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Introduction générale

Plus de 600 troubles qui touchent le systeme nerveux sont regroupés sous le terme de
maladies neurodégénératives. Ces dernieres forment un groupe hétérogeéne, pouvant étre
d’origine génétique ou héréditaire ou parfois sporadique. Certaines conditions telles que les
toxines environnementales et des produits chimiques peuvent entrainer ces maladies.

Ces troubles, souvent associés a une atrophie des structures du systéme nerveux central ou
périphérique, perturbent la transmission des informations sensorielles et le contrdle des
mouvements [36]. Le tableau clinique peut étre une atteinte de dysfonctionnement du controle

de la motricité comme dans la maladie de Parkinson (MP).

La maladie de Parkinson est une affection dégénérative due a la mort progressive des
neurones situés dans une zone du cerveau appelée Locus niger (substance noire) et a la
présence d’inclusions cytoplasmiques connues sous le nom de corps de lewy dans les
neurones survivants [39]. Des études épidémiologiques, sont réalisées, néanmoins la MP

touchait quatre millions de personnes dans le monde en 2013[11].

En général, le diagnostic de la MP est ¢établi a partir d'un examen clinique de la personne. 11
repose tout d'abord sur I'éviction des autres causes possibles de symptomes retrouvés (le
tremblement de repos, akinésie, la rigidité), le scanner et I'IRM peuvent s'avérer utiles pour
cela [15]. Certaines formes de la maladie, n’entrainent jamais ces symptomes (stade initial), et
plusieurs autres conditions peuvent simuler a s’y méprendre des symptomes semblables
comme le cas de syndrome parkinsonien secondaire.

Pour cela, le diagnostic de la MP est parfois difficile a établir [15]. A I'heure actuelle, il n'y a
pas de test validé pour aider a diagnostiquer la maladie de Parkinson, ce qui fait qu’un nombre
non négligeable de malades concernés sont mal diagnostiqués ou diagnostiqué en retard. C’est

la raison pour laquelle les chercheurs s’intéressent de plus en plus a cette pathologie [40].

Des chercheurs américains ont mis au point un premier test, expérimental, permettant un
diagnostic biologique, objectif, de la MP. Ils ont montré dans les autopsies de patients atteints
de parkinson que les protéines anormales associées a la maladie de parkinson sont toujours
retrouvées dans les glandes salivaires sous-maxilliaires, situées sous la machoire inféricure.
Dans ce contexte, la salive peut étre considérée comme un milieu privilégié de diagnostic
et/ou de suivi de I’évolution de certaines maladies et de leurs complications par la recherche

de marqueurs salivaires. Ces données devraient nous permettre une approche différente de la
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physiopathologie des maladies neurodégénératives, en particulier pour la maladie de

Parkinson.

L'objectif principal de ce travail consiste a explorer de manicre aléatoire les protéines
salivaires de sujets sains et de patientes atteints de la maladie de Parkinson puis de mener une
caractérisation la plus exhaustive possible des différents biomarqueurs (protéines salivaires
variantes) de cette pathologie. Une telle démarche fait appel autant & des méthodologies
biochimiques d’extraction et de caractérisation des protéines qu’a des calculs statistiques

analysant les relations existantes entre les différents patients.

Les données bibliographiques sont présentées dans le premier chapitre de ce mémoire,
avec une présentation générale de la maladie de Parkinson et sa physiopathologie, tout en
mettant 1’accent sur la salive ainsi que les biomarqueurs. Le deuxieéme chapitre décrit le
matériel biologique et I’ensemble des méthodes utilisées dans notre étude. Les étapes suivies
dans I’exploitation des résultats ainsi que leur discussion sont présentées dans le troisicme

chapitre. Une conclusion générale et des perspectives sont enfin données.
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

1. Définition

La maladie de Parkinson (MP) est la seconde pathologie chronique neuro-dégénérative qui
touche le systeme nerveux central apres la maladie d’Alzheimer et se situe en quatriéme
position des maladies neurologiques [47]. Elle provoque des troubles essentiecllement moteurs
Elle est décrite par James parkinson en 1817 [15].

