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« Les os peuvent se briser, Les muscles s’atrophier, Les glandes peuvent tarir, Le cerveau
lui-méme peut s’endormir Sans mettre en danger la vie. Mais que les reins défaillent Et
c’est la mort des os, des glandes et du cerveau... »

W. Homer Smith - Fish to Philosopher (1953



I ntroduction

Lerein est I’'un des principaux organes du corps humainqui permet de maintenir a leur valeur
normale les constantes physiologiques de I'individu. Il intervient notamment a trois niveaux:
¢limination des déchets azotés et de nombreuses substances, controle de 1'équilibre entre les
acides et les bases et le métabolisme des électrolytes. Pour de multiples raisons, ces fonctions
peuvent étre altérées, soit primitivement au cours de nombreuses maladies du rein (infection,
cancer...€tc.) qui sont actuellement en constante augmentation du fait des conditions devie
des individus (age, mode de vie, pathologie chronique...€tc.), soit secondairement, par
retentissement de différentes affections, comme I'hypertension artérielle, le diabéte, 1’alcool et

letabac ... etc.

La gestion clinique des déficiences rénales (pronostic, diagnostic, mise en place d’une
thérapie) reste toujours un probléme significatif en clinique. Certains examens apprécient la
fonction rénale dans sa globalité. D'autres, plus spécifiques, orientent le diagnostic vers
certains types de lésions rénales(78).Des progrés considérables ont été faits ces dernicres
années dans la connaissance de la physiopathologie rénale et par conséquent dans

I’identification de biomarqueurs de la pathol ogie(40).

Jusqu’ici, les marqueurs d’atteinte rénalepeuvent étre des anomaliesmorphologiques,
histologiques ou biologiques :protéinurie clinique, albuminurie,hématurie, leucocyturie. En
effet, les parametres cliniques traditionnels sont peu sensibles et non discriminants etindiquent
plutot une déficience fonctionnelle qu’une altération tissulaire sous-jacente. Dans cecontexte,
I’identification et le développement de nouveaux biomarqueurs d’atteinte rénaleentrepris
depuis quelques années, devraient permettre une identification de manicre plusprécoce, plus
spécifique et plus sensible des insuffisances rénales aigues ou chroniques enclinique et ainsi
une meilleure appréhension de la prise en charge de ces déficiencesrénales(40).En effet, les
biomarqueurs nous permettent d’établir la présence de la maladie chez des personnes qui ne
présentent encore que de 1égers troubles. Il existe 3 types des biomarqueurs pour la maladie
rénale en fonction du liquide biologique : biomarqueurs sériques, biomarqueurs urinaires et

biomargueurs salivaires.

La composition en protéine de la salive est le centre d’intérét de nombreuses
investigations ces dernieres années. Certaines protéines du sérum sont reconnu€S comme
marqueurs potentiels de maladies et peuvent également étre retrouvées dans la salive

totale. Ces similitudes entre les protéines du sérum et les protéines salivaires ont
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encouragé les chercheurs a considérer la salive comme un fluide de diagnostic pour détecter
des signes de pathologie.

Le futur pour le diagnostic de salive repose sur des combinaisons de panels de biomarqueurs
utilisés comme outils de dépistage pour améliorer la précision du diagnostic et la spécificité.
Un biomarqueur seul peut ne pas suffire comme une source fiable pour permettre aux
enquéteurs a définir la pathogenése sous-jacente de la maladie. L'utilisation de combinaisons

de biomarqueurs peut fournir additif et des informations de diagnostic puissant.

C’est dans ce contexte de combinaisons de biomarqueurs que s’inscrit notre travail qui
consiste a explorer de maniére aléatoire les protéines salivaires et urinaires de sujets sains et
de patients atteints de maladie rénale puis de mener une caractérisation la plus exhaustive
possible des différents biomarqueurs (protéines salivaires et urinaires variantes) de cette
pathologie. Une telle démarche fait appel autant a des méthodologies biochimiques
d’extraction et de caractérisation des protéines qu’a des calculs statistiques analysant les

relations existantes entre les différents patients.

Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous nous intéresserons au rein et les pathologies
rénales, aux liquides biologiques, salive et urines et aux biomarqueurs. Le second chapitre
sera centré sur I’étude effectuée en faisant un rappel sur le matériel biologique et les
différentes méthodes utilisées. Et le dernier chapitre sera consacré aux résultats et leurs
interprétations, aux limites de I’étude ainsi qu’aux recommandations pour la recherche et la

pratique. Enfin, une conclusion, résumant 1’essentiel de cette recherche, cloture cette étude.
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Chapitre 1 : revue bibliographique

I. REINET PATHOLOGIESRENALES
1.Lesrens

1.1. Situation
Les reins sont deux organes producteurs d’urine (68). Ils sont situés derriére le péritoine
tapissant la cavité abdominale (rétro péritonéaux). Par rapport a la colonne vertébrale (25), ces
petits organes rouge foncé en forme d’haricot(67), sont partiellement protégés par la onziéme
et la douziéme paire de cotes (25)(Figure 1).La présence du foie fait que le rein droit est

l1égérement plus basse que le gauche (38).

Figure 1: projection postérieure desreins (60).

1.2. Anatomie
Chaque rein a la forme d'un grain d’haricot (Figure 2), d’aspect lisse chez 1’adulte et lobulé
chez I’enfant (16),de couleur rouge sombre, de consistance ferme (25) avec un bord latéral
convexe, et un bord médial concave, présentant a sa partic moyenne le hile du rein ; deux

faces postérieure et antérieure, et deux extrémités inférieure et supérieure (50).

Hile rénal

Figure 2. anatomie exterFl'e duren (92).
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Trois couches de tissus entourent le rein(27):

Couche interne ou capsule rénale.
La couche moyenne ou capsul e adipeuse.

La couche externe ou facia rénale.

Le poids des reins est fonction de la surface corporelle de 1’individu(74),représentant environ

4,5% de celui du corps (25). Le poids de chaque rein est de 150g pour I’homme et 130g pour

lafemme (68), et varie en fonction de I’age. Le rein gauche est plus volumineux que le rein

droit, il mesure 1 cm plus haut et pése 10g de plus que le rein droit (16).

Sur une coupe frontale d’un rein, trois parties sont distinguées(67),de 1’extérieur vers

I’intérieur (Figure 3) :

Pyramide rénale

Cortex rénal { de Malpighi)

Capsule rénal

Colonne de

Bertin aak :
2 ——A* Bassinet

Grand calice

Sinus graisseux
Petit calice

Uretére

Figure 3: anatomieinternedu ren (37,97).

La capsule, membrane fibreuse périphérique, qui tapisse la face superficielle du rein
(68),elle pénétre dans le sinus et recouvre les calices et les vaisseaux (11).Cette
capsule est facilement clivable du parenchyme rénal (68).

Le parenchyme rénaldivisé en deux zones : le cortex et la médullaire. La Zone
corticale, plus friable,de couleur rouge jaunatre (68),constitue une zone granuleuse qui
comprend le labyrinthe et les colonnes de Bertin(71).A la périphérie du rein, elle
constitue la corticale proprement dite (11). La zone médullaire decouleur rouge foncé
(11), aun aspect striéet comprend des parties triangulaires a base externe appelées
pyramides de Malpighi (11)aunombre de 8 a 18 par rein (71).Leur sommet forme au
niveau du sinus rénal des saillies arrondies ou papilles (68).

Le sinus qui est la cavité qui creuse la partie interne du rein. Il contient également un
tissu conjonctivograisseux dans lequel se trouvent les artéres et les veines rénales,

ains que leurs branches et les lymphatiques rénaux (11).
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La vascularisation rénale est assurée par les vaisseaux rénaux. Chaque rein regoit une artcre
rénale venue de 1’aorte abdominale qui se ramifie et repart par la veine rénale a la veine cave
inférieure (2).Les reins jouent un réle important dans I’épuration du sang ; pour cela, il est
doté d’un trés grand nombre d’unités fonctionnelles qui lui permettent d’assurer cette
fonction. Ces unités fonctionnelles qui s’appellent les néphrons sont au nombre de la 1,5
millions d’unités pour chaque rein (68).Ce nombre semble étre assez variable selon les
individus. 1l dépend de multiples facteurs dont I'dge gestationnel, le retard de croissance
intra-utérin, 1'état nutritionnel maternel(97).Le nombre de néphrons étant inversement corrélé

au poids de naissance (64).

1.3. Lesfonctionsdu rein
Les reins assurent les principales fonctions du systéme urinaire, les autres parties sont des

conduits et des lieux de stockage. Les principales fonctions du rein sont |es suivantes :

e La régulation de la composition ionique du sang
Les reins participent a la régulation de la concentration sanguine de plusieurs ions, dont les
plus importants sont lesions sodium (Na+), potassium (K+), calcium (Ca2+), chlorure (Cl-) et
phosphore (HPO4?) (90).

e La régulation du pH sanguin
Les reins excrétent dans 1’urine des quantités variables d’ions hydrogene (H") et retiennent les
ions bicarbonate (HCO5).Ces derniers exercent un important effet tampon sur les ions H*
présents dans le sang. Ces deux fonctions contribuent a la régulation du pH sanguin (90).

e La régulation du volume sanguin
En conservant ou en éliminant I’eau contenant dans 1’urine, les reins ajustent le volume
sanguin. Une augmentation de celui-ci provoque une élévation de la pression artérielle, alors
qu’une diminution la fait baisser (90).

e La régulation de la pression artérielle
Les reins contribuent aussi a la régulation de la pression artérielle en sécrétant la rénine, une
enzyme qui active le systéme rénine-angiotensine-aldostérone. Une augmentation de la
sécrétion de rénine a pour effet d’élever la pression artérielle (90).

e Le maintien de ’osmolarité sanguine
En réglant séparément la perte d’eau et celle des solutés dans 1’urine, les reins maintiennent

I’osmolarité du sang a un niveau relativement stable, soit prés de 300 milliosmoles par litre
(mOsm/ L) (90).
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e Fonction endocrine
De nombreuses substances a activité¢ biologique sont synthétisées dans le rein et exercent un
effet systémique endocrine ou le contrdle paracrine de fonctions de transport, d'activités
métaboliques, ou de la croissance des cellules rénales (41).Trois hormones sont
principalement produites par lerein: (1)

- la rénine par I’appareil juxtaglomérulaire ;

- I’érythropoiétine, produite par les cellules péritubulaires sous 1’effet de I’hypoxie ;

- lescellulestubulaires proximales assurent I’hydroxylation de la vitamine D inactive

(25H vitamine D) grace a la 1-apha hydroxylaseen 1-25 OH vitamine D.

Autres hormones produites par le rein : L'endothéline, Kinine et kallicréine, Prostaglandines
(PG), Nucléotides extracellulaires, Facteurs de croissance(86-18-23).

e La régulation de la glycémie
Tout comme le foie, les reins peuvent utiliser la glutamine, un acide aminé, pour la
néoglucogenese, c’est-a-dire la synthése de nouvelles molécules de glucose. Ils liberent
ensuite le glucose dans le sang de maniére a maintenir la glycémie a un taux normal (90).

e L’excrétion des déchets et des substances étrangéres
Grace a la formation d’urine, les reins participent a I’excrétion des déchets. Certains déchets
excrétés dans I'urine proviennent de réactions métaboliques. C’est le cas d’ammoniac et de
I’'urée produits par la désamination des acides aminés, de la bilirubine provenant du
catabolisme de 1’hémoglobine, de la créatinine résultant de la dégradation de la créatine
phosphate dans les myocytes et de 1’acide urique issu du catabolisme des acides nucléiques.
D’autres déchets excrétés dans 1’urine sont des substances étrangeres telles que des drogues,

des médicaments et des toxines environnementales (90).

2. Principales pathologies rénales
Des maladies diverses et multiples peuvent porter préjudice au fonctionnement des reins. Les
troubles apparaissent sous la forme d’une déficience des néphrons qui sont la cible de lésions

irréversibles(57).

2.1. Insuffisance rénale
L’insuffisance rénale est une maladie fréquente en pratique clinique. Sa prévalence est
estimée a environ 15% chez les patients hospitalisés et atteint 50% chez les patients des unités
de soins intensifs. On notera en outre que 50% des patients de plus de 65 ans présentent déja

une atteinte de la fonction rénale par le simple effet de 1’age (15), et survient chez environ 1
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personne sur 2000 (58).Globalement, une insuffisance rénale se caractérise par une
diminution de la fonction et du nombre des néphrons (92) aussi la réduction de la capacité
desreins a controler 1'équilibre du corps en eau et en sels minéraux(100).Enfin I'insuffisance
rénale, s'accompagne d'une dysrégulation cardiovasculaire, c'est-a-dire d'une mauvaise

régulation, entre autres, de la pression artérielle au sein de I'organisme(100).

2.1.1. Insuffisance rénale aigue
L’insuffisance rénale aigué (IRA) est définie en termes généraux comme une diminution
soudaine de la fonction rénale, suffisante pour conduire a une rétention des déchets azotés et
perturber 1’homéostasie hydro-électrolytique (5). Elle est moins fréquente chez 1’enfant que
chez 1’adulte (63).Plus de 80 % des IRA en réanimation sont la conséquence de lésions
tubulaires ischémiques responsables d’une nécrose tubulaire aigué (NTA) (59)prolongée et
réversible.
Le syndrome insuffisance rénale aigué (IRA) désigne un groupe d’états dont les causes, les
mécanismes et I’expression sont variés et qui ont en commun l’interruption brutale du
fonctionnement des reins. Le plus souvent oligoanurie (diurése inférieure a 400 ml/24h) et
plus rarement anurie (cessation totale du débit urinaire) avec pour Conséquence une rétention
azotée et pour témoin une ¢lévation rapide de 1’urée et de la créatininémie (31).
On distingue 3 groupes d’insuffisance rénale aigué selon le mécanisme physiopathologique :

e |’IRA fonctionnelle ou pré-rénale,

e [I’IRA parenchymateuse ou rénale,

e |’IRA obstructive ou post-rénale (20).

2.1.2. Insuffisance rénale chronique

L’IRC est définie comme une diminution progressive des fonctions rénales objectivéepar une
diminution permanente du débit de filtration glomérulaire (DFG) (45), de maniére irréversible
¢voluant depuis plus de 3 mois. Elle est en rapport avec une réduction permanente et
définitive du nombre de néphrons fonctionnels (Le DFG diminue lorsque 60 a 70% des
néphrons sont déja détruits) (92),ce qui la différencie de l'insuffisance rénale aigué (20).
L’IRC est un syndrome correspondant a une réduction des fonctions rénales. Elle est
permanente (installée depuis au moins 3 mois) et irréversible.

L’IRC se caractérise par 1’incapacité définitive des reins d’accomplir leur réle d’émonctoire

des déchets de 1’organisme (fonction excrétrice),ainsi que leur fonction endocrine.
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L’IRC est une maladie progressive, longtemps silencieuse qui peut évoluer vers un stade
terminal ou le rein ne peut plus assumer ni ses fonctions d’épuration, ni ses fonctions
endocrines (rénine, érythropoiétine...) et qui nécessite un traitement de suppléance par dialyse
ou transplantation rénale. La progression vers les stades ultimes de I’IRC est dépendante de

différents parameétres d’évolution (35).

2.2. Syndrome néphrotique
Le syndrome néphrotique (SN) correspond a ’ensemble des manifestations cliniques et
biologiques que provoque une protéinurie supérieure a 50 mg/kg/j(98), et une protéinurie
supérieure a 3.5g/24h chez I’adulte (32), d’une hypo albuminémie inférieure a 30g/1 et d’une
hypo protidémie inférieure a 60 g/1 (19).
Le syndrome néphrotique est une complication des maladies rénales. Sa fréquence varie selon
I’age, la race et les régions (42). Il occupe la deuxiéme place des pathologies rénales aprés les
infections urinaires(8).
Le caractere pur ou impur du syndrome néphrotique doit étre établi :

e Le syndrome néphrotique est qualifi¢ de pur s’il n’est accompagné, ni d’hématurie
microscopique, ni d’hypertension artérielle, ni d’insuffisance rénale organique et si la
protéinurie est sé€lective.Un syndrome néphrotique pur traduit un syndrome
hyperperméabilité capillaire glomérulaire purement fonctionnel sans anomalie visible
en microscopie optique.

e Le syndrome néphrotique est qualifi¢ d’impur s’il est associé a un ou plusieurs des
signes précédents (hématurie microscopique, HTA, IRA organique). Un syndrome
néphrotique impur traduit une lésion morphologique analysable en microscopie
optique (42), 11 peut étre primitif ou secondaire(63).

