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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique

CMSP : Cellules mononucléées du sang périphérique
CPA : Cellules présentatrices d’antigeénes

CSH : Cellules souches hématopoiétiques

CSP : Cellules souches périphériques

CMV : Cytomégalovirus

EBMT: European Group for Blood and Marrow Transplantation
EBV : Virus d’Epstein-Barr

EDTA : Acide éthyléne diamine tétraacétique

EFS : Event-free survival, survie sans événement

EIQ : Ecart interquartile

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay, dosage d’immunoabsorption par enzyme liée
G-CSF: Granulocyte colony-stimulating factor

GVH : Graft-versus-host, réaction du greffon contre 1’hote
HHV6: Human Herpesvirus 6, herpésvirus humain 6

HLA : Human leukocyte antigen

IC 95% : Intervalle de confiance & 95%

ICT : Irradiation corporelle totale

J-1: Veille de la greffe

JX : X jours apres la greffe

MA : Myéloablatif

MO : Moelle osseuse

NMA : Non myéloablatif
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NRM : Non-relapse mortality, mortalité sans rechute
OS: Overall survival, survie globale

PAMP: Pathogen associated molecular patterns
PNN : Polynucléaires neutrophiles

RR : Risque relatif

SAL : Sérum anti-lymphocytaire, thymoglobuline

SP : Sang placentaire
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RESUME

Contexte : L’herpesvirus humain 6 (HHV6) infecte plus de 95% de la population et sa
réactivation peut étre symptomatique, particulierement chez les patients immunodéprimés.
Néanmoins, peu d’études se sont intéressées a I’impact clinique de sa réactivation aprés

allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH).

Méthodes : Une étude rétrospective a été realisée chez les patients traités par allogreffe de
CSH au CHRU de Lille entre 2004 et 2009. La détection du virus a été effectuée par PCR

quantitative hebdomadaire pendant la période d’aplasie, puis en fonction des signes cliniques.

Résultats : Sur les 235 patients analysés, 112 (48%) ont présenté une réactivation de "THHV6
dans les cent premiers jours aprés la greffe (groupe A) et 123 n’ont pas eu de PCR HHV6
positive pendant cette période (groupe B). La réactivation de ’'HHV6 a été moins fréquente
chez les patients recevant un conditionnement non myéloablatif (p=0,028). Dans le groupe A,
seulement 6 patients (5%) sont restés asymptomatiques pendant la réactivation, alors qu’il a
été observé de la fievre (n=60), une éruption cutanée (n=57), une diarrhée (n=51), des
complications pulmonaires (n=19) et/ou des troubles neurologiques (n=12) chez les autres.
Les patients du groupe A ont eu un retard dans la prise de greffe des plaquettes (p<0,001) et
ont développé une réaction aigué du greffon contre 1’hote (GVH) de grade Il a IV plus
souvent que ceux du groupe B (respectivement 47% et 30% des patients, p=0,009). En
analyse multivariée, les principaux facteurs associés a la GVH aigué de grade Il a 1V sont la
réactivation précoce de ’'HHV6 [RR=1,59; IC 95% : 1,04 — 2,43] (p=0,03) et un donneur
non-apparenté [RR=2,5; IC 95%: 1,59 — 3,91] (p<0,001). Par ailleurs, la survie globale a 6

mois des patients du groupe A est inférieure a celle des patients du groupe B [RR=2,1; IC
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95%: 1,05 — 4,03] (p=0,04). Sur les 38 patients evaluables traités par un traitement antiviral,
34 ont eu une diminution significative de leur charge virale et une régression compléte de la
symptomatologie. De plus, la durée de réactivation a été plus courte chez les patients recevant

un traitement antiviral que chez les autres (respectivement 50 jours contre 72 jours, p=0,04).

Conclusion : La réactivation de ’'HHV6 est associée a un retard dans la prise de greffe des
plaquettes, au développement de la GVH aigué, et a une augmentation de la mortalité précoce
aprés allogreffe de CSH. Une surveillance de la PCR HHV6 parait nécessaire dans les
premiers mois apres la greffe, particulierement en cas de tableau clinique atypique pour une

GVH aigué.
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INTRODUCTION

1. Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

1.1 Généralités

L'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est une immunothérapie fondée sur
la reconnaissance des cellules tumorales par des cellules immunitaires allogéniques, c¢’est-a-
dire étrangéres au patient porteur de la maladie. Elle demeure le seul traitement curatif dun
certain nombre d’hémopathies malignes mais également de pathologies déficitaires de la
moelle osseuse ou du systeme immunitaire (aplasies médullaires, déficits immunitaires
congénitaux, hémoglobinopathies). Elle a pour but de remplacer une moelle osseuse malade
par une moelle osseuse saine et fonctionnelle et, dans le cas des hémopathies malignes,

d’¢éradiquer le clone responsable de la maladie (1).
Sa réalisation implique une triade constituée par :
- Unreceveur : le malade ;

- Un donneur : une personne volontaire, saine, et compatible avec le receveur au niveau
du systeme des antigenes majeurs d’histocompatibilit¢ HLA (de I’anglais, human

leukocyte antigen) ;
- Un greffon : la source des CSH, prélevée chez le donneur.

L’allogreffe de CSH débute par I’administration d’un conditionnement au patient, qui permet
d’induire I’immunosuppression nécessaire a la prise du greffon et a la prévention du rejet de
greffe. 1l détruit également les cellules hématopoiétiques de 1’hdte, contribuant ainsi a

¢liminer 1’éventuel clone malin. 11 induit ainsi une période d’aplasie pendant laquelle le
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patient est hospitalise dans un secteur protégé afin de limiter les risques infectieux (par
définition le taux de polynucléaires neutrophiles est alors inférieur & 500/mm?®) et de pallier
I’insuffisance médullaire en ayant recours, si necessaire, a des transfusions de concentrés
érythrocytaires ou plaquettaires. Sa durée varie principalement en fonction de I’intensité du
conditionnement et de la richesse du greffon en CSH, mais aussi de la survenue de possibles

complications infectieuses ou immunologiques (1).

Le greffon est injecté au patient par simple transfusion au terme du conditionnement. Il
contient des lymphocytes du donneur potentiellement capables de reconnaitre et détruire les
cellules clonales malignes du patient (effet du greffon contre la leucémie). Plus encore que
par ’action du conditionnement, c’est grace a ce mécanisme que ’allogreffe peut permettre
de guérir des hémopathies malignes réfractaires. Néanmoins, les lymphocytes du donneur
peuvent aussi induire des réactions immunologiques déléteres en raison des différences
d’histocompatibilité entre le donneur et le receveur (2). Leur activation peut conduire a une
réaction du greffon contre 1’hdte (en anglais, graft-versus-host disease, GVH) et provoquer
des lésions de certains organes cibles, parfois mortelles. Celle-ci peut se développer de

maniere aigué (en général, dans les cent premiers jours apres la greffe) ou chronique.

L’allogreffe de CSH s’accompagne encore aujourd’hui d’une lourde morbidité et d’une
mortalité liée a la toxicité de la procédure (3), que ce soit en raison du conditionnement, de la
GVH ou du déficit immunitaire induit. Ce dernier favorise la survenue d’infections
bactériennes, virales, fongiques ou parasitaires qui peuvent en elles-mémes créer des Iésions
tissulaires qui facilitent le développement de la GVH (2). La gravité de ces complications et
leur incidence dépendent d’une multitude de parametres liés a la fois au receveur (age, ¢tat
général, comorbidités, statut hématologique), au donneur (compatibilitt HLA avec le
receveur, sexe, antécédents infectieux), aux caractéristiques du greffon (source des CSH,
richesse cellulaire, manipulation), et aux modalités de la procédure (type de conditionnement,
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prophylaxie de la GVH, depistage et prise en charge des infections, soins de support...).

L’enjeu pour le médecin greffeur et son équipe est donc de réussir a limiter la toxicité du
traitement sans nuire a son efficacité. Depuis la premiére allogreffe de moelle osseuse chez
I’homme en 1957 par Thomas ED et al. (4), le développement de nouvelles techniques et
procédures de greffe a permis d’augmenter constamment la survie des patients et d’étendre
I’indication de I’allogreffe. C’est par une meilleure compréhension des mécanismes qui
entrent en jeu que des progres ont pu étre réalisés que ce soit en termes de morbidité ou de

mortalité.

1.2. Principales indications

Les hémopathies malignes représentent la principale indication de l'allogreffe de CSH.
D’aprés le rapport d’activitt de I’EBMT (European Group for Blood and Marrow
Transplantation) (5), 13 345 greffes allogéniques ont été réalisées en Europe en 2010 dont 8
685 (71%) pour des leucémies (5953 pour des leucémies aigués), 1 977 (16%) pour des
syndromes lymphoprolifératifs, et 81 (<1%) pour des tumeurs solides. Parmi les causes non
malignes, les hémopathies représentent 988 (9%) des allogreffes (aplasie médullaire : 6%,
hémoglobinopathies 3%), les déficits immunitaires 331 (3%), les désordres métaboliques 110

(1%) et les maladies auto-immunes 20 (<1%) (Figure 1).
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Figure 1. Répartition par pathologie des allogreffes de cellules souches hématopoiétiques
effectuées en Europe en 2010 selon le registre de PEBMT (5).
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Abréviations et légende : Les leucémies sont représentées en vert (AML : leucémie aigué myéloide ; ALL:
leucémie aigué lymphoide; CML: leucémie myéloide chronique; MDS/MPS: syndromes
myélodysplasiques/myéloprolifératifs; CLL: leucémie  lymphoide  chronique), les  syndromes
lymphoprolifératifs en bleu (PCD : dyscrasies plasmocytaires ; HD : maladie de Hodgkin ; NHL : lymphome
non hodgkinien), les tumeurs solides en orange, les pathologies non malignes en rouge (BMF : aplasies
médullaires ; Hemo/thal : hémoglobinopathies ; PID : déficits immunitaires ; IDM : désordres métaboliques ;
AID : maladies auto-immunes) et les autres causes en jaune.

Cependant, l'indication de I’allogreffe de CSH reste difficile a établir en raison des risques
liés a la procédure. 1l faut pour chague patient évaluer et mettre en balance les risques
encourus avec la greffe (mortalité sans rechute, NRM — non-relapse mortality — morbidité, et
qualité de vie) et ceux liés a I'évolution naturelle de la maladie (rechute, qualité de vie
espérée). Cela nécessite d'analyser les différents parametres pronostiques et d’identifier les
facteurs de risques péjoratifs en fonction des caractéristiques de la triade receveur — donneur -
greffon. Certains sont classiques comme I'age, le statut de la maladie avant la greffe, ou
I'existence de comorbidités (6); d'autres émergent comme l'analyse du caryotype ou de la

maladie résiduelle en biologie moléculaire. Enfin, du fait des progrés constants en
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hématologie et de I’apparition de nouvelles molécules dans la prise en charge des
hémopathies, une des réflexions porte aussi sur 1’identification des sous-populations que 1’on
pourrait exclure a priori du champ de réalisation de la greffe allogénique (« patients de bon

pronostic ») (7).

1.3. Choix du donneur

Un donneur de CSH est considéré compatible avec le receveur s’ils sont HLA identiques pour
les loci A, B, C, DRB1 et DQBL. Lorsqu’une allogreffe est envisagée, un typage HLA est
donc realisé chez le patient par méthode sérologique ou en biologie moléculaire pour les
antigenes HLA de classe | (A, B et C) et en biologie moléculaire pour les antigénes de classe
Il (DR, DP et DQ) (8,9). En premiére intention, on recherche un donneur familial géno-
identique dans la fratrie, sachant que la probabilit¢é qu’il soit compatible est de “. En
I’absence de donneur familial, une interrogation des registres est effectuée afin de trouver un
donneur non-apparenté ayant une phéno-identité HLA de 10/10°™, voire de 9/10°™ en cas
d’hémopathies de pronostic trés sévére (10,11). Classiquement, les greffes réalisées a partir
d’un donneur non-apparenté présentent un risque supérieur de GVH et de rejet de greffe (2).
Les résultats en termes d’efficacité et de complications des greffes a partir de donneurs non-
apparentés 10/10°™ parfaitement appariés sont toutefois similaires & ceux observés a partir de
donneurs familiaux pour les hémopathies malignes a risque standard (12). De plus, le nombre
de donneurs accessibles grace aux fichiers internationaux augmentant (16 millions de

donneurs inscrits en 2012), la proportion d’allogreffes non-apparentées a progressé chaque

année jusqu’a dépasser celles des allogreffes familiales (5).
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D’autres paramétres que le degré de compatibilité HLA peuvent par ailleurs influer sur le
déroulement de la greffe comme le sexe du donneur (le risque de GVH serait supérieur en cas
de donneur de sexe féminin pour un receveur de sexe masculin) (13) ou son statut pour le
cytomégalovirus (qui peut favoriser ou non la réactivation de ce virus en post-greffe) (14).
Ces critéres de choix restent cependant secondaires et n’interviennent que dans les rares cas
ou il existe plusieurs donneurs compatibles (le probléme reste bien trop souvent qu’il n’y a
aucun donneur).

Enfin, rappelons que pour devenir donneur de CSH il faut en premier lieu étre volontaire,
mais aussi étre en bonne santé et ne présenter aucune contre-indication au prélevement. Des

procédures strictes et obligatoires existent afin que le donneur reste sain.

