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1. INTRODUCTION



1. INTRODUCTION.

La sclérose en plaque (SEP) est la pathologie neurologique chronique démyélinisante
la plus fréquente de I'adulte jeune. Le diagnostic peut s'avérer difficile, or une prise en charge
rapide des patients est nécessaire afin de retarder au mieux l'apparition du handicap
neurologique irréversible. Le diagnostic repose sur des critéres cliniques, radiologiques par
imagerie par résonnance magnétique (IRM) et biologiques par la mise en évidence d'une
synthése intrathécale. En effet, la SEP est caractérisée dans 95% des cas par la présence de
bandes oligoclonales de type 1gG dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et non retrouvées

dans le sérum.

L'analyse du LCR est donc essentielle pour le diagnostic de la maladie et elle constitue
un examen de choix selon les criteres diagnostiques de Mac Donald et al. En 2005, une
conférence de consensus a élaboré 12 recommandations pour cet examen biologique et la
technique de référence pour la recherche de synthese intrathécale est I'isoélectrofocalisation
(IEF) couplée a une technique d'immunotransfert ou d'immunofixation. Cette methode a éte
récemment commercialisée par le laboratoire Sébia® sur Iappareil semi-automatique
Hydrasis Focusing sous forme de kit (HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING) et elle a été mise
en place au laboratoire de biochimie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
Pontchaillou en avril 2008 pour remplacer la technique d'immunofixation sensibilisée (IFIX)
(HYDRAGEL 6 CSF de Sébia®).

Ce travail a pour but, dans un premier temps, d’évaluer au sein du laboratoire la
technique d'isoélectrofocalisation pour la recherche de synthese intrathécale d'lgG dans le
cadre du diagnostic de SEP ou d’autres pathologies neurologiques, inflammatoires ou non et,
de la comparer a la méthode d'immunofixation sensibilisée. Cette évaluation a été pratiquée
sur 383 couples LCR/sérum dont les prélevements ont été realisés entre le mois d'avril 2008 et
le mois de décembre 2008. L'étude comparative des deux méthodes électrophorétiques (IEF et

IFIX) a été effectuée sur 62 couples LCR/sérum.

Un 2°me aspect de notre étude a consisté a déterminer ’apport du logiciel d’aide au
diagnostic Protis® pour le diagnostic de SEP. Cet outil disponible au laboratoire, mais non
exploité jusqu’a présent, permet en effet une interprétation plus aisée des résultats quantitatifs

pour le biologiste et le clinicien grace au diagramme de Reiber.



Pour cela, I'ensemble de nos résultats qualitatifs a été systématiquement corrélé aux
dosages de l'albumine et des IgG dans le LCR et dans le sérum ainsi qu'aux calculs des index
de Link et de Tourtelotte par I'intermédiaire du logiciel. Pour apprécier la pertinence de ces
différentes analyses, ces données ont été par la suite confrontées aux diagnostics cliniques

établis par les différentes équipes médicales.
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2. PHYSIOLOGIE DU LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN (LCR) ET DE
LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE (BHE).

2.1. Le LCR. (1- 4)
2.1.1. Structure des méninges et localisation anatomique du LCR.

Le systeme nerveux central (SNC) ou névraxe est constitué de l'encéphale et de la
moelle épiniére. L'encéphale est entiérement entouré par les os du créne, et la moelle épiniére
par la colonne vertébrale. Ces deux structures sont protégées des traumatismes extérieurs et

des modifications du milieu interne par la BHE et les méninges qui contiennent le LCR.

Les méninges englobent le systéme nerveux central (SNC) et elles sont constituees de trois

feuillets qui sont, de I’extérieur vers I’intérieur, la dure-mére, I’arachnoide et la pie-meére

(Figure 1).
Viliosite
Arachnoide arachnoidienns Sinus veineux A
ac % arachnoldienne Sl ' Pie-mére
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g "\_‘ v y
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X ’\\ Cortex
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Artére

Figure 1 : Organisation des méninges (Extrait de http://www.physiologie.staps.univ-mrs.fr)
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- la dure-mére est une membrane fibreuse et rigide qui adhere a la boite cranienne
pour protéger le cerveau et la moelle épiniere. Au niveau du canal vertébral, la
dure-mere est séparée de la colonne vertébrale par I'espace péridural et elle s‘arréte
en regard de la 2°™ vertébre sacrée,

- L’arachnoide est une fine enveloppe molle et avasculaire. Elle est constituée d'une
couche cellulaire continue présentant de trés nombreuses jonctions serrées,

- La pie-mére, trés vascularisée, forme 1’enveloppe des méninges la plus profonde.
Elle est constituée de cellules aplaties pourvues de longs prolongements et adhére
a la surface du névraxe. C’est entre la pie-mére et ’arachnoide que se trouve le
LCR, soit dans I’espace sous-arachnoidien. (Figure 2). Cet espace est traversé par
des trabéculations ou travées arachnoidiennes qui attachent la pie-meére a la face

interne de la membrane de l'arachnoide (Figure 1).

Sinus sagittal supérieur
Plexus choroide Dure mére

Ventricule latéral : Villosité
, arachnoidienne

Arachnoide /
: / e e ‘\\ Pie mére

L

Foramen
de Monro

3%Me vantricule

Aqueduc de Sylvius -

4°M@ ventricule \ Canal de I'épendyme
Foramen de Moelle épiniére
Magendie
Canal central
Filum terminal

Figure 2 : Le systéeme ventriculaire cérébral et ses relations avec 1’espace sous arachnoidien
(La circulation du LCR est indiquée par les fleches) (2).
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La moelle épiniére se termine au niveau de la jonction entre la 1°¢ et la 2°™ vertébre
lombaire. Elle est rattachée aux vertébres par une structure de pie-mére modifiée, le filum
terminal. L'espace situé sous la moelle épiniére, contient du LCR et constitue une zone de

sécurité pour la ponction lombaire.

Au niveau du SNC, le LCR remplit les ventricules latéraux, les 3°™ et 4°™ ventricules, le

canal de I’épendyme et 1’espace sous arachnoidien. (Figure 2).
2.1.2. Composition du LCR.

Le LCR est un liquide limpide et incolore de pH 7,32 environ. A 1’état physiologique,
la cellularité est pauvre (3 a 5 lymphocytes par cm3). Le LCR présente une faible
concentration protéique (~ 0,2 g/L) et la glycorachie correspond approximativement au % de
la glycémie. Le tableau 1 précise certaines caractéristiques physico-chimiques du LCR et

permet de les comparer a celles du plasma.

Plasma LCR
Na” 140 mmol/L | 145 mmoliL
K* 4,0 mmol/L | 3,0 mmol/L
Ca™ 2,30 mmol/L | 1,14 mmol/L
Cr 100 mmol/L | 120 mmol/L
HCOJ 26 mmol/L | 22 mmol/L
pH 7,40 7,30
P CO2 40 mm Hg | 50 mm Hg
Protéines 72,0 g/L 0,23 g/L
Glucose | 50 mmol/L | 3,0 mmol/L

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques comparées du plasma et du LCR.

La stabilit¢ de la composition du LCR permet de maintenir la composition du milieu

extracellulaire des neurones et des cellules gliales.
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2.1.3. Production du LCR.

Le volume total de LCR chez I’homme est de 100 a 150 cm?. Sa vitesse de formation est de
20 cm? a I’heure, soit environ 500 cm?® par 24h. La pression normale est de 10 cm d'eau et une

pression supérieure a 15 cm d'eau témoigne d'une hypertension intracranienne.
2.1.3.1. Lieu de production.

La formation du LCR s’effectue essentiellement au niveau des plexus choroides,
structures tres vascularisées qui appartiennent aux ventricules cérébraux (ventricules latéraux
et 4°™ ventricule) (Figure 2). 1l est également produit, en plus faible proportion, dans les
vaisseaux intraparenchymateux.

Les plexus choroides sont une différenciation du systéme pie-mére/capillaire. 1ls forment
d’épais cordons formés de villosités vasculaires logées dans un stroma conjonctif lache. Ils

produisent le LCR a partir du plasma par des mécanismes de filtration et de secrétion.

Le LCR quitte le systeme ventriculaire par les espaces périvasculaires de Virchow-Robin pour
rejoindre I’espace sous-arachnoidien selon un flux pulsatile synchrone des battements artériels

cérébraux (Figure 2).
2.1.3.2. Mécanismes de production.

Le moteur principal de la sécrétion du LCR est une pompe Na/K ATP dépendante qui
intervient dans le transfert actif du sodium (Na*) du sang vers le LCR. La vitesse d’entrée du

Na* au pdle basal de la cellule est le facteur limitant le débit de la pompe.

La formation du LCR s’effectue de la maniére suivante (Figure 3): le sodium (Na*) est tout
d’abord échangé passivement suivant un gradient électrochimique au pdle basal de la cellule
(TP1), puis il est rejeté de maniére active par la pompe Na/K dans le LCR (pompe P1) tandis
que les ions potassium (K™) sont réabsorbés dans la cellule choroide. Le dioxyde de carbone
(COy,) joue également un réle important au niveau des mécanismes de production du LCR. En
effet, aprés diffusion cellulaire au niveau du pole basal, il est hydraté pour former de 1’acide
carbonique (H,CO3). Ce dernier est scindé par une anhydrase carbonique (AC) pour produire
des bicarbonates (HCO3") qui seront rejetés dans le LCR avec des ions chlorures (CI") par un
mécanisme de transport actif (pompe P2). Cette action ameéne simultanément a ’échange d’un

proton H* contre du Na* (TP1).
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Figure 3 : Mécanisme de production du LCR dans la cellule choroide (1).

La cellule choroide rejette donc beaucoup d’ions au pdle apical le rendant trés hypertonique
ce qui attire I’eau vers le LCR qui emprunte de fagon passive des aquaporines suivant un

gradient osmotique.

En résumé, les plexus choroides secrétent un mélange de Na*, de CI" et de HCO3, ce qui

entraine 1’eau dans le LCR. D’autre part, ils réabsorbent du K" du LCR vers la cellule
choroide.

2.1.3.3. Régulation de la production.

Bien que la régulation de sécrétion du LCR soit encore mal comprise, la notion de
stimulation du plexus choroide par des fibres cholinergiques et adrénergiques est connue.
(Figure 3). Cette action permet une ¢lévation du taux de 3’-5° AMPc dans les cellules des
plexus choroides, ce qui active la pompe & Na*, et donc augmente la sécrétion du LCR.
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Les plexus choroides sont également impliqués dans la régulation de la composition de LCR,
car ils forment une barriere efficace contre le passage passif des anions dans les 2 sens gréace a
I’existence d’une pompe a anions (P2). Cette pompe se situe du c6té apical de la cellule et son
fonctionnement est couplé a celui de la pompe Na/K (P1). Cette faible perméabilité aux
anions est capitale pour la régulation du pH du LCR.

En effet, les variations des bicarbonates (HCO3) dans le sang ne sont pas suivies
immédiatement de variations dans le LCR, ce qui protége le cerveau de variations de pH au
cours des acidoses et alcaloses métaboliques aigués. A Il’inverse, le CO, passant trés
facilement la barriére, les acidoses et alcaloses respiratoires retentissent rapidement sur le pH
du LCR, ce qui, a I’état normal, contribue a stimuler les centres respiratoires dans le sens

d’une compensation.
2.1.4. Circulation du LCR.

Le LCR, secrété et regulé sur le plan métabolique par les plexus choroides, subit une
circulation passive et lente, du lieu de production a son lieu d’¢limination, avec un débit de

20 cm3/h. 11 est donc renouvelé trois fois par jour pour un volume total de 150 cmé.

Le LCR quitte les ventricules latéraux par les trous de Monro pour rejoindre le
3™ ventricule. 11 gagne par la suite le 4°™ ventricule en passant par I'aqueduc de Sylvius et
il est réabsorbé par le systéme veineux, principalement dans le sinus veineux du cerveau a
travers les villosités arachnoidiennes. Il pénetre alors dans les espaces sous-arachnoidiens par
les orifices situés dans le 4°™ ventricule (les trous de Magendie et Luschka) pour circuler
ensuite autour de I'encéphale et de la moelle épiniere. (Figure 2).

La résorption du LCR a lieu au niveau des villosités arachnoidiennes encore appelées
granulations de Pacchioni. Ce sont des hernies de 1’arachnoide qui se situent dans les sinus
veineux et qui agissent passivement comme des soupapes lors de différence de pression
hydrostatique (0,5 a 5 cm d’eau) ou osmotique. Ainsi, les villosités arachnoidiennes, qui
constituent 1’appareil de drainage, permettent de réguler le volume et la pression du LCR.
Lors d’augmentation de pression, les villosités s’ouvrent pour laisser échapper le LCR et

éviter au tissu cérébral d’étre soumis a de trop fortes pressions mécaniques.
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2.1.5. Role du LCR.

Le LCR présente trois fonctions principales :

Lors de chocs ou dans certaines positions (téte en bas), le LCR permet de protéger
le SNC par son réle d’amortisseur liquidien. Il forme une enveloppe liquidienne
dans laquelle flotte I'encéphale et assure ainsi protection et soutien en diminuant le
poids apparent du tissu nerveux,

Le LCR maintient une pression correcte a l'intérieur de la boite cranienne. Il agit
comme un réservoir régulateur du volume encéphalique : si le volume du
parenchyme cérébral ou celui du sang intracérébral augmente, le LCR est drainé ;
au contraire, si le volume cérébral ou le volume sanguin diminuent, le volume de
LCR augmente,

Enfin, le LCR participe aux processus métaboliques cérébraux en assurant une
fonction d'échange de substances. Le cerveau réalise donc la majorité de ses

échanges avec le sang via la BHE.

2.1.6. Technique de préléevement du LCR.

La principale technique de prélévement du LCR est la ponction lombaire (Figure 4).

Elle s’effectue au niveau de la partie inférieure du canal rachidien, dans le cul-de-sac dural

situé sous la terminaison médullaire, dans ’espace entre la 4°™ et 5°™ vertébre lombaire

(L4L5) ou entre la 3°™ et la 4°™ (L3L4).

Figure 4 : Technique de préléevement du LCR par ponction lombaire.
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Le patient est assis ou allongé, le dos le plus rond possible afin de dégager le massif
rachidien. Cet examen trés simple ne connait qu’une seule contre-indication mais elle est
majeure : I’hypertension intracranienne dont ’absence doit étre systématiquement vérifiée au
fond d’ceil avant toute ponction. Le LCR est prélevé a l'aide d'une aiguille spécifique équipée
d'un stylet pour freiner I'écoulement. Un tube par analyse est préconisé et l'envoi au

laboratoire doit étre le plus rapide possible.
2.2. La barriere hemato-encéphalique (BHE). (5)

La notion de BHE s’est imposée au début du 20°™ siécle lorsque certains
physiologistes, tels Ehrlich, Biedl, Kraus, Lewandowsky et Goldmann, découvrirent que les
colorants vitaux administrés par voie intraveineuse a des animaux d’expérience épargnaient le
tissu cérébral, alors que celui-ci fixait les mémes pigments injectés par voie Ssous-
arachnoidienne. L’apparition de la microscopie électronique dans les années 1950 a permis de
démontrer que le cerveau était séparé du flux sanguin par une série de feuillets tout au long de
I’arborescence vasculaire.

La BHE ne se résume pas a un obstacle anatomique s’opposant passivement au passage des
substances indésirables de la circulation. Elle limite 1’acces au tissu cérébral par I’action

conjointe du renouvellement du LCR et de plusieurs systemes actifs de transport selectif.
2.2.1. Données anatomiques et morphologiques de la BHE.

Les deux entités fondamentales intervenant dans la structure de la BHE sont les
cellules endothéliales des capillaires cérébraux et les cellules gliales également appelées

neuroglie.

Le plasma sanguin irrigant le systéme nerveux central (SNC) est confiné a I’intérieur d’un
endothélium continu dépourvu de fenestrations, et dont les cellules sont étroitement soudées
entre elles par des jonctions serrées qui contrdlent le passage des substances provenant du
sang. (Figure 5A). Les capillaires constituent une interface privilégiée ou s’effectuent les
échanges rapides entre le sang et le liquide extracellulaire du parenchyme cérébral ainsi que le

passage des cellules immunitaires.
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Figure 5 : Représentation schématique de la BHE. A : Principaux éléments cellulaires
constituant la BHE (6); B : Echanges entre le LCR et les différentes
barrieres (1).

Les cellules gliales représentent prés de 50% des cellules du SNC. 11 en existe trois types : les
astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules microgliales. Les astrocytes établissent des
échanges nutritifs entre les neurones et les vaisseaux sanguins. Les oligodendrocytes sont
situés a proximité des neurones et ils permettent la production de la gaine de myéline
favorisant la transmission de I'influx nerveux au niveau de I’axone. Les cellules microgliales
appartiennent a la lignée des monocytes/macrophages. Elles possedent des capacités de
phagocytose, de présentation d'antigenes (Ag) et de chimiotactisme par production de
cytokines. La neuroglie posséde donc de multiples fonctions: support, nutrition,
myélinisation, croissance, régénération et protection immunitaire du tissu nerveux.

L’endothélium des capillaires sanguins du SNC est enserré entre les prolongements des
astrocytes qui s’appliquent tout le long de sa membrane basale. Cette construction, renforcée
par les péricytes pris entre les couches de la membrane basale, permet d’assurer 1’isolation et
le soutien tant mécanique que métabolique des neurones considérés comme les cellules nobles

du tissu cérébral. (Figure 5B).

Les fonctions vitales de protection et de nutrition du SNC sont assurées par la neuroglie et la
circulation sanguine, soit directement par le réseau des capillaires cérébraux, soit
indirectement par la voie du LCR via la BHE. Cette derniere est constituée d'un ensemble de

3 barrieres : hémato-tissulaire, hémato-liquidienne et liquido tissulaire.
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Il existe ainsi trois niveaux d’échange entre le sang et le parenchyme cérébral :

- La barriere B1 hémato-tissulaire sépare le sang du cerveau. Elle est formée par
I’endothélium vasculaire des capillaires cérébraux constitué de jonctions serrées et
de jonctions adhérentes qui forment la « zona occludens ». Ce dispositif est non
fenétré et il restreint le flux paracellulaire en bloquant les passages intercellulaires
des molécules de grande taille et lipophiles. Le passage transcellulaire est de plus
extrémement limité par la rareté des vésicules endocytotiques. Enfin, cette
restriction de passage moléculaire est également liée a la présence d’une
membrane basale continue située sous I’endothélium et a une forte proportion de
cellules gliales parfois totalement entourées de desmosomes. Ces dispositions
cellulaires créent ainsi un obstacle supplémentaire aux substances pour accéder au
SNC (Figure 5A et B),

- La barriéere B2 hémato-liquidienne sépare le sang du LCR. Elle est constituée de
cellules des plexus choroides qui produisent activement le LCR et de cellules des
villosités arachnoidiennes qui assurent sa résorption en fonction de la pression
hydrostatique (Figure 5B),

- La barriére B3 liquido-tissulaire sépare le LCR du cerveau. Elle est formée de
cellules épendymaires des plexus choroides et de cellules astrocytaires. Cette
barriére permet 1’¢limination des déchets métaboliques pour protéger le SNC des
éventuelles modifications du LCR et elle distribue les differents nutriments aux

neurones (Figure 5B).

2.2.2. Mécanismes de transport des molécules au niveau des différentes

barrieres.

La BHE constitue un processus dynamique permettant au tissu nerveux de préserver
une homéostasie stricte et vitale de son milieu extracellulaire (Figure 5B).
La diffusion libre d’une substance a travers la BHE dépendra de sa capacité de diffusion dans
la phase lipidique de la membrane plasmique (Figure 6). Ce passage dépend de quatre
facteurs : la lipophilie de la molécule dans son état non dissocié, la dissociation ionique au pH
plasmatique (seule la forme non dissociée peut diffuser a travers les membranes cellulaires),

la liaison aux protéines plasmatiques et le poids moléculaire (PM).
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Figure 6 : Différents types d’échange intervenant a travers les cellules endothéliales du SNC.
A: Perméation de petites molécules lipophiles; B: Arrét des molécules
hydrophilesou de grande taille ; C: Captation par transport facilitee ;
D : Endocytose médiée par des récepteurs.

La perméabilité de la BHE est donc grande pour les molécules liposolubles ainsi que pour
l'oxygeéne et le dioxyde de carbone qui la traversent par simple diffusion (Figure 6A). Elle est
en revanche plus faible pour le glucose et les acides aminés (AA) qui necessitent la présence
de protéines transporteuses au niveau des membranes luminales et basales des cellules
endotheliales. (Figure 6C). Les cellules endothéliales ne laissent pas passer librement les ions
car elles sont dotées de mécanismes permettant une régulation de la composition ionique du
milieu extracellulaire cérébral. Les espaces interendothéliaux liés par des jonctions serrées
permettent de bloquer la diffusion de substances et tout échange avec le cerveau s’effectue par
I’intermédiaire des membranes de la cellule endothéliale et du cytoplasme (Figure 6B). Les
ions potassium (K*) qui jouent un role de neurotransmetteur sont transportés activement du
milieu extracellulaire cérébral vers le sang uniquement via un systéme de transport présent au
niveau de la membrane basale des cellules endothéliales (pompe Na/K ATP). D’autres ions
tels que le fer ou le magnésium peuvent traverser la BHE par des mécanismes d’endocytose et

de récepteur spécifique (Figure 6D).

Ainsi, deux fonctions interviennent dans le maintien de cette homéostasie : I’'imperméabilité
des jonctions serrées vis-a-vis du K et la présence d’une pompe Na/K ATP au niveau du pdle
basal de la membrane plasmique endothéliale qui va capter le K™ du milieu extracellulaire

cérébral.
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2.3. Eléments de neuro-immunologie. (6)

2.3.1. Modifications de I’état immunitaire et protéique du SNC.

I1 n’existe aucune défense immunitaire au sein du SNC du fait de son isolement du

milieu circulant par la BHE, de I’absence de cellules présentatrices d'Ag et d’expression

spontanée de molécules HLA (Human Leukocyte Antigen). Ainsi, un nombre de cellules

supérieur a 5/cm? indique 1’existence d’une pathologie intrathécale.

Une modification de la protéinorachie peut étre due a 5 mécanismes différents :

Une augmentation de la perméabilité de la barriére hémato-liquidienne, le plus
souvent secondaire & une réaction inflammatoire, provoque un passage important
de protéines sériques dans le LCR. Ce phénomene de transsudation plasmatique
induit ainsi une élévation de I’albumine, des a2-globulines, de la B-transferrine et
des immunoglobulines (1gs) au niveau du LCR,

Une diminution du flux du LCR dans le cul-de-sac lombaire entraine une
augmentation du temps d’échange avec les vaisseaux méningés. Ce processus,
appelé également « bloc spinal » provoque une équilibration des concentrations
proteiques entre le sang et le LCR ce qui entraine une modification de la
composition protéique du LCR,

La synthése intrathécale d’une protéine normalement absente du SNC est un
phénomene pathologique. Elle a lieu suite a un franchissement de la BHE par des
cellules immunitaires, surtout de type lymphocytaire. Ce phénomene a été décrit
des 1942 par Kabat qui avait observé chez des patients atteints de neurosyphilis et
de SEP, une élévation de gammaglobulines au sein du LCR sans augmentation de
I’albumine, pourtant de plus faible PM (7),

Un processus destructif du tissu nerveux, tel que, les accidents vasculaires
ischémiques et hémorragiques, la maladie de Creutzfeld Jacob, les encéphalites
herpétiques ou la compression tumorale de la moelle, peut lyser des cellules
nerveuses. Ce phénoméne entraine ainsi une libération dans le LCR de protéines
constitutives du cytoplasme ou des membranes des cellules neuronales et gliales.
Six types distincts de protéines spécifiques, dont la protéine basique de la myéline,
sont retrouvés a des concentrations importantes lors de pathologies de la substance

blanche telle que la sclérose en plaque,
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- La consommation intrathécale d’une protéine par catabolisme local peut modifier
la protéinorachie mais il s’agit d’une situation rare. En 1984, il a été décrit une
diminution de la fraction C9 du complément suite a la formation du complexe

d’attaque de la membrane chez des patients atteints de sclérose en plaque (8).

2.3.2. Généralités sur le processus de présentation des antigenes dans le
SNC.

La présentation d'Ag permettant d'induire une réaction immunitaire, s'effectue par
l'intermédiaire de récepteurs spécifiques présents a la surface des cellules ; il s'agit des
molécules CMH (Complexe majeur d'histocompatibilité) encore appelées molécules HLA.
Ces récepteurs sont dits de classe | ou Il et leur présence au sein du SNC dépend du type de
cellules présentatrices d'Ag et du milieu environnant. Les molécules CMH de classe | sont
reconnues par des lymphocytes cytotoxiques CD8 qui induisent une fois activés, une apoptose
cellulaire (réponse dite de type Thl). Les molécules CMH de classe Il sont reconnues par les
lymphocytes CD4 qui provoquent une réponse immunomodulatrice et humorale mediée par
les lymphocytes B (réponse Th2).

Un systeme nerveux sain exprime peu de molécules CMH par l'action bloguante des
neurones ; ceux-ci inhibent en effet I'expression de ces molécules de classe | et Il sur les
cellules gliales environnantes. Ainsi, la mort électrique des neurones par destruction
myeélinique lors des SEP, s'accompagne de l'arrét de cette répression et de I'expression de
molécules CMH de classe 11 sur les cellules microgliales et de classe | sur les neurones.

