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ABREVIATIONS

-Ac:anticorps

-Ag:antigéne

-Alb:albumine

~u1:alpha 1

-dzzalpha 2

- f -T:béta-tau

-X:gamma

-BHM:barriere hémato-méningée
-cc:centimetre cube
-CRP:C-reactive protéine
-9C:degré centigrade
-EDTA:acide éthyleéne diaminotétraacétique

-g:gramme

-mg:milligramme
-Mg:microgramme
-l:1litre
-ml:millilitre
-pl:microlitre
-IgA:immunoglobuline A
-IgG:immunoglobuline G
-IgM:immunoglobuline M
-LCR:1iquide céphalo-rachidien
-M:molaire
-mA:milliampeére
-mmw:millimétre cube
-P.M.:poids moléculaire
-% (vol/vol):pourcentage"volume par volume'",exprime le nombre
de ml de soluté dans 100ml de solution.
-SAB:serum albumine bovine
-SDS:sodium dodecyl sulfate
-SEP:sclérose en plaques
-SNC:systeme nerveux central

-CSF:cerebrospinal fluid




ORIENTATION DU MEMOIRE

Le liquide céphalorachidien (LCR) est un liquide physio-
logique essentiel pour 1l'organisme.Il est contenu dans les
espaces sous-arachnoidiens et entoure ainsi le cerveau et la
moélle épiniére.Il occupe d'autre part un compartiment central
ou ventriculaire.Ce liquide assure un environnement adéquat

au bon fonctionnement du systéme nerveux central (SNC).

Pour le biologiste clinicien,l'étude du LCR est essentielle;
elle concourt a 1'élaboration du diagnostic étiologique des
pathologies neurologiques et singulierement dans le cadre des
affections dégénératives.En effet,la composition qualitative
et /ou quantitative du LCR se modifie au cours des pathologies

portant atteinte au SNC.

Cependant,ce liquide a été trés peu étudié jusqu'a présent
en raison du faible volume dont on dispose en laboratoire;
le volume de liquide prélevé ne dépasse pas 10 a 15 ml chez
1'homme adulte;de plus,la ponction n'est pratiquée que dans

certaines conditions.

L'objectif de ce travail consiste a étudier les variations
des fractions protéiques au cours de différentes pathologies
neurologiques.Nous tenterons de montrer que,séparées par
électrophorese sur gel en gradient de polyacrylamide en milieu
SDS,dans des conditions opératoires particuliéeres,les protéines
du LCR sont susceptibles d'apporter des éléments supplémentaires
et particuliérement intéressants dans 1'élaboration des dia-

gnostics.
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Figure 1:  The coverings of the brain and spinal cord and the circulation of
the cerebrospinal fluid. The top drawing represents a section through the layers
of the skull, membranes, and cerebral cortex. (F.L.Strand,1965)




CHAPITRE I. INTRODUCTION

I.17. PHYSIOLOGIE DU LCR

I.17.1. ANATOMIE DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL EN RELATION AVEC
LE LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN (L.C.R.)

Le L.C.R. est un liquide clair, incolore qui remplit les
ventricules et les espaces sous-arachnoidiens entourant le
cerveau et la colonne vertébrale (fig.1). Les ventricules
constituent la partie du systéme nerveux central oUu se trouve
environ 1/3 du volume total de L.C.R.

Le L.C.R. s'écoule régulierement par les trous de Monro des
ventricules latéraux (les plus vastes) vers le troisiéme ventricu-
le (médian). Ce ventricule se prolonge avec 1'aqueduc de
Sylvius qui le fait communiquer avec le quatriéeme ventricule
qui est médian également.

Le L.C.R. passe obligatoirement dans le quatriéme ventricule,
car c'est ce ventricule qui permet la communication entre le
compartiment central et le compartiment périphérique via un
orifice médian, le trou de magendie et les orifices latéraux,
les trous de Luschka.

Les ventricules et les espaces sous-arachnoidiens communiquent
donc librement entre eux. Les espaces sous-arachnoidiens sont
limités extérieurement par 1'arachnoide et par la dure-mére,
enveloppe méningée la plus résistante (fig.2). Intérieurement,
les espaces sous-arachnolidiens sont limités par la pie-meére.

En effet, les méninges entourent le S.N.C.



Les méninges sont formées de trois feuillets :

1) la dure-meére, fibreuse et résistante, est en contact avec

la paroi osseuse. Elle se dédouble pour former les sinus
veineux créniens et envoie des prolongements qui cloison-

nent la cavité cranienne (fig.3).

GALEA BONE OF  ARACHNOID  SUPERIOR
APONEUROTICA CALVARIUM  GRANULATIONS SAGITTAL SINUS RMISSARY VEIN

Sl TRIBUTARY OF SUPERFICIAL AND
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CEREBRAL VEIN

ALX CEREBRI

BRAIN

Figure 3:.dédoublement de la dure-mere

. formation des sinus veineux.

2) la pie-mere est une mince couche cellulaire; elle épouse
tous les reliefs du tissu nerveux et contient les veines

et les arteres qui cheminent a la surface du tissu nerveux.

3) 1'arachnoide est un feuillet intermédiaire, séparé de la
dure-mére par un espace ol se collectent les épanchements
sous-duraux et séparé de la pie-mére par 1'espace sous-

arachnoidien.

L'espace sous-arachnoidien est 1l'espace ol circule le L.C.R.

Qutre le L.C.R., cet espace comporte des vaisseaux superfi-

ciels du cerveau. Ces vaisseaux perforent en de nombreux

endroits la pie-mére.




Au niveau de la colonne vertébrale, 1l'espace sous-arach-
noidien forme une gaine de liquide qui constitue un véri-

table sac protégeant ainsi la colonne.

C'est au niveau des ventricules que la pie-mére forme des in-
vaginations particuliérement importantes, riches en capillai-
res constituant ainsi les plexus choroides. Nous en verrons

la structure et le ro6le ultérieurement.

A la convexité des hémisphéres cérébraux, se localisent
les villosités arachnoidiennes qui sont appelées granulations
de Pacchioni lorsqu'elles sont hypertrophiées. Ces structures
pénetrent dans la paroi des sinus veineux de la dure-mere et
permettent une résorption du L.C.R. Elles jouent donc le réle
de soupape dans les sinus veineux.

DONC, le S.N.C. est constitué d'une cavité centrale qui s'élar-
git et se modifie dans le cerveau pour former les ventricules.
Ces ventricules contiennent le L.C.R., sont continus entre eux
et présentent, également, des communications avec les espaces
sous-arachnoidiens parce que des ouvertures spéciales permet-
tent au liquide de circuler des ventricules vers l'espace en-

tourant le cerveau.

Le S.N.C. contient donc du L.C.R. a 1'intérieur de ses ca-
vités centrales et est protégé par ce méme liquide tout autour de sa

structure.

I1.1-2. COMPOSITION DU L+<C.R.

Les constituants du L.C.R. sont presque tous présents dans
le plasma dont il provient malgré qu'il ne s'agisse pas d'un
ultrafiltrat. En effet, le L.C.R. est un liquide de sécrétion
(cfr chapitre I. 1.3.)




?

- Le Sodium (a 141 mEq) se trouve dans le L.C.R. a une concen-

tration proche de celle qui est observée dans le sérum. Le

sodium présente peu de variations.

Le Chlore (a4 125 mEqg) est en quantité beaucoup plus élevée
dans le L.C.R. que dans le sang.

I1 convient de souligner que la concentration de chlore dans
le L.C.R. dépend non seulement de la concentration de chlore
sanguin mais aussi du pH caractérisant le L.C.R. ainsi que
de la teneur en protéines.

Le dosage du chlore est notamment trés intéressant pour dé-
pister les méningites tuberculeuses. En effet, au cours de

ces pathologies, la chlorurachie est abaissée.

Le potassium varie faiblement dans le L.C.R. La concentration
en potassium dans le L.C.R. est trés proche de cette concen-

tration dans le sang.
Le calcium (0,05 g/1) est relativement stable dans le L.C.R.

La concentration de glucose du L.C.R. (la glycorachie) est

de l'ordre de 0,60 g/l1. La glycorachie suit, normalement,les
variations de la glycémie dont elle représente les 2/3 envi-
ron.

L'élévation du taux de glucose dans le L.C.R. ne s'observe
qu'au cours des hyperglycémies. Par contre, il s'abaisse iso-
lément chaque fois qu'un processus métabolique actif se passe
dans les méninges (surtout méningites purulentes, tuberculeu-

ses ou mycotiques).

La quantité de protéines est nettement inférieure dans le
L.C.R.par rapport au sérum (0,40 % 0,06 g/l dans le L.C.R.
et £ 75 g/1 dans le sang).

Par électrophorése des protéines ou immunoélectrophorese,
nous remarquons que le pourcentage d'albumine est égal a
celui du sérum. Les fractions alpha 1 et alpha 2 (%1 etx2)

sont proportionnellement égales dans les deux liquides.



Le titre d'un constituant dans le L.C.R. dépend non seule-
ment de la concentration de ce méme constituant dans le plasma,

mais aussi de 1'intégrité de la barriére hémato-méningée (B.H.M.)

- tout se passe comme si le liquide sanguin, brusquement surchar-

gé d'une substance, la laissait filtrer dans le L.C.R.

I1 y a donc filtration sélective des substances a travers la
Barriere hémato-méningée (B.H.M.) pour constituer finalement
le L.EC.R.

- Plusieurs mécanismes contribuent a 1'intégrité de la B.H.M.:

a) Cette barriére maintient un gradient de concentration nor-

male entre le L.C.R. et les protéines plasmatiques.

s}
Des pores de rayons supérieur a 1000 - 1500 A, probablement
localisés dans 1l'endothélium capillaire permettent le pas-

sage des protéines du sang dans le L.C.R.
Ce mécanisme semble étre le plus important.

b) Par transport vésiculaire endothélial; des pores et vésicu-
0
les avec un rayon de 250 Atransferent une quantité négli-

geable de protéines du sérum dans le L.C.R.

¢) par transport dans le L.C.R. des protéines & faible rayon
a travers des pores et vésicules plus sélectifs, de rayon
o
de 120 A, probablement au niveau de 1' épithélium choroidal

(ou épithélium des plexus choroides).

Les différences de composition entre le L.C.R. et le sérum

sont d'ordre quantitatif et d'ordre qualitatif.

Différences d'ordre quantitatif :

- Le pH est a 7,32 : il est donc légerement acide par rapport
au pH sanguin. Cela signifie que les protons ne sont pas en
équilibre de part et d'autre de 1a B H M ; ces différences
peuvent étre expliquées par un transport actif de protons du
sang vers le L.C.R. ou par une production métabolique de pro-

tons.

Le pH semble étre 1ié aux variations du métabolisme cérébral.




La fraction Béta est plus importante dans le L.C.R. alors
que les gamma-globulines sont de moindre importance (6 a 12%

au lieu de 16%).

- Les lipides sont en tres faible quantité dans le L.C.R.
Jusqu'a présent, 1'intérét pratique accordé aux lipides

est resté minime.

- De nombreuses hormones, vitamines ou médiateurs chimiques
peuvent étre dosés dans le L.C.R. Cette pratique est, néan-
moins, peu utilisée en raison de leur faible intérét diag-

nostique.

Différences d'ordre qualitatif.

Presque toutes les protéines sanguines ont pu étre mises
en évidence dans le L.C.R. De plus, le L.C.R. contient des
protéines qui sont absentes dans le sérum : les protéines
tissulaires et une fraction pré-albumine assez importante;
la fraction pré-albumine serait spécifique de 1l'endroit de

formation du L.C.R., c'est-a-dire les cavités ventriculaires.

L'endroit du prélevement n'est pas a négliger lors de la
ponction du L.C.R. (cfr Chapitre I . 2. ). I1 affecte
fortement la concentration protéique. Ainsi, le liquide pré-
levé dans la région péricérébrale contient beaucoup plus de

protéines que le liquide ponctionné au niveau des ventricules.

Cela est vraisemblablement induit par des différences de
perméabilité de la B.H.M.

I.1:3. SECRETION DU L.C.R.

La sécrétion du L.C.R. a lieu, principalement, dans les

N

plexus choroides ventriculaires (la 1/2 a 2/3 de la sécrétion

sont produits a ce niveau). Les'plexus choroides sont donc lo-




calisés aux endroits ol le tissu nerveux est aminci, voire
inexistant (cfr figure 5 - chapitre I.1.4).

L'épendyme est juxtaposé a la pie-mere. Lorsque la pie-
mere forme des villosités repoussant 1'épendyme dans le ven-

tricule, nous appelons ces villosités plexus choroides.

On distingue quatre plexus choroides :

- deux plexus au niveau des deux ventricules latéraux
- un plexus sur le toit du troisieme ventricule

- un plexus au plancher du quatriéme ventricule.

L'intervention de ces formations dans la sécrétion a été

démontrée par de ncmbreux arguments :

- micropréldvement
- la microscopie optique
- la microscopie électronique

- les méthodes d'obstruction expérimentale des diffé-
rents lieux de communication des cavités ventricu-
laires. En effet, a lieu en amont de 1'obstruction
une dilatation des ventricules sous l'influence de

la sécrétion.

Si le L.C.R. est d'origine plexuelle essentiellement, un
volume non négligeable de ce liquide est sécrété indépendam-

ment des plexus choroides. Cette partie représente 20 a 50% du
L.C:Ra

Le L.C.R. d'origine extraplexuelle peut étre produit a

trois niveaux :

- 1'épendyme ventriculaire (sa participation a pu étre

observée lors de 1'ablation des plexus choroides,

dans des conditions expérimentales).




- les capillaires de 1'espace sous-arachnoidien

- les espaces extracellulaires cérébraux, par communi-
cation des liquides interstitiels cérébraux, avec les
espaces sous-arachnoidiens, sans doute entre les cel-

lules épendymaires et la membrane de la pie-meéere.

Le volume de la sécrétion de L.C.R. serait environ de
500 ml/24 h.

Plusieurs facteurs interviennent sur la vitesse de sécré-
tion du L.C.R. Les facteurs biochimiques semblent é&tre les plus
importants. Pour qu'une sécrétion de liquide puisse avoir lieu,
les cellules sécrétrices ont besoin d'anhydrase carbonique, quel-
que soit le mode de sécrétion, plexuel ou extra-plexuel. Cela a
été démontré gréce a l'utilisation d'inhibiteurs de 1'anhydrase
carbonique, substances qui interrompent toute sécrétion. L'aug-
mentation de Co 2induit une sécrétion plus intense de L.C.R.
alors qu'une diminution de pression en Co , entraine une sécré-

2
tion de L.C.R. plus faible.

Le flux sanguin cérébral est, essentiellement, un facteur
limitant : lorsque le débit sanguin chute, la sécrétion baisse

automatiquement.

La quantité totale de L.C.R. qui est d'environ 140 -

30 ml est nettement inférieure a la sécrétion quotidienne. Il y

a donc un renouvellement trés rapide du L.C.R. : la quantité to-
tale de L.C.R. serait renouvelée entiéerement trois a quatre fois
par 24 heures. Il est cependant vraisemblable que ce renouvelle-
ment ne s'effectue pas a la méme vitesse partout et que dans cer-

taines zones, le L.C.R. soit relativement stagnant.

Alors que le débit de sécrétion de L.C.R. est indépendant
de la pression intraventriculaire, 1'absorption est proportion-

nelle a cette pression.

Quand la pression du L.C.R. est inférieure a 68 mm d' HZO

l1'absorption s'arréte (fig.4).




Pour une pression de 112 mm, 1'absorption et la formation

de L.C.R. s'équilibrent.

1,2 Absorption
Débit
(ml/min e
0,4 Formation
0 | : i

0 68 112

Pression intraventriculaire ( mm d'HZO)
figure 4

- Si la capacité de réabsorption des villosités arachnoi-
diennes est moindre, de grandes quantités de L.C.R. s'ac-
cumulent dans les ventricules et espaces sous-arachnoi-

diens.

- Si les trous de Luschka et de Magendie sont bloqués ou
s'il y a un blocage a l'intérieur des ventricules, le 1li-
quide s'accumule également pres de 1l'obstacle et distend

les ventricules.

I.17.4. CIRCULATION DU L.C.R.

La sécrétion du liquide produite essentiellement dans
les plexus choroides des ventricules implique 1'existence d'une
circulation se faisant réguliérement pour envoyer le L.C.R.
non seulement dans la région céphalique mais aussi dans la

partie rachidienne.

Le trajet parcouru par le L.C.R. a pu étre étudié par

diverses méthodes basées sur l'utilisation de colorants.




Par ailleurs, les traceurs radioactifs sont injectés

dans un des deux ventricules latéraux, en faible quantité

de fagon a ne pas perturber 1'état physiologique du L.C.R.

‘ Le liquide contenant la substance marquée parcourt les

cavités ventriculaires, c'est-a-dire le troisiéme ventricule
puis emplit le quatrieéme ventricule par l'intermédiaire de 1'
aqueduc de Sylvius et diffuse par les Trous de Magendie et

Luschka dans les espaces sous-arachnoidiens (fig.5).Le L.C.R.

des hémisphéres et finit par disparaitre complétement vers la

488 heure.