1.4. Sources de cellules souches hematopoiétiques

Un greffon de CSH peut provenir de trois sources : moelle osseuse, sang périphérique ou sang
placentaire. La moelle osseuse (MO) est ponctionnée au niveau des crétes iliaques
postérieures sous anesthésie générale et les cellules souches périphériques (CSP) sont
prélevées par cytaphérése apres stimulation du donneur par un facteur de croissance
hématopoiétique, le G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor). Le choix entre les deux
types de prélévement est laissé au donneur, en I’absence de contre-indication a 1’une au

’autre de ces deux méthodes.

Plusieurs études prospectives randomisées ont comparé 1’utilisation de moelle osseuse a celle
des CSP dans les conditionnements myéloablatifs (15-18). Elles s’accordent toutes pour
conclure a une reconstitution hématopoiétique plus précoce avec les CSP (raccourcissant ainsi

la durée d’aplasie). Leurs impacts respectifs sur la GVH, la survie ou la rechute restent
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cependant moins bien définis en raison d’un nombre de patients inclus trop limité dans
chaque étude. Selon une méta-analyse (19), il semblerait que les CSP :
- n’aient pas d’impact significatif sur le risque de GVH aigué,
- augmentent le risque de survenue d’une GVH chronique,
- diminuent le risque de rechute chez les patients a haut risque, mais pas dans les
hémopathies a risque standard.
Compte tenu des conséquences de la GVH chronique sur la qualité de vie des patients, cette

étude inciterait a privilégier les greffons issus de MO chez les patients a risque standard.

Si aucun donneur n’est identifié, il est désormais possible de faire appel a une banque de sang
placentaire (SP) (10). Dans ce type de greffe, on admet une certaine incompatibilité HLA
étant donné le degré d’immaturité des cellules utilisées. La majorité des greffes sont réalisées
avec une incompatibilité 4/6°™ (seuls les loci HLA A, B et DRB1 sont pris en compte), avec
néanmoins de meilleurs résultats si ’appariement est de 5/6°™, ou, fait plus rare, 6/6°™ (20—
22). Le risque de rejet est plus élevé, la reconstitution immunitaire plus lente et les infections
sont plus fréquentes avec ce type de greffon, et dépendent du nombre de cellules nucléées
injectées, et plus spécifiquement des cellules CD34" (23-25). L’incidence de la GVH aigué
serait moins importante, et les données se rapportant a la survie restent discordantes
(23,26,27). Certains auteurs montrent toutefois des reésultats similaires en comparant les
greffes de cellules souches médullaires a partir d’un donneur non-apparenté avec les greffes
de SP chez des patients atteints de leucémie aigué (28).

Afin d’améliorer la prise de greffe et de limiter la mortalité précoce, des greffes avec deux

unités de SP de donneurs différents sont réalisées avec des résultats encourageants (29,30). Si

des études sont encore en cours afin de mieux déterminer les indications et les conséquences
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de I’utilisation d’une ou deux unités de sang placentaire, cette source de cellules souches est

de plus en plus utilisée et a permis d’étendre les indications de greffe (5).

1.5. Conditionnement de greffe

Le conditionnement joue un rdle important dans I’allogreffe de CSH puisqu’il permet
d’assurer I’immunosuppression nécessaire a la prise de greffe. Il peut également détruire, en
fonction de son intensité et des drogues utilisées, les éventuelles cellules malignes du
receveur. Initialement, les premiers conditionnements étaient myéloablatifs (MA), entrainant
une destruction supposée définitive du tissu hématopoiétique de [’hote. Ils utilisent
classiqguement une irradiation corporelle totale (ICT) de 12 grays (Gy) associée a 2 jours de
cyclophosphamide a forte dose (60 mg/kg/jour) (31,32). Compte tenu de sa toxicité a long
terme et du risque de cancers secondaires (33,34), 'ICT a été remplacée dans certaines
pathologies par du busulfan intraveineux, I’indication principale du conditionnement

cyclophosphamide — ICT 12 Gy étant désormais la leucémie aigué lymphoblastique (35,36).

Des conditionnements non myéloablatifs (NMA), a intensité réduite, ont été développés
depuis 15 ans a partir du double constat que, d’une part I’effet anti-tumoral de 1’allogreffe est
essentiellement lié a I’action immunologique du greffon (effet GVL), et que d’autre part la
vacuité de la moelle osseuse du receveur n’est pas indispensable a la prise de greffe (37,38).
L’objectif est de limiter la toxicité du conditionnement, dont 1’incidence augmente avec 1’age
et les comorbidités du receveur (6). Depuis la premiére publication d’un conditionnement
NMA par Slavin et al. en 1998 (39), de multiples schémas ont été mis en place (40,41). lls
associent, selon les indications, des immunosuppresseurs (fludarabine, sérum anti-

lymphocytaire...) a des chimiothérapies plus ou moins cytoréductrices (melphalan, busulfan,
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aracytine...) ou a des faibles doses d’ICT. A ce jour, aucun de ces conditionnements n’a
montré sa supériorité par rapport a 1’autre. Ils représentent environ 40% des allogreffes
réalisées en Europe en 2010 (5), et ont largement contribué a élargir les indications a des
pathologies touchant les patients au-dela de la limite d’age habituelle des conditionnements
MA (50-55 ans). Les études rétrospectives semblent toutefois montrer que si la toxicité est
moindre dans les greffes a conditionnement NMA, l'incidence de la rechute est probablement

supérieure (42-44).

Une troisiéme alternative, actuellement en cours d’évaluation, consiste a associer le busulfan
a la fludarabine pendant 4 jours, et semble avoir ’avantage de proposer un conditionnement

d’intensité MA avec une toxicité réduite, du moins a court terme (45,46).

1.6. Complications immunologiques

1.6.1 Rejet de greffe ou non prise de greffe

L’absence de prise de greffe est une complication rare (moins de 2%) apres allogreffe de CSH
(47). Elle peut étre due a un rejet ou a une inhibition de 1’hématopoiése, d’origine toxique ou
virale (48,49), par I’action des lymphocytes T du receveur. Un chimérisme mixte, c¢’est-a-dire
la coexistence de CSH issues du donneur et de 1’hote, peut également étre observé (50,51).
Elle est favorisée par la disparit¢ HLA (52), I'utilisation d’un greffon pauvre en CD34"
(comme dans les greffes de SP) (53), les conditionnements NMA (54), ou la déplétion en
cellules T du greffon (55,56).

Pour prévenir cette complication, différentes techniques sont utilisées telles que

I’administration de SAL dans le conditionnement dans le but de détruire les lymphocytes T
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résiduels de 1’héte.(57) En cas de rejet ou de perte du greffon, il peut étre décidé d’injecter

des lymphocytes du donneur ou de réaliser une seconde allogreffe (56).

1.6.2 Réaction du greffon contre I’hote (GVH)
La GVH résulte de I’interaction entre des antigénes du receveur et les lymphocytes T matures
du greffon. Elle constitue un des principaux obstacles a la réalisation d’une allogreffe de
CSH : elle en est la complication la plus fréquente et demeure la premiere cause de mortalité
en post-greffe en raison des conséquences directes de cette réaction, mais surtout a cause des
complications infectieuses qu’elle entraine. Ces derniéres sont favorisées par la GVH elle-
méme (58) et par I’action immunosuppressive des traitements nécessaires pour traiter la
GVH. Elle peut se présenter sous deux formes: la GVH aigué, qui apparait classiqguement
avant le 100°™ jour post-greffe (J100), et la GVH chronique, qui se développe au-dela de
J100. Apres une greffe de CSP et/ou un conditionnement NMA, la GVH aigué peut toutefois
survenir au-dela de J100 (2). Elle est, par ailleurs, étroitement liée a 1’effet GVL ; si la
présence d’'une GVH n’est pas pour autant souhaitable, son absence totale n’est donc pas un

objectif indispensable a atteindre.

1.6.2.1 GVH aigué
1.6.2.1.1 Manifestations cliniques et facteurs de risque
La GVH aigué touche principalement trois organes cibles : la peau, le foie et le tube digestif
(2). Elle peut aussi aggraver le déficit immunitaire par une action directe sur les organes
lymphoides secondaires (58,59), et induire des cytopénies par inhibition de 1’hématopoiéese

(60,61).
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L’atteinte cutanée se caractérise par une éruption érythémateuse morbilliforme, parfois
prurigineuse, prédominant sur le visage, les extrémités (paumes, plantes et régions rétro-
auriculaires), et les faces d’extension des membres. Dans sa forme la plus grave, peuvent
apparaitre des décollements cutanés (signe de Nikolsky) dont le pronostic est le plus souvent
sombre. L’atteinte hépatique, rarement isolée, se manifeste par des perturbations biologiques
avec au premier plan une cholestase, parfois associée a une cytolyse, mais en régle genérale
sans insuffisance hépatocellulaire. Enfin, 1’atteinte digestive se manifeste par une diarrhée
d’apparition subaigué, parfois dysentériforme, et accompagnée de douleurs abdominales dans
les stades avancés. Elle peut mettre en jeu le pronostic vital lorsqu’elle se complique de
dénutrition sévere, hémorragie digestive, syndrome occlusif ou surinfection.

En fonction du nombre et de la sévérité des 1ésions, on classe chaque atteinte d’organe en
stades en allant de 1 a 4, selon la classification de Glicksberg (62). Le score global tient
compte de I’atteinte de I’ensemble des organes et distingue la GVH aigué en quatre grades (de
I 4 IV). Les formes sévéres sont associées a un pronostic defavorable avec une survie a long

terme de I’ordre de 25% pour les grades III et de 5% pour les grades IV (63).

L’incidence de la GVH aigué est directement corrélée au degré de disparité HLA et va de 35-
45% dans les greffes familiales géno-identiques (64,65), a 60-80% en cas de donneur non-
apparenté avec incompatibilité HLA 9/10°™ pour un antigéne (8,66). Le méme degré de
disparité semble avoir moins d’influence dans les greffes de SP, avec une incidence de GVH
aigué allant de 35 a 65% (67). Les autres facteurs de risque sont : 1’age élevé du receveur
(68), une incompatibilité de sexe (homme receveur et femme donneuse) (13), ’intensité du

conditionnement (69), et les infections en post-greffe, en particulier a cytomegalovirus

(CMV) (14).
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1.6.2.1.2 Physiopathologie

La physiopathologie de la GVH aigué repose sur deux principes. Premiérement, la GVH
aigué est le reflet de mécanismes inflammatoires exacerbés mais normaux, induits par les
lymphocytes du donneur. Leur fonctionnement est adapté étant donné 1’environnement
étranger qu’ils rencontrent. Deuxiémement, les tissus du receveur, qui stimulent les
lymphocytes du donneur, sont généralement le siege de lésions causées préalablement par la
maladie sous-jacente, le conditionnement de la greffe, et les éventuels antécédents infectieux
(2). Il en résulte une production de molécules (ou signaux de « danger ») par ces tissus,
provoquant ainsi 1’activation et la prolifération des cellules immunitaires du donneur (70,71).
Le développement de la GVH aigué peut étre divisé en trois phases (représentées par la figure
2) (2):

- Phase |: activation des cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Les lésions
tissulaires induites par la maladie sous-jacente et le conditionnement de la greffe
entrainent la production de signaux de «danger » (cytokines pro-inflammatoires,
chimiokines, molécules d’adhésion) qui activent les CPA. Les lésions du tube digestif
causées par le conditionnement sont particulierement importantes car elles entrainent
la translocation systémique de produits microbiens comme les lipopolysaccharides.
Les CPA sont également activés par les infections de par leur capacité a reconnaitre
des «molécules-signature» des agents pathogeénes, appelées PAMP (pour pathogen
associated molecular patterns).

- Phase Il : activation des cellules T du donneur. En réponse a 1’activation des CPA de
I’hote, les cellules T du donneur proliférent et se différencient. Il en résulte des
réactions biochimiques intracellulaires en cascade qui induisent la transcription de
genes codant pour des cytokines et leurs récepteurs, dont principalement celles de

I’immunité a polarisation Thl (interféron gamma, interleukine-2, facteur de nécrose
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tumorale alpha). L’interféron gamma a des fonctions multiples et peut soit amplifier
soit diminuer la GVH aigué. 1l rend notamment les monocytes et les macrophages plus
sensibles aux différents stimuli. L’interleukine-2 est par ailleurs la cible principale des
différentes approches prophylactiques et curatives de la GVH aigué.

Phase 11l : phase des effecteurs cellulaires et inflammatoires. Une cascade complexe
(ou « orage cytokinique ») se met ensuite en place impliquant a la fois des médiateurs
cellulaires (lymphocytes T cytotoxiques, cellules Natural Killer) et des meédiateurs
inflammatoires solubles (interféron gamma, interleukine-1, facteur de nécrose
tumorale alpha, acide nitrique). Leurs actions synergiques aggravent les lésions
tissulaires locales, ce qui favorise d’autant plus I’inflammation, et, par voie de

consequence, amplifie d’avantage la destruction tissulaire.
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Figure 2. Physiopathologie de la GVH aigué (d’aprés Ferrara et
al.)(2)
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Abréviations et traduction : Conditionning : conditionnement ; Tissue Damage : Iésions tissulaires ; Host APC
Activation : activation des cellules présentatrices d’antigénes de 1’hote ; Donor T cell Activation : activation des
cellules T du donneur ; Cellular and inflammatory effectors : effecteurs cellulaires et inflammatoires ; Host
tissues : tissus de I’hote ; small intestine : intestin gréle ; TNFa : facteur de nécrose tumorale alpha; IL-1:
interleukine-1 ; LPS : lipopolysaccharides ; Treg : lymphocytes T régulateurs ; CD4/CD8 CTL : lymphocytes T
cytotoxiques CD4+/CD8+ ; IFNy : interféron gamma ; Target cell apoptosis : cellules cibles de 1’apoptose ;

M® : macrophages.