Les lymphocytes T sont activés au niveau du tissu lymphoide par des cellules
spécifiques qui leur présentent I'Ag responsable de l'inflammation. Ce contact provoque
l'augmentation de l'expression des récepteurs des cytokines sur la membrane des cellules T

qui sont alors attirées vers le site inflammatoire par I’action chimiotactique de ces derniéres.

2.3.3. Mécanismes d’adhésion et de migration des cellules immunitaires
dans le SNC.

Tres peu de cellules immunes passent la BHE et c'est seulement lors d'une
inflammation que certaines cellules sont capables de s'immiscer vers le cerveau. Les
mécanismes de reconnaissance cellulaire lors d’affections neuro-immunologiques sont une

étape essentielle au passage des cellules immunitaires au travers des différentes barriéres
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sang-cerveau et sang-cellule nerveuse. Ce passage s'effectue en 3 étapes : adhésion, roulement

puis migration transcellulaire (Figure 7).
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Figure 7 : Mécanismes d’adhésion et de reconnaissance cellulaire au niveau du SNC (9).

Les intégrines présentes a la surface des lymphocytes activés vont tout d’abord interagir avec
les sélectines présentes a la surface des cellules endothéliales vasculaires. Il s’en suit un
phénomeéne de roulement le long de I’endothélium qui est stimulé par les propriétés
chimiotactiques des cytokines libérées au niveau du site inflammatoire. Ces contacts
cellulaires favorisent ainsi les interactions entre les cellules endothéliales et les lymphocytes
ce qui induit la transmigration cellulaire de ces derniers par aplatissement entre les cellules de
la paroi vasculaire cérébrale (Figure 7).

Selon les cytokines présentes dans le milieu environnant, il se produit une

différenciation des lymphocytes en cellules Th effectrices ce qui induit une réponse
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immunitaire de type Thl ou Th2. Une réponse Thl stimule la production de cytokines pro-
inflammatoires et cytotoxiques : interféron y (IFN y), tumor necrosis factor o (TNFa),
Interleukine 2 (IL2). Une réponse Th2 libére des cytokines immunomodulatrices et
stimulantes des lymphocytes B : 1L4, ILS, IL6, IL9, IL10, IL13 et TGFp (transforming
growth factor p).

2.3.4. Role des cytokines lors des réactions immunitaires.

Les cytokines sont des polypeptides, elles sont aussi bien produites par les cellules
immunitaires présentes sur le site inflammatoire lors de réponse de type Thl ou Th2, que par
les cellules résidentes du SNC (astrocytes, cellules microgliales...).

Ces molécules possédent des propriétés de chimiotactisme et elles permettent également
d’influencer la réponse immunitaire. Lors de pathologie inflammatoire ou infectieuse, ces
substances (IFN vy, TNFa lors de réponse Thl) activent les macrophages et les astrocytes qui
détruiront la gaine de myéline par I’intermédiaire du systéme du complément.

Cependant, des cytokines, telles que I'IL4, IL10 ou le TGFp, possédent des propriétés
immunomodulatrices et sont donc capables de contréler la réaction immunitaire en

supprimant par exemple, le processus auto-immun induit par les lymphocytes T (Figure 7).

2.3.5. Modéles expérimentaux pour I’étude des maladies neuro-

immunologiques démyélinisantes. (6)

En 1885, Pasteur mit au point le vaccin contre la rage dont ’homogénat était issu de
moelle épiniére de lapin infecté par le virus. Ces premieres découvertes ont permis d’établir
des modeles animaux expérimentaux a partir d’homogénat de cerveau pour I’étude des

pathologies démyélinisantes du SNC.

Pour les recherches concernant la sclérose en plaque, il s’agit de I’encéphalomyélite auto-

immune expérimentale (EAE).

L’EAE est considérée comme le prototype d’une maladie auto-immune a médiation cellulaire
spécifique d’un organe et un modele animal des maladies inflammatoires démyélinisantes du

cerveau.
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Il existe trois formes distinctes :
I’EAE aigué et I'EAE hyperaigué qui sont assimilées respectivement a
I’encéphalite aigué disséminée (ADEM) et a leuco-encéphalite hémorragique aigué
de Hurst,
- I’EAE chronique avec rémissions qui ressemble a la forme évoluant par poussees

de la sclérose en plaque.

Pour établir ce modele expérimental, des protéines intervenant dans la structure du tissu
cerébral, telles que, la protéine basique de la myéline (myelin basic protein ou MBP), la
protéine protéolipidique (PLP), la protéine S-100 des astrocytes, sont injectées par voie sous-
cutanée a des souris, rats ou cobayes. Dans certains cas, des cellules spécifiques dirigées
contre la MBP ou la PLP peuvent étre directement injectées aux animaux pour induire une
EAE qui présente alors une plus forte composante inflammatoire.

La protéine injectée est alors prise en charge par des cellules présentatrices d’Ag qui la
présentent a leur surface par I’intermédiaire de molécules HLA de classe II. La protéine est
alors dite apprétée et est présentée aux lymphocytes T CDA4.

Une fois actives, les lymphocytes franchissent la BHE, reconnaissent le peptide de 1’hé6te et

exercent leur effet delétére en induisant une inflammation et la destruction de la myéline.

Ce modele a permis de mettre en évidence un changement de reconnaissance antigénique lors
de I'évolution de la maladie. Ainsi, une destruction myélinique, provoquée au début de la
maladie par des lymphocytes activés par la protéine MBP, peut étre amplifiée par la
reconnaissance de nouveaux Ag par les cellules immunitaires. La réponse lymphocytaire est

alors étendue a d’autres antigenes tels que la PLP ce qui favorise la progression de la maladie.

Ces découvertes permettent d’étudier les variabilités d’évolution de la sclérose en plaque,
mais également de développer de nouvelles approches thérapeutiques, génétiques et

immunologiques. De hombreuses questions restent néanmoins toujours en suspens.
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3. LA SCLEROSE EN PLAQUE (SEP).
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3. LA SCLEROSE EN PLAQUE (SEP).

3.1. Structure et fonctions de la fibre myélinisée. (6)

3.1.1. Données morphologiques.

La my¢line est une structure complexe d’aspect spiralée qui permet une liaison intime
entre I’axone et la cellule gliale. Elle est constituée d’une alternance de lignes denses
majeures qui sont scellées par la dimérisation de la protéine basique de la myéline (MBP), et
de lignes intrapériodiques ou se retrouvent les domaines extracellulaires de la protéine

protéolipidique (PLP) dans la myéline centrale.

Ces dispositions membranaires contribuent a la fonction de jonctions spéecialisées de la gaine
de myéline qui optimisent la transmission et ainsi la conduction rapide de I’influx nerveux
(Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique de la gaine de myéline et de son association avec
I’axone et la cellule gliale.

La my¢éline est une structure fragile qui peut étre le point d’impact de maladies génétiques ou

dégenératives telles que la SEP.
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3.1.2. Fonctions de la myéline du SNC.

La principale fonction de la fibre myélinisée est sa capacité d’isolant €lectrique ce qui
explique sa richesse en lipides (cholestérol, phospholipides et glycolipides) et sa faible teneur
en eau. Il existe également de nombreuses protéines au sein de la myéline, dont les fonctions
sont tres diversifiees.

Les deux grandes familles majoritaires, qui représentent 80% de la structure protéique de la
myéline, sont les MBP et les PLP. Les MBP permettent une interaction avec les lipides acides
tandis que les PLP stabilisent la fibre myélinisée.

Un grand nombre de protéines dites mineures existent en plus faible proportion. Il s’agit entre
autres, de la myelin-associated glypoprotein (MAG) dont les produits issus de sa protéolyse
sont retrouvés dans le LCR des patients atteints de SEP, de la myelin oligodendrocyte
glycoprotein (MOG) qui appartient a la superfamille des immunoglobulines, des protéines de
Wolfgram.

La myéline assure ses foncions grace aux interactions inter-lipides, inter-protéines et lipides-
proteines. La myeélinisation par segments de I’axone et la présence de nceuds de Ranvier
dépourvus de myéline et riche en canaux sodiques voltage-dépendants, permettent la
conduction saltatoire de I’influx nerveux le long des axones my¢linisés. Les protéines de la
my¢éline peuvent faire 1’objet d’une attaque auto-immune dans les maladies démyeélinisantes.
Ainsi, les MOG, MBP, PLP sont reconnues comme auto-antigénes cibles dans la SEP et cette
reconnaissance contribue au phénoméne de démyélinisation. Tout processus de
démyélinisation augmente le temps nécessaire pour activer les canaux sodiques. Ce retard de
dépolarisation de membrane entraine alors une diminution de la vitesse de conduction et de

transmission de I’influx nerveux a la cellule suivante.
3.2. Données épidémiologiques.

La SEP est la plus fréquente des maladies inflammatoires chroniques démyeélinisantes de
I'adulte jeune (entre 20 et 40 ans) avec une prédominance féminine (sex ratio de 1,5 a 2/1)
(10). L'incidence globale de la maladie au niveau mondial, révisée par Alonso et al en juillet
2008, sur ces 40 derniéres années, est de 3,6 cas pour 100 000 personnes-années pour les

femmes et de 2 pour les hommes (11).

En 1980, Kurtzke avait observé que la prévalence de la maladie augmentait dans chaque

hémisphére en partant de I’équateur vers les poles (13).
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Cette distribution a permis de décrire 3 zones de prévalence :

- Les zones de forte prévalence (> a 30 pour 100 000 habitants). Elles se situent au
dessus de 40° de latitude nord et de 30° latitude sud,

- Les zones de moyenne prévalence (entre 5 et 30 pour 100 000 habitants). Elles
correspondent au sud de I'Europe, aux Etats-Unis, au pourtour méditerranéen et a
I'Australie,

- Les zones de faible prévalence (< a 5 pour 100 000 habitants). Elles se trouvent en
Asie et en Afrique.

La race caucasienne parait plus exposée a la maladie que les noirs d’origine africaine, les
asiatiques, les aborigenes d’Australie ou les esquimaux.

Les ¢études de migration de population montrent que les adolescents migrant avant I’age de
15 ans acquiérent la prévalence du pays d’accueil contrairement aux migrants adultes qui
conservent la prévalence du pays d’origine.

En France, plus de 70 000 personnes sont touchees par cette maladie. Durant ces 40 dernieres
années, de nombreuses études ont montré une nette augmentation de I'incidence de la SEP
notamment chez la femme. Une synthese de ces différents travaux, réalisée par Debouverie
et al en 2007, estime I’incidence de la maladie entre 4,1 et 9,12 pour 100 000 habitants et une
prévalence entre 65 et 125 pour 100 000 habitants (12). Il existe un gradient progressif tres
net évoluant du sud-ouest au nord-est et les régions les plus touchées sont 1’Alsace, la
Lorraine, la Champagne-Ardenne, la Picardie, le Nord-Pas de Calais et la Franche-Comté
(Figure 9).
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Figure 9 : Taux d’incidence standardisée pour 100 000 personnes en France (donnée CNAM
1999) (12).
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Bien que I'étiologie de la maladie ne soit pas encore connue, la SEP demeure une pathologie
multifactorielle dont les facteurs génétiques, environnementaux, virologiques ou

immunologiques pourraient expliquer la répartition inégale de la maladie dans le monde.
3.3. Définition anatomopathologique de la SEP.

La SEP est une pathologie chronique démyélinisante dont le mécanisme inflammatoire
et auto-immun détruit la myéline. Ce phénomeéne aboutit progressivement a une atteinte
axonale qui constitue la cause principale du handicap neurologique irréversible.

En 1868, le professeur Charcot publia le premier cas de SEP apres avoir autopsié le cerveau
d'une jeune femme atteinte de dysarthrie, mouvements oculaires anormaux et tremblements. Il

observa des cicatrices cerébrales caractéristiques qu'il dénomma "plaques".

La SEP est principalement définie par des criteres anatomopathologiques (14):

- La présence de lésions inflammatoires démyélinisantes aigués appelées "plaques”.
Ces atteintes apparaissent de maniére successive pendant I'évolution de la maladie
et sont définitives. Elles sont disséminées dans la substance blanche du SNC ce qui
explique la diversité des signes clinigues,

- Une perte oligodendrocytaire suite au processus immuno-induit. Dans la SEP
aigué, la démy¢linisation est associée a une destruction extensive d’autres cellules
tissulaires tels que les oligodendrocytes. Pourtant, un grand nombre de ces cellules
semble rester disponible pour permettre une remyélinisation rapide,

- Une altération de la BHE et une infiltration de cellules inflammatoires a
disposition périvasculaire qui apparaissent au début de la maladie,

- Une perte axonale corrélée avec l'activité inflammatoire, qui s'observe au cours de
I'évolution de la maladie,

- Une gliose réactionnelle (processus de prolifération et/ou d'hyperplasie des cellules
microgliales et des astrocytes) qui apparait au dernier stade de la maladie. Cette

atteinte a permis de donner le nom de "sclérose” a la maladie.

Deux grandes associations, la "Multiple Sclerosis International Federation" (MSIF) et la
"National Multiple Sclerosis Societies of the USA and Canada™ (NMSS), ont établi des
criteres de classification des types de plagques observées au cours de la SEP afin de classer en

4 catégories les lésions observées et de déterminer I’activité de la maladie :
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- Les plaques aigués correspondent a la présence d'une inflammation et d’un infiltrat
de macrophages contenant des débris récents de myéline,

- Les plaques chroniques actives différent des plaques aigués par l'absence de
produits de dégradation récents de la myéline au sein des macrophages,

- Les plaques chroniques inactives correspondent a la présence de produits de
dégradation récents de la myeline sans infiltrats périvasculaires inflammatoires,

- Les "shadow plaques" représentent un processus de remyélinisation, associé a une

absence d'infiltrats inflammatoires et de produits de dégradation de la myéline.
3.4. Physiopathologie de la SEP. (15)

La SEP est une maladie d’une trés grande complexité aussi bien d'un point de vue

clinique qu'anatomopathologique.

Elle est caractérisée par une dissociation axono-myelinique dont le processus pathologique est
la destruction de la gaine de myéline avec un maintien de la continuité axonale au sein des
foyers de démyélinisation. Cependant, I’atteinte axonale, responsable du handicap
neurologique permanent, peut survenir secondairement au phénomene de démyélinisation
aprés des années d’évolution.

Le processus inflammatoire, dont l'origine n’est pas encore connue, met en jeu des
lymphocytes T ciblant les Ag de la myéline. Des clones lymphocytaires autoréactifs sont
activés dans le sang circulant par des cellules présentatrices d’Ag. Ils traversent la BHE pour
pénétrer dans le SNC et induire la réaction inflammatoire. Les cellules infiltrantes et les
cellules résidentes du SNC sécrétent des cytokines et autres médiateurs de 1’inflammation qui
participent au recrutement cellulaire.

Ces réactions immunitaires aboutissent a la destruction myélinique responsable du blocage de
la conduction nerveuse et des signes cliniques observés lors des phases de poussée de la

maladie.

La diminution de transmission de I'influx nerveux a été décrite dés 1868 par Charcot : I'axone
démyélinisé voit son nombre de canaux sodiques voltage dépendant diminuer, ce qui induit la
formation d'un bloc de conduction (dysfonctionnement de [l'activité électrique).
L'hyperexcitabilité des axones démyélinisés est responsable de I'apparition de symptdmes,
pouvant étre temporaires ou a l'inverse continus, tels que sensations de picotements,

fourmillements, douleurs lors de certains mouvements.
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Les manifestations de pousseées peuvent étre suivies par des phases de rémissions qui
témoignent de la restauration de la fonction nerveuse au niveau des axones altérés. Les
rémissions peuvent étre dues a deux mécanismes : l'apparition de nouveaux canaux sodiques
voltage dépendant au niveau de I'axone atteint ou la remyélinisation spontanée effectuée par
des oligodendrocytes endogenes. Cependant, dans certains cas, ces nouveaux canaux sodiques
ne restaurent pas completement I'influx nerveux et une augmentation de la température
corporelle (stress, fievre ou exercices physiques) provogque une aggravation des signes
neurologiques ; ceci caractérise le syndrome d'Uhthoff. Ce symptdme doit son nom a un
neurologue allemand qui décrivit en 1890, l'apparition de diplopie transitoire aprés un
exercice physique chez plusieurs patients atteints de SEP. En effet, la dégradation de la
myéline rend I'axone plus sensible aux changements de température et engendre une mauvaise
transmission de l'influx nerveux. Une diminution de la température corporelle stoppe les

signes cliniques.

Au niveau des plaques de démyelinisation aigués ou chroniques actives, la réaction
inflammatoire est dominée par I’infiltration de lymphocytes T et de macrophages. Les plaques
chroniques inactives sont caractérisées par un infiltrat de plasmocytes. La présence de
plasmocytes, d’Igs et de fractions du complément évoque la destruction de la myéline et des
oligodendrocytes par I’intermédiaire d’auto-Ac et de [Dactivation de la cascade du
complément.

La réponse humorale médiée par les lymphocytes T CD4 est illustrée par la présence d’une
synthése intrathécale d’Ac qui est le témoin de Iinfiltration lympho-plasmocytaire.

Les mécanismes pathologiques de la SEP restent encore inconnus a ce jour. Cependant, les
modeles expérimentaux animaux et les réponses thérapeutiques aux immunosuppresseurs ont
permis de proposer deux hypothéses concernant l'origine de la maladie : - La premiere
objective un début périphérique de la SEP qui repose sur la présence de cellules autoréactives
dirigées contre des épitopes myeliniques dans le sang des patients. Deux théories sont ainsi
exploitées : les Ag d'un agent infectieux provoqueraient une réaction croisée avec les Ag du
soi de [I'héte (mimétisme moléculaire), ou lactivation non spécifique des cellules
autoréactives lors d'un processus inflammatoire quelcongque. - La deuxiéme hypothése
impliguerait une atteinte primitive du SNC avec une mise en jeu secondaire du systéme
immunitaire. Un processus d'apoptose oligodendrocytaire ferait suite a une infection latente
d'origine virale ou toxique. L'immunité naturelle précéderait la réponse adaptative activant les

lymphocytes T autoréactifs.
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3.5. Etiopathogénie de la SEP. (16)

Les origines étiologiques de la SEP sont trés nombreuses mais hypothétiques. Seul le

mécanisme auto-immun responsable de la destruction myélinique est connu a ce jour.

La présence de facteurs génétiques a pu étre fortement évoquée par de nombreuses
études eépidémiologiques et il semblerait que la susceptibilité de la maladie soit controlée par
plusieurs génes. Par exemple, I'expression de certains génes codant la région HLA, présents
sur le chromosome 6, pourrait constituer un facteur de prédisposition a la maladie ; il a été
démontré qu'il existait un lien significatif entre la présence de I’allele HLA-DRB1*1501 au
niveau du locus HLA-DR2 et la SEP. Cependant, leur responsabilité dans le développement
de la maladie ne serait que de 10 a 60% et les mécanismes exacts impliquant ces derniers dans
la physiopathologie de la SEP ne sont pas encore connus (17, 18).

Les formes familiales représentent 10 a 15% des cas. La prévalence de la maladie chez un
apparenté¢ d’un patient atteint de SEP est variable, elle est plus €élevée entre fréres et sceurs
(4%), comparé aux parents (2,75%) ou aux autres apparentés (2%). Des jumeaux
homozygotes présentent un risque de 38% de développer la maladie si I'un des deux est
atteint. Cette prédisposition n’est pas liée a une transmission génétique de la maladie, mais
elle traduit une predisposition génétique particuliere a développer une réaction immunitaire a

I’agent pathogéne.

L’influence des facteurs environnementaux dans la SEP a été mise en évidence a la
suite d’¢études sur I’incidence de la maladie en fonction de I’age et de la migration des
populations : la prévalence varie suivant un gradient nord-sud ; la migration vers une zone de
faible prévalence avant I’age de 15 ans apporte le risque du pays d’accueil ; le niveau socio-
économique du pays influencerait la susceptibilité de la maladie. Par ailleurs, la pollution,
I’industrialisation et le mode de vie faciliteraient le développement de pathologies auto-
immunes ou allergiques. Ainsi, la prévalence de la SEP en Asie est faible mais est plus

importante au Japon, pays d'Asie le plus industrialisé.

La responsabilité des agents infectieux, viraux ou bactériens, dans le déclenchement
de la maladie n’a pas encore été élucidée. Les recherches se portent plus particuliérement sur
des virus responsables d’infection latente avec réactivation, tels HHV6 (herpés virus
humain 6), le virus de la rougeole, les rétrovirus, ’EBV (Epstein Barr virus). Le phénoméne

de mimétisme moléculaire serait a ’origine du déclenchement de la destruction myélinique en
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provoquant une réponse immunitaire dirigée contre le soi en réponse & un agent infectieux

pour lequel il existe une homologie de séquence protidique avec la myéline.
3.6. Evolution de la SEP.

La SEP est une pathologie d’une importante variabilité tant au niveau de la
symptomatologie, que de 1’évolution et du pronostic. Elle est caractérisée par des phases de

poussées et de progression qui permettent d’identifier différents profils évolutifs.
3.6.1. Les phases cliniques de poussées et de progression.

Une poussée apparait de maniere subaigué en quelques heures a quelques jours. Elle
atteint une phase de plateau suivie d’une récupération plus ou moins complete.
D’un point de vue clinique, les poussées doivent durer au moins 24h et étre séparées d’un
minimum de 30 jours. Elles peuvent correspondre a I’apparition ou a la réapparition de

symptomes, ainsi qu’a I’aggravation de symptomes déja existants.
3.6.2. Les types évolutifs de la SEP. (19)

Il existe trois formes cliniques principales : recurrente rémittente, secondairement

progressive et progressive primaire (Figure 10A) :

- SEP récurrente rémittente : cette atteinte, observée chez 85% des patients apparait
surtout en début de maladie et se traduit par ’apparition de poussées alternées par
des phases de rémissions. Les épisodes d’anomalies neurologiques sont sans
conséquence et I’état du patient revient a la normale a la fin de la poussée. A ce
stade, des plaques multifocales d’ages différents sont observées a n’importe quel
niveau du SNC et le syndrome inflammatoire est dominant,

- SEP secondairement progressive : cette forme est retrouvée chez la majorité des
patients atteints de SEP récurrente rémittente évoluant depuis de nombreuses
années (10 a 20 ans). Les poussées présentent une aggravation progressive avec
des séquelles neurologiques irréversibles dues a une perte axonale,

- SEP a forme progressive primaire : cette atteinte est de progression permanente et
il n’y a pas d’alternance de poussées et de rémissions. Elle est observée dans 10%
des cas de SEP débutante et se caractérise d’un point de vue anatomopathologique
par la mort des oligodendrocytes associée a la disparition de différentes protéines

de la myéline.
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Figure 10 : Classification des types évolutifs de la SEP. A : les trois types principaux ; B : les
cing types détaillés ; C: la classification internationale de Lublin et Reingold
(1996) (19).

Ces trois principales formes cliniques peuvent étre subdivisées en cing autres sous types
distincts selon I’existence ou non de poussées lors des périodes de progression. (Figure 10B).

A la suite d’un consensus en 1996, Lublin et Reingold ont établi une nouvelle classification
désormais utilisée pour classer les formes de SEP. Elle distingue en plus des trois principaux
types, la forme progressive récurrente. Elle correspond a une aggravation neurologique
progressive et réguliere ponctuée de poussées aigués avec ou sans rémission ultérieure (20).

Cette atteinte est retrouvée chez 5% des malades. (Figure 10C).
3.6.3. L’évolution d’ensemble de la SEP.

La symptomatologie clinique observée au cours des SEP est trés variée.
La maladie reste cependant caractérisée par différentes phases : l'apparition des premiers
signes cliniques neurologiques, la 2°™ poussée et la progression secondaire.
- Le début de la maladie se présente sous une forme récurrente rémittente (85% des
patients) ou sous forme progressive demblée (15% des cas). Les formes
récurrentes rémittentes présentent une prédominance féminine (2 femmes pour

1 homme) contrairement aux formes progressives primaire dont le sex ratio est
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voisin de 1. La maladie apparait entre 20 et 40 ans dans 70% des cas et un
diagnostic de SEP apres 55 ans doit étre posé avec précaution. Les signes cliniques
d'une SEP débutante sont multiples du fait de l'atteinte aléatoire de la substance
blanche. Il s'agit essentiellement de troubles moteurs, sensitifs, sphinctériens ou
sexuels. La névrite optique rétrobulbaire (NORB) isolée est un signe trés évocateur
mais non spécifique du diagnostic de SEP. Elle est observée chez 20% des
patients. Enfin, les troubles cognitifs tels le phénomeéne d’Uhthoff, la fatigue, la
perturbation de l'attention et de la mémoire peuvent également étre observés dans
la sémiologie initiale de la SEP,

- La 2°™ poussée survient dans les deux premiéres années chez 50% des patients
présentant initialement une forme récurrente rémittente. Ce délai n'est influencé ni
par l'age ni par le sexe des patients et il peut étre prédit en visualisant I’apparition
de nouvelles lésions inflammatoires du SNC sur un 2°™ cliché IRM (imagerie par
résonance magnétique) réalisé 3 mois apres le 1%,

- La progression secondaire apparait apres 15 a 19 ans d'évolution de phase
récurrente rémittente. Cependant, plus les symptdmes de SEP débutante
s'expriment tardivement dans la vie du malade et plus le délai de passage a la
forme progressive secondaire est écourté. A ce stade, la perte axonale dépasse les
systemes de compensation du SNC et la présence d’un handicap neurologique

pendant plus de 6 mois est considéré comme irréversible.