Skull
Dura mater

Subdural space

Arachnoid

Subarachnoid space

Arachnoid villi

Lateral ventricles (1st and 2nd)

3rd ventricle

Pia mater

Occipital lobe

Choroid plexus
AQuebuL LI SyLvius

Cerebellum

TRouvus DE LLSCHKA
4th ventricle

Opening to subarachnoid (ov rfou cc
space from 4th ventricle Hacezncie )

Cerebrospinal fluid

Central canal of spinal
cord

The coverings of the brain and spinal cord and the circulation of
the cerebrospinal fluid. The top drawing represents a section through the layers
of the skull, membranes, and cerebral cortex.

Figure 5

(selon F.L.Strand;1965).
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marqué est collecté vers la 24%heure au niveau de la convexité
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La circulation du L.C.R. est donc ventriculaire : le L.C.R,
circule dans une premiére phase jusqu'au trou de Magendie;
cela a pu étre démontré lors de certaines expériences d'ob-

struction.

Pendant une seconde phase, la circulation du L.C.R. est
arachnoidienne. Le L.C.R. circule par voie péri-cérébrale
vers les sillons de la convexité. Le L.C.R. circule, égale-

ment, mais de fagon accessoire par voie spinale.

La circulation du L.C.R. est assez lente chez 1'homme

adulte: elle ne dépasse pas 2 a 3 cc par heure.

L'écoulement du liquide dépend de sa résorption. Ainsi
dans des conditions physiologique, 1'évacuation du liquide
étant plus rapide, la sécrétion s'accélere : le débit du
liquide est élevé.

Certains processus pathologiques peuvent perturber la circu-
lation du L.C.R., au niveau du cerveau ou au niveau de la

colonne vertébrale.

«?2. RESORPTION DU L.C.R.

Etant donné que la sécrétion du L.C.R. s'effectue de fa-

gon continue, la résorption du liquide, doit se faire propor-

tionnellement & cette sécrétion afin d'éviter toute augmenta-

tion du volume de L.C.R.

Le site principal de la résorption du liquide est locali-

sée au niveau des

*¥ villosités arachnoidiennes situées dans la paroi des veines

méningées et de 1'axe cérébro-spinal.

* granulations de Pacchioni aboutissant dans les sinus veineux

principalement dans le sinus veineux sagittal supérieur

(cfr figure 1).
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Les endroits ou s'effectuent la résorption ont pu étre
déterminés par l'injection de substances solubles et non to-
xiques dans le L.C.R., substances qui ont été retrouvées ulté-

rieurement au niveau des sites de résorption.

Le mécanisme de passage du L.C.R. des espaces sous-

arachnoidiens vers le sang veineux est encore mal cerné.

Certains facteurs agissent sur la résorption du liquide.
A titre d'exemple, les facteurs d'élévation de la pression vei-
neuse entravent la résorption; dans ces cas, le volume de li-

quide résorbé est inférieur a la "normale".

Certains facteurs bloquent totalement la résorption
le L.C.R. ne parvient pas a atteindre ses aires de résorption.
Ce cas se rencontre dans certaines méningites et hémorragies

méningées.

Une résorption insuffisante de liquide peut étre évoquée
lorsque des perfusions de liﬁuide isotonique pratiquées sur
ces patients induisent une élévation importante de la pression
alors que ces perfusions pratiquées dans les mémes conditions
chez des sujets normaux n'entrainent pas 1'augmentation durable

de la pression.

«1+6. PRESSION DU L.C.R.

La pression du L.C.R. est la résultante de la pression

hydrostatique, pression de sécrétion et de la pression veineuse.

La pression du L.C.R. varie selon 1l'endroit ou elle est me-
surée (ponction lombaire, cisternale et ventriculaire) et 1la

position du patient (cfr chapitre 1.2.1.).

Ainsi, en position assise : ° la pression lombaire est élevée

° les pressions cisternale et

ventriculaire sont trés basses.
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en position couchée : la pression varie entre

- 6 et 18 cm d'eau chez
1'adulte
- 4 et 10 cm d'eau chez

l'enfant

Si on ne tient pas compte de la position du patient pen-
dant la ponction et si le L.C.R. s'écoule "normalement"
c'est-a-dire qu'il n'existe pas d'entrave au niveau des voies
d'écoulement du liquide, la pression du L.C.R. reflete la pres-
ion intra-crénienne du liquide (le cr&ne peut étre considéré

comme une boite indéformable).

La pression est fonction - de la quantité de L.C.R.
- de la quantité de sang dans
les vaisseaux intra-créniens.

- de 1'état du parenchyme cérébral.

Si 1'un de ces facteurs augmente, la pression du L.C.R.

s'éleve également : le L.C.R. est en état d'hypertension.

Vis-a-vis de cette hypertension, interviennent des méca-
nismes régulateurs consistant a maintenir la pression constante;

ces mécanismes vont donc freiner la sécrétion dans le cas présent.

Cependant, les variations de pression peuvent se produire
malgré les processus régulateurs; ces variations, d'ordre phy-

siologique, sont de deux types :

a) les variations & court terme et réguliéres dont le rythme
est déterminé par la circulation. En effet, si le flux

sanguin cérébral augmente, le volume de L.C.R. diminue.

Le L.C.R. est caractérisé par une pression relativement

constante gréce aux variations de volume de liquide.

b) les variations a‘plus longue période, souvent régulieéres.

Ces variations de pression sont détectées par des techni-
ques d'enregistrement continu de la pression du L.C.R.; elles
peuvent étre d'une bonne utilité dans le dépistage de certains

cas pathologiques.




1.1.7. ROLES PHYSIOLOGIQUES DU L.C.R.

Le r6le du L.C.R. est multiple.

Un des rodles connus du L.C.R. est celui d'une suspension

1.5

hydraulique du cerveau. C'est une fonction essentielle du L.C.R.

Le liquide, localisé entre le cerveau et les enveloppes ostéo-
méningées, protége donc le cerveau des chocs contre la boite

crédnienne, chocs dus aux mouvements du corps.

La dure-mére étant fixée fermement & 1'os et 1l'arachnol-
de étant maintenue contre la dure-mére par la tension de sur-
face de la mince couche de liquide qui se trouve entre les
deux membranes, le cerveau est soutenu par des vaisseaux san-
guins, les racines nerveuses et les trabécules arachnoidiennes

(prolongement de 1'arachnoide).

Alors que le poids du cerveau est de 1400 g environ a
l'air libre, il n'est plus que de 50 g lorsqu'il est en sus-

pension dans le L.C.R.

En cas de choc de la téte, 1l'arachnoide glisse sur la du-
re-mere et le mouvement du cerveau est freiné par la présence
de L.C.R. et par les trabécules arachnoidiennes. Le cerveau
est endommagé lorsqu'il y a fracture du créne et pénétration
de 1'os dans le tissu nerveux ou lorsque le cerveau est proje-

té violemment contre la bofte crénienne.

I1 s'agit donc d'un r6le purement mécanique assurant la
protection du cerveau. Lorsque le liquide n'est pas en quan-
tité suffisante, le L.C.R. est en hypotension, ce qui provoque
des céphalées et vomissements chez les patients lorsqu'ils se
mettent en position debout et ce par la traction exercée par
le cerveau sur les vaisseaux et les fibres nerveuses. Cela se
passe apres certains traumatismes créniens et lorsqu'il y a

prélevement de L.C.R. au cours de ponctions.

Les processus qui favorisent 1'augmentation de la sécré-
tion induisent une atténuation des troubles liés a 1'hypoten-

sion du L .CiR,




Les autres r6les du L.C.R. sont moins bien connus.

Le L.C.R. est le liquide chargé d'apporter les substan-
ces nutritives a 1l'encéphale et a la mo&lle épiniére par 1'
intermédiaire des parois (l'arachnoide et la pie-mére) entre

lesquelles il s'écoule.

Le L.C.R. intervient dans 1'épuration biochimique du cer-
veau. Il sert a éliminer un certain nombre de produits du mé-
tabolisme cérébral. Ainsi, le L.C.R. se charge en albumine,
en acide lactique, en immunoglobulines et en médiateurs com-
me la dopamine et la sérotonine. Gréce au renouvellement du
L.C.R. qui s'effectue trois & quatre fois par 24 heures, les

métabolites peuvent étre acheminés hors du systéme nerveux.

Le L.C.R. est le milieu de transport d'hormones hypo-
physaires, post-hypophysaires et, probablement, d'hormones

hypothalamiques.

Le L.C.R. joue, également, un rdéle actif : il assure 1la
protection du cerveau du point de vue immunologique. En effet,
des cellules synthétisées a 1l'intérieur du systéme nerveux
central sont capables de répondre a des stimuli antigéniques

lors de certains processus inflammatoires.




Ponction lombaire en position
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Figure 6:ponction lombaire en position couchée.



1.2, PRELEVEMENT DU L.C.R.

I.2.1. TECHNIQUES

Le prélevement du L.C.R. s'effectue toujours dans les
meilleures conditions d'asepsie, habituellement par ponction
entre les 3e et 4e vertéebres lombaires, 4e et 5e vertébres
lombaires ou entre les 5e vertébre lombaire et 1ére sacrée
dans le cul de sac dural ou lombaire. La ponction est réalisée
a ces endroits car la moélle épiniére y étant absente, le

L.C.R. constitue un véritable réservoir.

Le patient est assis ou couché en décubitus latéral, téte
fléchie, genoux repliés et tronc en hyperflexion pour élargir
les espaces interosseux lombaires (fig. 6 ) e Aprés avoir
repéré le plus ouvert des trois derniers espaces lombaires,
l'aiguille est enfoncée dans une direction oblique de 20 a 30°
vers l'extrémité céphalique du patient. L'aiguille traverse
donc la peau, le tissu cellulaire sous-cutané et le ligament
inter-épineux pour aboutir a la dure-mére. Celle-ci présente
une résistance. La dure-mere est alors perforée de telle sorte
que l'extrémité de l'aiguille se trouve dans 1'espace sous-arach-
noidien. Avant toute soustraction de liquide, il convient de
mesurer la pression exercée par le L.C.R. Si la valeur de la
pression n'est pas comprise dans l'intervalle de référence, le
prélevement du L.C.R. n'est pas effectué, car le préléevement

de liquide comporte beaucoup de risques chez ces patients.

s

Le volume de L.C.R. soustrait est, généralement, de 10 a
15 ml. Ce liquide est réparti dans trois tubes stériles qui

sont notés et envoyés rapidement au laboratoire.




Le prélevement de 10 a 15 ml de L.C.R. ne constitue pas un vo-

lume excessif de liquide, le volume total de L.C.R. étant de

140 ml en moyenne et la sécrétion quotidienne de L.C.R. par les

plexus choroides étant environ d'un 1/2 litre.

Dans certains cas, le volume ponctionné est faible. Des

examens importants pratiqués sur ce L.C.R. ne peuvent alors

pas étre réalisés.

Quelques incidents peuvent se produire lors des ponctions

lombaires

- la ponction peut étre "blanche" par contact de 1'ai-

a)

b)

guille avec une lame osseuse. Il faut retirer 1'aiquil-

le l1égerement et en changer 1' obliquité.

l'extrémité de 1l'aiguille peut étre enfoncée dans une
veine épidurale ce qui provoque une hémorragie. Il s'a-
git d'une erreur technique. Il est alors nécessaire

de pratiquer une nouvelle ponction au niveau d'un es-

pace voisin.
Pour distinguer les L.C.R. hémorragiques résultant
soit de la pigQre d'un vaisseau au moment de la ponc
soit d'une hémorragie méningée ou cérébro-méningée
les L.C.R. sont centrifugés.

Si le culot est constitué d'une masse d'hématies liées
par un coagulum et ne pouvant pas étre remises en sus-
pension et si le liquide surnageant est limpide et in-
colore, le sang provient du vaisseau piqué au cours de

la ponction;

Si le culot d'hématies est remis facilement en suspen-
sion et si le liquide surnageant est coloré et limpide,
le sang provient d'une hémorragie méningée ou cérébro-

méningée.

17.
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I1 y a également d'autres éléments permettant de diffé-

rencier ces deux types de liquide hémorragique

hémorragie méningée hémorragie de ponction

Aspect des tubes uniforme le 3e est plus clair
que le 1er

Coagulation ne coagule pas coagule

Liquide surnageant clair ou clair

xanthochromique

Pigments sanguins présents absents
Hématies altérées présentes absentes
Macrophages présents absents

s 2 . 3
Nawerh o ‘hduakise/me identiques dans les supérieurs dans le 1ler
Taux protéines totales 1er et 3e tubes tube par rapport au 3etube

- L'aiguille peut atteindre une racine nerveuse. Cela se
traduit par une douleur vive en éclair dans la trajec-

toire de la racine nerveuse.

L'aiguille doit alors étre retirée légerement et enfon-

cée a nouveau dans la direction adéquate.

- Chez les sujets anxieux et émotifs, la lipothymie est
favorisée. I1 faut donc rassurer les patients; des tran-

quilisants sont administrés dans certains cas.

Apreés la ponction, le patient peut ressentir des rachial-

gies au niveau lombaire pendant quelques jours.

Peuvent survenir, également, des nausées, céphalées et
vertiges lors de la station debout en raison d'une cer-
taine hypotension intracranienne puisque du liquide a été

prélevé. Si on administre de l'eau distillée par voie
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intraveineuse, ces troubles disparaissent et ne durent pas

plus d'une semaine.

s

Les incidents graves ultérieurs a la ponction ne sont nor-
malement pas observés si les contre-indications relatives

a la ponction lombaire ont été respectées.

Certaines considérations sont a garder a l'esprit avant de

pratiquer une ponction lombaire.

Les contre-indications de la ponction lombaire sont

- l'oedéme pulmonaire
- 1l'hypertension intra-cr@nienne ou une lésion expansive

évoquée par radiographie.

L'hypertension intra-crénienne est due a la tension éle-
vée exercée par le L.C.R. suite & une sécrétion excessive
de ce liquide.

Cette hypertension est décelée par 1l'examen du fond de
1'oeil.

Cette contre-indication est de premiere importance puis-
que 1'hypertension peut résulter du développement d'une
tumeur.

La ponction lombaire risque fortement d'entraifiner le pa-
tient dans un état comateux voire de le conduire subite-

ment a la mort.
- signes de latérisation sauf 1l'ophtalmoplégie.

- toute infection bactérienne prédisposant a 1'abces du
cerveau ou siégeant a un autre endroit du systéme ner-

veux central.

- 1'infection au niveau du trajet de 1l'aiguille pour évi-
ter la propagation du processus infectieux.

Les indications de la ponction lombaire sont

- les arguments anamnestiques

- les altérations de 1'état psychique.




Autres techniques de prélevement.

Ponction sous-occipitale.

Ce type de ponction s'effectue sur un sujet placé en dé-
cubitus latéral, la téte maintenue en flexion forcée. L'

aiguille est introduite dans 1'espace atloido-occipital.

Ce type de ponction nécessite un opérateur entrainé de
fagon a ce que la ponction soit relativement aisée et

bien tolérée par le patient.

Le L.C.R. est prélevé du compartiment périphérique du
systeme nerveux central; il contient moins de protéines
(15 a 25 mg (100 ml) que le liquide lombaire (28 a 53 mg
(100 ml).

Ponction ventriculaire.

Ce type de ponction s'effectue par trépanation, c'est-a-
dire par l'utilisation d'une foreuse spéciale congue pour
pratiquer un orifice dans la boite crénienne; le trépan

cesse de fonctionner dés que le créne est percé : il n'y
a donc pas de risque d'endommager le tissu cérébral sous-

jacent.

La ponction ventriculaire se pratique pour décomprimer

le cerveau lorsque celui-ci est atteint d'hypertension.

Le L.C.R. est prélevé des ventricules latéraux du cerveau

et contient une faible concentration en protéines (6 a 15 mg
(100 ml).

Chez le nourrisson, la ponction est pratiquée par voie

trans-fontanellaire.
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nir des indications quant & la pathologie du patient.

Le médecin peut, a partir de 1'aspect du L.C.R., ori-
enter les recherches pour repérer toute anomalie du liquide
et apporter ainsi des éléments de diagnostic le plus rapide-

ment possible.

1. Liquide elair.

Le L.C.R. se présente comme un liquide limpide,

d'olt son appelation "eau de roche".

C'est 1'aspect le plus fréquent. Certaines patholo-
gies sont également caractérisées par un liquide

clair.
2. Liquide hémorragique.

Z1%
1:.2:2 ASPECT DU L.C.R
Ce liquide prélevé au cours de la ponction peut four-
Le L.C.R. est rouge ou rosé lorsqu'il contient du
sang frais, par hémorragie méningée récente ou hé-
morragie traumatique liée a la ponction.