Par ailleurs, il existe deux types pour cette maladie : la forme sporadique, qui est
idiopathique, et la forme familiale, héréditaire. La premicre est largement plus présente que la
seconde [15]. Cette maladie est caractérisée par la dégénérescence d’une population des
cellules nerveuses situées dans le « locus niger » ou « substance noire », il s’agit de systéme
dopaminergique de la voie nigro-stri¢ [10]. Ces neurones sont responsables de la production
de dopamine, un neurotransmetteur qui intervient dans le controle des mouvements. Lorsque
la maladie est diagnostiquée, 60 a 80% de ces neurones ont déja disparu [15]. La disparition
progressive de ces cellules entraine une diminution de la sécrétion de dopamine, qui est
responsable de I’apparition des signes cliniques typiques de la MP [52].

Les premiers symptomes se manifestent seulement lorsqu’environ deux tiers des neurones
produisant la dopamine sont endommagés ou morts. Jusqu’aujourd’hui, on connait les effets

de la maladie, mais 1’origine des causes est encore inconnue.

2. Epidémiologie

Cette maladie existe dans tous les pays et toutes les ethnies [10], mais avec des valeurs trés
différentes pour la prévalence qui augmente significativement avec I'age [15]. Les plus basses
valeurs de prévalence sont observées dans les pays orientaux et africains, et les plus hautes
dans les pays occidentaux [44] (Figure 1).

La maladie touche légerement plus les hommes que les femmes [3]. Ainsi, si l'incidence de
la maladie de Parkinson sur la population enti¢re est estimée entre 8 et 18 pour 100.000
personnes par an, elle est de 17,4 pour 100.000 personnes par an dans une population agée de
50 a 59 ans, et de 93,1 pour 100.000 personnes par an dans une population agée de 70 a 79
ans. Bien que certains cas précoces soient détectés, la majorité (plus de 90%) des patients
parkinsoniens ont plus de 50 ans [15].

La maladie de parkinson idiopathique (MPI) en est la cause la plus fréquente et représente

environs 3/4 des cas, tandis-que la maladie de parkinson familiale représente 1/4 des cas.
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La mortalité due a la maladie de parkinson serait de 0.5 a 3.8 % habitants selon les pays. La
durée moyenne de la maladie est de 9 a 10 ans avant la Lévodopa (L- dopa), médicament

spécifique de la maladie [10].

L ¢

Figure 1 : nombre d'individus affectés par la maladie de Parkinson sur 100 000 habitants en
2004.

Aucune donnée 50-57.5
<5 57.5-65
5125 65-72.5
12.5-20 72.5-80
20-27.5 > 80
27.5-35 35-42.5
42.5-50

3. Physiopathologie

3.1. Circuits neuronaux touchés

La maladie de parkinson est caractérisée par la dégénérescence des neurones
dopaminergiques situés, majoritairement, dans la pars compacta de la substance noire [47].
Ces cellules dopaminergiques sont responsables de la production d'un élément chimique
appelée dopamine [15]. La dopamine est un neurotransmetteur [15], qui joue un role dans
I’activation des neurones des noyaux gris centraux et de I’hypothalamus [8]. Les noyaux gris
centraux regroupent la substance noire (subdivisée en deux parties : pars compacta [SNc] et
pars reticulata [SNr]), le striatum (noyau caudé et putamen), le pallidum (interne [GPi] et

externe [GPe]) et le noyau sous-thalamique [NST] ou corps de Lewy (Figure 2). Ces
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structures sont reliées entre elles grace a deux voies: la voie directe et la voie indirecte qui
sont controlées par la dopamine. L’effet de cette dernicre est excitateur sur la voie directe et

inhibiteur sur la voie indirecte [16].

P | )
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Figure 2 : coupe frontale idéalisée du cerveau ainsi qu’une coupe transversale du mésencéphale.

Dans le cadre de la maladie de Parkinson, les troubles moteurs proviennent du déficit
dopaminergique de la substanti nigra sur les récepteurs du putamen. L’absence de dopamine
provoque une inhibition renforcée du thalamus sur le cortex frontal (responsable de la
réalisation du mouvement), résultant d’une hausse du tonus inhibiteur du GPi, elle-méme
résultat conjoint de la sur-stimulation de la voie indirecte et inhibition de la voie directe. En
remontant les circuits neuronaux, on voit comment le déficit en dopamine et les différents
récepteurs dopaminergiques (D1 pour la voie directe et D2 pour la voie indirecte) sont
responsables de la symptomatologie. Les dommages de la voie indirecte sont responsables de
I’incapacité d’adapter les programmes moteurs c’est-a-dire a un effet hypo-kinétique inhibant

le mouvement. Les perturbations de la voie directe, elles, facilitent le mouvement [19].
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3.2. Physiopathologie tissulaire : les systemes neuronaux touchés
Bien que le coeur des Iésions trouvées durant la maladie de Parkinson soit I’atteinte du
systtme dopaminergique nigrostriatal, cette pathologic ne se résume pas a la simple
destruction de ce systtme dopaminergique. Il apparait ainsi que d’autres systémes
dopaminergiques peuvent étre touchés avec une sévérité généralement moindre, ainsi que
d’autres systemes non dopaminergiques tels que des systemes noradrénergiques, des systémes

cholinergiques et des systemes sérotoninergiques.

