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Introduction

Le cancer du célon résulte de I’accumulation de mutations dans différents génes au sein
des cellules constitutives de la couche la plus interne de la paroi colique appelée «
muqueuse » (32). Ces mutations sont responsables de la prolifération excessive et
anarchique de ces cellules qui aboutit & la formation de petites tumeurs initialement
bénignes appelées « adénomes » ou « polypes adénomateux» (17). Ces derniers peuvent se
transformer secondairement en tumeurs malignes (également appelées adénocarcinomes)
qui ont la capacité d’infiltrer progressivement 1’épaisseur de la paroi colique puis de
diffuser a distance du c6lon pour donner naissance a des métastases (32, 34).

Le cancer du colon est le 3°™ type du cancer le plus répandu dans le monde (24). Dans les
pays développés, il a une cause de mortalité importante. Il constitue 10 % des déceés par
cancer apres les cancers du poumon et de la prostate chez I'nomme, du sein chez la femme
(22).

En Algérie, le cancer colique est classé en troisieme position, apres le cancer du pommons

et de la vessie, chez ’homme et le cancer du sein et du col utérus, chez la femme (4).

En effet, I’incidence de ce cancer est largement plus élevée dans les pays développés que
dans les pays en voie de développement (24), son pronostic est généralement mauvais, du
fait d'un diagnostic tardif et de possibilités thérapeutiques, adjuvantes a la chirurgie,
restreintes. Le taux de survie apres intervention chirurgicale ne dépasse pas 50 % a 5 ans.
Le risque de cancer colorectal cumulé au cours de la vie est de 5 %. 1l augmente avec I'age
et, comme pour la plupart des cancers a développement tardif, il est faible avant 50 ans.
L'age moyen au diagnostic est de 65 ans (21).

Il semble utile de faire le point sur la salive en étant un liquide biologique reflétant la
composition protéique sanguine. La salive peut étre une issue de recherche de
biomarqueurs pour certaines maladies et dont le role a été déja établit dans certains
maladies ; tels que la maladie d’ Alzheimer et le diabéte avec ses deux types (30).

L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome salivaire des patients
atteints du cancer colorectal par application des technique d’¢lectrophorése

monodimensionnelle pour la recherche de biomarqueurs salivaires.

La premiere partie de ce travail comprend une synthése bibliographique, la
deuxiéme partie présente les patients, le materiel et les méthodes utilisées et enfin les

résultats et leur interprétation sont présentés dans la troisieme partie.
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1. Lecolon

1.1. Anatomie

Le cOlon ou gros intestin est |a partie terminale du tube digestif. Il fait suite al’intestin
gréle ou petit intestin et se termine par le rectum (28). Dans son ensemble, le cdlon forme un
cadre qui entoure la cavité abdominale et les anses gréles. Sa longueur est de 1 a 1.50 m en

moyenne et son diamétre beaucoup plus important que I’ intestin gréle (9).
Il comprend successivement, dans le seul du flux fécal (Figurel) :

-Le caecum : qui fait la jonction avec la fin de I'intestin gréle. Situé en dessous de
I’abouchement de I'iléon et auquel est rattaché I'appendice, le caecum a le plus grand

diameétre (environ 7,5a8,5 cm) (3).

-Le cblon ascendant : qui remonte verticalement jusgu’'au foie par un angle appelé

I’angle colique droit.
- Lecdlon transverse: qui s étend de |’ angle colique droit al’ angle colique gauche.

-Le cblon descendant : qui descend de I’angle gauche au niveau du bassin, et se

termine par le c6lon sigmoide.

-Le cblon sigmoide: il se présent sous forme d’un S d’ ou son nom dérivé de la lettre

grecque sigma. 1l est situé avant lajonction avec le rectum.

-Le rectum: C'est la partie terminale qui a environ 8cm de long. Situé dans le petit

bassin en avant du sacrum, il suit le grosintestin et se termine par |’ anus.

-L’anus: est le point de sortie du colon il est formé d'un sphincter ana interne a

motricité involontaire et un anneau externe a motricité volontaire (3).

1.2. Histologie du cblon

La paroi du gros intestin comprend les quatre caractéristiques du tube digestif, mais ne

contient ni valvules conniventes, ni villosités intestinales (5).
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1.2.1. Lamuqueuse

Lisse, constituée surtout de cellules caliciformes particulierement abondantes et
d'entérocytes. Les glandes de Lieberkiinh sont longues et frequemment ramifiées a leurs
extrémités profondes. Le chorion, trés dense, est infiltré de nombreux nodules lymphoides (5
et 19 et 21). Lamusculaire mucosae est mince (figure 2).

1.2.2. La sous muqueuse

Posséde des soul évements macroscopiques permanents (de |’ ordre du centimétre)

quiconstituent les « valvules conniventes » (22).
1.2.3. Lamusculeuse

Est trés développée, caractérisee par trois bandelettes qui sétendent sur toute sa

longueur, et qui sont al'origine des bossel ures caractéristiques du gros intestin (22 et 28).
1.2.4. Laséreuse

Péritonéale du colon forme, au niveau de la portion transverse, une partie du péritoine
appeléeméso colon(19). Celui-ci contient des ééments vasculaires, lymphatiques et des
troncs nerveux. L'artere mésentérique supeérieure assure la vascularisation du caecum, du
colon droit et I'némi cblon transverse. L'artére mésentérique inférieure effectue la

vascularisation de la moitié gauche du colon (2 et 5).

1.2. Fonction

Le gros intestin possede, au premier chef, des fonctions de motricité, mais il reste
encore impliqué dans les fonctions digestives (absorption, sécrétion, dégradation des

aliments).ll participe ala défense immunitaire de I’ organisme.

eFonction de motricité: celles-ci constituent surtout dans le stockage et e brassage
des matiéres alimentaires et se traduisent par des mouvements de contraction segmentaire
(26).

e Fonction d’absorption : il sagit principalement de la réabsorption d’ eau, de sodium,
de vitamines et de sels minéraux, le transport du sodium est actif ce qui provogque un
mouvement d eau selon un gradient osmotique. Cette réabsorption est surtout faite au niveau
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des anthérocytes de cblon droit et joue un réle majeur dans I’ équilibre hydro-électrolytique de
I’ organisme (19).

eFonction de sécrétion: la sécrétion exocrine concerne le mucus des cellules
caiciformes qui permet la protection de la muqueuse vis-avis de matieres fécaes qui
deviennent de plus en plus solides (22).

e Fonction de digestion : |a dégradation des matiéres alimentaires ayant échappées a
I” absorption intestinale est assurée par la flore bactérienne du cblon(26).

2. L e cancer du colon

2.1. Lacdlule cancéreuse

Une cellule cancéreuse est une cellule dont la division n'est plus contrélée et qui a
perdu le plus souvent tout ou partie de spécialisation(25). On dit qu’ elle se dédifférencie. La
cellule cancéreuse se caractérise par |’ activation permanente et autonome de la prolifération
n’ importe quel nouvel environnement cellulaire et tissulaire, ce qui fait que le cancer peut
affecter tous les types cellulaires du corps(2). L’un des cancers les plus répandus est |e cancer
colorectal. Il affecte le cblon et le rectum puisgu’ils sont du méme type histologique. Alors,

pour en parler globalement, on utilise le terme cancer colorecta (11).
2.2. Définition du cancer colorectal

Le cancer colorectal est un cancer siégeant dans la région du colon et du rectum (partie
terminale du colon) caractérisé par une prolifération anormale de cellules dans |e gros intestin
et par la formation de carcinomes glandulaires ou adénocarcinomes (4 et 8). La tumeur
pénétre alors en profondeur et peut atteindre successivement les différentes couches de la
muqueuse colique jusqu’ au péritoine qui I’ enveloppe, puis les ganglions lymphatiques (Figure
3). La progression se fait par accumulation des mutations de genes au sein des cellules
provoquant divers stades d' adénome, puis d adénocarcinomes. Lors de la transformation

maligne, la prolifération peut suivre deux voies (15 et 17):

- La voie lymphatique (par la circulation de la lymphe) : les ganglions sont atteints
selon lalocalisation des |ésions primaires.
- La vois hématogéne (par la circulation sanguine) dont les deux premiers organes

atteints sont le foie et /ou poumons (22).
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e L a cancérogenese
La formation du cancer, ou cancérogenese, correspond a la prolifération désordonnée
de cellules d'un tissu ou d’'un organe. La plus part des cellules de notre organisme sont en
renouvellement constant. |l existe donc des mécanismes biologiques qui empéchent que cette
prolifération normale ne soit excessive (2).
e ’oncogéne
On désigne par oncogene des genes dont il a été démontré expérimentalement
gu’ une expression anormale puisse conduire a I’ acquisition du phénotype tumoral (perte du
control de lamultiplication et la position des cellules au sein d'un tissu) (2).
e L es anti-oncogenes (genes suppresseurs de la tumeur)
A I'éat normale, il existe un équilibre entre I’expression des oncogenes et des genes
suppresseurs de tumeur. Des mutations successives de ces genes rompent cet équilibre,

entrainant une prolifération excessive des cellules tumorales (2).