3. Liquide xanthochromique.

Le L.C.R. est jaune et transparent lorsqu'il contient
des pigments sanguins provenant soit du sérum par

la barriére hémoméningée (cfr chapitre 1II )

soit de la destruction des hématies présentes dans

les hémorragies méningées anciennes.

| Le liquide comporte plus rarement des pigments bi-
liaires (lors de certaines hépatites) ou une grande
quantité de protéines (le L.C.R. coagule alors spon-

tanément en masse).




Liquide trouble.

Le L.C.R. présente cet aspect s'il contient un nom-

bre élevé de cellules.

Le L.C.R. comporte normalement moins de 5 éléments
par mw. Ces éléments sont, essentiellement des lym-

phocytes.

I.2.3. CONSERVATION DU PRELEVEMENT

Le L.C.R. sit6bt prélevé doit étre acheminé immédiate-
ment au laboratoire. La température a laquelle doit étre effec-
tué ce transport n'est pas critique dans la mesure ou le délai
est court : le transport est effectué, le plus souvent, a tem-
pérature ambiante. ’

Toute conservation du L.C.R. réduit trés sensiblement les chan-
ces d'obtenir une culture positive. Dans les cas ol la mise en
culture ne peut étre effectuée directement aprés le préléevement,

le L.C.R. est conservé a
- 30°C en cas de méningite supposée bactérienne (L.C.R. trouble)
- 4°C en cas de méningite supposée virale (L.C.R. clair).

Ces températures représentent les conditions les moins

défavorables pour la conservation du L.C.R.

Une congélation treés rapide a -70°C permet également

une bréve conservation.

La congélation a -20°C ne convient pas avec le L.C.R.



I.2.4, NOTES SUR LE VOLUME DISPONIBLE DE L.C.R.

Le L.C.R. prélevé est réparti dans trois tubes diffé-
rents. Cette méthode est utile dans le cas oUu se produisent
des hémorragies traumatiques dues a la ponction : le tube
contenant les quelques gouttes de sang est le premier.

On examine alors les deuxiéme et troisiéme tubes.

Cependant, les cultures bactériologiques pourront étre faites
a partir du premier tube alors que les études cytologiques et
chimiques ne peuvent étre réalisées que sur les deux derniers

tubes.

Les préleévements de L.C.R. quels que soient leur aspect
et leur volume, doivent toujours &tre considérés comme un ma-

tériel précieux souvent irremplagable.

Le volume de L.C.R. prélevé ne dépasse pas habituelle-
ment 10 4 15 ml chez 1'adulte (chez 1l'enfant, il est inférieur);
Ce volume doit étre suffisant pour effectuer 1l'ensemble des
analyses de routine. L'échantillon disponible pour chaque dosage
sera donc féduit et analysé par des techniques aussi sensibles

que possible.

I.3. EXAMENS COURANTS EN LABORATOIRE DE BIOLOGIE CLINIQUE

I.3:%. ASPECY BH L.L.R.

cfr chapitre I1.2.2.

Cet examen macroscopique du L.C.R. est important dans

la mesure ou il permet au médecin d'orienter les recherches

sur le L.C.R.
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Le médecin doit cependant prendre garde a 1'aspect

trompeur de certains L.C.R.

1) le liquide peut étre clair alors que le nombre
d'éléments est élevé mais inférieur a 500
(cfr chapitre 1.3.2.)
La détection de nombreux éléments dans le L.C.R.

est a rapprocher de certaines pathologies.

2) le liquide est opalescent dans certaines méningi-
tes lymphocytaires alors que la méningite lympho-
cytaire se caractérise le plus souvent par un li-

quide clair.

3) le liquide est hémorragique dans certaines ménin-

gites aigués.
L'aspect du L.C.R. est fonction du nombre de cel-
lules présentes dans le L.C.R., du taux des proté-

ines et de la présence ou non de pigments hémoglo-

biniques.

I.3.2. CYTOLOGIE QUALITATIVE

Le type d'éléments contenus dans le L.C.R. est déterminé
apres centrifugation et coloration par un colorant. Le L.C.R.

comporte essentiellement des lymphocytes.

Sont présents, également, dans le L.C.R. des monocytes;
il est possible d'y trouver des cellules épendymaires ou ple-

xuelles.

Les hématies, en faible nombre, peuvent é&tre un consti-
tuant majeur du L.C.R. Si ce nombre est supérieur & 100 par mm,
le L.C.R. a sans doute subi un processus hémorragique, si la

technique de ponction est hors de cause.
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Des éléments cellulaires caractéristiques de certaines
pathologies peuvent étre détectés dans le L.C.R. : bactéries,
champignons, parasites ou cellules tumorales. Ces cellules
sont visualisables,soit & 1'examen direct, soit apreés leur

mise en culture.

I.3.3. NUMERATION DES ELEMENTS

Les cellules présentes dans le L.C.R. sont dénombrées

avant centrifugation.

La numération des éléments s'effectue habituellement
a la cellule de Nageotte aprés avoir teinté légeérement le li-

quide par du bleu de méthyleéne (fig. 7 ) 38

il

[

0,15 Tum

-~

figure 7 : cellule de Nageotte

La surface d'un rectangle est de 2,5 mi (= 0,25 mm x
10 mm).

Le volume de L.C.R. contenu dans un rectangle est de
1,25 mw (2,5 m x 0,5).
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Le nombre d'éléments par mw est représenté par le nom-

bre d'éléments contenus dans 8 rectangles divisé par 10.

Le bleu de méthyléne est un colorant basique utilisé
pour accentuer la différenciation entre les hématies et les

divers types de cellules nuclées.

Le L.C.R. comporte a 1'état physiologique moins de 5 élé-

ments par mw.

Dans les cas pathologiques, les nombres de lymphocytes
et de monocytes peuvent varier mais peuvent apparaitre égale-

ment des plasmocytes et des polynucléaires.

DIRECT
EN CULTURE

I.3.4. EXAMEN BACTERIOLOGIQUE

a. EXAMEN DIRECT DU L.C.R.

- Un examen microscopique du L.C.R. est effectué di-
rectement entre lame et lamelle dans le but de dé-
tecter des leptospires et des formes capsulées de

levures ou champignons pathogénes.

- Une mise en évidence directe d'antigénes présents
par une technique, soit d'agglutination passive ou

par E.I.A.

b. EXAMEN BACTERIOLOGIQUE APRES MISE EN CULTURE DU L.C.R.

Les manipulations du L.C.R. doivent étre réduites
au minimum et treés méticuleuses avant la mise en cul-
ture afin d'éviter toute contamination qui pourrait

conduire a des erreurs d'interprétation.

Les cultures doivent étre réalisées lorsque le L.C.R.
prélevé arrive au laboratoire. Dans les cas ol aucune
orientation diagnostique n'est connue, les cultures
sont réalisées sur plusieurs types de milieux, étant

donné le caractere précieux de 1l'échantillon et 1'ur-
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gence habituelle du diagnostic

En cas d'examen direct négatif, il peut s'agir
d'un liquide paucimicrobien; s'il y a présomption
d'infection bactérienne, il est conseillé de mainte-
nir a 1'étuve (37°C) le prélevement et d'ensemencer

ensuite sur les différents milieux de culture.

I.4. BIOCHIMIE DU L.C.R.

© Les examens chimiques effectués sur un échantillon
du L.C.R. dépendent directement du volume de L.C.R.

prélevé.

Les indications apportées par les divers examens

(les dosages des protéines, du glucose et des chloru-
res constituent 1'analyse biochimique de routine du
L.C.R.) dépendent des résultats des analyses qui sont
exécutées en premier (aspect du L.C.R. - numération

cellulaire - examen bactériologique).

© Le microbiologiste a besoin de connaitre rapidement
le résultat des dosages chimiques pour orienter le

choix des examens restant a faire.

I.4.1. LA PROTEINORACHIE

La protéinorachie est la mesure de la concentration en

protéines dans le L.C.R.
Ce dosage est fondamental.

Lorsque le volume de L.C.R. prélevé est faible, ce dosage
doit étre effectué en priorité, parallelement a 1l'examen cyto-
logique. Le résultat obtenu est capital car il oriente le diag-

nostic et détermine la nature et 1l'interprétation des examens
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complémentaires éventuellement envisageables si le volume de

L.C.R. est suffisant.

Cependant, la détermination de la protéinorachie n'est

pas aisée car

- la concentration en protéines dans le L.C.R. est faible;
- le volume du L.C.R. est réduit;
- la protéinorachie représente un ensemble hétérogene de

protéines;
- la répartition des diverses protéines varie
0 selon les difféféhfes"pathologies

© selon le niveau ol la ponction est pratiquée.

Diverses méthodes permettent le dosage des protéines to-
tales. Ces méthodes doivent étre spécifiques des protéines,
sensibles, reproductibles et simples a mettre en oeuvre car

la protéinorachie est un dosage de routine.

a - Méthodes turbidimétriques

Ces méthodes sont fondées sur 1l'utilisation d'un
agent précipitant permettant d'estimer le trouble

obtenu.
L'agent précipitant peut étre l'acide sulfosalicy-
lique ou l'acide trichloracétique.

b - Méthodes colorimétriques

- La méthode la plus utilisée est celle de Lowry en

raison de sa tres grande sensibilité.

- La réaction du biuret est mal adaptée au L.C.R. par

son manque de sensibilité.

L'intervalle de référence pour la protéinorachie est de

0,15 - 0,40 g par litre.

L'augmentation quantitative de la protéinorachie accom-
pagnée d'une réaction cellulaire se rencontre dans certaines

pathologies : méningites a pyogénes
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méningites tuberculeuses.

Par réaction cellulaire nous entendons 1'augmentation

des éléments cellulaires.

L'augmentation quantitative de la protéinorachie peut
exister sans réaction cellulaire : nous assistons a une disso-

ciation albumino-cytologique.
Celle-ci se produit dans les pathologies suivantes

- compressions médullaires

- la syphilis

- Syndrome de Guillain-Barré
- Hémorragies anciennes

- tumeurs cérébrales

- convalescence de méningites

La protéinorachie qualitative est examinée lors de 1'é-

lectrophorese.

I.4.2. LA GLYCORACHIE

Dans le cerveau, la glycolyse est la seule source d'é-
nergie disponible (le glucose, a 1l'exception d'une petite quan-
tité de fructose, est pratiquement le seul sucre réducteur du
LsCally ).

La glycorachie (concentration du glucose dans le L.C.R.)
varie de 0,45 a 0,70 g par litre. Elle varie avec la glycémie

dont elle représente environ les 2/3.

Dés qu'un processus métabolique actif s'installe dans
les méninges, la concentration de glucose dans le L.C.R. chute.
La glycorachie doit étre déterminée rapidement apres le préle-
vement surtout si on suspecte une contamination bactérienne.
Dans la plupart des méningites bactériennes, la glycorachie

tend vers zéro.
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L'hyperglycorachie franche n'est observée en pratique

qu'en cas d'hyperglycémie.

Le glucose du L.C.R. est dosé par une méthode enzymati-

que a 1l'hexokinase oU a la glucosedéshydrogénase.

1:4.3: LES ELECIROLYIES: DU L.L.RB.

Seul, le chlore est dosé couramment dans le L.C.R.
(Les valeurs du potassium et du calcium dans le L.C.R., indé-
pendantes de celles du plasma, refletent une homéostasie tres

importante).

Les valeurs normales sont légerement plus élevées dans

le L.C.R. (125 mEq/L) que dans le sang (109 mEq/L).

Les chlorures sont abaissés dans la méningite bactérien-
ne tuberculeuse. 60 a 70% des méningites bactériennes tubercu-

leuses ont des valeurs comprises entre 84 et 100 mEg/L.

Des explications ont été avancées pour expliquer 1'a-

baissement de la concentration en chlorures

- la Barriere hématoméningée pourrait étre altérée

- une déperdition salée pourrait induire ce phénomeéne.

Le dosage est intéressant dans la méningite a liquide
clair : les chlorures apportent un éléments de diagnostic par
la détermination de 1l'origine virale ou tuberculeuse de cette

méningite.




CHAPITRE II. LA BARRIERE HEMO-MENINGEE (B.H.M.)

II. 1. LA BHM LORS DES CONDITIONS PHYSIOLOGIQUES

Le déplacement des protéines plasmatiques vers le sys-
teme nerveux central est entravé par une structure complexe
appelée la BHM.

Cette structure est constituée de 3 types de cellules
1) les cellules endothéliales des capillaires cérébraux
2) les cellules épithéliales des plexus choroides

3) le 3e type de cellules consiste en une couche de cellules

soutenant la membrane arachnoide.

ARACHNOID PIA MATER EPENDYMA

} BRAIN PARENCHYMA SE RO RS
CSF IN VENTRICULAR i

SUBARACHNOlDﬂ . Q % CSF .@%
U ,
)

SPACE ° =
PERICYTE

L ;
: @D ‘ FENESTRATED
< [ CAPILLARY

CHOROIDAL EPITHELIUM

ENDOTHELIAL CELLS OF BRAIN CAPILLARIES

“*s PROTEIN —m m = TIGHT JUNCTIONS.

(selon C.J.M.Sindic;1985).
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Ces cellules permettent la filtration du plasma.

Ce liquide filtré se répend dans les espaces cérébraux
extra cellulaires, en tant que fluide intersticiel et dans les

ventricules et espaces sous-arachnoidiens en tant que L.C.R.

Ces 2 liquides céphalorachidien et interstitiel, commu-

niquent librement.

Outre le processus de filtration, une sécrétion active
a lieu au niveau des plexus choroides, de telle sorte que la
composition protéinique du L.C.R. n'est pas simplement un ul-

trafiltrat plasmatique.

II. 1.1. BASE MORPHOLOGIQUE DE LA BHM.

Le concept de BHM provient d'expériences montrant que
les colorants injectés dans la circulation coloraient la plu-
part des organes a 1l'exception du cerveau. Puisque les colo-
rants étaient l1iés aux protéines plasmatiques, la barriere

empéchait le passage des complexes colorant-protéine.

La description morphologique de la BHM nécessite 1'uti-
lisation de ferritine (PM : 450.000 d) et de horseradish pero-
xidase (HRP PM : 43.000 d) de fagon & étre visualisée au micros-

cope électronique.

Ainsi, la BHM (au niveau de capillaires cérébraux) con-
siste en un ensemble de cellules endothéliales des capillaires
cérébraux liées entre elles par des tight junctions (= Zonula

occludens).

I1 n'y a pas de pinocytose ni de transport de protéines

sanguines a travers ces cellules endothéliales. De plus, 1'exis-

tence de canaux transendothéliaux n'a jamais été montrée.

Cependant, Broadwell et Saleman (1981) ont observé 1la
pinocytose de HRP dans les capillaires cérébraux lorsque la
HRP est utilisée a de hautes concentrations et durant de lon-

gues périodes avant 1l'observation. La protéine se localise
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dans les liposomes (hydrolases +) pour sa dégradation dans
les péricytes (semblables & des cellules macrophages) loca-
lisés en surface des structures vasculaires. La BHM inclut
donc le systeme lysosomal dans les cellules endothéliales et

les péricytes.

Les tight junctions relient également les cellules en-
dothéliales des plexus choroides entre elles et empéchent
la HRP de passer des capillaires fenestrés des plexus choroi-

des vers le L.C.R. ventriculaire.

De maniére similaire, les cellules de 1'arachnoide ont
des tight junctions qui conférent & 1l'arachnoide le réle de
barriere physiologique séparant le L.C.R. du milieu environ-

nant.

Une barriére cerveau-sang existe aussi au niveau de
l'endothélium des capillaires cérébraux. Cette barrieére est
semblable a la BHM par la présence de tightjunctions empéchant
le déplacement de protéines entre les cellules endothéliales
et par la prise de la HRP des cellules endothéliales au niveau

des lysosomes.

II. 1.2. ECHANGES PROTEINIQUES A TRAVERS LA BHM,

Un équilibre dynamique existe entre les protéines

plasmatiques et celles du L.C.R.

Des expériences basées sur 1l'utilisation (par l'injec-
tion intraveineuse) d'albumine et d'Ig G radiocoactives montrent
que 1l'albumine et les Ig G présents dans le L.C.R. proviennent
du sang. Ce sont les mesures des concentrations des protéines
marquées effectuées a plusieurs reprises dans le L.C.R. et le
sang qui nous permettent de remarquer 1'équilibre existant

entre ces 2 fluides. Ainsi, 1'équilibre est atteint




Own data obrained from 50 non-neurological adult patients* (age: 39 yrs * 12)
(total protein content: 290 mg/l; reference limits: 140-550 mg/Il)

mean Percentage CSF/serum ratio.103 index
Proteins Mol. weight | radius (upper of the total Serum/ (upper (upper
(daltons) | (nm)** | reference limits) | protein content | CSF ratio reference limits) reference limits)
Albumin 69,000 3.58 160 mg/l (340) 55 246 4.1 (7.8) 1
Transferrin 90,000 3.67 21 mg/l  (37) 7.2 158 6.31 (11.5) 1.54
IgG 156,000 5.34 20 mg/l  (45) 7 490 1.99 (4.2) 0.48 (0.69)
IgA 162,000 5.68 | 1.82mg/l (5.5) 0.6 1072 0.93 (2.34) 0.23 (0.42)
758%** 1.32%*% 0.29%**
a,-macroglobulin 820,000 9.35 | 1.58 mg/l (5.2) 0.5 1660 0.60 (1.58) 0.14 (0.35)
1,000,000 | 12.1 0.13 mg/l (0.4) 0.045 10715 0.093(0.335) 0.024(0.079)

IgM

Tableau A: valeurs de référence de protéines du LCR.
(C.J.M.Sindic;1985).




