cours de ce travail, nous avons également comparé la 

reconstitution immune post-greffe entre les deux groupes de patients. Cette étude a fait l’objet 

de plusieurs communications orales et affichées dans des congrès nationaux et internationaux 
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et d’un article actuellement en cours de soumission à Haematologica(Article 1 dansl’annexe 

1, p194). Les résultats de cette étude sont présentés dans la partie expérimentale n°1. 

Les différences de reconstitution immune observées au cours de l’étude rétrospective nous 

avaient conduit à envisager que ces différences de cinétique pouvaient interférer sur la 

réactivation à HHV-6. Nous avions émis l’hypothèse qu’une ou plusieurs sous-populations 

leucocytaires, en excès chez les patients allogreffés de SP, comme par exemple les cellules 

NK, qui ont été décrites comme étant permissives à une infection par HHV-6A, 

puissentreprésenter une source de virus chez les patients infectés. Nous avons dans une 

deuxième partie de notre travail expérimental, réalisé des tris par cytométrie en flux (CMF) à 

partir des PBMCs de patients infectés par l’HHV-6 inclus dans l’étude prospective puis 

recherché par PCR le génome viral dans chacune des sous-populations recueillies. Les 

résultats de ces tris sont présentés dans la partie expérimentale n°2. 

Nous nous sommes dans un troisième travail, intéressés aux infections à HHV-6 à 

distance de la greffe de SP. Nous avons mené une étude visant à déterminer la fréquence des 

réactivations à HHV-6 à distance de la greffe et àévaluer le statut immunitaire chez deux 

groupes de patients allogreffés ayant reçu soit une greffe de SP soit une greffe CSP provenant 

d’un donneur familial ou non apparenté. Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans 

Journal of Infectious Diseases en janvier 2014 (Article n°2 dans l’annexe 1, p223) et est 

présentée dans la partie expérimentale n°3. 

Enfin, un travail réalisé récemment au sein de notre équipe a montré que les greffons 

placentaires étaient caractérisés par un déficit quantitatif et qualitatif en cellules T et B 

mémoires mais aussi en pDCs(Chevallier et al., 2013a). Ces déficits peuvent en partie 

expliquer l’incidence accrue d’infections après greffe placentaire. Néanmoins, ceci n’explique 

pas le fait que l’incidence d’infections à HHV-6 soit plus importante après ce type de greffe 

(en comparaison des greffes CSP) alors que, comme décrit précédemment, l’incidence des 

infections à CMVH, un virus proche de HHV-6, est comparable après greffe de SP et greffe 

de CSP. Une des hypothèses pourrait être l’absence de permissivité des pDCs pour le CMV 

(Varani et al., 2007)alors que celle-ci existerait pour HHV-6(Takemoto et al., 2009). Ceci 

ayant pour conséquence le contrôle des pDCs par le virus (via des mécanismes 

d’immunomodulation) permettant sa réactivation.  
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Dans la quatrième partie de ce travail de thèse, nous avons donc voulu évaluer les 

conséquences d’une infection à HHV-6B sur des pDCs humaines in vitro. Ces travaux sont 

présentés dans la partie expérimentale n°4. 
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1. Etude de l’impact de la nature du greffon sur la survenue d’infections 

virales précoces et la reconstitution immune après greffe allogénique de 

cellules souches hématopoïétiques chez l’adulte. 

1.1. Introduction 

Au cours des dernières décennies, l’utilisation d’un greffon de SPcomme source de CSH 

est devenue une alternative pour les patients éligibles à la greffe ne disposant pas d’un 

donneur vivant(Ballen et al., 2013). Du fait de la faible quantité de CSH et de l’immaturité 

des lymphocytes T (lymphocytes T naïfs) contenus dans le greffon placentaire, la 

transplantation allogénique de SP est associée à un retard à la prise de greffe et à une 

mauvaise reconstitution immune,responsables d’un risque plus élevé d’infections 

opportunistes comparativement aux greffes utilisant les sources conventionnelles de CSH 

(moelle osseuse (MO) et CSP recueillies après stimulation du donneur par du G-

CSF)(Komanduri et al., 2007; Laughlin et al., 2004; Parody et al., 2006; Petropoulou & 

Rocha, 2011; Szabolcs, 2010). 

Les infections opportunistes virales représentent une cause majeure de complications post-

greffe et impliquent principalement cinq virus : trois herpesvirus, le CMVH, l’EBV et l’HHV-

6 ; un polyomavirus, le virus BKPyV et l’ADV (Danby & Rocha, 2014; Hiemenz, 2009). Les 

séroprévalences pour ces virus sont élevées dans la population générale adulte (>90%), sauf 

pour le CMVH, pour lequel la séroprévalence varie entre 45 et 90%(Marr, 2012). La survenue 

d’infections virales en période post-greffe est liée au déficit de l’immunité cellulaire 

consécutif à la greffe et constitue un sujet de préoccupation important car ces infections sont 

associées à des taux de morbidité et de mortalité élevés(Ljungman et al., 2008; Styczynski et 

al., 2009). Ainsi, l’HHV-6 peut être associé à des cas d’encéphalite, de pneumopathie 

interstitielle, de fièvre, d’éruption cutanée, de retard à la prise de greffe voire de GVHD(de 

Pagter et al., 2008b). Le CMVH peut être responsable de colite, de rétinite, d’encéphalite et 

de pneumopathie(Ljungman et al., 2011) et l’EBV peut être à l’origine du développement 

d’un syndrome lymphoprolifératif(Peric et al., 2011). Le BKPyV est impliqué dans la 

survenue de cystite hémorragique(Silva et al., 2010) tout comme l’ADV, qui lui est également 

mis en cause dans des cas de fièvre, de diarrhées, d’hépatite et de pneumopathie(Robin et al., 

2007). 

A ce jour, les connaissances concernant l’épidémiologie et les facteurs de risque des 

infections virales post-allogreffe sont encore limitées. De plus,l’influence de la source de 
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CSH sur le déficit immunitaire cellulaire et sur le risque de réactivations virales post-greffe  

n’a été que très peu étudiée. La plupart des études comparatives se rapportant à ce sujet 

traitent soit d’une ou deux infections virales soit de la reconstitution immune seule, ce qui ne 

permet pas d’avoir une vue globale sur l’ensemble des éléments impliqués(Danby & Rocha, 

2014). 

Afin de mieux définir l’impact de l’utilisation d’une source de CSH alternative sur les 

réactivations virales et sur la reconstitution immune après allogreffe, nous avons conduit en 

2009 une étude rétrospective dans laquelle nous avons montré que les infections à HHV-6 

étaient significativement plus fréquentes après greffe de SP qu’après greffe de CSP d’un 

donneur non apparenté ; en revanche aucune différence n’a été observée entre les deux 

groupes concernant les réactivations à CMVH et EBV. L’analyse des données de la 

reconstitution immune avait mis en évidence la présence de taux plus élevés de lymphocytes 

B jusqu’au 9
ème

mois post-greffe et de cellules NK à M+3 chez les patients du groupe SP. Les 

patients du groupe CSP, quant à eux, présentaient des taux plus élevés de lymphocytes T 

CD8+ à M3 et M6 post-greffe (Chevallier et al., 2010). Le lien étroit entre HHV-6 et greffe 

de SP a par la suite été rapporté par plusieurs équipes (Betts et al., 2011; Hill et al., 2012; 

Jeulin et al., 2013; Scheurer et al., 2012; Yamane et al., 2007).  

Afin de confirmer nos données, nous avons entrepris de mener une étude prospective 

comparant les cinétiques de reconstitution immune et des réactivations virales mentionnées 

précédemment après allogreffe de CSH chez des patients recevant soit un greffon d’origine 

placentaire soit un greffon de CSP provenant d’un donneur non apparenté après un 

conditionnement d’intensité réduite (RIC, reduced-intensity regimen), qui est le type de 

conditionnement principalement utilisé chez l’adulte, tout du moins, en France (Blaise & 

Castagna, 2012). 

1.2. Patients et méthodes 

Critères d’inclusion et design de l’étude 

Il s’agissait d’une étude monocentrique prospective menée au CHU de Nantes sur une 

période de 3 ans. Tous les patients adultes recevant,soit une allogreffe de SP (groupe 

« SP »),soit une allogreffe de CSP provenant d’un donneur non-apparenté (groupe CSP) après 

RIC,et ayant accepté de participer à l’étude ont été inclus. Il n’y avait aucune restriction 

concernant la pathologie initiale, le statut de la maladie initiale au moment de la greffe ou le 
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type de conditionnement RIC administré(Bacigalupo et al., 2009). En l’absence de décès ou 

de rechute précoce, les patients étaient suivis jusqu’au 6
ème

 mois après l’allogreffe.  

L’objectif principal de cette étude était de comparer concomitamment entre les deux 

groupes (SP vs CSP) l’incidence de survenue de cinq infections virales opportunistes (HHV-

6, CMVH, EBV, ADV et BKPyV), et d’évaluer les conséquences cliniques et ou biologiques 

de ces infections chez les patients. Sur le plan clinique, les différents éléments recherchés 

étaient les suivants : présence ou absence, de fièvre, d’une éruption cutanée, de symptômes 

respiratoires, d’un syndrome méningé, d’une symptomatologie urinaire ou digestive. Les 

autres paramètres pris en compte étaient le délai de sortie d’aplasie, la survenue d’une GVHD 

aiguë, la rechute, la survie et le décès. Le suivi des patients n’étant que de 6 mois post-greffe, 

la GVHD chronique, la survie globale et la survie sans maladie non pas été considérées dans 

cette étude. 

Le second objectif était d’évaluer la cinétique de reconstitution immune jusqu’au 6
ème

 

mois post-greffe et de comparer les données obtenues entre les deux groupes. 

Les échantillons de sang total (ST) pour les analyses virologiques et immunologiques ont 

été prélevés pour chaque patient,le jour de la greffe (J0), tous les 15 jours jusqu’au 3
ème

 mois 

post-greffe (J15, J30, J45, J60) puis une fois par mois jusqu’à la fin du suivi (M4, M5, M6). 

Un consentement éclairé a été recueilli auprès de chaque patient inclus et l’étude a été 

approuvée par la commission de révision du CHU de Nantes. 

 

Définitions 

Reconstitution hématopoïétique, prise de greffe et GVHD 

Les récupérations en polynucléaires neutrophiles et en plaquettes étaient définies par un 

nombre absolu de polynucléaires neutrophiles supérieur à 0,5.10
9
/L et un nombre de 

plaquettes supérieur à 50.10
9
/L dans le sang périphérique, durant au moins deux jours 

consécutifs,sans support transfusionnel. La prise de greffe était définie par l’obtention 

prolongée d’un nombre absolu de polynucléaires neutrophiles supérieur à 0,5.10
9
/L, associé à 

un chimérisme donneur supérieur à 5% (les deux unités combinées pour les patients du 

groupe SP). Le diagnostic et le score de GVHDétaient évalués selon les critères 

standardsétablis par l’équipe de Seattle(Glucksberg et al., 1974; Shulman et al., 1980). 
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Réactivation, infection active et maladie virales  

Une réactivation virale était définie par le fait d’avoir au moins une PCR positive dans le 

ST quelle que soit la valeur de CV.  

Une infection virale active était définie par l’obtention d’au moins une PCR positive avec 

une CV sanguine supérieure à 3 log10 de copies de génome viral (log10cop) par mL de ST, 

pour 10
6
 cellules ou pour 10

5
 cellules en fonction du virus recherché (voir paragraphe 

« Méthodes de diagnostic des infections virales ») ou par l’obtention de 2 PCR positives 

consécutives avec une CV sanguine supérieure à 2 log10cop/mL de ST. 

Le diagnostic de maladie virale était porté devant la détection du virus par PCR dans un 

prélèvement normalement stérile (LCR, lavage broncho-alvéolaire(LBA), urines ou biopsie 

d’organes)associéeà dessymptômescliniques, ou devant laprésenced'anomalies 

histopathologiques(inclusionsviralestissulaires)associéesàdessymptômescliniquessansautrecau

seidentifiable(Dropulic & Jones, 2008; Ljungman et al., 2008; Matthes-Martin et al., 2012). 

Un lymphome EBV induit ou PTLD (post-transplant lymphoproliferative disorder) était 

défini par laprésenced'anomalies histopathologiques évocatrices de lymphome sur une biopsie 

ganglionnaire ou par la présence concomitante d’une réactivation EBV associée à des 

anomalies à l’examen tomodensitométrique compatibles avec un syndrome 

lymphoprolifératif(Curtis et al., 1999; Gärtner et al., 2002; Hoshino et al., 2001).  

 

Traitement antiviraux 

La stratégie antivirale est appliquée selon les recommandations de la Conférence 

Européenne sur la prise en charge des infections survenant chez le patient leucémique (ECIL, 

European conference on infections in leukemia)(Ljungman et al., 2008; Matthes-Martin et al., 

2012; Styczynski et al., 2009). 

Durant les 6 mois de suivi, les patients ont tous reçu du valaciclovir (1 g par jour) en 

prophylaxie des infections à HSV. Les infections ou maladies à CMVHont été traitées de 

manière préemptive ou curative par GCVen intraveineuse (IV) (10 mg/kg/j) ou par du PFAIV 

(180 mg/kg /j) jusqu’à l’obtention de 2 PCR négatives consécutives. Les mêmes molécules 

ont été utilisées pour le traitement des infections à HHV-6. Le rituximab (anticorps 

monoclonal anti-CD20) à la dose de 375 mg/m
2
/semaine durant 4 semaines consécutives a été 

administré en préemptif chez les patients présentant une infection à EBV ou en curatif pour le 

traitement des lymphomes à EBV et de la GVHD chronique réfractaire. Les infections à 

ADVont été traitées par CDVIV à la dose 5mg/kg/semaine pendant 2 semaines puis à la dose 
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de 5 mg/kg/semaine les semaines suivantes jusqu’à obtention de 2 PCR négatives 

consécutives. Le même protocole de traitement a été appliqué en cas d’infections sévères à 

BKPyV jusqu’à la disparition des symptômes cliniques. Les patients atteints de cystites 

hémorragiques à BKPyV ont reçu dans tous les cas un traitement par immunoglobulines 

polyvalentesIV (IgIV) à la dose de 10 g/semaine, jusqu'à disparition des signes cliniques. 

 

Méthodes de diagnostic des infections virales 

Lesacides nucléiques totaux ont étéextraitsà partir de 200 µL de STsur l’automate 

QIAsymphony®avec la trousse d’extraction QIAsymphony® DNA minikit(Qiagen, 

Courtaboeuf, France) en suivant les recommandations du fabricant. La détection des génomes 

viraux était réalisée par PCR quantitatives en temps réel « maison » précédemment décrites et 

adaptées au laboratoire(Bressollette-Bodin et al., 2005, 2009; Gautheret-Dejean et al., 2002; 

Heim et al., 2003). Brièvement, les ADN d’HHV-6 (gène U65-U66), du CMVH (gène US8), 

de l’EBV (gène BNFR-1), de l’ADV (gène d’une protéine de capside) et du BKPyV (gène de 

l’antigène T) ont été quantifiés à partir de 5 µL d’extrait. Toutes les PCR ont été réalisées 

avec le Mastermix Taqman® Gene Expression (Applied Biosystem®, USA) sur Rotorgene® 

(Corbett Life, Sydney, Australie). Les CV sont exprimées en  log10cop par mL de ST pour 

l’HHV-6, l’ADV et le BKPyV, en log10cop pour 10
6
 cellules pour le CMV et en log10cop pour 

10
5
 cellules pour l’EBV.  

 

Analyse des reconstitutions hématologiques et immunes 

Les numérations formules sanguines ont été mesuréessur un analyseur automatisé 

(XE2100, Sysmex) au laboratoire d’hématologie du CHU de Nantes. Les sous-populations 

lymphocytaires (lymphocytes T CD3+ (valeurs normales (VN) : 0.9-1.8 Giga/L) ; 

lymphocytes T CD4+ (VN : 0.5-1.2 Giga/L) et CD8+ (VN : 0.3-0.7 Giga/L) ; lymphocytes B 

CD19+ (VN : 0.1-0.4 Giga/L) ; cellules NK CD56+ (VN : 0.1-0.4 Giga/L)) ont été quantifiées 

par cytométrie en flux au laboratoire d’immunologie du CHU de Nantes. Les valeurs absolues 

de chaque sous-population ont été déterminées à l’aide des réactifs BD 

Multitest
TM

CD3/CD8/CD45/CD4 ou BD Multitest
TM

CD3/CD19/CD16+56/CD45 dans des 

tubes BD Trucount
TM

 Tubes (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).  
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Analyses statistiques 

La comparaison des caractéristiques des patients et des évènements liés à la greffe entre 

les deux groupes ainsi que l’évaluation d’une association entre chacune des infections virales 

et les variables d’intérêt ont été réalisées à l’aide du test de Khi
2
 ou du test exact de Fisher 

bilatéral pour les proportions, et du test non-paramétrique de Wilcoxon pour les données 

quantitatives. Les facteurs de risque de développer une réactivation/infection virale avec une 

valeur-p<0.2 en analyse univariée ont été inclus dans la construction du modèle de régression 

logistique final pour l’analyse multivariée.Seuls les patients avec prise de greffe ont été 

considérés pour l’étude de la reconstitution immune, qui a été analysée à l’aide de modèles 

mixtes linéaires. Une valeur-p <0.05 a été considérée comme statistiquement significative. 

Les analyses statistiques ont été réalisées par Mme Lucie Planche (Département de promotion 

à la recherche clinique, cellule Biostatistique) à l’aide du logicile SAS 9.3 (SAS Institute Inc., 

NC, USA). 

1.3. Résultats 

Caractéristiques des patients et comparaison entre les deux groupes en fonction du type de 

greffe 

Soixante-cinq patients adultes ayant reçu entre décembre 2009 et août 2012 soit une greffe 

de CSP d’un donneur non apparenté (groupe CSP, n=34), soit une greffe de SP (groupe SP, 

n=31) après un conditionnement RIC ont été successivement inclus dans l’étude. Les 

caractéristiques des patients, décrites dans le Tableau 8, étaient similaires entre les deux 

groupes à l’exception de l’utilisation de SAL, qui était significativement plus fréquente dans 

le groupe CSP. Les nombres de cellules nucléées totales et de cellules CD34+ infusées étaient 

significativement plus faibles dans le groupe SP. Les types de conditionnement RIC étaient 

également différents entre les 2 groupes. Les patients du groupe CSP ont reçu un 

conditionnement RIC de type FB2A2 (Oudin et al., 2014)ou CLOB2A2(Chevallier et al., 

2014) alors que les patients du groupe SP ont tous, à l’exception de deux, reçu le 

conditionnement RIC dénommé TCF-RIC développé par l’équipe de Minneapolis(Brunstein 

et al., 2012). Les deux autres patients ont reçu le même conditionnement additionné d’une 

dose de 5mg/kg de thiotepa(Ponce et al., 2013). La composition des conditionnements RIC et 

les molécules utilisées en prophylaxie de la GVHD sont détaillées dans le Tableau 8.   
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Tableau 8. Caractéristiques des patients allogreffés inclus dans l’étude. 

  Groupe CSP  Groupe SP  
p-value 

   (n=34)  (n=31) 

Sexe: masculin, n (%) 21 (61.8) 19 (61.3) NS 

Age médian à la greffe: années (intervalle) 60 (26-70) 54 (22-70) NS 

Délai médian entre le diagnostic initial et l’allogreffe: 

mois (intervalle) 
10.5 (3 - 255) 12 (4 - 187) NS 

Pathologie initiale, n (%)       

     Leucémie aiguë myéloïde 9 (26.5) 15 (48.4) NS 

     Leucémie aiguë lymphoïde 8 (23.5) 1 (3.2)   

Syndrome myélodysplasique 5 (14.7) 5 (16.1)   

     Lymphome non-hodgkinien 5 (14.7) 6 (19.3)   

     Lymphome de Hodgkin 2 (5.6) 3 (9.7)   

     Syndrome myéloprolifératif 2 (5.6) 1 (3.2)   

     Myélome 2 (5.6) 0   

     Leucémie lymphoïde chronique 1 (2.3) 0   

Statut de la pathologie initiale à la greffe       

     Première rémission complète 13 13 NS 

     Deuxième/troisième rémission complète 9 8   

     Maladie active 12 10   

Compatibilité HLA
a
, n (%)       

     Donneur non-apparenté       

          10/10 31 (91.2) -   

          9/10 3 (8.8) -   

     Double unités de sang placentaire       

          6/6 et 6/6 - 1 (3.2)   

          5/6 et 5/6 - 20 (64.5)   

          5/6 et 4/6 - 7 (22.6)   

          4/6 et 4/6 - 3 (9.7)   

Conditionnement
b
, n       

     FB2A2-RIC 30 -   

     CLOB2A2-RIC 4 -   

     TCF-RIC - 31   

Prophylaxie de la GVHD
c
, n     NS 

     CsA + MMF 28 28 

      CsA + méthotrexate 2 2   

     CsA seule 4 1   

SAL: oui, n (%) 30 (88.2) 4 (12.9) <0.0001 

Nombre de cellules injectées      <0.0001 

     Cellules nucléées totales, x10
8
/kg, médiane (intervalle) 10.4 (1.2-18.3) 0.48 (0.17-0.78)   

     Cellules CD34+, x10
6
/kg, médiane (intervalle) 7 (1.1-10) 0.11 (0.05-0.25)   

Sérologie CMV du receveur - n (%)       

     Positive 15 (44.1) 12 (38.7) NS 

     Négative 19 (55.9) 19 (61.3)   
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Sérologie EBV du receveur - n (%)       

     Positive 33 (97.1) 30 (96.8) NS 

     Négative  1 (2.9) 1 (3.2)   

Abréviations : CSP, cellules souches périphériques d'un donneur non apparenté; SP, sang placentaire (2 unités 

par patient); RIC, conditionnement d'intensité réduite; GVHD, maladie du greffon contre l'hôte; CsA, 

ciclosporine A; MMF, mycophénolate mofetil; SAL, sérum anti-lymphocytaire; NS, non significatif 
a
La compatibilité entre les 2 unités de SP devait être supérieure à 3 antigènes HLA sur 6 (prise en compte des 

loci A, B et DRB1); une compatibilité donneur non-apparenté/receveur supérieure ou égale à 9 antigènes HLA 

sur 10 était autorisée dans le groupe CSP (prise en compte des loci A, B, Cw, DRB1 et DQB1) 

b
Lesconditonnements RICFB2A2 ou CLOB2A2 combinent de la fludarabine 30 mg/m

2
/j (n=30) ou de la 

clofarabine 30 mg/m
2
/j (n=4) pendant 5-6 jours (jours -6 or -5 à -2) à du busulfan 3.2 mg/kg/j i.v. pendant 2 jours 

(jours -3 et -2) et de SAL 2.5 mg/kg/j aux jours -2 et -1. Le conditionnement TCF-RIC combine de la fludarabine 

200 mg/m2/j pendant 5 jours (jours -6 à -2), du cyclophosphamide 50 mg/kg/j pendant 1 jour (jour -6), et une 

faible dose (2 Grays) d'irradiation corporelle totale au jour -1. 

c
Les patients avec un RIC FB2A2 ont reçu de la ciclosporine plus du mycophenolate mofétil (n=28) ou plus du 

méthotrexate (n=2) en prophylaxie de la GVHD alors que les patients avec un RIC CLOB2A2 ont reçu de la 

ciclosporine seule. Tous les patients du groupe SP ont reçu de la ciclosporine et du mycophénolate mofetil en 

prophylaxie de la GVHD, 5 d'entre eux ont également reçu de SAL 2.5 mg/kg/j pendant 2 jours (jours -2 et -1) 

pour favoriser la prise de greffe. 
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Evènements  cliniques en période post-greffe et comparaison entre les 2 groupes 

Le devenir des patients est résumé dans le Tableau 9. Le taux de prise de greffe et les 

incidences de GVHD aiguë, de rechute et de décès étaient comparables entre les deux groupes 

durant les 6 mois de suivi post-greffe. Comme attendu, les délais de récupérations en 

neutrophiles et en plaquettes étaient significativement plus élevés après greffe de SP. 

 

Tableau 9. Comparaison des évènements liés à la greffe entre les 2 groupes de patients. 

  Groupe CSP Groupe SP 
p-value 

    (n=34)  (n=31) 

Taux de prise de greffe 33 (97%) 27 (87%) 0.1838 

Délai médian (jours) de récupération en 

neutrophiles (intervalle) 
15 (1-23) 20 (6-53) 0.0126 

Délai médian (jours) de récupération en 

plaquettes (intervalle) 
12 (1-44) 44 (11-180) <0.0001 

GVHD aiguë : oui     
 

     Grade 1-2 17 (50%) 16 (51.6%) 0.4568 

     Grade 3-4 3 (8.8%) 5 (16.1%)   

Rechutes 7 (20.6%) 4 (12.9%) 0.4092 

Décès 4 (11.8%) 3 (9.7) 0.7863 

        

Cause du décès       

GVHD 2 1   

     Rechute 0 1   

     Infection 2
a
 1

b
   

Abréviations : CSP, cellules souches périphériques d’un donneur non apparenté ; SP, sang placentaire ; 

GVHD, maladie du greffon contre l’hôte 
a
une aspergillose invasive, un cas d’infections multiples (aspergillose pulmonaire + septicémie bactérienne) 

b
défaillance viscérale multiple dans un contexte de sepsis 
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Réactivations, infections et maladies virales, facteurs de risque et influence sur le devenir des 

patients 

1- Données globales 

Au cours de l’étude, 608 prélèvements sanguins (groupe CSP, n=312 ; groupe SP, n=296) 

ont été analysé au laboratoire de Virologie du CHU de Nantes. Le protocole de prélèvement 

prévu lors de la mise en place de l’étude a été respecté pour la grande majorité des patients 

avec une médiane du nombre d’échantillons collectés de 10 par patient (intervalle : 5-10). En 

considérant l’ensemble de la cohorte (n=65), les PCR HHV-6, EBV, CMVH, BKPyV et ADV 

ont été au moins une fois positives chez 33 (51%), 24 (37%), 28 (43%), 29 (44%) et 4 (6%) 

patients, respectivement. Seuls 6 patients (9%), principalement dans le groupe CSP (n=5), 

n’ont présenté aucune des réactivations virales recherchées. Considérant l’ensemble des virus 

étudiés, 16 (25%), 30 (46%), 10 (15%) et 3 (5%) patients ont présenté une réactivation avec 

un, deux, trois et quatre virus, respectivement. Considérant seulement les Herpesviridae, 26 

(40%), 28 (43%) et 1 (2%) patients ont présenté une réactivation à un, deux ou trois 

herpesvirus, respectivement. Aucune association n’a été retrouvée entre l’une ou l’autre des 

infections virales et aucun lien n’a été établi entre une infection virale quelle qu’elle soit et la 

survenue d’une GVHD aiguë ou d’un décès. La comparaison des résultats obtenus pour 

chacune des infections virales (nombre de patients infectés, nombre de prélèvements positifs 

par rapport au nombre de prélèvements total, nombre médian de prélèvements positifs par 

patient et valeur médiane des CV) sont détaillés dans le Tableau 10. 
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Tableau 10. Comparaison des données virologiques entre les deux groupes de patients. 

  uPBSC group dUCB group  
p-value 

    (n=34)  (n=31) 

HHV-6       

     Nombre de patients infectés 7 (21%) 26 (84%) <0.0001 

     Nombre de plvts positifs/plvts totaux 22/312 (7%) 166/296 (56%) <0.0001 

     Médiane de plvts positifs/patient (intervalle) 0/10 (0-5) 6/10 (0-9) <0.0001 

     CV médiane: log10cop/mL (intervalle) 2.6 (2.0-4.5) 3.0 (2.0-4.8) NS 

        

CMVH       

     Nombre de patients infectés 12 (35%) 12 (39%) NS 

     Nombre de plvts positifs/plvts totaux 46/312 (14%) 45/296 (15%) NS 

     Médiane de plvts positifs/patient (intervalle) 3.5/10 (3-7) 4/10 (2-7) NS 

     CV médiane: log10cop/10
6
 cells (intervalle) 2.5 (<2.0-4.1) 2.6 (<2.0-4.5) NS 

        

EBV       

     Nombre de patients infectés 24 (71%) 8 (26%) 0.0003 

     Nombre de plvts positifs/plvts totaux 71/312 (23%) 14/296 (5%) <0.0001 

     Médiane de plvts positifs/patient (intervalle) 3/10 (1-8) 1/10 (1-4) NS 

     CV médiane: log10cop/10
5
 cells (intervalle) 2 (<1.0-5.9) 1.9 (<1.0-3.1) NS 

        

BKv       

     Nombre de patients infectés 11 (32%) 18 (58%) 0.03 

     Nombre de plvts positifs/plvts totaux 29/312 (9%) 73/296 (25%) <0.0001 

     Médiane de plvts positifs/patient (intervalle) 2/10 (1-5) 3.5/10 (1-9) NS 

     CV médiane: log10cop/mL (intervalle) 2.8 (<2.0-5.2) 3.1(<2.0-5.3) NS 

        

ADV       

     Nombre de patients infectés 0 4 (6%) NA 

     Nombre de plvts positifs/plvts totaux 0/312 7/296 (1%) NA 

     CV médiane: log10cop/mL (intervalle) NA 3.3 (2.9-4.5) NA 

Abréviations : CSP, cellules souches périphériques d'un donneur non apparenté; SP, sang placentaire; Plvts, 

prélèvements; CV, charge virale; NS, non significatif; NA, non applicable 
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2- Les infections à HHV-6, BKPyV et ADV sont associées aux greffes de SP 

Trent-huit patients (59%) ont présenté une réactivation à HHV-6 dans un délai médian de 

0.9 mois post-greffe (intervalle : 0.8-1.0) (Figure 17). Trente-trois patients (52%) ont été 

considérés comme infectés par l’HHV-6. L’incidence de ces infections était significativement 

plus élevée dans le groupe SP (84% vs 21% ; p<0.0001) (Figure 18). Les infections à HHV-6 

survenaient plus tôt dans le groupe SP (Figure 18) et leur durée était significativement plus 

longue dans ce même groupe (durée médiane : 148 vs 31 jours ; p<0.0024). Le nombre 

médian de prélèvements positifs par patient était également plus élevé dans le groupe SP. La 

comparaison des médianes de CV entre les 2 groupes n’a pas mis en évidence de différence 

significative mais les patients ayant présenté un pic de CV supérieur ou égal à 4 log10cop/mL 

étaient plus fréquemment observés dans le groupe SP (n=8) que dans le groupe CSP (n=2 ; 

p=0.03)  (Tableau 10). Par ailleurs, aucun cas de ciHHV-6 n’a été mis en évidence au cours 

de l’étude. 