3.3. Physiopathologie moléculaire
A partir de nombreuses données de 1'expérimentation préclinique, il est communément admis
que plusieurs types de mécanismes pourraient contribuer a la dégénérescence des neurones
dopaminergiques mais aucun de ces processus n'est réellement prouvé chez I'homme. Quatre
pistes de recherche sont ainsi explorées par de nombreuses équipes conduisant a des
hypothéses non exclusives mutuellement sur les processus en cause dans la mort neuronale :

e L'intervention putative des radicaux libres et du stress oxydant ;

e L'hypothese d'un déficit énergétique cellulaire qui affecterait particulierement les
neurones dopaminergiques et qui impliquerait notamment les organites chargés de la
production d'énergie cellulaire, les mitochondries ;

e L'hypothése du développement dun processus inflammatoire qui contribuerait a
détruire les neurones dopaminergiques ;

e Enfin l'intervention d'un déficit de métabolisme cellulaire plus généralement, qui
contribuerait a l'accumulation de protéines dans les neurones dopaminergiques, par
exemple l'alpha-synucléine.

Cette derniere hypothese tient une piste solide d’apres un consortium de chercheurs, menés
par une équipe du laboratoire d'enzymologie et biochimie structurales du CNRS [34]. La
maladie du Parkinson, pour laquelle il n'existe pas de traitement curatif a ce jour, est causée
par l'agrégation sous forme de dépots fibrillaires d'une protéine naturellement abondante a la
jonction des neurones, l'alpha-synucléine. Ces agrégats d'alpha-synucléine mal repliée se
propagent d'un neurone a l'autre. Lorsqu'ils envahissent un nouveau neurone, ils sont capables
de recruter 1'alpha-synucléine normale pour l'ajouter au dépot. C'est pourquoi, pour beaucoup
de chercheurs, I'alpha-synucléine des agrégats doit étre considérée comme une protéine
infectieuse c'est-a-dire un prion. Tres toxiques, les dépdts d'alpha-synucléine finissent par
déclencher un processus d'apoptose, le suicide cellulaire. Les chercheurs viennent de montrer

qu'il n'existe pas qu'un seul type d'agrégat (Figure 3). Ils sont parvenus a produire deux types
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d'agrégats qui ne différent que par la facon dont s'empile la protéine. La premiere forme
d'agrégat ressemble, a 1'échelle du millioniéme du millimetre, a un spaghetti tandis que la
deuxiéme est longue et aplatie, rappelant la forme d'une pate plus large comme la linguine

(Figure 3).
Polymibre de typs
= spaghetti »

=  Forma 1 de la maladie
a-synuchein
soluble ﬁ

"'% Palymidre de bype
 linguing =
y —3  Forme 2 de la maladie

Figure 3 : types d'agrégats de L'alpha-synucléine [34].

Les scientifiques se sont ensuite demandé si ces différences de structure se traduisaient par
des différences fonctionnelles. Pour cela, ils ont mis en contact ces deux types d'agrégat avec
des cellules neuronales en culture. Ils ont remarqué que la capacité de la forme "spaghetti" a
se lier aux cellules et a les pénétrer était notablement supérieure a celle de la forme "linguine".
La forme "spaghetti" est aussi nettement plus toxique et tue rapidement les cellules infectées.
Cette forme s'est révélée capable de résister aux mécanismes de la cellule chargés de
I'¢liminer, tandis que la forme "linguine" est, jusqu'a un certain degré, maitrisée par la cellule
[34]. L'existence d'au moins deux formes d'agrégats d'alpha-synucléine explique pourquoi les
médecins sont confrontés a des maladies de Parkinson distinctes d'un patient a l'autre. Des
travaux sur des souris sont en cours pour vérifier cette hypothese. Par ailleurs, les
scientifiques estiment que l'analyse du type d'agrégat pourrait devenir une méthode efficace
de diagnostic, permettant notamment d'évaluer la virulence de la maladie pour chaque patient.
Enfin, ils espérent qu'en affinant la caractérisation de la structure des agrégats, on pourra
mettre au point des stratégies thérapeutiques ciblées pour chaque variant afin de ralentir la
propagation de l'alpha-synucléine anormale dans le cerveau [34].