1.6.2.1.3 Prophylaxie et traitement curatif de la GVH aigué
Etant donné la gravité et la fréquence de la GVH aigué, une prophylaxie est systématiquement
administrée. Elle est initiée des la veille de la greffe (ou trois jours avant dans certains
protocoles) avec une décroissance a partir de J100 (en I’absence de signes de GVH). Elle peut

étre interrompue plus précocement en cas de rechute, de chimérisme défavorable ou de
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toxicité importante. Le traitement de référence dans les conditionnements MA repose sur la
ciclosporine A, en association avec des faibles doses de méthotrexate (72,73). Ce dernier est
parfois remplacé par du mycophénolate mophétil dans les greffes a conditionnement NMA.
D’autres immunosuppresseurs, comme le tacrolimus (FK 506) et le sirolimus ont montré des
résultats intéressants, et peuvent constituer des traitements préventifs alternatifs en cas
d’intolérance a la ciclosporine A (74,75). Enfin, le SAL, utilisé dans le conditionnement pour
prévenir le rejet de greffe, joue également un role de prévention de la GVH car il entraine une

déplétion in vivo du greffon en lymphocytes T (57,39).

Un traitement curatif systémique est indiqué en cas de GVH aigué de grade supérieur ou égal
a 1l (76). Le traitement de référence est alors la corticothérapie, a la posologie de 2 mg/kg/jour
(77,78). Il n’y a en revanche pas de consensus pour la deuxiéme ligne thérapeutique en cas de
corticorésistance. Les thérapeutiques utilisables sont alors : SAL, anticorps monoclonaux
anti-récepteur de D’interleukine-2, anticorps anti-facteur de nécrose tumorale, tacrolimus,
sirolimus, photochimiothérapie extracorporelle, mycophénolate mophétil, rituximab, ou

anticorps anti-CD52.

1.6.2.2 GVH chronique
La GVH chronique se développe en général a partir du troisieme mois apres la greffe, et peut
apparaitre sans étre précédée par une GVH aigué. Son tableau clinique est polymorphe car
elle peut toucher tous les organes et s’apparente, dans sa symptomatologie, aux maladies
auto-immunes (2). Sa classification distingue classiquement les formes limitées des formes

extensives (79).
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Ses principales atteintes sont :

- Cutanée : atteinte la plus fréquente qui peut se présenter sous la forme de troubles de
la pigmentation (type lichen plan) associés ou non a des papules ou un érythéme diffus
desquamatif. Elle peut évoluer vers une forme sclérodermiforme avec atteinte
tendineuse et articulaire.

- Muqueuse : elle se présente sous la forme de lésions lichénoides de la langue, des
gencives ou de la face interne des joues, associées a un syndrome sec buccal, oculaire
ou génital.

- Hépatique : elle se traduit par une cytolyse, le plus souvent modérée, associée a une
cholestase. Elle est présente dans la majorité des GVH chroniques.

- Pulmonaire : elle peut participer au développement d’une véritable bronchiolite
oblitérante, mais aussi prendre la forme d’un syndrome restrictif ou d’une
pneumopathie interstitielle. Son pronostic est le plus souvent réservé et nécessite une
détection précoce (80).

- Des autres organes : elles varient en fréquence et sévérité. L’atteinte digestive est

notamment plus rare que dans la GVH aigué.

Sa physiopathologie est moins connue que celle de la GVH aigué. Elle serait la conséquence
de réactions d’auto-réactivité (en plus de I’allo-réactivité) consécutives a une prolifération
homéostatique des lymphocytes T matures du donneur (81) et a une thymopoiese aberrante. Il
y aurait alors un défaut de sélection négative des lymphocytes T auto-réactifs et une

diminution de la production de lymphocytes T régulateurs (82).
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La GVH chronique est plus fréquente et plus sévere apres greffe de CSP qu’apres greffe de
MO, pour le méme type de conditionnement. Dans une méta-analyse, son incidence est de
51% avec de la MO et de 67% avec des CSP, et respectivement de 31% et 47% pour les
formes extensives aprés greffe familiale géno-identique et conditionnement MA (19).
L’impact des formes résistantes sur la qualité de vie des patients peut étre majeur et nécessiter

des longues périodes d’hospitalisation (83).

Le traitement de référence de la GVH chronique repose sur la corticothérapie en association a
la poursuite de la ciclosporine A (84). Il n’existe, en revanche, pas de consensus pour sa prise
en charge en cas d’échec de ce traitement. Récemment, I’inhibiteur de tyrosine kinase
imatinib a montré des résultats encourageants dans les atteintes sclérodermiformes (85). Les
autres alternatives thérapeutiques sont: photochimiothérapie extracorporelle (86),
azathioprine, sirolimus, rituximab, ou thalidomide. Néanmoins, ces traitements conduisent a
une immunodépression prolongée, qui favorise les complications infectieuses et par

conséquent le déces de 10 a 15% des patients atteints de GVH chronique (19,83).

1.6.3 Déficit immunitaire
Durant la phase précoce de la greffe, c’est-a-dire pendant la période d’aplasie induite par le
conditionnement, il existe un déficit immunitaire non spécifique, principalement lié a
I’absence de polynucléaires neutrophiles, et qui expose les patients aux infections
bactériennes et fongiques. Secondairement, il persiste un déficit de 1’immunité spécifique
favorisé par la destruction du systeme immunitaire du receveur par le conditionnement et par

I’administration du traitement préventif (et éventuellement curatif) de la GVH.
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La reconstitution immunitaire lymphocytaire est lente en post-greffe. Durant plusieurs mois,
les cellules immunitaires du donneur présentent un défaut a la fois quantitatif et qualitatif ne
permettant pas de conférer au receveur un systeme immunitaire efficace face aux infections
(87). L apparition d’une population naive de lymphocytes, qui témoigne d’une différenciation
a partir des CSH du donneur, ne se produit qu’au dela d’un an aprés ’allogreffe (88). La
rapidité de la reconstitution immunitaire dépend principalement de la richesse cellulaire du
greffon : elle est plus précoce avec les CSP et plus tardive avec le SP (89). Le déficit
immunitaire est par ailleurs aggravé par la GVH (58) et en cas de disparité HLA entre le
donneur et le receveur. Les patients perdent ainsi leur immunité acquise, et doivent étre

revaccinés apres la greffe (90).

1.7. Complications infectieuses

Outre les complications précoces comme la maladie veino-occlusive (91), ou tardives comme
les cancers secondaires (33,34) et les déficits hormonaux (92), I’allogreffe de CSH se
complique fréquemment d’infections. Les progrés réalisés dans leur prise en charge
préventive et curative, avec notamment le développement de nouveaux traitements

antifongiques, ont largement contribué a la diminution de la mortalité induite par la greffe (3).

Pendant la période de neutropénie qui fait suite au conditionnement, les complications
infectieuses sont essentiellement bactériennes et fongiques, mais peuvent également
concerner certains virus. L’altération de la barriére digestive secondaire aux traitements, la
mucite induite par le conditionnement et 1’utilisation de voies veineuses centrales sont autant
de portes d’entrées infectieuses (93,94). La symptomatologie est souvent initialement pauvre,

la fievre étant alors le seul signe en faveur d’une infection. Tout épisode fébrile doit
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nécessairement entrainer la mise en route d’une antibiothérapie a large spectre. La
documentation microbiologique varie selon les études de 20 a 65% et les traitements restent le

plus souvent probabilistes (95,96).

Le risque d’une infection fongique est proportionnel a la durée d’aplasie, les principales
especes en cause étant le Candida et 1’Aspergillus. Une prophylaxie primaire antifongique est
systématiquement administrée au patient pendant toute la durée de I’aplasie, et en cas de
fievre prolongée sous antibiothérapie, un traitement empirique est initié (97). Les infections
fongiques peuvent par ailleurs survenir aprés la période de neutropénie, principalement

lorsque le patient est traité par corticothérapie pour une GVH.

Le conditionnement de greffe entraine un hyposplénisme qui rend les patients plus sensibles
aux germes encapsulés, comme le pneumocoque ou 1I’Haemophilus influenzae (98). Une
prévention est assurée par la prise quotidienne de phénoxymeéthylpénicilline en cas d’ICT ou
de greffe de SP et par la vaccination en post-greffe (90). Le risque d’infection a Pneumocystis
jiroveci et les réactivations de Toxoplasma gondii (en cas de receveur séropositif avant la

greffe) doivent également étre prévenus en post-greffe apres la sortie d’aplasie.

Le déficit immunitaire des patients allogreffés favorise également la réactivation des virus du
groupe herpés (99). Le receveur recoit une prophylaxie par aciclovir dés le début du
conditionnement, essentiellement pour prévenir des infections par 1’herpésvirus simplex
(HSV), et le virus de la varicelle et du zona (VZV). Les infections a CMV surviennent chez
environ 60% des receveurs séropositifs avant la greffe et 30% des receveurs séronegatifs
ayant un donneur séropositif. La maladie a CMV peut se présenter sous la forme d’une

pneumopathie ou d’une colite potentiellement mortelle en I’absence de traitement adapté
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(100). Elle favoriserait, par ailleurs, le développement de la GVH aigué (101). Une détection
précoce de la réactivation (ou plus rarement de la primo-infection) de ce virus est
actuellement recommandée soit par polymerase chain reaction (PCR) soit par antigénémie.
Son traitement consiste en 1’administration, Si possible préemptive, de ganciclovir ou de
foscarnet pendant une période minimale de trois semaines (102).

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) peut favoriser I’émergence d’un syndrome lymphoprolifératif
lorsque sa réplication devient importante (103). L’EBV infecte les lymphocytes B et induit
une prolifération lymphocytaire, d'abord oligoclonale puis monoclonale. Cliniqguement, elle se
présente sous la forme d’une fiévre associée a I’apparition d’adénopathies et d’une éventuelle
éruption cutanée. Sa détection peut se faire précocement en surveillant la charge virale de
I’EBV par PCR. Le traitement consiste a diminuer le traitement immunosuppresseur et
administrer des anticorps monoclonaux anti-CD20 (rituximab). Dans les formes graves, une
chimiothérapie peut étre envisagée (104).

D’autres virus peuvent étre responsables de complications séveres en post-greffe ; certaines
sont bien connues comme celles induites par 1’adénovirus (105), le virus respiratoire syncytial
(106) ou les virus des heépatites (107,108), d’autres sont moins décrites comme celles

associées a I’herpésvirus humain 6.

37



2. Herpeésvirus humain 6

Décrit pour la premiére fois en 1986 (109), I’herpésvirus humain 6 (HHV6) est un membre de
la sous-famille des Betaherpesvirinae (comme le CMV). Il appartient au genre Roseolovirus
dans lequel I’herpésvirus humain 7 est également classé. Apres avoir infecté 1’hdte, il peut
persister a 1’état latent, de maniére analogue aux autres herpésvirus (110,111). Cette propriété
rend I’étude de sa pathogénicité parfois difficile, méme si cette derniere est désormais

formellement démontrée (112-117).

2.1. Structure du virus

L’HHV6 a un diamétre total d’environ 200 nanomeétres et s’apparente, de par sa structure, aux
autres membres de la famille des Herpesviridae (110). L’acide désoxyribonucléique (ADN)
génomique est contenu dans une capside icosaédrique (polyédre a 20 faces) d’environ 100
nanometres de diameétre (figure 3). Cette capside est entourée d’un tégument (substance
contenant des protéines impliquées dans la régulation du cycle viral), lui-méme entouré par

une enveloppe lipidique. A sa surface, on retrouve des glycoprotéines virales.

Figure 3. Structure de I’herpeésvirus humain 6 (d’aprés Agut H. et al.) (118).
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Le génome de ’HHV6 est constitué d’une molécule linéaire d’ADN longue d’environ 160-
162 Kb et s’organise en sept blocs de genes communs avec les autres herpésvirus, auquel
s’ajoute un bloc noté B, qui contient des genes intervenant dans la transactivation, plus
spécifiques des Betaherpesvirinae (119).

Il existe deux variants de ’HHV®6, les variants A et B, que I’on peut différencier par 9 cadres
ouverts de lecture distincts (120). Par ailleurs, dans ceux qu’ils ont en commun, les genes ont

quelques divergences, 1’identité de la séquence globale étant de I’ordre de 90 %.