De nombreuses cohortes internationales ont été constituées afin de décrire la SEP. La plus
importante reste la cohorte lyonnaise qui comprend 1844 patients inclus progressivement de
1957 a 1997 (21, 22). Cette étude a ainsi permis d’évaluer les différents critéres de bon
pronostic de la maladie qui sont: un age de début précoce, le sexe féminin, une névrite
optique inaugurale, une phase initiale récurrente rémittente et 1’apparition d’une 28me poussée
aprés plus de 2 ans de rémissions. Cette cohorte a également permis d’estimer les délais
d’atteinte des différents stades d’aggravation du handicap neurologique : ils s’observent aprés

8, 20 puis 30 ans d’évolution et la survie globale des patients est estimée a 40 ans environ.
3.7. Diagnostic positif de la SEP. (23)

Le diagnostic de SEP est fondé sur la notion de dissémination spatiale et temporelle
des lésions neurologiques inflammatoires. La dissémination dans l'espace implique la

présence d'au moins deux lésions de la substance blanche du SNC. La dissémination dans le
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temps correspond & l'apparition d'une 2°™ poussée au moins 1 mois aprés la premiére ou
I'apparition de nouvelles lésions a I'lRM au moins 3 mois apres le premier cliché.

Différents examens sont indispensables afin de poser le diagnostic et surtout lorsque la
maladie présente une forme atypique ; il s’agit de I’examen neurologique, I’IRM cérébrale, les
potentiels évoqués dont les anomalies apportent un élément de dissémination spatiale et

I’analyse biochimique du LCR.
3.7.1. L'IRM cérébrale.

L'IRM est l'outil primordial pour mettre en évidence la dissémination des lésions au
sein de la substance blanche lors du diagnostic de SEP. La plupart des lIésions cérébrales telles
les plaques inflammatoires actives de SEP sont responsables d'une augmentation du contenu
tissulaire en eau. L'IRM est tres sensible a ce parameétre (24).

Il existe cependant de nombreux paradoxes entre la clinique et les images observées a I'RM
cerébrale de patients atteints de SEP. De nouvelles méthodes en cours de développement
permettraient de visualiser différents types d'atteinte tissulaire, globale et focale des le stade
précoce de la maladie. La place de ces techniques dans le diagnostic et le suivi des SEP reste a

déterminer (25).
3.7.2. L'analyse biologique du LCR.

L'absence de signes neurologiques de dissemination temporelle et/ou spatiale peut rendre
le diagnostic de SEP difficile. L'analyse du LCR s'avere étre un outil diagnostic extrémement
fiable qui comprend plusieurs parameétres : protéinorachie, cytorachie, recherche de synthese
intrathécale et calcul de I’index IgG.

- La protéinorachie peut étre augmentée dans 25% des cas sans dépasser 1 g/L,

- La cytorachie révele le plus souvent 4 a 20 cellules mononuclées par mm3
(essentiellement lymphocytaires),

- Une synthese intrathécale, définie par la présence de bandes oligoclonales d’IgG
dans le LCR, non retrouvées dans le sérum, est présente chez 95% des patients
atteints de SEP (26). La derniére conférence de consensus en 2005 préconise une
technique d'isoléctrofocalisation couplée a une immunodétection (immunotransfert
ou immunofixation) pour la mise en évidence d'une synthése intrathécale dans le

LCR, reflet d'une réaction inflammatoire chronique au sein du SNC (27),
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- L’index des 1gG est le rapport des quotients : (IgGLcr/1gGserum) / (AlbLcr/Albsérum).

Ces calculs permettent d’établir le pourcentage d’IgG naturellement transsudées

dans le LCR et le pourcentage d’IgG synthétisées localement. Un résultat supérieur

a 0,7 témoigne d’une synthese intrathécale. Cependant, ce calcul ne peut pas étre

employé seul du a sa sensibilité inférieure & 70% (26, 28).

3.7.3. Les criteres diagnostiques de la SEP.

L’ importante variabilité des signes cliniques observés en cas de SEP débutante rend

difficile un diagnostic précoce de la maladie. Des conférences de consensus ont ainsi permis

la mise en place de criteres diagnostics précis basés sur les examens cités précédemment. En

1983, les criteres établis par Poser et al permettaient de distinguer 5 types de SEP définies ou

probables ; le patient devait obligatoirement avoir présenté deux épisodes de poussées pour

conclure au diagnostic definitif de SEP (29). Les progrés de I’IRM ont permis une revision

importante des criteres de Poser et al par Barkhof en 1997, par Mac Donald et al en 2001 (30)

(Tableau 2).
Cllnblquz Nombre de régions
(nom re de touchées a PIRM Compléments nécessaires pour le diagnostic
poussées)
2 ou plus 2 ou plus e Aucun (éliminer les diagnostics différentiels).
¢ Dissémination dans I’espace démontrée a I’IRM
ou
2 ou plus 1 e Association d’anomalies biologiques du LCR
(synthese intrathécale) et de 2 lésions ou plus en IRM.
1 2 ou plus ¢ Dissémination dans le temps par I’'IRM
¢ Dissémination dans I’espace par I’IRM
ou
1 1 ¢ Anomalies biologiques du LCR et 2 lésions ou plus a
I’IRM et dissémination dans le temps par I’IRM.
¢ Anomalies biologiques du LCR
ET
0 (début e Dissémination dans I’espace par I’'IRM
1 ET

progressif)

e Dissémination dans le temps par I’IRM ou une
progression sur 1 an minimum.

Tableau 2 : Critéres diagnostiques de SEP selon Mac Donald et al (30).
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Cette derniére recommandation a été simplifiée par 1’équipe de Polman et al en 2005 (31).
Elle incluse la réalisation de deux IRM a 3 mois d’intervalle ce qui permet de confirmer le
diagnostic de SEP par I’apparition de nouvelles Iésions & la 2°™ IRM cérébrale. Une 2°™
poussée n’est donc plus nécessaire pour conclure au diagnostic et les formes probables ou
possibles de SEP n’existent plus.

3.8. Diagnostic différentiel de la SEP. (6, 23)

Les signes cliniques neurologiques, le profil oligoclonal des IgG dans le LCR et les
images observées a I’IRM cérébrale ne sont pas spécifiques de la SEP (32). Les problémes
diagnostiques se posent principalement au début de la maladie ou lors d’évolution particuliere
telle que la forme progressive primaire. Ainsi, devant une suspicion de SEP, il est nécessaire
d’éliminer d’autres pathologies infectieuses, auto-immunes ou tumorales a I’aide d’examens
complémentaires tels, les serologies, les biopsies cérébrales ou les dosages de vitamines.

De nombreuses pathologies peuvent présenter une synthése intrathécale et elles sont
généralement distinguées de la SEP par I’examen clinique, I’IRM et les analyses sérologiques.
Le tableau 3 répertorie les différentes causes d’apparition de bandes oligoclonales dans le

LCR non retrouvées dans le sérum.

] Incidence de présence d’un profil oligoclonal dans le
Pathologies LCR (en %)

Adrénoleucodystrophie 100
Panencéphalite subaigie sclérosante 100
SEP 95
Neuro-syphilis 95
Neuro-maladie de Lyme 80
Neuro-sida, myélopathie a HTLV 80
Cysticercose 80
Trypanosomose 80
Syndrome de Guillain-Barré 60
Ataxie télangiectasie 60
Maladie de Harada 60
Neuro-lupus érythémateux systémique 50
Neuro-sarcoidose 40
Neuro-Behget 20
Méningite aigué <5
Encéphalite aigué <5
Tumeur cérébrale, lymphome <5

Tableau 3 : Causes les plus fréquentes d’apparition de bandes oligoclonales dans le LCR.
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D’un point de vue clinique, les atteintes diffuses, localisées ou progressives du SNC
peuvent présenter les mémes troubles que la SEP. Elles doivent donc faire I’objet d’une
recherche systématique. Il est également important de distinguer la SEP de formes frontieres

non incluses dans les critéres de classification actuels.

Une atteinte diffuse du SNC évoluant par poussées peut étre en rapport avec certaines
vascularites (lupus érythémateux disséminé, périartérite noueuse), maladie de Behget,
sarcoidose, ou maladie de Gougerot-Sjogren. Les résultats des données sérologiques ou auto-
immunes ainsi que la présence d’un syndrome inflammatoire dans le sang avec une rupture de
la BHE sont des arguments en faveur de ces pathologies (34).

Une atteinte localisée du SNC évoluant par poussées peut étre retrouvée lors de tumeurs
cérébrales ou médullaires, de lymphome primitif du SNC, de malformations vasculaires
médullaires et du tronc cérébral, et d’affections cerébro-vasculaires. L’IRM permet de
différencier ces différentes pathologies.

Une atteinte progressive du SNC peut étre la cause d’une affection dégénérative (paraplégie
spastique héréditaire), d’une sclérose combinée par carence en vitamine B12, d’une atteinte
infectieuse (myélopathie a HTLV-1, maladie de Lyme, myélopathie a HIV, neurosyphilis) ou
d’une affection métabolique héréditaire (adrénoleucodystrophie). Ces maladies peuvent
présenter les mémes anomalies a I’IRM que la SEP ainsi que des bandes oligoclonales d’lgs
dans le LCR. Le diagnostic s’effectue a la suite de dosages de marqueurs specifiques ou

d’analyses sérologiques.

Dans les formes frontieres, il n’existe habituellement pas de synthese intrathécale dans le
LCR et le diagnostic se porte essentiellement sur IPIRM ou sur les donneées
anatomopathologiques (6). La maladie de Marburg, décrite en 1906 par Otto Marburg, est une
atteinte fatale en quelques mois et se caractérise par une aggravation progressive sans
poussee. Contrairement a la SEP classique, la destruction de la myéline survient de facon
simultanée dans toutes les zones affectées. La sclérose concentrique de Balo, décrite en 1928
par le Dr Joseph Balo, est une forme présentant des Iésions concentriques au niveau de la
substance blanche des hémisphéres cérébraux et caractérisée par une alternance de bandes
démyélinisées et saines ou remyeélinisées. La neuromyélite optique de Devic se traduit par une
névrite optique et une myélite transverse dont les séquelles apparues apres les poussées, sont
plus sévéres que dans la SEP. Ceci est lié a la présence de lésions démyélinisantes et

nécrosantes dans la substance blanche ou la substance grise de la moelle épiniére et au niveau
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des nerfs optiques. La sclérose diffuse myélinoclastique ou maladie de Schilder est une
pathologie démyélinisante aigué qui touche les deux hémisphéres cérébraux. L’évolution est
progressive avec une extension de I’atteinte neurologique et une atteinte axonale
omniprésente. L’encéphalomyélite aigué disséminee doit impérativement étre dissociée de la
SEP. Elle correspond & un processus de démyélinisation brutale faisant suite a une vaccination

ou & une infection (33).
3.9. Le réseau SEP Bretagne.

La complexité de la SEP impliqgue une prise en charge précoce du malade.
L’association Neuro-Bretagne, présidée par le Pr Gilles EDAN, Neurologue au CHU de
Rennes, a permis la mise en place du réseau SEP-Bretagne en octobre 2004 dont le centre
référent est la clinique de la SEP a Rennes.

Ce réseau assure une collaboration des professionnels médicaux (médecins généralistes,
neurologues, rééducateurs, ophtalmologistes, psychiatres) et paramédicaux (kinésithérapeutes,
infirmiers, assistants sociaux) autour du patient.

Ses actions sont multiples sur la région, celles-ci sont résumées sur le prospectus délivré aux

personnes atteintes de SEP a I’accueil du service de Neurologie. (Figure 11)

ACTIONS DU RESEAU
SEP BRETAGNE
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Figure 11 : Brochure du réseau SEP Bretagne
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4. ANALYSE BIOCHIMIQUE DU LCR
DANS LE CADRE D’UNE RECHERCHE
DE SYNTHESE INTRATHECALE
POUR LE DIAGNOSTIC DE SEP.
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4. ANALYSE BIOCHIMIQUE DU LCR DANS LE CADRE D’UNE
RECHERCHE DE SYNTHESE INTRATHECALE POUR LE
DIAGNOSTIC DE SEP.

4.1. Introduction.

L’exploration biochimique du LCR est I’examen de choix pour démontrer la présence
d’une synthése intrathécale d’lgs lors de maladies inflammatoires du SNC. La comparaison
du profil électrophorétique du LCR a celui du sérum permet de mettre en évidence une
production locale d’Igs et une inflammation au sein du SNC, éléments clés du diagnostic de
SEP.

Deux types d’analyses sont utilises pour cette recherche: une analyse quantitative
immunochimique et une analyse qualitative électrophorétique.

La méthode quantitative nécessite les dosages des protéines totales, de I’albumine et des Igs
dans le sérum et dans le LCR. La synthese intrathécale est démontrée a I’aide de formules
mathématiques et de diagrammes ou les résultats obtenus pour le patient sont comparés a ceux
de la population générale. Les methodes qualitatives sont plus sensibles et elles permettent de
détecter la présence d’un profil oligoclonal des Igs dans le LCR du patient non retrouvé dans
le sérum. Pour le diagnostic de SEP, une électrophorése des protéines seriques peut étre

effectuée en paralléle pour montrer I’absence de syndrome inflammatoire ou de gammapathie.
4.2. Exploration biochimique quantitative du LCR.

4.2.1. Dosage de I’albumine.
4.2.1.1. Les différentes techniques de dosage et les valeurs normales.

Le dosage de I’albumine peut étre réalisé a I’aide de deux techniques différentes : les
méthodes immunochimiques (immunoturbidimétrie, immunonéphélémétrie) et les méthodes
colorimétriques (vert de bromocrésol, rouge de bromocrésol...).

Les techniques de dosage colorimétriques sont rapides, automatisées et reproductibles. Elles
sont cependant soumises a de nombreuses interférences telles que la présence de lipides, de
bilirubine ou de salicylé. Les méthodes immunochimiques sont plus couteuses mais tres

spécifiques.
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Les valeurs de I’albumine varient peu selon la méthode de dosage utilisée : I’albuminémie est
comprise entre 42 et 55 g/L pour les hommes et entre 37 et 53 g/L pour les femmes. Les
valeurs usuelles de I’albouminorachie varient de 145 a 250 mg/L.

4.2.1.2. Evaluation et signification du rapport albumine : Qalb.

La synthese de I’albumine est strictement hépatique et il n’existe aucun mécanisme de
production ou de catabolisme au niveau du SNC. Toute augmentation de I’albuminorachie est
donc considérée comme le résultat d’une modification de la BHE entrainant un phénomeéne de

transsudation (35).

Le Qalb est le rapport de la concentration en albumine du LCR sur la concentration en
albumine sérique, exprimées dans les mémes unités. Ce quotient permet d’évaluer I’état de la
BHE.
Il varie en fonction de I’4ge du patient : la perméabilité de la BHE diminue de la naissance a
la premiére année de vie puis s’éléve au-dela de 41 ans (36, 37).

- Nouveau-nés : Qalb < 28.10%,

- 1a40ans:QAIb<5.10%

- 412a60ans: QAIb<8.10°,

- Plusde60ans: <9.10°

En 1993, Blennow a étudié le rapport QAIlb de 105 personnes en bonne santé agées de 18 a
88 ans. Ce travail a permis de mettre en évidence une augmentation du QAIb aprés 45 ans
sans différence significative entre hommes et femmes. Cette altération "physiologique™ de la
BHE aprés 45 ans pourrait étre liée a une diminution de production du LCR ou a un processus

d'athérosclérose des petits vaisseaux cérébraux (38).

Au cours des SEP, le QAIb est normal ou faiblement augmenté tout en restant inférieur a
20.10°. Un QAlIb > 50.10° est surtout observé lors de méningite purulente ou d'encéphalite
herpétique.

En 1996, Liebsch (39) compara le rapport QAIDb et les images IRM de 48 malades en rechute
de SEP et de 30 patients atteints de SEP stable. Cette étude avait mis en évidence une
augmentation significative du QAIlb et du nombre de Iésions observées a I'RM uniquement
chez les patients en rechute. Les plaques actives présentes au sein de la substance blanche
s'accompagnaient d'une atteinte de I'intégrité des vaisseaux siégeant a proximité de celles-ci.

Cette modification de perméabilité vasculaire expliquerait I'augmentation du rapport QAIb.
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4.2.2. Dosage des 1gG, M et A.
4.2.2.1. Les différentes techniques de dosage et les valeurs usuelles.

Les IgG, M et A peuvent étre dosées a l'aide de techniques d'immunoprécipitation en
milieu liquide qui regroupent l'immunonéphélémétrie et lI'immunoturbidimétrie. Ces deux
techniques sont les plus utilisées en routine. Elles sont onéreuses mais présentent l'avantage

d'étre automatisées, précises et trés reproductibles (40).

Les valeurs usuelles des Igs sériques varient en fonction de I'age. Elles sont présentées dans le

tableau 4 :
0 & 3 mois 3moisalan Adulte
IgA (g/L) 0-0,2 0,15-1,1 0,7-4
IgM (g/L) 0,05-0,3 0,15-1 04-23
1gG (g/L) 7-16 25-5 7-16

Tableau 4 : Valeurs de référence des Igs sériques en fonction de I'age (40).

Les valeurs normales des Ig G, M et A dans le LCR sont respectivement de 20 a 40 mg/L, de
0a0,45mg/L et de 0 a 3 mg/L.

4.2.2.2. Intérét de ’analyse biologique des IgM et des IgA dans le
LCR.

En 2000, Reiber montrait que l'analyse biologique quantitative des 1gG combinée a
celles des IgM et des IgA pouvait aider au diagnostic des SEP. La majorité des malades
présentaient un index IgG élévé qui était associé a un index IgM et IgA positif chez
repectivement 25% et 9% des patients. Selon Reiber, une recherche de synthése intrathécale
d'IlgM ou d'IgA pourrait étre préconisée devant un index 1gG négatif et un diagnostic de SEP
suspecté (37).
péme

L'analyse des IgM et des IgA reste cependant un examen de intention et seul le calcul

d’index IgG du LCR est réalisé en pratique courante.
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Une autre étude menée en 2008 par Madrioli suggérait l'utilisation d'un index
pronostic incluant la détection de bandes oligoclonales a IgM par isoélectrofocalisation. Cet
indice appelé MPI (multifactorial prognostic index) englobe 3 critéres : (41)

- Le délai écoulé entre la 1% et la 2°™ poussée,

- les symptdmes observés en début de maladie,

- la présence ou non de bandes oligoclonales a IgM dans le LCR.

Ainsi, un délai court entre 2 poussées, l'apparition de troubles moteurs en début de maladie et
la présence d'un profil oligoclonal des IgM dans le LCR constitueraient un facteur de mauvais
pronostic avec le risque de développer une SEP sévére. A l'inverse, si le patient présentait a la
phase initiale de la maladie des troubles sensitifs sans profil oligoclonal des IgM dans le LCR,
le pronostic était plus favorable.

4.2.3. Dosage des chaines legéeres (CL) libres d*lgs.

Le dosage des CL Kappa (k) et Lambda (A) s'effectue essentiellement par des
techniques d'immunonéphélémétrie et d'immunoturbidimétrie avec des antisérums spécifiques
des CL (libres ou totales). Pour les CL totales, I’antisérum reconnait un site des CL
directement accessible lorsque celles-ci sont liées aux chaines lourdes d’lgs. Pour les CL
libres, I’antisérum est dirigé contre un site, correspondant a une région masquée des chaines

Iégeres, qui ne devient accessible que lorsque celles-ci ne sont pas liees aux chaines lourdes.

Deés 1970, Link et Zettervall observerent une augmentation du rapport /A des IgG dans le
LCR de patients atteints de SEP alors que celui-ci était normal dans d'autres pathologies
neurologiques telles la neurosyphilis, le syndrome de Guillain-Barré, les méningites ou les

accidents vasculaires cérébraux (AVC) (42).

En 1991, Sindic et al démontrérent que la présence de bandes oligoclonales de CL libres
Kappa était plus fréguemment retrouvée que celles de CL libres Lambda dans le LCR de
patients atteints de SEP. Parmi 48 malades, 92% présentaient un profil oligoclonal a CL libres
Kappa, 83% a 1gG et 69% a CL libres Lambda (43).

La détection de bandes oligoclonales de CL libres a également été étudiée par Krakauer et al
en 1998 sur 237 patients. Dans ce groupe de malades, 50 étaient atteints de SEP, 69 de SEP
probables et 118 présentaient une maladie non inflammatoire du SNC. Dans le LCR des

patients atteints de SEP, il avait été retrouvé des bandes oligoclonales d’IgG, de Kappa libre
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et de Lambda libre dans respectivement 92%, 92% et 86% des cas. Les profils oligoclonaux
de type Lambda paraissaient moins spécifiques pour le diagnostic de SEP car ils avaient été
observes dans 8% des cas de maladies non inflammatoires du SNC contre 3% pour les 1gG et
les Kappa libres (44).

Cette etude et celle menée par Jenkins et al en 2001 suggérent donc de rechercher des bandes
oligoclonales de type 1gG Kappa dans le LCR de patients dont le diagnostic de SEP est
suspecté. Cette recherche permettrait d’augmenter la sensibilité des techniques de détection de

synthese intrathécale (45).

Enfin, la présence de profils oligoclonaux des CL libres de type Kappa dans le LCR de
malades atteints de SEP a été décrite par Goffette et al en 2004. Cette étude incluait
33 patients dont le diagnostic de SEP eétait suspecté et qui ne présentaient pas de bandes
oligoclonales 1gG dans leur LCR. Un profil oligoclonal Kappa libre était retrouvé chez
18 patients (soit 54%) et 6 d’entre eux avaient des clichés IRM compatibles avec une
SEP (46).

En 1998, Mehta et al ont etudié la présence de CL libres dans les urines de patients atteints de
SEP. Bien que ce travail n‘ait pas été concluant pour les formes progressives de la maladie, il
a pu étre demontré que dans le cas des formes récurrentes-rémittentes, les concentrations de
CL libres urinaires de type Kappa étaient plus élevées en phase de poussees que pendant les
phases de rémissions. Le dosage urinaire des CL libres constituerait ainsi un bon marqueur
pour évaluer l’activité de la maladie et I’efficacité d’un traitement. De plus, cet examen

présente 1’avantage de ne pas étre invasif et de pouvoir étre réalisé régulierement (47, 48).
4.2.4. Les différentes formules de détection de synthese intrathécale.

La synthése intrathécale d’IgG peut étre évaluée a I’aide de formules mathématiques qui sont

transposables aux IgM et aux IgA.
4.2.4.1. Index 1gG ou index de Link. (49, 50)

19GLcr Albsérum
Index 1gG = X
19Gsérum AlbLcr

Les concentrations de I’albumine et des IgG sont exprimées en mg/L dans le LCR et en g/L

dans le sérum. Les valeurs normales de cet index varient entre 0,3 et 0,7.
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Un index supérieur a 0,7 témoigne d’une synthése intrathécale d’1gG (36). Les valeurs seuils
des index IgM et IgA sont respectivement de 0,061 et de 0,34.

4.2.4.2. Le log index. (51, 52)

Le log index est I’expression logarithmique de I'index de Link et les différentes
concentrations de I'équation sont exprimées dans les mémes unités que pour l'index 1gG.
IgGLcr  Albsérum

Log index = Ln [ X ]+1
1gGsérum AlbiLcr

Pour le log index, les valeurs normales varient de 0,16 a 0,52.
4.2.4.3. Formule de Tourtelotte. (50, 52, 53).
Cette formule détermine la synthése des IgG en mg/24h (soit 1gG tourt) et toutes les

concentrations sont exprimées en mg/dL.

19Gsérum AlbLcr 19Gsérum
1gG tourt = [ (IgGLcr- ———— ) - ((AlbLcr - )X ( )x0,43) | x5
369 230 Albsérum

Le quotient 369 correspond au rapport normalement obtenu entre les concentrations des 1gG
dans le sérum et dans le LCR. De la méme maniere, le quotient 230 est le rapport de
I'albuminémie et de l'albuminorachie.

Les termes (IgGLcr - (IgGserum / 369) et (Albicr - (Albserum / 230) expriment la différence de
concentration obtenue en IgG ou en albumine dans le LCR par rapport a celle attendue.

Le terme (IgGserum/Albserum) est un facteur de correction ou il est supposé que les 1gG et
I'albumine traversent la BHE mole a mole. Le coefficient 0,43 correspond au rapport des PM
de l'albumine et des IgG.

Enfin, le facteur 5 est le volume de LCR en dL formé en 24h.

La valeur normale se situe entre -9,9 et +3,3 mg/24h et une synthése intrathécale est définie

par 1gG tourt supérieur a + 3,3 mg/24h.
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4.2.4.4. Formule de Schuller. (50, 54, 55)

Cette formule détermine la synthese intrathécale des 1gG en mg/L soit SI 1gG. Les
unités des concentrations de l'albumine et des 1gG du LCR sont en mg/L. Celles des 1gG
sériques sont en g/L.

(AlbLcr — 240) x 1gGsérum

Sl IgG:IgGLCR—[3O+( )]
60

SI 19G = 1gGicr — [ 30 + (1gG Transsudées) |

Le chiffre 30 correspond a la concentration normale moyenne des IgG du LCR et le chiffre
240, a la limite supérieure de la concentration de l'aloumine du LCR. Le quotient 60 fait
référence a la transsudation ; en effet, selon Schuller et al quand l'albumine augmente de
60 mg/L dans le LCR, les IgG transsudées augmentent de 10 mg/L soit environ 0,1% de la

concentration en 1gG sérique.