40 heures apres l'injection d'albumine

et 60 heures aprés l'injection d'Ig G

II. 1.5. PERMEABILITE DE LA BHM

Le passage restreint des protéines plasmatiques a tra-
vers la BHM entraine un continu faible en protéines au niveau
du L.C.R. De plus, la structure de la BHM exclut la présence

dans le L.C.R. de protéines de haut P.M,.

La concentration protéinique du L.C.R. lombaire est
réduite au 250° de celle du sérum mais est environ 2 x plus
élevée que la concentration protéinique du L.C.R. ventriculai-

re.

Cette différence entre L.C.R. lombaire et ventriculaire
est due au mouvement des protéines plasmatiques des vaisseaux
irriguant les méninges et la couche sous-arachnoide a travers

la couche de cellules tapissant 1'arachnoide.

L'albumine est une protéine majeure dans le L.C.R. car
elle représente 55% du contenu total en protéines. Un pourcen-

tage similaire est observé dans le sang.

Les immunoglobulines, spécialement le Ig M et d'autres
protéines de haut poids moléculaire telle 1'« 2 macroglobuline,
sont présentes dans le L.C.R. a des concentrations nettement

moindres par rapport au sérum.

Les valeurs des diverses protéines trouvées dans le
L.C.R. a 1'état physiologique sont présentées dans le tableau A.
Les L.C.R. ont été prélevés pour cette étude chez des patients

qui ne présentaient pas de troubles neurologiques.

Les dosages des diverses protéines sont déterminés par

néphélométrie laser.
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En 1'absence de synthése locale de protéines ou de trans-

vers le L.C.R. est déterminé par la configuration stérique de

ces protéines (processus de filtration a travers la BHM).

port actif a travers la 3HM, le passage des protéines du sang
Les dosages d'Ig G, d'albumine, d'e« 2 macroglobuline
| et d'Ig G ont été réalisés dans le L.C.R. et dans le sérum
; de 43 patients ne présentant aucun trouble neurologique.
|
:

Le graphique ci-joint, met en relation les rapports

? SERUM
| L.C.R.

des diverses protéines et les rayons de ces protéines

en mode semi-logarithmique.
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Nous constatons qu'une protéine est d'autant plus fré-
gquente dans le L.C.R. que son rayon est faible. Ces protéines
(Albumine, Ig G, & 2-macroglobuline et Ig M) traversent la

BHMpar le mécanisme de transport passif non sélectif.

Par contre, nous remarquons que la transferrine se
trouve en quantité supérieure dans le L.C.R. par rapport a la
valeur attendue si nous considérons le rapport de la transfer-

sérum

rine dans le T.C.R et le rayon de la ‘transferrine.

En fait, la transferrine est composée dans le L.C.R.
d'une fraction filtrée et d'une fraction secrétée, d'origine
encore inconnue. Cela a pu étre avancé apres 1l'utilisation de
transferrine marquée.

La préalbumine se trouve en concentration élevée dans le L.C.R.
SERUM

(rapport 7R,

par les cellules (épithéliales) des plexus choroides et secré-

tée dans le L.C.R.

bas) parce que cette protéine est synthétisée

Cependant, Griffin et Giffels (1982) ont montré que
l'entrée des protéines plasmatiques dans le L.C.R. n'est pas
déterminé uniquement par la taille des protéines. La charge
ionique des protéines est également déterminante. Plus une
protéine est basique, plus le taux d'entrée de cette protéine

dans le L.C.R. est élevé.

Toute altération chimique étant susceptible de dénaturer
les protéines, l'introduction de charges ioniques dans la pro-
téine pourrait la rendre plus compacte et donc plus diffusible.
2 protéines semblent échapper & la perméabilité de la BHM car
leurs concentrations dans le L.C.R. sont plus élevées que dans
le sérum. Ces protéines sont la Beta-trace protéine,transfer-
rine spécifique du L.C.R. et 1la post-K’-globuline.

Ces protéines seraient synthétisées a l'intérieur méme du SNC.
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II. 1.4. MECANISMES DE PERMEABILITE

Le degré de perméabilité de la BHM est assuré par un

ensemble de mécanismes (cfr chapitre I. 1.2) :

a) des vésicules pinocytaires ou porés de rayon de plus de
1.000 a 1500 R situés dans 1l'endothélium capillaire.
Ce mécanisme semble le plus important car il permet le
passage d'albumine ainsi que la plupart des Ig G et pres-

que tout le contenu en & 2-macroglobuline du L.C.R.

b) des vésicules ou pores caractérisés par un rayon de
250 R localisés dans l'endothélium capillaire également.
Ce mécanisme transfére une faible quantité de protéines
du sérum dans le L.C.R. En effet, de rares vésicules pi-
nocytaires de rayon atteignant 200 a 350 K ont été in-
diquées dans 1'endothélium capillaire (Broadwell et Sa-
leman, 1981). En raison de leur nombre restreint, les vé-
sicules endothéliales permettent le transport d'une pe-
tite partie des protéines dans le L.C.R. en conditions

normales.

o
c) des pores et vésicules de rayon 120 A situés au niveau

de 1'épithélium choroidal.

Les protéines a faible rayon, en particulier 1'albumine,

pénetrent dans le L.C.R. par ce mécanisme.

La BHM est représentée par de multiples sites anatomiques que
sont les tight junctions-entre les cellules épithéliales cho-
roides, entre les cellules endothéliales capillaires du SNC

et entre les cellules arachnoides pour prévenir la pénétration

de protéines dans le L.C.R.

Seules, les cellules épithéliales choroides et les cellules

endothéliales semblent étre perméables aux protéines sériques
LoEaR.
sérum

tant. Ce rapport est régulé par la loi de Fick et est en re-

et aptes a maintenir un rapport en concentration cons-

lation avec le rayon hydrodynamique des protéines.
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L.C.R. -
sérum Ll
non synthétisées dans le SNC dépend de la vitesse du Flux en-

? (Q) des protéines

Le rapport en concentration
tre les ventricules et les espaces sous-arachnoidiens (F) et

de la perméabilité de la BHM (P)
Q dépend de F et P suivant la formule :

Q = 1/(F/P + 1) 10~° (Rapaport et Pettigrew; 1979)

En supposant que le transport passif ou l'ultrafiltration a
travers les pores aqueux et/ou le transport passif par trans-
port vésiculaire (Rapaport et Pettigrew, 1979) soit dépendant
de la BHM uniquement, la perméabilité de la BHM peut étre cal-
culée pour chaque protéines. Cette perméabilité est une fonc-
tion linéaire de la surface totale du pore ou de la sécrétion
vésiculaire et une fonction non linéaire du pore ou du rayon
de la vésicule dans chaque modeéle, respectivement (Solomon 1968;
Garlick et Renkin 1970; Carter et al 1974; Rapaport et Petti-
grew 1979). Cependant, d'autres mécanismes entrent en jeu, ce
qui ameéne des faux positifs et des faux négatifs; la relation
des concentrations des protéines non synthétisées dans le SNC
L.C.R. 3

dans ————— x 10” (Q) peut ne pas étre constant dans toutes
sérum

les conditions de gradient.

Applications : 1) Si le flux de L.C.R. chute ou lors de condi-
tions pathologiques affectant la BHM, Q peut
augmenter.

Les propriétés de la BHM peuvent étre évalué-
es par le calcul de la régression linéaire
totale entre le log 1/Q 1077

protéique puisque tous deux démontrent dif-

et le rapport

férentes altérations de gradient.

2) La relation entre Q de protéines avec des
0
rayons divers (albumine : rayon = 35.8 A ;
o
Ig G : rayon = 53.4 A ;ol2-Macroglobuline

o
rayon = 93.5 A) a été étudiée.
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Cette étude indique un modeéle hétérogene
de la BHM pour toutes les protéines et un
modeéle homogéne avec différents mécanismes
pour une altération de gradient d'une pro-

téine.

IT. 1.5. ROLE DE LA BHM

Le r6le de la BHM est d'assurer un environnement cons-
tant aux neurones du SNC. Le fonctionnement des neurones est
dépendant de la composition du L.C.R. qui les baigne. Les cel-
lules endothéliales des capillaires cérébraux sont munies de
tight junctions excluant la présence de pores, a 1l'excepté de
certaines régions restreintes du cerveau. L'absence de pores
entraine donc 1'impossibilité pour les substances hydrosolubles
de passer dans le SNC. Les substances qui sont nécessaires a
la nutrition du tissu nerveux sont transferrées de fagon spé-

cifique.

Les substances solubles peuvent étre réparties en deux

groupes :

a) les substances liposolubles (exemple : Co2 et 02)
peuvent traverser la paroi capillaire sur toute sa

longueur.
La BHM ne joue pas son véritable réle.

b) les substances hydrosolubles ne peuvent traverser
la paroi des capillaires uniquement aux endroits de

la paroi ol sont localisés des pores.
Ces substances regroupent

* les nutriments (acides aminés, glucose, ...)

transportés spécifiquement du sang vers le SNC

* les déchets

transportés spécifiquement du SNC vers le sang.
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Diagram to illustrate site of the blood brain barrier. The barrier between the
blood in the cerebral capillary (below) and the nerve cell lies in the non-fenestrated capil-
lary endothelium. The barrier between the blood in the choroidal capillary (above) and the
nerve cell lies in the inner surface of the choroidal epithelium. Reproduced with permis-
sion of Dunn, J.S. and Wyburn, G.M. (1972): The anatomy of the blood brain barrier:
A review, Scot. Med. J. 17:21-36. (selon Deshmukh et Meyer;1978)




La BHM est un systéme de défense pour les neurones en
plus des mécanismes homéostatiques assurant la composition du

liquide baignant le SNC.

11, 1.6, MULTICITE DES BARRIERES AU NIVEAU DU SNC

CERVEAU

: 1 . n )
paroi . \\\\l épendyme et pie-meére
capillaire Pl

e N
SANG SR ;P

/7 Plexus choroides
‘;Franulations de Pacchioni

Dans le SNC, circulent le sang et le L.C.R. Ces 2 li-

quides sont séparés du cerveau par des cellules constituant
ainsi une "barrieére". Il existe, également, entre le sang
et le L.C.R. des structures particuliéres permettant le pas-

sage de substances du sang vers le L.C.R. et vice-versa.

- La paroi capillaire s'oppose au transit de molécules trop

grosses ou étrangeres du sang vers le cerveau.

- 1'épendyme et la pie-mere s'interposent entre le L.C.R. et

le cerveau.

- Les plexus choroides permettent la sécrétion de L.C.R. a par-

tir de la circulation sanguine.

Les granulations et villosités de Paccioni résorbent le L.C.R.

Ce liquide est envoyé dans la circulation sanguine par 1'in-

termédiaire des sinus veineux.

Barriére hémato-encéphalique

La paroi capillaire localisée dans le SNC

joue le rble de barriére entre le sang et le cerveau gréce
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aux jonctions intercellulaires de type zonula occludens et

au nombre limité de vésicules de pinocytose.

Barriére L.C.R. - cerveau

Le L.C.R. est contenu dans les ventricules et dans

1'espace sous-arachnoidien entourant 1'axe cérébrospinal.

- Les ventricules sont entourés de 1'épithélium épendymaire.
Les jonctions intercellulaires n'empéchent pas les échanges
elles sont de type zonula adhaerens et ne font jamais le tour
de la cellule; elles assurent la cohésion des cellules épen-

dymaires.
- Les méninges et la barriere pio-gliale.

La couche de cellules de la pie-meére est discontinue; le L.C.R.
entre directement en contact avec le parenchyme nerveux. 0On

ne peut pas parler de "barriére pio-gliale" puisque celle-ci
est tres perméable.

Les échanges entre le L.C.R. et le cerveau peuvent donc se

faire plus ou moins librement.

Barriere Sang - L.C.R.

Les plexus choroides constituent la barriere dans le sens
sang-L.C.R. En effet, cette barriére est le siége d'une sécrétion

et non d'une filtration (cfr chapitre 1.1.3).

Les granulations de Paccioni et villosités arachnoidien-
nes dans le sens L.C.R.-sang, n'entravent que trés peu le passa-
ge de L.C.R. des espaces sous-arachnoidiens vers le sang des

sinus veineux.

Il ne s'agit pas d'une barriere véritable.

By  aecnEaRR ez N et P
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II. 2. LA BHM LORS DE CONDITIONS PATHOLOGIQUES

La BHM peut étre endommagée dans certaines maladies et
permettre dans ces cas, le passage plus large des protéines
plasmatiques dans le L.C.R. La concentration protéinique tota-

le augmente donc dans le L.C.R.

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans 1'élévation

de la perméabilité hémo-méningée:

- ouverture des tight junctions (lors d'hypertension chroni-
que, dans les encéphalites aigués expérimentales, apres
injection de solutions hypertoniques et dans les intoxica-

tions au plomb).

- transport par vésicules de pinocytose (dans hypertension
aigué expérimentale et les lésions post-traumatiques et

induites par ischémie).

- transport par canaux trans-endothéliaux, parfois reliés

structurellement au systéme lysosomial .

Y

- passage a travers les capillaires fenestrés dans les tu-

meurs primaires ou métastatiques.

La perméabilité de la BHM est évaluée par le rapport

! sérum : L.CsRs
albumine L. C.R. ou albumine 5

L'albumine est considérée comme la protéine de référen-
ce parce qu'elle est synthétisée uniquement par les hépatocy-
tes;la concentration de 1'albumine dans le sérum est relative-

ment constante;l'albumine n'est pas catabolisée par le SNC.

Pour évaluer la perméabilité de la BHM, le dosage de

l1'albumine dans le L.C.R. et le sérum est réalisé. Le rapport

Albumine %E%E% est ensuite calculé. Si ce rapport est faible,

inférieur a une norme déterminée par chaque laboratoire, c'est-

a-dire si 1l'albumine est en concentration élevée dans le L.C.R.,

nous sommes en présence d'une BHM endommagée.
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Deux types d'atteinte a la perméabilité de la BHM peuvent

se produire :

1) l'atteinte laisse intact le processus de filtration de
la BHM (dépendant de la taille des protéines): il y a une
augmentation proportionnelle des diverses protéines dans

le E.C.R.

2) La BHM perd son réle de "filtre" et laisse passer les pro-
téines de maniére non proportionnelle. Ainsi, le passa-
ge des protéines de haut poids moléculaire est favorisé
en raison du gradient élevé de ces protéines du sang

vers le L.C.R.

II. 3. LA BHM ET L'IMMUNITE DU SNC

L'existence de BHM a plusieurs conséquences importantes
sur 1l'immunité du SNC. Le cerveau contient trés peu d'anticorps
a 1'état physiologique : les immunoglobulines y sont présentes
a une concentration trés faible par rapport au sérum (cfr ta-
bleau).

La BHM est une barriéere pour les lymphocytes, qui sont
essentiellement les cellules T. Il n'y a pas de preuve que les
lymphocytes péneétrent réguliérement a 1l'intérieur du parenchy-

me cérébral dans les conditions normales.

La BHM protége aussi le cerveau des antigénes originai-
res du sang. En 1'absence des cellules immunocompétentes et
de stimulation antigénique, il n'y a pas de production d'anti-

corps dans ce cerveau '"normal'".

Les anticorps, dans le but de jouer leur réle protecteur
ou pathologique dans les maladies neurologiques, doivent accé-

der au cerveau par un nombre limité de voies




44,

A travers les espaces laissés par la BHM incompleéte;
par exemple au niveau de la partie postérieure du 4e ven-

tricule.

A travers la BHM immature, durant la vie foetale et néo-

natale.

A travers la BHM dont la perméabilité est accrue a la sui-

te d'une inflammation ou d'une atteinte toxique.

via une synthése locale d'immunoglobulines.
Dans certaines maladies neurologiques, le SNC acquiert
les caractéristiques d'un organe immunologique; des anti-

corps peuvent étre produits a l'intérieur du SNC.
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CHAPITRE III. LES REACTIONS IMMUNITAIRES

III. 1. NOTIONS PRELIMINAIRES

ITI. 1.1. L'ALBUMINE

Elle est considérée comme le meilleur "marqueur" des
échanges hémato-méningés. C'est sur base du dosage de 1'al-
bumine qu'est déterminé le type de L.C.R. et qu'il sera pos-
sible de préciser 1l'origine des Immunoglobulines présentes
dang le L.LC.R.

Toute élévation de 1'albumine indique une transsuda-
tion plasmatique (1l'albumine est le témoin des échanges Sang-

L.C-Ro).