2.2. Cycle d’infection, réplication et mécanisme de latence

L’HHV6 a un tropisme préférentiel pour les lymphocytes T CD4+, mais peut également se
répliquer dans un grand nombre cellules nucléées : lymphocytes T CD8+, monocytes,
macrophages, cellules Natural Killer, cellules dendritiques, oligodendrocytes, cellules
épithéliales, cellules endothéliales, ou CSH (110,121,122). L’efficacité de la réplication n’est
toutefois pas constante selon le type cellulaire et le tropisme du variant A semble plus large
que celui du variant B. Une telle variété dans ses cibles s’explique par le caractére ubiquitaire

de son principal récepteur cellulaire, la molécule CD46 (123).

Cette derniére est présente a la surface de I’ensemble des cellules nucléées et interagit avec
les glycoprotéines de 1’enveloppe du virus. La fixation de ’'HHV6 a son récepteur entraine la
fusion de I’enveloppe avec la membrane de la cellule, puis I’entrée de la nucléocapside virale
dans le cytoplasme. La nucléocapside est ensuite dégradée et le génome viral transporté
jusqu’au noyau avec les protéines du tégument. La transcription se déroule en trois étapes
séquentielles a partir des génes trés précoces, précoces et tardifs qui codent pour des protéines

permettant la modification du métabolisme cellulaire, la réplication de I’ADN viral et
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I’assemblage de nouveaux virions. La réplication de ’ADN se déroule dans le noyau, par
I’intermédiaire notamment d’une ADN polymérase spécifique codée par le géne U38 (119).
L’assemblage des capsides et la formation du tégument se fait également dans le noyau, puis
I’acquisition de I’enveloppe a lieu dans des vacuoles cytoplasmiques, dont la fusion avec la
membrane cytoplasmique permet enfin de libérer les virions a I’extérieur de la cellule

infectée. Ce cycle de production aboutit a la lyse de la cellule et a sa mort (110).

Par ailleurs, ’"THHV6 a également la capacité de persister dans la cellule infectée, dans un état
de latence qui n’entraine pas de dommage apparent. Les mécanismes sont moins connus mais
il semble que, de maniéere analogue aux autres Herpesviridae, le génome viral puisse prendre
une forme circulaire libre intranucléaire, tel un épisome. Le virus a ensuite la possibilité
d’entrer dans un processus de réactivation et de se répliquer a nouveau. Il n’est cependant pas

exclu que, méme a I’état latent, un faible taux de réplication se produise (110).

Enfin, ’HHV6 a la particularit¢ de pouvoir s’intégrer dans les chromosomes de 1’hote au
niveau des télomeéres. Ceci a été démontreé a la fois in vitro dans des cellules épithéliales et in
vivo dans des cellules mononucléées humaines (111,124). 1l semble que les cellules capables
de supporter la phase productive et 1’infection lytique puissent demeurer viables apres
I’intégration chromosomique du génome de ’HHV6. Lorsque ce phénomene se produit, une

transmission verticale de la mere & son enfant est alors possible.

2.3. Epidémiologie et mode de transmission

L’infection par ’HHV6 est ubiquitaire dans le monde, et sa prévalence sérologique est de

plus de 95% dés 1’age de 18 mois (125). La primo-infection a lieu en général avant 1’age de 4
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ans, et il semble que la majorité des adultes soit infectée a la fois par le variant A et B (ce qui
indique qu’une réinfection est possible) (126,127). L’intégration chromosomique concernerait

quant a elle environ 1% de la population (123-125).

L’HHV®6 étant trop fragile pour survivre en milieu extérieur, sa transmission se fait par voie
interhumaine directe, généeralement par la salive (128). Il peut par ailleurs étre transmis par les
produits sanguins, du moins d’un point de vue théorique, étant donné sa présence dans le
sang. Neanmoins, sa forte séroprévalence chez I’adulte rend la démonstration d’une telle
transmission difficile. Des cas de transmission au cours de greffes d’organe (moelle osseuse,
rein, foie) sont en revanche bien décrits, principalement par le variant B (129-132). L’HHV6
peut aussi étre transmis pendant la grossesse (133), la pathogénicité chez le feetus n’étant
cependant pas clairement établie. Enfin, la transmission pourrait avoir lieu au moment de

I’accouchement, mais ne semble pas étre possible lors de I’allaitement (134).

2.4. Techniques de détection

Le diagnostic indirect, ou sérologique, permet la détection des anticorps spécifiques de
PHHV6 dans le sérum du sujet infecté. Les méthodes actuelles utilisent soit
I’immunofluorescence indirecte sur cellules infectées, soit une technique immuno-
enzymatique de type ELISA (de I’anglais enzyme-linked immunosorbent assay, dosage
d’immunoabsorption par enzyme liée) réalisée sur des protéines purifiées extraites des
cellules infectées (125). Si I’apport du diagnostic sérologique est indéniable lors de la primo-
infection (dont témoigne la séroconversion) (135), il a en revanche de nombreuses limites
dans les autres contextes. L’importante séroprévalence de ’HHV6 rend son interprétation peu

contributive en cas de suspicion de réactivation, de réinfection par un nouveau virus, ou de
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responsabilité dans les symptomes d’une maladie. De plus, chez les patients
immunodéprimeés, la réponse humorale est souvent altérée, rendant alors la sérologie
faussement négative (90). Enfin, ces techniques ne permettent pas de distinguer le variant en
cause et manquent de spécificité puisque des réactions croisées sont observées avec le CMV

ou I’herpésvirus humain 7 (110).

D’importants progrés ont été réalisés dans les techniques de diagnostic direct. Les antigenes
viraux peuvent désormais étre détectés dans les cellules ou tissus infectés par
immunohistochimie ou immunofluorescence en utilisant des anticorps monoclonaux. Ils
permettent d’étayer 1’hypothése d’une infection active lorsqu’une atteinte d’organe est
suspectée. Ainsi, la présence d’un antigéne dans les cellules épithéliales serait plus en faveur
d’un rdle pathogene de 'HHV6 que s’il n’est retrouvé que dans les lymphocytes ou
macrophages (136,137). Néanmoins, cette technique peut manquer de sensibilité et le panel
d’anticorps monoclonaux disponible reste encore limité.

La détection de I’ADN génomique par PCR est aujourd’hui la technique directe la plus
sensible et accessible (110). Le développement de 1’amplification en temps réel a, de plus,
réduit les risques de contamination des prélévements et surtout permis la quantification de la
charge virale en routine (138,139). L’intérét est de pouvoir distinguer une infection latente
d’une infection active a partir des seuils de charge virale ou de leurs variations dans le temps
par corrélation avec les manifestations cliniques (117). La PCR peut aussi étre un outil pour
dépister précocement une réactivation ou surveiller 1’efficacit¢ d’un traitement. Elle permet
également de connaitre le variant de ’HHV6 mis en cause (140). Les données issues d’études
épidémiologiques ont montré que le variant A atteint plus fréquemment les cellules du

systéme nerveux central, alors que le variant B est plus souvent retrouve dans le sang.
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2.5. Manifestations cliniques

La primo-infection par ’HHV6 est généralement asymptomatique mais peut se traduire par
un exantheme subit, également appelé roséole infantile ou sixieme maladie. Elle survient
habituellement chez 1’enfant entre 6 mois et 3 ans et se présente sous la forme d’une fiévre
¢élevée et d’une éruption cutanée rubéoliforme au niveau du cou et du tronc, apparaissant au
moment de la défervescence thermique (135). L’évolution est spontanément favorable mais
peut se compliquer de troubles neurologiques, en particulier de crises convulsives (137).
D’autres formes de primo-infection sont possibles: fievre isolée, méningo-encéphalite,
atteinte hépatique, ou syndrome mononucléosique (110). De rares cas ont également été
rapportés chez 1’adulte immunocompétent, avec des tableaux cliniques similaires quoique
souvent plus séveres (141,142). Au cours des infections chroniques les maladies observées
sont moins clairement identifiées et il est plus difficile de mettre en évidence le réle

pathogene de ’HHV6.

Chez les patients immunodéprimés, il est maintenant bien établi que 'HHV6 peut étre
responsable d’infections opportunistes, parfois graves (131,132,143,144). Cependant, peu
d’études se sont intéressées a I’impact clinique de la réactivation de ’'HHV6 dans le cadre
plus spécifique de D’allogreffe de CSH. Par ailleurs, 'interprétation des données de la
littérature, souvent contradictoires, est rendue difficile par le nombre limité de patients dans
chaque étude. Pourtant, la réactivation de ’THHV6 semble survenir chez environ la moitié des
patients allogreffés, principalement durant le premier mois apres la greffe (144-147). Elle
peut entrainer des complications séveres, telles que des encéphalites (114,116,148,149) ou des
pneumopathies (112,113,136). Elle a également été associée a de la fiévre, des éruptions

cutanées (150,151) et une susceptibilité a une maladie a CMV concomitante (152).
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L’impact de la réactivation de THHV6 sur la GVH aigué est plus particuliérement discuté.
Certaines études rapportent une association significative (146,147,153-155), d’autres non
(130,152,156,157). Enfin, I’efficacité et les indications des traitements préemptifs ou curatifs
des manifestations de la réactivation de ’'HHV6 sont mal définies (158). Le ganciclovir et le
foscarnet sont actifs in vitro en inhibant ’ADN polymérase virale, et ils ont permis des
évolutions favorables in vivo, notamment dans des cas d’encéphalite, mais aucun protocole

thérapeutique n’a, a ce jour, été réalisé (159-162).

OBJECTIFS DE L’ETUDE

Nous rapportons les résultats d’une étude rétrospective réalisée chez 235 patients traités au
CHRU de Lille par allogreffe de CSH. L’objectif est de mieux comprendre et définir I’impact
clinique et les conséquences de la prise en charge de la réactivation précoce de ’THHV6. Nous
nous sommes intéresses a I’incidence de la réactivation, & ses facteurs de risque, aux
manifestations cliniques associees, et a I’éventuelle influence sur la prise de greffe, le
développement de la GVH aigué et la survie des patients. Finalement, nous avons analysé les

conséquences du traitement lorsqu’il a été initié.
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PATIENTS ET METHODES

1. Patients et modalités de la greffe

Cette étude rétrospective porte sur 1’ensemble des patients traités par allogreffe de cellules
souches dans le service des Maladies du Sang du CHRU de Lille entre janvier 2004 et juillet
2009. Seuls ceux pour qui aucune recherche de ’HHV6 n’a été effectuée ont été exclus, soit
un total de 235 patients inclus sur les 334 allogreffes réalisées pendant cette période.
Conformément a la déclaration d’Helsinki, chaque patient a donné un consentement éclaire,
par écrit, autorisant 1’utilisation anonyme de ses données cliniques et paracliniques a des fins
de recherche médicale. Les caractéristiques initiales des patients et des donneurs sont

présentées dans le tableau 1.

La source des CSH est majoritairement de la MO (n = 127), mais aussi des CSP (n = 74) ou
du SP (n = 34). Aucun greffon n’a eu de déplétion en lymphocytes T. Un conditionnement
MA a été administré a 155 patients soit par 1’association du busulfan au cyclophosphamide,
soit par celle d’une ICT de 12 Gy au cyclophosphamide. Quatre-vingt patients ont recu un
conditionnement NMA par fludarabine et ICT de 2 Gy, ou fludarabine, melphalan et ICT de 2
Gy ou fludarabine associée a d’autres substances. Selon les protocoles, des thymoglobulines
de lapin (SAL) ont été utilisées a la posologie de 2,5 mg/kg/jour pendant 2 jours dans certains
conditionnements NMA (n=11), pour des greffes de SP (n=14) ou en cas de greffon issu d’un
donneur non-apparenté avec incompatibilité HLA (n=7). Les patients traités pour une aplasie
médullaire (n=7) ont regu, par ailleurs, un conditionnement classique comportant du
cyclophosphamide et 3,75 mg/kg/jour de SAL pendant 5 jours, hormis deux patients ayant

une anomalie du chromosome 7.
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Tableau 1. Caractéristiques des patients et facteurs de risque de la réactivation de
I’HHVe.

Total Groupe A Groupe B valeur p

Age du receveur, années (médiane (étendue)) 42,2 (26-62,6) 41,7 (2,6-62,6) 42,5 (3,2-62,3) 0,238

Maladie, n (%)

Leucémies aigues 131 (56) 61 (54) 70 (57)
Syndrome myélodysplasique 23 (10) 12 (11) 11 (9)
Syndrome myéloprolifératif 14 (6) 5(4) 9 (7)
Leucémie myéloide chronique 16 (7) 12 (11) 4(3)
Leucémie lymphoide chronique 8(3) 2(2) 6 (5)
Lymphomes 19 (8) 7 (6) 12 (10)
Myélome multiple 11 (5) 6 (5) 5(4)
Aplasie médullaire 7(3) 4(4) 3(2)
Divers 6 (3) 3(3) 3(2)
Statut hématologique pré-greffe, n (%) 0,298
Rémission compleéte 123 (52) 53 (47,3) 70 (57)
Maladie stable 62 (26) 34 (30,3) 28 (23)
Maladie progressive 50 (21) 25(22,3) 25 (20)

Conditionnement pré-greffe, n (%)

Myéloablatif 155 (66) 82 (73) 73 (59) 0,028
Bu/Cy 62 (26) 29 (26) 33 (26)
Cy/ICT 12 Gy 93 (40) 53 (47) 40 (33)

ICT 2 Gy (+ chimiothérapie) 67 (29) 26 (23) 41 (33)

SAL 38 (16) 18 (16) 20 (16) NS

Sérologie CMV - positive, n (%)
Donneur 91 (39) 41 (37) 50 (41) 0,525
Receveur 118 (50) 56 (50) 62 (50) 0,950

Abréviations: HHV6 : herpésvirus humain 6 ; n: nombre ; R: receveur/receveuse; D: donneur/donneuse;
HLA: human leukocyte antigen; Bu: busulfan; Cy: cyclophosphamide; ICT : irradiation corporelle totale;
SAL : sérum anti-lymphocytaire (thymoglobulines) ; MO : moelle osseuse; CSP: cellules souches
périphériques; SP: sang placentaire; NS : non significatif ; CMV: cytomégalovirus.