 

 

 

Figure 17. Probabilité d’être indemne d’infection à HHV-6 en fonction du type de greffe estimée 

par la méthode de Kaplan-Meier. Log-rank <0.0001. 
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Figure 18. Pourcentage de patients positifs pour l’HHV-6 au cours du temps et en fonction du 

type de greffe. 

 

A la fin du suivi, 73% (n=19/26) des patients du groupe SP présentaient une infection à 

HHV-6 persistante contre 0% dans le groupe CSP (p<0.0001). 

Aucun cas de maladie à HHV-6 n’a été observé au sein de la cohorte, cependant un patient 

du groupe SP ayant présenté une CV à 4.5 log10cop/mL dès J15 post-greffe a reçu un 

traitement préemptif par GCV IV pour prévenir la survenue de manifestations cliniques. 

En analyse univariée, les facteurs associés à une incidence accrue d’infections à HHV-6 

étaient l’utilisation d’un greffon de SP (Odds ratio [OR]: 19.3; intervalle confiance à 95% 

[95%IC]: 5.42–68.7; p < 0.0001) et l’absence d’administration de SAL(OR: 9.00; 95%IC: 

2.81–28.9; p=0.0002). Néanmoins, l’injection de SAL étant très liée au type de donneur 

(88.2% dans le groupe CSP vs 12.9% dans le groupe SP), cette variable n’a pas été intégrée 

dans le modèle multivarié. Ainsi, le seul facteur indépendant associé à un risque accru était le 

fait de recevoir une greffe de SP (OR: 19.0; 95%IC: 5.2–69.1; p <0.0001). 

La comparaison des données cliniques et biologiques entre le groupe de patients infectés 

par HHV-6 et le groupe de patients non infectés a mis en évidence une association entre 

infection à HHV-6 et le retard à la récupération des neutrophiles et des plaquettes (médiane : 

20 vs 15 jours, p=0.002 et 40 vs 12 jours, p<0.0001, respectivement). Ce retard était encore 

plus marqué lorsque la réactivation à HHV-6 survenait précocement en période post-greffe, 

avant la sortie d’aplasie (délai médian de récupération des neutrophiles : 28 vs 17 
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jours ;p=0.0054 et des plaquettes : 56 vs 15 jours ; p=0.0004). Ces retards à la récupération 

hématologique ont été consécutivement associés, de manière significative,chez les patients 

infectés par HHV-6, à un besoin transfusionnel en culots globulaires et plaquettaires plus 

important comparativement aux patients non infectés (nombre médian de culot globulaires par 

patient = 8 vs 2 ; p=0.006 et nombre médian de culots plaquettaires par patient = 11 vs 1 ; 

p<0.0001). 

Par ailleurs, dans notre étude l’infection à HHV-6 n’a pas été associée à une fréquence accrue 

de survenue de fièvre, de rash cutané, de GVHD ou d’infection virale autre. 

Au sein de la cohorte, 45% (n=29/65) des patients ont présenté une réactivation à BKPyV 

dans un délai médian de 1.6 mois post-greffe (intervalle : 1.1-2.6). L’incidence de ces 

réactivations étaient là encore significativement plus élevée dans le groupe SP que dans le 

groupe CSP (58% vs 32% ; p= 0.03) (Tableau 10 et Figure 19). Les infections à BKPyV 

tendaient à durer plus longtemps dans le groupe SP sans qu’une différence statistique n’ait pu 

être mise en évidence (durée médiane : 54 vs 31 jours ; p=0.07).Les médianes de CV étaient 

équivalentes entre les deux groupes et les valeurs élevées de CV (≥ 4 log10cop/mL) étaient 

observées aussi bien dans le groupe SP (n=5) que dans le groupe CSP (n=2). 

 

 

 

Figure 19. Pourcentage de patients présentant une réactivation à BKPyV au cours du temps et 

en fonction du type de greffe. 
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Dix patients (15%) ont présenté une cystite hémorragique à BKPyV,diagnostiquée devant 

la présence de signes urinaires (douleurs, brûlures mictionnelles, hématurie) et d’une CV 

urinaire positive (CV médiane = 8.9 log10cop/mL ; intervalle : 6.2-10.3). Les cas d’infections 

symptomatiques ont été observés aussi fréquemment dans le groupe SP (n=6) que dans le 

groupe CSP (n=4). Les 10 patients ont tous reçu un traitement anti-douleur, des IgIV et une 

hyperhydratation. Seuls 2 d’entre eux ont reçu, en plus, un traitement par CDV IV : un pour 

une cystite hémorragique à BKPyV isolée et l’autre pour une cystite hémorragique sévère à 

BKPyV concomitante à une infection à ADV. 

En analyse univariée, les facteurs associés à un risque accru d’infections à BKPyV étaient 

l’utilisation du greffon de SP(CSP vs SP, OR: 0.35; 95%IC: 0.13–0.95; p=0.039) et l’absence 

d’administration de SAL (OR : 3.12 ; 95%IC : 1.09-8.92 ; p=0.034). Pour la même raison que 

celle évoquée précédemment, l’utilisation de SAL a été exclue de l’analyse multivariée. Cette 

dernière, n’a retrouvé aucun facteur de risque indépendantd’infections à BKPyV en post-

greffe, y compris le type de greffon. 

Quatre patients (6%),tous dans le groupe SP, ont présenté une réactivation à ADV à des 

temps variables en période post-greffe (J62, J80, J160 et J175). Trois d’entre eux ont été 

considérés comme infectés par l’ADV et deux d’entres eux avaient des signes évocateurs 

d’une maladie à ADV. Deux patients ont été traités par CDV IV, un pour une maladie à ADV, 

l’autre pour une infection à ADV concomitante d’une cystite hémorragique sévère à BKPyV. 

Le troisième patient, pour lequel aucun traitement antiviral n’a été initié, était en soins 

palliatifs pour cause de rechute de la pathologie initiale. Au vu du faible nombre de cas 

d’infections à ADV, aucune analyse statistique n’a été réalisée. 

3- Les infections à EBV sont associées à la greffe de CSP. 

Une réactivation à EBV a été observée chez 49% des patients (n=32/65) dans un délai 

médian de 2.8 mois (intervalle : 1.4-5.5) après la transplantation (Figure 20). L’incidence de 

ces réactivations était significativement plus élevée dans le groupe CSP (71% vs 26% ; 

p=0.0003). Les médianes de CV étaient équivalentes entre les 2 groupes mais les CV les plus 

élevées (≥ 4 log10cop/10
5
 cellules) ont été observées chez 3 patients du groupe CSP (Tableau 

10). 

Cinq patients du groupe CSP ont bénéficié d’un traitement préemptif par rituximab pour 

une infection EBV. Deux patients, un dans chaque groupe, ont développé un lymphome EBV 
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induit en période post-transplantation pour lequel ils ont reçu un traitement curatif. 

L’évolution a été favorable dans les deux cas. 

L’analyse univariée a fait ressortir l’utilisation d’un greffon de CSP(CSP > SP,OR: 6.90; 

95%IC: 2.32-20.6; p=0.0005) et l’administration de SAL (Absence vs présence, OR: 0.12; 

95%CI: 0.04-0.38; p=0.0003) comme étant les facteurs influençant la survenue d’une 

infection à EBV. Comme précédemment, l’utilisation de SAL a été exclue du modèle de 

régression logistique. Après l’analyse multivariée, les facteurs indépendants associés à un 

risque accru d’infection à EBV étaient le type de greffe (CSP > SP ; OR: 29.9; 95%IC: 5.68–

158; p< 0.0001), le type de pathologie initiale (myéloïde > lymphoïde ; OR: 12.2; 95%CI: 

2.43–61.3; p=0.002) et l’âge (jeune > plus âgé ; OR: 0.90; 95%CI: 0.84–0.96]; p= 0.002). 

 

 

Figure 20. Pourcentage de patients positifs pour l’EBV au cours du temps et en fonction du type 

de greffe. 

 

4- L’incidence des infections à CMV est équivalente entre les 2 groupes de patients 

étudiés. 

Vingt-quatre patients (37%)  ont présenté une réactivation à CMVH avec un délai médian 

de survenue de 1.4 mois post-greffe (intervalle : 0.4-2.5). L’incidence de ces réactivations 

était similaire entre les deux groupes (Figure 21).  



Partie expérimentale n°1 

103 

 

Quinze patients (groupe CSP, n=9 (26%) vs groupe SP, n=6 (19%) ; p=0.49) ont reçu une 

thérapie préemptive par GCV ou FCV. Trois maladies à CMVH (une colite, une colite 

associée à une encéphalite et une maladie disséminée) ont été documentées et prises en charge 

par l’instauration d’un traitement curatif anti-CMVH (groupe CSP, n=2 vs groupe SP, n=1). 

Parmi les 18 patients ayant reçu une chimiothérapie antivirale spécifique, un patient du 

groupe SP est décédé, dans les suites de son infection à CMVH, d’une défaillance multi-

viscérale dans un contexte d’infections multiples. Sept des 18 patients traités (dont 5 patients 

du groupe SP) ont présenté une infection concomitante à HHV-6 et sont restés positifs pour 

l’HHV-6 pendant toute la durée du traitement anti-CMVH. 

Comme attendu, les patients à risque de réactivation/infection à CMVH étaient ceux qui 

avaient une sérologie CMVH positive en pré-greffe. En effet, une réactivation à CMV a été 

observée chez 81.4%  (n=22/27) des patients séropositifs contre seulement 5.3% (n=2/38) des 

patients séronégatifs. En analyse univariée, le seul facteur associé à un risque plus élevé de 

réactivation à CMVH était l’âge du patient au moment de la transplantation (OR: 1.08; 

95%CI: 1.02-1.1; p=0.0077). 

 

 

 

Figure 21. Pourcentage de patients positifs pour le CMVH au cours du temps et en fonction du 

type de greffe. 
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Reconstitution immune post-greffe et comparaison entre les 2 groupes de patients. 

Seuls les patients avec prise de greffe (groupe SP, n=27 ; groupe CSP, n=33) ont été 

considérés pour l’analyse de la reconstitution immune post-greffe.  

Au total, 533 prélèvements de sang périphérique (groupe CSP, n=284 ; groupe SP, n=249) ont 

été analysés par immunophénotypage (médiane de 8 prélèvements par patient ; intervalle : 3-

10). Les résultats obtenus pour les différentes sous-populations lymphocytaires et pour les 

monocytes sont présentés Figure 22.  

Une lymphopénie T a été observée dans les deux groupes durant toute la durée du suivi 

sans différence significative, à l’exception du J+60 pour lequel la médiane de lymphocytes T 

CD3+ était plus élevée dans le groupe CSP (Figure 22A). Les médianes de valeurs absolues 

étaient inférieures aux valeurs normales pour les lymphocytes T CD4+ dans les 2 groupeset 

tendaient vers des valeurs significativement plus élevées dans le groupe SP à J+30, J+45 et de 

J+90 à J+180 (Figure 22B).  

La reconstitution en lymphocytes T CD8+ était plus rapide dans le groupe CSP, avec des 

valeurs normales atteintes dès J+90 alors qu’une lymphopénie T CD8+ était observée jusqu’à 

J+180 pour le groupe SP. Les médianes de lymphocytes TCD8+ étaient significativement plus 

élevées dans le groupe CSP de J+45 à J+90 (Figure 22B). 

A l’inverse, la reconstitution en lymphocytes B était plus rapide dans le groupe SP, avec 

une médiane des valeurs absolues atteignant desvaleurs normales dès J+60 et dépassant ces 

dernières à partir de J+75. Une lymphopénie B est observée dans le groupe CSP pendant toute 

la durée de l’étude avec des médianes de valeurs absolues significativement plus faibles dès 

J+75 dans ce groupe comparativement au groupe SP (Figure 22D).  

Les cellules NK constituaient la première sous-population lymphocytaire à reconstituer 

après l’allogreffe et les valeurs normales étaient atteintes dès J+30 dans les 2 groupes. Les 

médianes de valeurs absolues étaient équivalentes entre les deuxgroupes à chaque point de 

suivi (Figure 22E). 

Enfin, les taux médians de monocytes étaient retrouvés dans les valeurs normales tout le 

long du suivi dans le groupe CSP, à l’exception du J+15 pour lequel la médiane des valeurs 

absolues se situait dans les valeurs normales hautes. Dans le groupe SP, les valeurs absolues 

de monocytes étaient dans la norme durant le premier mois puis atteignaient des valeurs 

normales hautes voire les dépassaient de J+45 à J+180. Ces valeurs étaient significativement 
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plus élevées que celles observées dans le groupe CSP à J+45 puis de J+75 à J+150 (Figure 

22F). 

Au total, en considérant les cinétiques de reconstitution immune durant les 6 mois de suivi 

et en utilisant des modèles mixtes linéaires pour l’analyse, les deux populations cellulaires 

pour lesquelles une différence significative a été observée entre les deux groupes étaient les 

lymphocytes B (p<0.0001) et les monocytes (p=0.0007) qui reconstituent plus rapidement et à 

des taux plus élevés dans le groupe SP.  

Malgré les différences ponctuelles observées au cours du suivi post-greffe, concernant les 

sous-populations lymphocytaires T, l’analyse en modèle mixte linéaire n’a pas mis en 

évidence de différence significative. Cependant elle a permis de dégager des tendances : les 

lymphocytes T CD4+ tendent en effet, à reconstituer plus rapidement à des taux plus élevés 

dans le groupe SP (p=0.09) alors que l’inverse est observé pour les lymphocytes T CD8+ 

(p=0.06). 
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Figure 22. Comparaison de la reconstitution immune au cours du temps post-transplantation en 

fonction du type de greffe. Les données pour les patients du groupe SP (n=27) sont représentées par 

les box plots gris clairs () et celles pour les patients du groupe CSP (n=33) sont illustrées par les box 

plots gris foncés (). A : lymphocyte T totaux ; B : lymphocytes T CD4+ ; C : lymphocytes T CD8+ ; 

D : lymphocytes B ; E : cellules NK ; F : monocytes. Les valeurs normales hautes et basses sont 

figurées par les traits horizontaux hachurés. Axes des abscisses : délai post-greffe en jours ; axes des 

ordonnées : nombre de cellules par mm
3
 de sang total. Les astérisques indiquent les différences 

significatives (p<0.05). 
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1.4. Discussion 

Dans cette étude nous avons évalué l’impact de l’utilisation de la greffe de SP comme 

source  alternative de CSH sur la reconstitution immune et sur l’incidence des cinq principales 

infections virales opportunistes rencontrées après allogreffe de CSH. Pour répondre à nos 

objectifs, nous avons comparé de manière prospective deux cohortes homogènes de patients 

adultes recevant soit une greffe de SPsoit une greffe de CSP d’un donneur non apparenté. 

Alors que les incidences de prise de greffe, de rechute, de GVHD aiguë et de mortalité étaient 

similaires entre les deux groupes, confirmant le fait que le SP constitue une alternative fiable 

comme source de greffon pour les patients(Le Bourgeois et al., 2013a; Brunstein et al., 2007, 

2012), nous avons pu mettre en évidence des corrélations étroites entre type de greffe et 

certaines infections virales et entre type de greffe et cinétique de reconstitution immune.  

Considérant les infections virales, les deux principaux points que nous avons démontrés 

sont l’association significative entre infection à HHV-6 et greffe de SP et entre infections à 

EBV et greffe de CSP. La comparaison des données de la reconstitution immune, nous a 

permis de mettre en évidence des cinétiques de reconstitution significativement différentes 

entre les deux groupes. 

Sans surprise, le premier résultat que nous confirmonsest l’incidence élevée des infections 

à HHV-6 après allogreffe de SP (ici, 84% des patients)(Betts et al., 2011; Chevallier et al., 

2010; Hill et al., 2012; Yamane et al., 2007; Zerr et al., 2012). Les réactivations à HHV-6 

surviennent dans le premier mois qui suit la greffe, persistent au-delà du sixième mois chez la 

plupart des patients, et peuvent même être observées jusqu’à 4 ans post-greffe comme nous 

l’avons montré dans une étude récente(Illiaquer et al., 2014)(voir partie expérimentale n°3). 

Il n’existe actuellement aucun argument permettant d’expliquer ce phénomène. L’absence 

de lymphocytes T spécifiquement dirigés contre l’HHV-6 pourrait expliquer en partie un 

mauvais contrôle de la réplication après greffe de SP. Cependant, l’absence de lymphocytes T 

EBV- ou CMVH-spécifiques est également une des caractéristiques des greffes de SP alors 

que ces deux infections virales ne sont pas plus fréquentes dans ce contexte. Une des 

hypothèses envisageable était que le greffon de SP puisse constituer une source de virus 

exogène. Ceci est peu probable pour les SP car la proportion de nouveau-nés contaminés in 

utero, principalement par transmission de ciHHV6 d’un des parents, ne parait pas excéder 

1%(Hall et al., 2004). Nous avons exclu cette hypothèse dans l’étude précédente en montrant 

l’absence de détection d’ADN d’HHV-6 dans les échantillons de SP testés (Chevallier et al., 



Partie expérimentale n°1 

108 

 

2010), ce qui est un argument plutôt en faveur d’une réactivation d’un virus endogène du 

receveur. Nous avions, au tout début de l’étude, évoquél’implication du seul récepteur connu 

à l’époque, le CD46 et suggéré une expression plus importante du CD46 sur une ou plusieurs 

populations cellulaires contenus dans le greffon de SP ou sur les lymphocytes T, cible 

privilégiée de l’HHV-6, au cours de la reconstitution immune après ce type de greffe. 

Cependant, un travail mené au laboratoire visant à comparer le niveau d’expression du CD46 

entre les trois sources de greffons (MO, CSP et SP) a montré une expression significativement 

diminuée non seulement sur les cellules CD34+, mais sur quasiment toutes les populations 

cellulaires étudiées (Chevallier et al., 2013b). De plus, l’étude de l’expression du CD46 sur 

les lymphocytes T au cours de la reconstitution immune, a révélé un niveau d’expression 

équivalent après SP ou CSP (données non présentées). Ces résultats nous avaient alors 

conduitsà la conclusion que le CD46 n’était pas impliqué dans la survenue plus fréquent des 

infections à HHV-6 après greffe de SP. Au cours de cette thèse, des travaux de l’équipe 

japonaise de Mori et al.ont mis en évidence l’existence d’un autre récepteur pour l’HHV-

6B(Tang et al., 2013), qui est le virus majoritairement impliqué dans les cas de réactivations 

après allogreffe(Boutolleau et al., 2006b; de Pagter et al., 2008b; Zerr et al., 2005b). Ce 

récepteur putatif, le CD134 ou OX-40, qui est exprimé à la surface des lymphocytes T CD4+ 

activés, c’est-à-dire à la surface de la cellule la plus permissive à l’infection par HHV-

6B(Lusso et al., 1988; Takahashi et al., 1989), pourrait jouer un rôle sur l’incidence plus 

élevée d’infections à HHV-6 observée chez les receveurs de SP. Il est à présent nécessaire de 

réaliser des études de l’expression de cette molécule au cours de la reconstitution immune 

chez des patients allogreffés de SP, afin de déterminer son implication éventuelle dans la 

survenue des infections à HHV-6 après ce type de greffe. 

Comme nous l’avons évoqué dans les rappels bibliographiques le pouvoir pathogène de 

l’HHV-6 est encore controversé. 

Nos résultats confirment que les patients infectés précocement après la greffe par HHV-6 

présentent des retards significatifs à la sortie d’aplasie et de fait nécessitent plus de 

transfusions en culots globulaires et plaquettaires(Boutolleau et al., 2003; Chevallier et al., 

2010; Dulery et al., 2012; Imbert-Marcille et al., 2000). Au cours de notre étude,nous n’avons 

pas observé de manifestations cliniques sévères associées à l’HHV-6, en particulier dans le 

groupe SP, et ce malgré l’incidence très élevée d’infections et la détection dans un certain 

nombre de cas de CV HHV6 élevées (supérieures à 10
3
-10

4 
voire 10

5
 cop/mLde ST), comme 

l’ont montré d’autres équipes (Jeulin et al., 2013).Nous n’avons pas mis en évidence de lien 
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entre infection à HHV-6 et mortalité ou survenue de GVHD aiguëcomme l’ont rapporté 

d’autres études(de Pagter et al., 2008a, 2013; Yamane et al., 2007; Zerr et al., 2012). De plus, 

aucun cas d’encéphalite n’a été diagnostiqué y compris dans le groupe SP(Hill et al., 2012; 

Ogata et al., 2015; Scheurer et al., 2012). L’absence de telles complications dans notre 

cohorte de patients greffés de SP pourrait s’expliquer, en partie, par l’intensité du 

conditionnement (RIC dans notre étude) et/ou par le type de conditionnement RIC utilisé. En 

effet, l’impact délétère des réactivations à HHV-6 a principalement été décrit chez des 

patients recevant un conditionnement myéloablatif, notamment au sein de cohortes 

pédiatriques, pour lesquelles ce type de conditionnement est prédominant (de Pagter et al., 

2013). Tous les patients du groupe SP ont reçu un conditionnement TCF RIC, développé par 

l’équipe de Minneapolis il y a plus de dix ans, qui est le RIC standard couramment utilisée 

chez l’adulte(Brunstein et al., 2007). Il a la particularité de ne pas comprendre l’utilisation de 

SAL, qui a été décrite comme étant un facteur de risque d’une mauvaise survie et d’une 

mortalité, non liée à la rechute, plus élevée après greffe de SP (Pascal et al., 2015). 

L’utilisation de SAL dans le contexte des greffes de SP a également été associée à la survenue 

d’infections sévères à EBV, dans une étude où l’HHV-6 n’a pas été recherché (Brunstein et 

al., 2006). Une étude récente a montré que l’utilisation de SAL pourrait être un facteur de 

risque d’encéphalite à HHV-6 après greffe de SP(Olson et al., 2014). Ainsi, pour toutes les 

raisons évoquées ci-dessus, l’utilisation de SAL n’est pas recommandée en prophylaxie de la 

GVHD chez les patients recevant une greffe de SP.  

D’autre part, nous n’avons pas mis en évidence d’association entre infection HHV-6 et les 

autres infections virales opportunistes recherchées, en particulier avec les infections à CMVH 

comme cela a été rapporté par d’autres équipes (Betts et al., 2011; Yamane et al., 2007; Zerr 

et al., 2012). Le CMVH, est un virus proche de l’HHV-6. Ils appartiennent à la même sous-

famille virale, la famille des β-Herpesvirinae et partagent un tropisme commun pour les 

monocytes-macrophages et les progéniteurs hématopoïétiques(De Bolle et al., 2005; Crough 

& Khanna, 2009). Le fait que nous mettions en évidence que le type de greffon n’influence 

pas la survenue d’infections à CMVH (incidence similaire d’infections à CMVH entre les 

deux groupes de patients étudiés) comme cela a déjà été rapporté (Walker et al., 2007), 

renforce l’étroitesse du lien entre HHV-6 et greffe de SP. L’incidence d’infections à CMVH 

au sein de notre cohorte (37%)est relativement faible par rapport à d’autres études, en 

particulier après SP (Matsumura et al., 2007). Ceci pourrait s’expliquer par la faible 

séroprévalence du CMVHdans notre région (30%-40%). Comme attendu, les patients 
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séropositifs pour leCMVH en pré-greffe sont plus à risque de développer des réactivations en 

post-greffe(Beck et al., 2010; Ruggeri et al., 2011). 

L’étude des réactivations à BKPyV nous a permis deconfirmer de manière prospective 

une association significative entre ce type de réactivations virales et la greffe de SP(Rorije et 

al., 2014; Silva et al., 2010). Cependant,l’incidence des cystites hémorragiques à BKPyV était 

équivalente entre les deux groupes. Ainsi dans notre étude le fait d’avoir une virémie BKPyV 

positive ne constitue pas un facteur de risque de développer une cystite hémorragique après la 

greffe comme cela a été rapporté par plusieurs auteurs(Erard et al., 2005; Laskin et al., 2013; 

O’Donnell et al., 2009) et ce malgré des valeurs de CV parfois élevées. Il est d’ailleurs 

intéressant de noter que parmi les 10 patients ayant développé une cystite hémorragique, seul 

un patient avait une CV sanguine élevée (supérieure à 4log10cop/mL) les autres avaient des 

CV sanguineSnégatives (n=3) ou inférieures à 4 log10cop/mL (n=6). Le faible nombre de cas 

symptomatiques dans notre étude, et en particulier dans le groupe SP, pourrait s’expliquer, là 

encore, par le type de conditionnement utilisé (Silva et al., 2010) et l’absence d’utilisation de 

SAL(Gaziev et al., 2010).  

Le rôle du SP sur les réactivations à BKPyV n’est pas clairement défini mais un déficit 

quantitatif et qualitatif de l’immunité spécifique anti-BKPyV en post-greffe (Laskin et al., 

2013)pourrait expliquer d’une part, la difficulté des patients à contrôler la réactivation et 

d’autre part, l’absence d’infections symptomatiques malgré une incidence de réactivation 

élevée (Dropulic & Jones, 2008). En effet, la physiopathologie de la cystite hémorragique à 

BKPyV après greffe de CSH est mal définie mais certains auteurs évoquent un rôle direct des 

CTLs anti-BKPyV dans la survenue des lésions muqueuses et de l’hémorragie au niveau du 

tractus génito-urinaire (Dropulic & Jones, 2008). Ainsi, un taux plus faible ou un déficit 

fonctionnel de ces lymphocytes après greffe de SP, pourrait expliquer la faible incidence des 

cas d’infectionssymptomatiques à BKPyV.  

Les infections à ADV ont été retrouvées avec une faible incidence uniquement dans le 

groupe SP, ce qui confirme que les patients recevant une greffe de SP sont plus à risque de 

développer ce type d’infections, comme cela a été rapporté précédemment par d’autres 

auteurs (Benjamin et al., 2002; Robin et al., 2007). Là encore, les raisons de l’association 

ADV et greffe de SP ne sont pas clairement établies et ne s’expliquent pas, par exemple, par 

une expression plus importante d’un de ses récepteurs, le CD46 dans les greffonsd’origine 

placentaire comparativement aux autres types de greffons(Chevallier et al., 2013b)ou au cours 

de la reconstitution immune.  
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A l’inverse de ce que nous avons observé pour l’HHV-6, nous avons mis en évidence une 

association étroite entre l’utilisation des greffons de CSP et le risque de survenue de 

réactivations à EBV. Nous n’avions pas retrouvé cette association lors de la première étude 

(Chevallier et al., 2010), probablement à cause de l’hétérogénéité de la cohorte de patients 

inclus et au caractère rétrospectif de cette étude. Ce résultat est discordant avec ceux obtenus 

par  Jacobson et al. (2012) qui ont montré que l’incidence de survenue de PTLD était plus 

élevée après greffe de SP comparativement à des patients greffés de CSP. Par ailleurs, la 

fréquence élevée de réactivations à EBV, que nous mettons en évidence après greffe de 

CSP,est probablement plutôt liée à l’utilisation de SAL dans ce groupe de patients qu’a la 

source de CSH. En effet, plusieurs études comparant les conditionnements contenant du SAL 

à ceux qui n’en contiennent pas, ont montré que le fait de recevoir du SALconstitue le 

principal facteur de risque de développer une infection à EBV et/ou un PTLD,aussi bien après 

greffe de CSP (van Esser et al., 2002; Peric et al., 2011)qu’après greffe de SP(Brunstein et 

al., 2006; Dumas et al., 2013). Néanmoins, l’introduction d’un traitement pré-emptif par 

rituximab permet de prévenir la survenue de PTLD avec une bonne balance entre efficacité et 

toxicité (Peric et al., 2011). 

Enfin, une grande majorité des patients inclus dans notre étude (66%, n=43/65), aprésenté 

des réactivations/infections virales multiples en période post-greffe. Ce point renforce l’intérêt 

et la pertinence clinique de développer des alternatives thérapeutiques comme la génération 

rapide in vitro de CTLs multivirus-spécifiques permettant de traiter plusieurs infections 

virales en même temps (Papadopoulou et al., 2014).  