On distingue divers mécanismes induisant la transsuda-

tion

- les compressions mécaniques
- les lésions expansives (malignes ou bénignes)
- les accidents vasculaires

- un grand nombre d'agressions infectieuses.

ITT. 1. 2. LA ZONE GAMMA DES PROFILS ELECTROPHORETIQUES DE
L.C.R. SUR ACETATE DE CELLULOSE

La zone gamma est d'une trés grande importance pour

l'élaboration des diagnostics.

I1 est intéressant d'analyser cette z6ne a 2 niveaux
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1T.- Niveau quantitatif.

Puisque il existe une corrélation entre la valeur abso-
lue obtenue apres électrophorese et la valeur tirée du
dosage des IgG (cette corrélation est de 0,8 et donc con-
sidérée comme treés satisfaisante pour le.diagnostic cli-
nique) il est possible de présumer 1l'existence d'une ré-
action immunitaire a partir du pourcentage des Gamma-glo-
bulines.

Leur pourcentage renseigne sur l'importance relative d'
une réaction inflammatoire (si on ne tenait compte que

de la valeur absolue des IgG, on risquerait de passer a
cdbté de certains transsudats (les transsudats non inflam-
matoires) caractérisés par une augmentation de la teneur
en IgG alors que le pourcentage des IgG resterait identi-

que.
2.- Niveau qualitatif.
La fraction gamma peut se présenter sous 3 aspects :

Aspect polyclonal : - aspect des L.C.R. normaux
- aspect catactéristique des réac-
tions immunitaires d'origine plas-
matique (par exemple, les trans-

sudats inflammatoires)

Aspect monoclonal : caractéristique des myélomes.
La protéine monoclonale semble
étre synthétisée trés fréquemment
a 1l'intérieur du SNC par des plas-
mocytes anormaux; elle ne résulte-
rait donc pas d'un transsudat d'o-

rigine plasmatique.

Aspect oligoclonal : 2 a 5 bandes peuvent apparaitre.
Les bandes sont d'une treés grande
valeur physiopathologique et diag-

nostique.




47.

Dans certaines circonstances pathologiques, une syntheése
locale (syntheése intrathécale) a pu étre démontrée par
Tourtellotte aux U.S.A. et Link en Suéede. Des lymphocy-
tes et des plasmocytes ont donc franchi la barriére hé-
mato-méningée (en effet, ces cellules ne sont présentes
dans le L.C.R. et/ou le tissu nerveux; elles s'y retrou-
vent lorsqu'il y a eu infiltration lymphoplasmocytaire).
Ces cellules ont secrété a l'intérieur du systéme nerveux
des immunoglobulines G, A ou M (sans doute au contact

d'antigeénes spécifiques).
CAS DE SCLEROSE EN PLAQUES :

- la quantité élevée d'IgG dans le L.C.R. par rap-
port au sérum

- les résultats d'étude de traceur isotopique
dans le L.C.R. et le sérum

- l'existence de bandes oligoclonales d'IgG dans

le L.C.R. qui ne sont pas détectées dans le sérum

sont des preuves que la composition majeure des
IgG du L.C.R. de ces sujets provient du tissu lym-
phoide se trouvant dans le SNC et a l'intérieur

de la BHM.

Puisque dans la trés grande majorité des cas, la zone gam-
ma exprime une syntheése locale d'IgG, elle prend une va-

leur physiopathologique particulierement intéressante.

La zone gamma a, également, une valeur diagnostique
dans le sens ol quatre maladies sont caractérisées par 1'as-
pect oligoclonal de cette bande : la syphilis, la panencépha-
lite subaigué sclérosante (leuco-encéphalite), la sclérose en
plaques et toutes les méningo-encéphalites bactériennes, para-
sitaires et mycosiques ou évoluant . vers la chronicité.

Quant a la sclérose en plaques, l'existence d'un pourcentage
élevé d'IgG dans le L.C.R. est d'une grande valeur diagnosti-
que alors que la protéinorachie est normale ou quasiment nor-

male.



Concentration élevée
de.1l1'albumine
dans le LCR
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D'autre part, on a pu démontrer que dans les trois autres ty-
pes de maladies, un agent infectieux, bactérien, viral ou pa-

rasitaire en induisait la persistance.

Ces trois derniers types de maladies peuvent étre explorés
par le contexte particulier ou par certaines analyses de tel-
le sorte que chez un patient jeune et en région tempérée,
l'aspect oligoclonal de la fraction gamma révele presque tou-

jours l'existence d'une sclérose en plaques.

I1X1. 2. LES PROFILS IMMUNITAIRES

Suivant la valeur absolue de l'albumine, et le pourcen-
tage des gamma-globulines dans le L.C.R., on pourra discerner
5 profils immunitaires distincts, en disposant également du
dosage des protéines totales, de la valeur des IgG . du sérum
et pour certains, de 1'albuminémie (en général, le taux d'al-
bumine varie peu; les variations sont donc légéres et intervien-
nent peu dans les calculs mis au point dans la détermination

du profil).

transsudat transsudat
non
|inflammatoire

1 ! S i el ” SRS

‘ Méningite
inflammatoire

'normale | NORMAL ‘inflammatoire

normal i élevé

Pourcentage des IgG dans le LCR

Dans ce tableau, 1'albumine représente le témoin des
mécanismes d'échanges entre le sang et le L.C.R. Dans 1'état
actuel des connaissances, 1l'albumine n'est pas synthétisée

localement.
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De plus, 1l'albumine est une molécule petite
(rayon de 3,58 nm) qui diffuse facilement du sang vers
le L.C.R. et qui se trouve en quantité relativement importan-
te dans le sang et dans le L.C.R. (donc facilement visualisa-
ble aprés électrophorése). D'ou toute élévation du taux d'al-
bumine dans le L.C.R. est a considérer comme le résultat
d'une modification de la barriéere hémato-méningée qui entrai-

ne le phénoméne de transsudation du sang vers le L.C.R.

Les IgG sont des Immunoglobulines qui interviennent
dans la majorité des réactions neuro-immunologiques. Ce sont
elles qui déterminent 1'importance de la réaction inflamma-
toire. Dans les L.C.R. "normaux", elles représentent 5 a 10%
des protéines des L.C.R. Elles diffusent facilement du sang
dans le L.C.R. a partir du moment ol la barriére sang-L.C.R.
est altérée, méme de fagon minime. Lorsque l'on assiste a
une élévation du taux d'IgG, il est trés important de préciser
l'origine de cette augmentation. Cette origine est capitale

pour arriver a fournir un diagnostic valable.

* I1 peut s'agir d'une modification de la perméabilité de
la barriére hémato-méningée : il y a transsudation des pro-
téines du sang vers le L.C.R. mais cette transsudation ne
s'accompagne d'aucune réaction immunitaire (ni locale, ni

générale).

(ol

* Dans certaines circonstances pathologiques, on assiste

une sécrétion locale d'IgG.

* Dans d'autres cas, il y a non seulement une modification
de la barrieére hémato-méningée entrainant une transsuda-

tion mais il y a aussi une synthése locale d'IgG.

III. 2.1. PROFIL "NORMAL"

I1 s'agit de L.C.R. ol le pourcentage d'albumine est

normal; la barriére hémato-méningée est donc intégre.
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Le pourcentage d'IgG est "normal" également, ce qui signifie
qu'il n'y a pas de réaction immunitaire. Cependant, dans cer-
tains cas (peu nombreux), on observe des modifications de 1'as-
pect qualitatif des IgG alors que le pourcentage d'IgG est
resté inchangé. La fraction gamma peut ainsi passer de 1'as-
pect polyclonal a 1'aspect oligoclonal qui représente une syn-
thése locale pathologique ayant lieu au détriment des IgG nor-
males.

Dans le profil "normal", cette altération est d'une
valeur diagnostique importante (on peut ainsi détecter cer-
taines maladies comme la SEP apreées s'étre assuré qu'il ne s'a-
gissait pas de syphilis, de leucoencéphalite aigué& sclérosan-

te ou de méningoencéphalite chronique).

IITI. 2.2. PROFIL INFLAMMATOIRE

Les L.C.R. contiennent de 1l'albumine en concentration
normale selon les dosages quantitatifs; parfois, celle-ci est
légerement diminuée.

Quant au taux d'IgG, évalué par électrophorése sur acétate

de cellulose, il est augmenté : il y a synthése locale d'IgG
a partir de cellules immunologiques présentes dans le L.C.R.
ou uniquement dans le tissu nerveux.

(on considére qu'il y a pléiocytose lymphocytaire lorsque le
nombre de lymphocytes est supérieur ou égal a 5 par millimétre
cube).

Plus de la moitié des L.C.R. de sujets atteints de
SEP ne présente pas de réaction lymphocytaire alors que les
IgG ont un pourcentage anormal.

La synthése intrathécale s'accompagne assez souvent mais pas

toujours de 1l'aspect oligoclonal.
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Le profil résulte du passage des protéines du sérum
dans le L.C.R. normal. Il s'agit d'un sérum normal, avec un
tauxnormal d'IgG (environ 15%). Il se produit donc une aug-
mentation des protéines totales, de 1'albumine et des IgG.
Tout transsudat se réalisant a partir d'un sérum normal ne
va donc pas modifier de beaucoup le pourcentage des IgG.

Un L.C.R. transsudatif voit donc sa composition se rapprocher
de plus en plus de celle du sérum par l'enrichissement pro-
gressif en protéines (accidents vasculaires cérébraux, com-

pressions mécaniques et la plupart des tumeurs cérébrales).

III. 2.4. TRANSSUDAT INFLAMMATOIRE - MENINGITE

Dans le transsudat inflammatoire, on assiste a une
augmentation des taux d'albumine et d'IgG. En fait, 1'élé-
vation du pourcentage des IgG est strictement proportionnelle
a celle de 1'albumine du L.C.R.; en connaissant le taux d'IgG
dans le sérum, on peut évaluer le transfert des IgG du sérum
dans le L.C.R.

I1 n'y a aucune synthése intrathécale d'IgG. L'augmentation

215

des IgG dans le L.C.R. sera plus ou moins élevée selon le taux

des IgG plasmatiques - il ne s'agit que du transfert passif
dans le L.C.R. des IgG provenant d'une réaction immunitaire
générale.
Dans le cas de méningite, il y a non seulement transsudation
mais aussi synthése locale. Le transsudat calculé a partir de
l1'élévation de 1'albumine du L.C.R. n'est pas un élément suf-
fisant pouf expliquer la quantité d'IgG dosée dans le L.C.R.
I1 y a donc - un processus local avec synthése intrathécale

- un processus général : il se passe une augmen-

tation des IgG plasmati-

ques.
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Pour distinguer le simple transsudat des IgG du sérum dans
le L.C.R. du transsudat associé a une réaction immunitaire

locale, il convient de

Comme agent de transsudation "marqueur", on utilise

l'albumine. 240 mg/l1 est le taux normal supérieur.

Au-dela de ce taux, on admet qu'il y a transsudation.

% de transsudation = Albumlne_de Lolaf, = 250 x 100
Albumine de sérum

1°) Evaluer 1'importance du transsudat
|

‘ ® Quand le L.C.R. est normal, il n'y a pas de trans-

sudation : le pourcentage est donc nul.

| 2°) Calculer la quantité d'IgG qui a transsudé, en fonc-
tion du pourcentage de transsudation et connaissant
le taux des IgG sériques.
Plus le taux des IgG sériques est élevé, plus le pas-

sage d'IgG est important.

3°9) Ajouter a cet apport plasmatique les IgG apportées
par la filtration normale déterminée par la physiolo-
gie. Cet apport d'IgG est un chiffre arbitraire de
40 mg/1.

4°) Comparer les taux d'IgG calculés au chiffre d'IgG do-

sées dans le L.C.R.

s

- si le chiffre d'IgG dosés est supérieur a celui de
1'apport plasmatique (somme des taux physiologique
et transsudé), la différence entre les 2 chiffres

est sans doute due a une synthése locale d'IgG.

- si le chiffre des IgG dosés dans le L.C.R. équivaut
ou méme est inférieur a 1'addition du transsudat et
des IgG physiologiques, il s'agit uniquement d'un
transsudat des IgG plasmatiques du fait que la réac-

tion immunitaire générale est transférée dans le mi-

lieu intérieur du systéme nerveux, c'est-a-dire le
Lske o Bs
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Dans ces cas, la synthése locale d'IgG est estimée
de fagon approximative car les IgG ne franchissent pas
la barriére hémato-méningée aussi facilement que 1'al-

bumine.

Le profil transsudatif avec pourcentage d'IgG augmen-
té pourra étre établi pour un grand nombre d'infections
méningées mais aussi pour un petit nombre de SEP oUu

les transsudats sont modérés.

Tout cela implique que, pour pouvoir interpréter un L.C.R.
on doive disposer du sérum du méme patient. En effet, le L.C.R.
et le sérum permettent de préciser la nature des transsudats.
Si le taux d'IgG augmente dans le sérum, cette élévation aura
un impact important sur les IgG du L.C.R. méme si le transsu-
dat est faible.

Le sérum est donc indispensable pour que le L.C.R. soit un
élément de diagnostic (dans le cas de transsudats, pas pour

les L.C.R. normaux ou inflammatoires).

Pour pouvoir évaluer 1l'importance de 1'élévation des IgG dans
le L.C.R. par rapport aux autres protéines et déterminer le
mécanisme responsable de cette augmentation, nous nous basons
sur 1l'index IgG, les formules de Tourtellotte, de Schiller

ainsi que la méthode graphique.

ITL. 3. SYNIBESE  ~LOCALE D ' lgG

Cette synthése locale d'IgG peut étre estimée de diffé-

rentes maniéres :

III. 3.1. L'INDEX IgG

Link et Tibbling (1977) ont montré que 1'index IgG
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IgG LCR

158 Sérum
Albumine LCR
Albumine Sérum

était un meilleur indicateur d'une synthese

' 1gG
locale d'IgG que le rapport Srotéines totales ou
B N L'index IgG est intéressant parce que, dans les cas

Albumine”
ou la BHM est integre, il rend compte d'une synthése locale

d'IgG.

II1. 3.2, FORMULE DE TOURTELLOTTE

Tourtellotte a établi une formule permettant d'évaluer
la quantité d'IgG synthétisée par jour dans certaines patho-
logies telle la SEP, Cette formule est
basée sur 1'albumine,marqueur quantitatif de la perméabilité
de la BHM, sur le passage des IgG et 1'albumine a travers la

BHM endommagée.

La synthése locale (a 1'intérieur de la BHM) d'IgG

(mg/jour) =

r _ IgG sérum) _ . _ Alb sérum IgG sérum \ ]
[(196 LCR —9—335——- @1bum1ne LCR 5 e, L8] x 3
IgG LCR

i%g ig;um sont les concentrations d'IgG et d'albumine trou-

Alb sérum | vées chez les patients, exprimées en mg/100 ml.

est une constante représentant le rapport moyen g LW8 AL

369 IgG LCR

calculé chez des individus normaux. Le rapport §é£%%§lg§ est

donc la concentration attendue en IgG dans le LCR en absence

d'une production locale ou d'une BHM endommagée.
IgG sérum
IgG LCR

lisé au laboratoire pour détecter toute synthése intra-
thécale est de 733.

N.B. La valeur du rapport moyen que nous avons uti-




- 230 est un nombre représentant le rapport moyen de

,albumine sérum
albumine LCR

chez les individus normaux.

Albumine sérique

- Albumine LCR - 230

représente la quantité d'al-

bumine excessive dans le LCR qui a passé le BHM atteinte.

IgG sériques
Albumine Sérique

Cette différence est multipliée par x 0,43

pour convertir 1'albumine du LCR en excés en IgG excessifs
présents dans le LCR, étant passés a travers la BHM.
0,43 est une constante exprimant le rapport des poids molé-

culaires de l'albumine sur les IgG.

- Le résultat final est multiplié par 5 pour ramener la syn-
these d'IgG calculée (en mg/100 ml) a la quantité d'IgG

produite par jour : 500 ml c'est-a-dire 5 fois plus.

| 111, 3.3. FORMBEE. DE SCHULLER

Plus récemment, Schiiller et Sagar (1981-1983) ont pro-
posé une formule empirique basée sur
© la concentration en albumine dans le LCR

° les concentrations d'IgG dans le sérum et le LCR.

Synthése locale des IgG (mg/l) =

r ;
IgG LCR (mg/1) - (30 +lalbumlne LCR (mg/1)

N 60

- 240
.58 {IgG Sériques (g/1)

- 30 est la concentration moyenne normale des IgG du LCR
exprimée en mg/l.
- 240 est la concentration moyenne normale de 1l'albumine présen-
te dans le LCR, exprimée en mg/l.
- 60 est une constante représentant la transsudation de 1'albu-

mine a raison de 0,1% des IgG sériques.