L’explication physiopathologique actuelle du syndrome néphrotique semble constituer un
ensemble cohérent. Un seul trouble serait a l'origine de tous les autres. Il s’agit de
I’augmentation de la perméabilité glomérulaire aux protéines plasmatiques. Ceci donne une
protéinurie massive qui entrainera une hypo protidémie. Cette derniére engendre a son tour

deux autres troubles : hyperlipidémie et les cedémes(52).
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M. LIQUIDESBIOLOGIQUES
1. L’urine

1.1.Définition

L’urine est un fluide biologique produit par les reins en continu, stocké dans la vessie et
¢liminé périodiquement par 1’urétre lors des mictions (24). Les propriétés physiques et la
composition chimique de 1’urine sont trés variables et changent considérablement avec la
nature et I’importance de I’apport alimentaire (53).Le volume d'urine excrété est normalement
compris entre 0,5 et 2 litres par 24 heures, mais varie en fonction de I'dge du sujet, de la
quantité de boissons qu'il a absorbée, de son alimentation, de son activité physique, du climat,
etc.(99).

1.2.Les caractéristiques de I’urine
L’urine fraichement émise est claire, et sa couleur jaune va de la couleur pale a I’intense.
Elleest 1égérement aromatique, alors que 1’urine qu’on laisse reposer dégage une odeur
d’ammoniac attribuable a la décomposition ou a la transformation des substances azotées par
les bactéries qui contaminent 1’urine a sa sortie de 1’organisme. Le pH de 1’urine est varié

entre 4 et 8 avec une densité qui varie de 1,001 a 1,035 selon sa concentration (66).

1.3.Lescomposants desurines

L’urine finale est composé de 95% d’eau. L’urée, qui est formé dans le foie issu de la
dégradation final des protéines, présente une quantité de 25 mg éliminée chaque jour, c’est la
substance en dilution la plus importante.

Par ailleurs, seront également éliminés en grande quantité dans les urines, 1’acide urique
difficilement hydrosoluble, ainsi que la créatinine qui provient du métabolisme musculaire et
des viandes alimentaires. L’urine contient aussi des sels, en particulier du sel
alimentaire(NaCl). Enfin, on trouve également des phosphates et des acides comme 1’acide

citrique ou I’acide oxalique (83).

1.4.Role de I’urine
L'urine joue un double rdle : élimination de déchets tels que l'urée, lacréatinine et aussi un
grand nombre de médicaments et detoxines, d'une part et d’autre part le maintien de la
constance du milieu intérieur de I'organisme grace a une régulation des quantités d'eau et de

sels minéraux a éliminer (99).
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2. Lasalive

2.1 Définition

Est un liquide biologique incolore, transparent, insipide, trés aqueux, sécrété par les glandes
salivaires,légérement filant d’une densité 1002 a 1006. (93, 34).La salive « totale » est le
fluide constitué des salives issues des glandes auxquelles viennent s’ajouter le fluide
créviculaire (un exsudat du plasma provenant du plexus gingival des vaisseaux sanguins) et
des constituants issus de la desquamation de 1’épithélium(79).

La quantité de salive secrétée est environ 1500 ml par jour (33), et le flux sdivaire varie
généralement entre 0,3 et 0,5 ml/min pour la salive au repos et entre 1 et 1,5 ml/min pour la

salive stimulée (75).

2.2.Quelques caractéristiques physico-chimiquesdela salive

221. LePH
Il varie entre 5,5 et 8,5 chez ’homme en fonction de 1’age et de la localisation. La salive
parotidienne est plus acide avec un pH de 5,5 au niveau de ’ostium de Sténon et le pH
submandibulaire est de 6,4 (76).En absence de stimulation, le pH de la salive est 1égérement

inférieur a 7, mais en période de sécrétion active, il augmente a prés de 8 (33).

2.2.2. La viscosité
C’est la résistance d'un fluide a 1’écoulement (55),inversement proportionnelle au taux de
cisaillement (26). Elle est fonction de la teneur en mucopolyglycanes dont la synthése varie
selon le type de glande. Les viscosités sont de: 1,5 poise pour les glandes parotides ; 3,4
poises pour les glandes submandibulaires ; 13,4 poises pour les glandes sublinguales (55).La

viscosité (de méme que la densité) varie de manicre inverse au débit.

2.2.3. Lapression osmotique
Initialement, la salive est isotonique, telle qu'elle est formée dans les acini. Durant son trajet
dans le réseau canalaire, sa concentration en soluté change et elle devient hypotonique
(48).Un milieu liquide est hypotonique par rapport a un autre lorsque Sa concentration en
substance dissoute est plus faible que celle du milieu de référence (ici le plasma sanguin).
L'osmolarité varie en fonction du débit de sécrétion : relativement faible en situation

basale (60 a 120 mosm/L), elle peut augmenter jusqu'a 300 mosm/L (76).

10
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2.3.Composition
La salive est un mélange complexe de sécrétions produites par les glandes salivaires, de
résidus alimentaires, de fluide gingival, de cellules épithéliales et de nombreux électrolytes
d'origine plasmatique. Elle est constituée a 99,5% d'eau et contient 0,5% de substances
dissoutes réparties en constituants organiques et inorganiques (62).

2.3.1. Constituantsinorganiques
Les constituants inorganiques regroupent différents minéraux présents sous forme de
sel(Tableau 1). Le cuivre, le fer et les fluorures sont a 1’état de traces. La concentration de
tous ces ions et électrolytes est toutefois sous la dépendance de nombreux facteurs comme le
type de glande, le débit salivaire, la durée et la nature de la stimulation ou la rythmicité
biologique (80).

Tableau 1. concentrationsioniques dans la salive (mmol/l sauf pour | et F) (65).

Salive entiere (fluide buccal) Salive parofide Salive sous-max
Non-stimulée stimulée Non- | stimulé | Non- | stunulé
Moven | Marge | moyen | Marge | stunulé stimulé
pH 6.0 5.7-6.2 2.3 —§ 5.5 74 6.4 74
Na' 8 6-26 32 13-80 1.3 36 3 43
K’ 21 13-40 22 13-38 24 21 14 17
Ca™ 1.35 03-28 1.7 0.2-4.7 1.05 1.6 1.6 24
Mg™ 0.3 0.1-0.6 0.4 02-06 1 0.15 0.12 0.07 0.4
Cl 24 8-40 25 10-56 22 28 12 25
HCOy 29 0.1-8 20 4-40 | 3 4 18
HPO4~ 55 2-22 10 2-25 9 4 0 5
[ (umoliT) 14 2-30) 0.5-23 10.2-1.2 | 0.5
F qumol) 1.5 0.2-2.8 3 0.8-6.3 1.5 1.0
2.3.2. Constituantsorganiques

Des constituants tels que des facteurs de croissance, principalement le nerve growth factor
(NGF) et I’epithelialgrowth factor (EGF). L’urée, I’acide urique en plus de 3 000 acides
ribonucléiques (ARN) messagers ont été identifiés(6). Concernant les hormones, elles se
trouvent en trés petite quantité : les androgeénes, I’insuline et les hormones thyroidiennes ; le
cortisol. On trouve aussi les lipides en quantité plus importante que dans le plasma, 20 a 30
mg ainsi que les glucides(17)(Tableau 2).

L'essentiel des composants organiques de la salive est représenté par plus de 1300 protéines

qui ont ¢été identifiées a ce jour par diverses approches protéomiques dont la nature et le role

11
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précis de nombre dentre elles sont encore inconnus. Il y aenviron 2,5 grammes de
protéines dans 1 litre de salive émise a faible débit(26),et elles sont classées en fonction de
leur origine, en:
e Protéines extrinseques aux glandes salivaires

Grace a I’exsudation plasmatique par le fluide sulculaire, ces protéines se retrouvent dans
lacavité buccal(17), elles sont représentées par des albumines d’origine sérique (5 % a 10 %
des protéines totales), des IgA, IgG, IgM, des a et B globulines, des calprotectines ou d’autres
protéines du systéme immunitaire (systéme du complément,
secretoryleukoproteaseinhibitor(SLPI), etc. Leur concentration (20 % des protéines
totales)décroit lorsque le débit salivaire augmente(49)(Tableau 2).

e Protéines intrinseques aux glandes salivaires
Ce sont les protéines synthétisées par les glandes salivaires et déversées dans la salive. Le
protéome salivaire comprend plus de 700 protéines qui sont classées en plusieurs familles et
leur dénomination ne répond pas a des critéres bien définis mais repose selon leur
caractéristéques fonctionnelles (ex : enzymes), leur composition en acides aminés (proline,
cystatine) ou autre (Tableau 2)(93, 55, 21).

Tableau 2: composition organique de la salive (Concentrations en mg/l sauf ou indiquées) (70)

Salive totale Salive parotidienne Salive sous-
maxillaire
Movenne Marge Movenne Marge Moyenne Marge

Protéines 1750 2300 1100

-Albumine 25 2 11

-y-globulines 30 R0 60

-Mucoprotéines 450 200 200

-Amylase 420 1000 300

-Lysozyme 140 200

-Staloperoxidase 5.6

-Lactoferrine 1=2 1-2

-PRP 2000

-Histatines 100

-Fibronectine 2-6 2-6 2-6
Hydrates de 270-400 450 300
carbone
Glucose(mmol™) 0.02-0.17 0.03 0.03
Lipides 20 20 20
Cortisol{mmol/) 2-20
Acides aminés 40 10 20
Urée(mmold) 2.0-4.2 2.0-4.2 0.7-1.7
Ammonium (mmolT) 0.6-7.0 0.6-7.0 0.2-7.0

12
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2.4 Roles de la salive
La sdive, de par sa composition, assume plusieurs roles au sein de la cavité orale. Elle
lubrifie et protége les muqueuses orales, pharyngéale et cesophagienne, et également
responsable de la protection de 1’émail dentaire et de la régulation du pH. Elle exerce une
activité antimicrobienne et intervient dans les premieres phases de la digestion. Enfin, la
salive joue un role dans la perception gustative, en intervenant, entre autres, dans la

maturation des bourgeons gustatifs ou le transport de molécules rapides (Figure 4) (4)

[FLNNTW W N TP

Phosphate

Mucins
Ca’
Gustin (carbonic anhydrase) Phosphate
Zn#
Water

PRPs

Statherin
- Ca®
Amylase Remineralization Phosphate
Protease Digesti Functions
Lipase ‘gestion of sallva L
ubrication
gm‘gz Mucins
Micro-organisms PRG
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Lysozyme
Cystating  Lactoferrin
Hislatins ~ Calprotectin

Cystating
Mucins

VEGH Lactoperoxidase |
SLPI Immunoglobuling LS"ETE]-'“DQWDUHHS
Chromagranin A Histatins ~ Chromogranin A

Immunoglobulins

Figured : roles dela salive (4).

1. LESBIOMARQUEURS

1. Définition
En 1998, les groupes d’étude des Instituts Nationaux de Santé ont défini un biomarqueur
comme « une caractéristique qui est objectivement mesurable et évaluable en tant
qu’indicateur de processus biologiques normaux, de processus pathogéniques ou des réponses
pharmacologiques suite a une intervention thérapeutique »(72). Au niveau médical, un
biomarqueur peut étre utilisé dans le cadre d’un dépistage/diagnostic d'une pathologie comme,

d’une réponse a un traitement médical, d’une rechute apres un traitement et/ou d’une toxicité
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de molécule. Le biomarqueur est alors, le plus souvent, une protéine dont la concentration

peutétre mesurée dans le sang ou une molécule détectable dans 1'urine ou la salive.

2. Lesbiomarqueursd’atteinte rénale
L’avancement des connaissances scientifiques dans la néphrologie a permis durant ces
derniéres années de mettre en évidence de nouvelles molécules susceptibles d’étre utilisées
comme marqueurs de I’intégrité tissulaire et de la fonction rénale. Il existe un vaste choix de
biomarqueurs qui peuvent étre classés selon le type d’atteinte qu’ils identifient, fonctionnelle
(marqueurs de fonction) ou organique (marqueurs d’intégrité tissulaire). Ces derniers peuvent
encore €tre subdivisés selon la structure touchée : marqueurs glomérulaires et marqueurs

tubulaires(73,87)

2.1. Lesbiomarqueursurinaires
L’¢électrophorése en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) sépare les protéines urinaires en
fonction de leur poids moléculaire, et permet donc un typage de la protéinurie (glomérulaire,
tubulaire, mixte ou de surcharge). En comparaison avec la migration d’un marqueur de poids
moléculaire, ce gel permet de repérer les protéines d’origine tubulaire, inférieures a 67 kDa (a
2-microglobuline, lysozyme, RBP, a I-microglobuline, monomeres ou diméres de chaines
l1égeres), I’albumine et les protéines d’origine glomérulaire supérieures a 67 kDa (transferrine,

IgA, haptoglobine, IgM). Le seuil de détection est de 15 mg par bande(56, 89)(Tableau 3).

Tableau 3: principaux mar queur s des protéinuries pathologiques (56)

Protéines MM (kDa) Valeurs usuelles (mg/) Protéinuries pathologiques
B 2-microglobuline 12 (0,5 Tubulaires (surcharges)
Lysozyme 14 (0,5 Tubulaires (surcharges)
REP N (0,5 Tubulaires
Chaines legeres 25 (10 Tubulaires, surcharges*
o 1-microglobuline 33 (15 Tubulaires
Albumine 70 (20 Gloménlaires
Transferrine 80 (2 Gloménlaires
196 150 (10 Glomérulaires (surcharges®)
0. 2-macroglobuline 700 Absente Postrénales 7
Tamm-Horsfall 7000 (40 !
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Hormis le déficit de réabsorption, une atteinte cellulaire au niveau du TCP peut se manifester
par un relarguage dans les urines de certaines protéines cellulaires. Un des axes de recherche
actuelle pour I’identification de nouveaux biomarqueurs s’oriente vers ces protéines et plus
particuliérement vers celles qui possédent une activité enzymatique.Leur présence urinaire
(enzymurie) résulte de la libération a partir des cellules tubulaires endommagées ou
secondairement a une induction enzymatique pendant le processus de réparation ou de
régénération. L’intérét de ces marqueurs réside dans le fait qu’ils permettent la mise en
¢vidence de dommages encore légers et réversibles. L’enzymurie permet de détecter les
dommages tubulaires entre 12 heures et quatre jours plutot que les marqueurs classiques, mais
certaines pathologies glomérulaires chroniques peuvent aussi affecter ces marqueurs (30, 84).

Des ¢études ont permis d’établir la distribution des marqueurs enzymatiques le long du tubule
ainsi que dans les différents compartiments cellulaires (membrane a bordure en brosse,
lysosomes, cytoplasme). Ainsi, une corrélation a pu é&tre établie entre la sévérité des
dommages subis et I’origine des enzymes détectées dans 1’urine en identifiant le premier site
1ésé (22, 95). Toutefois il est important de noter que 1’évaluation de ces marqueurs présente
certains désavantages tels que leur instabilité dans 1’urine (qui parfois n’excéde pas quatre

heures) ainsi que leur inhibition par la présence d’autres substances, dont 1’urée (30).

2.2.Lesbiomarqueurssalivaires

La salive humaine est un ultra filtrat de plasma et contient des protéines synthétisées in situ
soit dans les glandes salivaires ou dérivés du sang et contient des marqueurs biologiques
dérivés de sérum, de fluide issu de la crevasse gingivale, et transsudat muqueux. A ce jour, les
chercheurs ont identifié 2340 protéines dans le protéome salivaire, dont 20-30% sont
¢galement trouvés dans le sang (9)(Tableau 4).