Concernant l’étude de la reconstitution immune, les résultats les plus significatifs, en 

comparant nos deux groupes de patients, ont été observés pour les lymphocytes B et les 

monocytes.  

Les lymphocytes B reconstituent plus rapidement et avec des taux beaucoup plus élevés 

après greffe de SP. Ce phénomène a déjà été rapporté par d’autres équipes aussi bien après 

conditionnement RIC (Jacobson et al., 2012) que myéloablatif (Kanda et al., 2012)et persiste 

bien au-delà du 6
ème

 mois post-greffe, comme nous l’avons montré dans une étude récemment 

publiée(Illiaquer et al., 2014) (voir partie expérimentale n°3). Par ailleurs, il a été montré que 

BAFF (B cell activating factor), qui est un membre de la famille du TNF et qui joue un rôle 

majeur dans la reconstitution des cellules B après myéloabalation (Gorelik et al., 2003), était 

détecté à des niveaux plus élevés après greffe de SP comparativement à des greffes de CSP 

(Jacobson et al., 2012). Cette sécrétion plus importante de BAFF pourrait contribuer à 
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expliquer les taux élevés de lymphocytes B observés après ce type de greffe. Il est intéressant 

de noter que malgré des taux significativement plus élevésde lymphocytes B (site de latence 

de l’EBV) après greffe de SP, les patients greffés avec ce type de greffon, ne sont pas plus à 

risque de développer un PTLD. Il estpossible que la reconstitution rapide en lymphocytes B 

en pré-greffe compense le déficit précoce en lymphocytes T observé après greffe de 

SP(Kanda et al., 2012). La même hypothèse peut être émise concernant la reconstitution 

significativement plus rapide et à des taux plus élevés des monocytes que nous mettons en 

évidence dans notre étude. A notre connaissance aucune étude n’a investigué la reconstitution 

monocytaire après greffe de SP, il serait intéressant de confirmer nos résultats car des travaux 

nantais rétrospectifs ont montré qu’une valeur absolue plus élevée de monocytes en période 

précoce post-greffe est associée à un meilleur devenir des patients après greffe de CSP(Le 

Bourgeois et al., 2013b)et de SP(Le Bourgeois et al., 2015).  

Nous ne retrouvons pas ici les différences observées lors de l’étude rétrospective 

concernant les reconstitutions en lymphocytes T CD8+ et en NK. Ceux ci avaient mis en 

évidence des taux significativement plus élevés de lymphocytes T CD8+ à M3 et M6 post-

greffe dans le groupe CSP et un taux plus élevé de cellules NK à M3 dans le groupe 

SP(Chevallier et al., 2010). Nous mettons cependant en évidence une tendance à la 

reconstitution plus rapide des lymphocytes T CD8+ dans le groupe CSP malgré l’absence de 

significativité statistique avec le modèle utilisé pour l’analyse des données immunologiques. 

En conclusion, notre étude montre que l’incidence des infections à HHV-6 en post-

allogreffe est dépendante du type de greffon utilisé. Nous confirmons l’existence d’une 

relation spécifique entre HHV-6 et greffe de SP dont l’explication n’est, à l’heure actuelle, 

pas encore formellement établie. Par ailleurs, les données cliniques recueillies montrent que 

les infections à HHV-6 après greffe de SP et conditionnement RIC ne semblent pas avoir un 

impact majeur sur le devenir des patients et que, par conséquent, il ne paraît pas pertinent de 

recommander la mise en place d’un traitement systématique antiviral spécifique dans ce 

contexte. Enfin, les cinétiques de reconstitution immune diffèrent en fonction du type de 

source de CSH utilisée mais ne permettent pas d’expliquer les différences observées sur 

l’incidence d’infections virales entre les deux groupes. 
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Ce premier travail a fait l’objet de plusieurs communications orales et affichées dans des 

congrès nationaux et internationaux et d’un article soumis dans Haematologica (Article n°1 

dans l’annexe 1, p194)) 
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2. Détection du génome d’HHV-6 sur différentes sous-populations 

leucocytaires au cours de la reconstitution immune après greffe de sang 

placentaire. 

Comme nous l’avons évoqué observé au cours de l’étude rétrospective, les différences de 

reconstitution immune en période post-greffe observées au cours de l’étude rétrospective entre 

les patients recevant une greffe de SP et ceux recevant une greffe de CSP, nous avaient 

conduit à émettre l’hypothèse qu’une sous-population leucocytaire majoritaire après greffe de 

SP puisse être le siège d’une réplication de l’HHV-6. Ceci permettrait d’expliquer l’incidence 

plus élevée de ce type d’infections dans ce contexte. Pour répondre à cette problématique, 

nous avions prévu, lors de la mise en place du protocole prospectif, de recueillir des PBMCs 

chez les patients inclus, afin de réaliser des tris des différentes sous-populations leucocytaires 

(lymphocytes T, lymphocytes B, cellules NK et monocytes) et de rechercher le génome 

d’HHV-6 par PCR dans chacune des fractions cellulaires. 

2.1. Matériels et méthodes 

Isolement des PBMCs à partir du sang périphérique des patients infectés par l’HHV-6 

Les PBMCs sont isolées par séparation sur gradient de densité (Ficoll) au laboratoire de 

Virologie du CHU de Nantes à partir des prélèvements de sang périphérique recueillis sur 

tubes héparinés. Deux volumes de sang dilué en RPMI (PAA Laboratories Gmbh, Pishing, 

Autriche) sont déposés sur un volume de milieu de séparation de lymphocytes (MSL, PAA 

Laboratories Gmbh, Pishing, Autriche). Après centrifugation pendant 25 minutes à 1500 

tours/min sans frein, l’anneau de cellules mononucléées formé à l’interface du plasma et du 

MSL est récupéré, puis lavé avec du RPMI à plusieurs reprises. Le culot de PBMCs obtenu 

est alors repris dans un milieu contenant du RPMI supplémenté avec 50% de sérum de veau 

fœtal (SVF) décomplémenté et de 10% de DMSO à la concentration de 1.10
7
 cellules/mL 

avant congélation en azote pour analyses ultérieures.  
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Tris des différentes sous-populations leucocytaires par cytométrie en flux (CMF)à partir des 

PBMCs 

 Décongélation des PBMCs 

Les ampoules de PBMCs sont décongelées rapidement dans un bain-marie à 37°C sous 

agitation lente. Immédiatement après la décongélation, les tubes sont décontaminés avec une 

gaze imbibée d'alcool, les suspensions cellulaires sont alors transférées dans des tubesfalcon 

de 15 mL, contenant 10 mL de RPMI + 50% de SVF. Ces tubes sont ensuite centrifugés5 min 

à 1500 tours/min sans frein. Les surnageants sont éliminés par retournement et les culots 

cellulaires repris dans 3 mL de RPMI + 10% de SVF pour comptage.  

Une fraction de 5.10
5
 cellules pour chaqueampoule de PBMCs décongeléeest transférée dans 

un tube Eppendorff qui est centrifugé 10 min à 2500 tours/min. Après élimination du 

surnageant, le culot cellulaire est repris dans 200 µL de PBS (phosphate-buffered saline)puis 

congelé à moins -80°C pour les analyses par biologie moléculaire. 

Les cellules restantes sont à nouveau centrifugées 5 mn à 1500 tours/min en vue de la 

réalisation du marquage.   

 

 Marquage des PBMCs pour réalisation des tris en CMF 

Après élimination du surnageant, les culots cellulaires sont repris dans une suspension de 

PBS et d’anticorps monoclonaux (AcMo) directement couplés à des fluorochromes à la 

concentration de 5.10
8
 cellules/300µL puis incubés 20 min à 4°C à l’abri de la lumière. Les 

AcMo utilisés pour le marquage sont détaillés dans le Tableau 11. Après incubation, les 

cellules sont lavées par ajout de 4 mL de PBS, centrifugées 5 min à 1500 tours/min puis après 

élimination du surnageant, reprises dans une solution de PBS + 2% de SVF + 2mM EDTA à 

la concentration finale de 3.10
7
 cellules/mL.  

 

Tableau 11. Caractéristiques des AcM utilisés pour le marquage des PBMCs avant tri cellulaire. 

Dénomination Clone BD Cible antigénique Fluorochrome Concentration 

Anti-CD3 UCHT-1 Récepteur des cellules T (TCR) PerCP 1/12
e 
 

Anti-CD19 HIB19 Récepteur des cellules B (BCR) FITC 1/200
e 
 

Anti-CD14 MϕP9 Antigène monocytaire PE  1/100
e 
 

Anti-NKp46 9E2/NKp46 Récepteur activateur des NK APC 1/20
e 
 

Abréviations : BD, Becton Dickinson (San Jose, CA, USA); PerCP, Peridin-chlorophyll-protein complex; FITC, 

isotiocyanate de fluorescéine; PE, Phycoérythrine;  APC, allophycocyanine  
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 Tris cellulaires par CMF 

Avant passage sur l’analyseur, les cellules sont filtrées puis marquées avec une solution de 

DAPI ou 4',6'-diamidino-2-phénylindole (concentration 1/100
e
) afin de différencier les 

cellules mortes des cellules vivantes. Un immunophénotypage des PBMCs avant tri est réalisé 

sur les cellules vivantes (DAPI négatives) afin de s’assurer de la présence de toutes les 

fractions cellulaires d’intérêt. Les tris cellulaires sont ensuite réalisés sur les cellules vivantes 

à l’aide de l’analyseur FACS Aria II (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) en collaboration 

avec l’équipe INSERM UMR1064. Après tri, la pureté est évaluée, sur le même cytomètre, 

pour chacune des fractions leucocytaires recueillies (lymphocyte T, lymphocytes B, cellules 

NK et monocytes).  

Parmi les cellules vivantes, les lymphocytes et les monocytes sont sélectionnés sur des 

critères de taille (FSC, forward scatter) et de granulométrie (SSC, side scatter). Les 

différentes sous-populations sont ensuite triées en fonction de l’expression du CD3 pour les 

lymphocytes T, du CD19 pour les lymphocytes B, du NKp46 pour les cellules NK et du 

CD14 pour les monocytes. 

Les suspensions de cellules triées sont ensuite centrifugées 10 min à 2500 tours/min. 

Après élimination du surnageant, le culot est repris dans 200 µL de PBS puis congelé à -80°C 

pour les analyse par biologie moléculaire. 

 

Amplification génique 

 Extraction des acides nucléiques 

Les acides nucléiques sont extraits à partir des culots cellulaires recueillis avant et après 

tri. Le protocole utilisé pour l’extraction d’ADN est détaillé en annexe 2A. Brièvement, 

l’ADN est extrait à partir des culots cellulaires (stockés à -80°C), à l’aide d’une trousse 

commercialisée (DNeasy minikit, Qiagen S.A., Courtaboeuf, France), selon les 

recommandations du fabricant. Après une phase de lyse cellulaire, l’ADN est fixé sur une 

colonne de silice, puis les impuretés sont éliminées avec différents tampons alcooliques. 

L’ADN est ensuite élué dans 100 µl de tampon TE.  
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 Détection de l’ADN viral par PCR en temps réel 

La quantification de l’ADN viral (gène U65-66, adaptée de Gautheret-Dejean et al. 

(2000)) est réalisée sur le Rotor Gene™ 6000 (Corbett Research, Sydney, Australie). Une 

quantification du gène de l’albumine est conduite en parallèle afin de s’assurer de l’efficacité 

de l’extraction. Les amorces, les mélanges réactionnels et les programmes d’amplification 

utilisés sont détaillés en annexe 2B. 

2.2. Résultats 

Des tris par CMF ont été réalisés sur 14 PBMCs de patients greffés de SP, présentant une 

CV positive en HHV-6 à différents temps post-greffe. La liste des PBMCs sélectionnés pour 

cette étude ainsi que les temps post-greffe et les CV sanguines HHV-6 sont présentés dans le 

Tableau 13. 

Les tris ont permis de recueillir des cellules pour les 4 sous-populations d’intérêt 

(lymphocyte T, lymphocytes B, cellules NK et monocytes) à partir de la majorité des PBMCs, 

à l’exception des PBMCs NE/MA J121 etHA/CL J112, pour lesquels nous n’avons pas 

recueilli de lymphocytes B, du fait de la lymphopénie B présentée par les patients au moment 

du prélèvement.  

La pureté a été évaluée sur l’ensemble des sous-populations leucocytaires obtenues. Après 

tris était très satisfaisante dans la majorité des cas : médiane 99,4 % (intervalle : 81,8-99,9%) 

à l’exception de deux tris effectués à partir des PBMCSs PO/GH J150 et HA/CL J112pour 

lesquels les puretés de chacune des fractions recueillies sont présentéEs Tableau 12. 

Tableau 12. Puretés des fractions cellulaires recueillies après tris pour les échantillons de 

PBMCSs PO/GH J150 et HA/CL J112. 

Echantillons HA/CL J112 PO/GH J150 

Lymphocytes T 39,30% 79,40% 

Lymphocytes B NA 

12,2% CD19+ et 46,3% 

CD19faible + 3,5 % 

lymphocytes T 

Cellules NK 

5,4% NK + 65,4% 

monocytes + 6,9% 

lymphocytes T 

87,8% et 7,2% monocytes 

Monocytes 95,20% 98,20% 
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Les résultats des PCR HHV-6 réalisées sur les PBMCs totaux et sur chacune des fractions 

cellulaires recueillies après tri sont présentés Tableau 13.  
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Tableau 13. PBMCs sélectionnés pour les tris et résultats des PCR HHV-6 réalisées sur le sang total et sur les différentes sous-populations 

leucocytaires 

 

Identité 

prélèvement 

Temps post-

greffe (jours) 

PCR HHV-6 sur ST PCR HHV-6 sur les fractions cellulaires 

Résultat 

qualitatif 

CV 

(log10cop/mL) 
CV(cop/mL) PBMCS totaux Lymphocytes T Lymphocytes B Cellules NK Monocytes 

SI/AL
†
 J36 P 4 10000 + + - - + 

LER/AN J41 P 3,7 4500 + + - + - 

GE/AM J62 P 3,6 3700 + + - - - 

RE/AU J75 P 3,7 5200 + + - - - 

HA/CL J112 P 3,4 2800 + + NA + I 

GO/EM J118 P 3,2 1500 + + - - - 

JO/MA J118 P 3,4 2700 + + - - - 

VE/DE J120 P 3,3 1300 + + - - + 

NE/MA J121 P 3,1 1300 + + NA - 

 
VE/JO J130 P 3,1 1200 + + - - - 

PO/GH J150 P 3,6 3900 + + - + + 

DU/GU J154 PFA 2,8 600 + + - - - 

GU/MA J160 P 3,5 3100 + + - - - 

SI/AL
†
 J170 P 3,0 1000 + + + + - 

Abréviations: P, positif; PFA, positif faible; ST, sang total; CV, charge virale; NA, non applicable; I inhibiteur 

†
 Echantillons prélevés chez le même patient à deux temps différents 
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Le génome d’HHV-6 a été détecté dans tous les échantillons de PBMCs totaux et dans les 

lymphocytes T pour tous les prélèvements testés (n=14). Une fraction de lymphocytes B 

(échantillon SI/AL J170), 4 de cellules NK (échantillons LER/AN J41, HA/CL J112, PO/GH 

J150 et SI/AL J170) et 3 de monocytes (échantillons SI/AL J36, VE/DE J120 et PO/GH J150) 

se sont révélées positives par PCR HHV-6. La PCR réalisée sur la fraction de monocytes pour 

le patient HA/CL était ininterprétable du fait de la présence d’un inhibiteur dans le 

prélèvement. Il faut néanmoins noter que la pureté des fractions de cellules NK pour HA/CL 

J112 et PO/GH J150 n’était pas satisfaisante (Tableau 12). La fraction HA/CL J112 

comprenait des lymphocytes T positifs en PCR HHV-6 et des monocytes pour lesquels la 

PCR HHV-6 était ininterprétable. Celle de PO/GH J150 contenait 7,2% de monocytes eux-

mêmes positifs en HHV-6, ce qui ne permet pas d’exclure que la positivité des cellules NK 

pour ce patient soit liée à la présence de monocytes dans cette fraction cellulaire.  

2.3. Discussion 

Sans surprise, la détection du génome d’HHV-6 est positive dans toutes les fractions de 

lymphocytes T testées. En effet, les HHV-6 sont décrits comme étant des virus lymphotropes 

etles lymphocytes T CD4+ activés constituent le système cellulaire le plus permissif à 

l’infection par les deux espèces d’HHV-6 (Lusso et al., 1988; Takahashi et al., 1989). Nous 

n’avons pas pu, pour des modalités techniques, séparer les lymphocytes TCD4+ des 

lymphocytes TCD8+.  Nous pouvons néanmoins supposer que le génome d’HHV-6 retrouvé 

dans cette sous-population lymphocytaire provient très probablement des lymphocytes T 

CD4+. 

La détection d’HHV-6 dans d’autres types leucocytaires n’est pas corrélée aux valeurs de 

CV sanguine puisque la détection simultanée du génome dans 3 types cellulaires différentsn’a 

été retrouvée qu’une seule fois, pour le patient SI/AL J170 qui avait une des CV sanguines les 

plus faibles (3.10
3
 log10cop/mL). 

Les résultats positifs obtenus pour les autres sous-populations leucocytaires sont difficiles 

à interpréter puisqu’ils ne sont pas retrouvés de manière constante pour tous les échantillons 

triés et testés en PCR HHV-6. De plus, pour le patient SI/AL, pour lequel nous avons trié 

deux échantillons prélevés à des temps différents post-greffe, le génome est détecté dans les 

fractions de lymphocytes T et de monocytes au moment où le patient avait une CV sanguine 

de 4.10
4
 log10cop/mL alors qu’à J170, le génome est détecté dans 3 fractions cellulaires 
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(lymphocytes T, lymphocytes B et cellules NK) quand le patient avait une CV à 

3.10
3
log10cop/mL. 

Néanmoins, la détection de l’HHV-6 dans 3 fractions de monocytes (3/14) est cohérente 

avec ce qui est décrit dans la littérature. En effet, il a été montré que les monocytes constituent 

une cible pour l’HHV-6B in vitro et in vivo, et sont supposés être un réservoir in vivo (Burd & 

Carrigan, 1993; Kondo et al., 1991). Comme nous l’avons déjà évoqué, le fait que ces cellules 

puissent supporter une infection productive est encore controversé (voir paragraphe 4.3.1 de 

nos rappels bibliographiques). Suite à ces premiers résultats, une étudiante en master 2 a 

conduit au sein de notre laboratoire des essais d’infections sur une lignée monocytaire, la 

lignée THP-1 (CD134 négative) afin de déterminer si ces cellules pouvaient être un site 

d’infection productive à une infection par la souche HST (HHV-6B). Ces résultats ont mis en 

évidence une absence de permissivité de ces cellules à une infection par cette souche virale 

(données non présentées) ce qui laisse penser que le génome détecté dans les monocytes au 

cours de notre étude pourrait correspondre à du virus latent. Ceci serait concordant avec 

l’étude de Kondo et al. (1991) quia montré que l’ADN d’HHV-6B est détecté dans les 

monocytes circulants en l’absence de marqueur d’infection active. Ceci suggère que ces 

cellules puissent constituer un réservoir in vivo de l’infection latente (Kondo et al., 1991). 

Cependant, les monocytes du sang périphérique sont décrits comme étant CD134 

négatifs(Croft, 2010). Le mécanisme d’entrée de l’HHV-6Bdans ce type cellulaire, via par 

exemple l’utilisation d’un autre récepteur,reste à établir. 

Lors de l’étude rétrospective nous avions mis en évidence des taux significativement plus 

élevés de cellules NK à M3 chez les patients allogreffés de SP etnous avions supposé que ces 

cellules, décrites comme étant permissives à une infection par l’HHV-6A (Lusso et al., 1993), 

puissent être le site privilégier d’une infection lytique à HHV-6B. 

Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que les cellules NK ne constituent 

pas une cible majeure de l’HHV-6B dans ce contexte, puisque la détection du génome 

viraldans ce type cellulaire n’est pas retrouvée dans tous les échantillons testés. La détection 

du génome de l’HHV-6 dans 4 fractions de cellules NK, dont deux ayant des puretés de 98,50 

et 99,9% (LER/AN J41 et SI/AL J170) suggère que ces cellules puissent être le siège d’une 

infection àHHV-6 dans certains cas. Certains auteurs ont décrit que les cellules NK peuvent 

exprimer de manière transitoire, la molécule CD134 (Croft, 2010). Par ailleurs, au cours d’un 

travail précédemment mené au laboratoire, nous avons réalisé des essais d’infections par la 

souche HST, de cellules NK isolées de PBMCs et mises en culture in vitro, ainsi que d’une 
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lignée de NK (NK92). Ces essais d’infections avaient mis en évidence l’absence de 

permissivité de ces cellules à une infection par HHV-6B.Ainsi, l’ensemble de nos résultats 

laissent supposer que les cellules NK pourraient être un site d’infection latente à HHV-6. Ce 

point n’a cependant jamais été décrit et reste à démontrer. 

Enfin, de manière plus surprenante, le génome a été détecté dans les lymphocytes B 

(pureté 99,6%) pour un patient à J170 post-greffe. Ce résultat est d’autant plus surprenant que 

ce patient, pour lequel 2 échantillons prélevés à des temps différents ont été triés, avait des 

PCR positives était positif uniquement dans les fractions de lymphocytes T et de monocytes à 

J36 alors qu’il avait une charge virale plus élevée qu’à J170. De plus, à la différence des 

lymphocytes T, les lymphocytes B ne semblent pas constituer une cible pour l’HHV-6. Il a été 

montré que des cellules B devenaient sensibles à une infection par HHV-6A après 

immortalisation par l’EBV (Ablashi et al., 1988). Ainsi, il est important de préciser que le 

patient SI/AL n’a pas présenté de PTLD au cours du suivi, il est donc peu probable que ce 

résultat puisse s’expliquer par une infection productive de l’HHV-6 dans les lymphocytes B 

chez ce patient. L’hypothèse selon laquelle les lymphocytes B pourraient constituer un site de 

latence en période post-greffe de SP ne semble pas pertinente puisque parmi les autres 

patients inclus dans cette étude, le génome de l’HHV-6 n’a pas été détecté dans cette sous-

population leucocytaire ; ceci malgré la présence d’un taux élevé de lymphocytes B pour 

certains d’entre eux. De plus, les lymphocytes B n’ont jamais été décrits comme étant un site 

de latence de l’HHV-6 et n’expriment pas le CD134 (Croft, 2010). Enfin, cette positivité 

pourrait être liée à une contamination au moment du tri par du génome extracellulaire 

provenant des lymphocytes T, ce qui expliquerait que nous n’ayons mis en évidence une 

positivité des lymphocytes B que sur un seul des échantillons testés. Dans tous les cas, au vu 

de l’ensemble des résultats obtenus pour la fraction lymphocytes B, nous pouvons déduire que 

ces cellules ne constituent pas une cible majeure pour l’HHV-6B. 

En conclusion, les tris des différentes sous-populations leucocytaires réalisés à partir de 

PBMCs de patients allogreffés de SP infectés par HHV-6 confirment que la cible cellulaire 

principale de l’infection par ce virus est constituée par le lymphocyte T. La détection du 

génome de l’HHV-6 dans des monocytes et des NK et l’absence de permissivité de ces deux 

types cellulaires à une infection productive par l’HHV-6, laisse supposer que ces cellules dans 

certains cas pourraient être des sites de latence pour ce virus mais ceci reste à démontrer. 
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3. Etude de la fréquence des infections à HHV-6 à distance de l’allogreffede 

CSH 

Après s’être intéressé aux infections précoces à HHV-6 après allogreffe de CSH et avoir 

confirmé l’existence d’une association étroite entre ce type d’infection virale et la greffe de 

SP, nous avons évalué, dans ce troisième travail, la fréquence et les conséquences cliniques 

éventuelles des réactivations à HHV-6 à distance de la transplantation. Nous avons comparé  

de manière prospective la fréquence des virémies positives à HHV-6 et le statut immunitaire 

entre deux groupes de patients allogreffés ayant reçu soit une greffe de SP soit une greffe de 

CSP provenant d’un donneur familial ou non-apparenté(Article n°2, dans l’annexe 1, p 223). 

3.1. Caractéristiques des patients inclus 

Nous avons inclus dans cette étude 48 patients adultes ayant reçu entre février 2006 et 

Janvier 2012 une allogreffe de SP (n=23) ou une allogreffe de CSP (n=25). Pour pouvoir être 

inclus dans cette étude, les patients devaient être en vie au-delà de un an post-greffe et être en 

rémission complète de leur maladie initiale. Les caractéristiques de ces patients (âge, sexe, 

type de pathologie, statut de maladie à la transplantation, type de conditionnement et âge 

médian à la transplantation) étaient similaires entre les deux groupes à l’exception de 

l’utilisation de SAL qui était significativement plus fréquente dans le groupe CSP (les 

caractéristiques des patients de la cohorte sont détaillées dans le Tableau 14). Des échantillons 

sanguins ont été prélevés pour chaque patient entre octobre 2012 et janvier 2013 lors des 

consultations de suivi systématique dans le service d’hématologie clinique, pour les analyses 

virologiques et immunologiques. Le délai médian entre le moment de la greffe et celui des 

prélèvements était de 3.9 ans (intervalle : 1.3-7.1) et était équivalent entre les deux groupes de 

patients étudiés.  

 

 

 

 

 

 

 



Partie expérimentale n°3 

124 

 

Tableau 14. Caractéristiques des patients de la cohorte 

  

 

  

Groupe SP Groupe CSP P-value 

N=23 N=25 

Age: années (intervalle) 54 (20-69) 53 (38-69) 0.26 

Sexe: masculin 10 (56%) 12 (55%) 0.75 

Maladie initiale    

     Leucémie aiguë myéloïde 9 (39%) 12 (48%)  

     Syndrome myéloprolifératif 1 (4.5%) 1 (4%)  

     Leucémie myéloïde chronique 1 (4.5%) 1 (4%)  

     Lymphome non Hodgkinien 10 (43%) 6 (24%)  

     Leucémie lymphoïde chronique 0 1 (4%)  

     Leucémie aiguë lymphoïde 1 (4.5%) 2 (8%)  

Aplasie médullaire 1 (4.5%) 2 (8%) 0.52 

    

Myeloïde/lymphoïde* 11/11 14/9 0.90 

Statut de la maladie initiale*    

Risque standard 7 (32%) 12 (52%)  

     Haut risque 15 (68%) 11 (48%) 0.38 

Année médiane de la transplantation(intervalle) 2008 (2006-2012) 2009 (2006-2011) 0.44 

Type de conditionnement    

     Myéloablatif 4 (17%) 4 (16%)  

     Intensité réduite 19 (83%) 21 (84%) 1 

SAL: oui 2 (10%) 19 (93%) <0.0001 

Abréviations: SP, sang placentaire; CSP, cellules souches périphériques; SAL, sérum anti-

lymphocytaire. 

*n'inclus pas l'aplasie médullaire 
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3.2. Résultats 

Parmi les 48 patients inclus, 12 (52%) avaient une virémie positive à HHV-6 dans le 

groupe SP avec une valeur de charge virale médiane de 2.7 log10cop/mL (intervalle 2 – 3.4) 

contre seulement un patient (4%) dans le groupe PBSC (charge virale : 2 log10cop/mL).  

La comparaison entre infections précoces (survenant dans la première année post-greffe) 

et les résultats obtenus au cours de cette étude n’a été analysée que pour 37 des 48 patients à 

cause d’un suivi incomplet par PCR HHV-6 dans la première année pour 11 patients (1 du 

groupe SP et 10 du groupe CSP 

Parmi les 19 patients (86.4%) du groupe SP infectés par l’HHV-6 au cours de la première 

année post-greffe, 12  (63.1%) présentaient toujours une réactivation à distance de la greffe. 

Trois patients (13.6%) de ce même groupe avaient des PCR HHV-6 négatives tout au long du 

suivi. Dans le groupe CSP, 14patients (93.3%) n’ont jamais présenté de réactivation à HHV-6 

aux différents points de suivi, alors qu’un patient infecté au cours de la première année ne 

présentait plus de réactivation à distance de la greffe. 

La comparaison des taux des différentes sous-populations lymphocytaires (présentés 

Figure 23) entre les deux groupes a mis en évidence des taux significativement plus élevés de 

lymphocytes B dans le groupe SP par rapport au groupe CSP. Aucune différence n’était 

observée concernant les taux de lymphocytes T totaux, de lymphocytes T CD4+, de 

lymphocytes T CD8+ ou de cellules NK.A noter, que comme dans l’étude n°1, il existe une 

très grande variabilité des taux de lymphocytes en fonction des individus.Les taux sériques 

d’immunoglobulines étaient équivalents entre les deux groupes. Dans le groupe SP, les 

patients ayant une valeur absolue élevée de lymphocytes B (>médiane : 0.74 G/L) ne 

présentaient pas plus de réactivations à HHV-6 (56% vs 67%, p=1). De plus, aucune 

corrélation significative n’a été mise en évidence entre les valeurs absolues de lymphocytes B 

et les réactivations à HHV-6.  

Par ailleurs, aucun signe clinique particulier n’a été observé chez les patients ayant une  

réactivation persistante à HHV-6, parmi la cohorte étudiée. 
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Figure 23. Comparaison des taux de lymphocytesà distance de l’allogreffe entre deux types de 

sources de CSH. Délai post-greffe médian au moment de l’analyse : SP, 4 ans et CSP, 3.8 ans). 