55.
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III. 3.4. METHODE GRAPHIQUE (cfr chapitre III. 6)

III. 4. SYNTHESE LOCALE D'IgM

En raison de leur large taille moléculaire, les IgM
diffusent treés lentement du sang vers le LCR. Toute augmenta-
tion de la concentration des IgM dans le LCR refléte soit
une perméabilité accrue de la BHM, soit une production loca-
le de ces immunoglobulines. Pour évaluer la production loca-
le, nous calculons 1l'index IgM (Sindic et al., 1982). Les
IgM étant normalement les premiers anticorps a &tre produits
dans les réactions immunitaires, leur détermination peut étre
utile non seulement dans 1'élaboration du diagnostic mais aus-

si pour suivre l'évolution de la réponse immunitaire.

Un groupe de patients présentant des troubles neurolo-
giques divers a été sélectionné : ce sont des sujets atteints
de maladies dégénératives du SNC, de sciatiques, de myélopa-
thie ou d'apoplexies. Dans ce groupe, toute élévation des IgM
du LCR peut étre attribuée a une transsudation plutét qu'a

une synthése locale.

La relation entre les rapports Igh LCR et Albumine LLR
P IgM Sérum Albumine Sérum

est significative. Cela indique que dans ce groupe, les IgM

présents dans le LCR sont originaires du sérum.

Un autre groupe était constitué de sujets atteints de

SEP. Ces personnes ne présentent aucune relation entre les
IgM LCR Albumine LCR
IgM Sériques Albumine Sérum’

rapports Une fraction des

IgM du LCR est donc produite localement.

Un index IgM élevé a été également détecté chez des
patients atteints du syndrome de Guillain-Barré, d'infections

variées et chez tous les sujets caractérisés par une méningo-

radiculite lymphocytaire (Fig.8).
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Figure 8:1'index IgM dans diverses maladies neurologiques.

(C.J.M.Sindic;1985).

III. 5. SYNTHESE LOCALE D'IgA

Pour évaluer une production locale en IgA, 1'index

IgA peut étre calculé.

IgA LCR

IgA SERUM
Albumine LCR
Albumine serum

L'index IgA =

Les patients n'ayant aucun trouble neurologique sont
caractérisés par une corrélation significative entre les

concentrations d'IgA dans le sérum et dans le LCR.

L'index IgA a été calculé chez des patients souffrant

de divers troubles neurologiques (Fig.9).

Un index IgA élevé a été observé chez de nombreux
patients affectés par diverses infections du SNC, le syndro-
me de Guillain-Barré et la méningo-radiculite lymphocytaire.
Seulement 14% de patients atteints de SEP présentent un in-
dex IgA dépassant la limite supérieure de référence. Cepen-
dant, nous observons une tendance vers les valeurs élevées

d'index IgA a l'intérieur méme de 1l'intervalle de référence.
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Figure 9:1'index IgA dans diverses maladies neurologiques.
(C.J.M.Sindic;1985).
Les IgA existent sous 2 formes moléculaires différen-
tes : les formes monomérique et dimérique. Dans le sérum et le
LCR, la forme la plus fréquente a 1'état physiologique est
la forme moléculaire monomérique. La BHM exclut du LCR les
protéines de haut poids moléculaire. Dans les cas ol la per-
méabilité de la BHM est accrue, la proportion de forme IgA
dimérique n'est pas significativement plus élevée; cela in-
dique que le passage des protéines reste dépendant de la tail-

le de ces protéines.

Par contre, la forme IgA dimérique est beaucoup plus
fréquente dans les pathologies accompagnées d'une synthése
locale (index IgA élevé).

Par index IgA, nous entendons index IgA total, c'est-a-dire
1'index olU les formes monomérique et dimérique sont prises
en considération.

L'index IgA sous-estime la synthése locale d'IgA dans cer-
tains cas : 1l'index IgA peut se situer dans l'intervalle de
référence alors que 1l'index de la forme dimérique IgA est
tres élevé.

En conclusion, la production locale d'IgA, suggérée
par un index IgA élevé, est associée a une élévation des
IgA dimériques du LCR et, par conséquent, de 1'index IgA

dimérique.
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I11. 6. METHODE GRAPHIQUE

Evaluations de la syntheése locale d'immunoglobulines

(4 1'intérieur du SNC) et de 1'intégrité de la BHM.

La production d'Ig a 1'intérieur du SNC est estimée
au laboratoire gréace a un ensemble de 3 graphiques. Ces gra-

phiques expriment le rapport

Albumine sang immunoglobulines sang

en fonction du rapport des = -
Albumine LCR immunoglobulines LCR

(IgG, IgM ou IgA ).

Puisque 1'albumine représente le témoin des échanges
hémato-méningés, toute concentration en albumine dépassant la
limite supérieure de l'intervalle de référence pour 1'albumine
signifie que la BHM est altérée.

Albumine sang

Aibunine LCR ne drai-

A la valeur 160 pour le rapport

te est donc tracée parallélement & 1'axe des abcisses.

Albumine sang
Albumine LCR

a-dire inférieur a 160 dans notre cas, nous remarquons que la

En présence d'un rapport faible, c'est-

BHM est endommagée puisque la concentration d'albumine dans

2

le LCR est élevée par rapport a celle du sang.

La droite oblique est une droite de régression tracée
de telle sorte que les points expérimentaux soient situés le
plus prés possible de cette droite.

Les points expérimentaux du graphique représentent le rapport

Aloymipe s en fonction du rapport 1g sap
Albumine LCR PP Ig LCR

observés chez

65 patients considérés comme contréles suivant leur LCR.
Ces LCR sont caractérisés par 1'absence de globules rouges,

leur protéinorachie normale, leur glycorachie normale et leur

tracé électrophorétique normal sur acétate de cellulose.
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Les dosages d'IgG, IgA, IgM et albumine ont été effec-

tués sur tous les LCR par néphélométrie Laser (B.L.N. Behring).

L'échelle de 1'axe des abcisses varie suivant que 1'on
estime la synthése intrathécale des IgG, IgM ou IgA. Cette
échelle varie d'une maniére telle que nous puissions établir

une relation linéaire entre le rapport

Albumine sang Ig sang
Albumine LER To ie rapport T rERT -

Suivant le graphique,4 situations peuvent étre discernées:

Albumine sang y
KiBumine LCR en fonction du rapport ig iggg

le rapport

se situe: 1) dans la zone 1.

500 — l joms
400 — b
UN i
RBEEOI‘t H 200 = m\
Albumine sang 1€0 ==
Albumine LCR 41”
100 — - 4
50 —
pd

Rapport IgM sang
IgM LCR

Cette zone est un indice significatif de 1'inté-
grité de la BHM et de 1'absence d'une synthése

intrathécale.

3) dans la zone 2.

o i @\\\\\\\\\\\\:\ A\

\

0 LN
LTI

Rapport IgM sang
IgM LCR

—
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La zone 2 indique que la BHM est altérée et qu'il
n'y a pas de synthése locale d'immunoglobulines

a 1'intérieur du SNC.

3) dans la zone 3.

oo AT AL
| 5o AT
Rapport : 200 — \
Albumine sang 140 o \

Albumine LCR

100 — ‘?'f
g
rd

Rapport IgG sang
IgG LCR

Cette zone nous renseigne une synthése intrathécale

d'immunoglobulines.La BHM est intégre.

4) dans la zone 4.

500 —

400 — C
Rapport UN i f

pp H

200 — !
Albumine sang ”
Albumine LCR 160 —

100 —

50 —

Rapport IgCG sang
IgG LCR

La zone 4 indique non seulement une altération

de la BHM mais aussi une synthése intrathécale

d'immunoglobulines.
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I11. 7. LES IMMUNS COMPLEXES SOLUBLES DU LCR

Les immuns complexes résultent de l'association d'
anticorps avec les antigéenes spécifiques. Ces complexes
immuns se forment au cours de nombreuses maladies infec-
tieuses. Ils participent a l'activation du complément. La
trop petite taille des complexes Ag Ac formés ne permet pas
leur récupération par le systéme réticulo histiocytaire et
donc restent solubles . Ces complexes immuns sont présents
dans le LCR de patients atteints de troubles neurologiques
et particuliérement en concentration élevée chez les sujets
souffrant de SEP (Fig. 10).

Les concentrations des immuns complexes dans le LCR dépas-
sent la valeur supérieure de l'intervalle de référence pres-
que exclusivement dans 1l'encéphalite herpétique et la ménin-
gite pyogénique. Ces concentrations élevées dans les LCR sont
indépendantes des concentrations des immuns complexes dans

les sérum correspondants.

: P Newro- Viral | Herpetic | Pyogenic| Tbc
Controls | Sciatica MS Al ALS st M £ fr M
SERUM| N =16 NZ7 Nz48 | NZ11 Nz4 N=3 NZ11 NZ7 Nz12 Nz=5
70+ . *85
- 60}
E 50} .
2 aol . . e -
2 40 N S PN A
Q ER T T T e T Bl N ST iR TR [t T T
§32.é : H \ :
201 s 1 . . .
10f - ® . . ' i i 3 - H
CSF| N=21 N-12 N=39 | N1 N=4 N=3 NZ11 N=7 N=17 N=7
15:16
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~ 7- °
Eel : :
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9l . o I
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Fig.10 Levels of IC assayed by PACIA in the CSF and serum of patients with various
neurological disorders. GBS = Guillain-Barré syndrome ; ALS = amyotrophic lateral
sclerosis; M = meningitis; E = encephalitis; Tbc = tuberculous. When several sam-
ples were available from the same patient, only the sample with the highest value
was considered. The broken lines represent the upper reference limits in serum
(35 pug/ml=2 SD above the mean of 143 healthy blood donors) and in CSF
(3.6 pg/ml =2 SD above the mean of 21 non-neurological patients).

(C.dxM.Sindic;1985).
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Dans le sérum, la plupart des concentrations des im-
muns complexes se situe a l1'intérieur de 1l'intervalle de ré-

férence.

Une production locale d'anticorps est a envisager
lorsque la concentration en immuns complexes est plus éle-
vée dans le LCR par rapport au sang a une méme concentration
d'IgG. Leur formation intrathécale est suggérée par 1'absen-
ce de corrélation entre les valeyrs d'immuns complexes dans

le sérum correspondant au LCR et le rapport concentration

albumine LCR

albumine sérum’

Au cours de la SEP, les concentrations d'immuns com-
plexes ne difféerent pas significativement dans le sérum et
le LCR des concentrations obtenues dans d'autres troubles
neurologiques.

Cependant, la SEP comme le syndrdme de Guillain-Barré sont
des pathologies ol les concentrations en immuns complexes
sont variables selon la littérature. Ces différences sont
dues aux techniques variées utilisées mais la technique
n'en est pas la seule cause car, avec les mémes méthodes,
des résultats divergents peuvent étre obtenus.

D'autres facteurs tels que le stockage des échantillons
(les congélations et décongélations ont,comme conséquence,
1'aggrégation des IgG), les imprécisions liédes a ces échan-
tillons et l'interférence des agents infectieux par compéti-
tions antigéniques (exemple : les virus peuvent isolément

fixer le C1q) peuvent aussi influencer les résultats.



CHAPITRE I1Vv: L'INFLAMMATION ET LA BHM

L'inflammation augmente la perméabilité vasculaire et
entraine donc le départ d'immunoglobulines, de complément et
d'autres protéines plasmatiques du flux sanguin vers les es-
paces extra-vasculaires. Les cellules inflammatoires, telles
les lymphocytes, peuvent également traverser 1'endothélium
vasculaire et s'accumuler dans les tissus. La BHM dont le r6-
le est d'exclure du cerveau les cellules immunocompétentes
et les protéines plasmatiques, est donc altérée et la quanti-

té de protéines présente dans le L.C.R. augmente.

1. Entrée des cellules inflammatoires

Les cellules inflammatoires peuvent traverser les cel-
lules endothéliales des capillaires a travers les tight junc-

tions altérées.

Les lymphocytes, localisés dans le SNC, sont capables
d'induire une réponse immunitaire et donc de produire des

anticorps.

2. Altération de la perméabilité vasculaire

Dans 1'inflammation aigu& et subaigu&, 1'albumine (mar-
quée préalablement) sort des petits vaisseaux a un premier
stade de la maladie. Dans la plupart des cas, le départ de
l1'albumine est accompagné d'une accumulation de cellules in-
flammatoires. Des protéines marquées peuvent étre observées

en dehors des vaisseaux en 1'absence de cellules inflammatoi-

Tes.

Certaines expériences ont démontré que des substances

64.
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ne devenaient antigéniques que lorsqu'elles accédaient au cer-

veau suite a une altération de la BHM endommagée.

Baloyannis et Gonatas (1979) ont immunisé des rats 2
l'aide de HRP. 1 a 8 semaines plus tard, la BHM a été lésée
localement par la chaleur et chocs traumatiques. Des anticorps
anti-HRP ont été détectés dans le cerveau des animaux dont la
BHM avait été endommagée. Ces anticorps anti-HRP n'ont pas été

trouvés chez les contrdles.

3. C-Reactive protéine (CRP)

La CRP est une protéine de faible poids moléculaire
(PM = 29000) qui est synthétisée par le foie. Cette protéine
a une affinité pour les polysaccharides présents dans la paroi

de certaines bactéries ( Streptococcus pneumoniae). Quand a lieu

la liaison polysaccharides-CRP, la voie classique du complé-
ment peut étre activée (de méme que la voie alterne) et leur
ingestion par les leucocytes peut étre favorisée. Cette pro-
priété peut expliquer le rb6le protecteur de la CRP dans cer-

taines infections bactériennes (Mold et al., 1981).

La CRP a été détectée dans le L.C.R. en tres faible
concentration. Dans le sérum normal, cette concentration varie
de 0,07 a 8 mg/l. En cas d'inflammation, la CRP peut attein-
dre 500 mg/l dans le sérum.

La CRP trouvée dans le L.C.R. chez les sujets atteints
de SEP ne différe pas significativement de la CRP dosée chez

les contréles ( Fig. 11).

Les plus hauts niveaux de CRP dans le L.C.R. sont ob-
servés dans les infections virales et bactériennes touchant
le SNC.
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Figure 11:concentration de CRP dans diverses affections neurologiques.
(C.J.M.Sindic;1985).

Puisque la BHM est endommagée dans de tels cas patholo-
giques, la comparaison a été établie entre les rapports
CRP {5 C o Ris Albumine Lo Lalt s

CRP sérum et Albumine sérum

Pour les infections virales, la corrélation entre ces
rapports est significative. La corrélation n'est pas signifi-
cative dans le cas des infections bactériennes. Cela peut s'ex-
pliquer par la liaison CRP-polysaccharides; en effet, sous cet-
te forme, la CRP est prise en charge par des macrophages et
lymphocytes portant des récepteurs Fc (James et al.; 1981) et

pourrait étre rapidement éliminée du L.C.R. ( Figure 12).
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Figure 12: Correlation between the CSF/serum ratios for CRP and albumin in viral (upper
panel) and in bacterial (lower panel) infections of the nervous system. This correla-
tion is significant in viral or suspected viral (N = 32 paired samples from 24 patients;
r=0.66, p<0.001) but not in bacterial infections (N = 34 paired samples from 20
patients; r=0.1). A CSF/serum albumin ratio X 103 higher than 7.8 indicates a
transudation process across an impaired BBB.

(C.deMiSindic;1985).

Le dosage de la CRP permet de distinguer une méningite
pyogéne d'une méningite aseptique a partir du sérum des patients
et non a partir du L.C.R. car dans le L.C.R., les complexes

CRP sont rapidement éliminés.

Dans le sérum, une augmentation du titre enCRP indique
toujours soit une infection bactérienne, parasitaire ou virale

a effet hépatocytopathogéne soit une origine tumorale.




4, La ferritine

La ferritine est la protéine la plus importante inter-
venant dans le stokage du fer. Cette protéine, de poids molé-
culaire de 450.000 est présente dans la plupart des tissus vy
compris dans le cerveau. Ce taux de ferritine sanguin peut
augmenter dans les réactions inflammatoires, les troubles
hépatiques, les nécroses tissulaires et les diverses formes

de cancer.

En raison de la vaste distribution de la ferritine,
son dosage dans le L.C.R. peut aider au diagnostic de certains

troubles neurologiques. La concentration moyenne de ferritine

dans le L.C.R. de patients ne présentant aucun trouble neurolo-

gique est de 2.95 ug/l.

Les patients atteints de SEP, de troubles dégénératifs
du SNC, de sciatique ou bien de maladie nerveuse périphérique
ont une concentration en ferritine comprise dans l'intervalle
de référence.

Des taux légerement augmentés sont remarqués chez des patients
présentant une compression de la colonne vertébrale - une aug-
mentation modérée du taux de ferritine dans le L.C.R. (entre
8,5 et 15 ug/l) est observé chez 5/14 patients atteints de

démence pré-sénile ou sénile.

Or, ce qui concerne les infections virales du SNC
(mais non de type Herpes) la concentration de ferritine dans

le L.C.R. est soit normale, soit modérément augmentée.

Les patients atteints d'encéphalite de type Herpes ont
des concentrations tres élevées en ferritine dans leur L.C.R.
pendant la premiére semaine de maladie. Cette concentration
était parfois plus élevée que dans le sérum, ce qui pourrait

signifier qu'il existe une synthése locale de ferritine.