Cette composition protéique donne a penser que des biomolécules de détection de la
sensibilité clinique et la spécificité dans la salive devrait étre possible et plus facile que dans
le sang (96).La salive est un bon moyen parce que sa collection est non invasive et le
processus de don est relativement sans stress, de sorte que plusieurs collections peuvent étre
effectuées sans imposer trop de géne sur le donateur(51).Pour identifié¢ les protéines présentes
dans la salive parotide glandulaire, Hardt et a. (44) utilisaitl’électrophorése bidimensionnelle
pour séparer les protéines avant l'analyse en spectrométrie de masse. Ces méthodes ont été
utilisées pour identifier des peptides dans les gammes de 1-6 KDa (histatines, cystatines,et

PRP) ainsi que des protéines avec une masse moléculaire moyenne ou bien élevée (85).
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Tableau 4 : liste des protéines majoritaires trouvées dans la salive humaine.(77)

Protein Malecular
percentage Structure andior protein-family weight, Da Gland origin Protein function Reference
PRs, 3% 15000-12000  Major components of parotid - Mineral hameostask; neutraltzation of tac Bermnick: {56}
and submandibulsr substances In the digt; peotection of the
sallvary secretions underfying tiszue against prateolytc attadk by
MiCOogantss
c-Amylse,  Glyoprotein In parotid saltva 4h0-120  Ereaks down starch Into sugars; performs an Edgr (1)
% mg/100 mL) and In antiactalal function In the mouth; invabied In
submandibular saliva tissue hibricatian
{25 mg/100 ml)

Mudrs, 20%  MUCSE: an albqomeric mucn (with Inter-indvidul 300 000400000 Produced In the pearotid Pratection of the underlying tisue against Walz et al.
varlgtions In the degre of (Hinked glands proteolytic attack by migoorgankms; 59
ghyeocylation] which |5 knowm ta farm 3 g2l Rk Izt bn against
network strucure MUCT faund mainly In the hydration; mainterance of vicoelasity of
soluble phase of salva with Kt or no salhva In secretions
Indvidual variatians

(ystatins, %  Belongs to 2 heterogenecus family of protelns 10000 and 15000 Produced in the parctld,  Antibactertal and anihiral funcBion; requlates protein  Walz & al.
with 2 conserved consensls of amino aclds In submandbular, and metaalisme 3ids In protecting tissue fm 9
thelr acthve dte sublingual glands prateclytic attack by miouorgantms; aids

mineralzation
Human senm  Globutar peoteln, monomeri: Produced in the parofld,  Transpoeter profely, neqafive acutephase protein;  Lby et al.
albumin (%) submandbuler, and H buffer a3
sublingual glands
Soluble oA, 3%  Glokuln, antbody Presentt I parotd and Imumify Karsnad and
submandibular saliva Branctzaeg
17,
G, 1% (rlpbulin, ant Presentt In and Serndary Immwne binds 3 ot of Karsnad and

: ) submandlbular saliva pathogens and m body agaimst them Brandtzaeg

0!
Statheris, 1% Phosphoprotelns Presentt In parotid salve Iniiloits ydhoeyapatite aystal growd; protection of Yo et al
uncerfying tssue against prateolytc attack by k1)
micoorgantsms; cytopratectian; lubrication;
maintenance of vsmebsticty of alva In
sarretions

Histatns, NA® A famil of related meutal and basic histdine-ich Mresentined typesof  Anticandida and entimicrobial function; fomeation of - Hardt et 3l

peptides gnds the acquired pelice; participation In the 24} Yo
mineralization dynamics of oral Buids and et al. (1)
hibition of the rekezse of histamine from mast
cells, suggesting 4 rale In requistion of oral
inflammation

*5crano e al. (78], Lambin and Cppenheim (77, and Levine (57).
YA, peroentage nut avaletle.
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Walt et a (94) et Arregger et a (7)ont signalé une série de marqueurs salivaires qui ont été
associés a la maladie rénale en phase terminale. La liste des marqueurs inclus le Cortisol, le
nitrite, 'acide urique, le sodium, le chlorure, le pH, I'amylase et la lactoferrine. Dans une
¢tude ultérieure par ces enquéteurs, les bandelettes de test colorimétriques ont été utilisées
pour surveiller le nitrate salivaire et |'acide urique avant et aprés hémodialyse (14).

Il'y a peu de rapports qui emploient la salive pour dépister une maladie rénale. Cependant,
certainsy existent. Par exemple, les concentrations de créatinine salivaires montrent une haute
sensibilité et spécificité pour déterminer la présence de maladie rénale (61).

Le rein produit ’urine principalement par diffusion passive, qui est le principal mécanisme a
l'ceuvre dans la formation de la salive (3). Par conséquent, les molécules quittant le sang dans
les reins devraient étre similairesa celles quiquittent le sang vers la glande salivaire. Grace a
des paralleles entre le sang et la salive, un test de clairance de la créatinine effectué sur la
salive devrait fournir cette méme information, mais plus rapidement et avec moins d'inconfort

pour le patient.

3. L’intérét desbiomarqueurs
Le développement de ces nouveaux biomarqueurs d’atteinte rénale doit faciliter sa détection
précoce pour améliorer la prise en charge, son diagnostic précis pour le différencier d’autres
Iésions, la détermination de son étiologie et du site 1ésé pour sélectionner la
thérapieappropriée, la prédiction de sa gravité pour aider a la classification des patients a
I’hopital, a envisager le pronostic et les effets secondaires et ainsi évaluer le traitement et le
suivi de la thérapie mise en place.A ce jour, un nombre limit¢ d’études a néanmoins pu
comparer l’utilisation de ces biomarqueurs en clinique afin de prédire 1’issue clinique au

moment du diagnostic de ’atteinte rénale(10).
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Chapitre 2 : matériel et méthodes

1. Matériels

1.1. Recrutement des patients
Dix-huit patients provenant du service de néphrologie de la clinique rénale Daksi Constantine,
atteints de différentes maladies rénales: SN, IRC, IRA, NTA, néphropathie lupique
déterminées par les symptomes cliniques et les tests de dépistage ont été étudiés.Parmi les 18
malades, 12 femmes et 6 hommes ont ¢été recensés.Les patients sont de tranches d’age
différentes (entre 20 et 81 ans). Les patients ne présentant pas une bonne hygiéne buccale ont
¢été exclus de I’étude.Cette population a été comparée a deux sujets sains de sexe féminin

agées de 22 et 23 ans, sans pathologie connue et possédant une bonne hygiéne buccale.

1.2. Recueil dela salive
Pour le recueil de la salive nous avons adopté la méthode décrite parHIRTZ et a (47), La
salive totale est prélevée le matin, 2 heures apres le petit déjeuner (environ 10 heures du
matin) aprés que le patient se soit brossé les dents avec une brosse a dent dépourvu de
dentifrice. Afin de favoriser lasalivation, le patient doit boire un verre d’eau 15 minutes avant
le prélévement, et macher un petit bout de parafilm (environ 3 cm?), pendant quelques
minutes. Trois ml de salive totale sont ainsi prélevés dans des tubes stériles. Les échantillons
salivaires sont ensuite centrifugés a 10000 t/min pendant 15 minutes afin de supprimer les
mucines et les débris cellulaires et alimentaires encore présents dans la salive. Une fois

prélevé, le surnageant est immédiatement congelé (-20°C).

1.3.Recuell desurines
Les urines sont prélevées au réveil ou a défaut, 3 heures minimum apres la derniére miction
(afin que les urines aient séjourné suffisamment de temps dans la vessie) dans des

tubesstériles. Une fois prélevé, les échantillonssont immédiatement congelés (-20°C).

2. Meéthodes

2.1. Extraction des protéines salivaires et urinaires
L’extraction des protéines a été réalisée a partir de la salive et des urines des patients malades

et des sujets sains.

2.1.1.Dans des conditions dénaturantes et réductrices
100 ul de salive et 100ul de 'urine des patients malades et des sujets sains sont mélangés

respectivement avec 100 ul et 50ul de solution d’extraction contenant 35% (v/v) de glycérol,
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22% (v/v) de TrissHCL 1M pH 6,8, 43% (v/v) d’eau distillée, 7% (p/v) de SDS et quelques
grains de bleu de bromophénol. 2,5% (v/v) de b-mercaptoethanol sont rajoutés au mélange
pour réduire les protéines salivaires. Apres agitation pendant 1 heure atempérature ambiante,
les mélanges sont incubés a 65°C pendant 30 minutes puis centrifugés a 10 000 t/min pendant
1 minute. Les surnageants contenant les protéines salivaires et urinaires dissociées et réduites

sont récupéres.

2.1.2. Dans des conditions dénaturantes et non réductrices
100 pl de salive et 100ul de I'urine des patients malades et des sujets sains sont mélangés
respectivement avec 100 pl et 50ul de solution d’extraction précédemment décrite sans ajout
du réducteur, le b-mercaptoethanol. Apres agitation pendant 1 heure a température ambiante,
les mélanges sont centrifugés a 10 000 t/min pendant 1 minute. Les surnageants contenant les

protéines salivaires €t urinaires dissociées mais non réduites sont récupérés.

2.2. Electrophorése monodimensionnelle en gel de polyacrylamide
Aux différentes étapes d’extraction, la composition protéique des différentes conditions est
caractérisée par migration électrophorétique en gel de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur
en conditions dénaturantes (présence de SDS), avec un systeme vertical. L’électrophorese est
réalisée suivant la méthode de LAEMMLI (54)modifiée par SINGH (88) Le gel de séparation
contient 12,56% de polyacrylamide et le gel d’alignement 2,88%. Les marqueurs de masse
moléculaire utilisés couvrent une gamme variant de 10 KDa a 250 KDa. Les échantillons sont
déposés a raison de 50 pl par puits pour la salive et 40ul par puits pour les urines. La
migration est effectuée a 40 mA par gel dans un tampon Tris 25 mM pH 8,3 contenant 1,4 %
(p/v) de glycine et 0,1% (p/v) de SDS. Une fois la migration €lectrophorétique achevée, le gel
est révélé au moyen d’une coloration au Bleu de Coomassie a 12% (p/v) de TCA et 5 % (v/v)
de solution mere de Bleu de Coomassie R250 a 1 % dans 1’éthanol pendant tout la nuit. Les
gels sont colorés toute la nuit avec la solution de coloration. Ils enfin décolorés dans de I’eau

de robinet.

2.3. Lecture des électrophorégrammes
La lecture des diagrammes consiste a relever la mobilité de chacune des bandes présentes en
mesurant la distance parcourue par chaque bande dans le gel de séparation et de déterminer le

poids moléculaire de la bande a 1’aide du marquer de taille utilisé.
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2.4. Analyse statistiques
Le traitement des données d’électrophorése a fait appel a des méthodes statistiques, les
fréquences et les indices de similarités ont été effectués a 1’aide d’Excel 2010.

L’¢établissement des dendrogrammes est réalisé a I’aide du logiciel statistica version 6.0.
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Chapitre 3 : résultats et discussion

I. Fractionnement des protéines salivaires et recherche de biomarqueurs
L'¢lectrophorése est une technique qui consiste a séparer les différentes classes de protéines.
Elle permet d'observer une diminution ou une augmentation relative ou absolue de chacune de
ces classes. Comme le dosage des protéines totales, elle est utilisée pour évaluer I'état général
ou pour étudier différents états pathologiques. Les variations des différentes fractions de

protéines permettent de mettre en évidence divers syndromes (78).

1. Analyse des profils électrophorétiques
Pour le fractionnement des protéines salivaires, la technique d’électrophorése utilisée est
celle décrite par (54) et modifiée par (88). C’est une technique qui permet d’obtenir
I’ensemble des protéines. La lecture des diagrammes nous permet de révéler la mobilité de
chacune de ces bandes protéiques reparties dans les deux zones de protéines de haut et de
faible poids moléculaire (HPM et FPM), en mesurant la distance parcourue par chaque

protéine dans le gel de séparation.

1.1. Analyse des protéines salivaires dénaturées et réduites fractionnées par SDS-
PAGE

Les diagrammes ¢électrophorétiques des échantillons analysés renferment de 5 a 18 bandes
protéiques décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines salivaires avec des
mobilités variant entre 28 et 138 mm (Figure 5).
Nous avons dénombré 24 bandes protéiques de mobilités différentes : 10 bandes protéiques
dans la zone 1 des protéines salivaires HPM et 14 bandes dans la zone 2 des protéines
salivaires FPM, caractérisées par des gammes de masses moléculaires approximatives de 250-
50 KDa et de 50-10 KDa respectivement.
La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révele des
variations dans la composition protéique dans les deux zones des protéines salivaires HPM et
FPM. Cinq bandes protéiques nommées D1, D2, D3, D4 et D5 sont les plus variables
qualitativement et quantitativement. La variation de ces derniéres est représentée dans le
(tableau 5).
Nous constatons clairement des différences entre les sujets sains et les sujets malades dans la
composition protéique ou la bande D1 variable qualitativement est présente presque
uniquement chez les sujets sains et la bandes D2 variable quantitativement est présente

¢galement dans le profil des sujets sains avec une intensité plus élevée par rapport aux sujets
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Figure 5: profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes et
réductrices révélées par SDS/PAGE. A: T1, T2: Témoin. 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13:
patientsmalades. B : T1, T2 : Témoin. 14, 15, 16, 17, 18 : patients malades.
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malades 6 et 7 et avec une faible intensité par rapport aux sujets malades 4 et 11. Les bandes
D3, D4 et DS sont variables qualitativement et quantitativement ou elles sont absentes chez
les sujets sains, ce qui n’est pas le cas pour les malades, ainsi leurs intensité varie entre les

mal ades eux-mémes (Tableau 5).

Tableau 5 : variation des bandes protéiques D1, D2, D3, D4, D5

D1/Intensité D2/Intensité D3/Intensité D4/Intensité D5/Intensité
Témoins P (traces) P(++) A(0) A(0) A(0)
E4 P (traces) P (+++) P(+) P(++) P (traces)
E6 A(0) A(0) P (traces) P(+) P (traces)
E7 A(0) P(+) A(0) A(0) A(0)
E1l1l A(0) P (+++) P(+) A(0) P (traces)
P : présence A : absence E : échantillon

Etant donné, que la bande protéique D1 n’existe presque que chez les témoins, nous pouvons
la suggérer comme un biomarqueur de la maladie rénale. D’aprés (39),une protéine qui existe
chez un sujet sain et absente chez les sujets malades, peut étre considérée comme un
biomarqueur de la pathologie.

Nous avons observé également des différences dans la composition protéique salivaire entre
les malades. Ainsi, la bande D2 présente chez les patients 4 et 11 avec une méme intensité et
chez le patient 7 avec une faible intensité, est absente chez le patient 6. Alors que la bande
D3 qui existe chez les patients 4, 6 et 11 est absente chez le patient 7. La bande D4 existe
chez les patients 4, 6 et elle est absente chez les patients 7 et 11. Findement la bande D5

présente chez le 4, 6, 11 est absente chez le patient 7.

1.2. Analyse des protéines salivaires dénaturées et non réduites fractionnées par
SDS-PAGE
Les diagrammes ¢lectrophorétiques des échantillons analysés renferment de 8 a 21 bandes
décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines salivaires de haut et de faible
poids moléculaire avec des mobilités allant de 1 jusqu’a 134 mm (Figure 6).
Nous avons identifiés 30 bandes protéiques réparties comme suit : 16 bandes protéiques dans

lazone 1 de protéines salivaires HPM caractérisée par la gamme de masse moléculaires
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Figure 6 : profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes et
non réductrices révélées par SDS/PAGE. A : T1, T2: Témoin. 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13: patientsmalades. B : T1, T2 : Témoin. 14, 15, 16, 17, 18 : patients malades.
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approximatives de 250-50 KDa et 14 bandes protéiques dans la zone 2 de protéines salivaires
FPM caractérisée par la gamme de masse moléculaires approximatives de 50-10 KDa.

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révele des
variations dans la composition protéique salivaire ou les différences résident dans les deux
Zones contenant les bandes D*, D** D##* D&k DF#sk* (Figure 6) représentant les
bandes les plus variables qualitativement et quantitativement. La variation de ces bandes

protéiques est représentée dans le tableau 6.

Tableau 6 : variation des bandes protéiques D*, D**, D%, ¥ [ysss

D*/Intensité¢ | D**/Intensité | D***/Intensité D****/[ntensité D***#*/Intensité
Témoins | A(0) P(+) A(0) P (traces) A(0)
E6 P(+) P(+) A(0) A0 P (traces)
E8 A(0) P(+) A(0) A(0) A(0)
E1l A(0) P (++) P(+) A0 P (traces)
E15 A(0) P (++) A(0) A(0) P (traces)
P : présence A : absence E : échantillon

Des différences sont constatées entre les sujets sains et les patients malades dans la
composition protéique ou la bande D**** est observée seulement chez les témoins.

D’apreés (81), les caractéristiques biologiques identifiées uniquement dans 1’échantillon du
patient par mesures répétées ou différentiellement par rapport & un témoin peuvent alors étre
considérées comme des biomarqueurs de 1’état physiologique correspondant.

Par contre la bande D* existe seulement chez le patient 6, la bande D *** existe uniquement
chez le patient 11 et la bande D*****existe chez les patients 6, 11, 15 a 1’état de trace .Ces
trois bandes sont absentes chez les témoins, alors que la bande D** existe aussi bien chez les

patients que les témoins mais elle est plus intense chez les patients 11et 15.

2. Etude de la variabilité des protéines salivaires

2.1. Etude de la variabilité des protéines salivaires dénaturées et réduites

2.1.1. Etude des protéines salivaires de HPM
L’analyse électrophorétique des 20 échantillons a permis de distinguer 10 types de protéines
salivaires de haut poids moléculaire (Tableau 7).
Dans cette zone de haut poids moléculaire (Figure 5), la variabilité des bandes protéiques est

peu importante. La bande protéique 7 de mobilité 58 mm dispose de la fréquence la plus
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importante qui est de 90% et est présente chez 18 échantillons. Elle constitue la protéine
salivaire dominante de la zone 1, suivie par les bandes 8 de mobilit¢ 66 mm, 9 de mobilité 69
mm et 10 de mobilité 73 mm retrouvées dans 17 échantillons, ensuite vient la bande 6 de
mobilité 55 mm repérée dans14 échantillons.