Données manquantes pour 5 patients du groupe SP. *p<0.05. Abréviations : SP, sang placentaire ; 

CSP, cellules souches périphériques 

 

3.3. Discussion 

A notre connaissance, notre étude est la première à s’être intéressée à l’évaluation des 

réactivations persistantes à HHV-6 après allogreffe de SP. Les allogreffes de SP représentent 

une alternative fiable et sont largement utilisées pour traiter des patients éligibles à 

l’allogreffe n’ayant pas de donneur vivant familial ou non-apparenté. Comme nous et d’autres 

équipes l’ont montré, la greffe de SP est associée à une incidence plus élevée des infections à 

HHV-6 chez les receveurs, comparativement aux greffes utilisant une autre source de greffon, 

principalement les CSP(Chevallier et al., 2010; Hill et al., 2012; Jeulin et al., 2013). Nous 

montrons ici, qu’une virémie à HHV-6 est toujours détectable chez la moitié des patients 

allogreffés de SP jusqu’à 4 ans post-transplantation. Comme attendu, une réactivation à HHV-

6 ne semble pas associée à la survenue de symptômes cliniques particuliers chez les patients 

(Article n°1, annexe 1, p194). L’absence d’impact clinique pourrait cependant s’expliquer par 

le fait que nous avons inclus, dans cette étude, uniquement des patients en bonne santé et que 

de plus, les CV HHV-6 détectées au cours de notre étude étaient relativement faibles. Les 

différences observées au niveau de la reconstitution immune, avec des taux significativement 

plus élevés de lymphocytes B après greffe de SP, ne permettent pas d’expliquer, là encore, 

l’association entre HHV-6 et ce type de greffe. Par ailleurs, le risque d’infections virales après 

greffe de SP est généralement limité auxtrois premiers mois post-greffe(Jacobson et al., 2012) 

alors qu’un déficit en lymphocytes B retardé après la greffe est décrit comme étant le 
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principal facteur de risque de survenue d’infections tardives (Corre et al., 2010). Ainsi, nous 

pouvons émettre l’hypothèse que les réactivations à HHV-6 observées après greffe de SP 

pourraient s’expliquer par un déficit qualitatif des cellules effectrices du système immunitaire 

après ce type de greffe, néanmoins comme nous l’avons montré dans la partie expérimentale 

n°1, l’incidence d’autres réactivations de virus proches de l’HHV-6, tels que le CMVH ou 

l’EBV n’est pas plus élevée après ce type de greffe. Une autre hypothèse, déjà évoquée, est 

que lescaractéristiques des cellules qui reconstituent après la greffe diffèrent en fonction de la 

nature de la source de CSH et influencentla survenue de ces réactivations tardives à HHV-

6.Ainsi, nous pouvons supposer queles cellules d’origine placentaire et, en particulier les 

lymphocytes T CD4+, pourraient être plus sensibles à une infection permissive à HHV-6 

même à distance de la greffe. Il faudrait à présent réaliser une étude de l’expression du 

CD134, sur les lymphocytes T CD4+ des patients, non seulement en période précoce post-

greffe mais également à distance de celle-ci, en comparant des patients allogreffés de SP à 

ceux ayant reçu un greffon de CSP, afin de voirsi cette molécule est plus fortement exprimée 

dans le premier cas.  

Un autre point intéressant de notre travail est d’avoir évaluéles statuts immunitaires à 

distance de la greffe en comparant des patients allogreffés de SP à des patients allogreffés de 

CSP. En effet, les données sur la reconstitution immune proviennent généralement de résultats 

obtenusau cours de la première année post-greffe. Seules de rares études ont investigué le 

statut immunitaire à long terme après allogreffe de SP etce uniquement jusqu’à 2-3 ans post-

transplantation (Cohen et al., 2006; Jacobson et al., 2012). Dans notre travail expérimental 

n°1 nousavons mis en évidence des différences significatives de reconstitution immune chez 

les patients greffés de SP comparativement à ceux ayant reçu unegreffe de CSP. Nous 

montrons ici, que des différences peuvent persister à long terme en fonction des types de 

sources de CSH utilisées pour la greffe, avec en particulier, la mise en évidence de taux 

significativement plus élevés de lymphocytes B même 4 ans après la greffe de SP. Le 

mécanisme à l’origine de cette hyperlymphocytose B persistante reste inexpliqué mais 

pourrait avoir un impact majeur sur la survie à long terme des patients comme ceux de notre 

étude, qui étaient tous en bonne santé sans support thérapeutique au moment de 

l’analyse(Corre et al., 2010). 

En conclusion, les réactivations à HHV-6 peuvent persisterà distance de la greffe chez la 

moitié des patients allogreffés de SP sans avoir de conséquence clinique particulière. Les 

données de la reconstitution immuneà distance de la greffe recueillies dans cette étude ne 
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permettent pas d’expliquer les mécanismes à l’origine de la persistance des réactivations à 

HHV-6 après greffe de SP. 
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4. Etude de l’interaction entre l’HHV-6B et les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes (pDCs) 

4.1. Introduction 

Un travail réalisé récemment au sein de notre équipe a montré que les greffons 

placentaires étaient caractérisés non seulement par un déficit quantitatif et qualitatif en 

cellules T et B mémoires mais également en pDCs (Chevallier et al., 2013a). Ces déficits 

peuvent en partie expliquer l’incidence accrue d’infections après greffe de SP. Néanmoins, 

ceci n’explique pas le fait que la prévalence des infections à HHV-6 soit plus importante après 

ce type de greffe, (en comparaison des greffes de CSP) alors que l’incidence des infections à 

CMVH, un virus proche de HHV-6, est comparable. De plus, l’incidence des réactivations à 

EBV, qui appartient à la même famille virale est plus faible après ce type de greffe, comme 

nous l’avons montré dans la partie expérimentale n°1 (Article 1 dans l’annexe 1,p194). Une 

des hypothèses pourrait être l’absence de permissivité des pDCs pour le CMVH(Varani et al., 

2007)et l’EBV (Fiola et al., 2010)alors que celle-ci existerait pour l’HHV-6(Takemoto et al., 

2009). Si cette hypothèse s’avérait juste, au vu des capacités d’immunomodulation de l’HHV-

6 au sein de différents types cellulaires, et en particulier au niveau descDCs, nous pourrions 

supposer que l’infection des pDCs par HHV-6 provoqueraitdes altérations phénotypiques et 

fonctionnelles et de ces cellules. En raison de leur rôle primordial dans la mise en place de la 

réponse immunitaire antivirale,ceciconstituerait un mécanisme d’évasion immune 

supplémentaire pour ce virus. Très peu de travaux rapportent des données sur l’interaction 

entre HHV-6 et pDCs, il nous a donc semblé intéressant d’investiguer ce sujet de recherche. 

Nous avons ainsi conduit des essais d’infectionsin vitro par HHV-6Bde pDCs isolées à partir 

de sang périphérique de donneurs sains et de pDCs issues d’une lignée humaine dénommée 

GEN2.2. Cette lignée a été développée par l’équipe de l’EFS de Joël Plumas à Grenoble, à 

laquelle nous avons pu avoir accès au cours de ce travail de thèse.Après un rappel 

bibliographique sur l’ontogénie, les fonctions des pDCs et leur rôle dans la mise en place 

d’une réponse anti-virale, nousprésenterons les résultats obtenus au cours de nos essais 

d’infections. 
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4.2. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) humaines : rappels 

bibliographiques 

Les DCs représentent une population hétérogène de cellules ayantcomme origine des 

précurseurs médullaires,spécialisées dans la capture, le transport, l’apprêtement et la 

présentation des antigènes aux lymphocytes T(Banchereau & Steinman, 1998). Elles sont 

réparties dans tout l’organisme, certaines d’entre elles sont dotées de capacité de migration, et 

de ce fait peuvent se déplacer du site de capture des antigènesvers les sites d’interactions 

cellulaires.Les DCsconstituent un lien entre l’immunité innée et l’immunité spécifique 

adaptative. Deux grands sous-types sont individualisés, qui diffèrent par leur localisation 

anatomique, leur phénotypE et leur fonction :les DC plasmacytoïdes (pDCs) et les 

DCsconventionnelles (cDCs) ou DCs d’origine myéloïde, qui par définition regroupent tous 

les types de DCsautres que les pDCs(Gilliet et al., 2008; Reizis et al., 2011).  

Les pDCs ont été formellement identifiées en 1999(Cella et al., 1999; Siegal et al., 1999) 

bien que reconnues dès 1958 par Lennert & Remmele. Elles ont changé de nom à plusieurs 

reprises et le terme plasmacytoïdes vient du fait qu’elles ressemblent morphologiquement à 

des plasmocytes. Ces cellules ont la capacité particulière de pouvoir sécréter de très grandes 

quantités d’IFN de type I en réponse à une infection virale et jouent un rôle majeur dans la 

réponse immune antivirale. Les pDCs sont rares dans le sang périphérique et représentent 

moins de 1% des PBMCS périphériques (Liu, 2005). 

4.2.1. Ontogénie 

Les pDCs sont produites en continue à partir de la moelle osseuse et dérivent d’un 

progéniteur hématopoïétique commun (CPD, common DC progenitor) aux deux types de 

DCs. Ce progéniteur exprime les récepteurs aux cytokines Flt-3 (fms-like kinase 3 ou CD135), 

M-CSFR (monocyte-colony stimulating factor receptor ou CD115) et à faible niveau le c-Kit 

(récepteur du stem cell factor ou CD117). L’interaction du ligand de Flt-3 (Flt-3L) avec son 

récepteur joue un rôle essentiel dans le développement des pDCsen activant, en particulier, la 

voie de signalisation PI3K/mTOR (phosphoinositide 3-kinase/mammalian target of 

rapamycin). L’administration de Flt-3Là des volontaires sains humains entraîne une 

augmentation significative du nombre de pDCs dans le sang périphérique (Pulendran et al., 

2000). A l’inverse, l’inactivation de Flt-3, chez la souris, entraîne une diminution importante 

du taux de pDCs. Les cDCs sont aussi dépendantes du Flt-3 ligand mais à un moindre 

niveau(Waskow et al., 2008). In vitro, le Flt-3L est responsable d’une expansion du 
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progéniteur commun aux DCs mais une fois les pDCs engagées dans leur différenciation, 

celles-ci ne prolifèrent plus ou presque pas (Naik et al., 2007), ce qui explique en partie que 

l’on ne puisse pas expandre les pDC in vitro via le Flt-3L. Une autre protéine joue un rôle 

essentiel dans le développement des pDCs. Il s’agit de la protéine E2-2 (basic helix-loop-helix 

transcription factor 2-2). En effet, il a été montré que l’absence de cette protéine dans les 

progéniteurs hématopoïétiques est responsable d’une absence complète de pDCs chez 

l’animal (Cisse et al., 2008). La surexpression de la protéine E2-2 entraîne une différenciation 

accrue en pDCs des progéniteurs hématopoiétiques. La protéine E2-2 possède un  inhibiteur 

spécifique : la protéine Id2. Les progéniteurs hématopoïétiques ainsi que les lymphocytes B 

expriment une grande quantité de protéine E2-2 alors que les cellules T, NK et les cellules 

myéloides expriment une grande quantité de l’inhibiteur Id2. Les pDCs sont riches en 

protéine E2-2 et pauvre en protéine Id2. L’absence de protéine E2-2 dans les pDCs entraîne 

leur différenciation en cDCs, ce qui témoigne de leur plasticité éventuelle et de l’origine 

commune de ces deux types de DCs(Reizis et al., 2011) (Figure 24). 

Après leur développement dans la moelle, les pré-pDCs qui expriment très fortement le 

CD123 (récepteur à l’IL-3) passent dans le sang périphérique et sous l’action de l’IL-3 se 

différencient en pDCs immatures puis migrent dans les organes lymphoïdes (rate, ganglions, 

tissu lymphoïde associé aux muqueuses). Les pDCs migrent préférentiellemnt dans les zones 

riches en lymphocytes T, pour une durée de vie estimée longue (environ deux semaines). 

Cette migration est associée à l’expression de deux chimiokines principales : CD62L et à 

CCR7(Liu, 2005). 
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Figure 24. Développement des pDCs  à partir du précurseur hématopoïétique commun aux 

pDCs et au cDCs (d’après Reizis et al., 2011). 

 

4.2.2. Caractéristiques phénotypiques des pDCs 

Les pDCs sont définies sur le plan phénotypique par l’expression du CD45 (molécule 

exprimée à la surface de tous les leucocytes), de la molécule HLA-DR (molécule du HLA de 

classe II), par l’absence d’expression des marqueurs des lignées T (CD3), B (CD19), NK 

(CD16, CD56) et myéloïdes (CD14, CD13, CD33)et des marqueurs spécifiques des cDCs, les 

molécules CD11c, CD11b et CD103. De plus, le phénotype des pDCs se caractérise par la 

présence à un haut niveau d’expression du CD123 (récepteur à l’IL-3), et par l’expression de 

molécules spécifiques au pDCs, les molécules du BDCA-2 (blood dendritic cell antigen-2 ou 

CD303) et BDCA-4/neurophiline-1 (Barchet et al., 2005; Liu, 2005)(Tableau 15 et Figure25). 

  



Partie expérimentale n°4 

133 

 

Tableau 15. Marqueurs spécifiques permettant la distinction entre pDCs et cDCs chez l’homme 

 

  pDCs humaines  cDCs humaines 

Marqueurs distincts CD11c- CD11c + 

 

CD11b+ CD11b+ 

 

CD45RA+ CD45RO+ 

 

ILT1- ILT1+ 

 CD1a- CD1a+ 

Marqueur de définition CD123 ++ (IL3-R) CD123 faible 

Marqueurs spécifiques BDCA-2 DEC-205 

  BDCA-4 (neuropilin-1) DC-SIGN 

Abréviations : CD, cluster de différenciation; ILT, immunoglobuline-like transcript; 

BCDA, blood dendritic cell antigen 

 

 

Figure 25. Phénotype des pDCs humaines. (Lin : CD3, CD16, CD19, CD20, CD14, CD56) 

 

4.2.3. Fonctions des pDCs dans l’organisme (Figures 28 et 29) 

Les pDCs jouent un rôle primordial dans la réponse immunitaire antiviralenotamment via 

leur capacité particulière à produire en grande quantité des IFNs de type I (α et β). Elles ont 

un rôle pivot entre immunité innée antivirale et immunité antivirale adaptative. La synthèse 

d’IFNs de type I par les pDCs dépend de la reconnaissance par ces dernières de motifs 

moléculaire associés au pathogènes, lesPAMPs (pathogen associated molecular  pattern)qui 

sont des protéines, des sucres ou des acides nucléiques conservés chez les bactéries, les virus 

et les champignons. Cette reconnaissance passe par une liaison de ces PAMPs à des 

récepteurs et en particulier aux TLR (toll-like récepteurs). Les TLR sont au nombre de 10 
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(TLR-1 à TLR-10) chez l’homme et se situent soit au niveau de la membrane cellulaire soit au 

niveau intracellulaire (compartiment endosomal). A la différence descDCs, les pDCs 

n’expriment pas les TLR-2, TLR-4, TLR-5 et TLR-3 et de ce fait ne reconnaissent pas les 

composants bactériens comme le peptidoglycane, le lipopolysaccharide (LPS), la flagelline ou 

l’ARN double brin extracellulaire. Les pDCs sont spécialisées dans la reconnaissance de 

PAMPs viraux et n’expriment que deux TLR, les TLR-7 et TLR-9, impliqués dans la 

reconnaissance des ADN et ARN viraux. Le TLR-7 reconnaît l’ARN viral simple brin et le 

TLR-9 reconnaît les séquences riches en CpG non méthylé présentes dans les génomes des 

virus à ADN. La liaison des TLR-7 et TLR-9, localisés au niveau intracellulaire 

(compartiment endosomal), à leur ligand viral entraîne le recrutement de MyD88 (myeloid 

differentiation primary-response gene 88). Cette protéine dite adaptatrice permet de propager 

un signal intracellulaire via le « domaine de mort » (ou death domaine) et induit la production 

d’IRF-7 (interferon-regulatory factor 7), qui entraine elle-même la production importante 

d’IFNs de type 1 par les pDCs immatures (200 à 1000 fois plus que les autres types 

cellulaires) dans les 24 heures qui suivent l’interaction virus/pDCs(Gilliet et al., 2008).Cette 

capacité à produire des quantités importantes d’IFNs semble être liée à l’expression 

constitutive par les pDCs, d’IRF-7 qui faciliterait la surexpression d’IRF-7 en cas de 

stimulation, et par conséquence la production d’IFNs de type I (Barchet et al., 2005; Liu, 

2005)(Figure 26). 

 

 

Figure 26. Reconnaissance et sécrétion d’IFN de type I après reconnaissance des motifs viraux 

par les pDCs et les mDCs (d’après Barchetet al., 2005) 
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Les pDC représentent la source majeure d’IFN de type I dans l’organisme, molécule 

largement décrite comme indispensable à la mise en place d’un état antiviral via l’induction 

de l’expression de nombreux gènes (ISG = IFN-stimulated gene) suite à la liaison à son 

récepteur (IFN-R). Celaconduit à la synthèse de molécules à activité antivirale comme la 2-5-

oligoadénylate synthétase (OAS) et la ribonucléase L (RNaseL), la protéine kinase 

dépendante de l’ARN double brin  (PKR) ou bien encore la protéine Mx(Bowie & 

Unterholzner, 2008; Pichlmair & Reis e Sousa, 2007)(Figure 27). 

 

 

Figure 27. Activation de la réponse IFN suite à la reconnaissance des PAMPs viraux (d’après 

Bowie & Unterholzner, 2008) 

 

Les IFNs de type I sont de puissants régulateurs des réponses immunitaires adaptative et 

innée. La sécrétion des IFNsde type I produite par les pDCs va ainsiactiver les cellules NK, 

renforcer leur activité cytotoxique et induire la différenciation des lymphocytes T provoquant 

notamment la mise en place d’une réponse de type Th1 et l’activation des lymphocytes T 

cytotoxique CD8+. Les pDCs vont également sécréter des cytokines telles que l’IL-12 et l’IL-

6, qui vont coopérer avec les IFN de type I pour réguler la réponse immune. Via la sécrétion 

des IFN de type I et d’IL-12,les pDCs vont induire la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK, 
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les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes T auxiliaires CD4+ se qui va favoriser la 

clairance des pathogènes intracellulaires. Via la sécrétion concomitante d’IL-6 et des IFNs de 

type I, les pDCsvont de plus,promouvoir la différenciation des lymphocytes B mémoires en 

plasmocytes qui vont alors produire des anticorps anti-viraux. Enfin, les pDCs sont des 

producteurs importants de chimiokines pro-inflammatoires, en particulier de CCL3, qui vont 

induire le recrutement des leucocytes au site de l’inflammation(Barchet et al., 2005; Swiecki 

& Colonna, 2015) (Figure 28). 

La sécrétion d’IFN de type I par les pDCs dure 24 heuresaprès la détection initiale de 

PAMPs puis va se réduire. Les pDCs vont alors devenir réfractaires à une seconde stimulation 

virale et aller activer les effecteurs de l’immunité adaptative. Les pDCs activées via une 

interaction avec un ligand des TLR ou le CD40 ligand (CD40L) vont s’engager dans une voie 

de maturation conduisant à leur différenciation en CPA professionnelles. Leur activation va 

induire une augmentation de l’expression des molécules du CMH de classe I et II et des 

molécules de co-stimulation CD80, CD86 et CD40à leur surface et l’acquisition d’une 

morphologie de cDC. Cependant, les pDCs sont des CPA moins efficaces que lescDCsdu fait 

d’une moins bonne capacité de phagocytose, d’apprêtement et de chargement des antigènes 

sur les molécules du CMH et d’une expression plus faible de molécules de CMH de classes II 

que les cDCs (Reizis et al., 2011; Swiecki & Colonna, 2015). 

La réponse lymphocytaire T CD4+ in vitro peut être de type Th1 (production d’IFN-γet 

d’IL-10), en particulier après stimulation virale ou Th2 (production d’IL-4, IL-5 et IL-10), 

après stimulation par l’IL-3 et le CD40L(Kadowaki et al., 2000) (Figure 29).Les pDCs 

pourraient également être à l’origine de la génération de cellules T régulatrices (Treg), via 

leur sécrétion d’IL-10, et pourraient donc avoir un rôle dans le phénomène de tolérance ou 

l’activité immunosuppressive des Tregs. Ce phénomène pourrait expliquer, qu’en cas de 

dérèglement, les pDCs puissent être impliquées dans la survenue de maladies auto-immunes 

(Liu, 2005; Reizis et al., 2011; Swiecki & Colonna, 2015)(Figure 28). 
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Figure 28. Fonctions des pDCs (d’après Swiecki & Collona, 2015) 

 

4.2.4. pDCs et infections viralesin vivo 

Comme nous l’avons vu les pDCs jouent un rôle majeur dans la réponse immunitaire 

antivirale notamment via leur capacité naturelle à produire de l’IFN de type I lorsqu’elles 

reconnaissent les motifs viraux. Cependant ce rôle semble varier en fonction des virus, du 

stade de l’infection, du site de la réplication virale et du fond génétique de l’hôte (Swiecki & 

Colonna, 2015).  

Ainsi, il a été montré, dans des modèles murins, que la sécrétion d’IFNs de type I par les 

pDCs jouait un rôle important au début d’une infection systémique par le cytomégalovirus 

murin (MCMV), le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV), le virus de la chorioméningite 

lymphocytaire (LCMV) et l’HSV-1 et permettait de contenir la réplication virale. Les IFNs de 

type I produits par les pDCs deviendraient moins importants au stade tardif de l’infection, la 

sécrétion d’IFNs de type I étant à ce stade assurée par d’autres types cellulaires.L’impact des 

pDCs semble aussi dépendre du site de réplication du virusdans l’organisme. Les pDCs 

constituent une importante source d’IFN de type I au cours des infections systémiques. 

Lorsque le virus se retrouve dans la circulation sanguine, alors qu’au cours des infections 

localisées une production d’IFNs de type I par les pDCs semble être nécessaire uniquement 
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lorsque les autres lignes de défense font défaut. Parexemple, toujours dans des modèles 

murins, il a été montré qu’au cours d’une infection pulmonaire par le virus de la maladie de 

Newcastle (NVD), les macrophages alvéolaires sont la première source d’IFN de type I. 

Tandis que chez des animaux déplétés pour ce type cellulaires, les pDCs prennent le relai et 

deviennent la source majoritaire d’IFNs de type I. D’autre part, la sécrétion d’IFNs de type I 

par les pDCs ne semble pasjouer un rôle majeur dans le contrôle d’une infection génitale à 

HSV-2 chez la souris, en ne réduisant significativement pas la morbidité et la mortalité chez 

les animaux non déplétés (Swiecki et al., 2013). Par ailleurs, une étude récente a montré que 

des individus ayant présenté des infections particulièrement sévères à virus influenzae étaient 

porteurs d’une mutation inactivant IRF-7 et présentaient un déficit sévère en pDCs 

(Ciancanelli et al., 2015). Paradoxalement, une réponse des pDCs au cours d’une infection 

aiguë peut avoir des effets délétères. En effet, une étude a mis en évidence qu’une production 

excessive d’IFNs de type I, probablement par les pDCs, au cours d’une infection à virus 

influenzae chez des souris,pouvait induire une inflammation incontrôlée et l’apoptose de 

cellules épithéliales bronchiques(Davidson et al., 2014). 

Au cours des infections chroniques, et notammentdans le contexte des infections à VIHqui 

a été largement étudiée, les pDCs semblent avoir un rôle ambivalent en passant d’un rôle 

protecteurpermettant le contrôle de la réplication, à un rôle favorisant le recrutement de cibles 

cellulaires pour le VIH et ainsi la dissémination virale (Reizis et al., 2011; Swiecki & 

Colonna, 2010). 

4.2.5. Interactions pDCs et herpesvirus in vitro 

Comme nous l’avons déjà évoqué, les interactions entre pDCs et herpesvirus n’ont été que 

très peu étudiées. Les résultats des différents travaux présentés ci-dessous ont tous été réalisés 

à partir de pDCs humaines isolées de sang périphérique de donneurs sains. 

L’équipe de Fiola et al. (2010) s’est intéressée à l’interaction entre EBV et pDCs. Ils ont 

montré en utilisant une souche d’EBV-GFP (green fluorescent protein), que les pDCs ne 

semblent pas permissives à l’infection par cet herpesvirus. Ils ont mis en évidence que les 

pDCs au contact de l’EBV (EBV-GFP et suspension de particules virales) produisaient de 

l’IFN-α, de l’IL-6 et de l’IL-8. En utilisant des antagonistes des TLR-7 et 9, ils ont montré 

que la sécrétion d’IFN-α par les pDCs est médiée de façon prédominante parla reconnaissance 

du génome de l’EBV par le TLR-9 et à un moindre niveau par le TLR-7. Tandis que la 

production d’IL-6 et d’IL-8 semble principalement être médiée par le TLR-9 mais pas par le 
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TLR-7 (aucun effet de l’inhibiteur du TLR-7 sur la production de ces cytokines). Par ailleurs, 

ils ont montré que l’infection par EBV induit une maturation des pDCs (augmentation de 

l’expression des molécules de co-stimulation CD86 et CD40) qui était quant à elle 

indépendante d’une liaison préalable au TLR-9 et/ ou au TLR-7.  

L’équipe de West et al. (2011) a étudié l’interaction entre pDCs et un autre γ-

herpesvirinae, l’HHV-8. Ils ont conclu que l’HHV-8 était capable d’infecter les pDCs de 

manière productive(détection en microscopie confoncale d’une souche HHV-8 GFP et 

détection d’ARNm précoces et tardifs). De plus, ils ont mis en évidence une augmentation de 

l’expression des molécules de co-stimulation CD83 et CD86 et une sécrétion d’IFN-α médiée 

par le TLR-9 dépendante d’une réplication virale (pas d’effet en utilisant une souche d’HHV-

8 inactivée par les UV). Cependant, les résultats variaient en fonction des donneurs (4 

donneurs testés), aussi bien pour l’expression du CD83 et du CD86 que pour la sécrétion 

d’IFN-α(West et al., 2011).  

Une étude publiée par Huch et al. (2010) sur l’interaction pDCs et VZV a rapporté la 

détection d’antigènes du VZV synthétisés aux 3 stades du cycle réplicatif en faveur d’une 

infection permissive des pDCs par le VZV. Ils ont, par ailleurs, mis en évidence l’absence de 

sécrétion d’IFN-α en réponse à l’infection et une diminution de cette sécrétion par des pDCs 

non infectées mise en contact avec le surnageant des pDCs infectées. Cela suggère un rôle 

inhibiteur du VZV sur la sécrétion d’IFN-α (Huch et al., 2010). 

Varani et al. (2007) ontmontré l’absence de permissivité des pDCs à une infections par le 

CMVH et que cette infection induisait une maturation partielle des pDCs : augmentation de 

l’expression des molécules de CMH de classe II et du CD83 mais absence d’expression des 

moléculesCD80 et CD86. Ils ont également mis en évidence une augmentation de sécrétion 

d’IFN-α, de l’IL-6, de l’IL-8 et de CCL3 liée à l’engagement du TLR7 et/ou du TLR9 par les 

pDCs indépendante d’une réplication du CMVH (résultats similaires avec une souche 

inactivée par les UV). 

Enfin, à notre connaissance seuls trois articles rapportent les conséquences d’une culture 

in vitro de pDCs avec le virus HHV-6. Le premier,publié par Takemoto et al. (2009), a 

montré que les pDCs exposées à l’HHV-6B transmettent efficacement par contact l’infection 

aux lymphocytes T CD4+, conduisant à une infection productive de ces derniers (Takemoto et 

al., 2009). Ils ont de plus montré qu’une infection des lymphocytes TCD4+ par le surnageant 

des pDCs infectées induisait une infection productive de ces derniers. Cependant, aucun 
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marqueur de réplication virale (accumulation d’ADN, détection d’ARNm ou d’antigènes 

d’HHV-6B) n’a été recherché dans cette étude pour apporter la preuve formelle d’une 

permissivité des pDCs. Comme nous l’avons évoqué dans le 4.3.1 de nos rappels 

bibliographiques pour les cDCs, cette étude ne permet pas d’exclure la possibilité pour les 

pDCs d’agir en tant que « cheval de Troie », en adsorbant les particules d’HHV-6B 

transmises alors secondairement de manière passive aux cellules T CD4+ ou après relargage 

dans le surnageant. 

Les deux autres étudesémanent d’une même équipe suédoise qui a travaillé avec des pDCs 

isolées à partir de sang placentaire et avec la souche HHV-6B Z29 inactivée ou non. Ils n’ont 

pas recherché de marqueurs de réplication virale car ils s’intéressaient dans ces travaux 

uniquement à l’impact d’un traitement préalable des pDCs par HHV-6B sur la polarisation 

Th1/Th2 des lymphocytes T CD4+. Ils ont néanmoins, montré que l’exposition à HHV-6B 

entraîne une sécrétion d’IFN-α et d’IFN-λ1 par les pDCs de sang placentaire via TLR-9. 