2.3. Epidémiologie

23.1. Fréquence

Le cancer du colon est le 3™ type de cancer le plus répandu dans le monde avec
945.000cas et 492.000 déces par an(OMS).L’incidence de ces cancers est largement plus
€levée dans les pays dével oppés que dans les pays en voie de dével oppement (29).

2.3.2. Ageet sexe

Le cancer colique est rare avant 50 ans (6 % des cas). L’incidence augmente ensuite
rapidement avec |’ &ge. La proportion des cas diagnostiqués double chaque décennie entre 40
et 70 ans dans les deux sexes. L’age moyen au diagnostic est de 69,5 ans chez I’homme et
72,8 ans chez lafemme. L’ augmentation de I’ incidence du cancer colique pourrait étre liée au
vielllissement de la population. On note une légere prédominance masculine, avec un sex-
ratio de 1,5(4).

En Algérie, chez I'homme, la prévalence a été de 1180 cas soit 7,1% apres le cancer du
poumon. Chez la femme, la prévalence a été de 1082 soit 7,1% apres le cancer du sein et du
col utérin (4 et 25).

Chez I’homme, le cancer du cblon-rectum se situe au troisiéme rang des cancers incident
masculins avec 21 500 nouveaux cas estimés en 2011 loin derriére le cancer de la prostate (71
000) et le cancer du poumon (27 500). Il représente 10,4 % de |I'ensemble des cancers
incidents masculins. Chez la femme, il se situe au deuxieme rang (19 000 cas) derriére le
cancer du sein (53000). Il représente 12 % de |’ ensemble des cancers incidents féminins (24).




CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

24. Facteursderisques

Une meilleure connaissance de facteurs préedits aux cancers recto colique, devrait

permettre d’ améiorer leur prévention et rendre leur dépistage plus précoce.

24.1. Facteurshéréditaireset génétiques

a. Sujets a risque tres élevé de cancer colique

Dans environ 5 % des cas, le cancer colique survient dans un contexte de maladies
héréditaires prédisposant au cancer colique, a transmission autosomique dominante et a
pénétrance élevée. Un &ge inférieur a 50 ans lors du diagnostic, des antécédents tumoraux
personnels, une agrégation familiale de cancers, doivent faire évoquer une prédisposition
familiale et reconstituer |’ arbre généalogique du sujet. La polypose adénomateuse familiale et
le syndrome de Lynch ou HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer) sont les deux
maladies associées aux genes majeurs desusceptibilité du cancer colorectal actuellement
identifiées(27).

e Polypose adénomateuse familiale

Moins de 1 % des cancers colorectaux seraient imputables a la polypose adénomateuse
familiale, qui se caractérise par le développement, aprés la puberté, de plusieurs centaines
d’ adénomes intestinaux(8). Elle se manifeste aussi, chez environ 70 % des sujets,par une
hypertrophie de I'épithdlium pigmentaire de la rétineg(12). Les autres manifestations
extracoliques les plus graves et les plus fréquentes sont les tumeurs desmoides, |es adénomes
duodénaux. La transformation maligne est inédluctable si une coloproctectomie totale n’ est pas
faite au début de I’ &ge adulte. Les techniques de génétique mol éculaire permettent d’identifier
sur les leucocytes du sang circulant les sujets atteints de mutation constitutionnelle du gene
APC. Le phénotype et donc la sévérité dela maladie varient en fonction du siege précis de la
mutation causale(8 et 12).

¢ Syndrome HNPCC ou syndrome de Lynch

Pres de 5 % des cancers colorectaux surviendraient dans le cadre d’ un syndrome de

Lynch (8 et 11). lIs surviennent vers 40 a 50 ans (27).

b. Sujets a risque éevé du cancer colique

En dehors des colites inflammatoires, il s agit des sujets aux antécédents personnels et
familiaux d’adénome et d’ adénocarcinomes col orectaux (12).

e Antécédent personnel et familial de cancer colorectal

Les sujets ayant un ou plusieurs parents du premier degré (peres, meres, freres,

soeurs,enfants) atteints d'un cancer colorectal ont un risque d'étre atteint de ce cancer plus
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élevé que ceux de lapopulation générale. 15 a 20% des patients qui ont développé un cancer
présentent un parent de premier degré ayant aussi développé cette pathologie: il semble quele
risque soit multiplié environ par 2 par rapport ala population générale (12).
C. Sujets a risque moyen
Le cancer du c6lon étant rare avant 50 ans et |'incidence augmentant rapidement
avec |'age, les sujets de plus de 50 ans des 2 sexes sont considérés comme la population a
risque moyen (8 et 11).

24.2. Facteursalimentaires

Les facteurs nutritionnels qui augmentent les risques de cancer colorectal sont :
* Les régimes riches en protéines, en particulier les régimes riches en viandes rouge
* Les régimes trop riches en graisses, surtout celles d’ origines animales.
* D’ autres facteurs nutritionnel s sont par contre plutét protecteurs :

v Les fibres alimentaires, contenues essentiellement dans les |égumes tels que les
légumes verts...etc.
v Lesvitamines, en particulier A, C, D, et E (12 et 34).
24.3. Facteursliés| environnement
IIs sont suggérés devant par |a prédominance de I’ affection dans les pays occidentaux
: Europe, états Unis d’ Amérique, alors qu’ elle est rare en Afrique (12).

24.4.  Autresfacteurs

> Alcool : plusieurs études ont montré un lien entre la consommation d’ acool et
le cancer du cdlon, identique pour les hommes et pour les femmes (12). Les personnes a
risque ont tout avantage a réduire leur consommation, sans quoi il serait indiqué de prendre
des suppléments d'acide folique; quelques recherches ont en effet démontré que les méfaits de
I'alcool seraient partiellement contrés par cette mesure (11).

> Tabac: il faut tenir compte, non seulement de I'intensité du tabagisme
(nombre de cigarettes par jour), mais surtout la durée de I’ intoxication tabagique (24).

> Manque de fer : I’anémie résultant d’ une déficience en fer accroit les risques
de dével opper ce type de cancer (11).

2.5. Diagnostic du cancer colorectal
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Lorsqu’ une personne présente des symptdmes d un cancer colorectal ou une anomalie
est décelée lors d'un examen médical (test de dépistage, coloscopi€), un certain nombre
d examens doivent étre réalisés afin d' établir un diagnostic. Généralement, deux étapes sont

nécessaires pour obtenir un diagnostic précis et complet du cancer colorectal (17) :
Examen clinique sefait par :

> Le toucher rectale: qui permet de diagnostiquer un cancer du rectum s'il est
situé amoins de 8 cm de |’ anus(12).

> La sigmoidoscopie :on introduit dans le gros intestin un tube creux pourvu
d’ une lumiére pour faire un examen visuelle du rectum.

> La coloscopie: réalisee sous bréve anesthésie générale, la coloscopie permet

de visualiser les parois internes du célon(17).
Examen biologique sefait par :

> Analyse sanguine :ce test permet de déceler I’anémie que présente bien des
personnes atteintes de cancer colorectal en raison des saignements occultes prolongés qui sont
provoqués par les tumeurs (12).

> Le dosage des marqueurs tumoraux : le dosage des marqueurs tumoraux (ACE
et CA 19.9) se fait dans le bilan initial ce qui permettra de suivre I’ efficacité du traitement et
de déceler en cas d ascension du marqueur, une rechute ou la présence de métastase (12 et17).