Enfin les bandes protéiques les moins fréquentes sont 5, 3, 1, 2, 4 de mobilités 52, 44, 28, 32,

46 mm. Chacune est présente dans 9, 7, 3 et 2 échantillons respectivement (Tableau 7).

Tableau 7 : variabilité des protéines salivaires de HPM

Bandes Mobilités | Echantillons Fréquences
(mm) %

B1 28 E6, E12, T2 15

B2 32 El1, E12 10

B3 44 T1, E4, E10, E11, E12, E16, T2 35

B4 46 E3, E11 10

B5 52 T1, E4, ES, E11, E12, E13, E14, E16, T2 45

B6 55 T1, E1, E2, E3, E4, E8, E10, E11, E12, E13, E16, E17, | 70
E18,T2

B7 58 T1, E1, E2, E3, E4, E7, E8, E9, E10, E11, E12, E13, | 90
El14, E15, E16, E17, E18 ,T2

B8 66 T1, E1, E2, ES3, E4, ES, E9, E10, E11, E12, E13, E14, | 85
E15, E16, E17, E18, T2

B9 69 T1, E1, E2, ES3, E4, E8, E9, E10, E11, E12, E13, E14, | 85
E15, E16, E17, E18, T2

B10 73 T1, E1, E2, E3, E4, ES, E9, E10, E11, E12, E13, E14, | 85
E15, E16, E17, E18, T2

2.1.2. Etude des protéines salivaires de FPM

L’analyse électrophorétique des 20 échantillons a permis de distinguer 14 types de protéines
salivaires de faible poids moléculaire dans les conditions dénaturantes et réductrices (Figure
5).

La bande 13 de mobilité 90 mm dispose de la fréquence la plus élevée qui est de 100% et est
considérée comme ¢étant la protéine salivaire dominante dans cette zone de faible poids
moléculaire. Elle est suivie par les bandes protéiques 16, 24 de mobilités 97 ,138 mm
successivement localisées dans 17 échantillons avec une fréquence de 85%. Par la suite
apparait la bande 23 de mobilit¢é 134mm et de fréquence 80% répertoriée chez 16
¢chantillons, suivie par les bandes protéiques 12, 17 de mobilités 85 ,99 mm successivement

retrouvées dans 14 échantillons avec une fréquence de 70%. La bande 20 de mobilité 122 mm
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est de fréquence moyenne de 55% est répertoriée chez 11 échantillons, suivie par les bandes
21,15, 18, 19, 11, 14, 22 de mobilités différentes 129, 96,102, 109, 78, 94, 132 mm
respectivement avec des fréquences variant de 50% a 5% retrouvées chez un nombre de
patients variant entre 10 et 1 (Tableau 8).

Tableau 8 : variabilité des protéines salivaires de FPM

Bandes Mobilités Echantillons Fréquences
(mm) %

B11 78 E4. E10, E11 15
T1, EL E2, E3, E4, E8, E11, E12, E13, E15, E16, E17,

B12 85 F1p T 70
T1, EL E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12,

B13 %0 E13, E14, E15, E16, E17, E18, T2 100

B14 94 E16 5

B15 9% T1, EL E4, E9, E10, E15, E17 35
T1, EL, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E11, E12, E13,

B16 9 E14, E15, E17, T2 8

o7 % T1, E1, E2, E3, E7, E8, E10, E11, E13, E14, E15, E17, |
18, T2

B18 102 E4. E6, E12, E16, T2 25

B19 109 E6, E11, E12, E13 20

B20 122 E4, E5, E6, E7, E8, E9, E11, E13, E14, E15, T2 55

B21 129 T1, EL E2, E3, E4, E5, £6, E14, E15, E16 50

B22 132 E5 5
T1, EL E2, E3, E4, E5, E6, E8, E10, E11, E12, E13, E14,

B23 = E15, E17, T2 80
T1, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E8, E9, E11, E12, E13, E14,

B24 138 E15, E16, E17, T2 85

2.2 Etude de la variabilité des protéines salivaires dénaturées et non réduites

2.2.1. Etude des protéines salivaires de HPM
L’analyse électrophorétique des 20 échantillons a permis de distinguer 16 types de protéines
salivaires de haut poids moléculaire dans les conditions dénaturantes et non réductrices.
Une fréquence de 100% est observée chez les échantillons et concerne les bandes 4, 12 de
mobilités 19, 64 mm, suivie de la bande 2 de mobilit¢ 4 mm présente chez 18 échantillons
avec une fréquences de 90%, ensuite vient la bande 15, de mobilité 70 mm présente chez 17

¢chantillons avec une fréquences de 85 %. La plus faible fréquence est de 5% pour les bandes
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6, 13, 14 de mobilités 26, 65, 67 mm qui sont présente chez un seul échantillon seulement
(Tableau 9).
Tableau 9 : variabilité des protéines salivaires de HPM
Bandes Mobilités | Echantillons Fréquences
(mm) %

Bl 1 T1, E1, E2, E3, E4, E6, E14, E15, E16, E17, E18, T2 60

B2 4 T1, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E10, E11, E12, E13, | 90
El4, E15, E16, E17,E1, T2

B3 6 E6, E10 10

B4 19 T1, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E10, E11, E12 | 100
E13, E14, E15, E16, E17,E18, T2

B5 24 T1, E1, E2, E3, E4, E5, E8, E10, E11, E12, E13, E15, | 80
E16, E17, E18, T2

B6 26 E8 5

B7 46 E4, T2 10

B8 55 T1, E4, E10, E11, E17, E18, T2 35

B9 57 T1, E3, E4, E10, E11, E13, E14, E16, E18, T2 50

B10 59 T1, E3, E4, E10, E11, E16, E18, T2 40

B11l 61 T1, E3, E4, E10, E11, E12, E13, E14, E16, E17, E18, | 60
T2

B12 64 T1, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E10, E11, E12, | 100
E13, E14, E15, E16, E17, E18, T2

B13 65 E1l 5

B14 67 E1l 5

B15 70 T1, E1, E2, E5, E6, E7, E8, E9, E11, E12, E13, E14, | 85
E15, E16, E17, E18, T2

B16 72 T1, E2, E9, E11, E13, T2 30

2.2.2. Etude des protéines salivaires de FPM

L’analyse électrophorétique des 20 échantillons a permis de distinguer 14 types de protéines
salivaires de faible poids moléculaire dans les conditions dénaturantes et non réductrices.

La bande 30 est la plus fréquente de mobilité 134 mm présente chez tous les échantillons avec
une fréquence de 100%, puis vient la bande 23 de mobilité 104 mm avec une fréquence de
95% retrouvée chez 19 échantillons, ensuite apparait la bande 20 avec une fréquence de 90%
présente dans 18 échantillons avec une mobilité de 87 mm. Par la suite vient la bande 29 de
mobilité¢ 127 mm avec une fréquence de 80% retrouvée chez 16 échantillons, ensuite apparait
la bande 26 avec une fréquence de 65% présente dans 13 échantillons avec une mobilité de
117 mm. Les bandes 19, 24, 25 de mobilités respectives 84, 108, 112 mm sont les moins

fréquentes avec un pourcentage de 10% (Tableau 10).
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Tableau 10 : variabilité des protéines salivaires de FPM

Bandes Mobilités | Echantillons Fréquences
(mm) %

B17 78 T1, E3, E9, E11, E13 25

B18 81 T1, E4, E10, E11, E12, E18, T2 35

B19 84 T1,T2 10

B20 87 T1, E1, E2, E3, E4, E5, E6, ES, EY, E11, E12, E13, E14, | 90
E15, E16, E17, E18, T2

B21 96 T1, E1, E2, E4, E5, EG6, ES8, E9, E11, E13, E16, T2 60

B22 99 E4, ES5, E7 15

B23 104 T1, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E11, E12, E13, | 95
El14, E15, E16, E17, E18, T2

B24 108 E2, E4 10

B25 112 E8, E9 10

B26 117 T1, E1, E2, E4, E5, E6, EY, E11, E12, E15, E16, E17, | 65
T2

B27 120 E4, E5, E6, E11, E12, E15, E16, E17 40

B28 125 El, E2, E5, E6, E12 25

B29 127 T1, E1, E2, E4, E5, E6, ES, E9, E11, E12, E13, E14, | 80
E15, E17, E18, T2

B30 134 T1, E1, B2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12, | 100
E13, E14, E15, E16, E17, E18, T2

3. Classification hiérarchique des protéines salivaires
Le dendrogramme ou représentation sous forme d’arbre hiérarchique est réalisé a partir des
comparaisons de la composition protéique des différents échantillons.
Les regroupements effectués a chaque pas de I’algorithme de classification hiérarchique
rassemble des €léments qui sont plus ou moins proche entre eux, plus nous avangons dans le
regroupement plus nous nous rapprochons du sommet de 1’arbre. Cette représentation
matérialise bien le fait que les classes formées au cours du processus de classification

constituent une hiérarchie indiquée de classe partiellement emboitées |es unes dans |es autres.

3.1. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites
Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégation nous montre de nombreux
groupes permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des échantillons
(Figure 7).
L’ensemble des échantillons est scindé en deux principaux groupes a la distance d’agrégation
3,2. En effet , le premier groupe est polymorphe contrairement au deuxieéme groupe qui est

divisé a son tour en deux sous-groupes dont le premier sous-groupe est composé de deux
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patients formant un clade avec des niveaux de similarités élevés (patients 5 et 6), alors que le

deuxiéme sous-groupe est composé aussi de deux patients formant un clade (patients 7 et 9)

(Figure 7).

Dendrogramme de 20 YVariables
Moy. non pond. grpes associes
Dist. Eudidiennes

l—
I
12 |_|—
T2
|—

0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5

Dist. Agrégation

Figure 7 : dendrogramme des 20 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et

réductrices

Concernant le premier groupe, il se subdivise en trois sous-groupes ou le premier reste
polymorphe et renferme un grand nombre d’échantillons alors que le second sous-groupe est
compos¢ de deux patients formant un clade avec des niveaux de similarités élevés (patients 4
etl6). Le troisiéme sous-groupe lui-méme fractionné en deux dont le premier sous-groupe
contient le patient 11 uniquement et le second est composé de deux patients formant un clade
avec des niveaux de similarités élevés (patient 12 avec le T2 qui est un témoin).

Concernant le premier sous-groupe trés polymorphe et renfermant un grand nombre
d’échantillons a distance d’agrégation ¢gale a 2,5, il se fractionne en deux autres groupes ou il
forme dans la deuxiéme fraction un clade entre les patients (10 et 18) tandis que la premicre
fraction donne encore deux autres subdivisions a la distance 2,0 dont la deuxiéme subdivision

contient deux branches formant un clade chacune a la distance 1,7 (les patients 14 et 15) et 1,0
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(les patients 8 et 13) respectivement. Concernant la premicre subdivision elle montre plusieurs
divisions qui constituent des groupes a part a la distance 1,7 (témoin), 1,4 (I’échantillon 17)
et 1,2 (I’échantillon 3).

A la distance 2,0 qui correspond a la valeur moyenne des distances d’agrégation (Figure 8), le
dendrogramme révele un degré de similitude de la composition en protéines salivaires de

quelques échantillons.

Les résultats des analyses en cluster de la composition en protéines salivaires et 1’état
physiologique et pathologique des patients ne sont pas corrélés, autrement dit certains patients
appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre eux.

Par exemple: les patients 8 et 13 appartiennent au méme groupe en formant un clade, malgré
que le patient 8 est un homme hypertendue agé¢ de 32 ans dont la maladie remonte a 1 ans
atteint d’un syndrome néphrotique sur insuffisance rénale aigue alors que la patiente 13 une
femme agée de 30 ans n’est qu’au début de sa maladie diagnostiquée par une insuffisance
rénale aigue.

Un autre exemple avec les patients 14 et 15. Le patient 14 est un homme qui n’est qu’au
début d’un syndrome néphrotique impur agé seulement de 45 ans contrairement au patiente 15
une femme agée de 81 ans qui a une insuffisance rénale chronique.

Un autre cas regroupe les patients 7 et 9. Le patient 7 est un homme agé de 20 ans, atteint
d’un syndrome néphrotique impur depuis 6 mois contrairement a la patiente 9, une femme
agée de 40 ans dont le diagnostic montre une nécrose tubulaire aigue aprés accouchement.
Concernant le cas ou le patient 12 et le témoin T2 formant un clade ensemble, ceci pourrait
étre expliqué par la progression lente de la maladie de la patiente 12, une femme agée de 28
ans atteinte de néphropathie lupique sur GEM stade 2 qui ne se traduit pas par des
changements dans la composition protéique salivaire qui est proche de la composition
protéique salivaire du témoin. La GEM est notamment caractérisée par la présence de dépdts
immuns au niveau de la membrane basale glomérulaire. 10 a 15% des patients parviennent au
stade d’IRT aprés 10 a 15 ans d’évolution (43).

D’aprés ces résultats, nous pouvons dire que 1’age, le sexe, le stade et le type de la maladie
peuvent avoir des répercussions sur la composition protéique des patients. Walt et al (94)et
Arregger et a (7)ontsignalé une série de marqueurs salivaires qui ont été associés a la maladie
rénale en phase terminale (14). D’autre part on remarque que l’activité de I’amylase est

réduite chez les personnes agées (12).
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3.2. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et non réduites

L’ensemble des échantillons est scindé en deux groupes principaux a la distance d’agrégation
3,4. En €ffet, le premier groupe est polymorphe contrairement au second groupe incluant
I’échantillon 10 qui constitue un groupe a part. Ce patient est un homme agé de 49 ans,
diabétique et hypertendue, avec une cholestérolémie ¢€levée et la thyroide en plus d’une
insuffisance rénale chronique a un stade terminal.

La figure 8 nous montre deux grands sous-groupes dans le premier groupe présentant
plusieurs subdivisions dont la premiére est a la distance d’agrégation 2,7 incluant 1’échantillon
4 qui constitue un groupe a part, la deuxiéme est a la distance 2,4 incluant I’échantillon 11 qui
constitue aussi un groupe a part en plus d’un un clade composé par les deux témoins (T1 et

T2) présentant entre eux des niveaux de similarités €élevés et sont tres différents des patients

présentant une maladie rénale. Cependant, le second sous-groupe englobe |e reste des patients.

Dendrogramme de 20 Variables
Moy. non pond. grpes associés
Dist. Eudidiennes

T2 —-vvw— |
11

-

[ e X

—i

L= R R E R L &

]

%

L= QSR e

-
Lo
-
%]

2.0 2.5 3.0 3.5

Diist. Agregation

Figure 8: dendrogramme des 20 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et non

réductrices.

La valeur moyenne des distances d’agrégation est de 2,25 (Figure 8), a cette distance le
dendrogramme révele un degré élevé de similitude de la composition en protéines salivaires

de presque tous les échantillons.
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L’¢état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en cluster de la
composition en protéines salivaires ne sont pas corrélés, autrement dit certains patients

appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre eux.

Par exemple: les patients 1 et 2 formant un clade et appartenant au méme groupe malgré les
différences présentes dans leurs caractéristiques cliniques. Le patient 1 est un homme agé de
40 ans dont la date de dépistage remonte a 3 ans avec une échographie montrant une taille
augmenté de plus de 1lcm de grand axe de leurs reins et est atteint d’un syndrome
néphrotique impur avec un pere diabétique alors que le patient 2 est un homme hypertendue
agé de 27 ans dont la date de dépistage remonte a 23 ans atteint d’un syndrome néphrotique,
avec une échographie montrant un seul rein de taille normale (I’autre rein est amputé) et

présente des symptomes de la thyroide.

Les patients 15 et 17 formant aussi un clade, malgré que la patiente 15, une femme agée de
81 ans atteinte d’une insuffisance rénale chronique avec une échographie montrant une taille
diminuée des reins et présente des symptomes de la thyroide tandis que la patiente 17 qui est
une femme agée de 59 ans atteinte d’un syndrome néphrotique avec des reins de taille

augmenté et présente des symptomes de la thyroide.

Les patients 14 et 18 formant un clade, malgré que le patient 14 est un homme agé de 45 ans
dont le diagnostic a montré une atteinte rénale depuis 15 jours par un syndrome néphrotique
impur causé par un surdosage médicamenteux sachant que cette personne est alcoolique bien
que la taille de leurs reins est normale. Néanmoins la patiente 18 qui est une femme
hypertendue dgée de 64 ans dont la date de dépistage remonte a 4 ans est atteinte d’une

insuffisance rénale aigue sur insuffisance rénale chronique avec des reins de taille diminuée.