Les travaux de toutes les hypothéses débouchent sur la compréhension des mécanismes de

la mort neuronale dopaminergique, notamment au regard de l'identification de genes
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«mutés » codant pour certaines de ces protéines, chez les patients par les études génétiques.
Ils permettent également d'envisager certaines stratégies thérapeutiques du futur, par exemple
dans le domaine de la « neuroprotection », c'est-a-dire dans une démarche de ralentissement
et, dans 1'idéal de l'arrét, du processus neurodégénératif. Tel pourrait étre par exemple le cas

des antioxydants dont l'administration viserait a s'opposer a l'action des radicaux libres.

3.4. Role de vieillissement du systeme dopaminergique

Le vieillissement est une réalité confirmée par la mise en évidence d’une réaction de la
dopamine striatale en fonction de 1’age [41]. Elle est estimée a 5% de perte neuronale (par
décennie [39]. Son role dans la maladie de Parkinson ne peut pas cependant étre considéré
que comme marginale, ainsi que le suggeérent des ¢études anatomiques [18] montrant une
topographie des Iésions dopaminergiques (prédominance dans la partie dorsale de la substance
noire) tres différente de celle observée dans la maladie de Parkinson. Par ailleurs, une étude
anatomique suggere que la perte neuronales peut rester trés discrete, y compris chez des sujet

normaux tres agés [27].

4. Evolution des formes cliniques
Apres le diagnostic et D’instauration du traitement antiparkinsonien, on distingue
classiquement deux phases : la phase de la « lune de miel » et celle des « complications

motrices liées au traitement dopaminergique ».

4.1. La lune de miel
Durant cette période le patient n’est que tres peu affecté par les symptomes de la maladie et
peut donc mener une vie quasi normale (Stade 1 et 2 de I’échelle de Hoehn et Yahr
(Tableaul). Malgré cette amélioration, 1’évolution de la pathologie n’est pas figée et la
maladie peut s’aggraver au détour de divers événements, tels une infection notamment.
Tableau 1: échelle de Hoehn et Yarh [19].

Stade 0 Pas de signes parkinsoniens.

Stade 1 Signes unilatéraux n entrainant pas de handicap dans la vie quotidienne.
Stade 1,5 | Maladie unilatérale avec atteinte axiale.
Stade 2 Signes a prédominance unilatérale entrainant un certain handicap mais sans

troubles de I’équilibre

Stade 2,5 | Maladie bilatérale 1égére avec rétablissement lors du test de poussée.

Stade 3. Atteinte bilatérale avec une certaine instabilité posturale, malade autonome

Stade 4 Handicap sévere mais possibilité de marche, perte partielle de I’autonomie.

Stade 5 Malade en chaise roulante ou alité, perte complete d’autonomie.
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4.2 Etape des complications motrices liées au traitement

Elle est caractérisée par le développement des fluctuations de symptdmes moteurs, des
mouvements involontaires et des fluctuations non motrices. A ce stade, le handicap varie d’un
patient a I’autre avec un retentissement variable sur la vie sociale, professionnelle et familiale
du patient. Leur état varie brutalement et peuvent au cours d’une méme journée, passer d’un

stade 2 ou 3 de la classification de Hoehn et Yahr, a un stade 4 ou 5.

5. Etiologie (Facteurs de risques)

Les ¢études étiologiques concernant la maladie de Parkinson révelent deux facettes. D'une
part, on retrouve des facteurs non génétiques, et d’autre part, il y a des facteurs génétiques a la
base de cette maladie. Il est probable que ce soit l'interaction de ces deux facteurs qui ménent
au développement de la MP. Toutefois, les recherches dans ce sens n'ont pas encore apporté

de preuve permettant d'affirmer cette hypothése.

5.1. Facteur de risque non génétique

5.1.1. Facteurs environnementaux

La découverte, en 1983, de personnes présentant des signes de la maladie de Parkinson
apres avoir regu des injections de médicaments contaminés par la 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) [15]. Ce dernier n’est pas directement 1’agent responsable des
dégats neuronaux. C’est son métabolite, ’ion 1-méthyl-4-phenylpyrimidium (MPP"), issu de
la biotoxification du MPTP par la MAO-B (monoamine oxydase B), qui est responsable d’un
blocage du complexe I de la chaine respiratoire des mitochondries (Figure 4). A la suite de ces
observations, des publications faisant état de syndromes parkinsoniens apres expositions plus
ou moins prolongées a des dérivés du MPTP ou d’insecticides organophosphorés [19].