*Un greffon avec une incompatibilité de sexe est défini comme un homme receveur traité par allogreffe avec
des cellules souches issues d’une femme donneuse.



La prophylaxie de la GVH a principalement reposeé sur la ciclosporine A - a la posologie de 3
mg/kg/jour a partir de la veille de la greffe (J-1), puis secondairement adaptée aux résultats
des dosages sanguins - associée soit a des faibles doses de méthotrexate (pour les
conditionnements MA), soit au mycophénolate mofétil (pour les conditionnements NMA). En
cas de greffe non-apparentée avec incompatibilitt HLA, de la méthylprednisolone a été
administrée de J14 a J22 aprés la transplantation (1 mg/kg/jour). Pour les greffes a partir de
SP, la prophylaxie a associe ciclosporine A et méthylprednisolone (2 mg/kg/jour de J-1 a J12
puis 1 mg/kg/jour de J13 a J19). Enfin, un patient a recu du SAL dans le cadre de la prise en

charge d’une GVH aigué digestive corticorésistante.

Les patients ont séjourné pendant toute la durée de ’aplasie en secteur protégé dans une
chambre a haut renouvellement d’air (disposant d’un filtre a air de trés haute efficacité,
HEPA). L’alimentation des patients est stérilisée et hautement controlée, une décontamination
digestive par antibiothérapie non absorbable leur a été donnée (colimycine et gentamycine) et
ils ont bénéficié d’une nutrition entérale par sonde naso-gastrique la nuit, dés le lendemain de
la greffe.

La prophylaxie primaire anti-infectieuse a été initiée & partir du 9°™ jour avant la greffe (J-9)
et a comporté, en 1’absence de contre-indication : 500 mg deux fois par jour de valaciclovir en
prévention des virus Herpes Simplex et de la varicelle et du zona (jusqu’a un an apres la
greffe) ; 400 mg de fluconazole une fois par jour en prévention des infections fongiques
(jusqu’a la sortie d’aplasie); et un traitement par sulfaméthoxazole/triméthoprime en
prévention de Pneumocystis jiroveci et de la toxoplasmose (arrété le jour de la transplantation,

repris ou remplacé par sulfadoxine/pyriméthamine a la sortie d’aplasie et poursuivi pendant

un an).
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En cas de neutropénie fébrile, les patients ont été traités par antibiothérapie intraveineuse a
large spectre, probabiliste et secondairement adaptée a 1’antibiogramme. Des traitements
antifongiques, antiviraux ou antiparasitaires ont été ajoutés selon les indications cliniques.

Par ailleurs, les patients ont recu de I’héparine non fractionnée a dose iso-coagulante (100
Ul/kg/jour jusqu’a la sortie d’hospitalisation) et un inhibiteur de la pompe a protons en
prévention respectivement de la maladie veino-occlusive hépatique et de 1’ulcére de stress.
L’hémoglobine a été maintenue au-dessus de 8 g/dL et le taux de plaquettes au-dessus de 10

000/mm? (seuils éventuellement adaptés & la tolérance et au risque hémorragique du patient).

La GVH aigué a été diagnostiquée et gradée selon les criteres standards (163). Avant
d’ajouter un traitement immunosuppresseur, un interrogatoire detaillé et un examen clinique
complet ont été réalisés. lls ont compris une gquantification quotidienne des selles en cas de
diarrhée, 1’inspection et la palpation de la peau, ainsi que 1’appréciation de 1’état général du
patient et des symptdmes associés. Cette enquéte a été couplée a un bilan biochimique afin de
rechercher des perturbations du bilan hépatique ou un syndrome inflammatoire. Si une GVH
aigué digestive a été suspectée, des investigations du tube digestif ont été systématiquement
réalisées, principalement pour écarter un processus infectieux, comme décrit précédemment
(164). Ainsi, des examens endoscopiques (gastroscopie et recto-sigmoidoscopie voire vidéo-
capsule) ont été faits dans les 48 heures suivant 1’apparition de la diarrhée, hormis en cas de
diagnostic évident de GVH aigué cutanée de stade 2 ou plus. De plus, des coprocultures
bactériennes et mycologiques ont été réalisées, de méme que la recherche par PCR de
rotavirus et entérovirus dans les selles, adénovirus dans les selles, le sang, la salive et les

urines, et HHV6, EBV et CMV dans le sang.
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La réactivation de ’HHV®6 a été traitée par ganciclovir (5 mg/kg 2 fois par jour) ou foscarnet
(90 mg/kg 2 fois par jour). Le choix entre ces deux traitements s’est seulement fondé sur leurs
profils de toxicité respectifs, en 1’absence de données solides dans la littérature comparant
leur efficacité vis-a-vis de ’HHV6. Néanmoins, seules les réactivations symptomatiques ont
conduit a un antiviral a dose curative. En outre, il est important de noter que les patients
présentant des symptémes cliniques atypiques, ressemblant a de la GVH, mais ne mettant pas
en jeu leur pronostic vital, ont d’abord recu un traitement antiviral seul avant qu’un éventuel
traitement immunosuppresseur ne soit initi€. A 1’inverse, lorsque le diagnostic de GVH a été
établi et qu’une réactivation de ’HHV6 est survenue secondairement, un traitement antiviral a

été ajouté au traitement immunosuppresseur en cas de persistance de la symptomatologie.

2. Prélevements

Chez la majorité des patients, une surveillance hebdomadaire des PCR HHV6, EBV, CMV, et
adénovirus a été effectuée sur sang total durant la période d’aplasie. Aprés la sortie
d’hospitalisation, la fréquence des prélévements a été guidée par les symptomes. En cas de
réactivation de ’HHV®6, la charge virale a été suivie plus réguliérement, selon I’appréciation
du clinicien. Une recherche de I’HHV6 a pu également étre faite par PCR sur biopsie
intestinale (n=10), liquide céphalo-rachidien (n=6), liquide pleural (n=3), ou liquide de lavage
broncho-alvéolaire (n=1) si la présentation clinique est évocatrice. La fréquence des PCR
virales n’a pas été dépendante du type de conditionnement ni de la source des CSH utilisée,
tous les patients bénéficiant des mémes modalités de surveillance sur le plan infectieux,
quelles que soit leurs caractéristiques initiales ou celles de leur greffon.

Pendant la période considérée pour cette étude, les PCR HHV6 n’ont pas été réalisées dans le

cadre du bilan pré-greffe. Nous avons néanmoins considéré que nos receveurs et donneurs
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(sauf en cas de SP) ont virtuellement tous une sérologie HHVG6 positive, étant donné
I’incidence ¢élevée des infections dans la petite enfance (plus de 95% a 1’age de 18 mois)
(110). Ainsi, une PCR HHV®6 positive en post-greffe témoigne d’une réactivation plus que
d’une improbable primo-infection.

Afin de déterminer a quelle prévalence les PCR HHV6 sont positives dans une population
non-greffée, donneurs et receveurs ont par ailleurs été testés systématiquement en pré-greffe
entre septembre 2009 et mars 2010. La PCR HHV®6 est positive dans 5 des 58 (8,5%)
prélevements sanguins réalisés (1 donneur et 4 receveurs). Apres la greffe, la PCR HHV6 est
positive chez 67% des receveurs testés. Parmi les 4 receveurs ayant une PCR positive avant la
greffe, 2 ont eu une PCR positive en post-greffe et un autre a une intégration chromosomique

confirmée.

3. Détection de ’ADN de ’HHV6 par PCR quantitative en temps

réel (PCR HHV6)

La technique de détection et de quantification de I’ADN des variants A et B de ’'HHV6 a
changé pendant la période de 1’étude. Avant janvier 2007, nous avons utilis€¢ une technique
«maison » de PCR quantitative en temps réel qui amplifie le fragment du gene U65-U66
(selon la méthode développée par Gautheret-Dejean A et al.) (138). Elle a été effectuée sur les
cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) apres les avoir séparées du sang total
par centrifugation a 1’aide d’une solution Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Upssala,
Suede). Les CMSP ont ensuite été lavées, culotées, aliquotees et conservées a -80°C jusqu’a
leur utilisation. L’extraction de I’ADN a été faite a partir d’une suspension de 200 mL de

CMSP en utilisant un kit Qiamp Blood DNA Mini Kit® (Qiagen, Courtabeeuf, France).
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L’ADN a ¢été quantifi¢ a 260 nm grace a un spectrophotométre GeneQuant® (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sue¢de). L’amplification de la séquence de ’HHV6 a été réalisée
sur 500 ng d’ADN dans un thermocycleur LightCycler® (Roche Applied Science, Meylan,
France). Les résultats sont exprimés en nombre de copies de ’HHV6 par mg d’ADN, avec un

seuil de détection a 5 copies/mg d’ADN.

A partir de janvier 2007, la détection et la quantification de ’ADN de ’'HHV6 ont été
réalisées avec un kit commercial de PCR multiplexe en temps réel, le CMV HHVS, 7, 8 R-
gene™ (Argene, Verniolle, France). Elle permet de mesurer quantitativement ’ADN du
CMV et de ’'HHV6 et qualitativement celui de 'HHV7 et de ’'HHVS (139). La
quantification de I’ADN de I’HHV6 est obtenue en s’appuyant sur des courbes standards
générées a partir de quatre dilutions standards contenant respectivement 50 000, 5000, 500 et
50 copies d’ADN standard par réaction. Cette technique est réalisée sur le sang total préleveé
dans un tube contenant de 1’acide éthylene diamine tétra-acétique (EDTA). L’extraction de
I’ADN a été faite a partir de 200 mL de sang total en utilisant un kit Qiamp Blood DNA Mini
Kit® (Qiagen, Courtabeeuf, France) ; et le séquencage a été effectué par un appareil ABI
Prism® 7500 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Les résultats sont exprimés en
nombre de copies de HHV6 par mL de sang total, avec un seuil de détection a 50 copies/mL

(1,70 log10).

4. Définitions
La réactivation de ’HHV6 est définie par la positivité d’au moins une PCR HHV6 dans le

sang total (c’est-a-dire la présence d’un nombre de copies de I’ADN de I’'HHV6 supérieur au

seuil de détection de chacune des deux techniques utilisées). Les symptdmes observés au
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moment ou la PCR HHV6 est positive ont été recueillis et répertories a partir des dossiers
médicaux des patients (quelle que soit la cause des symptomes).

La réactivation a été considérée symptomatique si aucune autre cause n’a été identifiée. Ainsi,
une enquéte étiologique a été réalisée pour chaque patient selon le tableau clinique.

En cas de fievre, des hémocultures aérobie et anaérobie, un examen cytobactériologique des
urines, des PCR HHV6, EBV, CMV et adénovirus, et des tests non-invasifs a la recherche
d’une infection fongique (antigénémie aspergillaire, sérologie candida) ont été
systématiquement exécutés.

Devant toute diarrhée, des coprocultures bactériennes (incluant la recherche de la toxine de
Clostridium difficile), mycologiques, et virales (rotavirus, entérovirus et adénovirus) ont été
effectuées.

En présence d’une éruption cutanée, I’imputabilité intrinséque et extrinséque des
médicaments a été étudiée et les virus HHV6, EBV et CMV recherchés par PCR dans le sang.
Les pneumopathies ont été analysées par examen tomographique, et selon la présentation et la
gravité clinique un examen cytobactériologique des crachats, une aspiration trachéale, une
ponction pleurale ou un lavage broncho-alvéolaire ont effectués (la recherche de virus n’étant
cependant pas systématique avec ces préléevements).

Les confusions fébriles ou tout signe de méningo-encéphalite ont été explorés par une
ponction lombaire a la recherche de bactéries, virus (HSV, VzZV, CMV, HHV6, EBV,
adénovirus) ou parasite (Toxoplasma gondii) associée a un examen d’imagerie par résonnance
magnétique et/ou scanographique. D’autres examens et explorations ont été réalisés Si

nécessaires.

La réponse au traitement antiviral est definie comme « négativation compléte » si I’ADN de

HHV6 n’est plus détectable par PCR, et comme « diminution significative » si la charge
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virale a baissé de plus de 90%. Elle a été considérée « évaluable » seulement si trois PCR

HHV6 ont été réalisées apres une période de réactivation minimale d’une semaine.

La prise de greffe a été définie pour les polynucléaires neutrophiles (PNN) par un taux absolu
supérieur ou égal & 500/mm?® et pour les plaquettes par un taux supérieur ou égal & 50
000/mm?, en I’absence de transfusion pendant 7 jours (ces valeurs devant étre confirmées

pendant 3 jours consécutifs, le premier jour comptant comme le jour de la prise de greffe).

5. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en fréquence et pourcentage pour les variables catégorielles, et en
moyenne et dérivation standard pour les variables quantitatives.