3. Lesglandes salivaires et la salive

3.1. Lesglandes salivaires

Les glandes salivaires sont annexeées a la cavité buccale et sécrétent la salive, elles

sont donc dites exocrines (13 et14), Il existe deux types:

3.1.1. Lesglandessalivairesprincipales
Elles sont représentées par trois paires de glandes majeures (Figure 4):

a. Laglande parotide

C'est la glande salivaire la plus volumineuse, environ 32 cm?. Elle est située devant
I'oreille, sur le c6té du visage. Elle se situe dans |aloge |’ oropharynx (7).

b. L a glande sous-maxillaire
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Elle est plus petite que la glande parotide. Elle est située derriere la méchoire
inférieure, juste sous le menton et la langue. Cette glande ovalaire de 2,5 cm sur 1,5cm (6 et
7).

c. Laglandesublinguale

C'est la plus petite des glandes salivaires principales, elle pese environ 3 g et fait 3
cm de longueur, et 7 a8 mm de largeur, de forme allongée, aplatie transversalement. Elle est

située dans |la partie antérieure du plancher de labouche (9 et 16).
3.1.2. Lesglandessalivairesaccessoires

Ces glandes dites mineures sont tres nombreuses et disseminées sur toute la surface
de la muqueuse buccale, excepté au niveau des gencives, du vermillon des levres et de la
partie antérieure du palais osseux. Il s'agit de petites formations glandulaires muqueuses et
plus rarement séreuses de 1 a 2 mm de diamétre. Ces glandes quantité de salive négligeable
par rapport au volume total salivaire (7, 10 et 28).

3.2 Lasalive

La salive est la premiére sécrétion digestive, elle désigne un liquide physiologique
incolore acalin, légerement visqueux secrété par les glandes salivaires. |l existe plusieurs
types de salives comme la salive parotidienne, salive sous sublinguale et bucco-labiale, mais

encore une salive mixte constituée d'un mélange des premiéres dans la cavité buccal e (13).
3.2.1. Composition biochimique dela salive

On peut définir dans la sécrétion salivaire : des constituants inorganiques ; anionique
et cationiques dont les plus importants sont les ions bicarbonates et phosphates ainsi que des
constituants organiques qui conferent ala salive de nombreuses propriétés (13).

a. Eau

L'eau constitue 99 % de la salive dont le role est |'humidification du bol, la

solubilisation des substances ce qui permet de détecter le gout.

b. Lesconstituantsinorganiques
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La salive contient des constituants ioniques (Na", K*, Cl-, HCO3") dont la composition
varie pendant la sécrétion. Certains de ces ions permettent de réguler le pH du milieu buccal
et qui ont une action bactériostatique(13).

C. Lesprotéines salivaires

Les protéines salivaires représentent la majeure partie des constituants organiques. On
distingue les protéines extrinseques issues du sérum et les proténes intrinseques, synthétisées
par la glande(13).

e L esprotéines extrinseques

On trouve parmi les protéines extrinseques les immunoglobulines. L'IgA monomeérique,
qui est la plus représentée, dérive du sérum et gagne la cavité buccae de fagon
transépithéliale ou par le fluide gingival. On trouve également des IgG et des IgM. Des

albumines issues du sérum sont également détectées dans la salive (18).

e L esprotéinesintrinseques

v L’a amylase

L’amylase est une enzyme protéique de la famille des hydrolases, cataysant
principalement I'hydrolyse de I'amidon en le clivant en maltose un disaccharide fait de deux
molécules de glucose. Elle est produite par les glandes salivaires et les glandes
pancréatiques(18).

v Lalipaselinguale

La lipase linguale est une enzyme salivaire sécrétée par des glandes de la langue et qui
est impliquée dans la digestion des lipides. Elle Hydrolyse les triglycérides et libére des acides
gras alongue chaine (AGLC) dans la salive (18).

v Lesmucines

Les mucines sont des glycoprotéines du mucus, responsables des propriétés
viscoélastiques et gélifiantes de celui-ci. Le caractére visqueux, facilite I'ingestion du bol
alimentaire en I'imprégnant. Les mucines sont capables d'interagir avec des microorganismes

en les agglutinant. Elles participent ala protection des mugqueuses(13 et 18).

v Lelysozyme

10
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C'est une protéine globulaire formée de 129 acides aminés (chez I'ére humain)
retrouvée dans la plupart des sécrétions de l'organisme (salivaires, lacrymales, nasales,
bronchiques). Dans la salive, elle représente pres de 10% des protéines totales. Le lysozyme a
une action anti bactérienne importante dans la salive. Il hydrolyse les liaisons B-(1-4) entre

acide N-acetyl muramique et N-acetyl glucosamine (13).

d. Autres constituants organiques

e Des facteurs de croissance: EGF et NGF (substances a activité humorale dans les
glandes salivaires).

e Des IgA sécrétoires dont la production peut étre induite apres stimulation du systeme
lymphoide annexé au systéme digestif.

e Des lipides qui peuvent jouer un réle important en se liant a des protéines salivaires
(18).

3.2.2. Caractéistiques physicochimiquesdela salive

a. Levolume

D'une personne a l'autre, la sécrétion peut varier de 500 a 1200 ml par jour, 70%
d'origine parotidienne, 20 % sub mandibulaire (la production des autres glandes étant
relativement négligeable)(19).

b. Laviscosité

Laviscosité salivaire est le reflet du taux de mucines. Elle varie selon la localisation du
prélevement et le débit salivaire(19).

C. LepH

Il exprime |'acidité ou l'acalinité de la salive et varie en fonction de I'age, du lieu de
prélévement buccal et de I'alimentation. Le pH physiologique d'un individu varie dans une
gamme normale comprise entre 5, 6 et 7 avec une valeur moyenne d'environ 6, 7 (7).

d. L e pouvoir tampon

La salive posséde un pouvoir tampon qui est essentiellement assuré par les phosphates,
les bicarbonates et certaines protéines. Le pouvoir tampon de la salive augmente avec la
stimulation il est presque inefficace pendant les périodes de faible débit (le pH salivaire peut

descendre aors aun niveau de 5,3) (1).

11
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e Ledébhit salivaire

Il reflete la production quantitative de la salive. 1l est sous I'influence de multiples
facteurs tels que le degré d' hydratation, la position du corps, |'exposition a la lumiére, les
stimulations antérieures, les rythmes circadien et circannuel, la talle des glandes et les
meédicaments ou drogues. Le débit salivaire augment avant le repas alors qui il est tres réduit
lors du sommeil, la déshydratation et |e stress réduisent aussi le débit (21 et 7).

3.23. Formation delasalive

A partir des capillaires sanguins environnants, les cellules acineuses pompent
activement Na' et Cl" et permettent le libre passage de I'eau entrainant la formation de la
salive primaire (Figure 5). Les cellules muqueuses liberent des mucines et les cellules
sereuses secretent plusieurs protéines incluant des protéines riches en proline et des enzymes
(22). Il 'y a donc une excrétion des protéines et une ultra filtration ionique (Figure 5).La
seconde phase s effectue lors du passage de la salive primaire dans le canal strié ou €elle est
modifiée par une sécrétion et une réabsorption d’ électrolytes, conduisant a la formation de la
salive finale, hypotonique au plasma(21 et 22). Il y a une réabsorption sodique massive au
niveau des cellules des canaux excréteurs intra lobulaires et un enrichissement en potassium
grace au fonctionnement d’une pompe a Nat+/K+/ATPase des cellules des canaux striés
(Figure 6). De plus des plasmocytes secrétent des IgA qui gagnent lalumiére de I’ acinus (16
et33).

3.24. Roledelasalive

La salive joue un double role d'humidification des muqueuses et de préparation des
aliments pour leur digestion, ainsi que d’ autres fonctions de protection et de cicatrisation(21).

e Fonction digestive

Les enzymes salivaires participent au premier stade de la digestion. L’action de
L'amylase est optimale a pH7. Elle débute la digestion des polyosides de |'aimentation (19 et
22).

12
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e Fonction de protection

La salive est la cause essentielle de la trés grande résistance de la cavité buccale a
I'infection. Son action est aussi bien physique, car elle permet |'auto-nettoyage de la cavité
buccale et I'hnumidification des muqueuses, qu'antibactérienne par |a présence de lysozyme, et
d'immunoglobulines(19, 21 et 22).

e Fonction decicatrisation

La salive contient des facteurs de croissance qui interviennent dans la cicatrisation des
tissus. On trouve notamment EGF. La salive a également une fonction mécanique qui nous
permet de golter, de mastiquer et déglutir les aliments solides. Elle agit comme un solvant et
un lubrifiant dont les qualités physiques sont améliorées par la présence de mucine (1).