A partir de cette équation, toute valeur SI 1gG positive montre la présence d'une synthese

intrathécale.
4.2.4.5. Formule et diagramme de Reiber. (35)

Cette formule détermine la fraction d'lgG, M ou A synthétisée localement au niveau

du SNC en mg/L (soit IgX(loc)) et toutes les concentrations sont exprimées en mg/L.

a
1gX(loc) = [ QIgX — (— x V(Qalb? + b?) + ¢) | x IgXsérum
b
Dans cette formule, les valeurs QIgX et QAIb représentent les rapports des concentrations des
Igs et de l'albumine entre le LCR et le sérum. Les déterminants a/b, b? et ¢ varient selon la

classe d'lgs employée dans I'équation.

Reiber a établi une formule a partir d'un grand nombre d'observations, et montre que les
rapports QIlgG, QIgM et QIgA varient de maniere hyperbolique avec le rapport QAIb. Il a
ainsi créé un diagramme permettant de déterminer directement la fraction d'lgs synthétisée
localement au niveau du SNC en positionnant le QlgX en ordonnée et le QAIlb en abscisse sur

une échelle logarithmique. Le Qlim est défini a partir d'un grand nombre d'observations et il
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correspond aux index 1gG, M ou A les plus élevés en dehors de toute synthése intrathécale.
Au-dela de cette limite, il existe une probabilité importante de détecter une synthése

intrathécale. (Figure 12)

Intrathecal fraction (%)

8O o) 40 )

10 20 % 10+ S0 100

Figure 12 : Représentation logarithmique de la relation hyperbolique existant entre le rapport
QIgG et le rapport QAIb selon la formule de Reiber (35, 36).

L'exploitation du diagramme nécessite de tracer au prealable une droite paralléle a I'axe des
ordonnees et qui coupe I'axe des abscisses au niveau de la valeur limite normale du rapport
QAIb en fonction de I'age du patient. Ainsi, toutes les valeurs se situant a droite de cette limite

mettent en évidence une altération de la BHE.

Pour une personne de 45 ans, la valeur limite normale du rapport QAlb est de 8.107° (ss=us).
Les différentes positions sur le diagramme (Figure 12) permettent ainsi de mettre en
évidence : une légére altération de la BHE avec détection d'une synthese intrathécale (4 ), une
détection de synthese intrathécale sans altération de la BHE (@), une légére altération de la
BHE sans détection de synthese intrathécale () et enfin, une absence de synthése intrathécale

avec une BHE normale ().
4.2.4.6. Formule de Blennow. (52)

La formule de Blennow définit la production intrathécale d'lgG en mg/L (soit IgGprod). Les
concentrations de I’albumine et des IgG sont exprimées en mg/L dans le LCR et en g/L dans

le sérum.
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0,51 X AlbLcr X |gGsérum

lgGprod = 1gGLcr — [ ]
Albsérum

IgGprod est la concentration en 1gG dans le LCR moins la concentration en 1gG du LCR
attendue par diffusion au travers de la BHE. Le facteur 0,51 correspond au ratio des 1gG et de

I'albumine normalement transsudées au travers de la BHE.

Toute valeur positive obtenue a l'aide de la formule de Blennow témoigne de la présence

d'une synthése intrathécale.
4.2.4.7. Performances des formules.

Deux études menées par Blennow en 1993 (50) et en 1994 (52) avaient montré
l'influence de l'atteinte de la BHE, évaluee par le QAIlDb, sur les résultats obtenus par les
formules de Reiber, Schuller, Tourtelotte, Log 1gG index, index de Link et 1IgGprod.

La formule de Reiber sous-estimerait les index a cause de la relation hyperbolique des
rapports QIgG et QAIb.

La formule de Schuller sous-estimerait également ces résultats suite a l'utilisation de
constantes inadaptées et a l'absence de la valeur de l'albumine sérique dans I'équation.
Schuller (55) avait montré en 1987 que I'albumine sérique était un facteur indépendant de la
synthese intrathécale et qu'il n'existait pas de corrélation entre lalbuminémie et
I'albuminorachie ou les IgG du LCR. Donc selon cet auteur, l'inclusion de I'albumine sérique
dans I'équation constituerait un risque de fausse positivité.

Selon Blennow (50), la formule de Tourtelotte utiliserait également des constantes inexactes

qu'il modifia dans son étude (soit Tourtmod) :

19Gsérum AlbLcr 19Gsérum
Tourt mod = [ (IgGLecrR- ——— ) — ((AlbecR - ——— ) x (———— ) x0,51) | x5

391 199 Albsérum
Les quotients modifies 391 et 199 correspondent respectivement aux rapports des
concentrations normalement obtenus des 1gG et de I'albumine entre le LCR et le sérum. Le
facteur 0,43 est corrigé en 0,51 et il refléte le rapport des IgG et de I'albumine transsudées au
travers de la BHE dans les conditions normales.
Cette modification a été apportée a partir d'une étude portant sur 125 individus en bonne

santé, 106 patients atteints de SEP et 1072 malades (hors SEP) pour lesquels il n'existait
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aucune bande d'lgG dans le LCR. Sur ces 1072 malades, 389 présentaient une altération de la
BHE. Les résultats obtenus démontraient I'absence d'influence de la BHE sur la détection de
synthése intrathécale.

Les travaux de Blennow et al montraient que les formules Log 1gG index, index de Link et
lgGprod restaient les principales équations a utiliser pour une recherche de synthése
intrathécale ; une altération de la BHE n'influencerait pas les résultats et le risque de rendre
des faux positifs serait minoré par rapport a l'utilisation des formules de Reiber, Schuller et
Tourtelotte.

En pratique courante, notamment au laboratoire de biochimie du CHU de Pontchaillou, c'est

I'index 1gG qui est surtout employé.

De plus, cet index présente d'autres fonctions ; il peut par exemple étre utilisé pour mettre en
évidence une synthese intrathécale d'lgs spéecifiques diriges contre des Ag viraux dans le
LCR. Un index positif des Igs dirigés contre la rougeole, la rubéole et la varicelle a été
démontré dans les années 90 par les équipes de Sindic (56) et Felgenhaeur (57). En 2005,
Petereit et al etudiérent pendant environ 9 ans I'index d'lgs spécifiques de la rougeole chez 70
patients atteints de SEP. Ainsi, 75% des malades ayant de graves séquelles neurologiques
suite a la maladie, présentaient un index Igs spécifique de la rougeole élevé. Cette étude
apportait ainsi un élément nouveau sur I'apport de cet index dans le suivi et le pronostic de la
SEP (58).

Les formules mathématiques utilisées pour caractériser une synthése intrathécale d'lgG ne
permettent cependant pas une détection totalement fiable de cette synthese si elles sont
utilisées seules. Selon les auteurs, la mise en évidence d'une production locale d'lgs dans le
LCR grace a ces formules n'est observée que dans 65 a 80% des cas de SEP. Ces outils
apportent néanmoins un argument supplémentaire en faveur d'une synthese intrathécale
lorsque la mise en évidence de bandes oligoclonales est démontrée par des techniques

qualitatives.
4.2.5. Les logiciels d'aide au diagnostic Protis® et SEPP®.

La firme Siemens® (ex Dade Behring®) commercialise deux logiciels d'aide au

diagnostic pour la recherche de synthése intrathécale : il s'agit de Protis® et SEPP®.
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Ces outils permettent d'optimiser I'exploitation des résultats lors de I'exploration biologique
du LCR. lls calculent un index a l'aide des formules de Link, Tourtelotte ou Schuller puis ils
positionnent les résultats du patient sur un diagramme selon son &ge et son sexe en générant
un commentaire.

Le logiciel Protis® utilise le diagramme de Reiber décrit précédemment (Cf. "Formule et
diagramme de Reiber" chapitre 4.2.4.5.) et le logiciel SEPP®, le diagramme de Fateh-
Moghadam qui n'est qu'une modification du diagramme de Reiber. Il définit 7 zones de
probabilité de synthése intrathécale et/ou de dysfonctionnement de la BHE. (Figure 13)

&

(4,51 10,37) =

Figure 13 : Représentation schématique du diagramme de Fateh-Moghadam (36, 59).

Les différentes zones décrivent la présence ou non d'une altération de la BHE plus ou moins
associée a une synthese intrathécale : la zone 0 met en évidence une possible erreur
méthodologique lors des différentes analyses ; la zone 1 ne caractérise aucune anomalie du
LCR, la zone 2 suggéere une légere altération de la BHE ; les zones 3 et 4 montrent une
importante altération de la BHE avec une synthese intrathécale d'lgs ; la zone 5 décrit une
synthese intrathécale d'lgs sans altération de la BHE ; enfin, la zone 6 montre un

effondrement de la BHE rendant difficile I'interprétation de I'index IgG.

Les logiciels SEPP® et Protis® générent un graphique qui peut permettre au clinicien de
mieux visualiser les résultats quantitatifs. Bien que les techniques quantitatives soient moins
sensibles et spécifiques que les techniques qualitatives, elles informent rapidement le clinicien
sur l'existence éventuelle d'une synthése intrathécale qu'il pourra corréler aux résultats de

I'IRM, des potentiels évoqués ou a la clinique.
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Selon une étude réalisée par Gillain et al sur 270 patients, les sensibilités et spécificités
respectives du logiciel SEPP® sont de 87% et 83% et celles du logiciel Protis®, de 76% et
97%. SEPP® serait plus sensible que Protis® mais il donnerait plus de faux positifs lors de
contamination sanguine. SEPP® détecterait 75% de synthese intrathécale contre 68% pour
Protis® chez des patients presentant des bandes oligoclonales 1gG dans leur LCR (36).

4.3. Exploration biochimique qualitative du LCR.

En 1935, Katzenelbogen mit en évidence une augmentation des gammaglobulines
dans le LCR de patients atteints de SEP et non dans le sérum & l'aide d'une électrophorése sur
papier filtre (60).

Les électrophoréses haute résolution apparurent en 1950 ce qui permit d'améliorer fortement
les performances analytiques de ces techniques. Depuis, de nombreuses méthodes ont été
développees afin de mettre en évidence un profil anormal des immunoglobulines dans le

LCR. L'isoélectrofocalisation reste a ce jour la technique la plus sensible et la plus spécifique.
4.3.1. Les electrophoréses conventionnelles.
4.3.1.1. Principe de I'électrophoreése et réalisation. (61)

Le phénomene d'électrophorése désigne le déplacement d'une molécule chargée sous
I'influence d'un champ électrique créé entre une anode (+) et une cathode (-), en veine liquide
ou sur un support solide.

La vitesse de migration des molécules dépend de plusieurs parametres :

- lacharge globale de la molécule qui est influencée par le pH et la force ionique du

milieu,

- lataille des particules,

- les différents facteurs liés au support (électroendosmose, potentiel de flux, effet

Joule).

Les électrophoreses sur gel d'agarose sont les techniques les plus utilisées a ce jour. Ce
support est préféré aux gels d'agar, d'acétate de cellulose, de polyvinyle ou de polyacrylamide
qui est plus toxique et moins facilement manipulable (62).

Les électrophoréses sur gel d'agarose présentent de plus l'avantage d'étre facilement

réalisables a l'aide de Kits préts a I'emploi contenant gels, tampons et colorants.
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La coloration des protéines aprés fractionnement électrophorétique, peut étre effectuée avec
des colorants acides (bleu ou violet de Coomassie, cristal violet, noir amide ou rouge
Ponceau). Le seuil de détection de ces techniques de révélation est de l'ordre de 80 mg/L a
1,5¢g/L d'lgG et il est par consequant nécessaire de concentrer au préalable les LCR dont la
concentration en 1gG est inférieure au seuil minimal de détection (les 1gG du LCR varient de
20 a 40 mg/L) (62).

La coloration des protéines peut également étre réalisée & l'aide des ions argent Ag®* qui se
combinent aux résidus aminés. Cette technique apporte l'avantage de travailler sur du LCR
non concentré mais sa durée de réalisation et son manque de reproductibilité la rende peu

utilisée en pratique courante (63).
4.3.1.2. Interprétation des électrophoreses.

L'interprétation des électrophoréses dans le cadre de recherche de profils oligoclonaux
des immunoglobulines nécessite une migration en paralléle du LCR et du serum du patient qui

doivent contenir la méme concentration de protéines (64).

Une synthése intrathécale sera caractérisée par la présence d'au moins deux bandes

surnumeraires au niveau de la zone des gammaglobulines du LCR (65, 66).

Six profils électrophorétiques sont définis : profil normal ; profil transsudatif avec une zone
de gammaglobulines homogene ; profil transsudatif avec une zone des gammaglobulines
hétérogene (présence de bandes oligoclonales) ; profil oligoclonal avec des bandes
surnumeraires dans la zone des gammaglobulines du LCR ; profil monoclonal avec des
bandes identiques dans le LCR et le serum ; profil d'interprétation difficile nécessitant une

immunoreévélation de la zone des gammaglobulines.

Cette technique reste peu sensible et peu spécifique pour le diagnostic de SEP. Elle est de plus

d'interprétation difficile.
4.3.2. Les techniques d'immunofixation.
4.3.2.1. Principe de I'immunofixation.

L'immunofixation est une technique d'immunoprécipitation en gel. Sur les gels sont

prédéfinies des pistes de migration électrophorétique sur lesquelles sont déposés les
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échantillons. Aprés séparation électrophorétique des constituants du LCR (concentré ou non)

et/ou du sérum, les différentes pistes sont incubées en présence d'antisérums spécifiques.

Deux procédures analytiques peuvent étre réalisees :

a- Technique en 2 temps: Analyse électrophorétique du couple LCR/sérum puis
immunofixation sur le LCR a I’aide d’antisérums spécifiques (62, 67). Le LCR et le sérum
sont tout d'abord analysés par une technique électrophorétique (Cf. "Les électrophoréses
conventionnelles” chapitre 4.3.1.) afin de comparer les deux profils. Le LCR concentreé est
ensuite déposé sur 6 pistes en parallele. La premiére permet d'obtenir le profil
électrophorétique du LCR sans l'application d'antisérums spécifiques ; les cing autres
pistes apportent la caractérisation des éventuelles bandes présentes dans la zone des
gammaglobulines a l'aide de différents antisérums marqués par une enzyme : anti-chaines
lourdes (o, p et y) et anti-chaines légéres (kappa totale et lambda totale). Les protéines
sont révélées aprés I'ajout d'un substrat enzymatique chromogénique.

b - Technique en 1 temps : Immunofixation a I’aide d’antisérums spécifiques apres séparation
électrophorétique du couple LCR/sérum (64). Le LCR et le sérum du patient sont déposeés
en paralléle. 1ls contiennent les mémes concentrations protéiques. L'antiserum spécifique
d'une chaine lourde (généralement anti-y) ou d'une chaine 1égére est ensuite appliqué. Cet
antisérum est le plus souvent marqué par une enzyme (peroxydase) qui sera révélée par un
substrat enzymatique chromogeénique. Cette technique peut étre semi-automatisée par
’utilisation d’un kit d'immunofixation prét a 'emploi (HYDRAGEL 6 CSF SEBIA®) et

elle présente une bonne praticabilité (68).
4.3.2.2. Interprétation des immunofixations.

L'utilisation d'antisérum spécifique permet une meilleure identification des bandes
d'immunoglobulines et limite l'apparition d'artéfacts comme sur les électrophoreses qui

pouvait amener a conclure a tort a un profil oligoclonal (62).

Dans la procédure (a), la technique d’immunofixation sur le LCR est réalisée apres
I’observation d’un profil ¢lectrophorétique différent au niveau de la zone des
gammaglobulines du LCR et non retrouvé dans le sérum. Une synthese intrathécale est
démontrée par I’apparition de bandes au niveau des chaines lourdes et/ou des chaines 1égeres

d'immunoglobulines (69).
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Dans la procédure (b), la migration des couples LCR/sérum en paralléle montre une synthése
intrathécale lorsqu'il y a la présence d'au moins une bande monoclonale dans le LCR non
retrouvée dans le sérum ou lorsqu'il existe un décalage de migration entre les 1gG du LCR et
les 19G du sérum (67).

Les techniques d'immunofixation présentent respectivement une sensibilité et une spécificité

de 90% et 94% pour la recherche de synthése intrathécale (68).
4.3.3. Les techniques d'isoélectrofocalisation.

L'utilisation de technique de focalisation électrique visant a démontrer la présence d'un
profil oligoclonal des immunoglobulines dans le LCR a été mentionnée pour la premiere fois
en 1965 par Laterre (70).

Depuis la derniere conférence de consensus de 2005, cette analyse est devenue le "gold
standard” pour la détection de synthese intrathecale (27). Cette technique présente
respectivement une sensibilité et une spécificité de 95% et 99% pour le diagnostic de synthese
intrathécale (68).

4.3.3.1. Principe de I'isoélectrofocalisation.

L'isoelectrofocalisation est une méthode de séparation des protéines en fonction de
leur point isoélectrique. Le point isoélectrique (pl) ou potentiel hydrogene isoélectrique (pHi)

est défini comme étant le pH pour lequel la charge d'une molécule est nulle.

Cette technique nécessite au préalable la création d'un gradient de pH au sein du support a
l'aide d'ampholytes (mélange de petites molécules trés mobiles formées de plusieurs
groupements aminés et carboxyliques). Sous l'influence d'un champ électrique tres élevé, les
ampholytes acides sont attirés vers le p6le anodique et les ampholytes alcalins, vers le péle
cathodique. 1l se crée ainsi un gradient de pH qui augmente de I'anode a la cathode (61). La
gamme de pH et le voltage utilisés varient en fonction du type de protéines a séparer.

Les protéines déposées migrent selon leur charge vers l'anode ou la cathode au sein du
gradient de pH jusqu'a ce qu'elles focalisent a I'endroit ou le pH est égal a leur propre pHi,
c'est-a-dire qu'elles ne migrent plus quand leur charge nette est nulle. Ceci permet ainsi

d'obtenir des fractionnements tres précis.
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4.3.3.2. Les supports utilisés.

L'isoélectrofocalisation peut étre mise en ceuvre de deux fagons :
- soit en milieu liquide dans une colonne,
- soit en milieu solide sur un gel de polyacrylamide (71-73) ou d'agarose (26, 65, 68,
74, 75).

L'isoélectrofocalisation en milieu solide est une technique plus utilisée en pratique courante.
La performance des gels d'agarose et de polyacrylamide est identique pour la recherche de
profils oligoclonaux dans le LCR (75). Cependant, le gel de polyacrylamide est toxique et
présente plus de difficultés techniques (27, 74).

4.3.3.3. Techniques de révélation des protéines.

La coloration des gels peut étre réalisée a lI'aide du bleu de Coomassie (75) ou des ions
argent (76). Afin d'améliorer la sensibilité et la spécificité des techniques
d'isoélectrofocalisation, d'autres procédures de révélation ont été développees, transfert sur
membrane avec immunomarquage (26, 68, 74) ou immunofixation (75, 77) qui permettent

ainsi lI'analyse de LCR non concentré.

Les technigues d'immunomarquage peuvent étre réalisées a I'aide d'antisérums le plus souvent
marqués par une enzyme (phosphatase alcaline (68) ou peroxydase (65)) ou par le systeme
avidine-biotine. L'immunofixation nécessite l'utilisation d'antiserum anti-chaines lourdes des

IgG (anti-y) couplé a une enzyme (généralement la peroxydase) (77).

Dans les deux cas, la révélation du complexe s'effectue grace a l'ajout d'un substrat

enzymatique chromogénique.
4.3.3.4. Interprétations des isoélectrofocalisations.

Il s'agit de comparer les profils du LCR et du sérum (64). La recherche de synthése
intrathécale par isoélectrofocalisation se définit par la présence d'au moins deux bandes dans
le LCR et non retrouvées dans le sérum.

Une bande unique supplémentaire dans le LCR, et absente a la méme position dans le sérum
correspondant, évoque une suspicion de synthese intrathécale et pourra nécessiter un nouveau

prélevement de contrble selon les résultats obtenus a I''RM ou aux potentiels évoqués.

Le consensus international distingue 5 types de profils des 1gG (27) (Figurel4) :
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Figure 14 : Représentations des 5 types de profils observés dans le LCR et le sérum (77).

- Type 1 : type normal qui correspond a une absence de bandes dans le LCR et dans
le sérum.

- Type 2 : profil oligoclonal dans le LCR non retrouve dans le sérum ce qui prouve

une synthese intrathécale.

- Type 3 : profil oligoclonal dans le LCR et dans le sérum avec des bandes
surnumeéraires dans le LCR ; signe d'une synthése intrathécale dans une réaction

immunitaire systémique.

- _Type 4 : bandes identiques dans le LCR et dans le sérum (image en miroir)
résultant d'une filtration passive d'lgG du sang vers le LCR sur fond de processus

immunitaire systémique sans synthese intrathécale d'lgG.

- Type 5 : une paraprotéine (immunoglobuline monoclonale) est dissociée en
plusieurs bandes trés voisines a la focalisation isoélectrique qui sont retrouvées

dans le LCR et dans le sérum. Il n'y a pas de synthese intrathécale d'lgG.
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Les types 2 et 3 traduisent une syntheése intrathécale d'lgG.

A Tlinverse, les types 4 et 5 refletent un phénoméne d'hyperimmunisation systémique
périphérique. Le type 4 est généralement observé au cours d'infections chroniques et de
maladies inflammatoires systémiques. Le type 5 met en évidence une immunoglobuline
monoclonale et il est observé dans les gammapathies monoclonales dites bénignes (MGUS)

ou malignes (Maladie de Kahler ou de Waldenstrém).

Il est a noter que le nombre de bandes observées dans un profil oligoclonal ne corréle pas
obligatoirement avec la séverité ou le pronostic de la SEP. Pour cette raison, le nombre de
bandes ne doit pas étre pris en compte afin d'éviter toute fausse interprétation (77, 78, 79).

4.3.3.5. Recommandations sur la technique d'isoélectrofocalisation
pour la recherche de synthése intrathécale selon le consensus
de 2005.

L'isoélectrofocalisation couplée a un immunotransfert est considerée comme la
technique de référence pour la mise en evidence d'un profil oligoclonal de LCR depuis les
conférences de consensus de 1994 (80) et 2005 (27).

Douze recommandations concernant l'analyse du LCR pour le diagnostic de SEP ont été

établies lors du consensus : (27)

1- L'isoélectrofocalisation couplée a I'immunodétection (transfert ou immunofixation)
est la technique la plus informative et la plus fiable pour la recherche de synthese

intrathécale.

2- Cette analyse peut étre appliquée a des prélevements de LCR non concentré. Le
LCR et le serum doivent étre évalués en parallele pour permettre la comparaison

des deux profils.

3- Le LCR et le sérum doivent étre analysés aux mémes concentrations d'lgG pour

permettre une bonne comparaison des profils.

4- L'utilisation de contrle négatif et de contrble positif avec les échantillons a

analyser est conseillée.
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Le compte rendu de l'analyse qualitative doit étre basé sur I'un des 5 profils types

décrits précédemment.

Une certaine expérience de la technique est nécessaire aux biologistes pour

interpréter les différents profils.

Les neurologues doivent prendre en considération toutes les autres analyses

effectuées sur le LCR (par exemple : cytorachie, protéinorachie, glycorachie...).

Dans certains cas, I'immunodétection de chaines légéres kappa ou lambda peut étre

réalisée devant un profil oligoclonal des 1gG douteux.

Une 2°™ ponction lombaire pourra étre réalisée s'il existe une forte suspiscion
clinique de SEP et que le profil oligoclonal des I1gG du LCR est négatif, douteux

ou ne révéle qu'une seule bande.

Les techniques d'analyse quantitatives constituent un complément informatif et
elles ne se substituent pas aux méthodes qualitatives qui sont beaucoup plus

sensibles et spéecifiques.

En cas d'utilisation d'équations mathématiques non linéaires pour la recherche de
synthese intrathécale, il faut s'assurer d'une absence d'altération de la BHE évaluée

par le rapport aloumine QAIb.

Les laboratoires effectuant I'analyse des LCR doivent posséder leur propre contréle
de qualité interne. Les contrdles de qualité externe sur le plan national ne sont pas
commercialisés en France. En effet, 'AFSSAPS (Agence Francaise de Securité
Sanitaire des Produits de Santé) ne délivre pas ces contréles compte tenu d'une trop

faible proportion de laboratoire francais effectuant ces analyses.
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5. MATERIELS ET METHODES.

5.1. Les patients.

5.1.1. Description du groupe d'étude.

L'inclusion des patients a débuté en avril 2008 lors de la mise en place de la technique
d'isoélectrofocalisation pour l'analyse du profil des IgG dans le LCR au laboratoire de
biochimie du CHU de Pontchaillou. Elle s'est poursuivie jusqu'a fin décembre 2008.

Lors de cette période, 383 couples LCR/sérum ont été analysés soit environ 43 analyses par
mois (Graphique 1).

Activité du laboratoire de Biochimie du CHU de Pontchaillou pour les analyses de LCR par
isoélectrofocalisation du mois d'avril 2008 au mois de décembre 2008
60
501
401
Nombre de couples
LCR/sérum
201
10+
0_
Avwil Juin Ao(t Octobre Décembre
Mois

Graphique 1 : Représentation graphique évaluant l'activité du laboratoire de Biochimie du

CHU de Pontchaillou pour la recherche de synthese intrathécale d’IgG dans le
LCR du mois d'avril 2008 a fin décembre 2008.