Les caractéristiques principales de tous les troubles

neurologiques associés a une haute concentration en ferritine

68.

sont, soit l'inflammation, 1'hémorragie ou la nécrose tissulaire.
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Ces processus pourraient expliquer la présence de ferritine
dans le L.C.R.

La mort cellulaire induite par les infections ou les obstruc-
tions vasculaires entraine 1'augmentation de ferritine dans

le tissu cérébral. Une source importante de ferritine peut
étre le contenu des macrophages, cellules impliquées dans tou-

tes les réactions inflammatoires.

En conclusion, le dosage de la ferritine dans le L.C.R.
est particulierement intéressant. Une augmentation de sa con-

centration sera observée

a) dans les troubles vasculaires du SNC qui peuvent étre as-
sociés a des hémorragies telles que saignement sous-arach-

noidien, hématome intra-parenchymateux, trombophlébites.

b) dans les infections du SNC associées a une inflammation
des vaisseaux sanguins, une concentration élevée en fer-
ritine dans le L.C.R. est une indication précieuse d'une
infection de type herpés, du fait des lésions hémorragiques

se produisant dans les encéphalites de type herpeés.

c) dans les lésions post-traumatiques du SNC.
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CHAPITRE V: EXAMENS SPECIAUX CONCERNANT LA PROTEINORACHIE

V.1. LA NEPHELOMETRIE LASER

La technique néphélométrique représente le concept
moderne permettant de déterminer la concentration de
différentes protéines dans un liquide biologique.

La néphélométrie utilisée a cet effet est une tech-
nique immunochimique qui requiert un matériel complexe;
son avantage sur les autres techniques telles que
immunodiffusion radiale est le gain de précision,de
spécificité et de rapidité.

Le dosage des protéines par immunoprécipitation
est basé sur la mesure du trouble causé par la réaction
entre 1'antigéene a titrer et 1l'anticorps correspondant
La concentration en anticorps étant constante,la teneur
en complexes antigene-anticorps ne dépend que de la
concentration de la protéine antigénique a doser.

La mesure du trouble s'effectue gréce a une diode
LED a 840 nm.

On peut opérer en méthode "End Point"(mesure de
l'intensité maximale du trouble) ou par méthode " Ciné-
tique" -celle utilisée dans notre laboratoire-qui con-
siste a mesurer la vitesse d'apparition du trouble.

Cette méthode requiert une pureté rigoureuse de

l'anticorps.

V.2. ELECTROPHORESE DES LCR

L'électrophoréese permet d'étudier les variations

protéiques qualitatives et quantitatives.
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Les électrophoréses de routine en laboratoire sont
réalisées sur acétate de cellulose et sur agarose.

Six fractions sont séparées par ces techniques.

V.2.1. L'ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULODSE

Cette technique est treés semblable a celle de
1'électrophoreése sur papier.La résolution est cependant
meilleure étant donné que le support est plus mince
et possede des pores plus fins.

La lecture au photométre est également plus aisée.

La position et la quantification des protéines sont
déterminées par densitométrie,aprés coloration de ces
protéines;la densité de coloration est proportionnelle
a la quantité de protéines.

Chaque fraction protéique est exprimée en pourcentage.
Ce type d'électrophorese permet une quantification

relative des différentes fractions.

V.2.2. L'ELECTROPHORESE SUR AGAROSE

Cette technique nécessite le coulage d'une mince
couche d'agar sur plaque de verre.Elle permet notamment
la visualisation plus discriminative de la fraction
gamma: 1'aspect peut étre mono,oligo ou polyclonal;
ce qui permet de mieux présumer des pathologies typiques.

Ce type d'électrophorese est donc qualitatif.

La technique que nous avons utilisée pour étudier
les protéines du LCR est 1'électrophorése sur gel de

polyacrylamide en milieu SDS.
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V.2.3. L'ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN
MILIEU- SDS

L'électrophoréese est une technique biochimique
permettant la migration de particules chargées dans
un champ électrique.
Dans notre cas les particules chargées sont des protéines.
Les protéines possedent habituellement une charge nette
positive ou négative suivant une constitution en acides
aminés porteurs de groupements chargés positivement

ou négativement.
GEL DE POLYACRYLAMIDE

Le gel de polyacrylamide est une matrice inerte
fortement réticulée a travers laquelle les protéines
migrent.Il résulte de la polymérisation entre 1l'acryl-
amide (CH2=CH - CO-NHZ) et le NN'-Méthyleénebisacry-
lamide((CH2=CH—CO—NH)2CH2).

La polymérisation est catalysée par le persulfate d'am-
monium ((NH4)25208) et le Temed (N-N-N'-N'-tetraméthyl-
éthylénediamine ((CHB)ZN—CHZ-CHsz(CHg)z)qui produisent
les radicaux libres.

Le gel est constitué de chaines de polyacrylamide reliées

par des résidus Bis-acrylamide.Il s'est donc constitué

un réseau tridimensionnel qui délimitte des pores.

La réticulation du gel dépend du pourcentage d'acryl-
amide et de Bis-acrylamide.
L 'augmentation du pourcentage en acrylamide réduit
la taille moyenne des pores du gel et produit une dimi-

nution de la mobilité électrophorétique des protéines.
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Figure 13:gel de polyacrylamide.
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Une augmentation du pourcentage en Bis-acrylamide
produit essentiellement une diminution de la taille
maximale des pores du gelj;la diminution de mobilité
touche surtout les molécules dont les dimensions s'ap-
prochent du diametre maximal des pores.

Plus le réseau est serré et plus le diametre des pores est
restreint .Ne peuvent passer a travers ces pores que
les protéines dont la taille est inférieure au diameétre

de ceux-ci.
GEL EN GRADIENT CONCAVE

Les pores du gel que nous utilisons ne sont pas
identiquesj;les pores présents a la base du gel sont
petits tandis que ceux qui sont situés au sommet du
gel sont larges: le gel est en gradient concave.

Ce gradient s'échelonne de 4% a 20% : les protéines
stabilisées a la base du gel sont les plus petites et ont
ont un faible P.M. car la dimension des pores y est
faible; les protéines loczlisées au sommet du gel sont

caractérisées par un P.M.élevé et une grande taille en

raison de la plus grande dimension des pores.

La réalisation d'un gel en gradient concave se
base sur des concentrations élevées en acrylamide dans
la partie inférieure du gel et sur des concentrations
faibles en acrylamide dans la partie supérieure du gel

(fig.13 ).

Nous utilisons un gel en gradient concave parce qu'
il permet de bonnes séparations et répartitions des
protéines du LCR sur toute la longueur du gel.

Sur gel linéaire,un grand nombre de protéines du
LCR se localisent dans la partie supérieure du gel.

C'est la raison pour laquelle nous pratiquons 1'élec-

concave.

trophorése des échantillons de LCR sur gel en gradient
|
\
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Figure 14 : EFFETS DU.SDS ET DU DITHIOTHREITOL
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L'EFFET DU SDS (ou sodium dodécyl sulfate)

Le SDS est un détergent de type anionique dont
la partie polaire est constituée par un groupe sulfate;
la partie non polaire de la molécule étant constituée
par une chaine hydrocarbonée linéaire de 12 carbones
(fig.14).

Le traitement de la protéine par le SDS modifie
la structure native de cette protéine: le SDS démasque
les groupements non polaires enfouis a l'intérieur de
la molécule et se lie aux régions hydrophobes de cette
protéine.Les protéines se déroulent en chaines poly-
peptidiques allongées.Les groupements non polaires dé-
masqués se combinent spontanément avec les chalines
hydrocarbonées du SDS et les groupes polaires du SDS
sont en contact avec la phase aqueuse.

Une couche anionique continue formée par les groupes
sulfatés du SDS enveloppe la molécule protéique et
lui confére une charge négative nette.L'importance de
cette charge est approximativement proportionnelle
a la surface de la sphére que forme spontanément la
molécule protéique.

Le SDS rend toutes les protéines négatives,quelque
soit leur charge de départ.
La mobilité des protéines est donc proportionnelle
au P.M. de ces protéines:plus les protéines ont un
faible P.M. , plus elles migreront dans le gel.
La mobilité est définie comme le rapport entre la
distance parcourue par la protéine et la distance par-

courue par le colorant (bleu de bromophénol a 0,05%).
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L'électrophorése en gel de polyacrylamide en pré-
sence de SDS permet une classification des protéines
présentes dans le LCR.

Cette méthode présente 1'avantage de séparer les protéines
suivant leur P.M. uniquement.

A partir de standards de P.M. connus il est possible
d'attribuer un P.M. a chaque protéine.

L'electrophorese en gel de polyacrylamide peut étre

suivie d'un transfert gréce auquel 1les protéines peuvent

étre typédes sur base de procédés immunologiques.
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CHAPITRE VI : ELABORATION DU PROFIL DE LCR NORMAL

VI. 1. IDENTIFICATION DES PROTEINES PRESENTES DANS LE LCR

Les protéines retrouvées dans le LCR ont été iden-

tifiées par

- transfert a partir de 1'électrophorese en gel de po-
lyacrylamide sur une membrane de nitrocellulose, sui-
vi de leur typage par une technique d'enzyme-immunoes-
sai (E.I.A.).,

- détermination de leur P.M par l'intermédiaire de stan-

dards de poids moléculaires connus.

- coloration

VI. 1.1. TRANSFERT ET ENZYME-IMMUNOESSAI

Nous pratiquons la technique de transfert des proté-
ines du gel de polyacrylamide sur une membrane de nitro-
cellulose afin de trouver une corrélation entre une bande

protéinique et une fonction biologique.
Cette technique comporte les avantages suivants

- utilisation d'une membrane de cellulose facilement ma-

nipulable.

- les protéines immobilisées sur ce support sont accessi-

bles aux réactifs utilisés lors de 1l'enzyme-immunoessai.

- les protéines transférées peuvent étre colorées a

l'amidoschwartz.
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Figure ‘15: enzyme-immunoessai.
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Figure 16
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(N.B. Le bleu de Coomassie est déconseillé dans ce cas-
ci car il colore de fagon uniforme et irréversi-

ble la nitrocellulose).

La force de transfert est le potentiel électrique.

La technique enzyme-immunoessai est utilisée pour sa gran-
de sensibilité et sa spécificité. Elle permet la détection

des protéines apres transfert.

Les protéines transférées du gel sur le support de nitro-

cellulose jouent le réle d'antigénes (fig. 15).

Nous procédons, tout d'abord, a la saturation des sites

de fixation restants par de 1l'albumine bovine (SAB) (1).
La membrane de nitrocellulose est incubée avec un premier
anticorps (IgG de lapin) spécifique de 1'antigéne a détec-
ter (2).

Cette membrane est ensuite soumise a plusieurs lavages

afin d'éliminer l'anticorps non fixé.

Une seconde incubation avec un anticorps de cheéevre anti-
lapin conjugué a la peroxydase est réalisée (3). Dans une
derniere étape, un substrat est ajouté a la membrane; ce
substrat permet la réaction de 1l'enzyme : des bandes bleues
- pourpres apparaissent sur le fond blanc de la membrane

de nitrocellulose.

VI. 1.2. DETERMINATION DES POIDS MOLECULAIRES DES PROTEINES

Le P.M. des protéines présentes dans les échantillons
de LCR ne peut étre évalué qu'en présence d'une référence.

Cette référence consiste en deux standards de P.M. connus
- un standard comportant des protéines de haut P.M.

- un standard comportant des protéines de faible P.M.
(fig. 16).
Connaissant le P.M. de chaque protéine standard et leur mo-

bilité relative, nous avons tracé une droite d'étalonnage
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sur papier semi-logarithmique. La distan-
ce de migration des protéines est convertie en mobilité
relative exprimant leur mobilité en fonction de la mobi-
lité de la protéine qui a migré le plus loin dans le gel
(donc de P.M. le plus faible). Ce graphe met donc en rela-
tion le P.M. des protéines en fonction de leur mobilité
relative.

Suivant les tracés électrophorétiques des échantillons de
LCR, nous pouvons mesurer la distance de migration des di-

verses protéines et calculer leur P.M.

VI. 1.3, LES COLORATIONS

La nature des protéines présentes sur les tracés
électrophorétiques peut étre déterminée apreées coloration
des gels de polyacrylamide.

En effet, apres électrophorese, le gel est transparent;
une coloration du gel s'avere nécessaire pour visualiser
les diverses bandes protéiques. Au laboratoire, nous uti-

lisons la technique de double coloration
Argent - bleu de Coomassie.

Cette technique permet la différenciation des protéines
les protéines de nature lipidique et glycoprotéique sont
colorées en jaune par la coloration a 1'argent tandis que
les protéines de nature polypeptidique sont colorées en
bleu par la coloration au bleu de Coomassie. Nous avons
constaté que la différenciation des protéines est meilleu-
re lorsque le gel est coloré tout d'abord a 1'argent et,

ensuite, au bleu de Coomassie.
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VI. 2. TRAITEMENT DES ECHANTILLONS DE LCR

Les échantillons de LCR ont été réduits avant élec-
trophorése au dithiothréitol. Le dithiothréitol clive les
ponts disulfure intercaténaires (unissant des résidus de
cystéine entre deux chaines peptidiques séparées) et in-
tracaténaires (ponts disulfure situés a 1l'intérieur d'une
méme chaine peptidique).

Les ponts disulfure intercaténaires assurent la struc-
ture quaternaire des protéines. Les ponts disulfure in-
tracaténaires ne semblent pas indispensables pour la for-
me structurale des protéines; ils ne font que consolider
une structure qui se trouve d'elle-méme par le jeu des

forces non-covalentes.

Nous remarquons que les bandes protéiniques obser-
vées sur les tracés électrophorétiques des échantillons
de LCR réduits sont en plus grand nombre et sont répar-
ties de fagon plus réguliere par rapport aux bandes pro-
téiniques observées apres l'électrophorese des échantil-

lons des mémes LCR non réduits {fig. 18 )4

Le nombre élevé des bandes protéiniques dans les

LCR réduits rend compte

du clivage de toutes les protéines qui présentent
des ponts disulfure intra ou/et intercaténaires

dans leur structure;

© de la migration des protéines de haut P.M. si celles-
ci ont été clivées. Ces mémes protéines non réduites
ne pénétrent pas dans le gel en raison de leurs gran-

des dimensions (exemple : les IgM)

© de la migration des fragments de protéines que nous

n'avons pas pu identifier.
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Une résolution meilleure dans la séparation des
protéines des LCR réduits et la présence de protéines
de haut P.M. sur les tracés électrophorétiques nous ont
amené a traiter tous les échantillons de LCR au dithio-
thréitol.

VI. 3. PROFIL DES PROTEINES DANS LE LCR NORMAL

Les transfert et typage de certaines protéines
par la technique enzyme-immunoessai, 1'évaluation du poids
moléculaire de toutes les protéines présentes sur les
tracés électrophorétiques des LCR et la structure de ces
protéines nous ont permis d'établir le profil des proté-
ines dans le LCR NORMAL.

Dépot

P

P
Cgruloplasmine
Céruloplasmine
3
SR

PS

Tgansf‘errine-IgM-C3

DO

)

Albumine-IgA-Hémopexine

x,-antitrypsine
——————Iga-Orosomucoide
P7
—Haptoglobine
Orosomucoide
Pré-albumine

——Apolipoprotéine A

K - A

1

Pré-albumine
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P1, P P P P P_ et P_ sont les bandes protéiques

gt T4t ThE g i

que nous n'avons pas pu identifier au laboratoire.

Ces bandes correspondent soit a des fragments de proté-
ines issus du traitement des échantillons de LCR au
dithiothréitol soit a des protéines entiéres. Ces pro-
téines non typées peuvent cependant étre caractérisées

par un Poids moléculaire.

P1 e-P.M. & 228000
P2 s PaMe = 179500
P3 s R EME = | 125000
P4 S.PaMs = 114258
P5 : Pl 2 100000
P6 P = 86000
P7 ¥ P = 45000

P2 ainsi que P4 et P6 sont des protéines ou des frag-

ments de protéines de nature polypeptidique

P., P

'z P. et P_, sont de nature glycoprotéique ou lipi-

- g 7

dique.

LA CERULOPLASMINE

9 Structure

La céruloplasmine existe sous deux structures
dans le LCR réduit au dithiothreitol. Celles-ci sont

caractérisées par les P.M. 164500 et 140.000.

La céruloplasmine est constituée de: 4 sous-unités
dont les chaines sont du méme type ou de deux types
différents.
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La bande de P.M. 164500 semble correspondre a une pro-
téine de nature polypeptidique alors que la bande de
P.M. 140000 correspond a une protéine de nature lipi-

dique ou glycoprotéique.

© Fonction

La céruloplasmine

permet le transport de cuivre
dans le plasma.

- assure 1'homéostasie du cuivre
dans les tissus (principalement

le foie).
- intervient dans 1l'oxydation du fer.

- diminuerait les réponses immuni-

taires de 1'organisme.