13
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Figure 4: Localisation des trois paires de glandes (26)
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Figure 5: Formation de la salive primaire (7)
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Chapitre1: Matériels et M éthodes

I. Matériel biologique:

1. Recrutement des patients:

Notre étude a porté sur 29 patients ayant un cancer colorectal provenant du service
d’ Oncologie Médicale du CHU de Constantine. Les patients recrutés sont agés entre 32 et 64
ans dont la pathologie est au stade initial ou avancé. Cette population a été comparée a deux

sujets sains, sans pathologies connues et possedant une bonne hygiéne buccale.
2. Recuell delasalive:

Pour le recueil de la salive nous avons adopté la méthode décrite par Hirtz et al., 2005
avec quelques modifications. La salive totale est prélevée le matin, 2 heures aprés le petit
déeuner (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 la salivation, le patient doit boire un
verre d’ eau 15 minutes avant le prélevement, et macher un petit bout de parafilm (environ 3
cm2), pendant quelques minutes. Trois ml de salive totale sont ainsi prélevés dans des tubes
eppendorf stériles. Les échantillons salivaires sont ensuite centrifugés a 10000 x g pendant 15
minutes afin de supprimer les mucines et les débris cellulaires et alimentaires encore présents
danslasalive. Unefois prélevé, le surnageant est immediatement congelé (-20°C) jusgu’ aux

analyses.
I1. Techniquesd’électrophorese:

1. Extraction des protéines

//////

sujets sains obtenue aprés centrifugation de la salive totale. Les protéines salivaires sont
solubilisées dans une solution d’ extraction a base de Tris-HCI 0.062M pH 6.8, 2% SDS (p/v),
10% glycérol (v/v), 0.01% bleu de bromophenol (p/v) et 2.5% B-mercaptoéthanol (v/v). Une
incubation de 30 min a65°C est réalisée.
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2. Electrophorése mono dimensionnelle SDS-PAGE

La technique d électrophorése utilisée est celle proposée par Laemelli (1970) modifiée
par Singh et al, (1991). La séparation se fait sur gel vertical en systéme discontinu, en
présence d'un détergent anionique, le Sodium Dodecy! Sulfate (SDS).

2.1. Préparation desgels:

Le support d’ électrophorese est formé d’ un gel de séparation (separating gel) aT
=12.58% et C =0.97%, et d'un gel de concentration (starking gel) a T=2.88% et C=1.42%.
Ces deux gels sont préparés a base d’ acrylamide a 35% (p/v), de N, N’- méthylene bis-
acrylamide a 2% (p/v), du SDS a10% (p/v) et de Tris-HCI 1M, tamponnés a pH 8.8 pour le
gel deséparation, et apH 6.8 pour le gel de concentration. Ces deux gels sont polymérises
enprésence du TEMED et del’ APS.

Le gel de séparation est prépare le premier, bien mélangeé puis coul é entre deux plagques
en verre, en laissant un vide de 4cm pour le stacking gel. Une fine couche du butanol est
ajoutée pour niveler le gel et pour le protéger del’air. La polymérisation s effectue aune
température ambiante pendant environ 45 minutes. Ensuite, le gel de concentration est

préparé, bien mélangé puis coulé, et des peignes a 15 puits sont rapidement insérés.

Apreés lapolymérisation du stacking gel qui s effectue en plus de 60 minutes, les peignes sont
enlevés en obtenant ainsi des puits servant pour les dépots des extraits protéiques. Les puits

sont remplis avec du tampon de migration avant le dép6t des échantillons.

2.2. Lamigration électro phorétique:

Apresle dépbt des différents échantillons, la cuve d’' é ectrophorese (bac inferieur) est
remplie aun niveau suffisant avec le tampon d’ électrophorése. Ensuite, le bac supérieur situé
dessus des deux plaques (bien serré contre les joints pour éviter les fuites) est rempli lui aussi
avec le méme tampon (tompon de migration). Ensuite, le montage est placé dans la cuve
d’ électrophorése pour que les faces inférieures des gel's plongent dans |e tampon (bac
inférieur). Enfin, la cuve est fermée et reliée a un générateur qui va assurer le passage du
courant électrique. Le gel de dimension 180x160x1.5 mm est soumis a une intensité constante
de 40 mA/gel, et une tension ne dépassant jamais la maximale de 1200 passage du courant
électrique. Le gd de dimension 180x160x1.5 mm est soumis a une intensité constante de 40

mA/gel, et une tension ne dépassant jamais la maximale de 1200v. La cuve d’ électrophorese
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est maintenue a une température constante a4°C gréce aun systéme de refroidissement. Les

protéines chargées négativement migrent vers |’ anode et sont séparées selon leur
encombrement moléculaire. Lamigration est arrétée aprés la sortie du front de migration.

2.2. Fixation, coloration et décoloration :

Apreslasortie du front de migration, le gel de concentration est éiming, et le gel de
Sséparation est démoulé et mis dans des bacs contenant une solution composée d’ un agent
fixateur des protéines, le TCA (acide trichloracétique) a 60%, ainsi qu’ un produit colorant, le
bleu de Coomassie R250 a 1% (p/v), les bacs sont mis en agitation pendant 24 heures. Le gel
est ensuite décoloré en le placant dans I’ eau du robinet pendant toute la nuit.

I11. Analyse des gels et étude statistique:

1. Analysedesgels:

Il s'agit d’ une lecture biochimique qui consiste a déterminer le poids moléculaire de la
bande considérée comme bio marqueur et arévéler lamobilité de chague bande décelable
dansle gel. Le traitement des données d' électrophorése fait appel au calcul desindices de
similarité.

2. Indicedesimilarité

L’indice de similarité (ou indice de ressemblance) des diagrammes a éé calculé
selon laméthode de Dedio et al., 1969, en rapportant I’ indice de similarité absolu (IAS) au
nombretotal (N) des bandes présentes dans |’ un, au moins, des diagrammes des échantillons
comparés. L' IAS présente |I’ensemble des bandes qui ne sont pas significativement
différentes entre les deux diagrammes.

IRS=IAS/N x 100
On considére qu’ une bande N’ est pas significativement différente d’ une autre lorsqu’ elles sont
de méme mobilité et/ou gu’ elles ne se distinguent pas par au moins deux classes de

concentration. Les indices de similarités ont été calculés entre les 29 diagrammes des patients.
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1 Analyse des profils éectrophor éiques

La technique adoptée pour I’ analyse est celle décrite par Laemelli (1970) et modifiée
par Singh et al., 1991 qui a été utilisée pour fractionner les protéines saivaires. Cette
technique permet d’obtenir |I'ensemble des protéines. En effet les bandes bien distinctes
sont le résultat de 1’étape de réduction des protéines par le B -mercaptoéthanol, cette
réduction empéche les chaines peptidiques de se relier par les ponts disulfures, et la
dénaturation des protéines par le SDS qui masque la charge intrinseque de la protéine et
gui empéche de reformer la protéine native. La lecture des diagrammes consiste a révéler
la mobilité de chacune des bandes protéiques en mesurant la distance parcourue par chague
bande dans le gel de séparation.

11 Analyse des protéines salivaires dénatur ées et réduites

Les diagrammes é éctrophorétiques des 31 échantillons (29 malades et 2 témoins)
analysés renferment de 4 a 21 bandes décelables qui se répartissent dans les deux zones des
protéines salivaires avec des mobilités allant de 37 a 133 mm (Figure 7).

T1 12 13 14 15 T2 16 17 18 19 20 21

———

ﬁu: =T

Lone 1

Jone 2

Figure 7: Fractionnement des protéines salivaires dénaturées et réduites par SDS-
PAGE. T1et T2: témoins: 12 a21 : des patients.

Les diagrammes sont lus par zone. Nous dénombrons 24 bandes protéiques de
mobilités différentes qui se répartissent comme suit : 12 bandes protéiques dans la zone 1
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et 12 bandes protéiques dans la zone 2, qui sont caractérisées par les gammes de masse
mol éculaires approximatives de 50- 250 KDa et 10-50 K Da respectivement.