HHV-6 entrainerait aussi une réponse T de type Th1 tout en réduisant la réponse Th2 

(Nordström et al., 2010; Nordström & Eriksson, 2012) 

Aucundes trois articlescités ci-dessus ne permet de conclure formellement sur la 

permissivité des pDCs à une infection par l’HHV-6. De plus, dans le travail de Takemoto et 

al. (2009), la pureté des tris de pDCs ne semble pas avoir été vérifiée ce qui ne permet pas 

d’exclure une contamination des pDCs par un ou plusieurs type(s) cellulaires. De plus, il est 

indiqué que les pDCs sont cultivées 5 jours sans apport, a priori, d’IL-3 alors qu’il est bien 

démontré que ces cellules meurent rapidementin vitro en l’absence de cette cytokine (Grouard 

et al., 1997).Il nous a donc semblé intéressant de réaliser des cultures de pDCs humaines en 

présence d’HHV-6B afin d’une part de confirmer ou non la permissivité des pDCs au virus, et 

d’autre partd’étudier l’impact de l’infections par HHV-6B sur le phénotype et/ou les fonctions 

de ces cellules. Ces essais d’infections ont été conduits sur des pDCs isolées de sang 

périphérique de donneurs sains et sur les pDCs issues de la lignée GEN2.2. 
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4.3. Matériels et méthodes 

Cellules 

Les pDCs ont été triées à partir de PBMCSs de donneurs volontaires sains par sélection 

négative en utilisant le kit STEMCELL
®

 « EasySep Human pDC Enrichment Kit »selon les 

recommandations du fabriquant. Les PBMCSsont isolés par Ficoll à partir de résidus leuco-

plaquettaires recueillis au cours de dons de plaquettes à l’EFS de Nantes. Après tri, la pureté 

des cellules recueillies est vérifiée par cytométrie en flux (voir paragraphe dédié ci-

dessous).Les cellules sont ensuite maintenues en culture en plaque 96 puits à la concentration 

de 1.10
6
 cellules/ml dans 100 à 200µl de milieu composé de RPMI 1640 (Dutscher) +1% 

pénicilline/streptomycine (PS) (Pan Biotech) + 1% de L-Glutamine (L-Glu) (Dutscher)+ 10% 

de SVF décomplémenté (Dutscher) + 20 ng/ml d’IL-3 (Sigma Aldrich)et incubées à 37°C 

sous CO2 5%. 

Les pDCs issues de la lignée GEN2.2 développée par une équipe grenobloise à partir de 

cellules prélevées chez des patients atteints de leucémie à pDCs (Chaperot et al., 2001, 2006) 

nous ont étéfournies par l’EFS. Ces cellules sont cultivées en présence de MS-5 (DSMZ, réf 

ACC 441,cellules stromales murines utilisées comme feeders) irradiées (35 Grays) en flasque 

25 cm² dans un milieu composé de RPMI+ 10% SVF +1%  L-Glu  +1%  PS et incubées à 

37°C sous CO2 5%. Le protocole de culture est détaillé en annexe 2C. 

 

Infections de pDCs par la souche d’HHV-6B (HST) 

La souche HST utilisée a été produite au laboratoire sur lignée MT-4 (voir protocoles en 

annexes 2E et 2F).Pour ces expériences, nous avons réalisé préalablement aux infections, une 

ultracentrifugation (28000 tr/min, 2H, 4°C) sur les suspensions virales produites, afin 

d’augmenter la concentration en particules virales infectieuses. Une inactivation par 

exposition à des UV a également été réalisée. La perte du pouvoir infectieux a ensuite été 

vérifiée sur cellules MT4 (absence de marqueurs d’infection actives 3 semaines post-

infection). Les stocks ont ensuite pour ces expériences été titrés par PCR. 

Une souche de CMVH (VHL-E) a été utilisée à titre de contrôle au cours d’une infection sur 

la lignée GEN2.2.  

Les pDCs (entre 1.10
5
 et 2.10

5
 cellules) ont été infectées par la souche HST à la dose de 

10
2
 EqGen/cellule ou 10

3
 EqGen/cellule (EqGen, équivalent génome)puis incubées à 37°C 
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sous CO
2
 dans le milieu adapté précédemment décrit. Après infection, les cellules sont 

récupérées à H24 et H72 de la culture pour les pDCs isolées à partir de PBMCs et à différents 

temps, de J2 à J21 pour les cellules de la lignée GEN2.2. Les cellules fraîchement recueillies 

sont réparties en 2 fractions : une dédiée à l’analyse parCMF effectuée le jour même et 

l’autre, réservée à la recherche des marqueurs d’infection virale.  

 

Recherche des marqueurs d’infection  

La détection de l’ADN et des ARNm U90 et U100 de l’HHV-6 est réalisée après 

extraction ADN ou ARN (voir protocoles annexe 2A) sur les culots cellulaires recueillis au 

différents temps post-infection par techniques de PCR et RT-PCR quantitatives en temps réel 

précédemment décrites et détaillées en annexe2B. 

La détection des antigènes viraux est effectuée par IFI à l’aide de l’AcMo anti-p41 d’HHV-6 

(HHV-6 p41 early antigen, clone 9A5D12, Santa Cruz Biotechnology, Inc.CA, USA) (voir 

protocole détaillé en annexe 2D). 

 

Analyses par cytométrie en flux.   

L’étude en CMF est réalisée au laboratoire d’Hématologie/Biologie du CHU de Nantes.A 

chaque point de suivi environ 1.10
5
 pDCs cultivées dans différentes conditions (non infectées 

(mock) ou infectées) sont recueillies et reprises dans 50 µl de PBS pour les analyses en CMF. 

Les cellules sont alors incubées pendant 10 minutes à température ambiante dans le noir avec 

différents anticorps monoclonaux (AcMo) couplés à 6 fluorochromes différents selon les 4 

combinaisons décrites dans le Tableau 16. L’ensemble des AcMo provenaient de BD 

(Beckton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) à l’exception du contrôle IgG1-FITC 

provenant de Beckman-Coulter (Villepinte, France) et le CD303-APC (BDCA2) provenant de 

Myltenyi Biotec Inc (Auburn, CA, USA). Après incubation, les cellules sont lavées une fois 

avec une solution de PBS + 1% de SVF (Sigma, St-Louis, MO, USA) puis fixées dans une 

solution de PBS+0.5% de paraformaldéhyde (Sigma) et analysées directement avec l’appareil 

FACS CANTO II (Beckton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). On enregistre au 

moins 2.10
4
 évènements sur la fenêtre lymphocytaire puis les résultats sont stockés dans le 

logiciel BD FACSDiva V6.1.3 (BD Biosciences). Les analyses sont réalisées avec ce même 

logiciel. 
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La pureté du tri est vérifiée par analyse des cellules en CMF (tubes n°1 à 4, Tableau 16). 

Un échantillon de cellules avant tri est aussi récupéré pour la même analyse afin de 

vérifierl’efficacité des tris de pDCs. Puis les cellules sont analysées pour l’expression de 

marqueurs d’activation (CD80/86/83), de classe I et II du HLA, et le CD46 aux différents 

temps de culture in vitro(tubes n° 2 à 4, Tableau 16). 

Tableau 16.Combinaisons d’anticorps utilisées pour les analyses en CMF pour l’étude 

phénotypique des pDCs à H0 et aux différents temps post-infections. 

 

Fluorochromes V500 APC PeCy7 
PerCP-

Cy5.5 
PE FITC 

Tube n°1 
CD45 BDCA-2 CD123 HLA-DR   Lin* 

(H130) (AC144) (7G3) (G46.6) 

Tube n°2 
CD45 BDCA-2 CD123 HLA-DR CD86 CD80 

(H130) (AC144) (7G3) (G46.6) (2331/FUN-1) (16-10A1) 

Tube n°3 
CD45 BDCA-2 HLA ABC  CD83 CD46 

(H130) (AC144) (G46-2.6)  (HB15e) (E4.3) 

Tube n°4 
CD45 BDCA-2 CD123  IgG1 IgG1 

(H130) (AC144) (7G3)  

Abréviations : APC, allophycocyanine; PerCP, Peridin-chlorophyll-protein complex; Cy, Cyanine; PE, 

Phycoérythrine; FITC, isotiocyanate de fluorescéine    

*Lin : CD3 (SK7),  CD16 (3G8), CD19 (SJ25C1), CD20 (L27), CD14 (MФP9), CD56 (NCAM16.2) 

Les références indiquées entre parenthèses précises les clones utilisés. 

 

Dosage de l’IFN-α 

L’étude de la sécrétion d’IFN-αpar les pDCs en fonction des différentes conditions de 

culture est réalisée après avoir récupéré le surnageant cellulaire aux différents temps post-

infection en utilisant le kit Human IFN-alpha ELISA commercialisé par R&D (ref : 4100-1) 

selon les recommandations du fabriquant. La lecture est réalisée à l’aide d’un spectromètre 

(Molecular Devices) à une absorbance de 450 nm. L’intensité de la coloration est 

proportionnelle à la quantité de cytokines qui est mesurée grâce à une gamme étalon de 

concentration connue. 

 

Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide des tests non paramètriques (Kruskall-

Wallis ou Mann-and-Whitney) à l’aide du logiciel GraphPad Prism (GraftPad Software). Une 

valeur de p<0.05 est considérée comme statistiquement significative. 
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4.4. Résultats 

Huit essais d’infections in vitro par HHV-6B de pDCs isolées des résidus leuco-

plaquettaires ont été réalisés. 

Vérification de la pureté des pDCs après tris. 

La pureté médiane des pDCs triées étaient de 95% pour 7 d’entre eux(Tableaux 17). Un tri 

n’a pas été satisfaisant avec une pureté des cellules recueillies de seulement 46,20% 

(expérience n°8) et n’a pas été considéré pour les analyses de CMF à H24 et H72. Les 

proportions de pDCs par rapport aux PBMCs varient entre 0,10% et 0,87% en fonction du 

donneur, avec une valeur médiane de 0,21%, ce qui est concordant avec les données de la 

littérature. La comparaison des immunophénotypages réalisés sur les PBMCS avant et après 

tri a montré un rendement médian de 92,3% (n=4)(Figure 30). Les quantités de pDCs 

recueillies après tri varient là encore en fonction du donneur entre 7,9.10
5 

et 4,8.10
6
 cellules. 

Tableau 17. Rendements et pureté des pDCs recueillies après tris. 
 

Expérience 

Nombre de 

PBMCSs 

après Ficoll 

Nombre 

de 

cellules 

recueillies 

après tri 

% pDCs 

triées/PBMCS

s avant pureté 

CMF 

% pDCs 

calculé/PBMCSs 

Rendement 

du tri Pureté 
% pDC 

PBMCS 

Expérience n°1 4,8.10
8
 2,16.10

6
 0,45% 95,00% NA 0,43% NA 

Expérience n°2 5,31.10
8
 4,76.10

6
 0,90% 96,80% NA 0,87% NA 

Expérience n°3 7,38.10
8
 7,9.10

5
 0,11% 97,00% NA 0,10% NA 

Expérience n°4 6,75.10
8
 1,35.10

6
 0,20% 92,60% 0,2 0,19% 92,3% 

Expérience n°5 9,0.10
8
 2,34.10

6
 0,26% 93,80% 0,3 0,24% 92,3% 

Expérience n°6 7,5.10
8
 1,6.10

6
 0,21% 96,40% 0,2 0,21% 97,9% 

Expérience n°7 7,8.10
8
 1,04.10

6
 0,13% 91,80% 0,2 0,12% 92,3% 

Expérience n°8 2,0.10
9
 2,13.10

6
 0,11% 46,20% 0,2 0,05% 45,5% 
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Avant tri: les pDCs représentent ici 0,2% des PBMCS 

 

Après tri: à partir, des 6,75.10
8
PBMCS recueillis après Ficoll, nous avons trié 1,35.10

6
 

cellules dont la pureté est estimée à 92,6%.Le pourcentage calculé de pDCs est de 0.19% des 

PBMCSs (rendement du tri = 92,3%). 

 

Figure 29. Exemple d’analyses réalisées en CMF pour caractériser les pDCs avant et après tri 

(Expérience n°4). 

 

Infections des pDCs par la souche d’HHV-6B HST 

Huit essais d’infections ont été réalisés sur les pDCs isolées de sang périphérique. Du fait 

d’un nombre parfois limité de cellules recueillies après tris, l’ensemble des conditions n’a pas 

pu être testé lors de chaque expérience : témoin (n=8), HHV-6 à la concentration de 

10
2
EqGen/cellule (n=4), HHV-6 à la concentration de 10

3 
EqGen/cellule (n=7) et HHV-6 

inactivé par les UV (n=4). 

En microscopie nous avons observé des modifications morphologiques des pDCs avec une 

augmentation de la taille et de la réfringence des cellules, se regroupant pour former des 

agrégats. Une estimation de la mortalité par une coloration au bleu de trypan a permis de 

montrer que 100% des cellules étaient encore vivantes à H24 et que 80 à 90% des cellules 

l’étaient encore à H72. Après ce délai, les cellules meurent rapidement avec une mortalité de 

>80% à H96.Aucune différence n’était observée lorsqu’on comparait les cellules infectées 

aux cellules non infectées. 
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Quatre essais d’infections par HHV-6B (et une avec une souche de CMVH) ont été 

réalisés sur la lignée GEN2.2 maintenue 3 semaines en culture après l’infection. Aucune 

modification morphologique ou de différence de mortalité n’a été observée pour les cellules 

infectées comparativement à la condition témoin. 

 

Expression des molécules de surfaces en fonction des conditions de culture 

Nous avons mesuré dans cette étude par CMF,  le niveau d’expression des molécules  

HLA de classe I (A, B, Cw) et de classe II (DRB1), des molécules de co-stimulation CD80, 

CD86 et CD83 et du récepteur connu pour HHV-6 le CD46. Il faut noter que ces expériences 

ont été conduites avant la publication de Tang et al. (2013) qui a démontré que le récepteur de 

l’HHV-6B (souche HST) était la molécule CD134 et non le CD46.  

 Résultats pour les pDCs isolées de PBMCS 

Les molécules CD80 et le CD83 ne sont pas exprimées par les pDCs non stimulées, le 

CD86 est exprimé spontanément (médiane= 20%) (HO). Nous avons donc considérer les 

variations de pourcentage d’expression pour ces trois marqueurs en fonction des conditions de 

culture à H24 et H72. 

Au temps 24h post-infection, l’expression des molécules CD80, CD86, et CD83à la 

surface des pDCs est fortement augmentéepar rapport à H0 quelles que soient les conditions 

de culture (mock, 10
2
 EqGen/cellule,10

3
 EqGen/cellule ou soucheinactivée). Les proportions 

de cellules positives pour ces marqueurs varient cependant en fonction des expériences : le 

pourcentage de cellules positives pour le CD80 varie entre 19,6% et 79,1%,celui du 

CD86entre 48,3% à 73,1% et celui du CD83 entre 0 et 29,7%. Aucune différencesignificative 

n’a été mise en évidence en fonction de l’inoculum viral ou entre souche virale intacte et UV 

inactivée (Figure 30). A H72, les proportions de cellules positives pour les molécules CD80 et 

CD86 ne varient pas par rapport au H24 (entre 40% et 76,6% et entre 29,4% et 77,9% ; 

respectivement)quelles que soient les conditions testées. L’expression du CD83 est, quant à 

elle, diminuée dans toutes les conditions (figure 30).  

Concernant l’étude des marqueurs CD46 et des molécules HLA de classe I et II, les trois 

marqueurs étant exprimés par 100% des pDCs, nous avons considéré les variations de MFI en 

fonctions des conditions de culture à H24 et H72 post-infection (Figure 31). L’expression du 

CD46 augmente au cours du temps de manière significative dans toutes les conditions 
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testées.L’expression des molécules HLA de classe I augmente significativement entre H0 et 

H24 dans toutes les conditions et tend à diminuer entre H24 et H72 sans que cette diminution 

soit statistiquement significative. L’expression des molécules HLA de classe II augmente 

significativement entre H0 et H24 et ne varie pas entre H24 et H72 dans toutes les 

conditions.Aucune différence pour l’expression de ces trois marqueurs n’a été mise en 

évidence en fonctions de la présence ou non d’HHV-6B. 

 Résultats pour la lignée GEN2.2 

Les pDCs provenant de la lignée ont les mêmes caractéristiques phénotypiques que des 

pDCs issues de sang périphérique, à l’exception des marqueurs CD56 et CD86. En effet, ces 

cellules expriment partiellement le CD56 (environ 50%) qui n’est pas exprimées par des 

pDCs normales et expriment de manière constitutive la molécule de co-stimulation CD86 

(100%). Un exemple de phénotype obtenus par analyse en CMF est présenté Figure 32. Ainsi, 

pour ce marqueur le niveau d’expression a été évalué sur la MFI et non par le pourcentage. 

Les analyses en CMF ont été réalisées à différents temps post-infection au cours de 3 

cinétiques d’infections par la souche HST. Le résultats de ces analyses n’ont pas permis de 

mettre en évidence de modification de l’expression entre la condition témoin et les cellules 

infectées pour les molécules HLA de classe I et II et CD86 qui sont exprimées par 100% des 

cellules dans toutes les conditions testées sans variation de MFI. Les molécules CD80 et 

CD83 n’étaient pas exprimées même en présence de virus à aucun des temps post-infection. 

Ces expériences n’ont donc pas mis en évidence de stimulation des pDCs GEN2.2 par HHV-6 

(une cinétique d’infection réalisée à titre de contrôle avec une souche VHL-E de CMVHa 

donné les mêmes résultats). 
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Figure 30. Niveaux d’expression (% moyen) du CD80, du CD86 et du CD83 à la surface des 

pDCs à H0, H24 et H72 post-infection en fonction des différentes conditions de culture. 
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Figure 31. Profils d’expression (MFI moyenne) du CD46 et des molécules de HLA de classe I et 

de classe II à la surface des pDCs à H0, H24 et H72 post-infection en fonction des différentes 

conditions de culture.Abréviation : MFI, moyenne de fluorescence. 
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Figure 32. Phénotype des pDCs issues de la lignée GEN2.2 

 

Détection de l’ADN et des ARNm U90 et U100 de HHV-6B 

 Résultats pour les pDCs isolées de PBMCs 

En raison du nombre limité de cellules recueillies après tris des pDCs à partir des résidus 

leuco-plaquettaires, les PCR et RT-PCR HHV-6 n’ont pas pu être réalisées simultanément 

pour chacune des expériences. Le génome d’HHV-6 a été détecté en quantité importante à 

H24 et H72 post-infections sans augmentation de charge virale entre les 2 points de 

cinétique : moyenne, 650 copies/cellule et 745 copies/cellule ; respectivement (n=3) 

(infections avec la concentration 10
3
EqGen/pDCs).  

La détection des ARNm a été réalisée au cours de 6 cinétiques d’infections. Les ARN 

messagers U90 et U100 n’ont soit pas été détectés (n=1,infections avec la concentration 

10
2
EqGen/pDCs) soit détecté à H24 et/ou à H72 pour U90 et/ou U100 (Tableau 18). 

L’analyse globale de ces résultats montre lorsqu’ils sont détectés une décroissance des 

concentrations en ARN messagers au cours du temps. La réalisation d’une migration sur gel 
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de polyacrylamide a mis en évidence que les ARN détectés étaient présents sous les formes 

épissées et non épissées dès H24. 

Tableau 18. Résultats des RT-PCR U90 et U100 réalisées à partir des pDCs infectées par une 

souche d’HHV-6B (souche HST) en fonction du temps et des conditions de cultures 

Conditions d'infections N° Expérience 
U90 (copies/ml d'extrait) U100 (copies/ml d'extrait) 

H24 pi H72 pi H24 pi H72 pi 

Infections avec la 

concentration 10
3
 

EqGen/pDCs 

Exp n°1 4875 165 19420 1990 

Exp n°2 22740 5260 81790 40020 

Exp n°4 50 50 610 1145 

Exp n°6 250 320 115 460 

Infections avec la 

concentration 10
2
 

EqGen/pDCs 

Exp n°4 30 0 370 0 

Exp n°5 95 0 2245 0 

Exp n°6 0 15 55 20 

Exp n°8 0 0 0 0 

 

Les analyses par biologie moléculaire réalisées sur les culots cellulaires recueillis à H24 et 

H72 n’ont pasmis en évidence une accumulation d’ADN ou une production d’ARN messagers 

U90 ou U100 dans les pDCs au cours du temps. Nous savions par expérience, qu’un temps de 

culture de 72h dans des cellules permissives à l’infection par HHV-6B, les cellules de la 

lignée MT4,permettait de détecter par nos techniques, une réplication virale active avec mise 

en évidence d’accumulation d’ADN et d’ARN messagers. Nous avons voulu cependant nous 

assurer que dans nos conditions de culture  (même concentration cellulaire, même stock viral, 

mêmes concentrations) ce temps était suffisant pour détecter une infection productive dans un 

système permissif, ce qui a été confirmé par la mise en évidence d’une cinétique croissante de 

production d’ARN messagers dans des MT4 quelle quesoit la concentration virale inoculée 

(10
2
 EqGen ou 10

3
 EqGen par cellule) comme montré Figure 33. 
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Figure 33. Résultats des RT-PCR U90 et U100 réalisées à partir de cellules MT4 infectées par 

une souche d’HHV-6B (souche HST) dans les mêmes conditions que celles utilisées pour 

l’infection des pDCs 

 

Les premiers résultats obtenus étaient en faveur de l’absence de permissivité des pDCs à une 

infection par HHV-6B. 

 Résultats pour la lignée GEN2.2 

Quatre cinétiques d’infection ont été réalisées en utilisant la lignée GEN2.2 et prolongées 

sur 21 jours. Les pDCs ont été infectées à la concentration de 10
3
EqGen/pDCs.Des 

prélèvements de pDCs (1.10
6
 cellules) ont été recueillis à différents temps post-infection pour 

analyse ultérieure par PCR HHV-6 et par IFI.Les résultats obtenus ont mis en évidence une 

cinétique décroissante de détection du génome de l’HHV-6 comme illustrée sur la Figure 34 

(la cinétique d’infection réalisée avec la souche de CMVH a également mis en évidence une 

diminution de l’ADN viral au cours du temps). La recherche des antigènes viraux d’HHV-6 

par IFI s’est révélée négative (données non présentées) (la cinétique d’infection réalisée avec 

la souche de CMVH a également mis en évidence une diminution de l’ADN au cours du 

temps) 
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Figure 34. Cinétiques d’infections des pDCs GEN2.2 par une souche d’HHV-6B (n=4). 

 

Mesure de la production d’IFN-α par les pDCs isolées de PBMCs après mise en contact avec 

une souche d’HHV-6B 

Le dosage d’IFN-α a été réalisé sur les surnageants de culture des pDCs dans les 

conditions suivantes : témoin (absence de virus), en présence de virus inactivé ou non à 

différentes concentrations (10
2 

et 10
3
EqGen/pDCs). Un contrôle positif (ajout de CpG) a été 

ajouté dans cinq expériences. Les résultats de ces dosages sont présentés Figure 35. 
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Figure 35. Mesure de la sécrétion d’IFN-α par les pDCs au cours du temps post-infection et en 

fonction des conditions de culture. 

Abréviations : Mock, témoin ; 10
2
, 10

2 
EqGen/pDCs ; 10

3
, 10

3
EqGen/pDCs ; UVin, UV, inactivée. 

L’astérisque indique une valeur de p<0.05. 

 

L’HHV-6 induit la sécrétion d’IFN-α par les pDCsà des niveaux variables en fonction des 

expériences et donc probablement des donneurs. Le niveau d’IFN-α produit est dépendant de 

la quantité de virus présente dans le milieu puisque des niveaux significativement plus élevés 

de sécrétion sont détectées dans la condition 10
3
 EqGen/cellules (Figure 35).  

Les dosages d’IFN-α réalisés à partir des surnageants de culture recueillis au cours des 

cinétiques d’infections sur la lignée GEN2.2 se sont révélés négatifs dans toutes les 

expériences conduites avec HHV-6B (n=3) (un résultat similaire a été observé lors de la 

cinétique d’infection réalisée avec la souche de CMVH). 
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4.5. Discussion et perspectives 

L’objectif de ce 4
ème

 travail expérimental était d’évaluer l’impact de l’infection par une 

souche d’HHV-6B sur le phénotype et/ou les fonctions des pDCs ainsi que la permissivité de 

ces cellules à une infection par ce virus. Nous avons conduit des essais d’infections in vitro 

sur des pDCs isolées de sang périphérique de donneurs sains pour être le plus proche possible 

des conditions in vivo.Ces cellules étant difficilement cultivables in vitro nous avons 

également mené des essais d’infections en utilisant des pDCs issues de la lignée GEN2.2. 

Nous discuteronsen premier lieu les résultats obtenus pour les pDCs isolées de sang 

périphérique puis dans une deuxième partie ceux obtenues avec la lignée GEN2.2 

Sur le plan phénotypique les pDCs isolées de PBMCsen culture avec ou sans virus 

acquièrent un caractère mature partiel objectivé par les modifications morphologiques 

observées (augmentation de taille, de la réfringence, formation d’agrégats), l’augmentation 

d’expression des molécules de co-stimulation (CD80, CD86 et CD83) et des molécules HLA 

de classe I et II à H24. Le phénotype ne varie pas entre H24 et H72, à l’exception du CD83 

dont l’expression diminue dans tous les cas. 

Notre étude est la première à notre connaissance à rapporter l’étude des modifications 

phénotypiques induites par l’HHV-6 sur des pDCs. Cette étude est rendue difficile 

d’interprétation dans la mesure où les pDCs nécessitent la présence d’IL-3 pour survivre in 

vitro, ce qui a pour conséquence d’induire l’expression des molécules de co-stimulation et des 

molécules HLA (Grouard et al., 1997). Cependant notre objectif était d’évaluerla permissivité 

des pDCs à une infection par HHV-6, qui est un virus avec un cycle de réplication long et/ou 

de déterminer les capacités de ce virus à immunomoduler les pDCs, il était donc pertinent 

pour cela de vouloir maintenir les cellules en culture le plus longtemps possible. Pour pouvoir 

conclure sur un effet stimulant de l’HHV-6B sur les pDCs, il serait intéressant de réitérer ces 

expériences sans ajouter d’IL-3 dans le milieu et de faire les analyses dans les 16-24 heures 

qui suivent l’infection comme l’ont fait d’autres équipes pour étudier l’impact des infections à 

Herpesviridae sur les pDCs (Fiola et al., 2010; Varani et al., 2007; West et al., 2011). 

Néanmoins, les résultats que nous avons obtenus laissent à penser que l’HHV-6B n’est pas un 

puissant stimulateur des pDCs comme le montre l’absence d’augmentation significative 

d’expression des différents marqueurs étudiés sur les cellules mises en présence du virus par 

rapport au cellules témoins toutes cultivées avec de l’IL-3. En appliquant le même 

raisonnement, nos données sont plutôt en faveur d’une absence d’immunomodulation des 
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pDCs par HHV-6B, puisque nous n’observons pas de diminution de l’expression des 

molécules de co-stimulation ou des molécules HLA de classe I et II entre cellules infectées et 

cellules non infectées.  

Comme nous l’avons évoqué dans le paragraphe 4.3 des rappels bibliographiques, les 

données de la littérature rapportant sur les études des interactions entre HHV-6 et DCs, sont 

souvent contradictoires,en particulier celles qui concernent l’impact de l’HHV-6B sur 

l’expression des molécules que nous avons évaluées dans notre travail. En effet,plusieurs 

étudesont montré que l’infection par HHV6B, qu’elle soit productive ou non, induit une 

augmentation de l’expression des molécules CD86 et CD80 à la surface des cDCsimmatures 

(Bertelsen et al., 2010; Gustafsson et al., 2013; Kakimoto et al., 2002; Niiya et al., 2006; 

Smith et al., 2005) alors que sur cDCs matures l’HHV-6B induit, là encore, une augmentation 

de l’expression du CD86, mais une diminution de celle du CD80(Bertelsen et al., 2010; 

Kakimoto et al., 2002; Smith et al., 2005). L’infection par HHV-6B n’a soit pas d’impact sur 

l’expression de la molécule CD83 (Gustafsson et al., 2013; Hirata et al., 2001)soit induit une 

augmentation de son expression(Kakimoto et al., 2002; Niiya et al., 2006) sur les deux types 

de cDCs. Les résultats des études sur l’expression des molécules HLA de classe I et II sont 

également contradictoires. L’expression de ces molécules est ainsi décrite, par certains 

auteurs, comme étant,soit augmentée par HHV-6B (Bertelsen et al., 2010; Gustafsson et al., 

2013; Kakimoto et al., 2002; Smith et al., 2005),soit diminuée(Smith et al., 2005), voire non 

modifiée(Hirata et al., 2001; Niiya et al., 2006), qu’il y ait ou non réplication. L’interaction 

entre l’HHV-6B et les cDCs semble donc relativement complexe. 

Par ailleurs, les pDCs semblent avoir un comportement différent en fonction de 

l’herpesvirus étudié. En effet, alors qu’une infection non permissive par l’EBV ou une 

infection permissive par l’HHV-8 induit une maturation des pDCs avec augmentation de 

l’expression des molécules de co-stimulation CD86 et/ou CD83 (Fiola et al., 2010; West et 

al., 2011), une infection non permissive par le CMVH induit une augmentation de 

l’expression des molécules de CMH de classe II et du CD83 mais pas de celle des 

moléculesCD80 et CD86(Varani et al., 2007).  