Cinq criteres évolutifs ont été considerés : survie globale (OS), rechute, mortalité sans rechute
(NRM), survie sans événement (EFS) et GVH aigué. L’analyse de cette derniére a été
conduite d’une part pour la GVH aigué de grade II a IV, et d’autre part pour les formes
sévéres de grade Il & 1V, les patients en vie étant censurés a J100 apres la greffe s’ils n’ont
pas eu de GVH. L’OS est définie comme la probabilité d’étre vivant (indépendamment du
statut de la maladie) quelque soit le moment considéré ; la rechute comme une reprise
évolutive de la maladie initiale ; la NRM comme la probabilité de décéder sans avoir rechuté
(événement compétitif) ; et ’EFS comme la probabilité d’étre en vie sans avoir rechuté
quelque soit le moment considéré. Apres 180 jours, I’influence de la réactivation de HHV6
sur le déroulement de la greffe a été considérée négligeable étant donné que le traitement
immunosuppresseur est le plus souvent arrété a ce stade. Notre analyse de I’influence de
HHV6 s’est donc concentrée sur la période précoce en post-greffe pour 1’0OS, la rechute, la

NRM et I’EFS, les patients sans événement étant ainsi censurés a J180.
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Pour I’OS, I’EFS et la GVH aigué, les courbes de survie ont été estimées par la méthode de
Kaplan-Meier. Pour la NRM et la rechute, I’incidence cumulée a été calculée sclon la
méthode de Gray (165). La réactivation de ’'HHV®6 et la GVH aigué ont été incluses comme

variables dépendantes du temps dans chaque modeéle.

Tous les facteurs de risque potentiels ont été comparés par un test de log-rank. Les parametres
ayant une valeur p < 0,10 ont été ensuite introduits dans une analyse multivariée par
régression linéaire a risque proportionnel selon le modele de Cox (en utilisant les méthodes de
Fine et Gray (166)). La réactivation de ’HHV®6 a été incluse dans chaque modéle en cas de
valeur p < 0,10 dans les analyses bivariées. Dans le modéle final, le risque relatif (RR) et
I’intervalle de confiance a 95% (IC 95%) ont été calculeés.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel SAS (version 9.1, SAS
Institute, Cary, NC, Etats-Unis) et implémentées sous R avec le cmprsk package (Free
Software Foundation, Boston, MA, Etats-Unis). Les valeurs p < 0,05 sont considérées comme

significatives.
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RESULTATS

1. Réactivation de HHV6 dans les 100 premiers jours post-greffe

Chez les 235 patients inclus dans cette étude, un total de 952 PCR HHV6 (médiane = 3, écart
interquartile — EIQ : 3-5 PCR) a été réalise sur prélevements sanguins. Nous avons observé
une réactivation précoce de I’HHV6, c’est-a-dire dans les 100 premiers jours suivant la greffe,
chez 112 patients (groupe A) (médiane : 27 jours ; étendue : 8-91). A I’inverse, la PCR HHV6
est restée négative sur cette méme période chez 123 patients (groupe B). Ainsi, 82% des
réactivations ont eu lieu dans les 100 premiers jours post-greffe (25 patients ont eu une

réactivation plus tardive et ont donc été inclus dans le groupe B).

L’analyse univariée suggere un effet protecteur des CSP et du conditionnement NMA face a
la réactivation de ’HHV6. En analyse multivariée, un seul facteur de risque est toutefois
significatif : le conditionnement MA. Les autres parametres (&ge, sexe, incompatibilité de
sexe, statut sérologique vis-a-vis du CMV, lien de parenté du donneur, statut hématologique
pré-greffe, ICT ou utilisation de SAL) ne semblent pas influencer la survenue d’une

réactivation de ’HHV6 (Tableau 1).

2. Symptdmes présents au moment de la réactivation

Seulement 6 patients (5%) du groupe A n’ont pas présenté de symptomes au moment de la
réactivation (Tableau 2). De plus, au moins deux symptdmes concomitants ont été observeés
dans 69% des cas. Cinguante-neuf patients du groupe A ont été traités pour une GVH aigué,

48 ont eu des symptomes gque nous avons considérés sans lien avec une GVH, et 6 sont restés
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asymptomatiques. Chez les 48 patients sans GVH, la symptomatologie a completement
régressé sans adjonction d’immunosuppresseurs (y compris les corticordes), hormis 2 patients

décédés respectivement d’une lymphoprolifération associée a ’EBV a J77 et d’une gastrite a

CMV réfractaire a J139 a la greffe.

Tableau 2. Symptomes associés a la réactivation de PHHV6.

Groupe A Patients traités Patients sans
pour une GVH GVH aigué
aigué
N (%) N (%) N (%) Valeur p

Nombre de patients 112 (100) 58 (52) 54 (48)
Fievre 60 (54) 30 (52) 30 (56) 0,685
Eruption cutanée 57 (51) 42 (72) 15 (28) <0,001
Diarrhée et/ou coliques 51 (46) 21 (36) 30 (56) 0,040
Manifestations pulmonaires 19 (17) 9 (16) 10 (19) 0,672
Troubles neurologiques 12 (11) 8 (14) 4(7) 0,275
Anomalies du bilan hépatique 8 (7) 5(9) 3 (6) 0,529
Divers 8 (7) 5(9) 3 0,586

Pancytopénie 2(2) 1 1

Rejet du greffon 1(1) 0 1

Erythroblastopénie 1(1) 0 1

Thrombopénie périphérique 1(1) 1 0

Asthénie (grade 3-4) 2(2) 0 2

Myalgies 1(1) 1 0

Kératite 1(1) 1 0

Péricardite 1(1) 1 0

Abréviations: HHV®6 : herpésvirus humain 6 ; GVH : graft-versus-host disease, réaction du greffon contre
I’héte ; N : nombre.

Par ailleurs, 21 patients du groupe A ont eu des complications séveres pour lesquelles aucune
autre étiologie que la réactivation de ’HHV6 n’a été identifiée : encephalite (n=2), crise
convulsive généralisée (n=4), ou pneumopathie (interstitielle, n=7 ; alvéolo-interstitielle,
n=3 ; interstitielle avec épanchement pleural, n=2 ; ou nodulaire, n=3). La PCR HHV6 n’a
cependant pas été effectuée systématiquement dans les liquides et tissus. Elle est positive dans

le LCR des deux patients ayant une encéphalite, le liquide pleural d’un des deux patients
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ayant un épanchement parapneumonique (aucune PCR HHV6 du liquide pleural de I’autre
patient n’ayant été effectuée), et le liquide du lavage broncho-alvéolaire d’un des sept patients
ayant une pneumopathie interstitielle (il s’agit du seul patient pour lequel 'HHV6 a été

recherché dans le liquide du lavage broncho-alveolaire).

3. Réponse au traitement antiviral

Un traitement antiviral a été administré a 44 patients : 16 ayant une réactivation de ’'HHV®6
isolée et 17 des réactivations de ’HHV6 et du CMV concomitantes. Les 11 autres patients ont
été traités pour une GVH aigué apparue avant la réactivation (3 ayant une réactivation de
I’HHV6 isolée et 8 des réactivations de ’HHV6 et du CMV concomitantes). Les symptémes
ont completement régressé dans le mois suivant I’initiation du traitement chez 37 patients

(879%).

Sur le plan biologique, une réponse a été observée chez 89% des 38 patients évaluables avec
une négativation compléte de la PCR HHV6 chez 14 patients et une diminution significative
chez les 20 autres. Parmi les quatre patients non-répondeurs, deux sont décedés : I’un dans les
suites d’une GVH aigué et ’autre d’une gastrite 8 CMV réfractaire. Les deux autres patients
ne présentent plus de symptomes et sont toujours vivants au moment de 1’analyse de cette
étude.

De plus, la durée de la réactivation de ’HHV6 a été plus courte chez les patients recevant un
traitement antiviral que chez ceux qui n’en ont pas regu (respectivement 50 jours contre 72

jours, p=0,04).
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4. Devenir des patients et prise de greffe

A la date de référence du 31 octobre 2009, le suivi médian est de 31 mois suivant le jour de la
greffe (étendue : 4 - 68). Le tableau 3 résume les résultats des analyses bivariées concernant le

devenir des patients.

Tableau 3. Analyses univariées des facteurs associés a la prise de greffe des
plaquettes, I’OS, EFS, rechute et NRM a J180, et a la GVH aigué de grade II a IV
(médiane, taux, et valeur p par test log-rank).

Prise de greffe des oS EFS Rechute NRM GVH aigué
plaguettes (J180) (J180) (J180) (J180) (grade 11 a 1V)
Caractéristiques N de Médiane p % p % p % p % p % p
pts (jour)
PCR HHV6
Négative 123 22 <0,001 89 0,04 78 0,10 16 a 6 - 30 0,009
Positive 112 29 79 68 22 3 10 47
Age du receveur
<45 ans 136 - 87 0,08 79 0,005 14 0,047 7 - 35
> 45 ans 99 79 63 26 9 44
Sexe du receveur
Homme 133 - 83 - 68 0,06 23 0,012 8 - 38
Femme 102 84 79 14 7 39
Sexe du donneur
Homme R et femme D 57 - 84 - 63 0,04 26 0,003 11 - 46
Autres 178 83 76 17 7 36
Donneur
Familial 115 24 <0,001 92 0,001 80 0,02 19 ® 1 0,001 24 <0,001
Non-apparenté
120 29 76 67 19 14 52
Source
MO 127 - 87 0,09 75 21 4 0,020 30 0,008
CSP 74 80 72 16 12 45
SP 34 79 71 18 12 56
CSP/SP 108 80 71 - 17 - 12 48
Conditionnement
Myéloablatif 155 28 <0,001 84 - 7 0,04 15 0,004 8 - 37
Non myéloablatif 80 18 84 65 28 8 40
Avec SAL 38 39 0,001 66 0,001 58 0,02 24 - 18 0,007 39
Sans SAL 197 25 87 76 18 6 38

Abréviations: OS : overall survival, survie globale ; EFS : event-free survival, survie sans évenement ; NRM : non relapse
mortality, mortalité non liée a la rechute ; J180 : 180 jours aprés la greffe ; GVH : graft-versus-host disease, réaction du
greffon contre I’hdte ; N : nombre ; pts : patients ; PCR HHV6 : human herpesvirus 6 quantitative real-time polymerase chain
reaction, réaction de polymérase en chaine pour I’herpésvirus humain 6 ; R: receveur/receveuse; D: donneur/donneuse; HLA:
human leukocyte antigen; MO : moelle osseuse; CSP: cellules souches périphériques; SP: sang placentaire; SAL : sérum anti-
lymphocytaire (thymoglobulines).

Toutes les caractéristiques initiales des patients (présentées dans le tableau 1) ainsi que la réactivation de ’THHV6 en tant que
facteur de risque temps-dépendant ont été introduites dans les analyses univariées. Les variables ayant une faible valeur
pronostique (p>0,05) ne sont pas représentées.

a- Variables a faible valeur pronostique (p>0,05)
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Une prise de greffe des PNN ou des plaquettes n’a pas eu lieu respectivement chez trois et
onze patients. La durée médiane estimée pour atteindre un nombre de PNN supérieur ou égal
a 500/mm? et un taux de plaquettes supérieur ou égal & 50 000/mm? est respectivement de 20
(EIQ : 17 - 25) et 26 jours (EIQ : 18 - 43). En analyse multivariée, la réactivation de ’'HHV®6,
I’administration de SAL, un greffon issu d’un donneur non-apparenté et un conditionnement
MA sont associés a un retard de prise de greffe des plaquettes (Tableau 4, figure 4). En

revanche, ’HHV6 ne semble pas avoir d’impact sur la prise de greffe des PNN.

Figure 4. Jour de la prise de greffe des plaquettes selon la présence d’une réactivation de
PHHV6 (T Test de Mann-Whitney).
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Abréviations: HHV6 : herpésvirus humain 6 ; HHV6+ : réactivation de ’THHV6 ; HHV6- : pas de réactivation de
I’HHV6

Dans une seconde analyse, nous avons considéré uniquement les patients ayant une PCR
HHV6 positive avant la prise de greffe des PNN (n=36) ou celle des plaquettes (n=65), une
réactivation survenant aprés la prise de greffe ne pouvant par définition influencer cette
derniere. La durée médiane estimée pour atteindre une prise de greffe des PNN et des
plaquettes chez ces patients du groupe A est respectivement de 29 (EIQ : 22,5 - 39,5) et 48

jours (EIQ : 28 - 112) alors qu’elle est de 20 (EIQ : 16 — 25) et 22 jours (EIQ : 15 — 33) chez
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I’ensemble des patients du groupe B (p<0,001 et p<0,001). Ainsi, la survenue d’une
réactivation de ’HHV6 pendant la période d’aplasie semble associée a un retard significatif

de la prise de greffe des PNN et des plaquettes.