D’aprés ces résultats, nous pouvons dire que les facteurs ayant une influence sur la
composition salivaire chez les malades sontles antécédents personnels. L’abus chronique
d’alcool est li¢ a des changements importants dans la sécrétion et la composition salivaire, en
particulier, une importante baisse des protéines totales et de la sécrétion d’amylase (29). Pour
la salive au repos ainsi que la salive stimulée, la concentration totale de protéines ainsi que
I’activité de I’amylase sont abaissées sous traitement actif (69). Il existe auss des facteurs

chirurgicaux, familiaux tels que le diabete, il semblerait par ailleurs que Dactivité de
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I’amylase salivaire puisse étre ¢levée chez les patients diabétiques dont la glycémie est haute
(28).

Le fluide physiologique associé au rein est la salive épaisse, il existe deux types de salive : la
salive épaisse en relation avec le systeme fonctionnel du rein d’une part et d’autre part la
salive fluide en relation avec le systéme fonctionnel de la rate. La salive épaisse a pour
fonction d’humidifier et de ramollir les aliments afin d’en faciliter 1’ingestion de nettoyer et
de protéger la cavité buccale et aussi de nourrir ’essence du rein. La salive épaisse est
produite a partie de 1’essence du rein (82).

Plus de la moiti¢ des patients hémodialysés se plaignent d’hypo salivation, d’halitose,

d’altération du gott et de douleurs de la muqueuse buccale.

4. Indice de similarité des diagrammes protéiques des échantillons
L’indice de similarité ou indice de ressemblance (IRS) a été calculé en rapportant I’indice de
similarité¢ absolu (IAS) au nombre total (N) des bandes présentes dans I’un, au moins, des
diagrammes des échantillons comparés. L’IAS présente I’ensemble des bandes qui ne sont pas
significativement différentes des autres c’est-a-dire qu’ils ont la méme mobilité.

IRS=IRA/N x100

Les valeurs de I’'IRS sont rassemblées dans les tableaux 11 et 12.
Des valeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses dissemblances et
inversement, lorsque les diagrammes apparaissent trés voisins.
La plupart des échantillons restent différenciable car leurs diagrammes présentent au moins

une différence significative.

4.1. Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites

Les indices de similarités ont été effectués pour les 18 échantillons ayant une maladie rénale.
Ils sont représentés sous forme de matrice dans le tableau 11. Il en ressort que I’indice se situe
entre 6 et 93%.

Des valeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses dissemblances
comme le cas du patient 6 avec le 18 (IRS= 6%) ainsi que le patient 5 avec le 18 (IRS= 7%).
Inversement, lorsque les valeurs de I’indice sont élevées, les diagrammes apparaissent voisins
tels que les patients 8 et 13 présentant un indice de similarité maximal qui est de 93%, suivie

de ’IRS= 92% observé chez les patients let 2 et, 1 et 17, 2 et 3. Une valeur moyenne de 50%
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est aussi observée entre certains patients, comme les patients 2 et 9, 3 et 10, 8 et 10, 10 et 15,
13 et 16, 15€t 18, 16 et 18.

Tableau 11 : Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18
10092 |8 |67 |33 |29 |29 (73 |57 |60 |55 |53 |69 |67 |8 |56 (92 |62 |1
1000 92 |61 |36 (31 (31 (79 (50 (53 |58 |5 |73 |77 |79 |56 |85 |67 |2
100 (58 |33 |29 (29 |73 (47 |50 (63 |53 |69 |67 |73 [53 |79 |62 |3
100 | 33 |37 |22 |67 |53 |56 (67 [65 |63 |67 |67 |67 |61 |39 |4
100 (60 |33 |33 |33 |13 (25 |21 (31 |46 |43 |18 |27 |7 5
100 (27 |29 |29 |11 |29 |39 |35 (40 |38 |22 |24 |6 6
100 (38 |40 |23 |28 |17 (36 |42 (38 |13 |31 |30 |7
100 57 |50 |72 |61 |93 |79 (73 [53 (79 |62 |8
100 (43 |42 [39 |53 |62 |69 |38 [62 |42 |9
100 | 53 |42 |47 |44 |50 (41 (64 |58 |10
100 70 |78 |58 |55 |[48 |58 |44 |11
100 (67 |47 |45 |61 |56 |41 |12
100 73 |69 |50 [73 |57 |13
100 79 |47 |60 |43 |14
100 44 |79 |50 |15
100 | 47 | 50 | 16
100 | 67 | 17
100 | 18

4.2. Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et non réduites
Le calcul des indices de similarité des 18 échantillons montre que les valeurs de I’IRS varient
entre 16 et 87% (Tableau 12). Les valeurs d’IRS les plus élevées pour cette condition sont de
86 et 87%. Ces derniéres sont présentes entre les patients 15 et 17, 1 et 2, respectivement. Une
valeur moyenne de 50% est aussi observée entre certains patients, comme les patients 2 et 11,
2et18,3etll,3etl5 4et12,11 et 15. Des valeurs moins élevées, sont aussi présentes et

concernent les patients 8 et 10, 9 et 10 avec lesvaleurs 22 et 16 % respectivement.

A la lumiére de tous ces calculs d’indices de similarité, nous concluons que quel que soit la
condition utilisée, il existe une similitude élevée entre certains patients présentant
naturellement une ressemblance dans leur composition protéique et leur état physiologique et
/ou pathologique. A I’inverse d’autres patients ayant une origine physiologique et/ou
pathologique ¢loignés montrent des IRS faibles. Cette comparaison des profils des protéines
totales obtenus par €lectrophorese en présence de SDS peut étre fiable pour grouper un certain

nombre de patients.
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Tableau 12 : Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et non réduites

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18
100 1 87 |47 |50 |80 |80 (40 (60 |60 |26 |48 |69 |59 |60 |79 |65 |69 |56 |1
100 (42 |52 |71 |71 |35 (53 |63 [25 |50 |61 |61 |53 |69 |58 |61 |50 |2
100 (52 (37 |37 |33 |35 (35 |53 |50 |44 |63 (64 |50 |69 |53 |69 |3
100 (55 |48 |27 |35 |35 (48 |64 [50 |48 |48 |52 |67 |62 |67 |4
100 | 75 |47 |56 |56 |25 [52 |75 |5 |47 |73 |61 |65 |45 |5
100 38 |47 |56 |25 |46 [65 |47 |56 |73 |61 |65 |45 |6
100 46 (36 |27 |26 |38 |38 (46 |43 |35 |38 |35 |7
100 (57 |22 |39 |47 |56 |47 |53 |44 |47 |44 |8
100 | 16 |52 |47 |67 |47 |53 |44 |47 |37 |9
100 (45 |39 |39 |38 |28 (44 |39 (63 |10
100 (59 |67 |45 |50 |64 [59 |64 |11
100 (56 |56 |73 |61 |75 |56 |12
100 (67 |53 |61 |56 |61 |13
100 64 |63 |67 |73 |14
100 69 |86 |59 |15
100 | 71 | 67 | 16
100 | 711 | 17
100 | 18

5. Conséquence des différentes atteintes rénales sur le protéome salivaire
L’analyse comparative des profils électrophorétiques des protéines salivaires extraites dans
deux conditions différentes : dénaturantes réductrices, dénaturantes non réductrices montre
qu’environ 5 bandes protéiques communes entre les différents échantillons, nommées D1, D2,
D3, D4 et D5 (figure 15), D*, D** D*** D**** et D*****(figure 16), présentent une
variation d’expression qualitative et quantitative et sont soit absentes ou présentes d’intensité

¢gale ou différente par rapport a celles obtenus sur le profil du témoin.

Deux exemples de protéines exprimées que chez les témoins et absentes relativement chez les
patients atteints d’une maladie rénale ; la D1 révélée dans les conditions dénaturantes €t
réductrices et la D**** révélée dans les conditions dénaturantes non réductrices, de masses
moléculaires approximatives de 100 KDa et 37 KDa respectivement.

D’apres la littérature, ces groupes de protéines correspondent a la chaine 1égére de myosine
(100 KDa) et la chaine constant région al des immunoglobulines (environ 37 KDa) (46).Donc

probablement, la disparition de ces deux chaines, autrement dit 1’absence d’expression des
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immunoglobulines et de la myosine dans le milieu salivaire chez les patients malades est une
des conséquences de la maladie rénale sur le protéome salivaire.

Un autre exemple, concerne une protéine exprimée que chez les malades et absente totalement
chez le témoin. Il s’agit des bandes D3, D4, D5 révélées dans les conditions dénaturantes
réductrices, de masses moléculaires approximatives de 45 KDa, 25 KDa et 15 KDa
respectivement, ainsi que les bandes D*, D*** D***** r¢yélées dans les conditions
dénaturantes non réductrices, de masses moléculaires approximatives de 200 KDa, 45 KDa et
15 KDa respectivement.

D’apres la littérature, ces groupes de protéines peuvent correspondre a I’alpha amylase
sdlivaire (environ 45 KDa), la lipase linguale (25 KDa), la cystatine ou bien le lysozyme (aux
environs de 15 KDa), les mucines (plus de 200 KDa). Donc probablement, une autre
conséquence des atteintes rénales sur le protéome salivaire est I’expression de ces protéines
chez les patients malades, au niveau de la cavité buccale lors de I’hydrolyse et la digestion par
les enzymes ; ou lors de lalubrification par les mucines ou bien lors de la protection des tissus

buccaux contre les protéases a cystéine par leur inhibiteur la cystatine.

Un dernier exemple des protéines exprimées chez le témoin et les patients malades, la D2
révélée dans les conditions dénaturantes réductrices de masse moléculaire approximative de
75 KDa, la D** révélée dans les conditions dénaturantes non réductrices de masse
moléculaire approximative de 150 KDa. Ces protéines montrent des variations d’expression
guantitatives avec des intensités égales ou différentes par rapport a celles du témoin. Certaines
protéines sont surexprimeées, d’autres sont a 1’état de trace.

D’apres la littérature, les groupes de protéines situés aux environs de 75 KDa peuvent
correspondre a la lactoferrine alors que celles qui sont situées aux environs de 150 KDa
peuvent correspondre aux immunoglobulines surtout les I1gG et IgA. Probablement, les
fluctuations quantitatives de certaines protéines exprimées sont donc une des conséquences

d’une maladie rénale sur le protéome salivaire.

Ces différences d’expression sont autant des facteurs d’intérét (biomarqueurs) pour 1’analyse
de I’influence de différents types de maladies rénale sur la composition en protéines salivaires
celles-ci étant susceptibles d’étre spécifiquement exprimées ou inhibées au cours de cette

pathologie.

37



Chapitre 3 : résultats et discussion

Ces protéines salivaires variantes peuvent étre secondairement fractionnées par €électrophorese
bidimensionnelle et caractérisées par spectrométriec de masse afin de préciser si elles sont

susceptibles d’étre considérées comme marqueurs de la maladie rénale.

. Fractionnement des protéines urinaires et recherche de biomarqueurs

La recherche et le dosage de protéine dans les urines renseignent sur le bon fonctionnement
du rein et leur présence traduit le plus souvent une atteinte des glomérules (78).
L’¢€lectrophorese des protéines urinaires permet de montrer les protéinuries séparées en
fonction de leur poids moléculaire et/ou de leur charge, responsables d’une mobilité
différenciée en gel de polyacrylamide (13). Elle est en particulier utile au diagnostic et au

suivi du syndrome néphrotique (78).

1. Analysedesprofils électrophorétiques
Pour le fractionnement des protéines urinaires, la technique d’électrophorése sur gel de
polyacrylamide est utilisée. C’est une technique qui permet d’obtenir 1’ensemble des
protéines. La lecture des diagrammes nous permet de révéler la mobilité de chacune de ces
bandes protéiques reparties dans les deux zones de protéines de haut et de faible poids
moléculaire (HPM et FPM), en mesurant la distance parcourue par chaque protéine dans le gel

de séparation.

1.1.Analyse des protéines urinaires dénaturées et réduites fractionnées par SDS-
PAGE

Les diagrammes ¢lectrophorétiques des échantillons analysés renferment de 1 a 29 bandes
protéiques décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines urinaires avec des
mobilités variant entre 18 et 140 mm (Figure 9).
Nous avons dénombré 39 bandes protéiques de mobilités différentes : 17 bandes protéiques
dans la zone 1 des protéines urinaires HPM et 22 bandes dans la zone 2 des protéines urinaires
FPM, caractérisées par des gammes de masses moléculaires approximatives de 250-50 KDa et

de 50-10 KDa respectivement.
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Figure 9: profils électrophorétiques des protéines urinaires dans les conditions dénaturantes et
réductrices révélées par SDS/PAGE. A: T1, T2: Témoin. 1,2,3,5,7,8,9, 11, 12, 13, 15, 16, 18 :
patientsmaladesB : T1, T2 : Témoin. 4, 6, 14, 17 : patients malades.
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La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révele des
variations dans la composition protéique dans les deux zones des protéines urinaires HPM et
FPM. Cinq bandes protéiques nommées Ul, U2, U3, U4 et U5 sont les plus variables
qualitativement et quantitativement. La variation de ces dernieres est représentée dans le
tableau 13.

Nous constatons clairement des différences entre les sujets sains et les sujets malades dans la
composition protéique ou les bandes U1, U2, U4, U5 varient qualitativement et sont présentes
uniquement chez certains sujets malades alors que la bande U3 variable quantitativement est
présente également dans le profil des sujets sains avec une faible intensité par rapport au
sujets malades 16 , 5 et 12 selon un ordre d’intensité croissant. Cette bande n’est pas exprimée
chez le patient 11. La bande U5 variable qualitativement et quantitativement au méme temps
est absente chez les sujets sains ainsi que chez les patients 11 et 16, ce qui n’est pas le cas
pour les malades 5 etl2 avec des intensités différentes ou sa concentration est plus élevée

chez le patient 12.

Tableau 13 : variation des bandes protéiques Ul, U2, U3, U4, U5.

Ul/Intensité U2/Intensité U3/Intensité U4/Intensité US5/Intensité
Témoins | A(O) A(0) P (traces) A(0) A(0)
E5 A(0) A(0) P(++) P(+) P(+)
El1 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
E12 P(traces) A(0) P(+++) A(0) P(++)
E16 A(0) P(+) P(+) A(0) A(0)
P : présence A : absence E : échantillon

Etant donné, que la bande protéique U3 n’existe presque que chez les témoins, nous pouvons
la suggérer comme un biomarqueur de la maladie rénale et dans ce cas, elle peut étre un
biomarqueur de nécrose tubulaire aigue. D’aprés (39),une protéine qui existe chez un sujet
sain et absente chez les sujets malades, peut étre considérée comme un biomarqueur de la
pathologie.

Nous avons observé également des différences dans la composition protéique urinaire entre
les malades. Ainsi, la bande Ul est présente seulement chez le patient 12 présentant une
néphropathie lupique GEM stade II, a 1’état de trace, alors que la bande U2 existe uniquement
chez le patient 16 souffrant d’une insuffisance rénale terminale. La bande U4 est exprimée
uniquement chez le patient 5 présentant un syndrome néphrotique impur et une insuffisance

rénale aigue. Concernant la bande U3, elle est exprimée physiologiquement chez les témoins.
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L’excrétion urinaire physiologique des protéines plasmatiques, essentiellement 1’albumine
dépend de nombreux facteurs individuels tels que D’activité physiologique, la pression
sanguine ou la consommation d’alcool. Il existe d’autres protéinuries bénignes dues au stress,
a I’exposition au froid. Chez les adolescents, on observe souvent une protéinurie orthostatique
ou d’effort(91). Cette bande est surexprimée chez le patient 12 que chez les patients 5 et 16
tandis qu’elle est totalement absente chez le patient 11. Finalement la bande U5 est présente

seulement chez les patients 12 et 5 mais celle-ci elle est plus observable chez le patient 12.

1.2. Analyse des protéines urinaires dénaturées et non réduites fractionnées par
SDS-PAGE

Les diagrammes ¢lectrophorétiques des échantillons analysés renferment de 2 a 41 bandes
décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines urinaires de haut et de faible
poids moléculaire avec des mobilités allant de 4 jusqu’a 142 mm (Figure 10).
Nous avons identifi¢ 48 bandes protéiques réparties comme suit : 28 bandes protéiques dans
la zone 1 de protéines urinaires HPM caractérisée par la gamme de masse moléculaires
approximatives de 250-50 KDa et 20 bandes protéiques dans la zone 2 de protéines urinaires
FPM caractérisée par la gamme de masse moléculaires approximatives de 50-10 KDa.
La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révele des
variations dans la composition protéique urinaire ou les différences résident dans les deux
zones contenant les bandes U’, U’’, U””’, U’””’, U”*””” (Figure 10) représentant les bandes les
plus variables qualitativement et quantitativement. La variation de ces bandes protéiques est
représentée dans le tableau 14.