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révele
desvariations quantitatives et qualitatives, dont la variation qualitative la plus importante
observée était dans la zone de HPM (zone 1),le doublet de bandes dont le poids
moléculaire est d’environ 70 KDa présentent des variations importantes, ce doublet est
présent chez tout les patients et les témoins sauf les patients 14 et 19 (fleches rouges,
Figure 7), a cause de sa présence chez les témoins et son absence chez deux patients, ce
doublet ne peut pas étreutilise comme biomarqueur. Pour les variations quantitatives,
I’exemple le plus important est celui de la bande protéique dont le poids molécuaire
approximatif est de 25 KDa (fléche jaune, figure 7), cette bande est présente chez tous les
échantillons (témoins et malades), en effet elle était faiblement concentrée chez les deux
témoins, et présentait des concentrations tres variables entre le reste des malades, les
patients présentant les concentrations les plus élevées (14, 17, 18 et 20) étaitent des

patients avec des pathol ogies associ ées.

1.2 Les proténes salivaires dénaturées et non réduites
Les diagrammes éectrophorétiques des 31 échantillons (29 malades et 2
témoins) analysés renferment de 8 a 21 bandes protéiques décelables qui se répartissent
dans deux zones des protéines salivaires avec des mobilités allant de 7 a 143 mm (Figure
8).

Les diagrammes sont lus par zone. Nous dénombrons 22 bandes protéiques de
mobilités différentes qui se répartissent comme suit : 11 bandes protéiques dans la zone 1
et 11 bandes protéques dans la zone 2, qui sont caractérisées par les gammes de masse

mol éculaires approximatives de 50- 250 KDa et 10-50 K Da respectivement.

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révele
des variations dans la composition protéique qui résident surtout dans la zone de HPM
(zone 1) dont le poid moléculaire est situé entre 50 et 60 KDa (environ 55 KDa) (indiquée
par une fléche dans la figure8), cette bande est considérée comme étant la bande la plus
variable quantitativement, cette protéine était fortement concentrée chez le sujet sain
(figure 8), avec une concentration modérée chez quelques patients (2, 3 et 5), une faible
concentration chez d'autres patients (4, 7, 8, 9 et 10) et a |I’é&at de traces chez quelques
patients et (1et 12), ce qui lui conféere la propriété d’ un biomarqueur.
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1

23 4 56 7T 8 9% 1011 12 13

Lome |

Fome 2

Figure 8: Fractionnement des protéines salivaires dénaturées et non réduites par
SDS-PAGE., 6: Témoin 2, de1 a5, de 7 a 13 : des patients

Ces différences observées entre les malades peuvent étres probablement dues a

des facteurs tels : I'ge, le stade de la maladie, les pathologies associées et la physiologie

des patients.
2. Etudedelavariabilité des protéines salivaires
2.1. En condition dénaturante et réductrice

2.1.1. Etudedesproténessalivairesde HPM
L’ analyse éectrophorétique des 31 échantillons a permis de distinguer 12 types de

protéines salivaires de haut poids moléculaire (Tableau 1).

Tableau 1: variabilité des protéines salivaires de HPM

M obilités .
Bandes . Frequences
(mm) Echantillons
(%)
E4, E10 6.45
1 37
T1, T2, E6, E7, E9, E10, E15, E16, E17, 5161
2 48 E21, E22, E23, E24, E26, E27, E29 '
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T1, T2, E3, E4, E12, E13, E15, E16, E17,
E18, E20, E21, E22, E23, E24, E25, E26, E27, 64.51
E28, E29

T1, T2, E4, E10, E 12, E13, E14, E15, E16,
E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24, E25, 70.96
E26, E27, E28, E29
T1, T2, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, EY,
5 59 E10, E23, E25, E27
T1, T2, E1, E3, E4, E5, EG6, E7, ES, E9, E10,
El1l, E12, E13, E15, E16, E17, E20, E22, E23, 74.19
E25, E26, E27
T1, T2, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, ES,
E10, E11,E13, E17, E18, E22, E23, E25, E26, 67.74
E27

48.38

T2, E4, E12, E17, E18, E20, E21, E28 25.80

T2, B4, E7, ES, E10, E17, E22, E23, E25,
9 67 E28, E29

35.48

T2, E5, E7, E10, E12, E13, E17, E18, E20,
70 E22, E28, E29

38.70
10

T2, E3, E4, E5, EG6, E7, ES, E10, E11, E17,
73 E18, E23, E25, E26, E27

48.38
11

T1, T2, E3, E4, E5, EV/, ES, E10, E11, E15,
12 77 E16, E17, E22, E23, E24, E25, E28

54.83

La diversité des bandes protéiques est peu importante dans la zone 1 de haut poids
moléculaire (Figure 7). Dans cette zone la bande protéique 6 dont la mobilités est de 60
mm est présente chez 23 échantillons ayant une fréquence de 74,19 %, donc c'est la «
proténe salivaire dominante » dans cette zone, suivie de la bande protéique 4 de mobilité
56 mm retrouvée chez 22 échantillons avec une fréquence de 70,96%. La bande protéque
7 de mobilité 73 mm est moins fréquente avec 67,74 %. Des bandes protéiques moins

fréquentes sont observées, tel que les bandes 3, 12, 2, 11, 10, 9 et 8 dont les fréquences



respectives sont 64.51 %, 54.83 %, 51.61 %, 48.38 %, 38.70 %, 35.48 % et 25.80 %
(Tableau 1). Ains la bande protéique 1 de mobilité 37 mm présente la plus faible
fréquence (6.45%).

2.1.2. Etudedes protéinessalivaires de FPM

L’ analyse éectrophorétique des protéines salivaires de faible poids moléculaire des
31 échantillons nous a permis de distinguer 12 protéines salivaires de mobilités différentes
(Tableau 2). Ainsi nous notons un grand polymorphisme de ces protéines salivaires

|ocalisées dans la zone 2.

Tableau 2: variabilité des proténes salivaires de FPM

Bandes Mobilite Echantillons Fréquence
(mm)
(%)

T1, E3, E4, ES, E10, E18, E22, E23, E24,
13 80 45.16
E25, E26, E27, E28, E29

T1, T2, E6, E10, E12, E13, E15, E17, E18,
14 85 E19, E20, E22, E23, E24, E25, E26, E27, E28, 61.29
E29
T1, T2, E3, E4, E5, E7, ES, E10, E11, E12,
15 90 E13, E14, E15, E16, E17, E18, E19, E20, E21, 67.74
E25, E29
T1, T2, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E10,
16 95 E1l, E12, E13, E14, E15, E16, E17, E18, E19, 87.09
E20, E21, E22, E23, E25, E28, E29
T1, T2, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES8, E10,

17 101 45.16
E11, E25, E29

18 105 T1,T2,E3, E/, E8, E10, E14, E17, E18, E23| 32.25

T1, T2, E4, E5, EY, ES, E10, E11, E12, E13,

19 112 | E14, E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24, 70.96
E25, E28, E29
T1, T2, E3, E4, E5, E7, ES, E10, E12, E13,
20 116 51.61

El4, E17, E18, E19, E20, E21




T1, T2, E3, E4, E5, E7, ES, E10, E11,

21 122 | E12,E13, E14 E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23,| 74.19
E24, E25, E28, E29

T1, T2, E7, E14, E22, E23, E24, E25, E28,

22 125 32.25
E29
T2, E4, E8, E10, E11, E22, E23, E24, E25,
23 130 35.48
E28, E29
24 133 E10, E22, E23, E24, E25, E28, E29 22.58

La plus haute fréquence protéique observée est celle de la bande 16, de mobilité 95
mm retrouvée chez 27 échantillons avec une fréguence de 87,09 %, suivie de la bande 21
retrouvée dont la mobilité est de 122 mm avec une fréquence de 74,19 % et la bande 19
retrouvée chez 22 échantillons avec une mobilité de 112 mm (74,19%), ensuite viennent
les bandes protéiques 18 et 22 dont la fréguence est 32,25 % (10 échantillons), qui
apparaissent avec des mobilités différentes de 105 et 125mm respectivement. Puis les
bandes protéiques 13, 14, 15, 17, 20 et 23 apparaissent avec des mobilités 80, 85, 90, 101
et116 mm respectivement et des faibles fréquences 45,16 %, 61,29 %, 67,74 % et 45,16 %
respectivement. La plus faible fréquence observée dans cette condition est de 22,58% pour

la bande 24 retrouveée chez 7 échantillons dont |a mobilité est de 133mm (Tableau?2).
2.2. En condition dénaturante et non réduite