Ces prélevements ont été effectués chez 371 patients : huit patients ont bénéficié de
2 analyses et deux patients en ont eu 3. Ce groupe d'étude est constitué de 206 femmes et de
165 hommes avec un sex-ratio femme/homme de 1,25. Le patient le plus jeune était agé de
2 ans et le plus agé, de 87 ans. L'age moyen était de 46,6 ans tout sexe confondu avec un écart
type de 18,37.
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Les demandes d'analyse de LCR pour la recherche de synthése intrathécale provenaient dans
66,8% des cas du service de Neurologie du Pr EDAN, neurologue au CHU de Pontchaillou
(tableau 5).

SERVICES CLINIQUES NOMBRE DE DEMANDES

Neurologie 256

Envoi de laboratoires extérieurs 71
(CH de Saint-Malo et CH de Fougeres)

Ophtalmologie 16

Médecine interne 15

Nourrissons/Pédiatrie
Grands enfants/Accueil pédiatrique

©

Maladies infectieuses

Accueil médecine

Unités soins et traitements

Neurochirugie

Cancérologie

Réanimation

Pneumologie

Maternité

PP RPIFPIDNDDNIDNIDNP>

ORL

TOTAL 383

Tableau 5 : Répartition du nombre de demandes de recherche de synthése intrathécale d’I1gG
dans le LCR selon les services cliniques.

Lors de cette étude, 61 autres patients ont été inclus afin de réaliser une analyse rétrospective
permettant de comparer la technique d'immunofixation précédemment utilisée au laboratoire
et celle d'isoélectrofocalisation.

Il s'agit de 18 patients dont les couples LCR/sérum avaient été analysés en 2006 au laboratoire
par la technique d'immunofixation HYDRAGEL 6 CSF de Sébia® et de 43 patients dont le
LCR et le sérum avaient été analysés par cette méme technique au laboratoire du Centre
Hospitalier (CH) de Saint-Brieuc. Ces prélevements étaient ensuite envoyés au laboratoire de
Biochimie de Rennes dans le cadre de ce travail, lorsque le diagnostic de SEP était suspecté

ou que la présence d'une synthese intrathécale était douteuse.
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Cette étude rétrospective permet donc l'analyse de 62 couples LCR/sérum (un patient a
bénéficié de 2 analyses). Ces 61 patients sont répartis en 34 femmes et 27 hommes (sex-ratio
femme/homme de 1,26). L'dge moyen est de 45,4 ans tout sexe confondu (écart type = 13,88)

avec un age minimum de 19 ans et un maximum de 88 ans.

Au total, cette étude comprend 445 couples LCR/sérum dont les préléevements ont été réalisés
chez 432 patients. Ces patients se répartissent en 240 femmes et 192 hommes (sex-ratio
femme/homme de 1,25).

5.1.2. Les préléevements.

La comparaison des profils des IgG du LCR et du sérum est obligatoire et nécessite
que le LCR et le sérum soient prélevés le méme jour.
Le LCR est recueilli par ponction lombaire dans un tube stérile, et le sang par ponction
veineuse dans un tube sec. Les préléevements (le LCR est un liquide précieux) doivent étre
amenés le plus rapidement possible au laboratoire a température ambiante.
Le tube sec est centrifugé a 3700 tours/minute (3000 g) pendant 10 minutes puis, le sérum est
décanté. Le tube de LCR est aliquoté en microtubes puis centrifugé a 8000 tours/minute
(6800 g) pendant 10 minutes afin d'éliminer la présence éventuelle d'hématies. Ces
échantillons sont ainsi conservés une semaine entre 2 et 8°C ou congeles a -80°C.
Un volume minimum de 450 pL de LCR et de serum est nécessaire afin de réaliser I'ensemble

des analyses.
5.1.3. Classification clinique des patients.

Les dossiers cliniques des différents patients inclus dans ce travail ont été étudiés.
Ceux-ci ont permis de classer le groupe d'étude en 4 catégories :

- La categorie "SEP" regroupe deux sous-types : les patients atteints de SEP et ceux
dont le diagnostic est fortement suspecté. Le premier sous-type réunit les critéres
diagnostiques de dissémination temporelle et spatiale de Mc Donald et al (30). En
revanche, les patients inclus dans le deuxiéme sous-type ne présentaient que les
signes de dissémination spatiale. Les résultats de la 2°™ IRM pour conclure ou non
a une SEP n'étaient pas encore obtenus a I'issue de ce travail.

- La catégorie "Pathologie inflammatoire du SNC et du systéeme nerveux
périphérique hors SEP" (soit PI) englobe un grand nombre de pathologies : les

infections du systeme nerveux d'origine bactérienne, virale, parasitaire ou auto-
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immunes ; les tumeurs ; les neurosarcoidoses ; les myélites ; les polyneuropathies
ou les polyradiculonévrites.

- La catégorie "Pathologie non inflammatoire du systéme nerveux" (soit PNI)
englobe les pathologies dégénératives (démence, Alzheimer, Parkinson) et
vasculaires (accident vasculaire cérebral, accident ischémique transitoire). Les
états de mal épileptique, les migraines, les hémopathies, les douleurs lombaires, les
troubles psychologiques ou les malaises vagaux sont également inclus dans ce
groupe.

- La catégorie "Syndrome isolé" regroupe 3 sous-types différents : les patients qui
présentaient un syndrome neurologique inexpliqué et/ou isolé ; ceux dont le
dossier clinique n'avait pas été retrouvé ; enfin ceux dont les prélévements venaient

d'hépitaux exterieurs et dont le diagnostic n'a pu étre obtenu.

5.2. Analyses effectuées au laboratoire de biochimie du CHU de

Pontchaillou.

Au laboratoire, les analyses quantitatives comprennent les dosages des protéines
totales, de l'albumine et des IgG dans le serum et dans le LCR. Les dosages des Ig A et M
sériques sont egalement effectués mais ils ne seront pas abordés dans ce chapitre.

Les analyses qualitatives font appel a deux types de technique qui seront détaillés dans ce

travail : immunofixation et isoélectrofocalisation sur les appareils Hydrasis Focusing Sébia®
5.2.1. Les dosages.
5.2.1.1. Dosages des protéines sériques totales.

Au laboratoire le dosage des protéines totales sériques s'effectue sur l'automate
Olympus AU 2700® avec le réactif "Total protein” Olympus®. Le dosage est basé sur le
principe de Biuret par réaction de photocolorimétrie : les protéines et les polypeptides
comprenant un minimum de deux liaisons peptidiques réagissent avec les ions cuivriques en
solution alcaline et forment un complexe de couleur violette (81).

L'absorbance du complexe a 540 nm est directement proportionnelle a la concentration en

protéines de I'échantillon.

La calibration s'effectue avec le calibrateur "System calibrator" Olympus® qui est un

sérum humain modifié de concentration connue en différents métabolites, ions et enzymes. Ce
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réactif est fourni sous forme lyophilisee. Une calibration doit étre effectuée a chaque
changement de réactif et en cas de mauvais résultat des controles de qualité interne. La
réaction est linéaire pour une concentration comprise entre 30 et 120 g/L de proteines totales.
Les valeurs usuelles du laboratoire sont comprises entre 60 et 83 g/L.

Les contréles de qualité internes sont réalisés quotidiennement. Ils peuvent étre
renouvelés apres un changement de réactif ou une calibration.
Le controle "Liquid unassayed multiqual™ de Biorad® existe en trois niveaux (valeurs basses,
normales et hautes). Il est constitué de sérum non titré permettant ainsi de surveiller la
précision des tests réalisés en laboratoire.
Un autre type de contrble interne, le "Liquichek immunology control* de Biorad®,
comportant également 3 niveaux, est utilisé une a deux fois par semaine. Contrairement au

précedent, il est constitué de serum humain titré

Le contrble de qualité externe est un contréle Randox® qui est réalisé une fois par
semaine et qui permet de visualiser le résultat obtenu par rapport a d'autres laboratoires au

niveau national.
5.2.1.2. Dosages des protéines totales du LCR.

Au laboratoire, le dosage des protéines totales du LCR s'effectue sur Olympus
AU 2700® avec le réactif "Urinary/CSF protein™ Olympus®. Le dosage est réalisé par une
technique photocolorimétrique. Le réactif contient du rouge de pyrogallol et du molybdate de
sodium qui se combinent pour former un complexe rouge. Ce complexe présente une
absorbance maximale a 470 nm et il se lie aux protéines pour former un complexe violet qui
posséde alors une absorbance maximale a 600 nm. La concentration en protéines de

I'échantillon est ainsi proportionnelle a I'absorbance mesurée a 600 nm (82).

La calibration s'effectue avec le calibrateur "Urinary/CSF Protein calibrator"”
Olympus®. La réaction est linéaire pour une concentration comprise entre 0,01 et 2g/L. Les

valeurs usuelles de la protéinorachie au laboratoire sont comprises entre 0,15 et 0,4 g/L.

Les contrdles de qualité interne des protéines totales du LCR sont réalisés avec le Kit
"Liquichek urine chemistry control" de Biorad® qui possede deux niveaux de contréle. Ils
sont passés sur Olympus AU 2700® en début de journée puis apres chaque changement de

réactif ou apres une nouvelle calibration.
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5.2.1.3. Dosage de I'albumine sérique.

Le dosage de lalbumine s'effectue sur Olympus AU 2700® avec le réactif

"Microalbumin” Olympus®. Le réactif "Microalbumin™ est habituellement utilisé pour doser
I'albumine dans les urines et dans le LCR, liquides ou les concentrations sont beaucoup plus
faibles que dans le sérum. Afin d’obtenir une meilleure sensibilité que par la technique
colorimétrique classique au vert de bromocrésol, principalement pour des valeurs basses
d'albumine sérique, le paramétrage du test a été modifié sur ’automate pour rendre le dosage
possible dans le sérum.
Il s’agit d’un test immunoturbidimétrique. L’antigene a doser réagit de maniere spécifique
avec les Ac anti-albumine humaine contenus dans le réactif. Cette réaction génére des immun-
complexes insolubles dont I'absorbance est directement proportionnelle avec la concentration
en albumine de I'échantillon (83).

Les calibrateurs et les contréles de qualité sont les mémes que ceux utilisés pour les
proteines totales sériques. (Cf. "Dosage des protéines totales sériques” chapitre 5.2.1.1.) Les
limites de linéarité pour cette technique sont de 15 a 60 g/L et les valeurs normales du

laboratoire sont comprises entre 35 et 50 g/L.
5.2.1.4. Dosage des I1gG sériques, de I'albumine et des IgG du LCR.

Ces dosages s'effectuent sur l'automate BNII de Siemens® (ex Dade Behring®). Cet
appareil est un systeme multiparamétrique d'analyse par néphélémétrie a source laser. Le laser
émet une radiation a 840 nm et il fournit une source lumineuse a la fois énergétique et
monochromatique qui atteint une cuve de mesure contenant les Ag de I'échantillon (Albumine

ou IgG a doser) mis en contact avec une quantité constante d'Ac spécifique.

Les complexes Ag-Ac ainsi formés diffusent la lumiere qui sera alors observée et mesurée
dans un angle compris entre 13 et 24° par rapport a la lumiere incidente. Le signal lumineux
est converti en signal électrique qui est directement proportionnel a la concentration en Ag
(Figure 15) (84).
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Figure 15 : Représentation d'un appareil a néphélémétrie a source laser (61).

Les réactifs utilisés sont :

Pour I’albumine du LCR, le "N Antisérum anti-albumine humaine" de Siemens®. Il s’agit

d’un réactif prét a l'emploi constitu¢ de sérum liquide d'origine animale produit par

immunisation de lapin avec de l'albumine humaine hautement purifiée.

Pour les 1gG du sérum et du LCR, le "N Antisérum anti-IgG humaines™ de Siemens®. Il est
constitué d'lgs anti-lgG, obtenues aprés immunisation de lapin avec des IgG humaines

hautement purifiées.

Les valeurs usuelles utilisées au laboratoire sont les suivantes :
- Albuminorachie : de 100 a 240 mg/L,

- 1gG sérique : de 6,1 a 14 g/L,

- 1gG LCR : de 20 a 40 mg/L.

La calibration du BNII pour ces différents dosages est réalisée avec le calibrateur "N/T
Standard proteins” de Siemens®. Il est préparé a partir de sérums humains et est présenté sous

forme lyophilisée.

Les contrdles internes sont analysés systématiquement sur le BNII deux fois par jour
puis apres chaque changement de réactif ou lors d'une nouvelle calibration.
Les contrbles pour les IgG sériques sont "Biorad® Immunology" composés de 3 niveaux qui
sont passés alternativement. Les contrdles "Biorad® Spinal Fluid" de niveau 1 et 2 sont

utilisés pour les dosages des 1gG et de l'albumine du LCR.

Les contrbles de qualité externe Randox® "Riquas specific proteins” sont réalisés tous

les 15 jours.
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5.2.1.5. Expression des analyses quantitatives au laboratoire.

Lors de la lecture des plaques d'isoélectrofocalisation, les biologistes analysent en paralléle
les résultats des différents dosages obtenus, le rapport QAIb et lindex de Link. Les
concentrations sériques sont exprimées en g/L et celles du LCR en mg/L.
Au laboratoire de biochimie du CHU de Pontchaillou, toute augmentation de la protéinorachie
ou du rapport QAIb est considérée comme une altération de la BHE. Les valeurs usuelles du
QAIDb du laboratoire sont les suivantes :

-de0a20ans:<04.10%

-de21a40ans:<0,6.10%

-de41a60ans:<0,8.107
L'index IgG ou index de Link est calculé au laboratoire et est rendu positif pour une valeur

supérieure a 0,65.
5.2.2. Les analyses qualitatives.

Le laboratoire de Biochimie est equipé d'un systéeme semi-automatique Hydrasis
Focusing de Sébia® (Ref. 1212) permettant de réaliser les isoélectrofocalisations des couples
LCR/sérum a l'aide du kit HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING.

La technique d'immunofixation (HYDRAGEL 6 CSF) peut egalement étre effectuée sur ce

méme appareil et elle est encore réalisée au laboratoire de biochimie du CH de Saint-Brieuc.
5.2.2.1. Immunofixation HYDRAGEL 6 CSF SEBIA®. (85)
5.2.2.1.1. Principe.

Cette technique s'effectue en deux étapes :
- Electrophorése des protéines sur gel d'agarose,

- immunoprécipitation des IgG avec des Ac anti-IgG conjugués a la peroxydase.

Le LCR et le sérum d'un méme patient sont déposés en parallele sur le gel d'agarose afin de
comparer les profils des IgG et de pouvoir mettre en évidence une synthese intrathécale.

Ce kit permet la migration de 6 couples LCR/sérum sur le méme gel et aux mémes
concentrations en lgG. La révélation enzymatique permet d'augmenter la sensibilité de
détection des profils oligoclonaux des IgG par rapport aux colorations protéiques classiques

ce qui autorise l'utilisation de LCR non concentré.
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5.2.2.1.2. Mode opératoire.

- Réactifs et matériels nécessaires.
o Kit"HYDRAGEL 6 CSF" de Sébia® contenant entre autre gels d'agarose préts

a I'emploi, tampons, réactifs et accessoires a usage unique (Ref. 4851)

o Antisérum anti-lgG PER Sébia® : Igs totales de mammiféres anti-IgG
humaines conjuguées a la peroxydase (Ref. 4743).

o Peroxyde d'hydrogéne (H20,) a 110 volumes.

o Masque CSF Sébia® qui permet de délimiter les 12 pistes du gel pour
appliquer l'antisérum et masque 2 Sébia® qui permet la révélation

enzymatique de la plaque (Ref. 1262).

- Préparation des échantillons.

Une concentration a 10 mg/L d'lgG dans le LCR et dans le sérum est préconisée pour cette

technique. Pour le LCR, les dilutions a réaliser sont décrites dans le tableau 6:

Concentration en 1gG en LCR Diluant échantillon
mg/L (soit A) (uL) (uL)
> 20 10 A-10
De20a16 20 2A-20
Del5all 30 3A-30
<11 20 0

Tableau 6 : Procédure de dilution du LCR selon la concentration en 1gG pour la technique
d’TFIX.

Pour le sérum, soit B (en mg/L) la concentration en 1gG. Une premiére dilution au 1/20° est

réalisée et a 2 pL de cette prédilution, sont ajoutées [ (B/100) — 2 ] uL de diluant échantillon.

- Migration et immunofixation.

Quinze microlitres de chaque échantillon sont déposés dans les puits de l'applicateur
(Figure 16 A). Aprés 15 minutes en chambre séche, le chariot porte-électrodes, un gel
d’agarose et l'applicateur sont ensuite positionnés sur l'appareil (Figure 16 B, C et D). Une

migration est ensuite effectuée pendant 20 min a 20Watts.

73



Apres la migration, l'antisérum est appliqué pendant 10 minutes a 20°C sur la plaque a l'aide

du masque adéquate (Figure 16 E et F).

A B T 1
B W
C D
P
E F
¢
G H

Figure 16 : Mode opératoire de la technique d'immunifixation du LCR sur Hydrasys Sébia®.
A : Dépot des échantillons ; B : Mise en place du chariot porte-électrodes ;
C : Mise en place du gel ; D : Mise en place de l'applicateur ; E : Mise en place du
masque CSF Sébia® ; F : Dépot des antisérums ; G : Mise en place du masque 2
CSF et H : Application du révélateur enzymatique (85).

- Révélation du gel

La solution de révélation enzymatique composée de TTF3 dilué et de H,0,, est appliquée sur

le gel pendant 15 minutes a 30°C (figure 16 G et H). Le gel est enfin séché a 50°C pendant 3

minutes.
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5.2.2.1.3. Performance de la technique.

Cette technique dure 2h30 hors étape de préparation de dilution des échantillons.

La lecture de la plaque de migration s'effectue a I'ceil nu et elle peut étre facilitée a 1’aide d’un
négatoscope.

Une synthése intrathécale correspond & un profil différent des 1gG dans le LCR c'est-a-dire
présence d’une ou plusieurs bandes d’Igs non visualisées dans le serum ou décalage de
migration des IgG.

Trois types de profils électrophorétiques peuvent étre observés :

- Profil en faveur d'une synthése intrathécale : le profil du LCR présente au moins

une bande qui n'est pas retrouvée dans le sérum.

- Profil douteux : Le profil de migration polyclonal du LCR est "décalé" et est plus
anodique ou cathodique tandis que celui du serum est polyclonal. On suspecte une

synthese intrathécale.

- Profil n'étant pas en faveur d'une synthése intrathécale : les profils du LCR et du

sérum sont superposables (polyclonaux, monoclonaux ou oligoclonaux).

5.2.2.2. lsoélectrofocalisation HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING
SEBIA®. (77)

5.2.2.2.1. Principe.

Cette technique s’effectue en 3 étapes :
- Préfocalisation du gel contenant les ampholytes afin de créer un gradient de pH,
- isoélectrofocalisation des protéines du LCR et du sérum,

- immunofixation avec un antisérum anti-lgG conjugué a la peroxydase.

De la méme facon que pour la technique Immunofixation HYDRAGEL 6 CSF de Sébia®, des
échantillons de LCR et de sérum sont déposés en paralléle sur le gel, ce qui permet ’analyse
simultanée de 9 couples LCR/sérum. Au laboratoire de biochimie du CHU de Pontchaillou,
deux pistes sont réservées a un controle positif.

Cette technique est en accord avec les différentes recommandations de la derniere conférence
de consensus pour la recherche de synthése intrathécale : isoélectrofocalisation des IgG suivie
d’une immunofixation, dépdt de LCR non concentré et concentrations identiques en IgG du

sérum et du LCR (27).
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5.2.2.2.2. Mode opératoire.

Réactifs et matériels nécessaires.

o Kit "HYDRAGEL 9 ISOFOCUSING" de Sébia® contenant entre autre, gels
d'agarose préts a I'emploi, tampons, réactifs et accessoires a usage unique (Ref.

4355).

o Antisérum anti-lgG PER Sébia® :
humaines conjuguées a la peroxydase (Ref. 4743).

o Peroxyde d'hydrogéne (H20,) a 110 volumes.

lgs totales de mammiferes anti-lIgG

o Masque dynamique Sébia® qui permet d’appliquer l'antisérum sur la totalité

du gel et masque rehydratant CSF Sébia® pour le dépdt du révélateur

enzymatique (Ref. 1258).

Préparation des échantillons.

La concentration de dépdt recommandée est de 20 mg/L d’IgG. La technique peut néanmoins

étre réalisée pour des concentrations comprises entre 10 et 20 mg/L.

Pour le LCR, les dilutions a réaliser sont décrites dans le tableau 7 :

Concentration en 1gG du LCR Quantité de LCR Quantite de diluant échantillon
en mg/L (soit A) CSF
>20 20 A-20
<20 20 0

Tableau 7 : Procédure de dilution du LCR selon la concentration en 1gG pour la technique

d’IEF.

Pour le sérum, une premiére dilution est effectuée au 1/10°. Une quantité de diluant

échantillon, dont les modalités de calcul sont décrites dans le tableau 8, est ensuite ajoutée a

2 UL de cette prédilution en fonction de la concentration des 1gG du LCR.

Concentrations des 1gG du LCR (mg/L)

Diluant échantillon en pL

(Soit B la concentration des 1gG sérigues)

> 20 (B/100) — 2
1gGsérum (mg/L) 2

<20 ( X —)-2
IgGLCR (mg/L) 10

Tableau 8 : Techniques de dilution du sérum selon la concentration en IgG du LCR pour la

technique d’IEF.
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- Prefocalisation-migration-immunofixation.
Une prémigration est effectuée a 1000 volts pendant 6 minutes et 30 secondes a 20°C. Cette

étape permet de créer un gradient de pH au sein du gel.

Parallelement, les échantillons et le contr6le sont déposés sous un volume de 10 pL au niveau
des puits de l'applicateur. La migration est alors effectuée a 1000 volts a 20°C pendant
45 minutes.

A la fin de la migration, l'antisérum est appliqué uniformément sur le gel a l'aide du masque
dynamique (Figure 17 A a F). L'incubation dure 10 minutes a 20°C.
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Figure 17 : Mode opératoire de [I’application de I’antisérum pour la technique

d'isoélectrofocalisation du LCR de Sébia®. A et B : mise en place de la
barrette antisérum sur le masque dynamique ; C : dép6t des échantillons ;
D : application du masque dynamique sur le gel ; E : dépbt de l'antisérum ;
F : application de [lantisérum sur l'ensemble du gel avec le masque
dynamique (77).

- Révélation du gel.
La solution de révélation enzymatique, composée de TTF3 dilué et de peroxyde d'hydrogéne

(H20,), est appliquée sur l'ensemble du gel de la méme maniére que pour la technique

HYDRAGEL 6 CSF. L’incubation dure 15 minutes a 30°C (Figure 16 A et B).
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5.2.2.2.3. Performance de la technique.

Cette technique dure 3h plus le temps de préparation des échantillons.

De la méme fagon que la technique d'immunofixation, le diagnostic de synthese intrathécale
ne peut étre démontré qu'apres la comparaison des profils électrophorétiques des 1gG dans le
LCR et dans le sérum. La lecture de la plaque se fait a l';eil nu et elle peut étre facilitée a
I’aide d’un négatoscope.

Contrairement a une migration électrophorétique classique, la séparation par
isoélectrofocalisation des IgG est plus résolutive et elle permet de mettre en évidence pour
une méme immunoglobuline plusieurs bandes distinctes : ainsi, la disposition trés proche de
plusieurs bandes caractérise la présence d'une immunoglobuline monoclonale (Cf. Figure 14
type 5). Une synthése intrathécale est définie par la présence d'un minimum de deux bandes
dans le LCR non retrouvées dans le sérum. La présence d'une bande unique dans le LCR et

absente du sérum ne fera que suspecter une synthese intrathécale.

L'interprétation des plaques d'isoélectrofocalisation n'est pas fondamentalement différente de

celle des immunofixations. Les profils sont également divisés en 3 groupes :

- Profil en faveur d'une synthése intrathécale : le profil du LCR présente au moins

deux bandes qui ne sont pas retrouvées dans le sérum.

- Profil douteux : Le profil des IgG du LCR est peu différent du profil des IgG

sérigues. On suspecte une synthese intrathécale d'lgG.

- Profil n'étant pas en faveur d'une synthése intrathécale : les profils du LCR et du

sérum sont superposables (polyclonaux, monoclonaux ou oligoclonaux).
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6. RESULTATS.
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6. RESULTATS.

6.1. Résultats cliniques.

Cette étude porte sur 445 couples LCR/sérum dont les prélevements ont été réalisés
chez 432 patients. La répartition clinique, décrite au chapitre "Classification clinique des
patients” (Cf. "Classification clinique des patients" chapitre 5.1.3.) permet d'obtenir les
résultats suivants (Graphique 2) :

- 66 patients en catégorie "SEP",

- 194 patients en catégorie "Pathologie inflammatoire du SNC et du systéme

nerveux périphérique hors SEP" (soit PI),

- 97 patients en catégorie "Pathologie non inflammatoire du systeme nerveux" (soit

PNI),

- 75 patients en catégorie "Syndrome isolé".