Tableau 14 : variation des bandes protéiques U’, U, U, U, U>*”’

U’/Intensité | U’’/Intensité U’”’/Intensité U’’’ /Intensité U’’’ /Intensité
Témoins | A(O) A(0) A(0) P(+) A(0)
E3 A(0) A(0) P(++) P (+++) A(0)
E8 P(traces) P(traces) P(++) P (+++) P(+)
E9 P(traces) P(traces) P(+) P (+++) P(+)
E15 A(0) P(++) P(+) P (+++) A(0)
P : présence A : absence E : échantillon

Des différences sont constatées entre les sujets sains et les patients malades dans la
composition protéique ou les bandes U’, U’’, U’”’, U’>””’ existent seulement chez certains
malades d’une maniére différentielle alors qu’elles sont totalement absentes chez les sujets

sains. D’apres (81), les caractéristiques biologiques identifiées uniquement dans 1’échantillon
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Figure 10 : profils électrophorétiques des protéines urinaires dans les conditions dénaturantes et
non réductrices révélées par SDS/PAGE. A : T1,T2: Témoin. 1, 2,3,5,7, 8,9, 11, 12, 13, 15, 16,
18: patientsmalades. B : T1, T2 : Témoin. 4, 6, 14, 17 des malades.
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du patient par mesures répétées ou différentiellement par rapport a un témoin peuvent alors
étre considérées comme des biomarqueurs de 1’état physiologique correspondant.

Par contre la bande U’’”’ existe chez les malades que chez les sujets sains mais avec une
intensité plus élevée chez les malades, ce qui confirme I’atteinte rénale Soit par le syndrome
néphrotique et I’amylose : c’est le cas du patient 3, soit par un syndrome néphrotique et IRA :
c’est le cas de patient 8 ou encore la NTA comme le patient 9 ou bien par IRC comme le

patient 15.

2. Etude de la variabilité des protéines urinaires
2.1.Etude de la variabilité des protéines urinaires dénaturées et réduites

2.1.1. Etude des protéines urinaires de HPM
L’analyse électrophorétique des 19 échantillons a permis de distinguer 17 types de protéines

urinaires de haut poids moléculaire (Tableau 15).

Tableau 15 : variabilité des protéines urinaires de HPM

Bandes Mobilités | Echantillons Fréquences
(mm) %
Bl 18 E1, E3, E8, E9, E12, E16, E14 37
B2 24 E1, E3, E8, E9, E12, E16, E14 37
B3 27 E12 5
B4 31 ES8, E12 11
B5 33 E12, E14 11
B6 37 El, E8, E12, E14 21
B7 40 El, E2, E8, E12, E14 26
B8 42 E5, E8, E12, E14 21
B9 44 E2, E5, E7 16
B10 46 El, E8, E12, E14 21
B11 49 E2, E5, E7, E8, E11, E12, E16 37
B12 51 El, E2, E5 16
B13 53 E1l, E3, E5, E8, E12, E16, E14 37
B14 58 El, E2, E3, E5, E7, E8, E12, E16, E18, E14 53
B15 60 E7, E8, E16 16
B16 63 T1,T2, E1, E2, E3, E5, E7, E8, E9, E12, E13, E15, E16, | 95
E18, E4, E6, E14, E17
B17 72 El, E2, E3, E5, E7, ES8, E12, E16, E18 47
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Dans cette zone de haut poids moléculaire (Figure 10), la variabilité des bandes protéiques est
peu importante. La bande protéique 16 de mobilité 63 mm dispose de la fréquence la plus
importante qui est de 95% et est présente chez 18 échantillons. Elle constitue la protéine
urinaire dominante de la zone 1, suivie par la bande 14 de mobilité 58 mm retrouvées dans 10
¢chantillons, puis la bande 17 de mobilité 72 mm retrouvées dans 9 échantillons. Ensuite
viennent les bandes 1, 2, 11, 13 de mobilité 18, 24, 49, 53 mm respectivement repérées dans 7
échantillons avec une fréquence égale a 37%. La bande 7 de mobilit¢ 40 mm est retrouvée
dans 5 échantillons seulement.

Enfin les bandes protéiques les moins fréquentes sont 6, 8, 10 de mobilités 37, 42, 46 mm
respectivement. Chacune est présente dans 4 échantillons. Les bandes 9, 12, 15 de mobilités
44, 51, 60 mm respectivement sont présentes dans 3 échantillons et les bandes 4, 5 de
mobilités 31, 33 mm respectivement sont présentes dans 2 échantillons. La bande 3 de
mobilité 27 mm dispose de la fréquence la moins élevée qui est de 5% et est présente chez 1

seul échantillon, (Tableau 15).

2.1.2. Etude des protéines urinaires de FPM
L’analyse électrophorétique des 19 échantillons a permis de distinguer 22 types de protéines

urinaires de faible poids moléculaire (Tableau 16).
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Tableau 16 : variabilité des protéines urinaires de FPM

Bandes Mobilités | Echantillons Fréquences
(mm) %
B18 80 ES5, ES, E11, E12, E16, E18, E6, E14, E17 47
B19 82 El, E2, E5, E8, E12 26
B20 84 El, E2, E5 16
B21 86 E2, E5, E14 16
B22 88 El, E2, ES, E5, E7, ES, EY, E12, E13, E15, E16, E18 63
B23 92 ES5, E7, E8, E12, E13, E16, E18, E14 42
B24 93 El, E2, ES, E5, E7, ES, EY, E11, E12 47
B25 94 El, E2, E5 16
B26 95 El, E7, E8, E9, E11, E12, E18, E6, E14, E17 53
B27 100 E5, E7, E8, E12, E16, E18 32
B28 102 ES5, E4, E14, E17 21
B29 105 E1, E5, E8 16
B30 106 ES5, E7, E8, E12, E4, E14 32
B31 109 ES5, E7, ES, E9, E11, E12, E15, E16, E18 47
B32 110 E2, E3, E5, E7, ES, E9, E11, E16, E18 47
B33 115 ES5, E9, E12, E16, E18, E4, E14 37
B34 118 El, E2, ES, E5, E7, ES, E9, E12, E15, E16 53
B35 125 E5, E12, E14 16
B36 128 ES5, E7, E8, E9, E11, E12, E18, E4, E14, E17 53
B37 131 ES5, E§, E12, E14 21
B38 134 ES5, E4, E6, E14, E17 26
B39 140 ES5, E7, ES8, E9, E12, E4, E14 37

La bande 22 de mobilité 88 mm dispose de la fréquence la plus élevée qui est de 63%, elle est
considérée comme étant la protéine urinaire dominante dans cette zone de faible poids
moléculaire. Elle est suivie par les bandes protéiques 26, 34, 36 de mobilités 95,118, 128 mm

successivement qui sont localisées dans 10 échantillons avec une fréquence de 53%.

Par la suite apparaissent les bandes 18, 24, 31, 32 de mobilités 80, 93, 109, 110 mm avec une
fréquence de 47% répertoriées chez 9 échantillons, suivies par la bande 23 de mobilité 92
fréquente chez 8 échantillons. Les bandes protéiques 33, 39 de mobilités 115 ,140 mm
successivement sont retrouvées localisées dans 7 échantillons avec une fréquence de 37%. Les
bandes 27, 30 de mobilités 100, 106 mm avec 32% sont répertoriées chez 6 échantillons,
suivies par les bandes 19, 38 de mobilités 82,134 mm respectivement avec une fréquence

¢gale a 26% et les bandes 28 et 37 de 102, 131 mm repérées chez 4 échantillons.
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Enfin les bandes protéiques 20, 21, 25, 29, 35 de mobilités 84, 86, 94, 105, 125 mm
successivement disposent de la fréquence la moins élevée qui est de 16% et sont présentes

seulement chez 3 échantillons (Tableau 16).

2.2. Etude de la variabilité des protéines urinaires dénaturées et non réduites

2.2.1. Etude des protéines urinaires de HPM
L’analyse électrophorétique des 19 échantillons a permis de distinguer 28 types de protéines

urinaires de haut poids moléculaire (Tableau 17).

Une fréquence de 100% est observée chez les 19 échantillons et concerne la bande 28 de
mobilité 70 mm, suivie de la bande 13 de mobilité 36 mm présente chez 11 échantillons avec
une fréquences de 58%, ensuite vient la bande 11, de mobilit¢ 22 mm présente chez 10

échantillons avec une fréquences moyenne de 53 %.

Laplusfaible fréquence est de 5% pour la bande 9 de mobilité20 mm qui est présente chez un

seul échantillon seulement (Tableau 17).
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Tableau 17 : variabilité des protéines urinaires de HPM

Bandes Mobilités Echantillons Fréquences
(mm) %
Bl 4 ES5, ES, EY, E11, E12, E15, E16 37
B2 7 ES, E9, E14, E15 21
B3 10 ES, E9 11
B4 12 E8, E9, E14 16
B5 15 E8, E9 11
B6 17 E7, ES, E9, E14, E15, E16 32
B7 18 E15, E16 11
B8 19 ES, E9, E15 16
B9 20 E15 S
B10 21 E7, E8, E9, E15, E16 26
B1l1 22 E3, E5, E7, E8, E9, E13, E14, E15, E16, E18 53
B12 30 E3, E5, E7, E8, E9, E14, E15, E16, E18 47
B13 36 E3, E5, E7, E8, EY, E11, E12, E13, E14, E15, E16 58
B14 38 El4, E15 11
B15 40 El4, E15 11
B16 43 E6, E8, E9, E14 21
B17 46 ES5, ES, EY, E13, E14, E15, E16, E18 42
B18 48 El4, E15 11
B19 51 ES5, ES, E9, E14 21
B20 52 ES, E9 11
B21 54 E8, E9, E14, E15, E16 26
B22 59 E7, E8, E9, E14 21
B23 61 ES, E9 11
B24 62 El, E2, ES, E5, ES, E9, E13, E15, E16 47
B25 63 E3, E5, E6, E8, E9, E14, E15, E16, E17 47
B26 66 E5, E6, E7, ES, E9, E14, E15 37
B27 68 E7, E8, E9, E14, E15 26
B28 70 T1, T2, E1, E2, ES, E4,E5, E6, E7, ES, ES, E11, E12, | 100

E13, E14, E15, E16, E17, E18

2.2.2. Etude des protéines urinaires de FPM

L’analyse électrophorétique des 19 échantillons a permis de distinguer 20 types de protéines

urinaires de faible poids moléculaire (Tableau 18).
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Tableau 18 : variabilité des protéines urinaires de FPM

Bandes Mobilités | Echantillons Fréquences
(mm) %
B29 78 El, E2, E3, E5, E6, ES, E9, E11, E12, E14 53
B30 80 T1, T2, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E11, E12, | 100
E13, E14, E15, E16, E17, E18
B3l 83 El, E2, E3, E5, E7, ES, ES, E11, E12, E13, E15, E16, | 68
E18
B32 92 ES3, E5, E6, E7, E8, E9, E11, E12, E13, E14, E15, E16, | 74
E17, E18
B33 96 E3, E5, E7, ES, EY, E11, E12, E13, E15, E16, E18 58
B34 100 E3, E5, E7, ES, EY, E11, E12, E15, E16, E18 53
B35 103 ES, E9, E14, E15 21
B36 104 E6, E8, E9, E14, E15 26
B37 106 E5, ES, ES, E11, E12, E14, E15 37
B38 107 E7, E14, E15 16
B39 113 ES, E9, E14, E15 21
B40 115 E7, ES, E9, E14, E15 26
B41 120 ES, E9, E18 16
B42 122 E3, E5, E7, E8, B9, E11, E12, E14, E15, E16, E18 58
B43 128 E7, E11, E12, E14, E15, E18 32
B44 130 E4, E7, ES, E9, E11, E12, E14, E15, E16 47
B45 131 E6, ES, E9, E14, E16, E17 32
B46 135 E5, ES, ES, E11, E12, E13, E14, E15, E16, E18 53
B47 137 ES, E6, ES, E9, E11, E12, E13, E14, E16, E17, E18 58
B48 142 ES, E5, ES, E9, E11, E12, E14, E15 42

La bande 30 est la plus fréquente de mobilit¢ 80 mm présente chez tous les échantillons avec
une fréquence de 100%, puis vient la bande 32 de mobilité 92 mm avec une fréquence de 74%
retrouvée chez 14 échantillons, ensuite apparait la bande 31 avec une fréquence de 68%
présente dans 13 échantillons avec une mobilité de 83 mm. Par la suite vient la bande 33 de
mobilité 96 mm, la bande 42 de mobilité 122 mm et la bande 47 de mobilité 137 mm avec une
fréquence de 58 % retrouvée chacune chez 11 échantillons, ensuite apparaissent les bandes
29, 34, 46 avec une fréquence de 53 % présentes dans 10 échantillons avec des mobilités
successives de 78 mm, 100 mm, 135 mm. Le reste des bandes protéiques présentent des

fréquences allant de 21% a 42% (Tableau 18).
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3. Classification hiérarchique des protéines urinaires

3.1. Dendrogramme des protéines urinaires dénaturées et réduites

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégation nous montre de nombreux
groupes permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des échantillons
(Figure 11).

L’ensemble des échantillons est scindé en deux principaux groupes a la distance d’agrégation
4,0. En effet, le deuxieme groupe contient le patient 5 uniquement alors que le premier groupe
est subdivisé en trois sous-groupe dont le troisiéme constitue un groupe a part portant le
patient 14 tandis que le deuxiéme sous-groupe est composé de deux patients formant un clade
avec des niveaux de similarités €levés (patients 8 et 12). Le premier sous-groupe divisé a son
tour en deux, le second constitue un groupe a part (patient 2) par contre le premier reste
polymorphe et renferme un grand nombre d’échantillons. Ce dernier est subdivisé a des
niveaux d’agrégations différents, a un niveau de 3,15, il est compos¢ d’un seul malade
(patient 1), a une distance d’agrégation de 3, il comprend deux branches. La deuxiéme inclut
le patient 7 et I’autre comprend 5 groupes : les patients 3, 9, 16, 18 respectivement forment
chacun un groupe a part et le cinquiéme montre plusieurs subdivisions. Deux clades avec des

niveaux de similarités élevés entre les patients 6 et 17, T1 et T2.
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Figure 11: dendrogramme des 19 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et

réductrices

49



Chapitre 3 : résultats et discussion

A la distance 2,25 qui correspond a la valeur moyenne des distances d’agrégation (Figure 12),
le dendrogramme révele un degré de similitude de la composition en protéines urinaires de
quelques échantillons.

Les résultats des analyses en cluster de la composition en protéines urinaires et 1’état
physiologique et pathologique des patients ne sont pas corrélés, autrement dit certains patients
appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre eux.

Par exemple les patients 8 et 12 appartiennent au méme groupe en formant un clade, malgré
gue le patient 8 est un homme hypertendue agé de 32 ans atteint de syndrome néphrotique et
insuffisance rénale aigue avec une protéinurie de 5,9 par contre la patiente 12 est une femme
hypertendue agée de 28 ans atteinte de néphropathie lupique sur GEM stade II avec une
protéinurie de 7,5.

D’autres patients sont corrélés entre eux, autrement dit la composition en protéines urinaires
confirment leurs ressemblance dans leurs caractéristiques cliniques c’est le cas des patients 6
et 17. La patiente 6 une femme agée de 35 ans atteinte d’un syndrome néphrotique impur avec
une protéinurie de 8 presque proche a la patiente 17 qui est une femme agée de 59 ans atteinte

d’un syndrome néphrotique avec une protéinurie 8,6.

D’apres ces résultats, nous pouvons dire que le type d’atteinte rénale peut avoir des
répercussions sur la composition protéique des urines. Dans les atteintes rénales glomérulaires
et/ou tubulaires, lorsque les membranes sont endommagées, une protéinurie est observée (91).
L’augmentation concomitante d’une ou plusieurs protéines de faible PM indique que cette
protéinurie résulte d’une diminution de la réabsorption tubulaire, alors que 1’augmentation de
la sécrétion urinaire d’albumine seule ou concomitante a celle d’une autre protéine de PM

¢levé indique une 1ésion primaire du glomérule(36).