Le diagnostic de GVH aigué (grade > II) a été établi chez 90 (38%) des 235 patients dont 56
cas de GVH de grade Il ou IV. En analyse multivariée (Tableau 4), les principaux facteurs
associés au développement d’une GVH de grade II a IV sont la réactivation de ’'HHV6
[RR=1,59; IC 95% : 1,04 — 2,43] et un greffon issu d’un donneur non-apparenté [RR=2,5; IC
95%: 1,59 — 3,91]. En outre, les patients du groupe A ont présenté une GVH sévere de grade
I11 & IV plus fréquemment que les patients du groupe B (respectivement 36% contre 13%), et
plus précocement (avec respectivement une mediane de 32 et 39 jours apres la greffe)

(p<0,0001, figure 5).

Figure 5. Incidence cumulée de GVH aigué selon la présence d’une réactivation de
IPHHV6 (comparaisons par test de log-rank).
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(A) GVH aigué de grade Il a 1V ; (B) GVH aigué de grade Il a IV.

Abréviations: GVH : graft-versus-host disease, réaction du greffon contre I’héte ; HHV6 : herpésvirus humain
6 ; HHV6+ : réactivation de ’'HHVG6 ; HHV6- : pas de réactivation de ’HHV6.
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Tableau 4. Analyses multivariées des facteurs associés a la prise de greffe des plaquettes,
I’0OS et PEFS a J180, et la GVH aigué de grade II a IV (risque relatif, intervalle de
confiance a 95% et valeur p par test de log-rank).

Retard de prise de greffe GVH aigué 0os EFS
des plaquettes (grade Il 2 1V) (J180) (J180)
RR p RR p RR p RR p

(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

Donneur
Familial 1 1 1
Non-apparenté 1,72 <0,001 2,5 <0,001 2,8 0,010 a

(1,32-2,27) (1,59-3,91) (1,28-6,02)

Age du receveur

<45 ans 1 1
> 45 ans _ _ 2,1 0,025 2,22 0,002
(1,1-4,01) (1,34-3,67)

Abréviations: OS : overall survival, survie globale ; EFS : event-free survival, survie sans événement ; J180 :
180 jours apres la greffe ; GVH : graft-versus-host disease, réaction du greffon contre ’héte ; RR : risque
relatif ; 1C 95% : intervalle de confiance a 95%; PCR HHV®6 : human herpesvirus 6 quantitative real-time
polymerase chain reaction, réaction de polymérase en chaine pour I’herpésvirus humain 6 ; SAL : sérum anti-
lymphocytaire (thymoglobulines).

Tous les parametres des analyses univariées (tableau 3) ayant une valeur p < 0,10 ont été introduits dans une
analyse multivariée par régression linéaire a risque proportionnel selon le modele de Cox.

a- Variables a faible valeur pronostique (p>0,05), non retenues dans le modéle de Cox final.

Dans une seconde analyse, nous avons exclu les 18 patients qui ont développé une GVH
aigué avant la survenue d’une réactivation de ’HHV6 (en d’autres termes, ceux pour qui cette

derniére n’a pas pu favoriser la survenue d’une GVH aigu€). En analyse multivariée, les
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principaux facteurs associés au développement d’'une GVH aigué de grade III a IV sont la
réactivation antérieure de ’HHV6 [RR=2,09; IC 95%: 1,09 — 3,99] et une source de cellules
souches autre que la MO [RR=2,70; IC 95%: 1,39 — 5,56]. On peut également noter que la
réactivation antérieure du CMV n’est pas associée significativement a 1’apparition d’une

GVH aigué.

Les taux a J180 de OS, EFS, rechute et NRM sont respectivement de 84%, 73%, 19% et 8%.
Aucune différence significative en terme de rechute et de¢ NRM n’a été observée entre les
deux groupes. En revanche, I’OS a J180 dans le groupe B (89%) est supérieure a celle du
groupe A (79%) (p=0,04). En analyse multivariée, les principaux facteurs associés a une OS a
J180 défavorable sont la réactivation de ’THHV6 [RR=2,1; IC 95%: 1,05 — 4,03], un greffon
issu d’un donneur non-apparenté [RR=2,8; IC 95%: 1,28 — 6,02], I’administration de SAL
[RR: 2,5; IC 95%: 1,24 — 5,03] et I’dge du receveur supérieur a 45 ans [RR=2,1; IC 95%: 1,1
—4,01]. De plus, la réactivation de ’'HHV6 [RR=1,7; IC 95%: 1,01 — 2,78], I’age du receveur
supérieur a 45 ans [RR=2,22; IC 95%: 1,34 — 3,67] et I’administration de SAL [RR=2,20; IC
95%: 1,24 — 3,91] semblent influencer négativement I’EFS a J180. Des résultats similaires ont

été observés pour ’OS et 'EFS a 1 an (en censurant les patients sans événement a J365)

(Figure 6).
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Figure 6. OS et EFS a 6 mois et 1 an selon la présence d’une réactivation de THHV6
(comparaisons par test de log-rank).
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(A) OS : overall survival, survie globale ; (B) EFS : event-free survival, survie sans événement.

Abréviations: HHV6 : herpésvirus humain 6 ; HHV6+ : réactivation de ’THHV6 ; HHV6- : pas de réactivation de
I’HHV6 ; J180 et J365 : jour 180 et jour 365 aprés la greffe.
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DISCUSSION

A notre connaissance, cette étude porte sur ’'une des plus grandes cohortes de patients
permettant d’analyser les conséquences cliniques de la réactivation de ’'HHV6 apres
allogreffe de CSH. Conformément aux données de la littérature, elle confirme que ’HHV6 est
un pathogéne fréquent apres la greffe de CSH (144-147,150,154,155) puisque 58% des 235
patients testés ont eu au moins une PCR HHV6 positive. Nous avons étudié la réactivation
précoce en arrétant la période considérée a 1’emblématique « J100 » pour plusieurs raisons.
D’une part, c’est a cette date que la décroissance des traitements immunosuppresseurs
commence, rendant le risque de réactivation plus faible et par voie de conséquence la
surveillance des PCR HHV6 moins systématique. D’autre part, cette étude s’intéresse plus
particulierement aux liens entre 'HHV6 et la GVH aigué ; cette derniére apparaissant
classiquement dans les 100 premiers jours suivant la greffe, les réactivations plus tardives ne
peuvent contribuer a son développement. Enfin, les réactivations ont débuté dans 82% des cas

avant J100, alors qu’apres cette date, leur survenue s’étale sur une treés longue période (J103 a

3669).

La surveillance de la charge virale de ’HHV6 a d’abord été réalisée par une technique de
PCR «maison » (138), entre 2004 et 2007, puis en utilisant un kit commercial (139). Les
résultats sont exprimés différemment selon la technique, mais la sensibilité et la spécificité
des seuils de détection sont similaires. La PCR HHV6 est positive chez 57 des 113 patients
testés par la premiere méthode, et chez 55 des 122 patients testés apres janvier 2007
(p=0,489). Bien que I’étendue des charges virales mesurées soit importante avec chacune des
techniques (avec la PCR « maison » : médiane de 397 copies/mg d’ADN, étendue de 5 a 259

435 ; avec le kit commercial : médiane de 2570 copies/mL de sang total, étendue de 50 a 10
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440 000), aucune corrélation n’a été retrouvée entre la charge virale dans le sang et les
conséquences cliniques et biologiques pour les patients que ce soit en terme de nombre ou de
gravité des symptémes, prise de greffe, fréquence et sévérité de la GVH aigué, OS ou EFS.
Par ailleurs, la comparaison des patients ayant une charge virale trés faible (<50 copies/mg
d’ADN avant 2007 ou <500 copies/mL de sang total a partir de janvier 2007) avec ceux ayant
une charge plus ¢levée n’a montré aucune différence significative pour ces mémes paramétres
d’évolution. Il en résulte qu’il ne semble d’une part pas exister de seuil défini au-dela duquel
une stratégie thérapeutique préemptive pourrait étre recommandée. D’autre part, toute
réactivation de ’HHV®6, quelle que soit I’importance de la charge virale, devrait amener le

clinicien a s’interroger sur son éventuelle pathogénicite.

Nous avons identifié une intégration chromosomique de ’HHV6 chez un seul patient. Le
diagnostic a été rendu possible apres avoir analysé des prélevements sanguin et médullaire du
donneur. La prévalence de I’intégration chromosomique de ’'HHV6 dans notre service entre
2004 et 2009 est donc de 0,4% alors qu’elle est de I’ordre de 1% dans le monde (167-169).
Ce diagnostic doit étre suspecté lorsque la charge virale est supérieure ou égale a 6 millions
de copies par millilitres de sang total. Par ailleurs, les préléevements que nous effectuons
systématiquement chez le donneur et le receveur en pré-greffe depuis 2009 permettent de
dépister une intégration chromosomique. Un traitement antiviral est alors inutile car le virus
est simplement présent a I’état latent. Néanmoins, pour certains auteurs (124,170) il
semblerait que ’HHV6 puisse dans un second temps devenir prolifératif et jouer un role
pathogene méme aprés avoir été intégré aux télomeéres. En cas de symptdmes évocateurs
d’une infection par ’'HHV®6, et apres avoir écarté les diagnostics différentiels, un traitement

antiviral peut alors étre envisagé. Dans le cas de notre patient, une réactivation du CMV
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concomitante nous a conduit a mettre en route un traitement antiviral, sans efficacité sur la

charge virale HHV®, ni sur la maladie a CMV.

Nos résultats ont identifié le conditionnement MA comme le seul facteur de risque
indépendant de réactivation de ’HHV®6, conformément a ceux de Chevallier et al (171). Il
induit une immunosuppression plus profonde et plus prolongée, propice également aux
infections opportunistes ou a d’autres virus (172,173). Néanmoins, contrairement a d’autres
publications, une incompatibilité HLA (152,156,174), un greffon issu d’un donneur non-
apparenté (154,155,174,175), une incompatibilité de sexe (147), une réactivation du CMV
(150,152,176), ou une administration de SAL (177) ne semblent pas favoriser la réactivation
de ’HHV®6. La diversité des facteurs de risques retrouvés peut s’expliquer par la faible taille
des effectifs et la variété des conditionnements utilises.

De méme, par opposition a d’autres études (130,178), les greffons de CSH d’origine
médullaire ne sont pas associés a une réactivation plus fréquente de ’HHV6 dans notre
population. Cependant, nous observons une tendance protectrice des CSP et une association
entre les greffons de SP et un taux plus élevé de réactivation de ’HHV6. Ce dernier constat a
¢été émis dans d’autres publications (171,115,179,155,175), et peut s’expliquer par la prise de

greffe plus tardive et I’extréme immaturité des lymphocytes T issus de SP (24,180).

La réactivation de ’HHV®6 est fortement associ¢e a un retard de prise de greffe des plaquettes
dans notre cohorte, confirmant ainsi ce qui est décrit dans la majorité des publications
(130,147,156,157,171,174,177,178) bien que discuté (150,181,182). Nous observons, par
ailleurs, qu’elle pourrait également étre liée a une prise de greffe des PNN plus tardive,

comme 1’ont rapporté Imbert-Marcille BM et al (157). Parmi les possibles mécanismes de ces
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cytopénies prolongees, il a été montré que I’HHV6 peut infecter les progéniteurs

hématopoiétiques et diminuer la formation de colonies in vitro (183,184).

Il peut étre difficile de distinguer les symptdmes imputables a la réactivation de ’'HHV6 de
ceux de la GVH aigué. A cet égard, nous avons procédé a une description détaillée des
symptdmes des patients présentant une réactivation de ’HHV6 en 1’absence de GVH. Ceci a
été rendu possible grace a notre attitude attentiste qui consiste a ne pas initier dans 1’urgence
un traitement immunosuppresseur additionnel lorsque les patients ont un tableau clinique
atypique (diarrhée isolée, rash cutané épargnant les paumes des mains et les plantes des pieds)
et non sévere. Environ la moitié d’entre eux ont de la fievre (n=30) et/ou une diarrhée (n=30),
et 28% ont un rash cutané (n=15) (Tableau 2). En d’autres termes, on peut considérer a
posteriori que notre prise en charge a effectivement permis d’épargner a ces patients un
traitement immunosuppresseur par corticoides, ainsi que ses potentielles conséquences
infectieuses, osseuses ou endocriniennes. De méme, une réactivation de ’'HHV6 a été
observée chez 58 patients traités pour GVH aigué, dont 11 ont recu un traitement antiviral par
ganciclovir ou foscarnet. L’évolution a été favorable pour 10 d’entre eux, conduisant ainsi a
ne pas initier de traitement immunosuppresseur de 2°™ ou 3°™ ligne, selon les cas. En
I’absence de symptomatologie mettant en jeu le pronostic vital, nous estimons donc que le
diagnostic différentiel de réactivation de ’'HHV6 doit étre considéré devant un tableau
clinique atypique pour une GVH aigué. Un traitement immunosuppresseur ne devrait alors
pas étre débuté sans connaitre les résultats des PCR virales et de 1’examen

anatomopathologique des biopsies.

Le role de la réactivation de ’HHV6 vis-a-vis de la GVH aigué est largement débattu dans la

littérature (130,146,147,153-157,171,181,185). Dans notre étude, les analyses multivariées
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ont révélé une association significative entre la GVH aigué et la réactivation de ’'HHV6. Le
risque relatif est en outre plus élevé avec les GVH aigues les plus séveres (grade 111 a IV). Par
ailleurs, chez la majorité (53%) des 58 patients qui ont présenté une réactivation de ’HHV®6 et
une GVH aigué (concomitantes ou non), la PCR HHV6 est chronologiquement positive avant
I’initiation du traitement de la GVH aigué. La réactivation antérieure de ’HHV6 est, de plus,
un des principaux facteurs de risques indépendants de développement d’une GVH aigué de
grade Il a IV en analyse multivariée. Nos résultats, en accord avec d’autres études
(146,147,155,185), suggerent non seulement que la réactivation de ’'HHV6 ne serait pas
nécessairement la conséquence d’un traitement immunosuppresseur additionnel, mais encore

qu’elle pourrait jouer un réle déclencheur (de « gachette ») de la GVH aigué.