Nombre de patients par catégorie
clinique

O SEP

B PI

OPNI

0O Syndrome isolé

Graphique 2 : Répartition des patients (N = 432) selon les différentes catégories cliniques.

Une attention particuliére est portée pour la catégorie "SEP" : elle est composée de 44 femmes
et de 22 hommes (sex-ratio femme/homme a 2).

Pour les femmes, I'dge moyen est de 38,63 ans avec un écart type de 12,33. L'age minimum
est de 17 ans et, I'dge maximum de 60 ans. Pour les hommes, I'age moyen est de 38,55 ans
(écart type de 10,45) avec un age minimum de 19 ans et, un age maximum de 59 ans.

Au total, I'dage moyen pour la catégorie " SEP" est de 38,60 ans avec un écart type de 11,64.
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6.2. Résultats des dosages.

Les dosages biochimiques de 43 des couples LCR/serum ont été réalisés au CH de
Saint-Brieuc. Les méthodes de dosage sont identiques a celles réalisées au laboratoire de
biochimie du CHU de Rennes ; seuls les appareils d'analyse sont différents. Nous étudierons
donc l'ensemble des résultats obtenus a partir des deux laboratoires sans distinction

particuliére.
6.2.1. Protéinorachie.

La valeur de la protidémie ne permet pas d'évaluer I'état de la BHE. Ce chapitre ne
fera donc référence qu'aux résultats des dosages de la protéinorachie.
La valeur moyenne est de 0,55 g/L + 0,40. La valeur minimum est de 0,14 g/L et la valeur
maximum de 4,71 g/L.
Seulement un patient avait une Iégere hypoprotéinorachie (0,14 g/L).
Une hyperprotéinorachie a été retrouvée chez 241 patients ce qui témoigne d'une altération de
la BHE. Le rapport QAIb est cependant plus représentatif de I’intégrit¢ de la BHE donc seul

ce résultat sera pris en compte dans ce travail afin d'évaluer la BHE du patient.
6.2.2. Albumine.
6.2.2.1. Albuminémie.

La valeur moyenne de l'albuminémie est de 41,25 ¢g/L + 3,58 avec une valeur
minimale de 26,60 g/L et une valeur maximale de 52 g/L.
Vingt-sept patients avaient une hypoalbuminémie et 2 patients avaient une légere

hyperalbuminémie.
6.2.2.2. Albuminorachie.

La valeur moyenne de [lalbuminorachie est de 328,91 mg/L + 268,34.
L'albuminorachie la plus basse est de 63 mg/L et, la plus élevée de 3050 mg/L.
Une hypoalbuminorachie a été retrouvée chez 9 patients et, une hyperalbuminorachie chez
242 patients.

81



6.2.2.3. Rapport QAIb.

La valeur moyenne est de 0,81.107 + 0,69.10% La valeur la plus basse est de 0,15.10°
et, la plus élevée de 7,66.102
Les valeurs normales du rapport QAIb varient en fonction de I'dge. Ainsi, 187 patients tous
ages confondus avaient une altération de leur BHE. Quarante-deux patients inclus dans le
groupe "SEP" ne présentaient pas d'altération de la BHE. Les 23 autres malades avaient une
altération de la BHE modérée avec un rapport QAlb inférieur & 2.10%, valeur seuil retrouvée
dans la littérature (36, 37).

6.2.3. 19G.
6.2.3.1. 1gG sériques.

La valeur moyenne des IgG sériques est de 10,62 g/L (écart type de 3,97) avec une
valeur minimale de 2,70 g/L et une valeur maximale de 67,20 g/L.
Une hypogammaglobulinémie a été retrouvée chez 24 patients et 39 patients ont présenté une

hypergammaglobulinémie.
6.2.3.2. 1gG du LCR.

La valeur moyenne des 1gG du LCR est de 52,19 mg/L avec un écart type de 66,51. La
plus faible valeur est de 7 mg/L et, la plus élevée de 780 mg/L.
Cinguante-neuf patients avaient une concentration d'lgG dans le LCR inférieure a 20 mg/L et,

184 avaient une concentration supérieure a 40 mg/L.
6.3. Résultats des index de Link et de Tourtelotte.

6.3.1. Utilisation du logiciel d'aide au diagnostic Protis®.

Le laboratoire de biochimie du CHU de Pontchaillou est équipé du logiciel Protis® qui
peut étre directement connecté au néphélémetre BNII® et éviter ainsi des erreurs lors de la
saisie des résultats. Cependant, lors de ce travail, la saisie des renseignements relatifs aux
patients (nom, prénom, date de naissance et sexe) et des résultats des différents dosages (1gG

et albumine sérique et dans le LCR) a été réalisée manuellement.
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Ce logiciel analyse ensuite les résultats, calcule I'index de Link et de Tourtelotte et positionne
les résultats du patient sur le diagramme de Reiber. (Figure 18)

Un commentaire prédéfini est généré automatiquement. 1l décrit la présence, I'absence ou la
suspicion de synthese intrathécale en fonction des résultats des différents index et de I'état de
la BHE évaluée par le rapport QAIb. Le logiciel n'émet aucune conclusion en cas d'altération
trop importante de la BHE qui pourrait entrainer une surestimation des valeurs des index de
Link ou de Tourtelotte.
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Figure 18 : Exemple de compte rendu généré par le logiciel Protis® pour l'analyse
biochimique quantitative des couples LCR/sérum.
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6.3.2. Rappels des méthodes d'évaluation des tests biologiques a visée

diagnostique. (86)

Les performances et la validité d'un test dépendent de 4 principaux criteres ; la
sensibilité (Se), la spécificité (Sp), la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive
negative (VPN) :

- Lasensibilité définit la probabilité qu'un test soit positif si la maladie est présente,

- la spécificité définit la probabilité qu'un test soit négatif chez une personne non

atteinte de la maladie,

- la VPP est définie par la probabilité que la maladie soit présente lorsque le test est

positif. Le risque d'erreur correspond a la valeur 1-VPP,

- la VPN est définie par la probabilité que la maladie soit absente lorsque le test est

négatif. Le risque d'erreur est estimé a 1-VPN.

Le tableau 9 montre les résultats possibles lors de la mesure de la validité d'un test. La valeur
"a" exprime le nombre de malades avec un test positif (vrais positifs) ; la valeur "b", le
nombre de personnes non malades avec un test positif (faux positifs) ; la valeur "c", le nombre
de malades avec un test négatif (faux négatifs) et, la valeur "d", le nombre d'individus non

malades avec un test négatif (vrais négatifs).

Malades | Non malades

Test positif a b

Test négatif c d

Tableau 9 : Répartition des résultats possibles pour I'étude des performances d'un test
biologique (86).
La sensibilité et la spécificité sont calculées de la maniere suivante:
- Se=al(atc)
- Sp =d/(d+b)

Contrairement aux résultats de sensibilité et de spécificité, les valeurs prédictives dépendent
de la prévalence (p) de la maladie. Lorsque la représentativité de 1’échantillon comparée a la
population n’est pas certaine, le calcul de ces critéres repose alors sur le théoréme de Bayes
qui utilise la sensibilité et la spécificité déterminées sur I’échantillon et la prévalence de
I’affection a diagnostiquer. Les équations utilisees pour calculer la VPP et la VPN sont les

suivantes :
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Sexp
- VPP=

(Sexp) +((1-5p) x(1-p))

Spx(1-p)

(Spx (1-p)) + ((1-Se)xp)

- VPN=

6.3.3. Analyse de I’index de Link.

L'index de Link est calculé a l'aide I'équation suivante :

IgGLcr Albsérum
Index IgG = X
1gGsérum AlbLcr

Au laboratoire de Rennes, une synthese intrathécale est définie par un index supérieur a 0,65.

6.3.3.1. Répartition des index de Link en fonction du contexte

clinique.

Un index de Link supérieur a 0,65 a été retrouvé chez 89 patients (soit 20%) dont :
- 48 dans la catégorie "SEP",
- 36 dans la catégorie "PI",
- 2 dans la catégorie "PNI",

- 3 dans la catégorie "Syndrome isolé".

Ainsi, selon ces résultats, I'index de Link détecte une synthese intrathécale dans 72,7% des
cas de SEP suspectée ou confirmée, dans 18,5% des cas de pathologies inflammatoires du
SNC et périphérique et, dans 2% des cas de pathologies non inflammatoires du systeme

nerveux.
6.3.3.2. Répartition des index de Link en fonction de la BHE.

Parmi les 432 patients, 187 ont une altération de leur BHE soit 42,3%. Le tableau 10

résume la répartition de ces 187 patients en fonction des différents groupes cliniques :
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SEP Pl PNI Syndrome isolé TOTAL

(N=66) | (N=195) | (N=97) (N=175) (N =432)
BHE altérée 23 104 30 30 187
BHE normale 43 91 67 45 245

Tableau 10 : Répartition clinique des patients atteints ou non d'une altération de la BHE.

Parmi les patients présentant une altération de la BHE, un index de Link supérieur a 0,65
("positif") a été observé dans 56,5% (13 / 23) des cas du groupe "SEP" ; dans 23,1%
(24 / 104) du groupe "PI" et dans 3,3% (1 / 30) de chacun des groupes "PNI" et "Syndrome

isolé".
6.3.3.3. Performances de I'index de Link.

Pour ces calculs, la catégorie "Syndrome isolé" est exclue du fait de l'absence de
diagnostic clinique preécis. Le calcul de la sensibilité, de la specificité, de la VPP et de la VPN
nécessite de créer deux groupes : le groupe "SEP" constitué de 66 patients et le groupe
"Non SEP" constitué de 291 patients (groupe PI + PNI). Ces derniers vont permettre de
déterminer la performance de I'index de Link vis-a-vis du diagnostic de la SEP. Les résultats

sont donnés dans le tableau 11 :

SEP Non SEP
Link positif (> 0,65) 49 37
Link négatif (< 0,65) 17 254

Tableau 11 : Répartition des résultats de I'index de Link en fonction de la SEP.

Pour le diagnostic d'une SEP, l'index de Link présente les performances suivantes :

- Sensibilité de 74,2%,

- Spécificité de 87,3%.
Dans la cohorte étudiée, la prévalence de la SEP est de 0,185 (soit 66 / 357). Ces résultats ont
permis de déterminer les valeurs prédictives :

- VPP de 57% avec un risque d'erreur de 43%,

- VPN de 93,7% avec un risque d'erreur de 6,3%.
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6.3.4. Analyse de I'indice de Tourtelotte.

L'indice de Tourtelotte est calculé par la formule mathématique suivante :

19Gsérum AlbLcr 19Gserum
lgG tourt = [ (IgGLecr- ——— ) - ((AlbLcr - —— ) x (——) x 0,43) ] X5
369 230 Albssrum

Cet indice n'est pas utilisé en pratique courante au laboratoire de biochimie du CHU de
Rennes. 1l a été calculé a I'aide du logiciel Protis® dans le cadre de ce travail pour évaluer son
éventuel apport. Toute valeur supérieure a + 3,3 mg/24h témoigne d'une synthése intrathécale.

6.3.4.1. Répartition de I'indice de Tourtelotte en fonction du contexte

clinique.

Un indice de Tourtelotte supérieur a + 3,3 mg/24h ("positif’) a éte retrouvé chez
109 patients (soit 25%).
Les patients se répartissent dans les différentes catégories cliniques de la maniére suivante :

- 47 patients dans le groupe "SEP",

- 48 patients du groupe "PI",

- 5 patients du groupe "PNI",

- 2 patients du groupe "Syndrome isolé".
6.3.4.2. Répartition de I'indice de Tourtelotte en fonction de la BHE.

L'influence de la BHE sur l'indice de Tourtelotte est étudiée a partir des donnees du
tableau 10 (Cf. "Répartition des index de Link et Tourtelotte en fonction de la BHE" chapitre
6.3.3.2.). Ainsi, une altération de la BHE associée a un indice de Tourtelotte "positif" a été
observée dans 52,2% (12 / 23) des cas du groupe "SEP", dans 42,3% (44 / 104) des cas du
groupe "PI", dans 13,3% (4 / 30) des cas du groupe "PNI" et dans 3,3% (1 / 30) des cas du

groupe "Syndrome isolé".
6.3.4.3. Performances de I'indice de Tourtelotte.

Comme pour l'index de Link, la performance de l'indice de Tourtelotte pour détecter
une SEP nécessite de créer deux groupes : un groupe "SEP" (N = 66) et un groupe "Non SEP"
(N = 291). La prévalence de la SEP est de 0,185 (66 / 357). La répartition de l'indice de

Tourtelotte en fonction du diagnostic clinique est résumée dans le tableau 12 :

87



SEP Non SEP

Tourtelotte positif (> + 3,3 mg/24h) 48 54
Tourtelotte négatif (< + 3,3 mg/24h) 18 237

Tableau 12 : Répartition des résultats de I'indice de Tourtelotte en fonction de la SEP.

Ainsi, les valeurs respectives de la sensibilité, de la spécificité, de la VPP et de la VPN de
I'indice de Tourtelotte sont de 72,7%, 81,4%, 47% (risque d'erreur de 53%) et de 92,9%
(risque d'erreur de 7,1%).

6.4. Résultats des analyses qualitatives.

6.4.1. Résultats de I'isoélectrofocalisation sur HYDRAGEL 9 CSF
ISOFOCUSING Sébia®.

6.4.1.1. Classification des résultats obtenus.

Trois grands types de profils électrophorétiques sont retenus dans cette classification
(Figure 19) :

a- Synthese intrathécale : bandes oligoclonales des IgG dans le LCR non retrouvees dans
le sérum. Ce groupe englobe les cas de certitudes et de suspicions (présence d’une
seule bande ou de plusieurs bandes plus discrétes d’IgG dans le LCR et non retrouvées
dans le sérum) de synthese intrathécale.

b- LCR =sérum : bandes oligoclonales des IgG identique dans le LCR et dans le sérum.

c- Normal : absence de bandes oligoclonales des 1gG dans le LCR et dans le sérum.

LCR Sérum LCR Sérum LCR Sérum

|

Figure 19 : Les trois principaux profils électrophorétiques des IgG du LCR et du sérum par
IEF (a : synthese intrathécale des IgG ; b : LCR=sérum et ¢ : normal).
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Parmi les 445 couples LCR/sérum, la répartition des différents profils électrophorétiques
d'lEF est la suivante :

- 127 "Synthése intrathécale" soit 28,5%,

- 25"LCR = sérum" soit 5,6%,

- 293 "Normal" soit 65,8%.

6.4.1.2. Analyse des profils électrophorétiques et des index de Link et
de Tourtelotte.

Le tableau 13 résume la répartition des index de Link et de Tourtelotte en fonction des profils
obtenus par la technique d'lEF :

Link et Link et Link
Profil €lectrophorétique BHE Tourtelotte | Tourtelotte .| Tourtelotte
positif négatif positif positif
Normale 2 167 2
Normal
Altérée 11 99 12
_ Normale 40 29 6
Synthése intrathécale
Altérée 25 21 6
LCR = sérum Altérée 3 18 4
TOTAL 81 334 8 22

Tableau 13 : Répartition des valeurs des indices de Link et Tourtelotte en fonction des
différents profils électrophorétiques et de la BHE.

Ces différentes observations permettent ainsi d’évaluer les performances des index de Link et
Tourtelotte selon la présence ou non d’une synthése intrathécale observée par la technique

d’IEF.

La prévalence d’une synthése intrathécale dans ce groupe d’¢tude est de 0,285 (soit
127 / 445). Deux groupes sont exploités, le groupe synthése intrathécale et le groupe absence

de synthése intrathécale ; la répartition obtenue est résumée dans le tableau 14.
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Index de Link Indice de Tourtelotte
Synthése Absence de Synthése Absence de
intrathécale _ synthese intrathécale synthése
intrathécale intratheécale
Link positif Tourtelotte
P n 18 positif 1 32
Link négatif Tourtelotte
g 56 300 négatif 56 286

Tableau 14 : Répartition des valeurs des index de Link et de Tourtelotte en fonction de
I’absence ou de la présence de synthese intrathécale détectée par IEF.

Les valeurs respectives de la sensibilité, de la spécificité, de la VPP et de la VPN de I’index
de Link pour la détection d’une synthése intrathécale sont de 55,9%, 94,3%, 79,6% (risque
d’erreur de 20,4%) et de 84,3% (risque d’erreur de 15,7%). Pour I’indice de Tourtelotte, la
sensibilité est de 55,9%, la spécificité de 89,9%, la VPP de 68,8% pour un risque d’erreur de
31,2% et, la VPN de 83,6% pour un risque d’erreur de 16,4%.

6.4.1.3. Repartition des profils électrophorétiques en fonction du

contexte clinique.

Onze patients ont bénéficié de plusieurs analyses (9 malades en ont béneficié de 2 et
2 malades en ont bénéficié de 3) dont les résultats se sont avéres identiques pour un méme
malade. Ainsi, seul un résultat a été comptabilis€ pour ces patients lors de I’étude de la
répartition des différents profils electrophorétiques d'lEF en fonction des pathologies. Parmi
les 432 patients, 125 "Synthese intrathécale”, 23 "LCR = sérum" et 284 "Normal" ont été

observés. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 15 :

Synthése intrathécale LCR = sérum Normal TOTAL
(N = 125) (N =23) (N = 284) (N = 432)
SEP 64 1 1 66
Pl 53 16 125 194
PNI 4 5 88 97
Syndrome isolé 4 1 70 75

Tableau 15 : Répartition des différents profils électrophorétiques d'IEF en fonction du
diagnostic clinique.
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Deux cas de SEP sans profil oligoclonal des IgG dans le LCR sont observés ; ces diagnostics
ont été établis sur les critéres de dissémination spatiale et temporelle de Mc Donald et al (30)
fournis par les résultats de I'IRM et des potentiels évoqués.

6.4.2. Comparaison des deux techniques d'analyses qualitatives.
6.4.2.1. Estimation des performances des techniques qualitatives.

Les techniques d’IFIX et d’IEF, réalisées a I’aide des deux kits Sébia®, ont été effectuées sur
62 couples LCR/sérum. Ces prélévements ont été réalisés chez 61 patients qui se répartissent
dans les différentes catégories cliniques de la maniére suivante :

- 17 patients en catégorie "SEP",

- 29 patients en catégorie "PI",

- 4 patients en catégorie "PNI",

- 11 patients en catégorie "Syndrome isolé".

La répartition des différents profils électrophorétiques des IgG en fonction du diagnostic est

résumée dans le tableau 16.

SEP Pl PNI Sy?s"(:%me
Synthése
intrathécale 16 d 1 2
IEF LCR=sérum 1 5 1 /
Normal / 15 2 9
Synthése
intrathécale 16 6 1 1
IFIX LCR=sérum / 4 / /
Normal 1 19 3 10

Tableau 16 : Répartition des différents profils électrophorétiques obtenus par IEF et par IFIX
en fonction des catégories cliniques.

Un profil oligoclonal des IgG dans le LCR non retrouvé dans le sérum (Synthése intrathécale)

est observé dans 46,8% des cas par la technique d'lEF et dans 40,3% des cas par celle d'IFIX.
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La prévalence d’une synthése intrathécale d’IgG est de 0,45 pour la technique d’IEF (soit
28/62) et de 0,39 pour la technique d’IFIX (soit 24 / 62). Un profil oligoclonal des IgG
observé a l'identique dans le LCR et dans le sérum (LCR=sérum) est observe dans 11,3% des
cas par IEF et dans 6,4% des cas par IFIX. Enfin, un profil polyclonal des IgG dans le LCR et
le sérum (Normal) est observé dans 41,9% des cas par |IEF et dans 53,2% des cas par IFIX.

Ces différentes données permettent d'évaluer les performances des analyses qualitatives pour
le diagnostic de SEP dont la prévalence dans cet échantillon est de 0,34 (17 / 50). Le
tableau 17 expose les résultats obtenus selon la présence ou non d'une synthése intrathécale
détectée par les techniques électrophorétiques (IEF et IFIX) et selon le diagnostic clinique
("SEP" ou "Non SEP"). La catégorie "Syndrome isolé" est exclue suite a l'absence de
diagnostic clinique précis.

SEP Non SEP
Synthese intrathécale 16 10
IEF
Absence de synthese 1 23
intrathécale
Synthése intrathécale 16 7
IFIX
Absence de synthese 1 26
intrathécale

Tableau 17 : Répartition des différents profils électrophorétiques obtenus par IEF et par IFIX
en fonction du diagnostic de SEP.

Pour le diagnostic d'une SEP, la technique d'IEF présente les performances suivantes :
- Une sensibilité de 94,1%,
- Une spécificité de 69,6%,
- Une VPP de 61,5% avec un risque d'erreur de 38,5%,
- Une VPN de 95,8% avec un risque d'erreur de 4,2%.

De la méme maniére, la technique d'IFIX présente les performances suivantes pour le
diagnostic de SEP :

- Une sensibilité de 94,1%,

- Une spécificité de 78,8%,

- Une VPP de 69,5% avec un risque d'erreur de 30,5%,

- Une VPN de 96,3% avec un risque d'erreur de 3,7%.
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6.4.2.2. Calcul des coefficients de concordance Kappa.

L'absence de spécificité d'une synthese intrathécale d'lgs pour la SEP rend I'évaluation
des performances des techniques électrophorétiques difficile. Le coefficient Kappa présente
ainsi un certain intérét car il permet de déterminer I'accord ou la concordance, entre deux
techniques qualitatives. Cet accord est défini comme la conformité de deux ou plusieurs
informations (absence ou présence d'une synthese intrathécale) qui se rapportent au méme
objet (SEP ou pathologies susceptibles de présenter une synthése intrathécale) (87).

La concordance résulte donc de la somme d'une composante “aléatoire” (hasard) et d'une
composante "d'accord véritable" (réel). Le coefficient Kappa permet de retirer la portion de
hasard entre les techniques.

Le test de concordance Kappa se calcule a l'aide du tableau suivant :

Technique 1
Catégorie de réponse N i TOTAL
+ a b N1
. - c d N2
Technique 2

N =nl+n2

TOTAL nl n2 ou
N = N1+ N2

Tableau 18 : Exemple de distribution des résultats pour le calcul du coefficient de
concordance Kappa.

Le coefficient Kappa est défini par I'équation suivante : Kappa = ik

1-Pe
La valeur P, correspond a la proportion daccord ou de concordance observee et elle est
calculée par I'équation (a + d) / N. La valeur P, correspond a la proportion d'accord ou de
concordance aléatoire et elle est calculée par I'équation (a' + d") / N avec a’'= (N1 x nl) / N et
d'=(N2xn2)/N.
Landis et Koch (88) ont par la suite estimé le degré d'accord entre deux techniques
qualitatives selon la valeur de Kappa. Ainsi, pour Kappa supérieur ou égal a 0,81, la
concordance est excellente ; pour Kappa compris entre 0,61 et 0,80, la concordance est
bonne ; pour Kappa compris entre 0,21 et 0,60, la concordance est modérée ; pour Kappa
compris entre 0 et 0,20, la concordance est mauvaise ; enfin pour une valeur de Kappa

négative, la concordance est trés mauvaise.
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Lors de cette étude, différents coefficients Kappa ont été calculés afin de determiner la
concordance entre les deux techniques qualitatives, d’une part pour le diagnostic de SEP ou le
groupe "Syndrome isolé" a été exclu du fait de I’absence de diagnostic clinique précis, et

d’autre part, pour la détection d’une synthése intrathécale. Les résultats obtenus sont résumeés

dans les tableaux 19 A, B et C.

Tableau A SEP
KAPPA = 0,565 Présente Absente TOTAL
Synthese intrathécale 16 10 26
Absence de synthése
IEF intrathécale 1 23 24
TOTAL 17 33 50
Tableau B SEP
KAPPA = 0,671 Présente Absente TOTAL
Synthese intrathécale 16 7 23
Absence de synthese
IFIX intrathécale 1 26 27
TOTAL 17 33 50
IFIX
Tableau C
Synthése Absence de synthese
KAPPA = 0,81 intrathécale intrathécale TOTAL
Synthése intrathécale 23 5 28
Absence de synthese
IEF intrathécale 1 33 38
TOTAL 24 34 62

Tableau 19 : Répartition des résultats pour le calcul des concordances Kappa de I'IEF (A) et
de I'IFIX (B) pour le diagnostic de SEP et pour la détection d’une synthese
intrathécale (C).

Le test de concordance Kappa montre que pour le diagnostic de SEP, la technique d’IEF
présente une concordance modérée (Kappa = 0,565) et la technique d’IFIX, une bonne
concordance (Kappa = 0,672). De plus, ce test montre une concordance excellente entre les
deux techniques qualitatives pour la détection d’une synthése intrathécale d’IgG

(Kappa =0,81).
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Cependant, beaucoup de pathologies neurologiques peuvent étre accompagnées de synthese
intrathécale d’lgs de maniére transitoire. C’est pourquoi le calcul du coefficient Kappa pour
les deux techniques qualitatives a également été déterminé pour I’ensemble des groupes
"SEP" et "PI" (soit N = 46 patients) ou une synthése intrathécale d’IgG est susceptible d’étre
détectee. Les résultats obtenus sont resumés dans les tableaux 20 A et B.

Tableau A SEP +PI
KAPPA =0,09 Présente Absente TOTAL
Synthése intrathécale o5 1 26
Absence de synthese
IEF
intrathécale 21 3 24
TOTAL 46 4 50
Tableau B SEP + PI
KAPPA =0,072 Présente Absente TOTAL
Synthése intrathécale 99 1 93
Absence de synthése
IFIX i ;
intrathécale 24 3 27
TOTAL 46 4 50

Tableau 20 : Répartition des résultats pour le calcul des concordances Kappa de I’'IEF (A) et
de '[FIX (B) pour le diagnostic des "SEP + PI".