3.2. Dendrogramme des protéines urinaires dénaturées et non réduites
L’ensemble des échantillons est scindé en deux principaux groupes a la distance d’agrégation
4,25 (Figure 12). En effet, le premier groupe est polymorphe contrairement au second groupe
qui contient deux subdivisions : dans chague subdivision se forme un clade entre les patients
14 et 15, 8 et 9. Concernant le premier groupe, il se subdivise en deux a la distance
d’agrégation 3,5 ou le patient 7 constitue un groupe a part, et une autre subdivision en deux a
distance 3,25 contenant un groupe a part (le patient 16). Une autre ramification est formée a la

distance 3 contenants 3 branches bien définies, la troisiéme renferme un clade entre le patient
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11 et 12, la deuxiéme renferme un clade entre le patient 3 et 5, la premiere renferme un clade
entre le patient 13 et 18 plus une autre subdivision a la distance d’agrégation 2 ou chacun des
deux malades 6 et 17 forme un groupe a part plus un autre a la distance 1,5 ou les patients 1 et

2 et les témoins T1 et T2 présentent entre eux des niveaux de similarités élevés.

Cendrogramme de 19 Variables
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Figure 12 : dendrogramme des 19 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et non

réductrices

L’analyse en cluster de la composition en protéines urinaires peut étre corrélée, autrement dit
certains patients appartiennent au méme groupe confirmant leurs ressemblance dans leurs
caractéristiques cliniques, c’est le cas des patients 1 et 2 qui appartiennent au méme clade. Le
patient 1 est un homme agé de 40 ans et atteint d’un syndrome néphrotique impur une
protéinurie de 0,5 et le patient 2 est un homme agé de 27 ans atteint d’un syndrome
néphrotique avec une protéinurie de 1,53.

Les patients13 et 18 forment un clade, la patiente 13 est une femme agée de 30 ans dont le
dépistage de sa maladie montre une insuffisance rénale aigue avec une €lévation relative de
protéinurie (0,15) ; aussi la patiente 18 est une femme hypertendue agée de 64 ans atteinte

d’une insuffisance rénale aigue avec une €lévation relative de protéinurie (0,5).
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Dans certains cas I’état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses
en cluster de la composition en protéines urinaires ne sont pas corrélés, autrement dit certains
patients appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre eux.

Par exemple les patients 3 et 5 forment un clade malgré les différences qu’ils présentent dans
leurs caractéristiques cliniques, la patiente 3 est une femme agée de 63 ans atteinte d’un
syndrome néphrotique avec un amylose rénale. Par contre la patiente 5 est une femme agée de
55 ans qui présente un syndrome néphrotique impur plus IRA.

Les patients 11 et 12 forment aussi un clade, malgré que la patiente 11 est une femme
hypertendue agée de 53 ans dont le diagnostic confirme une nécrose tubulaire aigue due au
surdosage médicamenteux durant le traitement d’hypertension artériel sachant que le bilan
urinaire montre une €lévation de la valeur de protéinurie a 0,34 par contre la patiente 12 est
une femme hypertendue agée de 28 ans dont le dépistage montre une néphropathie lupique sur
GEM stade II avec une ¢élévation progressive de protéinurie a 7,5.

Les patients 8 et 9 forment un clade malgré que le patient 8 est un homme agé de 32 ans
présentant un syndrome néphrotique sur insuffisance rénale aigue avec une élévation de
protéinurie a 5,9 alors que la patiente 9 est une femme agée de 40 ans dont le diagnostic une
nécrose tubulaire aigue avec une protéinurie peu élevée de 0,2.

Les patients 15 et 14 forment aussi un clade, malgré que la patiente 15 est une femme agée de
81 ans atteinte d’une insuffisance rénale chronique tandis que le patient 14 est un homme agé
de 45 ans dont le diagnostic montre un syndrome néphrotique impur caus¢ par un surdosage

médicamenteux durant le traitement de la migraine.

4. Indice de similarité des diagrammes protéiques des échantillons

4.1. Indice de similarité des protéines urinaires dénaturées et réduites

Les indices de similarités ont été effectués pour les 19 échantillons ayant une maladie rénale,
ils sont représentés sous forme de matrice dans le tableau 19. Il en ressort que I’indice se situe
entre O et 100 %.

Des valeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses dissemblances
comme le cas du témoin 1 et 2 avec le patient 11, entre les patients 11 et 13 (IRS= 0%) ainsi
que les deux témoins 1 et 2, les patients 12 et 5 (IRS= 3%)).

Inversement, lorsque les valeurs de 1’indice sont élevées, les diagrammes apparaissent voisins
tels que la valeur 100% qui reflete le niveau de similarité tres €levé (identique) qui existe chez

les sujets sains. Egalement les patients 8 et 12 présentent un indice de similarité maximal qui
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est de 78%, suivie d’un IRS= 67% observé entre les patients 6 et 17. Une valeur moyenne de

50% est aussi observée entre certains patients, comme le patient 1 et 2, 7 et 16.

Tableau 19 : indice de similarité des protéines urinaires dénaturées et réduites

T1 | T2 |1 2 3 5 7 8 9 11 (12 |13 |15 |16 (18 |4 6 14 | 17

100 | 100 | 6 7 10 |3 6 6 8 0 3 33 |25 |6 8 14 [25 |5 17 | T1
100 | 6 7 10 |3 6 6 8 0 3 33 |25 |6 8 14 (25 |5 17 | T2

100 | 50 |47 (34 |25 |48 |30 |9 42 (11 |16 |31 |20 |4 10 |29 |9 1

100 (39 (47 |39 |30 (23 |16 (26 (13 |19 |29 |23 |5 6 12 |5 2

100 26 |35 (36 |47 |13 |30 |18 (27 (53 |29 |6 8 19 |7 3

100 48 |54 (28 |20 |53 |10 |14 |41 (37 |24 |10 |42 |17 |5

100 1 55 |45 (33 (44 |18 |24 |50 (53 (20 |11 |22 |15 |7

100 38 |25 (78 (11 |14 |52 |38 |13 (10 |47 |13 |8

100 36 (37 (15 |33 |40 |41 |27 (14 [26 |20 |9

100 20 | O 10 (21 |36 |8 22 |12 |30 |11

100 (10 |14 |45 |37 |16 |10 (61 |13 |12

100 (40 |19 |25 (11 |17 |9 13 | 13

100 (25 (23 |10 (14 |4 11 |15

100 |56 (10 |11 |27 |10 | 16

10019 |23 |26 |29 |18

100 22 |32 (4 |4

100 | 18 | 67 |6

100 27 | 14

100 | 17

4.2. Indice de similarité des protéines urinaires dénaturées et non réduites

Le calcul des indices de similarité des 19 échantillons montre que les valeurs de I’IRS varient

entre 5 et 100% (Tableau 20).

La valeur d’IRS la plus élevée est 100% reflétant la similarité qui existe entre les sujets sains,

auss bien entrele patient 1 et 2, 8 et 9, 11 et 12 (diagrammes identiques). En outre, la valeur

d’IRS la plus élevée pour cette condition est de 67%. Cette derniere est présente entre les

témoins 1, 2 et le patient 4. Une valeur moyenne de 50% est aussi observée entre certains

patients, comme les patients 3 et 11, 3 et 12, 3 et 16, 11 et 18, 12 et 18, 13 et 16. Desvaleurs

moins ¢levées, sont aussi présentes et concernent les témoins 1 et 2 avec les patients 8 et 9

avec une valeur d’IRS=5 %.

53




Chapitre 3 : résultats et discussion

Tableau 20 : Indice de similarité des protéines urinaires dénaturées et non réduites

T1 | T2 |1 2 3 5 7 8 9 11 (12 |13 |15 |16 |18 |4 6 14 |17

100 | 100 | 40 |40 |14 |10 |11 |5 5 13 (13 |18 |6 9 14 |67 |20 |6 33 [T1
100 (40 (40 |14 |10 |11 |5 5 13 (13 |18 |6 9 14 |67 |20 |6 33 [ T2

100 | 100 |36 |24 (14 |12 |12 |24 |24 (33 |11 |17 |19 |33 |17 |6 2 |1

100 (36 |24 |14 |12 |12 (24 |24 |25 |11 |17 |18 |33 |25 |8 22 |2

100 (19 |43 |34 |34 |50 (50 |47 |35 |50 |47 |13 |26 |26 |25 |3

100 (38 |51 (51 |61 |61 (52 |46 |59 |52 |9 29 |41 (24 |5

100 (41 |40 |40 (40 |32 (49 |46 (43 |16 |16 (36 |14 |7

100 | 100 |36 |36 |37 |23 (49 |31 |7 24 |61 |16 |8

100 36 |36 (27 |61 (36 (31 |7 24 |66 [15 |9

100 | 100 (42 |37 |46 |50 (19 |24 |32 |22 |11

100 (42 (37 (46 (50 (19 |24 |32 |22 |12

100 (27 |50 |53 |17 |24 (22 |31 |13

100 |53 |32 |8 15 |63 |11 |15

100 (52 |14 |25 |37 |26 |16

100 (13 |20 |26 |25 |18

100 1 18 | 9 29 |4

100 29 |60 |6
100 | 18 |14

100 | 17

A la lumiére de tous ces calculs d’indice, nous concluons que quel gque soit la condition
utilisée, il existe une similitude élevée entre certains patients présentant naturellement une
ressemblance dans leur composition protéique et leur état physiologique et /ou pathologique.
A T’inverse d’autres patients ayant une origine physiologique et /ou pathologique éloignée
montrent des IRS faibles.

Cette comparaison des profils des protéines totales urinaires obtenues par électrophorese en

présence de SDS peut étre fiable pour grouper un certain nombre de patients.

5. Conséquence des différentes atteintes rénales sur le protéome urinaire
L’analyse comparative des profils électrophorétiques des protéines urinaires extraites dans
deux conditions différentes : dénaturantes réductrices et dénaturantes non réductrices montre
qu’environ 5 bandes protéiques communes entre les différentes échantillons, nommées Ul,
U2, U3, U4 et U5 (Figure 9), U’, U, U, U”> et U’”””’(Figure 10), présentent une variation
d’expression qualitative et quantitative et sont soit absentes ou présentes d’intensité égale ou

différente par rapport a celles obtenus sur le profil du témoin.
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Un exemple de protéine exprimée que chez les témoins et absente chez un patient atteint d’un
NTA ; la bande U3 révélée dans les conditions dénaturantes et réductrices de masse
moléculaire approximative de 55 KDa.

D’aprés la littérature, ces groupes de protéines correspondent aux Albumine (environ 67
KDa). Donc probablement, la disparition compléte de 1’albumine, autrement dit 1’absence
d’expression d’albumine dans le milieu urinaire chez les patients malades est une des
conséquences de NTA sur le protéome urinaire.

Un autre exemple, concerne les protéines exprimées que chez les malades et absentes
totalement chez le témoin. Il s’agit des Ul, U2, U4 et U5 révélées dans les conditions
dénaturantes réductrices, de masses moléculaires approximatives de 150 KDa, 55 KDa, 21
KDa et 12 KDa respectivement. Et les bandes U’, U’’, U’’, U’ révélées dans les
conditions dénaturantes non réductrices, de masses moléculaires approximatives de 150 KDa,
100 KDa, 55 KDa et 20 K Da respectivement.

D’apres la littérature, ces groupes de protéines peuvent correspondre aux protéines de haut
poids moléculaire comme les immunoglobulines (de 100 a 150 KDa) et I’albumine (67 KDa).
Donc peut étre la conséquence des atteintes glomérulaires sur le protéome urinaire correspond
a P’expression de ces protéines HPM ainsi que les protéines de bas poids moléculaire comme
le rétinol binding protein RBP (21 KDa), le lysozyme, la cystatine C ou bien les 2
microglobulines (aux environs de 12 KDa). Donc probablement, une autre conséquence des
atteints tubulaires sur le protéome urinaire.

Un dernier exemple des protéines exprimées chez le témoin et les patients malades avec des
intensités différentes. La U3 révélée dans les conditions dénaturantes réductrices et la bande
U’ révélée dans les conditions dénaturantes non réductrice de masse moléculaire
approximative de 55 KDa. Ces protéines montrent des variations d’expression quantitatives
avec des intensités égales ou différentes par rapport a celles du témoin. Certaines protéines
sont surexprimées, d’autres sont a 1’état de trace.

D’apres la littérature, ces protéines situées aux environs de 55 KDa peuvent correspondre a
I’albumine. Probablement, les fluctuations quantitatives de certaines protéines exprimées sont
donc une des conséquences d’une maladie rénale (SN, NTA, Néphropathie lupique sur GEM
stade II, IRA ou IRC) sur le protéome urinaire.

Ces différences d’expression sont autant des facteurs d’intérét (biomarqueurs) pour I’analyse
de I'influence de différents types de maladies rénales sur la composition en protéines

urinaires, celles-ci étant susceptibles d’étre spécifiquement exprimées ou inhibées au cours de
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cette pathologie. Ces protéines urinaires variantes peuvent étre secondairement fractionnées
par ¢électrophoreése bidimensionnelle et caractérisées par spectrométrie de masse afin de
préciser si elles sont susceptibles d’étre considérées comme marqueurs de la maladie rénale.
(1. Comparaison des profils protéiquesurinaires et salivaires

L’analyse des profils protéiques des patients ayant différentes atteintes rénales (SN, NTA,
IRA, IRC) montre une prédominance des bandes protéiques dans le profil salivaire plus que
dans le profil urinaire chez les patients 6 et 11 (Figure 13) ce qui n’est pas le cas chez les
profils protéiques des patients 15 et 8 (Figure 14) montrant une prédominance des bandes
protéiques dans le profil urinaire plus que dans le profil salivaire.

Chez le patient 6 le profil salivaire présente 3 bandes variantes D3, D4 et D5 (Figure 13) qui
correspondent selon leurs poids moléculaire et d’apres la littérature a 1’alpha amylase, la
lipase linguale et la cystatine et/ou le lysozyme, respectivement. Elles  peuvent
étreconsidérées donc comme de nouveaux biomarqueurs du syndrome néphrotique. Alors que
le profil urinaire présente une surexpression observable de la bande U3 (Figure 13)
correspondant a I’albumine. Donc la combinaison des deux résultats obtenus de la salive et de

I’urine permet d’améliorer le diagnostic d’un syndrome néphrotique.
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Figure 13: Comparaison des profils électrophorétiques des protéines urinaires et

salivaires dans les conditions dénaturantes et réductrices révélées par SDS/PAGE.
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Chez le patient 11 le profil salivaire présente 3 bandes variantes D2, D3 et D5 (Figure 13)
correspondant d’aprés la littérature la lactoferrine, 1’alpha amylase et la cystatine et/ou le
lysozyme, respectivement. Ces protéines peuvent €tre considérés comme de nouveaux
biomarqueurs de la nécrose tubulaire aigue, bien que le profil urinaire présente une absence
totale de I’albumine (Figure 13) ce qui confirme ’atteinte tubulaire et le fonctionnement du
filtre glomérulaire. Donc la combinaison de ces résultats obtenus a partir de la salive et les

urines permettent de préciser le diagnostic de nécrose tubulaire aigue.

Chez le patient 15, le profil salivaire présente 2 bandes variantes D** et D***** (Figure 14)
correspondant d’apres la littérature aux immunoglobulines (IgG et IgA), la cystatine et/ou le
lysozyme, respectivement. Ces protéines présentent entre elles un intervalle de masse
moléculaire tres large, donc elles peuvent étre considérées comme de nouveaux biomarqueurs
d’insuffisance rénale chronique bien que le profil urinaire présente une surexpression des trois
variantes U’’, U’”” et U’’’ correspondent successivement aux immunoglobulines et aux
albumines de haut poids moléculaires ce qui confirme ’atteinte du filtre glomérulaire. L’IRC
est définie comme une diminution progressive des fonctions rénales objectivée par une
diminution permanente du débit de filtration glomérulaire (45).Donc la combinaison des deux

résultats permet de bien préciser le diagnostic d’une insuffisance rénale chronique.
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Figure 14 : Comparaison des profils électrophorétiques des protéines urinaires et salivaires dans

les conditions dénaturantes non réductrices révélées par SDS/PAGE.
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Chez le patient 8, le profil salivaire présente une seule bande variante D** (Figure 14)
correspondant d’apres la littérature aux immunoglobulines (IgG et IgA), donc ces protéines
peuvent étre considérées comme de nouveaux biomarqueurs salivaires d’insuffisance rénale
aigue. Le profil urinaire présente une expression de cinq variantes U’, U, U, U et
U’’’ qui peuvent correspondre successivement aux immunoglobulines, albumine de haut
poids moléculaires et le rétinol binding protein de faible poids moléculaire. Ce résultat
confirme une atteinte débutante mixte glomérulaire et tubulaire. Donc la combinaison des
deux résultats obtenus a partir des deux fluides biologiques permet de bien préciser le

diagnostic de I’insuffisance rénale aigue.