2.2.1. Etudedesprotéinessalivairesde HPM
Les différentes protéines salivaires de haut poids moléculaires observées dans la
zone 1 sont au nombre de 10 avec des mobilités différentes (Tableau 3)

Tableau 3: Variabilité des protéines salivaires dénaturées non réduites de HPM

Mobilité . _
A 0
Bandes (mm) Echantillons (E) Fréquece (%)
T1,
1 8 35.48
E8,E9 ,E11,E14,E17,E19,E20,E21,E22,E23
2 11 E9, E17, E19, E20, E22, E28 19.35

T1,T2,E4,E10,E11,E16,E21,E22,E23,E25,
3 48 07 35.48




T1,T2,E4,E10,E11,E13,E15,E16,E17,E20,
4 57 58.06
E21,E22,E23,E24,E25,E27,E28,E29

T1,T2,E10,E11,E12,E13,E15,E16,E17,E18
,E20,E21,E22,E23,E24,E25,E26,E28
T1,T2,E4,E5,E6,E7,E8,EQ,E10,E11,E12,E
6 72 61.29
13,E14,E15,E16,E17,E19,E18,E20
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,E8,E9,ELOQ,
7 76 67.6
E21,E22,E23,E24,E25,E26,E27,E28,E29
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,ESELQ,ELL,
8 80 70.96
E12,E13,E14,E15,E16,E17,E18,E19,E20,E26

T1,T2,E7,E12,E14,E17,E25,E26,E27,E2S,

9 84 35.48
E29
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E7,E8,E10,E12,E13,E
10 88 54.83
14,E15,E17,E19,E25,E26

Sur la base de la variabilité protéique observée au niveau de cette zone, les bandes
protéiques les plus fréguentes sont les bandes: 7 et 8 de mobilités 79 mm et 80 mm
respectivement avec des fréquences respectives de 67.6% et 70.96%, suivies de la bande 6
de mobilité 72 mm retrouvée chez 19 échantillons, présentant une fréguence de 61.29%
puis les bandes 4 et 5 avec des mobilités respectives de 57 mm et 64 mm avec des
fréguences de 58.06 et 58% respectivement. Enfin les bandes 1et 3 de mobilité 79 mm et

48 mm sont retrouvées chez 11 échantillons avec une fréquence de 35.48%.

Une bande protéique de trés faible fréquence est observée dans la zone de HPM qui

est labande : 2 avec une fréguence de 6.66% retrouveée chez un seul patient.
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2.2.2.

Etude des protéines salivaires de FPM

L’ analyse éectrophorétique des protéines salivaires de faible poids moléculaire

apermis de dénombrer 12 bandes protéiques de mobilités différentes (Tableau 4)

Tableau 4: Variabilité des protéines salivaires non réduites de FPM

Mobilité i . Freéquences
Bandes (mm) Echantillons (E) (%)
T1,T2,E3,E4,E5,E8,E10,E12,E13,E15,E17,E2],
11 95 58.06
E22,E23,E24,E25,E26,E29
T1, T2, E3, E4, E5, E7, ES, E9, E10, E11
12 101 E12,E13,E14,E15E16,E17,E18,E19,E20,E26,E2 64.51
9
13 105.1 T2, E4, E5, ES, E10, E14, E17, E26, E28 29.03
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,E8,EQ,E10,E14,E
14 109.01 80.64
16,E17,E19,E20,E21,E22 E23,E24,E25,E26,E27,E28
T1,T2,E3,E4,E8E10,E12 E13,E14,E15,E16,E17
15 114 58.06
,E18,E19,E20,E22,E23,E29
T2,E4, E7,E8ELQ0,E12,E14,E16,E17,E22,E24,E
16 119.7 41.93
28,E29
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,E8E9,EL0,E14,E
17 122.3 45.16
26
T1,T2,E3,E4,E5,E7,E8,E10,E11,E12,E13,E14,E
18 128.3 61.29
15,E16,E17,E18,E19,E20,E26
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,E8E9,E10,ELLE
19 133.6 12,E13,E14,E15,E16,E17,E18,E19,E20,E21,E22,E23, 100
E24,E25,E26,E27,E28,E29
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,E8E9,E10,ELLE
20 138.2 12,E13,E14,E15,E16,E17,E18,E19,E20,E21,E22,E23, 100
E24,E25,E26,E27,E28,E29
T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,ES,E9Q,E1Q,EL, ,E1
21 1435 2,E13,E14,E15,E16,E17,E18,E19,E20,E21,E22,E23,E 100

2,,E25,E26,E27E28,E29
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T1,T2,E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7,ES,E9,EL10,E1LE
22 1445 12,E13,E14,E15,E16,E17,E18,E19,E20,E21,E22,E23, 100
E24,E25,E26,E27,E28,E29

D’apres I’observation du tableau ci-dessus on peut constater que les bands
protéiques 18, 19, 20, 21 et 22 de mobilités respectives de 133.6 mm, 138.2 mm, 143.5 mm
,144.5 mm et 146.23 mm sont les plus fréguentes avec une fréquence de 100%, suivies de
la bande 14 de mobilité 109. 01mm, présente dans 24 échantillons avec une fréquence de
80 %, suivie par les bandes 12, 18 et 15 et 11 dont les mobilités sont 101, 128.3,114 et
95mm respectivement, présentes chez 21 échantillons avec des fréquences respectives de
64.51%, 61.29% , 58.06% et 58.06%. Ensuite les bandes 7et 6 de mobilités 122.3,
119.7mm respectivement avec des fréquences de 45.16%,41.93%. La bande 3 de mobilité

105.1mm retrouvée chez 9 échantillons était la bande la plus (29.04%).

3. Classification hiérarchique des protéines salivaires
Les relations entre les différents patients sont établies a partir de leurs
ressemblances dans la composition protéique, pour cela, nous avons fait appel a une
représentation sous forme d’ arbre hiérarchique ou dendrogramme qui constitue sans doute
la représentation la plus parlante. Les regroupements effectués a chague pas de
I’ algorithme de classification hiérarchique rassemble des éléments qui sont plus ou moins
proches entre eux plus on avance dans le regroupement plus on se rapproche du sommet de

|"arbre.

3.1 Classification des protéines salivaires dénaturés et réduites
Dans cette condition, et suivant la classification hiérarchique UPGMA, la population

d étude se répartit dans deux principaux groupes a une distance de 3.5.

Le premier groupe comprend la majorité des échantillons analysés (21 patients et 2
témoins), ce groupe présente un haut degré de similitude notamment dans I’intervalle de
distance de 2 a 3. Au sein de ce groupe, 3 sous-groupes se révélent, le sous-groupe 1
comprend le témoin 1 et 6 patients (22, 23, 25, 24, 28 et 29). Comme le premier sous-
groupe le sous-groupe 2 comprend le témoin (témoin 2) et 8 patients, avec un degré de

similarité moindre. Les 7 patients restants se répartissent dans le troisiéme sous-groupe.

L e deuxieme groupe ne renferme que 8 patients répartis en deux sous-groupes.
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Cliniguement, tous les patients (pour les deux sexes) et sans particularité ont subi un
acte chirurgical et une chimiothérapie et dans quel ques cas une radiothérapie. En outre, les
patients recrutés appartiennent a la méme tranche d’'ége (44 et 72 ans), sans pathologies

associ ées sauf pour la patiente 25 (diabétique).

Un cas particulier doit étre signalé, celui des patients 12 et 20 qui présentent des
profils entierement similaires malgré la différence d' age (32 et 72 ans respectivement). Le

seul critere qui leur réunit est le sexe (masculin).

L' éat physiologique et pathologique, I'age et le sexe des patients ne sont pas
corrélés avec les résultats des analyses en cluster de la composition en protéines salivaires
(Figure 1), c’est-a-dire la classification des patients en fonction des profils protéiques n'a

pas suivi I’ état des patients.

Dendrogramme de 31 Variables
Moy. non pond. grpes associés
Dist. Euclidiennes

22
23 ’—’7
25

N
(o]

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
Dist. Agrégation

3,5

Figure9 : Dendrogramme des 31 échantillons en condition dénaturante et réductrice

3.2. Classification des protéines dénaturée et non réduites
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Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’ agrégations révéle de nombreux
groupes. Deux grands groups se présents dans le dendrogramme qui se divisent eux méme

en deux groupes, ces derniers se divisent en plusieurs groupes.