L’étude de l’expression de la molécule CD46 qui était le seul récepteur connu pour HHV-

6 au début de notre étude, a par ailleurs mis en évidence une augmentation de son expression 

au cours du temps dans toutes les conditions testées. L’équipe de Santoro et al. (1999) qui a 

décrit le CD46 comme étant le récepteur pour HHV-6A (souche GS) et HHV-6B souche 
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(Z29) avait mis en évidence une diminution de l’expression de ce récepteur à la surface des 

lymphocytes T CD4+ infectés. Nous ne mettons pas en évidence de modification de 

l’expression du CD46 entre la condition témoin ou les conditions « présence de virus »,ceci 

est cohérent puisque nous savons à présent que le récepteur de la souche HST, utilisée pour 

nos travaux, est la molécule CD134 et non le CD46, et que nous montrons également que les 

pDCs ne sont pas permissives à une infection par HHV-6B. 

Les résultats des dosages d’IFN-α réalisés sur les surnageantsmontrent que l’HHV-6B 

induit la sécrétion d’IFN-α par les pDCs isolées de sang périphérique. Le niveau de cette 

sécrétion varie significativement en fonction de la dose de virus ajoutée. L’absence de 

différence entre virus inactivé ou non indique que cette sécrétion n’est pas dépendante d’une 

réplication virale ce qui est concordant avec nos résultats montrant l’absence de permissivité 

des pDCs à l’infection par HHV-6B (cf. ci-dessous). Ces résultats s’accordent avec ceux 

obtenus précédemment par d’autres équipes pour l’HHV-6B  (Nordström et al., 2010; 

Nordström & Eriksson, 2012) et d’autres herpesvirus (CMVH, EBV, HHV-8) (Fiola et al., 

2010; Varani et al., 2007; West et al., 2011) qui eux aussi ont mis en évidence une induction 

de la sécrétion d’IFN-α par les pDCs suite à une infection par ces derniers. Il serait intéressant 

de compléter notre étude par une caractérisation du TLR ou des TLR (TLR7 et/ou 9) 

impliqué(s) dans la reconnaissance du génome d’HHV-6 par les pDCs. Cela n’a,à ce jour, pas 

encore étudié pour l’HHV-6. Les équipes qui se sont intéressées à ce sujet chez l’homme, ont 

montré que la sécrétion d’IFN-α par les pDCs était médiée pour les herpesvirus par 

l’engagement des TLR-7 et 9 (Fiola et al., 2010; Varani et al., 2007). 

Notre deuxième objectif était d’évaluer la permissivité des pDCs à une infection par 

HHV-6B. L’ensemble de nos résultats, obtenus par les études de biologie moléculaire,a 

montré une absence d’accumulation d’ADN ou d’ARNm au cours du temps. Les ARNm U90 

et U100 que nous avons détectés sous les formes épissées et non épissées étaient 

probablement présents dans la suspension virale utilisée. Une autre hypothèse est que ces 

ARN pourraient être présents dans les particules virales infectieuses. En effet, il a été montré 

pour d’autres herpesvirus (CMVH, HSV) que des ARN codants ou non, dont le rôle n’est pas 

clairement déterminé, étaient empaquetés dans les particules virales (Amen & Griffiths, 2011; 

Bresnahan & Shenk, 2000; Sciortino et al., 2001). Cependant ce phénomène n’a pas été décrit 

pour l’HHV-6 et nécessiterait d’être investiguer pour valider ou non cette hypothèse. 

L’ensemble de nos données résultant de l’infection par HHV-6B de pDCs humaines isolées de 

sang périphériquesemblent plutôt en faveur d’une absence de permissivité de ces cellules par 
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la souche HST, ce qui est en contradiction avec ce qu’a montré l’équipe de Takemoto et al. 

(2009) qui suggérait l’existence d’une infection productive par les pDCs. Par ailleurs, nos 

résultats sont cohérents avec le fait que la molécule CD134 ou OX40, récepteur de la souche 

HST d’HHV-6B(Tang et al., 2013), n’est pas exprimée par les pDCs, qui elles expriment le 

ligand de cette molécule le OX40L(Liu, 2005).  

Les données résultant de l’étude des infections de pDCs à Herpesviridae ont mis en 

évidence une sensibilité divergente des pDCs en fonction de l’espèce virale utilisée. En effet, 

alors que les pDCs semblent pouvoir être infectées de manière productive par l’HHV-8 (West 

et al., 2011) ou par le VZV (Huch et al., 2010), aucun marqueur de réplication active n’a été 

mis en évidence dans des pDCs infectées par le CMVH (Varani et al., 2007) ou l’EBV(Fiola 

et al., 2010). 

Cependant, nous ne pouvions pas exclure que dans un système moins permissif que des 

cellules MT4 un temps de 72heures soit insuffisant pour mettre en évidence des marqueurs de 

réplication virale active. Du fait de la mortalité très élevée des pDCs isolées de sang 

périphériques au-delà de 72 heures de culture, nous n’étions pas en mesure de réaliser des 

cinétiques d’infections sur une plus longue durée. C’est la raison pour laquelle nous avons 

déposé auprès de l’EFS une demande de mise à disposition de la lignée de pDCs GEN2.2 

développée par l’équipe de Grenoble, sur lesquelles nous avons réitéré nos essais d’infections 

in vitro par HHV-6B.Les résultats que nous avons obtenus en réalisant ces essais ont permis 

de confirmer l’absence de permissivité des pDCs à une infection par la souche HST. En effet, 

malgré des cinétiques réalisées sur une longue période (3 semaines), aucune accumulation 

d’ADN ou de détection d’antigènes viraux n’ont été mis en évidence. 

Ainsi l’ensemble des résultats obtenus suite aux essais d’infections in vitro de pDCs issus 

de donneurs sains ou de la lignée GEN2.2 montre l’absence de permissivité des pDCs à 

l’infection par HHV-6B. 

Par ailleurs, alors que l’équipe de Chaperot et al. (2006) qui a développé et caractérisé 

cette lignée a montré son activation au contact d’un virus infuenzae (augmentation de 

l’expression des molécules CD80, CD83, CD40), nous ne mettons en évidence aucune 

modification phénotypique de ces cellules mises en contact avec l’HHV-6B pour lesquelles 

nous n’avons détecté aucune expression du CD80 ou du CD83 (les mêmes résultats ont été 

reproduits en utilisant la souche VHL-E de CMVH). Ceci pourrait s’expliquer par plusieurs 

hypothèses. Premièrement, les GEN2.2 ne seraient pas activables par un virus à ADN, mais 

ceci est peu probable car ces cellules possèdent le récepteurTLR-9 qui reconnaît les séquences 
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riches en CpG non méthylé présentes dans les génomes des virus à ADN(Chaperot et al., 

2006). Une deuxième hypothèse est que la quantité de particules virales que nous avons 

utilisée est insuffisante pour induire une activation des pDCs. Néanmoins, l’absence de 

diminution d’expression des molécules HLA de classe I et II ou du CD86 au cours de nos 

travaux est un argument supplémentaire pour penser que HHV-6B n’est pas capable de 

moduler leur expression par les pDCs, à la concentration utilisée.  

De la même manière, nous n’avons pas été en mesure de mettre en évidence une sécrétion 

d’IFN-α par les pDCs de la lignée à la différence, là encore de ce qui a été décrit par Chaperot 

et al.avec un virus infuenzae et par Rua et al. (2012) avec un virus Foamy (rétrovirus 

appartenant à la famille des Spumaviridae). Les mêmes hypothèses que celles émises ci-

dessus peuvent être évoquées pour expliquer cette divergence avec nos résultats. Elle pourrait 

par ailleurs s’expliquer par l’utilisation d’une méthode de dosage moins sensible dans notre 

étude que celle utilisée par Chaperot et al.(2005)ou surtout que celle utilisée par Rua et al. qui 

quantifie l’IFN-α à l’aide d’un test sur cellules HL116 (cellules qui possèdent un gène de la 

luciférase dont le promoteur est dépendant de la présence d’IFN-α dans le milieu)(Rua et al., 

2012). Il faudrait donc poursuivre notre travail sur cette lignée en utilisant une quantité plus 

importante de virus et envisager l’utilisation de tests plus sensibles de mesure d’IFN-α pour 

pouvoir conclure et confirmer ou non les résultats préliminaires obtenus avec cette lignée 

GEN2.2. 

En conclusion, les essais d’infections in vitro menés sur les pDCs isolées de sang 

périphérique ou la lignée GEN2.2 montrent une absence de permissivité des pDCs à 

l’infection par HHV-6B et que l’HHV-6B est capable d’induire la sécrétion d’IFN-α par les 

pDCs isolées de sang périphériques. Nous devons à présent, compléter nos expériences en 

modifiant nos conditions de cultures pour conclure sur la présence ou l’absence d’influence de 

l’HHV-6B sur le phénotype des pDCs.  
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Ce travail de thèse a rapporté des travaux de recherche clinique et des essais à visée plus 

fondamentale. 

Sur le versant clinique, nos travaux montrent que la nature de la source de CSH utilisée 

pour l’allogreffe influence la survenue de certaines réactivations virales et la reconstitution 

immune dans la période post-transplantation.  

Nous confirmons, de façon prospective, que l’utilisation d’un greffon d’origine 

placentaire constitue le principal facteur de risque d’infections à HHV-6 en période post-

greffe(Article 1 dans l’annexe 1, page 194).Ces infections surviennent très tôt dans les suites 

de la transplantation et durent longtemps. Ainsi, la moitié des patients présentent encore une 

virémie positive jusqu’à 4 ans post-greffe (Article 2 dans l’annexe 1, page 223).  

Les infections précoces à HHV-6 sont associées à des retards à la sortie d’aplasie et de 

fait, à un besoin transfusionnel plus important pour ces patients. L’absence de manifestations 

cliniques sévères au sein de notre cohorte suggère cependant que ce type d’infection viralen’a 

pas ou peu d’impact sur le devenir des patients recevant un conditionnement d’intensité 

réduite, qui est aujourd’hui le type de conditionnement le plus fréquemment utilisé chez 

l’adulte. 

Au cours de notre travail, nous nous sommeségalement intéressés à la cinétique de 

survenue de quatre autres infections virales opportunistes majeures pour les patients 

allogreffés de CSH : CMVH,  EBV, ADV et BKPyV. Nos résultats mettent en évidence des 

différencesen fonction du virus, du type de greffon et/ou du conditionnement utilisé.Ainsi, 

l’incidence des infections à BKPyV et ADV sont significativement plus élevées après greffe 

de SP. L’inverse est observé pour les infections à EBV,qui sont plus fréquemment retrouvées 

chez les patients ayant reçu une greffe de CSP après un conditonnement contenant du SAL. 

La prévalence des infections à CMVH est, quant à elle, similaire entre les deux groupes de 

patients étudiés. 

Enfin, avec l’étude de la reconstitution immune post-allogreffe, nous montrons que non 

seulementles lymphocytes B et les monocytesreconstituent plus rapidement et à des taux plus 

élevés après greffe de SP et que l’hyperlymphocytose B persiste à distance de la 

transplantation après ce type d’allogreffe. Nous mettons également en évidence que les 

lymphocytes T CD4+ tendent à reconstituer plus rapidement après ce type de greffe et que 

l’inverse est observé pour les lymphocytes T CD8+. Néanmoins, ces différences sur le plan 

immunologique ne permettent pas d’expliquer les différences observées sur le plan 

virologique. 
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Notre problématique initiale était de mieux comprendre le lien qui existe entre l’HHV-6 et 

la greffe de SP. Pour tenter d’expliquer ce phénomène particulier,nous avons émis trois 

hypothèses. La première est que l’immaturité des cellules provenant des CSH issues de SP 

entraîne un déficit en réponse antivirale. La deuxième était que la quantité de CD46, seul 

récepteur connu pour HHV-6 au début de notre travail, puisse influencerl’intensité de la 

réplication virale. La troisième était qu’une cible cellulaire, autre que les lymphocytes T, 

présente en plus grande quantité lors de la reconstitution immune chez les patients greffés de 

SP, puisse être le siège d’une réplication virale active. 

La première hypothèse envisagée est peu probable. En effet, l’incidenceélevée 

d’infections à HHV-6 après greffe de SP,n’est pas corrélée à un risque plus élevé d’infections 

à CMVH ou à EBV, deux virus appartenant à la même famille virale, ce qui élimine un déficit 

global de réponse antivirale. Cohen et al.(2006) ont d’ailleurs montré que les lymphocytes T 

naïfs issus du greffon de SP étaient capablesde générer des lymphocytes T spécifiques dirigés 

contre les Herpesviridae (CMVH, VZV et HSV),détectablesdès les premiers mois qui suivent 

la greffe. Enfin, une étudevisant à caractériser la réponse T spécifique développée en réponse 

à une réactivation à HHV-6, a montré que les patients infectés présentaient des taux plus 

élevés de lymphocytes T spécifiques anti-HHV-6 producteurs d’IFN-γ, au 2
ème

 mois post-

greffe et une capacité plus importante de prolifération de ces mêmes lymphocytes au 6
ème

 

mois post-greffe, comparativement à des patients non-infectés (de Pagter et al., 2012). 

Concernant l’implication éventuelle du CD46, notre équipe a précédemment montréqu’il 

n’influençait pas la survenue des infections à HHV-6 après greffe de SP(Chevallier et al., 

2013b). Ceci est cohérent, car nous savons à présent que l’HHV-6B, virus majoritairement 

impliqué dans les cas de réactivations après allogreffe, utilise très probablement comme 

récepteur, la molécule CD134 ou OX40(Tang et al., 2013). Cette molécule est exprimée à la 

surface des lymphocytes T activés,principalement sur les lymphocytes T CD4+, c’est-à-dire à 

la surface du type cellulaire le plus permissif à l’infection par HHV-6B.Ainsi, si le CD134 

était plus fortement exprimé sur les lymphocytes TCD4+ générés après injection de greffon 

placentaireet/ou si la quantité de lymphocytes T CD4+/CD134+ était plus importante après 

greffe de SP,celapourrait conduire à une réplication plus intense de l’HHV-6Baprès ce type de 

greffe (via une permissivité accrue des cellules provenant de SP et/ou via une augmentation 

du nombre de cellules cibles disponibles pour l’HHV-6B).Cette hypothèse est renforcée par 

nos observations concernant la reconstitution immune. En effet, malgré l’absence de 

significativité après analyse par un modèle linéaire mixte, nous avons tout de même pu 
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observer, que les lymphocytes T CD4+ ont tendance à reconstituer plus rapidement et à des 

taux plus élevés après greffe de SP.Pour investiguer cette hypothèse, nous avons récemment 

mené une étudecomparant l’expression du CD134 chez des patients lors de la reconstitution 

immune(SP versus CSP). Nos premiers résultats ont montré que la moyenne d’intensité de 

fluorescence du CD134 sur les lymphocytes T CD4+ (p=0.01) et la proportion de 

lymphocytes T CD4+/CD134+ (p=0.06) tendent à être plus élevées après greffe de SP 

(données non présentées). Il est à présent nécessaire de poursuivre ce travail en réalisant une 

étude prospective sur un plus grand nombre de patients pour pouvoir renforcer la puissance 

statistique et confirmer ces données préliminaires. A notre connaissance, il n’y aucune donnée 

dans la littérature relative à l’étude du lien entre,expression du CD134 au cours de la 

reconstitution immune après allogreffe et infections à HHV-6 ;ces premiers résultats sont 

donc très encourageants. 

Enfin, nos résultats obtenus avec la réalisation des tris de PBMCs de patients allogreffés 

de SP infectés par HHV-6B, confirment que la cible principale du virus dans ce contexte est 

constituée par le lymphocyte T. Ce qui renforce notre hypothèse précédemment citée 

impliquant le CD134. 

Dans la dernière partie de notre travail expérimental, nous avons étudié les conséquences 

de l’interaction entre HHV-6 et pDCs, qui sont des cellules jouant un rôle essentiel dans la 

mise en place d’une réponse antivirale. Nous montrons que l’HHV-6B induit la sécrétion 

d’IFN de type I par les pDCs isolées de PBMCs,sans influencer l’expression des molécules de 

co-stimulations et des molécules du HLA de classe I et II à leur surface. Nos essais 

d’infections in vitro de pDCs isolées de sang périphérique et de pDCs issues de la lignée 

GEN2.2,sont donc en faveur de l’absence de permissivité de ce type cellulaire à une infection 

par HHV-6.  

Au cours de ce travail de thèse, nous avons abordé différents aspects de l’infection à 

HHV-6. L’ensemble de nos résultats a permi de progresser dans la connaissance du pouvoir 

pathogène de ce virus chez les patients allogreffés de CSH, en particulier dans le contexte de 

la greffe de SP. 
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Abstract 

The main objective ofthismonocentric prospective study was to compare incidences of five 

opportunistic viral (HHV-6, CMV, EBV, ADV and BKPyV) reactivations in adults receiving 

either a double Umbilical Cord Blood (dUCB) allogeneic stem cell transplant (allo-SCT) or 

an unrelated peripheral blood stem cell (uPBSC) allo-SCT and using a reduced-intensity 

conditioning (RIC) regimen.Between December 2009 and August 2012, 65 consecutive 

patients were enrolled in the study (uPBSC n=34; dUCB n=31).During the 6-month follow-up 

period, main outcomes were not statistically different between both groups.Overall, 33 (51%), 

24 (37%), 28 (43%), 29 (45%) and 4 (6%) patients experienced at least one positive PCR for 

HHV-6, EBV, CMV, BKPyV and ADV, respectively.Incidences of HHV-6 and BKPyV 

infections were significantly higher in the dUCB group (84% vs 21% and 58% vs32%, 

respectively).In multivariate analysis, dUCB graft was the only independent factor associated 

with HHV-6 (OR: 19.0; 95%CI: 5.2–69.1; p<0.0001). Conversely, PBSC RIC allo-SCT using 

antithymocyte globulines as GVHD prophylaxis was significantly associated with EBV 

reactivation (OR: 29.9; 95%CI: 5.68–158, p<0.0001). Incidences of CMV reactivation were 

similar between both groups while ADV reactivation developed only in the dUCB group. 

Finally, significant higher median counts and faster recoveries of B lymphocytes (p<0.0001) 

and monocytes (p=0.0007) were observed in the dUCB group. In conclusion, we 

demonstrated strongcorrelations between source of graft and some viral reactivations and the 

pattern of immune reconstitution after RIC allo-SCT. The mechanisms responsible for that 

remain to be elucidated.  
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Introduction 

Over the last decades, umbilical cord blood (UCB) have become a well-established alternative 

source of hematopoietic stem cells (HSC) in patients without available bone marrow or 

peripheral blood stem cell (PBSC) grafts.
1
Because of lower quantity of HSC and naïve status 

of T cells infused, UCB allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT) can be associated with 

delayed engraftment, poor immune reconstitution (IR), and higher incidence of opportunistic 

infections compared to transplants using conventional sources of HSC.
2,3

 

Five main opportunistic viruses cause complications after allo-SCT, all being double-stranded 

DNA viruses: the herpesviruses, human Cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr Virus (EBV) 

and Human Herpesvirus 6 (HHV-6); one polyomavirus, BK polyomavirus (BKPyV) and 

adenovirus (ADV).
2
 Seroprevalences for these viruses are high in adults (> 90%), except for 

CMV, for which seroprevalence varies between 45-90%.
4
 Viral infections and diseases are the 

consequence of delayed IR post-graft and remain a matter of concern as there are associated 

with high morbidity and mortality rates
5,6

. HHV-6 can be responsible for encephalitis, 

interstitial pneumonitis, fever, cutaneous rash, delayed engraftment or severe graft-versus-

host-disease (GVHD)
7
 while CMV is associated mainly with colitis, retinitis, meningo-

encephalitis and pneumonia,
8
 EBV with lymphoproliferative diseases,

9
 BKPyV with 

hemorrhagic cystitis
10

 (BKPyV-HC) and ADV with fever, diarrhea, hepatitis, pneumonia and 

cystitis.
11

 

So far, knowledge about epidemiology and risk factors for viral infections after allo-SCT is 

still limited.Besides changing defects in the immune status, the role of HSC source on viral 

reactivations remains poorly studied. Comparative studies reporting on one or two viral 

reactivations or on IR alone are still the rule, making difficult to reach any strong definitive 

conclusion.
2
 In an effort to better define the impact of alternative HSC source on viral 
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reactivations and IR after allo-SCT, we conducted a retrospective analysis in 2009, showing 

that HHV-6 reactivations were more frequently observed after double UCB (dUCB) than after 

unrelated PBSC (uPBSC) allo-SCT, while no correlation could be established for CMV or 

EBV. Also, in term of IR, higher counts of B lymphocytes were documented using dUCB 

while CD8+ T-cells counts were higher using PBSC as HSC source, that, up to 9 and 6 

months post-transplant, respectively.
12

 Since, the specific relationship between HHV-6 and 

dUCB transplant has been also widely reported.
13–16

 

To confirm our data, we conducted the first prospective study comparing IR and the pattern of 

viral reactivations mentioned above after allo-SCT in patients receiving either a dUCB or 

uPBSC allo-SCT after a reduced intensity conditioning (RIC) regimen, which is currently the 

main type of regimen used in adults, at least in France.
17

 

 

Patients and methods 

Inclusion criteria and study design 

This was a monocentric prospective study conducted over a 3-year period at the CHU of 

Nantes. All consecutive adult patients (>18 years old) programmed to receive either a dUCB 

allo-SCT or an uPBSC allo-SCT after a RIC regimen were proposed to participate to the 

study. All types of disease, disease status or RIC regimens
18

 were permitted. The main 

objective was to compare concomitantly between both groups (dUCB vs uPBSC) the 

incidences of 5 viral infections/diseases (HHV-6, CMV, EBV, ADV and BKPyV), up to 6 

months post-transplant, and to evaluate the impact of viral infections on clinical symptoms 

(fever, skin rash, respiratory symptoms, meningeal syndrome, digestive or urinary symptoms) 

and other outcomes (neutrophils and platelets recoveries, relapse, survivals, acute GVHD). 

Due to relative short follow-up, chronic GVHD, overall and the disease free survivals were 
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not considered in this study. The secondary objective was to compare IR, up to 6 months post-

transplant. Whole blood (WB) samples for virological and immunological analyses were 

collected at transplant, every 15 days during the first 3 months and then at 4, 5 and 6 months 

post-transplant (10 samples/patient).All patients provided informed consent, and the study 

was approved by the review board of Nantes University Hospital. 

 

Definitions 

Hematopoietic recovery, engraftment and GVHD 

Neutrophil and platelet recoveries were defined as the first day with an absolute neutrophil 

count of >0.5 Giga/L of blood and a platelet count of >50 Giga/L of blood without transfusion 

support. Engraftment was defined as sustained neutrophil recovery with donor chimerism 

>5% (both units combined for dUCB patients). Acute GVHD were diagnosed and graded 

according to the standard Seattle criteria.
19

 

 

Viremia, Viral Infection, Viral Disease, EBV-related lymphoma, antiviral treatment 

Viral reactivation was defined as any positive PCR whatever the viral load (VL) in WB. An 

active infection was defined by at least one positive PCR with a VL >3 log10 number of viral 

DNA copies (log10cop) per mL of WB/10
6
cells or /10

5
cells according to virus type, see 

below) or two consecutive PCR with a VL> 2 log10cop.
 

Viral disease was defined as any detection of virus by PCR or immunohistochemistry in 

normally virus-free body fluids or organ tissues, together with symptoms and/or signs from 

the affected organ.
5,20,21

 EBV-related lymphoma was defined as biopsy proven lymphoma or 

EBV reactivation along with computerized tomography nodal or soft-tissue abnormalities 

consistent with lymphoproliferative disorder.
6
Antiviral strategy was applied according the 

European Conference on Infections in Leukemia (ECIL) guidelines.
5,6,20
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Viral monitoring after transplant 

Briefly, total nucleic acids were extracted from 200 μL of WB with a QIAsymphony
®

 

instrument and the QIAsymphony
®
 DNA mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to 

the manufacturer’s instructions. Virus DNA quantifications were performed using in-house 

real-time procedures adapted from previously described protocols.
22–25

HHV-6 (U65-66 gene), 

CMV (US8 gene), EBV (BNRF-1 gene), ADV (protein of capside gene) and BKPyV (large T 

antigen gene) DNA were quantified from 5 μL of DNA extract and VL were expressed 

log10cop per mL of WB for HHV-6, ADV and BKPyV or per 10
6
 and 10

5
 cells, respectively, 

in WB for CMV and EBV. All PCR were performed using the Taqman® Gene Expression 

Mastermix (Applied Biosystem®, USA) on a Rotorgene® (Corbett Life, Sydney, Australia).  

 

Immune monitoring after transplant 

Complete blood countswere assessed for each patient by a standard numeration obtained from 

an automate analyser (XE2100, Sysmex). The CD3+ T cells (normal range: 0.9–1.8 Giga/L), 

the CD4+ (normal range: 0.5–1.2 Giga/L) and CD8+ T (normal range: 0.3–0.7 Giga/L) cell 

subsets, the CD19+ B cells (normal range: 0.1–0.4 Giga/L) and the CD56+ NK cells (normal 

range: 0.1–0.4 Giga/L) were quantified by flow cytometry. Absolute counts of lymphocytes 

were determined using BD Multitest
TM

CD3/CD8/CD45/CD4 or BD 

Multitest
TM

CD3/CD19/CD16+56/CD45 in BD Trucount
TM

 Tubes (BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA). 

 

Statistical analysis 

Patients’ characteristics, transplant-related events and association of each viral infection with 

relevant variables were evaluated by univariate analysis, using either the Khi2 test or the two-

tailed test Fisher’s exact test, for proportions, and the Wilcoxon test, for quantitative data. 
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Risk factors for developing viral reactivations associated with a p value <.20 on univariate 

analysis were included in the final logistic regression model for multivariate analysis. Only 

engrafted patients were considered for immune reconstitution, which was analysed using 

mixed linear models. A p value <0.05 was considered as statistically significant. All statistical 

analyses were performed using SAS 9.3 (SAS Institute Inc., NC, USA).  

 

Results 

Patients  

Between December 2009 and August 2012, 65 consecutive patients were enrolled in the 

study, 34 receiving an uPBSC RIC allo-SCT and 31 a dUCB RIC allo-SCT. Characteristics of 

patients (Table 1) were similar between both groups except the higher use of rabbit 

antithymocyte globuline (ATG) in the uPBSC group and the lower number of HSC infused in 

the dUCB group. Also,types of RIC regimen and GVHD prophylaxis were different.In the 

uPBSC group, patients received either a FB2A2
26

or a CLOB2A2
27

 RIC regimens. In thedUCB 

group, all patients but 2, received the so-called TCF-RIC regimen developed by the 

Minneapolis team.
28

The same regimen was used in 2 other cases but combined with a 5 

mg/Kg single dose of thiotepa.
29

Details of RIC regimens and GVHD prophylaxis is given in 

Table 1.  

 

Outcomes (Table 2) 

The rate of engraftment and the incidences of acute GVHD, relapse and death, during the 6-

month follow-up period were similar between both groups. As expected, the median times to 

neutrophil and platelet recoveries were significantly higher in the dUCB group.  

 

Viral reactivation, infection and disease, risk factors and influence on outcome. 
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1- Overall data 

A total number of 608 samples (uPBSC group, n=312; dUCB group, n=296) were analysed. 

Collection of samples has been complete for a large majority of patients (median: 10 

samples/patient; range: 5-10). Among the whole cohort (n=65), 33 (51%), 24 (37%), 28 

(43%), 29 (44%) and 4 (6%) patients experienced at least one positive PCR for HHV-6, EBV, 

CMV, BKPyV and ADV, respectively. Only 6 (9%) patients, mainly in the uPBSC group 

(n=5), showed none of these viral reactivations. Also, 16 (25%), 30 (46%), 10 (15%) and 3 

(5%) reactivated 1, 2, 3 and 4 viruses, respectively. In all, 26 (40%), 28 (43%) and 1 (2%) 

patients presented one, two or three herpesvirus reactivations. No association between viral 

infections each other or between viral infection and acute GVHD or death were established. 

For each viral infection, comparisons between both groups of number of infected patients and 

of positive samples/overall samples, median positive samples/patient and median VL are 

given in Table 3. 

 

2- HHV-6, BKPyV and Adenovirus infections are associated with dUCB RIC transplant 

HHV-6 reactivation occurred in 38/65 (59%) patients at a median 0.9 month post-transplant 

(range: 0.8–1.0). Thirty-three (52%) cases were considered as HHV-6 infected. The incidence 

of HHV-6 infection was significantly higher in the dUCB group (84% vs 21%; p< 0.0001) 

(Figure 1A) lasting a longer period of time in this group (median: 148 vs 31 days; 

p<0.0001).Indeed,at 6 months post-transplant, persistence of HHV-6 infection was 

documented in 73% of patients (n=19/26) in the dUCB group vs 0% in the uPBSC group 

(p<0.0001).  

No case of HHV-6 disease was observed in both groups but one dUCB patient was treated 

pre-emptively with ganciclovir because of high HHV-6 VL in order to avoid clinical 

manifestations.  
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In univariate analysis, factors associated with HHV-6 infection were the use of dUCB graft 

(Odds ratio [OR]: 19.3; 95% confidence interval [CI]: 5.42–68.7; p < 0.0001) and no ATG 

administration (OR: 9.00; 95%CI: 2.81–28.9; p= 0.0002). Nevertheless, because dUCB and 

no ATG administration are linked in our study, ATG was not considered for multivariate 

analysis. Thus, use of dUCB graft remained the only independent risk factor for HHV-6 

infection (OR: 19.0; 95%CI: 5.2–69.1; p <0.0001). 