D’apreés les résultats, on conclut que la salive est un fluide de diagnostic précoce, facile et non
invasif, plus sensible et plus spécifique. La lipase linguale est un nouveau biomarqueur de
haute spécificité pouvant étre utilisé dans le diagnostic d’un syndrome néphrotique, la
lactoferrine est un biomarqueur spécifique de NTA, les immunoglobulines combinées avec la
cystatine et/ou le lysozyme sont de nouveaux biomarqueurs spécifiques de I’insuffisance
rénale chronique alors que les immunoglobulines seules constituent un biomarqueur précis de

I’insuffisance rénale aigue.
Finalement le diagnostic des atteintes rénales par la salive reste une idée trés récente et il

serait toujours intéressant de combiner les biomarqueurs des deux fluides (la salive et les

urines) pour bien préciser le diagnostic de I’atteinte rénale.
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Conclusion et perspectives

La complexité des atteintes rénales et de la diversit¢ des étiologies et des causes
physiopathologiques font que I’utilisation de plusieurs biomarqueurs appropriés sera d’une
importance critique et permettra une amélioration considérable de la prise en charge des
patients souffrant d’atteintes rénales en confirmant le diagnostic précoce.Notre travail de
recherche avait pour objectif d’une part d’explorer de manicre aléatoire le protéome salivaire
et urinaire par 1’utilisation des techniques d’électrophorése monodimensionnelle réalisée sur
gel polyacrylamide (SDS PAGE) et d’autre part de rechercher des biomarqueurs de 1’atteinte

rénale dans les deux liquides biologiques; les urines et lasalive.

En amant de ce travail, notre premiere préoccupation est d’obtenir des profils
¢lectrophorétiques satisfaisants permettant un bon diagnostic de la maladie.Ceci nous a
conduit a réaliser une extraction dans deux conditions différentes pour chaque fluide 1’'une
dénaturante réductrice et 1’autre dénaturante non réductrice, afin d’obtenir une meilleure

expression possible des protéines salivaires et urinaires.

Le fractionnement des protéines salivaires et urinairesdans les deux conditions et 1’analyse
des différents profils électrophorétiques qui nous ont permisde:
e apprécier la diversité des protéines salivaires et urinaires dans les deux conditions
d’extraction.
e constater que chacun des échantillons présente un profil protéique qui lui est propre.
e remarquer que chaque profil protéique peut ressembler ou pas a un autre par 1’absence
ou la présence d’une ou plusieurs bandes protéiques.
e révéler les mobilités de chacune des bandes protéiques de haut et faible poids
moléculaire.
e identifier des bandes protéiques communes entre les échantillons qui présentent
diverses pathologies.
e déterminer les différences dans la composition protéique salivaire et urinaire des

patients malades et des témoins.

Pour mieux comprendre la répercussion de 1’état physiologique et pathologique de ces
patients sur la composition protéique, une étude statistique a été réaliséeen calculant les
fréquences, I’indice de similarité et également en établissant une classification hiérarchique
qui permet d’apprécier numériquement la diversité des protéines salivaires et urinaires dans

|es deux conditions.
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L’analyse ¢lectrophorétique des protéines salivaires renferme 24 bandes protéiques de
mobilités différentes pour les protéines dénaturées et réduites, réparties comme suit: 10
bandes protéiques de HPM et 14 bandes protéiques de FPM. Pour les protéines dénaturées et
non réduites, 30 bandes proté¢iques de mobilités différentes sont dénombrées, 16 de HPM et
14 de FPM. En revanche, I’analyse électrophorétique des protéines urinairesa permis de
distinguer39 bandes protéiques de mobilités différentes pour les protéines dénaturées et
réduites, 17 bandes protéiques de HPM et 22 bandes protéiques de FPM. Pour les protéines
dénaturées et non réduites, 48 bandes protéiques de mobilités différentes sont observées,
28bandes protéiques dans lazone HPM et 20 bandes protéiques dans la zone FPM.

Une nette différence est observée entre le profil des témoins et des patients atteints de la
maladie rénale. Pour les protéines salivaires, environ 5 bandes protéiques communes entre les
différents échantillons (D1, D2, D3, D4, D5) pour les protéines extraites dans les conditions
dénaturantes et réductrices et5 bandes protéiques (D*, D**, D*** D*¥** D*****) nour |es
protéines extraites dans les conditions dénaturantes et non réductrices sont observées.
Concernant les protéines urinaires, 5 bandes protéiques communes entre les différents
échantillons (U1, U2, U3, U4, U5) sont aussi observées dans les conditions dénaturantes et
réductrices €t5 autres bandes protéiques (U’, U, U’’, U’ U’”’”") pour les protéines
extraites dans les conditions dénaturantes et non réductrices. Ellessont les plus variables
qualitativement et quantitativement et sont soit absentes ou présentes d’intensité égale ou
différente par rapport a celles obtenues sur les profils des témoins et/ou des malades.

La comparaison des profils électrophorétiques a montré deux exemples de protéines salivaires
exprimées que chez les témoins et relativement absentes chez les patients atteints d’une
maladie rénale ; laD1 et laD**** révélées dans les deux conditions, de masses moléculaires
approximatives de 100 KDa et 37 KDa, respectivement. Un autre exemple des protéines
salivaires exprimées que chez les malades et absentes totalement chez le témoin :la D3, D4,
D5 et la D*, D***, D*****réyélées dans les deux conditions, de masses moléculaires
approximatives de 45 KDa, 25 KDa, 15 KDa et 200 KDa, 45 KDa et 15 KDa
respectivement.Un dernier exemple des protéines salivaires exprimées chez le témoin et les
patients malades; la D2 et la D** révélées dans les deux conditions, de masse moléculaire
approximatives de 75 KDa et150K Da,respectivement.

En ce qui concerne les protéines urinaires, un exemple de protéine exprimée que chez les
témoins et absente chez un patient atteint d’un NTA ; labande U3 révélée dans les conditions
dénaturantes et réductrices de masse moléculaire approximative de 55KDa.Un autre exemple,

concerne les protéines exprimées que chez les malades et absentes totalement chez le témoin.
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Il s’agit des bandes U1, U2, U4 et U5 révélées dans les conditions dénaturantes réductrices,
de masses moléculaires approximatives de 150 KDa, 55KDa, 21KDa et 12 KDa
respectivement et les bandes U’, U’’, U’”’, U”**”” révélées dans les conditions dénaturantes
non réductrices, de masses moléculaires approximatives de 150 KDa, 100 KDa, 55 KDa et 20
KDa respectivement.Un dernier exemple des protéines exprimées chez le témoin et les
patients malades, la U3 révélée dans les conditions dénaturantes réductrices et la U™’
révélée dans les conditions dénaturantes non réductrices de masse moléculaire approximative
de 55 KDa. Ces protéines qu’elles soient salivaires ou urinaires montrent des variations
d’expression quantitatives avec des intensités égales ou différentes par rapport a celles du

témoin. Certaines protéines sont surexprimées, d’autres sont a I’état de trace.

L’application des techniques d’électrophorése monodimensionnelle nous a fourni des résultats
satisfaisants mais pour confirmer encore nos résultats et le diagnosticde la maladie rénale,
nous avons jugé a court terme, que I’emploi de 1’électrophorése bidimensionnelle devrait
accroitre encore nos possibilités de trouver un ou plusieurs biomarqueurs de la maladie dans
la salive et les urines, de les identifier et de les caractériser par la suite.

Nous comptons donc reprendre laméme approche en utilisant une technol ogie permettant une
séparation bidimensionnelle de haute résolution. Cela consiste en la séparation des protéines
sur des strips préfabriqués lors d’une premiére dimension d’isoélectrofocalisation puis une
séparation lors d’une deuxiéme dimension en fonction du poids moléculaire, dans le but
d’obtenir un grand nombre de spots bien résolus. Ce travail sera poursuivi par la
caractérisation de ces spots par spectrométriec de masse afin d’identifier les protéines

susceptibles d’étreconsidérées comme des marqueurs potentiels de cette pathologie.
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% ’ Annexe 1

Y Questionnaires
T
Nom: Sexe: LIFLIH Région :
Prénom: Age: ans

1. Etesvousfumeur 2 oui’  Non
2. Etes-vous diabétique 2 oui'  Non
3. Etes-vous hypertendu(e) 72 oui'  Non

4. Avez-vous une élévation du cholestérol ?'_ Oui L Non

5. Existe-t-il dans votre famille des maladies rénales ou du diabéte ou HTA?Y  oui'  Non

6. Dois---tu prendre des médicaments 2' ouil  Non

7. Si oui, a quelle fréquence journaliére dois---tu prendre tes médicaments ?

B 1foisparjour'_ 2foisparjours'_ 3foisparjours'_ Plus de 3 fois par jour

8. Avez-vous eu des infections urinaires hautes récidivantes B Oui B Non
(accompagnées de fiévre) ou du sang dans vos urines ?

9. Avez-vous d’autres maladies 7 Oui B Non
Si oui, lesquelles ?



Annexe 2

Liste des patients (sexe, age, wilaya, lamaladie, taille des reins, protéinurie)

Patient | Sexe | Age Origine Lamaladie Latalle | Protéinurie
desreins g/L
1 H | 40ans Oum € SN 2 0,5
bouaghi
2 H 27 Constantine SN N 1,53
3 F 63 Sétif SN N 6,2
4 F 32 Jijel SN + TRC \ 0,7
5 F 54 Mila SN + IRA N 7,8
6 F 35 Oum € SN N /
bouaghi
7 H 20 Mila SN N 10,5
8 H 32 Constantine SN + IRA N 59
9 F 40 Constantine NTA N 0,20
10 H 49 Constantine IRC 10 1
11 F 53 Constantine NTA N 0,34
12 F 28 Mila Néphropathie N 7,5
lupique
13 F 30 Constantine IRA N 0,15
14 H 45 Mila SN N 34
15 F 81 Mila IRC \ /
16 F 52 Constantine IRC N 1
17 F 59 Oum € SN Vs 8,6
bouaghi
18 F 64 Constantine | IRA sur IRC \ 0,15




Annexe 3

Composition des gels d’électrophorése

Gel de séparation : T : 12,52% C : 0,97%

e Acrylamide 40% 12,4ml
e Bisacrylamide 2% 2,4 ml
e FEau permutée 8,6 ml
e Tampon TrissHCL pH 8,8 15,2ml
e SDS10% 0,40 mi
e APS1% 1ml
e TEMED 0,020 ml

Gel deconcentration : T : 2,88% C : 1,42%

e Acrylamide 40% 1ml
e Bisacrylamide 2% 0,3ml
e Eau permutée 10,2 ml
e Tampon TrissHCL pH 8,8 1,7 ml
e SDS10% 0,14 mi
e APS1% 0,70 mi

e TEMED 0,014 mi




Résumeés

Résumé

La maladie rénale est un probléme majeur de santé publique. Pour cela, des avancées
significatives dans la recherche de nouveaux biomarqueurs protéiques sont nécessaires afin de
réaliser un diagnostic précoce et spécifique. Plus récemment les marqueurs biologiques
salivaires ont montré leur intérét dans le diagnostic des maladies.

Afin de détecter un biomarqueur salivaire et/ou urinaire de cette pathologie, nous avons
compar¢ les profils obtenus par €lectrophorese monodimensionnelle des protéines salivaires €t
urinaires de sujet sain et de patients atteints de la maladie extraites dans deux conditions
différentes.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 24 bandes protéiques salivaires et 39 bandes
protéiques urinaires dans la condition dénaturante réductrice, 30 bandes protéiques Salivaires
et 48 bandes protéiques urinaires dans la condition dénaturante non réductrice.

Cette ¢tude nous a permis de mettre en évidence environ 20 bandes protéiques présentant des
variations qualitatives et quantitatives d’expression dans le milieu salivaire (D1, D2, D3, D4
et D5 dans les conditions dénaturantes réductrices et D*, D**, D*** D****gt D***** dans
les conditions dénaturantes non réductrices) et dans le milieu urinaire (U1, U2, U3, U4 et U5
dans les conditions dénaturantes réductrices et U’, U, U**’, U”””* et U’*””” dans conditions
dénaturantes non réductrices).

Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines salivaires et urinaires, une étude
statistique a été effectuée en calculant les fréquences, 1’indice de similarité et également en
¢tablissant une classification hiérarchique des patients selon la composition des protéines
salivaires et urinaires.

Ces résultats préliminaires de mise en évidence de protéines salivaires et urinaires spécifiques
et ou variantes au cours des pathologies rénales susceptibles d’étre considérées comme des
marqueurs de la pathologie ¢tudiée, ouvre des champs d’investigation nouveaux tant dans le
domaine du diagnostic que dans le suivi de ces pathologies. Toutefois, aucun de ces
marqueurs ne peut étre proposé pour une utilisation routiniére en pratique clinique a ce jour
mais des études complémentaires sur le protéome urinaire et salivaire sont nécessaires pour

valider ces nouveaux biomarqueurs.

Mots clés : maladie rénale, biomarqueurs, salive, urine, électrophorése, diagnostic.



Résumeés

Summary

Kidney disease is a magjor public health problem. For this, significant advances in the search
for new biomarkers protein are necessary in order to achieve an early and specific diagnosis.
More recently the salivary biomarkers have shown their interest in the diagnosis of diseases.
To detect a biomarker of this pathology in saliva or urine, we compared the profiles obtained
by one-dimensional electrophoresis of salivary and urinary proteins of healthy subjects and
patients with the disease in two different conditions.

Analysis of gels allowed count 24 salivary protein bands and 39 urinary protein bands in the
reductive denaturing condition, 30 salivary protein bands and 48 urinary protein bands in the
non-reductive denaturing condition.

This study alowed us to identify approximately 20 protein bands with qualitative and
quantitative expression variations in the salivary middle (D1, D2, D3, D4 and D5 in reducing
denaturing conditionsand D *, D *, D *, D * and D * in non-reducing denaturing conditions)
and in the urinary environment (U1, U2, U3, U4 and U5 in reducing denaturing and U, U*’,
U>>’, U’ and U’”””” in non-reducing denaturing conditions).

To numerically assess the diversity of these salivary and urinary proteins, a statistical study
was conducted by calculating frequencies, similarity index and also establishing a hierarchical
classification of patients according to the composition of salivary and urinary proteins.

These preliminary results of salivary and urinary proteins highlighting specific and/or variants
during renal pathologies that may be regarded as markers of studied pathology, open fields of
new investigation both in the field of diagnosis and the monitoring of these pathologies.
However, none of these markers can be proposed for routine use in clinical practice to date,
but further studies on the urinary and salivary proteome are necessary to validate these new
biomarkers.

Keywords:. kidney disease, biomarkers, saliva, urine, electrophoresis, diagnosis.
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Théme : Exploration du protéome salivaire et urinaire des patients atteints
d’une maladie rénale par application des techniques d’électrophorése

Résumé:

La maladie rénale est un probléme majeur de santé publique. Pour cela, des avancées
significatives dans la recherche de nouveaux biomarqueurs protéiques sont nécessaires afin
de réaliser un diagnostic précoce et spécifique. Plus récemment les marqueurs biologiques
salivaires ont montré leur intérét dans le diagnostic des maladies.

Afin de détecter un biomarqueur salivaire et/ou urinaire de cette pathologie, nous avons
comparé¢ les profils obtenus par ¢lectrophorése monodimensionnelle des protéines
salivaires et urinaires de sujet sain et de patients atteints de la maladie extraites dans deux
conditions différentes.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 24 bandes protéiques salivaires et 39 bandes
protéiques urinaires dans la condition dénaturante réductrice, 30 bandes protéiques
salivaires et 48 bandes protéiques urinaires dans la condition dénaturante non réductrice.
Cette étude nous a permis de mettre en évidence environ 20 bandes protéiques présentant
des variations qualitatives et quantitatives d’expression dans le milieu salivaire (D1, D2,
D3, D4 et D5 dans les conditions dénaturantes réductrices et D*, D**, D*** D****et
D*#*** dans les conditions dénaturantes non réductrices) et dans le milieu urinaire (U1,
U2, U3, U4 et U5 dans les conditions dénaturantes réductrices et U’, U*’, U*”’, U’ et
U’’*>’ dans conditions dénaturantes non réductrices).

Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines salivaires et urinaires, une
¢tude statistique a été effectuée en calculant les fréquences, I’indice de similarité¢ et
¢galement en établissant une classification hiérarchique des patients selon la composition
des protéines salivaires et urinaires.

Ces résultats préliminaires de mise en évidence de protéines salivaires et urinaireS
spécifiques et ou variantes au cours des pathologies rénales susceptibles d’étre considérées
comme des marqueurs de la pathologie étudiée, ouvre des champs d’investigation
nouveaux tant dans le domaine du diagnostic que dans le suivi de ces pathologies.
Toutefois, aucun de ces marqueurs ne peut étre proposé pour une utilisation routiniére en
pratique clinique a ce jour mais des études complémentaires sur le prot€ome urinaire et
salivaire sont nécessaires pour valider ces nouveaux biomarqueurs.
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