Pour le diagnostic des SEP et des pathologies neurologiques inflammatoires, les deux
techniques qualitatives ont de mauvaises concordances: Kappa = 0,09 pour I'IEF et,
Kappa = 0,072 pour 'IFIX.

6.4.2.3. Analyse des discordances entre les deux techniques

électrophorétiques.

Cinquante-deux couples LCR/sérum (soit 82,5%) présentent des profils
électrophorétiques identiques a 1’aide des techniques d’IEF et d’IFIX. Onze couples (soit

17,5%) mettent en évidence une discordance :

- Pour 5 couples LCR/sérum, la technique d'IFIX décrit un profil polyclonal des IgG dans le

LCR et le sérum tandis que celle d'IEF met en évidence des bandes oligoclonales des 1gG
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dans le LCR non retrouvées dans le sérum. Ces différents prélevements ont été effectués chez
5 patients, dont un patient atteint de SEP, trois patients atteints d'une pathologie
inflammatoire du systéme nerveux (neurosarcoidose, neuropathie axonale diffuse et
polyradiculonévrite) et un patient pour lequel le diagnostic clinique n’a pu encore étre établi.

La figure 20 expose le cas du patient atteint de SEP (Mr N.D.)

LCR  Sérum LCR Sérum

a b
H'

Figure 20 : Profils éléctrophorétiques des 1gG du couple LCR/sérum de Mr N.D.
obtenus par les techniques d'IFIX (a) et d'lEF (b).

Le patient atteint de SEP est un cas intéressant. En effet, le diagnostic de SEP étant fortement

suspecté, une 2°™ ponction lombaire a été réalisée 3 semaines aprés la 1%¢. Un profil

oligoclonal des 1gG dans le LCR, non retrouve dans le sérum, a alors été mis en évidence par
2éme

la technique d'IFIX sur le prélevement. Une synthese intrathécale des IgG aurait été

détectée dés le premier prélevement par la technique d’IEF et aurait permis d’éviter ainsi une
2™ ponction lombaire au patient.

- Pour un patient atteint de SEP (Mme G.M.), I'lFIX démontre une synthése intrathécale des
IgG tandis que I’IEF présente un discret profil oligoclonal des 1gG identique dans le LCR et

dans le sérum (Figure 21).

LCR Sérum LCR Sérum
a b

L

Figure 21 : Profils éléctrophorétiques des 1gG du couple LCR/sérum de Mme G.M.
obtenus par les techniques d'IFIX (a) et d'IEF (b).
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- Pour 2 couples LCR/sérum, un profil polyclonal des 1gG dans le LCR et le sérum est mis en
évidence par la technique d'IFIX. En revanche, la technique d'IEF démontre un profil
oligoclonal des IgG identique dans le LCR et dans le sérum (Figure 22). Ces 2 préléevements
correspondent a 1 patient atteint de neuropathie optique inflammatoire (groupe PI) et a
1 patiente (Mme D.Y.) atteinte de lymphome (groupe PNI).

LCR Sérum LCR Sérum
a

Figure 22 : Profils éléctrophorétiques des 1gG du couple LCR/sérum de Mme D.Y.
obtenus par les techniques d'IFIX (a) et d'lEF (b).

- Pour un couple LCR/sérum dont la patiente (Mme R.M.) était atteinte de neuropathie
axonale diffuse (groupe P1), la technique d'IFIX permet de suspecter une synthese intrathécale
des 1gG. La technique d'IEF met en évidence un profil oligoclonal des IgG dans le LCR et

dans le sérum (LCR=serum) (Figure 23).

LCR Sérum LCR Sérum
a b
e

Figure 23 : Profils éléctrophorétiques des IgG du couple LCR/sérum de
Mme R. M. obtenus par les techniques d'IFIX (a) et d'lEF (b).

- Enfin, pour 2 couples LCR/sérum dont les patients sont atteints de myélite (Mr G.Y.) et de
méningite lymphocytaire (Mr P.Y.) inclus dans le groupe PI, I'IFIX permet de conclure a une

synthese intrathécale d’IgG tandis que I'IEF ne permet que de la suspecter (Figure 24).
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Mr G.Y. MrP.Y.

LCR Sérum LCR Sérum LCR Sérum LCR Sérum
a b c d

- bood e

O <>

Figure 24 : Profils eléctrophorétiques des 1gG de 2 couples LCR/serum (Mr G. Y.
et Mr P. Y.) obtenus par les techniques d'IFIX (a et c) et d'IEF (b et d).

La technique d'lIEF du couple LCR/serum de Mr G.Y. (Figure 24 b) met en évidence 4 bandes
supplémentaires () discrétes d'lgG dans le LCR. Pour Mr P.Y., I''EF (Figure 24 d) montre
une immunoglobuline monoclonale dans le LCR et dans le sérum ainsi qu’une bande
supplémentaire d'lgG dans le LCR () ce qui reste insuffisant pour conclure formellement a

une synthese intrathécale d'lgG.

Lors de [Dinstallation de la technique d’IEF au laboratoire de biochimie du CHU de
Pontchaillou, les biologistes interprétaient avec prudence les suspicions de synthese
intrathécale d’IgG (cas de Mr G.Y. et Mr P.Y.). Dans le cadre de ce travail, une expertise de
ces 2 profils électrophorétiques, réalisée par la société Sébia®, a permit d’aboutir aux mémes
conclusions que par la technique d’IFIX. Ainsi, la présence de quelques bandes surnuméraires
mémes discrétes ou d’une seule bande mais de forte intensité dans le LCR suffit & mettre en

¢vidence une synthese intrathécale d’1gG.
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7. DISCUSSION
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7. DISCUSSION.

7.1. Aspects techniques de I'isoélectrofocalisation (IEF) avec le Kit
"HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING" de Sébia®.

Cette technique est réalisée de maniere semi-automatique sur 1’appareil Hydrasis®
Focusing qui permet une séparation électrophorétique des protéines a un voltage trés élevé.
Elle nécessite du personnel qualifié tant au niveau de la réalisation technique que de

I’interprétation biologique.

Nous reverrons donc dans ce chapitre les points importants des différentes étapes techniques

afin d’obtenir d’emblée des plaques d’IEF permettant une lecture aisée et fiable.

- Préparation des échantillons.

Les dosages sériques de I'albumine et des IgG des échantillons analysés par IEF sont réalisés
quotidiennement en méme temps que les autres demandes sur I'appareil Olympus® et sur le
néphélémetre BNII®. Par contre, les demandes de dosage de I’albumine et des IgG dans le
LCR étant plus rares, elles sont groupees et effectuees le jour de la réalisation de I''EF, ce qui

permet d'utiliser les mémes courbes de calibration pour les 8 échantillons de la plaque.

A partir des résultats obtenus, la dilution des échantillons peut étre manuelle ou automatisée
et elle doit étre la plus rigoureuse possible afin d’obtenir une concentration en IgG identique
entre le LCR et le serum. La concentration en IgG recommandée pour la méthode d'lEF est de
20 mg/L. Cependant, en cas de concentration en IgG du LCR plus faible et comprise entre
10 et 20 mg/L, le serum doit étre dilué de telle sorte que la concentration en IgG soit identique
a celle du LCR pour permettre une comparaison optimale des deux profils électrophorétiques.
Enfin, si la concentration en IgG du LCR est inférieure a 10 mg/L, l'échantillon doit

normalement étre concentré avec le matériel adéquat.

Les échantillons dilués sont rapidement déposés sur 1’applicateur afin d’assurer un temps de
diffusion identiqgue en chambre humide au niveau des dents du peigne. Il est conseillé de
terminer cette étape en méme temps que la préfocalisation pour éviter une évaporation des

échantillons.
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- Préfocalisation — migration — immunofixation (IF1X).

Les points les plus importants a souligner sont : le positionnement du gel sur la plaque de
migration et la mise en place d’un cache plastique qui doivent étre réalisés sans induire la
formation de bulles qui pourraient créer un phénomene de "vagues" sur le gel ; I’application
de I’Ac anti-lgG a la surface du gel qui doit étre la plus homogéne possible afin d’éviter la

présence de renforcements de coloration au sein des différentes pistes.

Ces artéfacts pourraient en effet fausser I’interprétation de la plaque d’IEF.

- Révélation du gel.

La solution de révélation doit étre préparée lors de 1’étape d’IFIX, sous hotte due a la toxicité
du TTF3 qui contient de la benzidine et du diméthylformamide, puis elle est conservée a
température ambiante a I’abri de la lumiére avant son utilisation. Le révélateur enzymatique
est appliqué sur ’ensemble du gel a I’aide du masque adéquat. Cette étape est également
cruciale car il est nécessaire d'éviter la formation de bulles qui, a ce niveau, induiraient une
absence de coloration des zones du gel correspondantes et donc une absence de révélation des

bandes IgG.

La validation technique s’effectue lors de la lecture de I’ensemble de la plaque. Le biologiste
s’assure de la bonne migration électrophorétique du contrdle positif et de la cohérence de
migration entre les différentes pistes (absence de différence de coloration entre les pistes du
LCR et du sérum pouvant étre liée a une erreur de dilution ou de dosage, absence de "vagues"
ou de zones non colorées). L’interprétation biologique nécessite la comparaison des deux
pistes LCR/sérum d’un méme patient. La présence de bandes, méme de faible intensité est
notée et est corrélée aux résultats des analyses quantitatives (présence ou non d’une altération

de la BHE et résultat des index) et aux renseignements cliniques.

7.2. Performances du kit d’IEF dans la SEP et comparaison par

rapport a I'ancienne technique d'IFIX.

7.2.1. Analyse de nos résultats.

Au laboratoire de Biochimie du CHU de Pontchaillou, la technique d’IEF est réalisée a
’aide du kit "HYDRAGEL 9 CSF FOCUSING" depuis avril 2008 et elle présente ’avantage
de respecter les recommandations concernant 1’analyse du LCR pour le diagnostic de SEP
(27).
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- |EF couplée a une technique d’IFIX,

- utilisation de LCR non concentre,

- contrble positif sur la plaque de migration en parallele des échantillons,
- concentrations en 1gG identiques dans le LCR et dans le sérum.

Les résultats de ce travail permettent d'étudier les performances des techniques
qualitatives (IEF et IFIX de Sébia®), et quantitatives (index de Link et de indice de
Tourtelotte) pour le diagnostic de SEP. Le tableau 21 récapitule les résultats obtenus :

Sensibilité | Spécificité | VPP (risque d’erreur) VPN (risque d’erreur)
(%) (%) (%) (%)
IEF 94,1 69,6 61,5 (38,5) 95,8 (4,2)
IFIX 94,1 78,8 69,5 (30,5) 96,3 (3,7)
Index Link 74,2 87,3 57 (43) 93,7 (6,3)
Indice Tourtelotte 72,7 81,4 47 (53) 92,9 (7,1)

Tableau 21 : Performances des techniques électrophorétiques et des index de Link et de
Tourtelotte pour le diagnostic de SEP.

Ces reésultats mettent en évidence une meilleure sensibilité des deux techniques qualitatives
par rapport aux techniques quantitatives. Ainsi, il y a plus de chance qu’une synthése
intrathécale soit détectée par les techniques qualitatives que par les index de Link ou de
Tourtelotte si le patient est atteint de SEP.

Les index de Link et de Tourtelotte ont une speécificité plus importante que les techniques
qualitatives ce qui indique que lorsque le patient n’est pas atteint de SEP, la probabilité d'une
absence de synthese intrathécale par le calcul des index est plus élevée que celle détectée par

les techniques qualitatives.

La plus faible spécificité est observée pour la technique de référence (IEF). Ceci est lié au fait
qu’une synthése intrathécale d’IgG n’est pas un signe pathognomonique de la SEP, elle peut
en effet étre retrouvée dans de nombreuses autres pathologies inflammatoires du systeme
nerveux (Cf. "Diagnostic différentiel de la SEP" chapitre 3.8.). Une synthese intrathécale
d’lgG est généralement observée dans 95% des cas de SEP mais également dans 30% a 50%
des cas de pathologies neurologiques inflammatoires (en particulier d’origine infectieuse) et
dans 5% a 10% des cas de maladies non inflammatoires du systeme nerveux (89). Pour notre

cohorte de patient (N = 62 patients), la méthode d’IEF détecte plus de synthése intrathécale
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d’IgG (46,8%) que la technique d’IFIX (40,3%), que I'indice de Tourtelotte (40,3%) et que
I’index de Link (35,5%) quel que soit le diagnostic clinique ce qui explique sa plus faible

specificité pour le diagnostic de SEP.

La VPP des 4 types d’analyses de recherche de synthése intrathécale est inférieure a la VPN
ce qui implique que tout résultat négatif obtenu par ces techniques sera en défaveur du
diagnostic de SEP. Les VPP sont plus élevées pour les techniques qualitatives et d’apres ces
résultats, la technique d’IFIX est plus performante que I'IEF. Ainsi, il y a une plus grande
probabilité qu’un patient soit atteint de SEP lorsqu’une synthése intrathécale d’IgG est
détectée par IFIX que par IEF.

Les VPN de ces 4 analyses ne sont pas significativement différentes et ceci a été prouvé a
Iaide du test de . Ce test est effectué & l'aide de 1’équation suivante :

Y= (x-X)2/X
On appelle x la VPN obtenue selon une technique donnée et X, la moyenne des 4 VPN
calculées. La valeur %2 calculée est de 0,084 et elle est donc bien inférieure a la valeur 2

theéorique pour 1 degré de liberté qui est égale a 3,84. Ainsi pour ces 4 méthodes de recherche
de synthese intrathécale, il existe une probabilité importante qu'un patient ne soit pas atteint

de SEP si la technique qualitative ou quantitative ne détecte pas de synthese intrathécale.

Le test Kappa démontre que les deux techniques qualitatives ont une concordance excellente
pour la recherche d’une synthése intrathécale (Kappa = 0,81). Cependant, pour le diagnostic
de SEP, ce test montre que I'IFIX présente une meilleure concordance que I'IEF
(Kappa = 0,671 versus Kappa = 0,565). De plus, les reésultats du tableau 21 indiquent que
I’'IFIX parait plus performante que I’IEF pour le diagnostic de SEP. Ceci est lié au fait que la
technique d’IEF détecte plus de synthése intrathécale d’IgG que celle d’IFIX ; en effet, pour
la catégorie PI ("Pathologie inflammatoire du SNC et du systéme nerveux périphérique hors
SEP"), 'IEF met en évidence une synthese intrathécale dans 31% des cas contre 20,7% pour
I’TFIX.

Les principales discordances entre la technique d'IEF et d'IFIX, concernant I'absence ou la
présence d'une synthése intrathécale, ont été observées dans 4 cas du groupe Pl et dans 2 cas
du groupe SEP. Dans 3 cas de pathologies neurologiques inflammatoires et 1 cas de SEP,
I'IEF a permis de détecter une synthése intrathécale d'lgG alors que I'lFIX était négative. Dans

1 cas de pathologie neurologique inflammatoire et dans l'autre cas de SEP, I'lEF était négative
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alors que I'IFIX a permis de déceler une synthése intrathécale. Nous avons donc calculé les
coefficients Kappa permettant de démontrer l'accord entre les deux techniques qualitatives et
la détection d'une synthese intrathécale pour l'ensemble des groupes "SEP" + "PI". Les
résultats du test Kappa montrent une mauvaise concordance pour les 2 techniques,
Kappa = 0,09 pour I'IEF et Kappa = 0,072 pour I'IFIX. Ceci peut s’expliquer par le fait
qu’une atteinte neurologique inflammatoire ne s’accompagne pas toujours d’une synthése

intrathécale d’1gs.

Les sensibilités médiocres des index de Link et Tourtelotte retrouvées dans notre travail
montrent la nécessité d'employer conjointement ces index aux techniques électrophorétiques.
Le tableau 22 résume les performances des ces deux méthodes de calcul vis-a-vis de la
détection d’une synthese intrathécale d’IgG par la technique d’IEF et vis-a-vis du diagnostic
de SEP.

: Sensibilité | Spécificite | VPP (risque VPN (risque
Comparaison (%) P (%) d’erreur) d’erreur)
(%) (%)
Synthése
" intrathecale 55,9 94,3 80 (20) 84,9 (16,1)
Lin détectée par IEF
SEP 74,2 87,3 57 (43) 93,7 (6,3)
Synthése
intrathécale 55,9 89,9 69,3 (30,7) 83,3 (16,7)
Tourt. | gstectée par IEF
SEP 72,7 81,4 47 (53) 92,9 (7,1)

Tableau 22 : Performances des index de Link et Tourtelotte (Tourt.) en fonction de la
détection d’une synthése intrathécale par IEF et en fonction du diagnostic de
SEP.

L’index de Link est beaucoup plus performant que I’indice de Tourtelotte par rapport a la
détection d’une syntheése intrathécale par IEF et par rapport au diagnostic de SEP. Ces
différences sont liées a I’influence de 1’état de la BHE. En effet, nous avons pu observer lors
de ce travail que dans 42,3% des cas, I’indice de Tourtelotte était supérieur a 3,3 mg/24h en
présence d’une altération de la BHE dans le groupe "PI" tandis que dans les mémes
conditions, I’index de Link était supérieur a 0,70 dans 23,1% de ces cas. Cette constatation
avait également été mise en évidence par 1’équipe de Blennow en 1994 (50) : ’index de Link,
IgGprod et Log IgG index n’étaient pas influencés par une altération de la BHE contrairement

aux formules de Tourtelotte, Schuller et Reiber dont les résultats étaient alors surestimés.
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Lors de cette étude, les résultats quantitatifs des 445 couples LCR/sérum ont été analysés a
I’aide du logiciel Protis®. Ce dernier a permis le calcul du rapport QAlb permettant
d’apprécier 1’état de la BHE et celui des index de Link et de Tourtelotte. Il positionne
également les résultats du patient sur le diagramme de Reiber. Ce logiciel ne remplace pas les
techniques qualitatives car, comme indiqué précédemment, les index présentent de mauvaises
performances et ne sont pas assez fiables pour la détection d’une synthése intrathécale lors du
diagnostic de SEP. Cet outil présente cependant 1’avantage de fournir rapidement au clinicien
une idée sur I’état de son patient ; il peut en effet a I’aide du diagramme de Reiber évaluer
I’¢état de la BHE du patient et I’existence ou non d’une "probable" synthese intrathécale. La
lecture et I’interprétation des résultats quantitatifs sont ainsi plus aisées pour le clinicien, dans

I’attente du résultat de I’IEF.
7.2.2. Comparaison par rapport a la littérature.

L’¢évaluation des performances d’IEF et d’IFIX mérite ¢galement d’étre étudiée par
rapport aux différents travaux décrits dans la littérature. Cette comparaison peut cependant
s’avérer difficile du fait de I'importante variabilité des techniques employées, de la diversité
des criteres diagnostiques de la SEP (Poser et al (29), Mac Donald et al (30), Polman et al
(31)), de la composition du groupe d’étude et de la définition d'une synthése intrathécale d’1gs

selon la technique employée.

En 2000, Caudie et al étudi¢rent I’apport des techniques d’IEF pour le diagnostic de SEP par
rapport aux électrophoréses standard des protéines du LCR ou a I’index de Link (65). Le
groupe d’étude était constitué de 1188 couples LCR/sérum classés en fonction du diagnostic
clinique de la maniére suivante : 281 cas de SEP réparties selon les critéres diagnostiques de
Poser et al (29) (182 SEP certaines et 99 SEP possibles/probables) ; 63 cas de pathologies
neurologiques inflammatoires ; 180 cas de pathologies neurologiques non inflammatoires et
664 malades sans diagnostic clinique précis.

L’IEF était effectuée sur gel d’agarose et I'immunorévélation était réalisée, apres transfert sur
membrane, avec un Ac anti-lgG de chevre biotinylé. La technique permettait 1’analyse de
6 couples LCR/sérum. Contrairement a I'IEF, 1’électrophorése standard nécessitait de
concentrer le LCR afin d’obtenir une concentration d’IgG a 8 g/L. Aprés la migration
électrophorétique des couples LCR/sérum, les protéines étaient colorées au violet Paragon.
Les dosages de I’albumine et des IgG dans le LCR et dans le sérum étaient réalisés par

néphélémétrie. Un index IgG supérieur a 0,70 était en faveur d’une synthése intrathécale
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d’IgG. Dans le groupe SEP certaines, I’index IgG était supérieur a 0,70 dans 69% des cas et
une synthése intrathécale d’lgs était mise en évidence dans 57% des cas par électrophorese
standard et dans 94% des cas par IEF. Cette étude confirmait les performances analytiques
médiocres de 1’électrophorése des protéines du LCR. Pour le diagnostic de SEP, I'lEF
possédaient une sensibilité et une spécificité respectives de 94% et 96%. La méme valeur de
sensibilité a été retrouvée dans notre étude mais les résultats de spécificité sont trés
différents (69,6%) ; ceci peut s’expliquer en partie par la taille de notre groupe d’étude,
62 couples LCR/sérum contre 1188, avec seulement 17 cas de SEP. De plus, le calcul de la
sensibilité dans I’étude de Caudie et al (65) est estimé en fonction du nombre de SEP
certaines ; si I'on tient compte de tous les cas de SEP (N = 281), la sensibilité de I''EF chute a
74%. Cependant, les résultats de Caudie sont conformes a ceux publiés sur de grandes séries

d’échantillons qui sont beaucoup plus représentatives que notre cohorte.

Une autre etude menée également par Caudie et al a permis de comparer la technique d’IEF
couplée a un immunotransfert a celle d’IFIX de Sébia® ("HYDRAGEL 6 CSF") (68). Le
groupe d’étude était constitué de 144 couples LCR/sérum répartis en 56 cas de SEP (27 cas de
SEP certaines et 29 cas de SEP possibles/probables), 4 cas de pathologies neurologiques
inflammatoires, 35 cas de pathologies neurologiques non inflammatoires et 49 cas de
manifestations neurologiques sans diagnostic précis. Les deux techniques électrophorétiques
avaient été réalisées sur I’ensemble des échantillons. L’IEF consistait en une migration
¢lectrophorétique des protéines sur gel d’agarose suivie d’une immunorévélation des IgG sur
membrane de PVDF. La révélation des IgG etait effectuée par le systéeme avidine-biotine.
Selon cette étude, la méthode d’IFIX et d’IEF avaient respectivement une sensibilité de 90%
et de 95% et une spécificité de 94% et 100% ce qui montre les meilleures performances de
I’IEF. Cependant, les groupes pris en compte pour ce calcul correspondent aux 27 cas de
"SEP certaines" et aux 4 cas de pathologies neurologiques inflammatoires (N = 27 + 4 soit
31 patients). Ces 31 patients ont été comparés au groupe constitué de 35 cas de pathologies
neurologiques non inflammatoires. Cette cohorte n'est au final pas représentative de la réalité

et elle surestime donc les valeurs de sensibilité et de spécificité.

En 2005, Fromont et al avaient comparé de la méme maniere la technique d’IFIX de Sébia® a
celle d’IEF couplée a un immunotransfert sur membrane de PVDF et immunorévélation par le
systeme avidine-biotine (90). Cette étude avait été effectuée sur 177 couples LCR/sérum
répartis en 103 cas de pathologies neurologiques non inflammatoires et en 74 cas de SEP.

Tous ces échantillons avaient bénéficié d’une détermination de 1’index de Link et d'une
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analyse électrophorétique par IEF et par IFIX qui permettait I’utilisation de LCR non
concentré. Les auteurs avaient analysé les différents résultats obtenus pour déterminer les
performances de chaque technique électrophorétique. Les sensibilités, spécificités, VPP et
VPN respectives étaient de 82,2%, 93,2%, 75% et 94% pour la technique d’IEF et, de 82,2%,
95,1%, 80% et 93,3% pour celle d’IFIX dans le cadre du diagnostic de SEP. Ces résultats
mettent en évidence une concordance excellente entre les deux techniques électrophorétiques

pour la détection de synthése intrathécale d’IgG dans le diagnostic de SEP.

Des différences significatives existent entre nos résultats et ceux de Caudie et al (65, 68) et de
Fromont et al (90), mais également entre les résultats de ces 2 équipes. Fromont et al
expliquait que ces différences seraient liées & la méthode de classification des patients (90).
Leur étude utilisait I’algorithme diagnostic du logiciel EDMUS (European Database for
Multiple Sclerosis) qui classe les SEP selon les critéres diagnostiques de Poser et al (29) en
SEP cliniquement certaine, SEP certaine avec 1’aide du laboratoire, SEP cliniquement
probable et SEP probable avec 1’aide du laboratoire. Le laboratoire apporte 1’information de
I’existence ou non d’une synthése intrathécale d’lIgs qui peut étre primordiale dans le cadre
d’un diagnostic de SEP lorsque les données cliniques ou IRM sont peu informatives ou
atypiques. La classification utilisée dans cette étude surestime le nombre de cas de SEP dans
la cohorte ce qui entraine une sous-estimation de la sensibilité des techniques d’IEF et d’IFIX.
De plus, I’absence de cas de pathologies neurologiques inflammatoires ou il peut exister une
synthése intrathécale d’lgs, surestime les valeurs des spécificités, VPP et VPN. Cette situation
ne correspond pas a ce qui se passe réellement en pratique dans les laboratoires. Une
évaluation des performances de ces techniques électrophorétiques est donc plus juste lorsque
les cas de SEP sont comparés a une multiplicité d’autres pathologies neurologiques,
inflammatoires ou non.