La classification hiérarchique basée sur la méthode UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean=Moyenne non pondérée des groupes associés) classe
la population étudiée en divers groupes. La premiere division aladistance 3.25 révéle deux
grands groupes. La deuxiéme division ala distance 2.95 divise la population en 4 groupes.

Le premier groupe G1 est constitué de deux sous-groupes: le premier sous-groupe
regroupe les témoins et 7 patients (4, 10, 8, 3, 5, 7 et 28) avec des degrés de similarité trés
élevés entre eux et avec lestémoins.

Le deuxieme groupe G2 renferme 8 patients (11, 16, 12, 13, 15, 18, 19 et 20) avec
des niveaux de similarités moyens sauf entre les patients 13 et 15 qui sont a 100%
similaires.

Le troisieme groupe G3 renferme seulement 4 patients (1, 2, 6 et 9) présentant moins

de similitude par rapport aux deux premiers groupes.

Le quatriéme groupe G4 regroupe les 8 patients restants (21, 23, 24, 29, 25, 27 et 28)
qui présentent une similitude modeste.

Comme pour la premiére condition (dénaturante et réductrice), la classification des
patients suivant les profils é ectrophorétiques dans la condition dénaturante non réductrice,
n'apas suivi I’ éat physiopathologique des patients ; atitre d’ exemple : les deux patients :
4 et 21 appartiennent a deux groupes différents: 1 et 4 respectivement, les deux malades

présentent un cancer colorectal, ayant subi un acte chirurgical avec une chimiothérapie.
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Cendrogramme de 31 Variables
May. non pond. grpes associés
Dist. Eudidiennes

T1 - i I
T2 ] |
1 '—]— '
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Dist. Agregation
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Figure 10: Dendrogramme des 31 échantillons en condition dénaturante et non
réductrice

4. Indice de similarité des diagrammes protéiques

Pour quantifier I’analogie ou la dissemblance des diagrammes, on calcule un indice
de similarité ou de dissimilarité inspiré de Dedio, et al., (1969). L’indice de similarité
(IRS) est calculé en rapportant I’ |AS (indice de similarité absolue) au nombre total (N) des
composants présents dans |’ un au moins des diagrammes des échantillons comparés. L'IAS
présente I’ ensembl e des bandes qui ne sont pas significativement différentes entre les deux
diagrammes. On considére qu’ une bande n’ est pas significativement différente d’ une autre
lorsqu’ elles sont de méme mobilité et/ou qu’ elles ne se distinguent pas par au moins deux
classes de concentration. IRS=1AS/Nx100

4.1. Indicede similarité des protéines salivaires dénatur ées et réduites
Les indices de similarités ont été effectués pour les 31 échantillons (29 ayant un
cancer colorectal et 2 témoins), ils sont représentés sous forme de matrice dans le tableau
5. Il en ressort que I’indice de similarité se situe entre 0 et 100%.

28



Chapitre 3 : Résultats et Discussion

D’ aprésletableau 5 :

Des vaeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses
dissemblances c’est le cas du patient 28 avec les patients 1 et 2 et |le patient 9 avec le
patient 18 et 29 (IRS=6%), ains le patient 8 avec la patient 9 (IRS=7%). Une valeur
d indice de similarité de O a également été observée chez quelques échantillons tels que les
patients 14, 19 et 28 avec le patient 9 ains que le patient 24 avec les deux patients 1 et 2.
Inversement, lorsque la valeur de I'IRS= 100%, cela signifie que les profils sont similaires
(ces deux patients présentent des diagrammes identiques avec la méme composition
protéique), c'est le cas des patients 12 et 20 (tableau 5), cela renforce le résultat du
dendrogramme (les deux patients se retrouvent compatibles). Des valeurs d’' IRS moyennes
ont été aussi observées, atitre d’exemple: (IRS=50) qui a été trouvé : entre le patient 9 et
le patient 3 et letémoin T1, le patient 15 avec le patient 12, le patient 21 avec le patient 19,
le patient 27 avec le patient 23, le patient 28 avec le patient 25. Ainsi, on distingue des

valeurs d' IRS importantes, par exemple:

¢|RSa60 entrelespatients: 3, T1et 3,9 et 15, 12.
e|RSa75entrelespatients: 7 et 5.
¢ |RS a 88 entre les patients : 16 et 15.

4.2. Indice de similarité des proténes salivaires dénatur és et non réduites

Les indices de similarités ont été effectués pour les 31 échantillons (29 ayant un
cancer colorectal et 2 témoins), ils sont représentés sous forme de matrice dans le tableau
6. Il en ressort que I'indice de similarité se situe entre 0 et 100%, révélant ainsi la

dissemblance en protéines salivaires entre | es patients étudiés.

Des vaeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses
dissemblances c'est le cas de patient 19 avec les patients 3 et 5 et le patient 29 avec le
patient 7 et 8 (IRS=9%), ains que le patient 29 avec le patient 12 et le patient 26 avec 12
(IRS=8%). Une vaeur d'indice de similarité de 0 a également été observée chez quelques
échantillons tels que le patient 18 avec le patient 11 et le patient 11 avec les patients 4 et 5.
Inversement, lorsque la valeur de I'IRS= 100%, cela signifie que les profils sont similaires
(ces deux présentent des diagrammes identiques avec la méme composition protéque),
c'est lecasdes patients 18 et 4, 8 et 7 ainsi que les patients 10 et 9, celarenforce le resultat

du dendrogramme (les deux patients se retrouvent compatibles). Des vaeurs d'indice de
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similarité moyennes ont été aussi observées, atitre d’ exemple : (IRS=50) qui a été trouvé:
entre le patient 12 et le patient 9 et |e patient 10, |le patient 13 avec le patient 1, le patient 1
avec le témoin 1, le patient 14 avec le patient 2, le patient 25 avec le patient 16. Ainsi, on
distingue des valeurs d’ IRS importantes, par exemple:

1. IRSa60entrelespatients: 23, T1let 9,4 et 5, 4.
2. IRSa75entrelespatients: 23 et 13.
3. IRSa78entrelespatients: 14 et 13.

Il existe une relation entre I’ hétérogénéité éectrophorétique des protéines saivaires
et I'état physiologique est pathologique des patients atteints du cancer colorectal. Les
patients dont les diagrammes sont trés proches ont en effet généralement une composition
protéique voisine et présentent naturellement a la fois des ressemblances protéiques d’ou
physiologique et/ou pathologique proche et des indices de similarités élevés. A I'inverse,
celles dont les diagrammes sont tres différents, ont le plus souvent des origines
physiologiques et/ou pathol ogiques éloignées et des IRS faibles.
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Tl T2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
100% 70% 28% @ 22% - 64% 20% 37% 62% 65% 22% 70%
100% 25% 20% 57%  65% 40% 80% 59% 20% 71%
100% 80% 38% 28% 42% 63% 31% 33% 50% 24%

100% 31% 22% 33% 50% 25% 27% 50% 19%

100% 63% 67% 40% 61% 69% 55%

100% 58% 30% 55% 74% 16% 70%

100% 43% 75% 69% 23% 57%

100% 41% 35% 50% 38%

100% 72% 25%  68%

100% 19% 71%

100%  19%

100%

11
47%
38%
36%
27%
53%
56%
69%
31%
53%
67%
17%
48%

100%

12
47%
55%
14%

%
33%
35%
44%
19%
35%
30%

%
39%
31%

100%

13
53%
55%
23%
15%
41%
45%
53%
27%
42%
37%
15%
45%
40%
83%

100%

14
44%
40%

8%

9%
31%
30%
33%

%
41%

25%

32%
29%
46%
46%
100%

15
44%
38%
18%

9%
31%
30%
25%
33%
26%
21%
20%
32%

29%

46%
23%

100%

16
39%
33%
20%
10%
33%
32%
2%
25%
28%
22%
22%
21%
31%
38%
38%
25%
88%

100%

17
59%
85%
18%
11%
50%
62%
53%
32%
65%
52%
17%
65%
42%
65%
65%
39%
47%
41%

100%

18
52%
62%
12%
13%
56%
52%
44%
24%
43%
45%

6%
52%
33%
67%
67%
47%
29%
24%
2%

100%

19

39%

35%

9%

11%

25%

32%

36%

15%

28%
29%

33%
31%
63%
64%
67%
36%
21%
41%
50%

100%

20
45%
55%
15%

7%
33%
45%
44%
19%
35%
30%

7%
39%

19%

83%
46%
46%
38%
65%
67%
64%

100%

21
42%
45%

8%

8%
29%
42%
31%
13%
32%
26%

8%
30%
27%
67%
54%
55%
42%
45%
53%
53%

67%

100%

22
62%
57%
18%
11%
32%
48%
33%
26%
45%
41%
18%
61%
37%
42%
50%
26%
41%
35%
57%
43%
28%
42%
32%

100%

23
67%
65%
21%
16%
48%
57%
36%
3%
55%
57%
22%
70%
40%
32%
38%
30%
37%
32%
59%
45%
25%
32%
29%
79%

100%

24

53%

35%

20%
32%
15%
12%
23%
24%
7%
39%
24%
29%
29%
27%
36%
29%
33%
32%
29%
29%
33%
69%
61%
100%
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Résultats et Discussion



Conclusion

Ce travail a été entrepris afin d’explorer le protéome salivaire des patients atteints du
cancer du codlon et le comparer avec celui des sujets sains par application des techniques
d’électrophorese monodimensionnelles ‘SDS-PAGE’, pour la recherche de protéines
spécifiques pouvant avoir la propriété de biomarqueur pour le diagnostic spécifique de la

maladie.

