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Summary

Epstein-Barr virus in Hodgkin’s disease:
the example of central Tunisia

The purpose of this study was to evaluate the preva-
lence of Epstein-Barr virus in Hodgkin disease in
Tunisia through a series of 77 cases.

Association with Epstein-Barr virus was demonstra-
ted by Epstein-Barr encoded early RNA transcripts
(EBER) in situ hybridization in 70 % of cases and by

Résumé

Le but de ce travail a été I'évaluation de la pré-
valence. du virus d’Epstein-Barr dans la Maladie
de Hodgkin dans le centre tunisien, a_.travers
I'étude d’une série de 77 cas.

Le virus d’Epstein-Barr a été mis en évidence par
hybridation in situ avec les oligonucléotides EBER,
complémentaires des deux transcrits primaires
viraux EBER 1 et 2, dans 70 % des cas, et par immu-
nohistochimie en utilisant un anticorps anti-LMP1
(latent membrane protein 1) dans 58,4 % des cas.

latent membrane protein | (LMPI) immunohistoche-
mistry in 58.4 % of cases.

EBER positive cases were more frequent in extreme
age classes (< 15 and > 54 years) there was no corre-
lation with sex, histologic sub-type and clinical stage.
Our findings show a high prevalence for EBV infec-
tion in Tunisian Hodgkin's disease particularly
among extreme ages. 4

Key words: Epstein-Barr virus, Hodgkin’s disease, in situ

hybridization, immunohistochemistry.
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Une corrélation a été notée entre les cas EBER+
et les tranches d’age extrémes (< 15 et > 54 ans)
(p = 0,004) mais non avec le sexe, le type histo-
logique et le stade clinique.

En conclusion, nos résultats montrent une forte
_prévalence du virus d’Epstein-Barr dans la mala-
die de Hodgkin en Tunisie notamment chez les
patients d’ages extrémes. +

Mots-clés : Epstein-Barr virus, maladie de Hodgkin,
hybridation in situ, immunohistochimie.

Introduction
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Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est un virus
humain ubiquitaire appartenant a la
famille des herpes viridae. Il est responsa-
ble d’une affection bénigne, la mononu-
cléose infectieuse [1] et il est étroitement
lié & deux proliférations cellulaires mali-
gnes, I'une d’origine lymphoide, le lym-
phome de Burkitt endémique [2], et
Iautre d’origine épithéliale, le carcinome
indifférencié du nasopharynx [3].

Plus récemment, I'EBV a été impliqué
dans les lymphoproliférations survenant
chez des patients immunodéprimés [4, 5],
et dans certaines proliférations malignes
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observées chez des personnes apparem-
ment immunocompétentes, telles que la
maladie de Hodgkin (MDH) [6], certains
lymphomes non hodgkiniens [7-10] et
dans des carcinomes de type lympho-épi-
thélial [11-15].

Toutefois, la signification pathogénique
de la présence de I'EBV dans ces cancers
est encore discutée. De plus, les mécanis-
mes d'action de I'EBV dans la cancérisa-
tion sont mal élucidés.

Dans la MDH, la détection de I'EBV et
I'étude de I'expression de ses genes et
notamment du gene codant pour LMPT,
considérée comme un oncogene a cause
de son effet transformant in vitro [16,
171, sont inconstantes et varient qualitati-
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vement et quantitativement selon plusieurs
parametres relatifs a la tumeur, a I'hote, a
I’environnement et probablement a la souche
virale [18].

Le but de ce travail a été d’'évaluer la préva-
lence de I'EBV dans la MDH en Tunisie par
immunohistochimie (IHC) et par hybridation in
situ (HIS) dans une série de 77 cas et de préci-
ser les caractéristiques de cette association.

Matériel et méthodes

Notre étude a concerné 77 cas de MDH, invento-
riés au Laboratoire d’Anatomie et de Cytologie
Pathologiques du CHU Farhat Hached de Sousse
entre 1988 et 1998.

Ces cas ont été sélectionnés sur la base d'un dia-
gnostic anatomopathologique confirmé, de la dis-
ponibilité de tissu tumoral fixé en formol ou en
Bouin, enrobé en paraffine et sur I'absence d’une
infection connue par le virus de I'immunodéfi-
cience humaine (HIV).

Les données cliniques concernant |'age, le sexe, la
présentation clinique et le stade clinique selon la
classification d’Ann-Arbor ont été analysées.

Au terme de I'étude morphologique et immunohis-
tochimique, les tas ont été classés dans les sous-
types histologiques selon la classification de RYE.
Un prélévement sanguin a également été effectué
pour 9 patients avant le début du traitement afin de
pratiquer un examen sérologique de I'EBV.