LA TRANSFERRINE

© Structure

La transferrine est une protéine de nature poly-
peptidique dont le P.M. est de 73000. Cette protéine
est constituée d'une seule chaine polypeptidique de
630 acides aminés a l'intérieur de laquelle sont loca-
lisés de nombreux ponts disulfure (intracaténaires).
Le poids moléculaire de la transferrine réduite n'est
pas inférieur a celui de la protéine native : la trans-
ferrine migre au cours de 1l'électrophorése sous forme

de chaine polypeptique simple.

% Fonction

La transferrine lie le fer plasmatique et le

transporte de 1l'intestin vers les différents organes.
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Les IgM

¢ Structure

Ce sont les immunoglobulines qui ont le
P.M. le plus élevé, 900.000 a 1.000.000 a 1'état
natif. Les IgM réduites au dithiothréitol ont un
P.M. de 73.000. Chaque molécule est formée de 5 uni-
tés élémentaires associées par des ponts disulfu-
re . La bande protéinique caractérisée par le P.M.
de 73.000 est en fait constituée des chaines lour-
des d'IgM.

chaines lourdes(/k)
Réduction

des ponts

=55~ chatnes légeres(A)

Les IgM sont des anticorps trés actifs par
la présence de 10 sites spécifiques pour 1l'antigeéne.
Lorsque les IgM rencontrent un antigéne & la sur-
face duquel 10 épitopes sont suffisamment rappro-
chés, la molécule d'IgM s'y fixe par ses 10 valen-

ces, en distordant sa structure spatiale.
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La plupart du temps cependant, la situation des
épitopes sur un antigéne ne permet qu'a certaines
valences des IgM de s'y fixer; mais les valences
libres ont la faculté de se lier a des épitopes
sur d'autres particules antigéniques, qui sont
des lors pontées par les molécules d'IgM et ont

a

tendance a s'agglutiner.

Structure

C3 est le troisiéme composant du systéme com-

plément.
Cette protéine est caractérisée a 1'état natif

par un P.M. de 180.000.

C3 contient deux chaines qui sont réunies par
des ponts disulfure et des forces non covalentes.
La chaine « a un P.M. de 110.000, la chainefa, un
P.M. de 70.000 (environ).

La chaine contenue dans cette bande protéinique de

P.M. 73.000 serait la chaine,a.
Fonction

C3 est un composant majeur du systéme complé-
ment: il est responsable de l'activation des compo-
sants finaux de ce systéeme doués de capacités lyti-
ques pour les membranes cellulaires étrangeres et

les parois bactériennes.
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Le systéme "complément" peut étre subdivisé

en trois unités fonctionnelles :

* 1'unité de reconnaissance composée de C1 aler-
te le systeme;

*¥ 1'unité d'activation, comprenant C2, 03 et C4
assure l'activation de

*¥ 1'unité lytique, composée de C5, C6, C7, C8 et
C9.

C1 déclenche 1l'activation séquentielle du systéme

lorsqu'elle est,elle-méme, activée par un complexe
antigéne-anticorps. C'est la voie classique d'acti-
vation du complément. La voie alterne rejoint 1la
voie classique au niveau du composant CB;.cette voie
est engagée sous l'influence de muco-polysaccharides

bactériens, sans la participation d'immunoglobulines.

C3 est 1e composant 1le plus abondant du systéme :

son rble biologique est considérable.Le composant
C3, une fois activé, se scinde en deux fragments :

le C3a et le C3b.

C3a joue un ro6le important dans la réaction inflam-
matoire : il est doué d'activité d'anaphylatoxine
et de chimiotactisme vis-a-vis des polymorphonuclé-

aires neutrophiles.
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C_.b se fixe sur des constituants de la membrane de

>

la cellule a lyser.

L 'ALBUMINE

o

Structure

Le P.M. obtenu par électrophorése pour 1'albu-

mine est de 66.500. Cette molécule est formée

d'une simple chaine polypeptidique d'environ

580 acides aminés a l'intérieur de laquelle sont

localisés 17 ponts disulfure intracaténaires.

9 ‘Fonction

Les IgA

L'albumine

assure l'équilibre en fluide entre les compar-

timents intra et extra-cellulaires par son P.M.

transporte de nombreux métabolites toxiques
tels que Argent, Bilirubine, acides gras, médi-

caments et de nombreux produits de déchets.
est source endogéene d'acides aminés.

joue le rdle d'antigene
Le nombre de sites antigéniques sur une molécu-

le d'albumine humaine peut étre évalué a 7.

@ Structure

Les IgA sont des immunoglobulines de P.M. 180.000

a 1'état non réduit. Elles sont constituées de deux

chaines lourdes de type o« et de deux chaines légeéres.
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Le P.M. de la bande protéinique oUu sont détectés

les IgA correspond au P.M. des chaines lourdes disso-
ciées des chaines légéeres au cours de la réduction
des LCR au dithiothréitol : P.M. = 66.500

Fonction

Les IgA protege les muqueuses contre les virus,

bactéries et leurs produits.

'"HEMOPEXINE

¢]

o

Structure

Le P.M. de cette protéine est de 66.500,sembla-
ble au P.M. de la protéine native. C'est une glyco-
protéine constituée par une seule chaine polypeptidi-
que. La migration électrophorétique de 1'hémopexine
réduite présente donc le méme pattern que celui de

1'hémopexine non réduite.

Fonction

L'hémopexine se combine sélectivement et réversi-

blement avec 1'heéme.

L'ew , - ANTITRYPSINE

s}

1

Structure

Cette protéine est formée d'une chaine polypep-

tidique simple, caractérisée par un P.M. de 53250
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1
l'°"I-—antitrypsine est constituée de 415 acides aminés.
°© Fonction

L'q1—antitrypsine agit sur les protéases en for-
mant des complexes qui couvriront les sites actifs
de ces enzymes protéolytiques (trypsine, chymotrypsine.
Cette protéine aurait donc un réle protecteur et inhi-
berait 1l'activité des enzymes relargués par la dégra-

nulation des cellules (surtout polynucléaires).

L'q1—AT est augmentée lors des infections et dans

diverses conditions inflammatoires.
LES IgG

% Structure

Ces protéines, de P.M. 150.000, ont la structure
suivante : deux chaines lourdes de type U sont assem-
blées avec deux chaines légeres par des ponts disul-
fure .

Ces ponts disulfure sont localisés entre les résidus
de cystéine appartenant a des chaines différentes
(ponts intercaténaires).

Un pont -S5-S relie la portion terminale carboxylique
de chaque chaine légére a une portion subcentrale
d'une chaine lourde. Les deux chaines lourdes sont
reliées par un (ou plusieurs) pont -5-S en leur partie

médiane. Le P.M. des IgG réduites est de 49.000 .
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v
S T

/<°*“““‘E LeGERE (kovd) Chaines lourdes (X)
L Réduction des

ponts -5-5-

chaines légeres (x-3)

AV, \ - -
CWATNES LOURDES (b’) T

° Fonction

| Les IgG sont des anticorps assurant la protection

‘ des fluides tissulaires et de la circulation sanguine.

L'ACIDE &, - GLYCOPROTEIQUE ou OROSOMUCOIDE

1

\ © Structure

Cette protéine se retrouve & deux endroits dif-
férents sur le profil électrophorétique.
Les P.M. calculés pour 1l'orosomucoide réduit au di-
thiotréitol sont de 49000 et 38400.Le P.M. de la protéine
native est de 41000 ( cette valeur varie de 40000 a
44000 )
L'orosomucoide est formée d'une seule chaine polypep-

tidique de 181 acides aminés.
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Les acides aminés 5-147 et 72-164 sont 1liés par deux

ponts disulfure.

Le polymorphisme électrophorétique résulte pro-

bablement
. de la substitution d'acides aminés

. de la variabilité structurelle des chaines
oligosaccharidiques. En effet,sur la séquen-
ce polypeptidique viennent se greffer. 5.
carbohydrates en méme temps que leurs 11
résidus sialiques.

. des diverses liaisons possibles entre 1l'acide
sialique terminal et les atomes de carbone

du galactose.
° Fonction

L'orosomucoide joue peut étre un r6le dans la
protection de 1l'organisme contre les virus et les bac-

téries.C'est une protéine de 1'inflammation.

L '"HAPTOGLOBINE

© Structure

L'haptoglobine est une glycoprotéine de P.M.41250.
Le P.M. de la protéine native est de 100000.
Le traitement au dithiothréitol modifie donc la con-
figuration de 1'haptoglobine.
Elle est présentée sous 1'aspect de deux paires de

chaines non identiques (xetf3).
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Les chaines sont réunies par les ponts disulfure pour

former une molécule dont la formule est o<2/32.
° Fonction

L'haptoglobine a la capacité de se fixer a 1'hémo-
globine libre plasmatique qui est toxiqué; elle trans-
porte cette hémoglobine vers le systéme réticulo-
histiocytaire ol celle-ci sera catabolisée; le fer

libéré pourra alors étre réutilisé.

LA PRE-ALBUMINE

0 Structure

La pré-albumine est une protéine de P.M. de 54500
a 1'état natif;elle est composée de 4 sous-unités.
La pré-albumine réduite est caractérisée par des P.M.

de 33500 et 17500 suivant les tracés électrophorétiques.

9 Fonction

La pré-albumine posséde une fonction de transport de

la thyrosine.

L'"APOLIPOPROTEINE A1 (ou lipoprotéine de haute densité
Hibnl <)

0 Structure

Elle est caractérisée par un P.M. de 29750.
Ce P.M. est proche de celui qui caractérise la lipo-

protéine a 1'état natif.

® Fonction

Les lipoprotéines sont des complexes formés de
l'association de lipides et de protéines .
Elles servent a transporter,tout au moins dans le sang,

les lipides insolubles dans 1'eau.
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Les H.D.L. ont une dimension de 7,5-10,0 nm (ce sont

les lipoprotéines les plus petites).

LES CHAINES LEGERES K ET )

¢ Structure

Les chaines légeres se retrouvent dans toutes les
immunoglobulines sous la forme de deux types principaux
de séquences polypeptidiques:les chaines Kk (kappa)
et les chaines A (lambda).

Leur P.M. est de 27500.

Une immunoglobuline quelconque renferme soit 1'un,
soit 1'autre de ces types de chaines.

Les chaines légeéres k contiennent de 213 a 221
acides aminés.Il y a deux ponts disulfure intercaté-
naires qui unissent entre eux les acides aminés en

positions 23-88 et 134-194.
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Les chaines légeres A contiennent le méme nombre d'acides
aminés que les chaines kK .Les positions des ponts di-
sulfure sont pratiquement identiques a celles des

chaines k .

On retrouve a l'extrémité carboxylique des chaines
légéres une cystéine.C'est par 1'intermédiaire de cet
acide aminé que se fait 1'assemblage des chaines légéres
avec les chaines lourdes correspondantes par consti-
tution d'un pont disulfure.C'est ce pont disulfure

qui est responsable,lorsqu'il est réduit au cours du
traitement des LCR au dithiothréitol,de la dissociation
des immunoglobulines en chaines lourdes et en chafines

légeres.




CHAPITRE VII

PROFILS PROTEIQUES DU LCR DANS DIVERSES AFFECTIONS NEUROLOGIQUES




% 5 N
":D/;j’—/ h%% KQ ;
:3»;’%3 /4 A K__;_ g
S 4 AL > S > &
_L-w " /\—f )
SJ,QR‘QS_.\\& /_/r— EF ’\4 Oligodendrocytes

~ &
-

553<£;:~

Astrocytes

Schéma de la constitution de la substance blanche .

p s

’_J f—"@k‘ /,-MWHT’
:::,—-/3; S 2
= A A S AN S W e
:g((%f\-ﬂﬁv AR

XL NN AN e
‘iF%}ﬁ<;===4&;§ig=<F§J4£4?*:L""—_"“\
2\/\—-3\-*‘ /W/c?.;:a

Figure 19:Schéma de la constitution d'une "plaque" (il ne persiste
plus que des axones ayant perdu leur myéline et des
astrocytes trés nombreux).

(Comité national de la sclérose en plaques;Paris;1976).
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VII. 1. LA SCLEROSE EN PLAQUES

VII. 1.1. INTRODUCTION

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie caracté-
risée par sa chronicité et sa prédilection pour des sujets
jeunes, agés de 20 a 30 ans, chez lesquels elle peut engendrer
des infirmités plus ou moins séveres. Sa prévalence dans une
population générale est approximativement de 3,35 pour
100.000. La sclérose en plaques est certainement le résultat
de la combinaison d'une prédisposition héréditaire et de fac-
teurs 1liés a l'environnement. Un des facteurs le plus proba-
ble est la stimulation virale qui reste hautement suspecte.

En effet, les immunoglobulines produites dans le LCR chez les
patients atteints de SEP sont dirigés contre des agents viraux
tels que rubéole, oreillons, varicelle, rougeole. Une étude
récente montre que 50 a 70% des patients avec SEP possédent
des anticorps dirigés contre la rougeole dans leur LCR.

Ces anticorps sont des IgG secrétés a la suite de la différen-
ciation des lymphocytes B et T.

Aucune étiologie ne peut actuellement é&tre retenue; la médeci-

ne ne dispose donc pas de véritable traitement curatif.

La SEP est le résultat d'une atteinte de la myéline,
une substance crémeuse blanche qui couvre les fibres nerveu-
ses en les isolant pour permettre le passage de faibles im-

pulsions électriques (Fig.19).

L'attaque par le processus auto-immun des oligodendro-
cytes entraine la détérioration de la myéline et la séparation
de la fibre nerveuse. Il en résulte des lésions contenant des
macrophages, des lymphocytes, des cellules présentes dans le
plasma, de petites quantités de protéines basiques de myéline,

donc, une augmentation des enzymes protéolytiques.Vis-a-vis




de la disparition des oligodendrocytes, lorsque ces lésions
se cicatrisent, la myéline est remplacée par du tissu cica-
triciel : les astrocytes proliférent abondamment. Leurs pro-
longements se multiplient et forment une trame fibrillaire
tres serrée; il s'ensuit l'induration du parenchyme ner-
veux. Ce phénoméne a été décrit par les premiers observateurs
sous le nom de "sclérose". La sclérose est donc un processus
secondaire dans cette pathologie dont la caractéristique es-
sentielle est la démyélinisation de la substance blanche.

Les zones démyélinisées et sclérosées sont bien délimitées

en plaques d'olt le nom de la maladie. Par conséquent, les
impulsions nerveuses sont court-circuitées ou entierement
bloquées. Tout cela conduit aux sympt&mes caractéristiques

de la SEP : perte de coordination, strabisme, faiblesse, per-

te de 1'équilibre; ...

Structure de la myéline

La myéline est une sphingomyéline, lipide complexe
appartenant au groupe des phosphosphingolipides.
Dans sa structure, la sphingénine est unie a l'acide gras
par une liaison amide, alors que sa fonction alcool primaire
est estérifiée par une molécule d'acide phosphorique, elle-
méme unie a8 une molécule de choline.
La myéline occupe une place fondamentale dans la structure
du tissu nerveux et de ses enveloppes. Ainsi, dans le SNC,
seule la myéline entoure les fibres nerveuses.
Divers lipides composent la myéline. Les pourcentages de ces
lipides sont repris dans ce tableau :

% par poids

Glycolipides 28
Cholestérol 22
Phosphatidyl-ethanolamine 15
Phosphatidyl-choline 10
Phosphatidylsérine 9
Sphingomyéline 8

Autres 8
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La myéline est constituée de couches lipidiques bi-
moléculaires alternant avec des couches protéiniques paral-
leéles a 1'axone (fig. 20 ). Cette disposition s'expli-
que par le caractere bipolaire des lipides complexes.

I1 existe, en effet, au niveau de la molécule un pb6le hydro-
phile et un pb6le hydrophobe. La charge électrique portée par
le pble hydrophile dépend du pH du milieu; au pH physiologi-
que, la dissociation des fonctions est peu différente pour
l'une ou l'autre : la charge électrique résultant des phos-
pholipides est nulle. Il n'y aura donc pas de répulsion avec
d'autres groupements polaires et les liaisons avec le milieu
aqueux ambiant s'en trouveront facilitées. C'est de cette
fagon qu'est expliquée la stabilité des membranes du tissu

nerveux.

L'atteinte de gaines myéliniques entraine une dispari-
tion de la transmission des influx nerveux tout au moins au
stade aigu de la démyélinisation. La récupération, au moins
partielle, est permise par la conservation des axones dans
un premier -temps. Cependant,une plaque démyélinisée, scléreu-
se constitue un lieu de moindre résistance. Ceci explique la
possibilité de réaggravation temporaire en 1l'absence de toute
nouvelle démyélinisation, lorsque des conditions extérieures
ou des facteurs intrinséques viennent perturber la transmissi

de 1'influx nerveux dans des axones dénudés.

Toutefois, 1l'existence d'une démyélinisation ralentit défini-

tivement la conduction des influx nerveux.

L'évolution et la sévérité de la maladie varient tres

fortement d'un cas a 1l'autre et sont imprévisibles.

- L'augmentation des immunoglobulines n'est pas constante
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