HHV-6 infections were responsible for significant delay of neutrophil and platelets recoveries 

(median: 20 vs 15 days in the uPBSC group, p=0.002; and 40 vs 12 days; p<0.0001, 

respectively), especially when they occurred before the end of aplasia (neutrophils: 28 vs 17 

days; p=0.0054, and platelets: 56 vs 15 days; p=0.0004). The delayed recoveries were 

accordingly associated with a higher need for red blood cells and platelet transfusions in 

infected patients (median number of transfused units/patient: 8 vs 2; p=0.006 and 11 vs 1; 

p<0.0001, respectively).  

 

BKPyV reactivation occurred in 29/65 (45%) patients at a median of 1.6 months (range: 1.1-

2.6) post-transplant with a significant higher incidence in the dUCB group (58% vs 32%; 

p=0.03) (Figure 1B). BKPyV infection also tended to last longer in the dUCB group (median: 

54 vs 31 days, p=0.07). 

Ten patients (15%; dUCB n=6, uPBSC n=4) were documented with BKPyV-HC. They were 

managed for pain and received intravenous immunoglobulines and hyperhydratation while 

only 2 patients received cidofovir: one for BKPyV disease alone and one for concomitant 

BKPyV disease and ADV infection. All patients had favourable evolution. 

In univariate analysis, use of dUCB graft was the only risk factor associated with BKPyV 

infection (uPBSC vs dUCB, OR: 0.35; 95%CI: 0.13–0.95; p=0.039). However, the 
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multivariate analysis showed no independent risk factor for BKPyV infection, especially the 

HSC source. 

 

ADV reactivation occurred in 4/65 (6%) patients all in the dUCB group at variable times post-

transplant (d+62, d+80, d+160 and d+175). Three of them were considered as ADV infected, 

2 presented ADV disease. Two patients received cidofovir, one for ADV disease and one for 

concomitant ADV infection and BKPyV disease. The third one was already in palliative care 

because of relapse. Considering the low incidence of ADV infection, no statistical analyses 

were performed in this setting. 

 

3- EBV infections are associated with uPBSC RIC allo-SCT  

EBV reactivation occurred in 32/65 (49%) patients at a median of 2.8 months (range: 1.4-5.5) 

post-transplant with a higher incidence in the uPBSC group (71% vs 26%; p=0.0003) (Figure 

1C). 

Five patients in the uPBSC group were documented with EBV infection and received pre-

emptive therapy by rituximab. Two cases, one in each group, received curative chemotherapy 

for EBV-related lymphoma with favourable evolution.  

In univariate analysis, factors associated with EBV reactivation were the use of uPBSC graft 

(OR: 6.90; 95%CI: 2.32-20.6; p=0.0005) and ATG (No vs Yes, OR: 0.12; 95%CI: 0.04-0.38; 

p=0.0003). However, as previously described, the use of ATG was closely linked to the type 

of graft. Thus, in the multivariate analysis, independent risk factors for EBV infection 

remained the use of uPBSC or ATG (OR: 29.9; 95%CI: 5.68–158; p< 0.0001), a myeloid 

disease (OR: 12.2; 95%CI: 2.43–61.3; p=0.002) and a younger age (< median) at transplant 

(OR: 0.90; 95%CI: 0.84–0.96]; p= 0.002). 
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4- CMV infections have the same incidences in both groups 

CMV reactivation occurred in 24/65 (37%) patients at a median of 1.4 months (range: 0.4-2.5) 

post-transplant with the same incidence between both groups (Figure 1D). 

CMV infection occurred in 15 patients (uPBSC, 26% vs dUCB, 19%; p=0.49) who received 

pre-emptive therapy by ganciclovir or foscavir. Three patients (PBSC n=2, UCB n=1) 

presented with CMV disease (one colitis, one colitis plus encephalitis and one disseminated 

CMV infection) and were treated with curative therapy. Among the 18 patients treated, 1 

dUCB patient died of this infection but in a multi-infections context. Seven out of these 18 

patients (including 5 dUCB patients) presented also concomitantly an HHV-6 infection and 

remained HHV-6 positive during anti CMV therapy.  

As expected, the patients at risk of CMV reactivation/infection were those presenting a 

positive CMV serology at time of graft (CMV+: n=22/27, 81.4% vs CMV-: n=2/38, 5.3%, 

p<0.0001). In univariate analysis, the only factor associated with CMV reactivation/infection 

was an older age (>median) at time of transplantation (OR: 1.08; 95%CI: 1.02-1.1; p=0.0077).  

 

Immune reconstitution and comparison between both groups (Figure 2) 

Immune reconstitution was considered only in engrafted patients (dUCB= 27; uPBSC n=33).  

A total number of 533 samples (uPBSC group, n=284; dUCB group, n=249) was analysed 

(median: 8 samples/patient; range: 3-10). 

The median absolute number of total T lymphocytes remained below the normal range in both 

groups during the 6-month follow-up period. The same result was observed for median CD4+ 

T cells counts in both groups and for CD8+ T cells count in the dUCB group. A significant 

higher median CD3+ T-cells count was observed in the uPBSC group only at day +60 

(Figure 2A). Median CD4+ T-cells counts were significantly higher in the dUCB group 

between days+ 30 and +45 and between days +90 and +180 (Figure 2B).  
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Reconstitution of CD8+ T-cells was faster for the uPBSC group which reached normal range 

as soon as day +90 (while it was day +180 for the dUCB group). Median CD8+ T-cells counts 

were significantly higher in the uPBSC group between days +60 and + 90 (Figure 2C).   

Conversely, reconstitution of CD19+ B-cells was faster in the dUCB group, reaching normal 

value as soon as day +60 and expanding above the normal value between days +75 and +180 

post-transplant. Normal value of CD19+ lymphocytes was reached only at day +180 in the 

uPBSC group and median counts remained significantly lower between days +75 and +180 

compared to the dUCB group (Figure 2D). 

NK cells were the first lymphocyte subset to reconstitute after allo-SCT and normal counts 

were reached as soon as day +30 in both groups. Median counts remained comparable all 

along the 6-months follow-up period between the two groups (Figure 2E). 

Finally, median monocytes counts were all along comprised in the normal range for the PBSC 

group, except at day +15 (above the normal upper value). In the UCB group, monocytes 

counts were in the normal value during the first month post-transplant then remained above or 

in the upper normal value up to day+180. Median monocyte counts were significantly higher 

in the dUCB group at day +45 and from day +75 until day +150 (Figure 2F). 

Overall, considering the 6-months follow-up period and using a mixed linear model, 

significant higher median counts (and faster recoveries) of B lymphocytes (p<0.0001) and 

monocytes (p=0.0007) were observed in the dUCB group while there were only a trend for 

higher median counts of CD4+ T-cells in the dUCB group (p=0.09) and a higher median 

counts of CD8+ T-cells in the uPBSC group (p=0.06).  
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Discussion 

Here we evaluated the impact of alternative UCB as HSC source on IR and incidences of five 

main opportunistic viral infections encountered after allo-SCT.  For the purpose of the study, 

two homogeneous cohorts of adult patients were prospectively compared, differing only by 

the type of graft, dUCB or uPBSC. While cumulative incidences of engraftment, relapse, 

acute GVHD and mortality were similar between both groups, confirming previous 

results,
28,30,31

 we could demonstrate strong correlation between type of graft and 

predominance of some viral infections orpattern of IR . The two most significant results were 

the association observed between dUCB and HHV-6 reactivation and between uPBSC and 

EBV reactivation. 

Considering the former, we have in fact prospectively confirmed the high rate (here 84% of 

patients) of HHV-6 infection observed after dUCB allo-SCT.
12,13,15,16

HHV-6 reactivations 

occur within the first month post-transplant, persist in most patients during the first year, and 

can last up to 4 years in half of the patients after dUCB allo-SCT, as recently reported by our 

group.
32

 This phenomenon remains unexplained. It is postulated that HHV6 originates from 

the reactivation of endogenous HHV6 as no detection of the virus is documented in CB 

graft.
12

 Also, HHV-6 reactivation after allo-SCT is the fact only of HHV-6B species (and not 

of HHV-6A species) and CD4+T cells are the main targets of the virus.
33

OX-40 (CD134) has 

been recently described as the HHV-6B cell receptor,
34

 which may play a role in terms of 

higher reactivation of HHV-6 after CB transplant. Further investigations are needed to 

investigate a potential difference of OX-40 expression according to the type of graft. 

However, the particular IR seen after UCB allo-SCT with faster B lymphocytes and 

monocytes recoveries but no differences in term of CD4+ T cells counts do not allow to 

explain higher HHV-6 reactivation after UCB transplant. A yet unknown factor in the CB 

graft
35

 or some specific features during IR would exacerbate the reactivation of HHV6.  
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Clinical consequences of HHV-6 infections are debated as only few HHV-6 diseases are 

documented in comparison to the high incidence of this viral infection seen after UCB 

transplant.
16

 It is well recognized that impact of HHV-6 reactivation is mainly observed early 

after transplant, demonstrated by significant delayed engraftment and higher need of red 

blood and platelets transfusions in patients.
12,36–38

Other teams reported higher incidence of 

transplant-related mortality or HHV-6 encephalitis in patients reactivating HHV-6 after CB 

transplant.
14,15

 The absence of such complications in our dUCB cohort may be explained in 

part by the intensity of the conditioning regimen or the particular type of RIC regimen used 

here.
16,38

 Indeed, deleterious impact of HHV-6 reactivation has been mainly described after 

myeloablative regimen, and thereafter in children, where this type of regimen is 

predominant.
39

Also, almost all of our patients received the TCF RIC regimen developed by 

the Minneapolis team more than a decade ago, which is the standard RIC regimen currently 

used for dUCB allo-SCT in adults.
31

 It has the particularity to not contain ATG which has 

been described as deleterious after UCB transplant in term of survivals as well as non-relapse 

mortality.
40

 ATG has been associated with severe EBV infections after UCB transplant, in 

studies where HHV-6 reactivations were not monitored.
41

The recent study by Olson et al. 

(2014), demonstrated that the risk of HHV-6 encephalitis in dUCB transplanted patients may 

be also due to ATG administration.
42

 As a consequence, ATG is not recommended anymore 

for GVHD prophylaxis in the setting of CB transplant.  

Finally, as previously reported,
12,16,38

HHV-6 reactivation was not associated with other virus 

reactivations, especially CMV, although these two herpesviruses are pretty close belonging to 

the same β-Herpesvirinae subfamily and sharing similar target cells such as monocytes and 

bone marrow progenitors.
4,33

Thus, the fact that CMV reactivation doesn’t depend on HSC 

source as demonstrated here and by others
43

highlights even more the particular correlation 

which exists between the use of CB graft and HHV-6 reactivation. 
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Of note, incidence of CMV reactivation in our cohort was relatively low compared to others 

studies, especially after UCB transplant,
44

 but it has to be kept in mind that CMV 

seroprevalence is particularly low in the West of France (around 30% of the population). 

CMV reactivation was correlated with CMV positive status before transplant as previously 

reported.
43

 

Interestingly, we prospectively confirm that BKPyV reactivations are significantly associated 

with dUCBT allo-SCT.
10

If ATG may be also a risk factor,
45

 this was not the case here. The 

direct role of CB grafts on BKPyV reactivation remains unclear but decreased quantitative 

and qualitative BKPyV–specific immunity may both explain the defecting control of BKPyV 

reactivation as well as the fact that most patients are asymptomatic after transplant, as 

previously described.
21

Indeed, further mucosal damage and haemorrhage in the genitourinary 

tract, which are thought to be induced by anti-BKPyV cytotoxic T lymphocytes,
21

may be 

decreased because of lower counts or lower functionality of these cells after UCB transplant.  

ADV reactivations were only detected in the dUCB group with a low incidence, as previously 

reported.
11

Here again, this association remains unclear. For example it is not explain by a 

higher CD46 expression on CB graft cells,
46

 CD46 being a cell receptor for ADV. 

Regarding EBV reactivation, a close association was found with the use of PBSC as HSC 

source. This correlation has not been found significant in our previous report
12

, probably 

because of a very heterogeneous cohort of patients and the retrospective setting of the study. 

In fact, EBV reactivation may be due rather to the use of ATG in this group, as it has been 

well identified as the main risk factor for EBV infections and EBV post-transplant 

lymphoproliferative disorder (PTLD) both after PBSC
9
 and CB

41
 grafts, when comparing with 

regimens not incorporating ATG. However, rituximabseems to offer a good balance between 

efficacy and toxicity in order to avoid EBV-PTLD when EBV reactivation is detected.
9
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Finally, the majority of patients were documented with several viral reactivations after 

transplant. This point strengthens the clinical relevance to develop some alternative 

therapeutic like the rapid generation of multiple virus-specific T-cells, method recently 

developed by Papadopoulou et al.,
47

 allowing to treat distinct viral infections at the same time. 

Regarding IR, although all patients were documented with persistent overall lymphopenia, the 

most significant result was the faster recovery and higher counts of B lymphocytes 

documented after dUCB. This phenomenon has been reported before
48,49

and persist for a long 

period of time, as reported by us in a recent study.
32

 One of possible mechanism for that could 

be a higher BAFF (B-cell activating receptor) secretion after UCB transplant.
49

 BAFF, which 

is a member of the tumor necrosis factor (TNF) family, has been shown to play a critical role 

in B-cells recovery following myeloablation.
49

 It is possible that more prompt recovery of B-

cells may compensate for early higher T-cell deficits seen after UCB transplant.
48

 The same 

could be hypothesized regarding faster recovery and higher counts of monocytes in the UCB 

group. Monocytes recovery has not yet been studied in the setting of UCB transplant, but it 

would be interesting to confirm our results as early higher monocytes count has been 

associated with significant better outcomes in the PBSC setting.
50

Of note, significant higher 

CD8+ T-cells counts recoveries were not confirmed here after PBSC allo-SCT.
12

 

In conclusion, we demonstrated strong associations between type of graft and some viral 

reactivations and the pattern of immune reconstitution after RIC allo-SCT. The mechanisms 

responsible for that remain to be elucidated. 
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Table 1. Characteristics of Patients. 

  uPBSC group  dUCB group 
p-value 

   (n=34)  (n=31) 

Gender: male, n (%) 21 (61.8) 19 (61.3) NS 

Median age at transplant: years (range) 60 (26-70) 54 (22-70) NS 

Median interval between diagnosis and 

tranplant: months (range) 
10.5 (3 - 255) 12 (4 - 187) NS 

Type of Disease, n (%)       

     Acute myeloid leukemia 9 (26.5) 15 (48.4) NS 

     Acute lymphoblastic leukemia 8 (23.5) 1 (3.2)   

     Myelodysplastic syndrome 5 (14.7) 5 (16.1)   

     Non-Hodgkin lymphoma 5 (14.7) 6 (19.3)   

     Hodgkin lymphoma 2 (5.6) 3 (9.7)   

     Myeloproliferative syndrome 2 (5.6) 1 (3.2)   

     Myeloma 2 (5.6) 0   

     Chronic lymphoid leukemia 1 (2.3) 0   

Status at allo-SCT       

     First complete remission 13 13 NS 

     Second/third complete remission 9 8   

     Active disease 12 10   

HLA matching
a
, n (%)       

     Unrelated donor       

          10/10 31 (91.2) -   

          9/10 3 (8.8) -   

     Double cord blood units       

          6/6 and 6/6 - 1 (3.2)   

          5/6 and 5/6 - 20 (64.5)   

          5/6 and 4/6 - 7 (22.6)   

          4/6 and 4/6 - 3 (9.7)   

Conditioning
b
, n       

     FB2A2-RIC 30 -   

     CLOB2A2-RIC 4 -   

     TCF-RIC - 31   

GVHD prophylaxis     NS 

     CsA + MMF 28 28 

      CsA + methotrexate 2 2   

     CsA  alone 4 1   

ATG: yes, n (%) 30 (88.2) 4 (12.9) <0.0001 

Number of cells infused      <0.0001 

     Total nucleated cells, x10
8
/kg, median 

(range) 10.4 (1.2-18.3) 0.48 (0.17-0.78)   

     CD34+ cells, x10
6
/kg, median (range) 7 (1.1-10) 0.11 (0.05-0.25)   

Recipient CMV serology - n (%)       

     Positive 15 (44.1) 12 (38.7) NS 

     Negative 19 (55.9) 19 (61.3)   
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Recipient EBV serology - n (%)       

     Positive 33 (97.1) 30 (96.8) NS 

     Negative  1 (2.9) 1 (3.2)   

uPBSC, unrelated PBSC; dUCB, double umbilical cord blood; CsA, cyclosporine A; MMF, mycophenolate 

mofetil; ATG, anti-thymoglobuline 
a
UCB units were required to be matched at greater than 3 of 6 HLA antigens while 10 or 9 out of 10 HLA 

matched donor were authorized in the uPBSC group 
b
FB2A2 or a CLOB2A2 RIC regimens combine fludarabine 30 mg/m2 per day (n=30) or clofarabine 30 

mg/m2 per day (n=4) for 5-6 days (days -6 or -5 to -2) with busulfan 3.2 mg/kg i.v. per day for 2 days (days -

3 and -2) and ATG 2.5 mg/kg per day on days -2 and -1. FB2A2 patients received cyclosporine plus 

mycophenolate mofetil (n=28) or plus methotrexate (n=2) as GVHD prophylaxis while CLOB2A2 patients 

received cyclosporine alone. TCF-RIC combines fludarabine 200 mg/m2 per day for 5 days (days -6 to -2), 

cyclophosphamide 50 mg/kg per day for 1 day (day -6), and low-dose (2 Grays) total body irradiation (TBI) 

on day -1. All dUCB patients received cyclosporine and mycophenolate mofetil as GVHD prophylaxis, 

including 5 patients receiving also ATG 2.5 mg/kg/day for 2 days (days -2 and -1) to ensure engraftment. 
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Table 2. Comparison of Outcomes after allo-SCT between both groups during the 6-month 

follow-up. 

  uPBSC group dUCB group  
p-value 

    (n=34)  (n=31) 

Engraftment rate 33 (97%) 27 (87%) NS 

Median days of neutrophil recovery (range) 15 (1-23) 20 (6-53) 0.0126 

Median days of platelet engraftment (range) 12 (1-44) 44 (11-180) <0.0001 

Acute GVHD: yes     
 

     Grade 1-2 17 (50%) 16 (51.6%) NS 

     Grade 3-4 3 (8.8%) 5 (16.1%)   

Relapses 7 (20.6%) 4 (12.9%) NS 

Deaths 4 (11.8%) 3 (9.7) NS 

        

Causes of death       

     GVHD 2 1   

     Relapse 0 1   

     Infection 2
a
 1

b
   

uPBSC, unrelated PBSC; dUCB, double umbilical cord blood; GVHD, graft-versus-host disease; 
a
one 

aspergillosis, one multiple infections (aspergillosis + bacterial sepsis); 
b
multi-organ failure in sepsis context 

Abbreviations: NS, not significant 
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Table 3. Comparison of viral reactivations/infections between the two groups. 

  uPBSC group dUCB group  
p-value 

    (n=34)  (n=31) 

HHV-6       

     Number of infected patients 7(21%) 26 (84%) <0.0001 

     Number of positive samples/overall  22/312 (7%) 166/296 (56%) <0.0001 

     Median of positive samples/patient (range) 0/10 (0-5) 6/10 (0-9) <0.0001 

     Median VL: log10cop/mL (range) 2.6 (2.0-4.5) 3.0 (2.0-4.8) NS 

        

CMV       

     Number of infected patients 12 (35%) 12 (39%) NS 

     Number of positive samples/overall  46/312 (14%) 45/296 (15%) NS 

     Median of positive samples/patient (range) 3.5/10 (3-7) 4/10 (2-7) NS 

     Median VL: log10cop/10
6
 cells (range) 2.5 (<2.0-4.1) 2.6 (<2.0-4.5) NS 

        

EBV       

     Number of infected patients 24 (71%) 8 (26%) 0.0003 

     Number of positive samples/overall  71/312 (23%) 14/296 (5%) <0.0001 

     Median of positive samples/patient (range) 3/10 (1-8) 1/10 (1-4) NS 

     Median VL: log10cop/10
5
 cells (range) 2 (<1.0-5.9) 1.9 (<1.0-3.1) NS 

        

BKPyV       

     Number of infected patients 11 (32%) 18 (58%) 0.03 

     Number of positive samples/overall  29/312 (9%) 73/296 (25%) <0.0001 

     Median of positive samples/patient (range) 2/10 (1-5) 3.5/10 (1-9) NS 

     Median VL: log10cop/mL (range) 2.8 (<2.0-5.2) 3.1(<2.0-5.3) NS 

        

ADV       

     Number of infected patients/overall 0 4 (6%) NA 

     Number of positive samples/overall  0/312 7/296 (1%) NA 

     Median VL: log10cop/mL (range) NA 3.3 (2.9-4.5) NA 

uPBSC, unrelated PBSC; dUCB, double umbilical cord blood; VL, viral load; NS, not significant; NA, not 

applicable 
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Figure legends 

Figure 1.Percentage of positive patients reactivating HHV-6 (A), BKPyV (B), EBV (C) and 

CMV (D) at various times (days) of the 6-month follow-up period after double umbilical cord 

blood (dUCB; n=31) or unrelated PBSC (uPBSC; n=34) RIC allo-SCT.  

Figure 2.Comparison of immune reconstitution between engrafted double umbilical cord 

blood allo-SCT (dUCB; n=27; light grey box plots) vs unrelated allo-SCT (uPBSC; n=33; 

dark-grey box plots) patients according the day post-transplant during the 6-month follow-up 

period. A: CD3+ T lymphocytes; B: CD4+ T cells, C: CD8+ T cells ; D : CD19+ B cells ; E : 

NK cells ; F : monocytes.Range of normal absolute counts for each sub-population is 

comprised between the dotted horizontal lines.* indicates significant difference (p<0.05) 

between both groups. Abbreviation: WB, whole blood. 

  



Annexe 1 – Article 1 

221 

 

Figure 1 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 1 – Article 1 

222 

 

Figure 2 
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Annexe 2A. Protocoles d'extraction des acides nucléiques 

1. Extraction acides nucléiques à partir de culots cellulaires  

1.1 Extraction d’ADN 

 Matériel 

- Kit DNeasy® Blood and Tissue de chez Qiagen (références : 69506 (250)  et 69504 (50)) 

contenant :  

 DNeasy Mini Spin Columns 

 Tubes collecteurs de 2 mL 

 Tampon ATL 

 Tampon AL 

 Tampon AW1* 

 Tampon AW2* 

 Tampon AE 

 Protéinase K 

- Ethanol 96-100% 

- Micropipettes + cônes 

- PBS stérile 

- Tubes Eppendorff 1,5 mL 

 

* Lors de la première utilisation du kit, ajouter la quantité d’éthanol (96-100%) nécessaire pour 

chacun des tampons (volume indiqué sur chaque bouteille). Faire une croix sur la bouteille lorsque 

le tampon a été reconstitué. 

 Echantillons de départ 

- Cellules (maximum 5.10
6
) : reprendre le culot dans 200 µl de PBS  

- Laisser les échantillons s’équilibrer à T° ambiante 

 Procédure 

1. Préparer le nombre suffisant de tube eppendorff (nombre d’échantillons + témoin 

d’extraction) 

2. Distribuer 20 µl de protéinase K dans chaque tube 

3. Distribuer 200 µl de l’échantillon dans chaque tube 

4. Distribuer 200 µl de tampon AL 

5. Vortexer pendant 15 secondes 

6. Incuber à 56 
o
 C pendant 10 min 

7. Centrifugation brève pour faire tomber gouttelettes au fond du tube  

8. Ajouter 200 µld’éthanol (96-100%) et vortex 15 sec 

9. Transférer l’ensemble sur une colonne Qiagen (DNeasy Spin Column) placée sur un tube 

collecteur 2 ml 
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10. Centrifuger 1 min 8000 rpm  

11. Déposer la colonne Qiagen sur un nouveau tube collecteur, jeter l’ancien 

12. Ajouter 500 µl de tampon AW1 

13. Centrifuger 1 min 8000 rpm  

14. Déposer la colonne Qiagen sur un nouveau tube collecteur, jeter l’ancien  

15. Ajouter 500 µl de tampon AW2 

16. Centrifuger 3 min à 14000 rpm  

17. Placer la colonne sur un tube eppendorf 1.5 ml. Déposer 200 µl de tampon AE dans la 

colonne, incuber 1 min à température ambiante. 

18. Centrifuger 1 min à 8000 rpm  

19. Conserver l’éluat à -80 
o
C  

 

1.2 Extraction d’ARN 

 Matériel 

- - Kit RNeasy® Mini Kit de chez Qiagen (références : 74106 (250)  et 74104 (50)) contenant :  

 RNeasy Mini Spin Columns (rose) 

 Tubes collecteurs de 2 mL 

 Tubes Eppendorf de 1,5 mL 

 Tampon RLT 

 Tampon RW1 

 Tampon RPE (concentré)* 

 Eau RNase-free 

- - Micropipettes + cônes 

- - Ethanol 70% 

- - β-mercaptoéthanol (β-ME) 

- - DNase I (RNase-Free DNase Set de chez Qiagen ; référence : 79254) 

- - PBS stérile 

-  

- * Lors de la première utilisation du kit, ajouter la quantité d’éthanol (96-100%) nécessaire 

(volume indiqué sur chaque bouteille). Faire une croix sur la bouteille lorsque le tampon a été 

reconstitué. 

 Echantillons de départ 

- - Cellules animales, tissus animaux  

- - Culot cellulaires maximum 1.10
7
  

 Notes importantes avant de commencer 

- Penser à allumer un bain-marie à 37°C avant de débuter l’extraction 

- - Si le culot cellulaire était conservé à -80°C, décongeler rapidement le tube au bain-marie à 
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37°C 

- - Etapes préalables à chaque extraction : 

- - Reconstitution du tampon RLT : ajouter 10 µL de β-ME pour 1ml de tampon RLT 

(conservation 1 mois à RT, à l’abri de la lumière) 

- - Préparation de la quantité de solution de DNase nécessaire : 10 µl de DNase + 70 µl de 

- tampon RDD (compris dans le RNase-Free DNase Set) par tube d’extraction 

-  

-  DNase : solution de DNase à utiliser est conservée -20°C après reconstitution (lyophilisat et 

eau RNase-free contenus dans le kit RNase-Free DNase Set) 

 Procédure 

1. Préparer le nombre suffisant de tube eppendorff (nombre d’échantillons + témoin 

d’extraction) 

2. Distribuer le tampon RLT dans chaque tube et vortexer 30 sec (bien homogénéiser) : 

- - < 5.10
6
 cellules : 350 µl de tampon RLT 

- - 5.10
6
 – 1.10

7
 cellules : 600 µl de tampon RLT 

3. Ajouter 350 µl (ou 1 volume) d’éthanol 70°C, mélanger par aller-retour avec la pipette (ne pas 

centrifuger) 

4. Transférer l’ensemble sur une colonne RNeasy (RNeasy Spin Column) placée sur un tube 

collecteur 2 ml 

5. Centrifuger 15 sec à >8000g (> 10000 rpm) 

6. Déposer la colonne Qiagen sur un nouveau tube collecteur, jeter l’ancien 

7. Ajouter 350 µl de tampon RW1 sur la colonne, centrifuger 15 sec à >8000g (> 10000 rpm) 

8. Déposer la colonne Qiagen sur un nouveau tube collecteur, jeter l’ancien  

9. Ajouter 80 µl de DNase préparée extemporanément sur la colonne, incuber 15 min à RT (20-

30°C) 

10. Ajouter 350 µl de tampon RW1 sur la colonne, centrifuger 15 sec à >8000g (> 10000 rpm) 

11. Déposer la colonne Qiagen sur un nouveau tube collecteur, jeter l’ancien 

12. Ajouter 500 µl de tampon RPE sur la colonne, centrifuger 15 sec à >8000g (> 10000 rpm) 

13. Déposer la colonne Qiagen sur un nouveau tube collecteur, jeter l’ancien 

14. Ajouter 500 µl de tampon RPE sur la colonne, centrifuger 2 min à >8000g (> 10000 rpm) 

15. Placer la colonne sur un tube eppendorf 1.5 ml.  

16. Déposer 30-50 µld’eau RNase-free sur la membrane de la colonne, incuber 1 min à 

température ambiante. puis centrifuger 1 min à >8000g (> 10000 rpm)* 

17. Conserver l’éluat* à -80 
o
C  

-  

- * Conservation des ARN : ajout de 1 unité de RNasin
®
 par μL d’extrait ==> RNasin

®
Plus RNase 

Inhibitor – 10, 000 units – Ref : N2615 - Promega-  

-  
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Annexe 2B : Quantification des acides nucléiques 

1. PCR temps réel quantitative HHV-6 

 Objectifs 

Ce mode opératoire décrit les étapes de l’analyse biologique pour la détection et la quantification 

du génome du virus HHV-6 par technique de PCR quantitative temps réel. 