Immunohistochimie

L'étude IHC de I'EBV a été effectuée avec l'anti-
corps anti-LMP1 (clone CS1-4, DAKO) sur des cou-
pes de tissu enrobé en paraffine en utilisant le
protocole LSAB (labelled streptavidin biotin,
DAKO).

Apres déparaffinage, réhydratation et neutralisation
des peroxydases endogenes par le peroxyde
d’hydrogene a 3 %, un démasquage des antigenes
a été réalisé par traitement au four micro-onde
(750 W) pendant 5 minutes dans un tampon citrate
pH6. Apres incubation de 30 minutes avec I'anti-
corps primaire, un anti-anticorps biotinylé a été
appliqué sur les coupes durant 30 minutes suivi du
conjugué streptavidine/peroxydase.

L’activité peroxydasique a été révélée en utilisant le
diamino-benzidine  (DAB) comme  chromogene.
Enfin, les coupes ont été contre-colorées a |’'héma-
toxyline.

Seul le marquage cytoplasmique a été considéré
positif et non le marquage non spécifique des
noyaux.

Hybridation in situ

La détection de I'EBV par HIS a été effectuée avec les
oligonucléotides EBER, complémentaires des deux
transcrits primaires nucléaires EBER 1 et 2 de I'EBV,
conjugués a l'isothiocyanate de fluorescéine (DAKO).
La technique d'HIS a été réalisée en suivant les ins-
tructions du fournisseur. Les coupes ont été dépa-
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raffinées, réhydratées puis digérées par la
protéinase K (1 pg/ml dans un tampon TE, pH8) 30
minutes a température ambiante. Apres incubation
avec la sonde pendant une nuit a 42 °C dans une
chambre humide, les coupes ont été soumises a
des lavages dans un tampon TBS pH7,6.

La révélation a été réalisée a I'aide du Kit de détec-
tion DAKO. L’anticorps anti-FITC conjugué a la
phosphatase alcaline a été appliqué sur les coupes
pendant 30 minutes ; puis, les coupes ont été lavées
dans deux bains de TBS pH6 pendant 3 minutes ;
ensuite, le chromogéne BCIP/NBT (5 bromo-4
chloro-3-indolyl phosphate avec le nitroblue tetra-
zolium) a été appliqué pendant 30 minutes. Apres
lavage a l'eau, les coupes ont été contre colorées a
I’'hématoxyline et montées dans le glycergel.

La lecture a été réalisée par microscopie optique et
la positivité a été évaluée qualitativement.

Sérologie de 'EBV

Cette partie de I'étude a concerné 9 patients pour
lesquels un prélévement sanguin a été effectué
avant le début du traitement.

Le titre sérologique des immunoglobulines 1gG et
IgM anti-EBV a été évalué par une technique
immuno-enzymatique a l'aide du Test Enzygnost
anti-EBV/IgM et anti- EBV/IgG (BEHRING). Les anti-
génes viraux de la plaque-test corréspondent a un
cocktail des antigenes de capside (VCA), antigenes
associés aux noyaux (EBNAs) et les «early
antigens » (EA- D).

La mesure de la densité optique a été effectuée a
une longueur d’onde de 450 nm grace a un lecteur
ELISA, Lab-System Multiscan.

Ce test permet de distinguer quatre profils
sérologiques : sérologie négative (IgG < 0,1 DO et
IlgM < 0,1 DO), infection ancienne par EBV
(IgG > 25 U/ml et IgM < 0,1 DO), infection récente
par EBV (IgG > 25 U/ml etlgM > 0,2 DO) et infection
de réactivation (IgG > 650 U/ml etIgM < 0,1 DO).

Analyse statistique

La comparaison des variables a été réalisée par le
test du x2 le test du y? corrigé de Yates et le test
exact de Fisher. Le seuil de signification retenu a

été de 0,05.

Résultats

L’age des patients variait de 4 a 69 ans avec une
médiane de 32 ans. La répartition par tranches
d’age a montré deux pics de fréquence, I'un est
situé avant I'age de 15 ans (23,7 %) et |'autre
entre 45 et 54 ans (17,1 %) ; toutefois, 43,4 %
des cas étaient dgés de moins de 25 ans. 67,5 %
des patients étaient de sexe masculin et 32,5 %
de sexe féminin avec un sex-ratioa 2.

61 % des patients ont été diagnostiqués aux sta-
des cliniques /1l et 39 % aux stades IIl/IV.
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FIG. I. — Détection de LMP! par immunohistochimie dans les cel-

lules de Reed-Sternberg et de Hodgkin (X 1 000).

FIG. I. — LMPI-immunostaining in Reed-Sternberg and Hodgkin
cells (X 400).