La méthode de solubilisation des protéines est celle de Laemeli (1970) modifiée par
Singh (1991), le choix de cette méthode était dans le souci d’avoir une meilleure expression
des protéines et des profils électrophorétiques reproductibles. Par la suite, une électrophorése
sur gel de polyacrylamide a pH alcalin (SDS-PAGE 8.8) dans les conditions réductrices et

non réductrices a été faite pour fractionner les protéines.

L’application de cette technique nous a permis d’obtenir des profils protéiques salivaires
nettement séparés et reproductibles ou 24 et 22 bandes protéiques de mobilité et d’intensité
différente, réparties dans les deux zones de FPM et HPM, ont été détectées dans les
conditions réductrice et non réductrice respectivement, ainsi cette technique nous a permis
de:

e Comparer les profils éléctrophorétiques des sujets malades avec ceux des témoins et
de remarquer que chacun des échantillons possede un profil protéique que lui est
propre et qui peut rassembler ou pas a celui d’un autre échantillon ou celui du témoin
par ’absence ou la présence d’une ou plusieurs protéines.

e Révéler les mobilités relatives de chacune des bandes protéiques de haut et de faible
poids moléculaire.

e Distinguer les différences dans la composition protéiques des patients malades et
des témoins.

e Identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires de la
maladie dont la plus marquante est une bande protéique détectée dans la zone de
HPM (avec un poids moléculaire apparent d’environ 55 KDa) dans la condition
native.

En outre, I’analyse statistique effectuée en calculant les fréquences, 1’indice de
similarité et la classification hiérarchique des patients en se basant sur leurs diagrammes

types obtenus n’était pas corrélée avec 1’état physiopathologique des patients.



Conclusion

En perspectives, une amélioration de 1I’étude sur les protéines salivaires est envisagee
par I'utilisation des techniques avec une meilleure résolution telle que 1’électrophorése

bidimensionnelle, ensuite la leur identification par spectrométrie de masse.
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Solutions utilisées pour la SDS-PAGE
Solution mére d’acrylamide a 40% (& préparer avec gants et masque)

e Acrylamide 409
e Eau distillée 100 ml

Solution mére de bisacrylamide a 2% (a préparer avec gants et masque)

e Bisacrymlamide 29
e FEau distillée 100 ml

Solution d’ammonium persulfate a 1% (a préparer temporairement)

e APS 0,19
e Eau distillée 10 mi

Solution stock de SDS a 10%

e Sodium Dodécyl Sulfate 10 g
e Eaudistillée 100 ml
Tampon Tris HCI pH 6,8 (& préparer sous la hotte avec gants et masque)

e Tris 30,285 ¢

e Eau distillée gsp 200 ml

e Ajuster a pH 6,8 avec du HCI fumant 19,5 ml
e Eau distillee gsp 250 ml

e qsp 250 ml

Tampon Tris HCI pH 8,8 (a préparer sous la hotte avec gants et masque)

o Tris 60,57 g

e Eaudistillée gsp 400 ml

e Ajuster a pH 8,8 avec du HCI fumant 8al10ml
e Eau distillée gsp 500 ml

Tampon de migration

e Glycine 70,559
o Tris 159
e SDS 29



e Eau distillée

Solution de coloration (pour deux gels)

e TCA60%
e Solution mére de bleu de Coomassie R250
e FEau distillée

Solution mére de bleu de Coomassie R250

e Bleu de Coomassie R250
e [Ethanol95°

Gel de séparation (runing gel)

e Acrylamide 40%

e Bisacrylamide 2%

e Eaudistillée 8,6ml

e Tampon Tris HCI pH 8,8
e SDS 10%

e APS1%

e TEMED

Gel de concentration (stacking gel)

e Acrylamide 40%

e Bisacrylamide 2%

e Eaudistillée

e Tampon Tris HCI pH 6,8
e SDS 10%

e APS1%

e TEMED

gsp 5000 ml

100 ml
259
gsp 5000 ml

109
gsp 1000 ml

12,4 ml
2,4 ml

15,2 ml
0,40 ml
1mil
20 pl

1mil
0,3ml
10,2ml
1,7mi
0,14 ml
0,70 ml
0,014 ul
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Colorectal cancer is cancer in the sitting area of the colon and rectum, prostate cancer results
from the accumulation of mutations in different genes within the cells constituting the innermost
layer of the colon wall called "mucosa".

The objective of this study is to investigate and explore the salivary proteome for patients with
colorectal cancer by use of dimensional electrophoresis technique for research salivary biomarkers.
For that whole saliva of a population composed of 29 patients was collected from the patients with
colorectal cancer. Enrolled patients are between 32 et 72 years, this population was compared with 2
healthy subjects. Salivary proteins are solubilized and separated by one-dimensional electrophoresis
SDS-PAGE under both conditions; reducing and non-reducing.

This method of analysis was used to obtain protein profiles clearly separated and reproducible
salivary proteome where 24 and 22 protein bands of mobility and different intensity were detected

in reducing and non-reducing conditions laid.

The hierarchical classification of patients based on their types obtained diagrams did not correlate
with the pathophysiological state of patients. Several variations were observed, the most important
is that of a protein band detected in the HPM area (with an apparent molecular weight of about 55
kDa) in native conditions showed significant quantitative and qualitative variations between patients
and healthy controls, may have the property of a prognostic biomarker of disease. The exploration of

the variation in salivary proteins can be used as an early diagnostic tool for cancer.

Keywords: Saliva, colorectal cancer, biomarker, electrophoresis, similarity
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Le cancer colorectal est un cancer siégeant dans la région du colon et du rectum, ce cancer
résulte de I’accumulation de mutations dans différents génes au sein des cellules constitutives
de la couche la plus interne de la paroi colique appelée « muqueuse ».

L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome salivaire des patients
atteints du cancer colorectal par utilisation des technique d’électrophorése
monodimensionnelle pour la recherche de biomarqueurs salivaires. Pour cela la salive totale
d’une population composée de 29 patients a été recueillie a partir des patients présentant un
cancer colorectal. Les patients recrutés sont ages entre 32 et 72 ans, cette population a été
comparée a 2 sujets sains. Les protéines salivaires sont solubilisées et séparées par une
électrophorése monodimensionnelle SDS-PAGE dans les deux conditions ; réductrice et non
réductrice.

Cette méthode d’analyse a permis 1’obtention des profils protéiques nettement séparés et
reproductibles du protéome salivaire ou 24 et 22 bandes protéiques de mobilité et d’intensité
différente ont été détectées dans les conditions réductrice et non réductrice respectivement.
La classification hiérarchique des patients en se basant sur leurs diagrammes types obtenus
n’était pas corrélée avec 1’état physiopathologique des patients. Plusieurs variations ont été
observées dont la plus importante est celle de la bande protéique avec un poids moléculaire
apparent d’environ 55 KDa (dans la condition native), elle a montré des variations
quantitatives et qualitatives importantes entre les patients et les témoins sains, susceptible
d’avoir la propriét¢ d’un biomarqueur de pronostic de la maladie. L’exploration de la

variation des protéines salivaires peut servir comme outil de diagnostic précoce des cancers.

Mots clés : salive, cancer colorectal, biomarqueur, électrophorése, similarité
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