 Descriptif 

- REACTION : 

Amplification d’un fragment de 176 pb dans la région des gènes U65-U66 (Gautheret-Dejean et al., 

2000) 

 

 Composition des amorces        [Genbank N° AB021506.1 souche HST] 

- Nom: HHV6RG1        

Séquence: 5'-3' GAC AAT CAC ATG CCT GGA TAA TG   Position 102812-102834 

Tm :66°C 

 

- Nom: HHV6RG2 

Séquence: 5'-3' TGT AAG CGT GTG GTA ATG GAC TAA  Position  102659-102682 

Tm:68°C 

 

 Composition de la sonde: 

- Nom: HHV6SRG 

Séquence: 5'-3’ FAM – AGCAGCTGGCGAAAAGTGCTGTGC – BHQ  

Position 102758-102781        Tm:76°C 

 

 Composition du mélange réactionnel PCR qsp 25µL :  

 

 Concentration 

initiale 

Volume / tube Concentration finale 

Prémix Ex Taq X2* 2 X 12,5 μl 1X 

Amorce HHV6RG1  20 μM 0,375 μl 0,3 μM 

Amorce HHV6RG2 20 μM 0,375 μl 0,3 μM 

Sonde HHV6SRG 20 μM 0,125 μl 0,1 μM 

MgCl2 25 mM 2 μl 2 mM 

IPC Mix** (amorces + sondes) 10 X 1,25 μl 0,5 X 

IPC DNA** 50 X 0,25 μl 0,5 X 

Eau   3,125 μl  

ADN  5 μl  

*Prémix Ex Taq (Perfect RT) Kit – Ref FRRR039A - Lonza  

**Taqman® Exogenous Internal Positive Control Reagents- Ref 4308323 – Applied Biosystem 
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 Témoins 

Pour chaque série de PCR, inclure les témoins suivants :  

- un témoin d’extraction (PBS) 

- un témoin négatif 

- les quatre points de la gamme (5.10
4
, 5.10

3
, 5.10

2
 et 5.10

1
)  

 

 Amplification  

L’amplification est réalisée sur le Corbett Rotor-gene 6000 cycler
 

. 

Programme d’amplification :  

  Température Temps Etape 

Hold 95°C 10 min  

Cycle X 45 

94°C 15 s Dénaturation 

57°C 20 s Hybridation 

72°C 20 s Elongation 

 

Choisir le protocole “Mix ADN TAKARA” 

 Validation 

 Analyse des résultats 

La valeur du treshold cycle (Ct) est fixée à 0.025. 

 Validation 

Canal VIC : amplification de l’IPC 

Canal FAM (Green) : amplification de l’ADN d’HHV6 

2. Quantification de l’ADN génomique cellulaire 

 

 Objectifs 

Quantifier le nombre de cellules contenues dans les extraits par la méthode de quantification du gène 

de l’albumine humaine (Laurendeau et al., 1999). 

 Composition des amorces :          [Genbank N° M_12523] 

- Nom: ALBRG1 

Séquence: 5'-3' GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGTCGA        Position     151261-151284 

Tm: 52,3°C 

- Nom: ALBRG2 

Séquence: 5'-3' AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT     Position  151593-151570 

Tm: 52,3°C 

 Composition de la sonde: 

- Nom: ALBSRG 

Séquence: 5'-3’ JOE – CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC– BHQ-1       

      Position 151541-151566     Tm: 54,4°C 
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 Composition du mélange réactionnel PCR qsp 25µL :  

 

 Concentration initiale Volume / tube Concentration finale 

Prémix Ex Taq X2* 2 X 12,5 μl 1X 

Amorce ALBRG1  20 μM 0,625 μl 0,5 μM 

Amorce ALBRG2 20 μM 0,625 μl 0,5 μM 

Sonde ALBSRG 20 μM 0,125 μl 0,1 μM 

MgCl2 25 mM 2 μl 2 mM 

Eau   4,125 μl  

ADN  5 μl  

Prémix Ex Taq (Perfect RT) Kit – Ref FRRR039A - Lonza  

 

 Témoins 

Pour chaque série de PCR, inclure les témoins suivants :  

- un témoin d’extraction (PBS) 

- un témoin négatif 

- les quatre points de la gamme (5.10
4
, 5.10

3
, 5.10

2
 et 5.10

1
) (Human Genomic DNA Roche 

(référence commerciale 1 691 112)) 

 

 Amplification  

L’amplification est réalisée sur le Corbett Rotor-gene 6000 cycler
 

. 

Programme d’amplification :  

  Température Temps Etape 

Hold 95°C 10 min  

Cycle X 45 

94°C 15 s Dénaturation 

57°C 20 s Hybridation 

72°C 20 s Elongation 

 

Choisir le protocole “Mix ADN TAKARA” 

 

3. RT-PCR temps réel quantitative HHV-6 (U90) 

 Objectifs 

Ce mode opératoire décrit les étapes de l’analyse biologique pour la détection et la quantification de 

l’ARNm du gène U90 du virus de l’herpesvirus humain de type 6 et de sous-type B par technique de 

RT-PCR en temps réel. 

 

 Descriptif 

- REACTION : 

Reverse transcription et amplification de l’ARNm du gène U90, codant pour une protéine 

transactivatrice, localisé dans la région IE-A (Immediate Early Antigen). Les fragments amplifiés sont 

de 110 bp (épissé) et 224 pb (non épissé). 
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 Composition des amorces : 

- Nom: HHV-6—U90P1S         [Genbank N° AB021506.1 souche HST] 

Séquence: 5'-3' TTG GAT GCA ATT GCC AAC GGA C    Position 137712-137733  

Tm: 49,7°C 

- Nom: HHV-6-U90P2R 

Séquence: 5'-3' GAG TCT TCC AAC GAC ATC GCT T     Position  137935-137914 

Tm: 49,7°C 

 

 Composition de la sonde: 

- Nom: HHV6-U90S 

Séquence: 5'- JOE - CKT CAG ATG CTC CTT CTT CCA CAT TAC TGG A – BHQ – 3’   

               Position 137865-137896       Tm: 58°C 

 

 Composition du mélange réactionnel PCR qsp 25µL :  

 

 Concentration initiale Volume / tube Concentration finale 

Tampon X2 (1)* 2 X 12,5 μl 1X 

Amorce U90P1S  20 μM 0,5 μl 0,4 μM 

Amorce U90P2R 20 μM 0,5 μl 0,4 μM 

Sonde U90S 20 μM 0,125 μl 0,1μM 

T4 gene 32 protein** 10 μg/µL 0,2 μl 0,08 μg/µL 

TaKaRa Ex Tag TM HS (2)* 2,5 U/ µL 0,5 μl 0,05 U/ µL 

Prime Script (3)* 2,5 U/ µL 0,5 μl 0,05 U/ µL 

Eau RNAse free (4)*  5,175 μl  

ARN  5 μl  

*One-step SYBR PrimeScript RT-PCR Kit – Lonza – Ref FRRR066A 

** T4 gene 32 protein (500 µL) – Biolabs -  Ref MO300L 

 

 Témoins 

Pour chaque série de PCR, inclure les témoins suivants :  

- un témoin d’extraction 

- un témoin négatif 

- les quatre points de la gamme (5.10
4
, 5.10

3
, 5.10

2
 et 5.10

1
)  

 

 Amplification  

L’amplification est réalisée sur le Corbett Rotor-gene 6000 cycler
 

. 

Programme d’amplification :  

 

  Température Temps Etape 

Hold 42°C 5 min 
Reverse Trancription 

Hold2 94°C 10 s 

Cycle X 45 

94°C 5 s Dénaturation 

57°C 20 s Hybridation 

72°C 15 s Elongation 

 

Choisir le protocole “qRT U90 one-step SYBR + sonde JOE” 
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 Validation 

 

 Analyse des résultats 

Canal JOE (Yellow) : amplification de l’ARNm U90 d’HHV6. 

 

4. RT-PCR temps réel quantitative HHV-6 (U100) 

 Objectifs 

Ce mode opératoire décrit les étapes de l’analyse biologique pour la détection et la quantification de 

l’ARNm du gène U100 du virus de l’herpesvirus humain de type 6 et de sous-type B par technique de 

RT-PCR en temps réel. 

 

 Descriptif 

- REACTION : 

Reverse transcription et amplification de l’ARNm du gène U100, transcrit au stade tardif, codant pour 

une glycoprotéine virale gQ du complexe gp 82-105. Les fragments amplifiés sont de 201 bp (épissé) 

et 333 (non épissé). 

 

 Composition des amorces : 

- Nom: HHV-6-U100P1S         [Genbank N° AB021506.1 souche HST] 

Séquence: 5'-3' ATA GCA GAG AGA AGT GAA GGC CGA       Position 151261-151284   

Tm: 52,3°C 

         

- Nom: HHV-6-U100P2R 

Séquence: 5'-3' TCC TGA ACT ACG CCA TTT GCG ATG    Position  151593-151570  

Tm: 52,3°C 

 Composition de la sonde: 

- Nom: HHV6-U100S 

Séquence: 5'-3’ JOE – TGT CTC TAT GAG ACA ACC GCA GCT GT – BHQ-1     

        Position 151541-151566     Tm: 54,4°C 

 

 Composition du mélange réactionnel PCR qsp 25µL :  

 

 Concentration initiale Volume / tube Concentration finale 

Tampon X2 (1)* 2 X 12,5 μl 1X 

Amorce U100P1S  20 μM 0,5 μl 0,4 μM 

Amorce U100P2R 20 μM 0,5 μl 0,4 μM 

Sonde U100S 20 μM 0,125 μl 0,1μM 

T4 gene 32 protein** 10 μg/µL 0,2 μl 0,08 μg/µL 

TaKaRa Ex Tag TM HS (2)* 2,5 U/ µL 0,5 μl 0,05 U/ µL 

Prime Script (3)* 2,5 U/ µL 0,5 μl 0,05 U/ µL 

Eau RNAse free (4)*  5,175 μl  

ARN  5 μl  

*One-step SYBR PrimeScript RT-PCR Kit – Lonza – Ref FRRR066A 
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** T4 gene 32 protein (500 µL) – Biolabs -  Ref MO300L 

 Témoins 

Pour chaque série de PCR, inclure les témoins suivants :  

- un témoin d’extraction 

- un témoin négatif 

- les quatre points de la gamme (5.10
4
, 5.10

3
, 5.10

2
 et 5.10

1
)  

 

 Amplification  

L’amplification est réalisée sur le Corbett Rotor-gene 6000 cycler
 

. 

Programme d’amplification :  

 

  Température Temps Etape 

Hold 42°C 5 min 
Reverse Trancription 

Hold2 94°C 10 s 

Cycle X 45 

94°C 20 s Dénaturation 

59°C 20 s Hybridation 

72°C 20 s Elongation 

 

Choisir le protocole “qRT U100 one-step SYBR + sonde JOE” 

 

 Validation 

Analyse des résultats 

La valeur du treshold cycle (Ct) est fixée à 0.005. 

 

Validation 
Canal JOE (Yellow) : amplification de l’ARNm U100 d’HHV6 
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Annexe 2C : Culture MS-5 et pDCs 

Milieux : 

α-MEM : D.Dutscher ,  marque Pan Biotech réf P04-21050 

RPMI 1640 : D.Dutscher ,  marque D.Dutscher, réf   L0501-500 

TRYPSINE/EDTA  0.05%/0.02% : D.Dutscher ,  marque Pan Biotech, réf   P10-023100 

SVF  (lot S08796S181H) : D.Dutscher ,  marque D.Dutscher, réf   500105I  

PENICILLINE-STREPTOMICINE 10 000 U/10 mg/ml:  D.Dutscher ,  marque Pan Biotech, réf   P06-

07100 

L-GLUTAMINE 100x, 200mM : D.Dutscher ,  marque D.Dutscher, réf   X0550-100 

SODIUM PYRUVATE 100mM : D.Dutscher ,  marque Pan Biotech, réf   P04-43100 

PBS (Phosphate Buffered Saline) : Sigma, réf P3813-10PAK 

 

Cellules : 

 

MS-5 : DSMZ réf ACC 441 

pDCs Gen 2.2: EFS Nantes 

 

Décongélation des MS-5 : 

-Préparer le milieu de culture :  

α-MEM+ SVF 10%+ L-Glu 2mM (ou 1%) + PS 1% + sodium pyruvate 2mM 

-Décongeler l’ampoule (entre 1 et 2 millions de cellules) le plus rapidement possible, lorsqu’elle est 

pratiquement décongelée prélever le milieu et le déposer dans 9 ml du  α-MEM complet.  Rincer 

l’ampoule. 

-Homogénéiser le milieu et le mettre dans une flasque 75 cm². Garder 200 µl pour le comptage des 

cellules. 

- Compléter pour avoir un volume final de 25 ml et incuber à 37°C sous CO2 5%.  

 

Trypsination des MS-5 (tous les 3 ou 4 jours): 

Lorsque les cellules sont à 90-100% de confluence, en générale après 3 jours : 

-Enlever le milieu et rincer le tapis cellulaire avec 7 ml de PBS stérile (3ml pour les flasques 25 cm²) 

-Jeter le PBS et déposer 5 ml de Trypsine/EDTA (2ml pour les flasques 25 cm²) 

-Incuber à 37°C et attendre 10min. 

-Lorsque le tapis cellulaire se décolle, ajouter 8 ml de α-MEM complet (même volume  pour les 

flasques 25 cm²), bien homogénéiser  et transférer le milieu dans un tube 15 ml. 

- Garder un peu de milieu pour le comptage et centrifuger le reste 5 min à 1250 rpm. Lorsque les 

cellules sont confluentes il y a entre 0.5 et 0.6 millions de cellules/ml 

- Jeter le surnageant du tube 15 ml et casser le culot avec le volume nécessaire de α-MEM complet. 

-Remettre en culture les cellules :  

  Flasque 25 cm² : 150 000 cellules pour 4 jours ou 200 000 cellules pour 3 jours + 5 ml de milieu 

  Flasque 75 cm² : 500 000 cellules pour 4 jours ou 700 000 cellules pour 3 jours + 25 ml de milieu 

 

Ampoule de congélation : 1.5 millions de cellules dans du α-MEM+ SVF 20%+ L-Glu 1% + PS 1% + 

sodium pyruvate 2mM + DMSO 10% 
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Décongélation des pDCs : 

-Préparer le milieu de culture :  

RPMI+ SVF 10%+ L-Glu  1% + PS 1%  

-3 ou 4 jours avant, préparer 2 flasques 25 cm² de MS-5 pour qu’elles soient confluentes le jour de la 

décongélation. Irradier la flasque à 35 Gy (Grays). 

-Décongeler l’ampoule (1,5 millions de cellules) le plus rapidement possible, lorsqu’elle est 

pratiquement décongelée prélever le milieu et le déposer dans 9 ml de RPMI + svf 50% 

-Homogénéiser le milieu, rincer l’ampoule 1 à 2 fois. Garder 200 µl pour le comptage des cellules et 

centrifuger le reste 5 min à 1250 rpm. 

- Changer le milieu des MS-5, remettre 5 ml de RPMI complet, et changer aussi le bouchon (pour 

éviter les contaminations après l’irradiation) 

-Jeter le surnageant et casser le culot cellulaire avec 2 ml de RPMI complet. 

- Déposer 1 ml par flasque de MS-5 et incuber à 37°C sous CO2 5%. 

 

Repassage des pDCs (tous les 3 ou 4 jours): 

Prélever uniquement le surnageant, tapoter légèrement la flasque pour décoller au maximum les pDCs. 

(Si en aspirant les MS-5 se décollent, filtrer la suspension avec un tamis cellulaire 40µm, BD Falcon 

réf 352340) 

- Bien homogénéiser et transférer le milieu dans un tube 15 ml. 

- Garder un peu de milieu pour le comptage et centrifuger le reste 5 min à 1250 rpm. Normalement le 

nombre de cellules double en 3 jours.  

- Jeter le surnageant du tube 15 ml et casser le culot avec le volume nécessaire de RPMI complet. 

-Remettre en culture les cellules sur des flasques irradiées de MS-5:  

  1 million cellules pour 4 jours ou 1,5 millions cellules pour 3 jours + 5 ml de milieu.  

 

Infection des pDCs : 

Le jour de l’infection, déposer  1 million (ou 1,5) de pDCs par  flasque  irradiée de MS-5. 

-Préparer la solution de HHV6 :  

  La solution mère est a 5.10
11

 copies/ml  donc pour avoir une infection à 10
3
 EqGen /cellule pour 1.5 

millions de pDCs , prélever 3µl de la solution mère, les déposer dans 1 ml de RPMI complet , bien 

homogénéiser et les mettre dans la flasque.  Agiter doucement et incuber à 37°C sous CO2 5%. 

Préparer la solution de CMV :  

La solution mère est a 4.9.10
9
 copies/ml  donc pour avoir une infection à 10

3
 EqGen /cellule pour 1.5 

millions de pDCs , prélever 306µl de la solution mère, les déposer dans 1 ml de RPMI complet , bien 

homogénéiser et les mettre dans la flasque.  Agiter doucement et incuber à 37°C sous CO2 5%. 

 

 

Récupération des pDCs : 

Prélever uniquement le surnageant, tapoter légèrement la flasque pour décoller au maximum les pDCs. 

- Bien homogénéiser et transférer le milieu dans un tube 15 ml. 

- Garder un peu de milieu pour le comptage et centrifuger le reste 5 min à 1250 rpm.  

- Garder 1 ml de surnageant dans un tube Eppendorf et jeter le reste. 

- Casser le culot avec le volume nécessaire de RPMI complet pour pouvoir faire 2 tubes Eppendorf 

avec 1 million de cellules pour l’extraction d’ADN et d’ARN, une lame IF et remettre en culture 1 ou 

1.5 millions de cellules dans une nouvelle flasque irradiée de MS-5. 

-Centrifuger 5 min à 1250 rpm les tubes Eppendorf. Jeter le surnageant et le culot cellulaire pour 

l’extraction d’ADN peut être cassé avec 200µl de PBS stérile. Les 3 tubes Eppendorf sont conservés à 

-80°C. 
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Ampoule de congélation : 2 millions de cellules dans du RPMI+ SVF 20%+ L-Glu 1% + PS 1% + 

DMSO 10% 
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Annexe 2D : Immunofluorescence indirecte 

L’anticorps anti-HHV6 (de sous-type G1) utilisé est un anticorps anti-p41, le HHV-6 p41 early 

antigen (clone 9A5D12, Santa Cruz Biotechnology, Inc.CA, USA) de localisation nucléaire. 

L’anticorps secondaire utilisé est l’immunoglobuline (Ig) de chèvre anti-Ig de souris (Beckman-

Coulter, Immunotech, Fulerton, Etats-Unis) couplée au FITC. 

1. Préparation des lames pour immunofluorescence : 

 Lorsque environ 50% de la culture présente un effet cytopathique (ECP), les cellules sont 

centrifugées une première fois pendant 10 min à 1500 tours/min, afin d'éliminer le milieu de 

culture, puis lavées deux fois dans du PBS* avec entre deux lavages une centrifugation à 300g. 

 Les cellules sont ensuite reprises dans la quantité de PBS nécessaire pour obtenir une 

concentration d'environ 4.10
6
 cellules/ml puis déposées sur des lames pour 

immunofluorescence. 

 Déposer dans chaque puits 10 μl de suspension cellulaire, soit environ 40 000 cellules en 

homogénéisant la suspension entre chaque dépôt.  

 Laisser sécher les lames sous hotte à flux laminaire toute la nuit puis fixer les lames pendant 

10 minutes dans l'acétone à +2/+8°C. 

 Les lames sont ensuite conservées à -20 ou -80°C. 

2. Réaction d'immunofluorescence indirecte : 

 Décongeler les lames préalablement préparées à partir des cellules infectées. 

 Déposer environ 30 μl par puits d'anticorps monoclonal dilué au 1/100 dans du PBS* 

 Incuber de 45 à 60 minutes en chambre humide à +37°C. 

 Rincer les lames avec du PBS* en prenant soin de ne pas diriger le jet directement sur les puits 

et faire deux lavages en PBS pendant 5 minutes. 

 Sécher rapidement le pourtour des puits avec du papier absorbant sans laisser sécher l'intérieur 

des puits. 

 Déposer 30 μl par puits du conjugué préalablement préparé à l'aide de l'anticorps secondaire 

anti-immunoglobuline de souris (IgG+IgM) marqué à la fluorescéine, dilué au 1/100 dans du 

PBS* additionné de Bleu Evans (1%) dilué au 1/100 soit 1/10 000 final. 

 Incuber les lames pendant 30 min à +37°C, en chambre humide, à l'obscurité. 

 Rincer les lames avec du PBS* en prenant soin de ne pas diriger le jet directement sur les puits 

et faire deux lavages en PBS pendant 5 minutes. 

 Monter chaque lame avec du milieu de montage* et une lamelle. 

 Lire au microscope à fluorescence. 

 Le marquage positif en immunofluorescence est nucléaire. 
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Annexe 2E : Culture cellules MT4 

1. Cellule 

La lignée MT4 est une lignée de cellules T humaines transformées par le virus HTLV1. Ces 

cellules sont particulièrement sensibles au virus HHV-B avec apparition entre 10 à 15  jours d’un 

ECP. 

Elles sont permissives pour le HHV-6 de type B et aboutissent à la formation de nouveaux virions 

après un cycle viral complet. Elles sont utilisées pour la culture in vitro du HHV-6 B. 

2. Culture cellulaire 

Les cellules MT4 sont préparés sous forme d’une suspension à 10
6
 cellules/ml en milieu de 

croissance constitué de milieu nutritif  RPMI-1640 (Sigma Aldrich) supplémenté 10% sérum de veau 

fœtal (SVF) décomplémenté par chauffage pendant 30 minutes à 56 °C, 1% de la L-glutamine  et 1% 

d’un mélange d’antibiotiques (pénicilline + streptomycine). La suspension cellulaire est répartie dans 

des flasques de 25 cm
2  

(10ml de milieu par flasque). Les flasques sont incubées à 37 °C sous 5% de 

CO2.  

Le milieu est changé tous les 4 jours et la concentration cellulaire est ajustée à 10
6
 cellules/ml 

3. Congélation des cellules MT4 

 La congélation se faire rapidement et à +4°C, dans les boites de congélation Mr Freeze. Les 

cellules sont congelées à raison de 20M par cryotube. 

 Déposer le tube sur de la glace et reprendre le culot cellulaire par du SVF à raison de 500µl 

pour 20M de cellules (=1 ampoule). 

 Répartir la suspension cellulaire dans les cryotubes (500 µl par cryotube). 

 Ajouter goutte à goutte 500 µl par ampoule de RMPI/DMSO 20% en tournant le cryotube. 

Homogénéiser la suspension. 

 Placer les ampoules dans la boîte Mr Freeze et la mettre au congélateur –80°C. 

 Descendre les cellules dans les containers à azote dans un délai de 1 semaine si possible. 

4. Décongélation des cellules MT4 

 Mettre rapidement le tube congelé dans un bain-Marie à 37°C 

 Agiter doucement 

 Décontaminer le tube avec de la gaze imbibée d'alcool 

 Immédiatement après la décongélation, transférer la suspension cellulaire dans un tube à 

centrifuger conique, contenant 30 ml de RPMI+10% SVF 

 Centrifuger 10 mn à 1500 tours/mn +4°C 

 Elimination du surnageant  

 Reprendre le culot cellulaire avec 30 ml de RPMI+10% SVF 
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 Homogénéisation de la suspension et numération des MT4 

 Centrifuger 10 mn à 1500 tours/mn +4°C 

 Mise en suspension dans une flasque ventilée de 25 cm2 à 37 °C sous CO2 à raison de 10
6
 

cellules MT4/ml dans le milieu d’entretien des MT4 (RPMI avec 15%de SVF, 1% 

d’antibiotique) 

 Le milieu est changé tous les 4 jours et la concentration cellulaire est ajustée à 106 cellules / 

ml à chaque fois de changement. 
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Annexe 2F : Culture HHV-6 (souche HST) 

1. Souche virale 

La souche japonaise de référence HST représente des souches de type B 

2. Infection virale 

 Centrifuger une suspension des cellules MT4 d’environ 10
7
 cellules.   

 Ce culot cellulaire est remis en suspension dans un volume de stock viral (le volume de stock 

viral dépedant du titre infectieux souhaité). 

 Au bout de 1 à heures de contact à 37°C, ajouter du milieu de culture à raison de 10
6
 

cellules/ml. 

 Le suivi de la réplication virale  est suivie par observation au microscope inverse pendant deux 

ou trois semaines jusqu’à  l’apparition d’un effet cytopathique (ECP) caractéristique (une 

ballonnisation et une réfringence des cellules. Les cellules ballonnées contiennent souvent un 

ou deux noyaux. Après la présence de l’ECP, la dégénérescence lytique des cellules a lieu). 

Une observation régulière permettra de suivre son apparition. 

 Le résultat de l’ECP est confirmé  par immunofluorescence indirecte (IFI)  

3. Préparation des stocks viraux 

 Quand l’IFI indique un pourcentage de cellules infectées d’au moins 50-70% l’ensemble de la 

suspension cellulaire est congelée à -80°C. 

 Suspensions soumises à trois phases de congélation (15 min) à –70° C/décongélation rapide. 

 Après décongélation et centrifugation à 2500 g pendant 15 minutes à 4° C pour éliminer les 

débris cellulaires. Le surnageant de centrifugation est aliquoté . 

 Conservation du surnageant en aliquote de 1.5ml à 5 ml à –70° C. 

4. Titrage du stock viral obtenu 

 Inoculation de 100 µl de chaque dilution de raison 10 dans 6 puits d’une plaque de titration de 

24 puits contenant chacun 1ml d’une suspension à 1. 106 cellules MT4/ml 

 Incubation à 37° C sous 5% de CO2 pendant 14 jours 

 Lecture de l’ECP associée à un contrôle de la positivité des cellules sur lame IF par marquage 

avec l’anticorps anti-p41, le HHV-6 p41 early antigen (clone 9A5D12). 

 A partir de ces données, le titre du virus en cfu/ml est calculé selon la formule de Kärber 
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Interactions entre l’Herpesvirus Humain de type 6 (HHV-6) et les cellules 

effectrices de l’immunité 

Interactions between the Human Herpesvirus 6 (HHV-6) and the effector cells of the immune 

system 

Résumé 

Les infections virales représentent une complication majeure 

des allogreffes de cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

et sont associées à des mortalité/morbidité élevées. Nous 

avons conduit une étude prospective visant à évaluer l’impact 

de l’utilisation d’un greffon de sang placentaire (SP) sur la 

survenue de réactivation à HHV-6 et de quatre autres virus 

opportunistes ainsi que sur les cinétiques de reconstitution 

immune (RI), pendant les 6 premiers post-greffe, en 

comparant des patients recevant soit une greffe de SP soit 

une greffe de CSH périphériques (CSP) d’un donneur non 

apparenté. L’étude a confirmé une association significative 

entre HHV-6 et greffe de SP et entre EBV et greffe de CSP. 

L’analyse de la RI montre des différences significatives entre 

les deux groupes, en particulier pour les lymphocytes B et les 

monocytes qui reconstituent plus rapidement et avec des taux 

plus élevés après greffe de SP. Une deuxième étude 

comparant les mêmes paramètres à distance de l’allogreffe a 

montré que les infections à HHV-6 durent longtemps après 

greffes de SP et que la RI diffère en fonction de la source de 

greffon. L’ensemble de ces données ne permet pas, pour le 

moment, d’expliquer le lien particulier entre HHV-6 et SP. 

Enfin, afin de caractériser l’impact d’une infection à HHV-6 

sur des cellules jouant un rôle majeur dans la réponse 

antivirale, nous avons conduit des essais d’infection in vitro 

de cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs). Ces 

données montrent l’absence de permissivité des pDCs à 

l’infection par HHV-6. L’HHV-6 induit la sécrétion d’interféron 

de type I par les pDCs sans influencer l’expression des 

molécules HLA de classe I et II ou de co-stimulation. 

Mots clés 

Herpesvirus humain de type 6 – Allogreffe de cellules 

souches périphériques – Allogreffe de sang placentaire – 

Reconstitution immune- Cellules dendritiques plasmacytoïdes 

 

Abstract 

Viral infections are well-known complications after allogeneic 

stem cell transplantation (allo-SCT) and are responsible for 

morbidity and mortality in patients. To better define the 

impact of UCB as stem cell source we conducted a 

prospective study comparing the frequencies of HHV6 and 

four other opportunistic viruses during the first six months 

post-graft as well as the kinetic of immune reconstitution in 

adults receiving either UCB allo-SCT or unrelated PBSC allo-

SCT. We prospectively confirm a specific relationship 

between HHV6 and UCB allo-SCT and between EBV and 

PBSC allo-SCT. The data of the immune reconstitution 

showed significant differences between the both groups and 

particularly for the B lymphocytes and monocytes subsets 

which reconstituted faster and with higher count in the UCB 

group that however. A second study comparing the same 

parameters in long-term UCB survivors, shows long-lasting 

HHV-6 reactivation and highlight differences in the kinetic of 

immune reconstitution, according to the type of graft. 

However, our results don’t explain the link between HHV-6 

and UCB, which so far remains to be elucidated. Finally, to 

evaluate the impact of HHV-6 infection on cells 

professionally involved in antiviral defense of the organism, 

the plasmacytoid dendritic cells (pDCs), we performed in 

vitro experiments consisting on HHV-6 infection of human 

peripheral pDCs. The HHV-6 induce secretion of type I 

interferons by pDCs without influencing significantly the 

expression of the co-stimulation molecules or the class I and 

II HLA molecules. 

Key Words 

Human Herpesvirus 6 – Peripheral blood stem cells allograft 

– Umbilical cord blood allograft – Immune reconstitution – 

Plasmacytoid dentritic cells 
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