La sclérose nodulaire était le type histologique
le plus fréquent (84,4 %) suivi par la cellularité
mixte (10,3 %), la prédominance lymphocytaire
(2,6 %) et la déplétion lymphocytaire (2,6 %).
Le tableau I regroupe les résultats de I'lHC et de
I'HIS. L’étude IHC a montré I"expression de la
protéine virale LMP1 par les cellules de
Reed-Sternberg et de Hodgkin (RS-H) dans
45cas/77 (58,4 %). LMP1 a été détecté dans les
cellules de RS-H et non dans les cellules stro-
males (figure 1).

L’HIS a montré la présence de I'EBV dans
70,1 % des cas de MDH. Nous n’avons pas
constaté de cas HIS -/ IHC (LMP1)+.

Dans les cas HIS+, le marquage a été noté dans
les noyaux de la quasi-totalité des cellules de
RS-H (figure 2). D’autre part, dans 13 cas
EBER+, en plus des cellules de RS-H, un mar-
quage a été noté dans des lymphocytes du
stroma.

En tenant compte du type histologique, I'EBV a
6té mis en évidence dans 45/65 cas (69,2 %) de
sclérose nodulaire, 7cas /8 de cellularité mixte
et les deux cas de déplétion lymphocytaire,
mais non dans les 2 cas de type a prédomi-
nance lymphocytaire. La différence n'était pas
statistiquement significative (p = 0,08).

L'étude comparative des groupes EBV+ et EBV-

(Tableau 1) a montré une corrélation entre la

TABLEAU |, Résultats de 'immunohistochimie et de I'hybri-
dation in situ.
TABLE ] Imimunohistochemistny: and in situ hybridization resulis

Prédominance
lymphocytaire

Sclérose nodulaire 65 84,4 37 60 45 69,2
Cellularité mixte 8 10,4 06 75 7 WIS
Déplétion 2 2,6 2 100 2 100

lymphocytaire

Total 77 100,045 58,4 h4 o 70,1
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FIG. 2. — Positivité des cellules de Reed-Sternberg et de Hodgkin
et de quelques cellules stromales & I'hybridation in situ (EBER)
(X 1000).

FIG. 2. — Insituhybridization (EBER) positivity in Reed-Sternberg
cells and within some stromal cells (X 1 000).

présence de I'EBV dans le tissu tumoral et les
patients agés de moins de 15 ans (90 %) et de
plus de 54 ans (100 %) comparativement aux
adultes (58 %) (p = 0,004 ; figure 3).

Nous n’avons pas trouvé de corrélation signifi-
cative entre la détection de I'EBV dans les cel-
lules tumorales et le sexe et le stade clinique
des patients.

L’étude sérologique pratiquée chez 9 patients a
montré un profil de réactivation virale dans
6 cas (dont 5 HIS+). Les autres cas ont montré
les traces d'une infection ancienne. Aucun cas
d’infection récente n'a été décelé.

Discussion

La MDH se caractérise par une épidémiologie
complexe et une distribution bimodale selon
I"dge avec deux pics d’incidence, chez les adul-
tes jeunes et les personnes agées dans les pays

TABLEAU 11— Caractéristiques des cas de maladie de Hodgkin.
TABLE I Hodakin's disease features

e ',Cg;raétéﬁé‘tif 0

Age :

<15 ans 16 2 p = 0,004
15-54 ans 28 20

> 54 ans 10 0

Sexe :

Masculin 39 13 0,27
Féminin 15 10

Types histologiques

Cellularité mixte 7 1 0,42
Autres 47 22

Stade clinique :

I/ 31 16 0,45
HIAV 23 7

Sérologie EBV :

Réactivation 5 1

Sequelte 2 I

Infection aipué

Negative




N cas

0-14 1524 2534 3544 4554 5564 65+

Age (ans)

FIG. 3. — Association du virus d’Epstein-Barr (EBER) avec les
patients agés de moins de 14 ans et de plus de 54 ans dans la maladie
de Hodgkin (p = 0,004).

FIG. 3. — Association of Epstein-Barr virus (EBER) and patients
aged younger than 14 and older than 54 years in Hodgkin's disease
(p =0,004).