D’un point de vue physiopathologique, il semblerait que le développement de la GVH aigué
puisse étre favorisé par les lésions tissulaires causees par le conditionnement de la greffe ainsi
que par les chimiothérapies antérieures (2,186,187). De maniére analogue a ce qu’il a été
rapporté avec d’autres virus herpétiques (2), les réponses inflammatoires associées a la
réactivation de 'HHV6 (lésions lytiques et lymphoprolifération) pourraient aggraver ces
Iésions tissulaires (145). Par ailleurs, ’HHV6 pourrait interférer avec le systéme immunitaire
par le biais de mécanismes complexes (188). Les monocytes et les lymphocytes T CD4" sont
les principales cibles de sa réplication (189). Pendant la phase lytique, ’'HHV6 perturberait
les réponses immunes associées, de méme que la reconstitution immunitaire (190,191). Les
HLA de classe I et II seraient également régulés de maniere positive par ’infection a HHV6
(151). Cela induirait une prolifération et une activation des lymphocytes T alloréactifs du
donneur, comme cela a été montré avec le CMV (101). Enfin, la réactivation de ’'HHV6
altérerait radicalement le relargage des cytokines et chimiokines en augmentant notamment la

production de I’interleukine-1 béta ou du facteur de nécrose tumorale alpha, connus pour
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deélivrer des signaux pro-inflammatoires (192). Ce virus exprime aussi des récepteurs de
cytokines homologues qui pourraient participer au recrutement de cellules présentatrices
d’antigénes (193). Finalement, par ces multiples actions sur la prolifération et la régulation
des lymphocytes T cytotoxiques, ’HHV6 pourrait entrainer, directement ou indirectement,
I’apparition de la GVH aigué. Toutefois, il semble aussi que la relation de causalité puisse
dans certains cas étre inversée, le déficit immunitaire induit par la GVH et/ou son traitement

favorisant la réactivation de ’HHV6, comme cela a été décrit pour d’autres virus (194).

Un diagnostic syndromique définissant la symptomatologie clinique de la réactivation de
I’HHV6 n’est pour le moment pas clairement établi (110,144-146,150,195). Dans notre
étude, cette réactivation semble accompagnée de symptdmes chez 95% des patients.
L’incidence des réactivations asymptomatiques pourrait cependant étre sous-estimée étant
donné que les PCR HHV6 ont été réalisées plus frequemment chez les patients présentant des
symptémes aprés la période initiale d’hospitalisation. Ce biais parait néanmoins peu
conséquent puisque nous avons observé la méme proportion de réactivations symptomatiques
chez les patients ayant au moins une PCR HHV®6 positive avant J27 (jour médian de la
réactivation), que chez les patients débutant une réactivation apres J27, lorsque la surveillance
des PCR HHV6 a été moins systématique.

Par ailleurs, nous avons observé des complications cliniques séveres pendant la période de
réactivation de I’HHV6. Des troubles neurologiques ont été observés chez 11% des patients
(n=12), dont deux encéphalites avec une PCR HHV6 positive dans le LCR et quatre sujets
atteints crises convulsives généralisées. Dans une étude japonaise portant sur 197 patients
allogreffes, 4% des patients ont présenté une encéphalite 8 HHV6. Leur suivi a long terme a
révélé que des sequelles neurocognitives persistent chez tous ces patients, affectant

durablement leur qualité de vie (196). Une étude prospective a récemment montré une
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association significative entre la réactivation de ’HHV®6 et 1’apparition de désordres touchant
le systeme nerveux central, tel que des troubles neuropsychiatriques a type de délire ou un
déclin neurocognitif persistant (175). Si la pathogénicité de la réactivation de ’HHV6 sur le
systtme nerveux central est largement décrite dans la littérature (114-
116,148,149,175,196,197), sa réalité est moins consensuelle pour les autres atteintes
d’organes (117), et plus particulierement en ce qui concerne les pneumopathies.

Quinze de nos patients ayant une PCR HHV6 positive dans le sang ont présenté une
pneumopathie non documentée. L’HHV6 a été retrouvé dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire d’un patient, dans le liquide pleural d’un autre patient (dont 1’évolution a été
favorable apres traitement par foscarnet), mais n’a pas été recherché dans les autres cas. Une
étude rétrospective chez 29 patients allogreffés pour lesquels 'HHV6 a été détecté dans le
liquide de lavage broncho-alvéolaire montre qu’il existe un ou plusieurs co-pathogenes dans
86% des cas. Néanmoins, pour quatre patients le diagnostic de pneumopathie a HHV6 a été
établi et les symptémes ont completement régressé sous foscarnet (113).

Une des limites évidentes de notre étude est que ’'HHV6 n’a que rarement été recherché sur
les biopsies de tissus ou dans les liquides de lavage broncho-alvéolaire et des séreuses.
Néanmoins, lorsqu’une PCR HHVG6 a été effectuée, elle a été le plus souvent positive. Ce
constat nous conduit a penser que I’HHV6 devrait étre recherché plus systématiquement dans
ces différents prélevements, I’existence d’un différentiel avec la charge virale dans le sang
pouvant alors aider a déterminer si ’HHV6 est impliqué dans la pathologie (117).

Méme en I’absence d’autre étiologie retrouvée, ce travail ne suffit cependant pas a démontrer
que ’HHV6 est responsable de 1’ensemble des symptomes concomitants a la réactivation.
Seules une analyse immunohistochimique et/ou une quantification de I’ARN de ’'HHV6 dans
les tissus concernés auraient pu le confirmer, mais ces examens ne sont pas reéalisables en

routine actuellement. Néanmoins, la chronologie des symptomes couplée a 1’évolution
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croissante de la charge virale, la présence du virus dans les organes atteints, de méme que la
réponse au traitement antiviral, peuvent suggérer un lien avec la réactivation de I’HHV®6.
Nous considérons donc qu'en présence des symptdmes rapportés dans le tableau 2, et plus
particuliérement ceux des patients qui n’ont pas développé de GVH aigué, une recherche de

I’HHV6 devrait étre effectuée par PCR.

A T’exception de I’encéphalite (158) les recommandations et critéres pour initier un traitement
antiviral devant des manifestations liées a ’HHV6 ne sont pas clairement établis (99). Dans
notre étude, une disparition complete des symptdmes a été observée en un mois chez 84% des
patients traités et la charge virale a diminué significativement dans 89% des cas. Bien que ce
travail n’ait pas été congu pour évaluer I’efficacité du traitement, la durée de la réactivation de
I’HHV6 est plus courte chez les patients traités. Ces résultats sont d’autant plus encourageants
que les patients que nous avons décidé de traiter ont des charges virales plus élevées et un
tableau clinique plus sévere que les autres: ils ont plus de symptomes (p=0,03) et
développent plus souvent une GVH aigué (p=0,045 pour la GVH aigué de grade Il a IV et
p=0,02 pour les grades Il a IV). Il n’y a pas de différence en terme de survie selon qu’un
traitement ait été administré ou non, mais les disparités cliniques entre ces deux sous-groupes
de patients ne permettent pas de les comparer sur ce critéere. Enfin, nous ne pouvons
recommander un traitement antiviral plus qu’un autre, notre choix reposant essentiellement
sur leurs profils de toxicité respectifs. Aucune des deux drogues utilisées n’a démontré de
superiorité in vitro ou in vivo (117,159-162), et seul un essai thérapeutique prospectif
controlé permettrait d’apporter des précisions sur leur efficacité et la durée d’administration

nécessaire.
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Finalement, en accord avec d’autres études (147,181), nous confirmons que la réactivation de
I’HHV6 est associée a une augmentation de la mortalité précoce. L’imputabilité exacte du
virus n’est cependant pas clairement déterminée puisque la majorité des patients décedent
alors que la charge virale semble contrélée. Par ailleurs, contrairement a d’autres auteurs
(181), nous n’avons pas observé de différence significative sur la NRM. Ceci peut s’expliquer
par la faiblesse relative du taux de NRM chez 1’ensemble de nos patients (4,3% a J100, 7,5%
a 6 mois et 12% a un an, soit respectivement 10, 19 et 28 patients décédés) comparée aux
autres études. Une analyse sur un plus grand nombre de patients pourrait éventuellement
permettre d’observer une différence statistique. Compte tenu de I’impact pronostique
défavorable en termes de morbidité et de mortalité de la réactivation de I’HHV6 apres
allogreffe de CSH, d’autres études nous paraissent, en outre, nécessaires afin de mieux

déterminer les stratégies diagnostiques et thérapeutiques.
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CONCLUSION

Cette étude a mis en évidence deux facteurs qui semblent avoir un rdle protecteur vis-a-vis de
la réactivation de ’'HHV®6 aprés allogreffe de CSH : le conditionnement NMA et un greffon
issu de CSP. Par ailleurs, la réactivation précoce de ’HHV6 est rarement asymptomatique et
peut entrainer des complications cliniques sévéres telles que des encéphalites. Sa
pathogeénicité est parfois plus délicate a relever dans d’autres atteintes d’organes ; elle
nécessite d’effectuer une PCR sur les prélevements tissulaires et liquidiens et reste un
diagnostic d’exclusion. Elle est associée a un retard de prise de greffe des plaquettes, au
développement de la GVH aigué et a une augmentation de la mortalité dans les six premiers

mois aprés la greffe.

Enfin, certains symptémes liés a la réactivation de ’THHV6 peuvent évoquer une GVH aigué.
La surveillance de la charge virale par PCR parait donc nécessaire et, en I’absence de
symptomatologie mettant en jeu le pronostic vital, le diagnostic différentiel de réactivation de

I’HHV6 doit étre considéré devant un tableau clinique de GVH aigué atypique.

Afin d’améliorer la prise en charge des patients et de diminuer la morbidité et la mortalité liee
a la réactivation précoce de ’'HHV6, d’autres investigations seraient utiles. Leur but serait
d’une part de mieux déterminer le lien de causalité entre ’'HHV6 et ses manifestations

cliniques, et d’autre part de mieux définir les stratégies thérapeutiques.
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Résumé :

Contexte : L’herpésvirus humain 6 (HHV6) infecte plus de 95% de la population et sa réactivation
peut étre symptomatique, particulierement chez les patients immunodéprimés. Néanmoins, peu
d’études se sont intéressées a 1I’impact clinique de sa réactivation aprés allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH).

Méthodes : Une étude rétrospective a été réalisée chez les patients traités par allogreffe de CSH au
CHRU de Lille entre 2004 et 2009. La détection du virus a été effectuée par PCR quantitative
hebdomadaire pendant la période d’aplasie, puis en fonction des signes cliniques.

Résultats : Sur les 235 patients analysés, 112 (48%) ont présenté une réactivation de ’HHV6 dans les
cent premiers jours apres la greffe (groupe A) et 123 n’ont pas eu de PCR HHV6 positive pendant
cette période (groupe B). La réactivation de 'HHV6 a été moins fréquente chez les patients recevant
un conditionnement non myéloablatif (p=0,028). Dans le groupe A, seulement 6 patients (5%) sont
restés asymptomatiques pendant la réactivation, alors qu’il a été observé de la fievre (n=60), une
éruption cutanée (n=57), une diarrhée (n=51), des complications pulmonaires (n=19) et/ou des
troubles neurologiques (n=12) chez les autres. Les patients du groupe A ont eu un retard dans la prise
de greffe des plaquettes (p<<0,001) et ont développé une réaction aigu€¢ du greffon contre I’hote
(GVH) de grade 11 a IV plus souvent que ceux du groupe B (respectivement 47% et 30% des patients,
p=0,009). En analyse multivariée, les principaux facteurs associés a la GVH aigué de grade Il a IV
sont la réactivation précoce de ’'HHV6 [RR=1,59; IC 95% : 1,04 — 2,43] (p=0,03) et un donneur non-
apparenté [RR=2,5; IC 95%: 1,59 — 3,91] (p<0,001). Par ailleurs, la survie globale a 6 mois des
patients du groupe A est inférieure a celle des patients du groupe B [RR=2,1; IC 95%: 1,05 — 4,03]
(p=0,04). Sur les 38 patients évaluables traités par un traitement antiviral, 34 ont eu une diminution
significative de leur charge virale et une régression compléte de la symptomatologie. De plus, la durée
de réactivation a été plus courte chez les patients recevant un traitement antiviral que chez les autres
(respectivement 50 jours contre 72 jours, p=0,04).

Conclusion : La réactivation de ’HHV6 est associée a un retard dans la prise de greffe des
plaquettes, au développement de la GVH aigué, et a une augmentation de la mortalité précoce apres
allogreffe de CSH. Une surveillance de la PCR HHV®6 parait nécessaire dans les premiers mois apres
la greffe, particulierement en cas de tableau clinique atypique pour une GVH aigué.
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