Toutes ces études tendent néanmoins vers une méme conclusion en démontrant que la
technique d’IEF est la technique la plus sensible et la plus spécifique pour la recherche de
synthese intrathécale d’lgs. La technique d’IFIX de Sébia® était auparavant préférée a I'lEF
trop longue (une journée en moyenne) et fastidieuse pour étre utilisée en routine dans les
laboratoires. Cependant, les auteurs rapportent les difficultés de lecture des plaques d’IFIX
notamment lorsque les bandes IgG sont peu intenses et diffuses. Les plaques d’IEF présentent
en effet ’avantage d’offrir un plus large "champ d’observation" ; les pistes sont plus longues
et une bande unique d'lgG en IFIX peut migrer en plusieurs bandes par IEF selon le degré de

glycosylation d’une méme IgG. La lecture de la plaque est ainsi plus aisée.
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Depuis fin 2003, la société Sébia® a commercialisé un kit prét a I’emploi d’IEF sur ’appareil
Hydrasis® Focusing qui rend la technique plus facilement réalisable et moins longue
(environ 3h). Ce kit permet ainsi une meilleure standardisation de la méthode tout en
respectant les différentes recommandations de la derniére conférence de consensus sur

’analyse biologique du LCR pour le diagnostic de SEP (27, 91).
7.3. Autres pathologies associées a une synthése intrathécale d'lgs.

Lors de notre étude, 125 profils oligoclonaux d’IgG dans le LCR non retrouvés dans le
sérum (soit 28,5%) ont été mis en évidence parmi les 445 couples LCR/sérum de notre
cohorte. Une synthese intrathécale d’IgG a été retrouvée dans 97% (64/66) des cas du groupe
SEP, 27,3% (53/194) des cas du groupe PI (“Pathologie inflammatoire du SNC et du systeme
nerveux peériphérique hors SEP"), 4,1% (4/97) des cas du groupe PNI ("Pathologie non
inflammatoire du systéeme nerveux™) et dans 5,3% (4/75) des cas du groupe "Syndrome
isolé”. Ces résultats démontrent a nouveau qu’une synthése intrathécale d’IgG n’est pas
spécifique de la SEP et qu’elle peut étre retrouvée dans d’autres pathologies neurologiques

d’origine infectieuse, tumorale ou auto-immune.

En 1993, I’étude de Zeman et al permit de démontrer I’importante variabilité de pathologies
neurologiques présentant une synthése intrathécale en s’appuyant sur la notion essentielle de
comparaison en paralléle des profils électrophorétiques du LCR et du sérum (92). Le groupe
d'étude était constitué de 1874 couples LCR/sérum et l'analyse électrophorétique avait été
réalisée par IEF suivie d'un immunotransfert sur membrane de nitrocellulose puis d'une
révélation enzymatique des IgG par un systéme a double Ac. L’équipe de Zeman s’intéressa
plus particulierement aux patients présentant des bandes IgG dans le LCR et dans le sérum.
Deux types de profils électrophorétiques furent définis :
- Profil oligoclonal des IgG identique dans le LCR et dans le sérum (synthése
systémique),
- profil oligoclonal des IgG dans le LCR et dans le sérum mais avec présence de
bandes surnuméraires dans le LCR (synthese intrathécale et systémique).
Les diagnostics cliniques avaient pu étre établis chez 102 patients présentant un profil
oligoclonal des 1gG dans le sérum, 56 profils traduisant une synthése systémique d’IgG et
46 profils traduisant une synthese intrathécale et systémique d’IgG. Les patients atteints de

SEP représentaient 57% du groupe synthése intrathécale et systémique d’IgG. Dans ce
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groupe, les autres pathologies neurologiques retrouvées étaient d’origine infectieuse (29%),
inflammatoire (9%) et tumorale (6%).

Dans le groupe synthese systémique, les pathologies majoritairement retrouvées étaient les
cas de neuropathies périphériques (18%), de pathologies neurologiques inflammatoires
(18%), de syndrome de Guillain-Barré (16%), de syndrome néoplasique (16%) et de
pathologies neurologiques infectieuses (14%). Seul un cas de SEP (2%) était mis en évidence.
Ce type de profil est rarement observé dans les SEP et, dans le cas ou celui-ci est présent chez
un patient dont le diagnostic de SEP est suspecté, il est fortement recommandé de revoir le
diagnostic et/ou de recontrdler I’analyse du LCR.

Ces résultats montrent ainsi I’importance de 1’analyse biologique en parall¢le du couple
LCR/sérum et de plus a des concentrations identiques en 1gG ; en effet, sans I’analyse du
profil électrophorétique des IgG du sérum, il n’est pas possible de distinguer une synthese
intrathécale d’une synthése systémique d’IgG. Toutes les pathologies présentant une synthése
systémique auraient été faussement classeées en profil traduisant une synthése intrathécale
d’IgG alors que dans ce groupe, la SEP est minoritaire (2%). De plus, cette étude souligne le
fait que de nombreuses pathologies neurologiques inflammatoires autres que la SEP peuvent
étre accompagnées d’une synthese intrathécale d’IgG. Cependant, I’analyse ¢lectrophorétique

des IgG du LCR et du sérum ne peut pas contribuer a elle seule au diagnostic de SEP.

En 1995, Mc Lean et al (33) ont étudié les profils électrophorétiques des 1gG dans le LCR et
dans le sérum de 75 patients repartis en 43 cas de sarcoidose, 20 cas de lupus érythémateux
disséminé et 12 cas de maladie de Behcet. Ces 3 pathologies sont des maladies systémiques
inflammatoires et les prélévements ont été effectués lors d’une atteinte neurologique au cours
de ces maladies. Une synthése intrathécale d’IgG avait été mise en évidence chez 51% des
patients atteints de sarcoidose, chez 25% des patients atteints de lupus et chez 8% des patients
atteints de maladie de Behget. De plus, une altération de la BHE, évaluée par le rapport QAIDb,
était mise en évidence dans 47% des cas de sarcoidose, dans 30% des cas de lupus et dans
42% des cas de maladie de Behget. Cette étude montre une proportion importante d’altération
de la BHE au cours de ces 3 pathologies ; ceci est confirmé par le fait qu’un traitement par
corticoide au cours de ces 3 maladies systémiques permettait d’améliorer I’état de la BHE et,
par conséquent de diminuer le nombre de bandes oligoclonales d’IgG dans le LCR. Dans les
cas de SEP, la BHE est généralement intacte et un traitement anti-inflammatoire n’a aucune
influence sur la synthése intrathécale d’lgs ; si tel est le cas, le diagnostic de SEP doit étre

révise.
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La mise en évidence d’une synthése intrathécale d’lgs ne peut donc pas a elle seule permettre
de poser le diagnostic de SEP puisqu’elle peut étre retrouvée de manicre transitoire dans de
nombreuses pathologies neurologiques inflammatoires ou non. L’IRM et d’autres examens
complémentaires tels les sérologies, les biopsies, les analyses microbiologiques ou la
recherche d’Auto-Ac sont essentiels pour le diagnostic différentiel de la SEP. Cependant,
lorsqu’un doute diagnostique persiste a I’issue de I’ensemble des examens cliniques et
biologiques, la preuve d’une synthése intrathécale d’1gs par les techniques qualitatives devient

primordiale.

Cette synthese intrathécale d’lgs présente de plus un certain intérét lorsque les patients ont un
syndrome neurologique isolé. Des études menées par Zipoli et al (93) et Tintoré et al (94)
montraient que la présence d’une synthese intrathécale d’lgs lors d’un trouble neurologique
isolé augmentait de deux fois le risque de développer ultérieurement une SEP et ceci,

indépendamment des résultats obtenus a I'IRM.

Dans 1’étude de Tintoré et al (94), 415 patients avec un syndrome neurologique isolé avaient
bénéficié d’une IRM et d’une analyse électrophorétique des IgG du LCR et du sérum par IEF.
Une synthése intrathécale d’IgG avait été mise en évidence chez 254 patients (61%) dont
127 cas se sont révélés étre des SEP. Parmi ces patients atteints de SEP, 31% d’entre eux ne

présentaient pas initialement d’anomalies évocatrices a I’'IRM selon les critéres diagnostiques

de Barkhof.

L’IRM reste cependant un outil diagnostique incontestable mais en cas de syndrome
neurologique isolé sans Iésions observées a I'IRM, I’analyse biologique du LCR est tres
informative. L’association de ces deux examens permet un diagnostic fiable et précis en cas
de SEP mais il est important de rappeler que dans les formes débutantes de SEP, 'IRM est
normale dans un tiers des cas et I’analyse électrophorétique du LCR ne révele pas de synthése

intrathécale d’1gs dans 15% des cas.
7.4. Absence de synthése intrathécale d'lgs dans les SEP.

Lors de notre étude, 2 patients atteints de SEP (soit 3%) ne présentaient pas de
synthése intrathécale d’IgG. Ce résultat est en accord avec ceux retrouvés dans la littérature
(95). Pour un patient, I''EF avait révélé un profil polyclonal des IgG dans le LCR et dans le
sérum (I''FIX n'avait pas été réalisée). Le diagnostic de SEP bénigne avait été établi sur la

base de I'examen clinique, de la présence de deux poussées en 15 ans et des données de I'RM.
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Pour l'autre patient, la technique d'IFIX, réalisée en 2006 lors de la demande d'examen, avait
révélé une synthése intrathécale d'lgG (présence d'une bande 1gG dans le LCR avec un profil
polyclonal des 1gG dans le serum) et paradoxalement, celle d'IEF, réalisée en 2008 sur le
prélevement conservé congelé, avait mis en évidence un profil oligoclonal des 1gG identique
dans le LCR et dans le sérum. Or, fin 2007, le diagnostic de SEP était toujours confirmé suite

a I'nospitalisation de ce patient pour une nouvelle phase de poussée de sa maladie.

L'absence de synthese intrathécale d'lgG dans les cas de SEP doit faire envisager
différentes situations :

- Recherche de synthese intrathécale d'IgM, d'IgA ou de CL (Kappa et Lambda),

- SEP débutante avec une faible expression de la synthese intrathécale d’Igs,

- SEP avec une "véritable absence" de synthése intrathécale d'lgs.

Dans un premier temps, devant une suspicion de SEP avec une absence de profil oligoclonal
des IgG dans le LCR, les différentes études abordées dans notre travail préconisent la
recherche de synthese intrathécale des IgM, des IgA et de CL par technique électrophorétique
et/ou par des formules mathématiques.

Les syntheses intrathécales d'IgM ou d'IgA sont tres rarement observées dans les cas de SEP
et elles sont plus frequemment retrouvées dans les cas de pathologies neurologiques d'origine
infectieuse ou auto-immune (96). L'analyse des IgM et des IgA dans le LCR ne présente donc
pas un intérét majeur pour le diagnostic de SEP. La technique d’IFIX utilisée auparavant au
laboratoire de biochimie du CHU de Rennes, permettait la recherche de synthese intrathécale
d’IgG, d’IgA et d’IgM d’un couple LCR/sérum donné sur une méme plaque de migration. La
recherche d’IgA ou d’IgM était effectuée lors de 1’absence de profil oligoclonal des IgG dans
le LCR, non retrouvé dans le sérum, associée a une concentration d’IgA supérieure a 10 mg/L
ou d’IgM supérieure a 40 mg/L. Ces analyses se sont rarement révélées nécessaires ; en effet,
sur 2288 IFIX effectuées au laboratoire sur une prériode de 5 ans (avril 2003 a avril 2008), la
recherche de synthese intrathécale d’IgA concernait 0,96% (22 / 2288) des demandes et celle
d’IgM, 0,17% (4 / 2288) des demandes.

En revanche, I'analyse électrophorétique des CL Kappa et Lambda dans le LCR parait plus
informative. L'étude de Goffette et al (46) montra que parmi 33 cas de SEP sans profil
oligoclonal d'lgG dans le LCR, 54% présentaient une synthése intrathécale de CL libres

Kappa détectée par IEF. De plus, les bandes oligoclonales a CL libres Kappa seraient plus
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facilement visualisées sur les plaques d'lEF du fait de l'absence de fond polyclonal

contrairement aux 1gG.

Dans un deuxiéme temps, il est important de rappeler qu'une absence de profil oligoclonal des
lgs dans le LCR peut étre observée dans 15% des cas de SEP débutante. Devant une suspicion
diagnostique de SEP, un contr6le du profil électrophorétique des I1gG du LCR est préconisé

environ un an apres la premiere ponction lombaire ou lors d'une nouvelle poussée.

Le troisieme point qui consiste en la "véritable absence" de synthese intrathécale d'lgs mérite
d'étre détaillé. En 1985, Farrel et al avaient autopsié 18 patients pour lesquels un diagnostic
de SEP avait été établi. Les couples LCR/sérum avaient été analysés avant le déces des
patients par électrophorese standard ou par IEF suivies d’une coloration standard des
proteines (97). Quatre patients ne présentaient pas de bandes oligoclonales dans le LCR. Les
autopsies avaient confirmé le diagnostic de SEP pour I’ensemble du groupe d’étude et ainsi
apporté la preuve que la maladie pouvait étre depourvue de synthése intrathécale d'lgs. Selon
les auteurs, cette absence serait liée a un nombre plus faible de plaques actives ou de cellules
autoréactives au sein de la substance blanche.

En 1996, Zeman et al etudierent les diagnostics cliniques de 34 patients ayant présenté un
trouble neurologique et dont l'analyse électrophorétique du LCR par IEF n’avait pas mis en
évidence de synthese intrathécale d'lgG et de CL Kappa et Lambda (95). Huit cas de SEP
avaient été diagnostiqués ; 6 de ces patients avaient bénéficié d'une 2°™ ponction lombaire et
la technique d'IEF avait permis de mettre en évidence une synthese intrathécale d'lgG et/ou de
CL chez 3 patients. Les cas de SEP sans profil oligoclonal d'lgs dans le LCR sont rares et leur
fréquence est d'environ 3%. Selon cette étude, ces cas de SEP toucheraient autant les hommes
que les femmes, contrairement aux SEP avec synthese intrathécale d'lgG (ratio
Femme/Homme a 2) et elles seraient de meilleur pronostic a cause du faible nombre de
plaques actives au sein de la substance blanche.

L'étude de Sa et al (98) avait montré que sur 92 cas de SEP, une absence de profil oligoclonal
d'lgG dans le LCR analysé par IEF était retrouvé dans 16% des cas. Ce résultat est plus élevé
que ceux retrouvés dans d'autres études et il pourrait étre expliqué par I'absence de recherche
de synthese intrathécale d'IgM, d'IgA et de CL Kappa et Lambda. Les auteurs préconisaient
une nouvelle analyse électrophorétigue du LCR et selon eux, une absence de synthese

intrathécale d'lgs dans les SEP suggérerait un meilleur pronostic.
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Deux études menées en 2006 par Imrell et al (99) et en 2009 par Siritho et al (100)
indiquaient a I’inverse qu'il n'existait pas de différence entre les SEP avec ou sans synthése
intrathécale d'lgs. En effet, dans les deux cas, la maladie possederait les mémes
caracteristiques cliniques, démographiques et pronostiques et, seules les caractéristiques
génotypiques differeraient. La présence du gene HLA-DRB1*15 augmenterait le risque de
détecter une synthése intrathécale d'lgs lors d'une SEP tandis que le géne HLA-DRB1*04
augmenterait le risque qu'il n'y en ait pas (99). Siritho et al montrérent cependant qu'il pouvait
exister une différence entre les SEP avec ou sans synthése intrathécale d'lgs au niveau des
clichés obtenus a I''RM (100). Les SEP sans synthése intrathécale d'lgs présenteraient une
localisation atypique des lésions observées a I''RM qui ne correspond pas aux critéres
diagnostiques de Mac Donald (30). De plus, dans ces cas de SEP, I'index 1gG serait rarement
supérieur a 0,70.

Toutes ces études mettent en évidence la faible proportion de SEP sans synthese intrathécale
d'lgs (environ 2 a 5%) et elles précisent I'importance de contréler a nouveau le LCR devant

une suspicion de SEP.
7.5. SEP pediatriques.

Aucun cas de SEP pédiatrique n'a été observé lors de ce travail. Cependant, une jeune
patiente &gee de 13 ans a attiré notre attention. En mars 2008, cette patiente était admise aux
urgences pédiatriques pour léger fébricule, paralysie faciale, troubles oculomoteurs et de la
déglutition. L'IRM, l'analyse biologique du LCR et d'autres examens complémentaires étaient
normaux mais une surveillance réguliére a été mise en place du fait de ses antécedents

familiaux (2 cas de SEP dans la famille proche).

Dans les formes pédiatriques, I'encéphalomyélite aigue disséminée (ADEM pour
Acute Disseminated EncephaloMyelitis) constitue le diagnostic différentiel majeur de la SEP
qui ne représente que 2 a 5% des causes d'atteintes neurologiques chez les enfants de moins
de 16 ans. Le diagnostic de SEP pédiatrique est difficile ; en effet, plus I'enfant est jeune, plus
la clinique, les examens biologiques et les clichés IRM sont atypigques. Cependant, il doit étre
le plus précoce possible afin de préserver au maximum la fonction neurologique de I'enfant et

de limiter l'apparition d’un handicap irréversible (101, 102).
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Deux études seront présentées dans ce chapitre.

La premiere avait été menée par Dale et al (103) pendant 6 ans sur 48 enfants atteints de
pathologies deémyélinisantes : 35 cas d'encéphalomyélite (28 cas d'ADEM et 7 cas
d'encéphalomyélite multiphasique disséminée) et 13 cas de SEP. Les auteurs avaient comparé
les signes cliniques observés lors du premier épisode neurologique, les données de I'IRM et
l'analyse biologique du LCR. Ainsi, les enfants atteints d'encéphalomyélite présentaient
surtout un tableau initial polysymptomatique tandis que pour les enfants atteints de SEP, le
tableau clinique était plutdt monosymptomatique. Le nombre de lymphocytes dans le LCR
était augmenté dans 64% des cas d'encéphalomyélite et dans 42% des cas de SEP. Une
synthése intrathécale d'lgG était observée dans 29% des cas d'encéphalomyélite et dans
64% des cas de SEP. Enfin, lors d’une IRM de contréle, de nouvelles 1ésions étaient
visualisées dans tous les cas de SEP et dans aucun cas d'encéphalomyélite. Selon les auteurs,
la distinction de ces 3 pathologies est essentielle et ils recommandent un contrdle des données
IRM et de l'analyse biologique du LCR pour poser de maniére fiable le diagnostic et ainsi

prévoir la survenue d'une nouvelle poussée.

La deuxiéme étude expose le suivi de 68 enfants de moins de 17 ans (48 cas de SEP et 20 cas
d’ADEM) pendant 12 ans (104). Une technique d'lEF couplée a une immunofixation avait été
réalisée sur les couples LCR/sérum et une synthése intrathécale d'lgG avait été observée dans
83% des cas de SEP et dans 10% des cas d’ADEM. Un index IgG supérieur a 0,70 avait été
retrouve dans 64% des cas de SEP et dans 15% des cas d'/ADEM et, une altération de la BHE
était présente dans 12% des cas de SEP et dans 50% des cas d’ADEM. Les filles étaient plus
touchées que les garcons dans les cas de SEP, ratio Femme/Homme a 2,8, contrairement aux
cas d’ADEM ou le ratio Femme/Homme était de 0,6. Dans cette étude, 1'age de début de la
maladie pour les cas d’ADEM était d'environ 8,1 ans et, il était de 14,5 ans pour les cas de
SEP ce qui pourrait impliquer le r6le de la puberté dans le déclenchement de la maladie. Les
auteurs insistaient sur le fait qu'il est essentiel de contrdler I''RM et I'analyse biologique du
LCR car la disparition de lésions et/ou d'une synthése intrathécale d'lgs serait dans ce cas plus
en faveur d'une ADEM que d'une SEP.

Les criteres diagnostiques de Mac Donald (30) ne peuvent pas étre appliqués aux cas de SEP
pédiatriques a cause du nombre faible de Iésions et de leur localisation atypique a I'IRM
(105). En 2007, une conférence de consensus a établi des criteres pour faciliter le diagnostic

de SEP chez les enfants et adolescents de moins de 17 ans (106) :
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- Antécedents familiaux de SEP,

- tableau initial de syndrome neurologique isolé,

- LCR anormal avec synthése intrathécale d'lgG a I'lEF QU index de Link supérieur
a 0,70,

- présence d'au moins deux poussées avec mise en évidence & I''RM de lésions

neurologiques avec dissémination spatiale et temporelle.

Le diagnostic de SEP chez un enfant doit étre posé avec précaution aprés un contrble de
L'IRM et de I'analyse biologique du LCR. En effet, I'absence de synthese intrathécale d'lgG
peut étre observée en cas de SEP débutante. Une étude menée par Pohl et al (107) montre
dans ce cas, l'utilité du calcul de l'index IgM qui est positif dans 36% des cas de SEP
pédiatrique contrairement aux formes adultes ou cet index est rarement positif.

Le diagnostic de SEP doit étre réalisé le plus tét possible afin de limiter I'apparition du
handicap neurologique irréversible et, contrairement aux formes adultes de SEP, I'enfant doit

présenter 2 poussées pour poser le diagnostic de maniere fiable.
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8. CONCLUSION.

La sclérose en plaque (SEP) est la pathologie chronique démyélinisante la plus
fréquente de l'adulte jeune et son diagnostic peut s'avérer difficile. L'examen clinique, I''RM,
l'analyse biologique du LCR et les potentiels évoqués constituent les outils essentiels au
diagnostic. Au niveau biologique, le diagnostic de SEP repose sur la mise en évidence d'une
synthése intrathécale d'lgs par des techniques qualitatives et quantitatives mais cette anomalie
n'est pas spécifique de la maladie et, & I'neure actuelle, il n'existe pas de test biologique
spécifique permettant d'affirmer le diagnostic.

Depuis 2005, l'isoélectrofocalisation (IEF) est la méthode de référence pour détecter
un profil oligoclonal des Igs dans le LCR, non retrouvé dans le sérum, pour le diagnostic de
SEP. Cette technique, commercialisée depuis 2003 par la société Sébia® sous forme de kit
prét a I'emploi, a été mise en place en avril 2008 au laboratoire de biochimie du CHU de
Pontchaillou et elle a été évaluée sur 445 couples LCR/sérum sur une période de 9 mois. De
plus, parmi ces échantillons, 62 couples LCR/sérum ont été analysés par IEF et par
immunofixation (IFIX) afin d’effectuer une ¢étude comparative des deux techniques
qualitatives. Au total, cette nouvelle méthode d'analyse a montré de bonnes performances
avec une sensibilité de 94,1% et une spécificité de 69,6% pour le diagnostic de SEP. Notre
étude a également démontré que cette technique détecte plus de synthese intrathécale d'lgG
que I'FIX, expliquant ainsi sa plus faible spécificité vis-a-vis de la SEP.

Nos résultats ont été compares a ceux de nombreuses études qui rappelent les excellentes
performances de I'IEF pour le diagnostic de SEP. Cependant, dans notre étude et
contrairement a ces différents travaux, 1’intérét de I’'IEF pour le diagnostic de SEP a été
analysé par rapport a d’autres pathologies neurologiques, inflammatoires ou non, ou une
syntheése intrathécale d’IgG est susceptible d’étre détectée. Bien que paraissant moins
performants que ceux présentés dans la littérature, nos résultats sont cependant représentatifs

de I’ensemble des demandes de recherches de pathologies intrathécales.

Grace au kit "HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING", la technique d’IEF est plus
facilement réalisable puisque semi-automatisée. Elle comporte cependant quelques difficultés
pratiques qu’il est important de savoir parfaitement maitriser puisque tout artéfact de
révélation pourra entrainer une interprétation erronée des profils. La lecture des plaques est

plus aisée : les pistes de migration de I'[EF offrent un plus large champ d'observation que
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celles de I'[FIX ; une bande unique d’IgG a I'[FIX se présente sous la forme de plusieurs

bandes a I’'IEF.

Les différents résultats quantitatifs ont été analysés par le logiciel d’aide au diagnostic
Protis®. Cet outil offre de nombreux avantages : possibilité de connexion directe du logiciel a
I’appareil de néphélémétrie (BNII®) ; génération d’'un commentaire prédéfini selon les
résultats des index (Link et Tourtelotte), de I’état de la BHE et de la représentation du
diagramme de Reiber ; création d’un compte rendu clair qui permet une interprétation facilitée
des résultats du patient. Bien qu’une recherche de synthése intrathécale d’Igs par les formules
de Link et de Tourtelotte ne soit pas aussi fiable que par les techniques qualitatives, le compte
rendu généré par le logiciel pourrait apporter rapidement un premier élément d’information au
clinicien pour le diagnostic de SEP.

Ainsi, ce travail montre I'importance de la place de I'lEF au sein des différentes
analyses biologiques pour la recherche de pathologies neurologiques démyélinisantes. Cette
technique, corrélée aux dosages de l'albumine et des IgG dans le LCR et dans le sérum et aux
résultats des différents index, par I’intermédiaire ou non du logiciel d’aide au diagnostic

Protis®, permet de déetecter de maniere fiable une synthese intrathécale d'lgG.
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