industrialisés et chez les enfants et les person-
nes agées dans les pays en développement. La
sclérose nodulaire représente le type histologi-
que le plus fréquent chez les adultes dans les
pays développés. Le type cellularit¢ mixte est
plus fréquent chez les enfants et les personnes
agées dans les pays en développement [18].
En Tunisie la MDH montre un profil intermé-
diaire avec deux pics de fréquence, chez les
patients de moins de 15 ans et entre 45 et
54 ans, avec une prédominance du type histo-
logique sclérose nodulaire (84,4 % des cas).
L'association de I'EBV avec la MDH est bien éta-
blie. Cependant la détection du virus dans les
cellules de RS-H est souvent limitée a une pro-
portion limitée de cas, variant significativement
avec l'origine géographique, la race, I'age, le
sexe et le niveau socio-économique des patients
[19]. En Europe et aux Ftats-Unis, 'EBV a été mis
en évidence dans 32 a 58 % des cas 120, 21]
avec une association significative avec le type
cellularité mixte dans plus de 50 % des cas
comparativement a la sclérose nodulaire {20,
22, 23]. Dans les pays en développement, I'EBV
a 6té détecté dans des proportions plus impor-
tantes allant jusqu'a 94 % au Pérou [24] et
100 % en Honduras 125]. En revanche, 'asso-
ciation de I'EBV avec le type histologique est
moins évidente et tous les types histologiques
semblent étre fortement associés a I'EBV dans
ces pays (26, 27]. Le profil de l'association de
'FBV avec la MDH en Tunisie se rapproche de
celui observé dans les pays en développement
puisque dans notre série, I'EBV a été détecté par
HIS dans les cellules de RS-H dans plus de deux
tiers des cas étudiés (70,1 %) sans différence
significative entre les types histologiques.

De plus, nous avons trouvé une corrélation signi-
ficative entre la présence de I'EBV dans les-cellu-
les de RS-H et les tranches d’age de moins de
15 ans (90 %) et de plus de 54 ans (100 %) com-
parativement aux adult@s (58 %) (p = 0,004).
Ceciest en accord avec les données de la littéra-
ture 120, 22, 24, 28|.

Cerlaines ¢tudes ont suggéré une corrélation
entre la primo-infection précoce par 'EBV dans
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les pays en développement et la forte préva-
lence des cas de MDH EBV+ dans |’enfance
[25]. Ceci est vraisemblablement le cas égale-
ment pour la Tunisie. Toutefois, cette hypo-
these mérite d'étre étayée par une étude
prospective dans ce pays.

La faible détection de I'EBV dans la MDH chez
les adultes jeunes qui représentent une propor-
tion assez élevée des cas de MDH notamment
dans les pays développés et la variation de la
distribution des types histologiques selon |'age
et le sexe ont suggéré I'hypothese de I'existence
d’entités de MDH différentes selon |'association
ou non a I'EBV. Dans les MDH EBV-, un autre
virus ou d’autres facteurs pourraient étre impli-
qués [29, 30].

Dans notre étude nous n’avons pas trouvé de
corrélation entre les cas EBV+ et le stade clini-
que (P=0,4). L'implication pronostique de la
présence de I'EBV dans les cellules de RS-H est

encore controversée. Certaines études n'ont pas

trouvé de corrélation entre 'EBV et le stade cli-
nique ou la survie [23, 31] ; d’autres études ont
constaté une corrélation significative entre les
cas EBV+ et la survie globale plus favorable
[32], la survie sans rechute [33], la survie dans
le groupe des patients jeunes (agés de moins de
30 ans) aux stades | et Il comparativement aux
patients agés [34]. Une autre étude a noté un
mauvais pronostic pour les cas de MDH EBV+
chez les femmes agées comparativement aux
femmes.jeunes [35].

L'étude sérologique effectuée chez 9 de nos
patients a montré la présence d'lgG anti-EBV
chez tous ces cas avec un profil de réactivation
dans 6 cas dont 5 sont HIS+ témoignant que
I"infection par I'EBV était active avant le dia-
gnostic de la MDH.

La protéine virale LMP1 a été détectée dans
83 % des cas HIS+ chez nos patients. Cette
protéine est un oncogene de I'EBV dont le pou-
voir transformant a été confirmé in vitro [16].
Dans la littérature, la détection de 'expression
de LMP1 par IHC dans la MDH a €& notée
chez 34 a 78 % des patients immunocompé-
tents 122, 36]. Cette forte expression de LMP1
a suggéré I'hypothese de I'implication de I'EBV
dans la pathogénese de la MDH. Cependant,
les conséquences de expression de LMPT dans
les cellules de RS-H sont encore mal élucidées.
Les ¢tudes réalisées sur la MDH n‘ont pas,
jusqu'a présent, trouvé des corrélations signifi-
catives entre la présence de LMP1T dans les cel-
lules de RS-H et l'expression des  genes
cellulaires inductibles par LMP1, particuliere-
ment Bcl-2 (inhibiteur de l"apoptose), CD23
(marqueur d'activation des lymphocytes B) et la
molécule d'adhdésion ICAMT 37, 38].

En conclusion, nos résultats ont montré une forte
association de FEBY avee la MDH en Tunisie
notamment ches fes classes d'ages extrémes. @
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