D’autres produits toxiques sont aussi suspectés de jouer un role dans la genese de la
maladie de Parkinson, comme les isoquinoléines et leurs dérivés. C’est un groupe de
neurotoxines homologues de la MPTP qui sont elles aussi substrats de la MAO. La famille
comporte de nombreux dérivés, mais les tétrahydroisoquinoléines (TIQs) et
dihydroisoquinoléines inhibent plus le complexe I de la chaine respiratoire que le MPP+.
Deux ¢études montrent le role probable des isoquinoléines dans les formes touchant les plus de
50 ans, avec I'implication d’une toxicité dose/effet dépendant ou de I’interaction de facteurs

génétique. Les dosages de TIQs montrent qu’ils sont largement présents dans le SNC [19].
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Figure 4: devenir du MPTP dans la cellule [15].

5.1.2. Le tabac

Beaucoup d'études ¢pidémiologiques ont montré une réduction des proportions de
parkinsoniens au sein des fumeurs de cigarettes. Ces études ont calculé un risque relatif de
développer la maladie de Parkinson de 0,59 pour les personnes ayant arrété de fumer, et de
0,39 pour les fumeurs [15], [25].
Plusieurs mécanismes ont €été¢ imaginés pour expliquer 1’effet neuroprotectif possible de la
cigarette. Les explications les plus plausibles suggerent que la nicotine agisse comme
stimulateur pour la libération de la dopamine [15], responsable de la diminution de production
de radicaux libres [19] et qu'elle ait un pouvoir antioxydant du monoxyde de carbone dans le

systéme nerveux [15].

5.1.3. Les autres facteurs de risque non génétique
L'utilisation d'anti-inflammatoires astéroidaux pourrait avoir un effet sur la maladie de
Parkinson en diminuant les risques selon quelques études. Ce serait di a un role
neuroprotectif de ces médicaments. Par ailleurs, l'influence de I'inflammation, elle-méme, est
encore inconnue. Mais des indices d'une réponse immunitaire sont retrouvés dans les
cerveaux de patients parkinsoniens. Ils ignorent si cette inflammation est une cause ou une

conséquence de la maladie de Parkinson.
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Le role joué par les cestrogeénes est encore sujet a de grands débats. Ils ont constaté une
prévalence et une incidence moins élevée chez les femmes dans certaine études. Ils ont
hypothétis¢ que les hormones féminines pourraient protéger contre la mort des cellules
neuronales. Des tests animaux ont apporté la preuve d'un effet bénéfique des cestrogeénes par

rapport a la maladie de Parkinson, probablement via leurs propriétés antioxydants [15].

5.2. Facteurs de risque génétiques

Les facteurs génétiques qui provoquent la maladie de Parkinson ne sont pas les principaux
acteurs de cette pathologie. Ainsi, la forme familiale de la maladie représente 10% des cas
selon les estimations. En outre, ce que l'on constate c'est que cette forme familiale a des
caractéristiques qui divergent quelque peu de la forme sporadique. Ainsi, on observe un effet
significatif des facteurs génétiques dans les cas précoces de la maladie de Parkinson
(apparition avant 50 ans).

L’identification des geénes qui seraient associ¢s a la pathologie porte sur la détermination
de ceux qui sont impliqués dans le métabolisme de la dopamine, dans le mécanisme
mitochondrial, dans la détoxification, dans d'autres maladies neurodégénératives, ou dans la
forme familiale de la maladie de Parkinson. Certains genes ont été caractérisés ; lesquels,
lorsqu'ils sont mutés, produisent des protéines qui augmentent le risque de la maladie de
Parkinson (Tableau 2) [44].

e asynucléine (SNCA)

La triplication [43], puis la duplication [9] de la région chromosomique contenant le géne
SNCA ont été identifiées dans des formes familiales. Certains polymorphismes modulant
I’expression de ce géne sont associés a une augmentation du risque de développer la MP [35].
L’a — synucléine est le composant majeur des corps de lewy [44], elle est présente sous forme
d’agrégats intra-cytoplasmiques dans les régions qui sont les premicres touchées (bulbe
olfactif, locus coeruleurs) ainsi que dans les zones corticales touchées aux stades les plus
tardifs. Son accumulation lors du vieillissement est parallele a la perte des neurones
dopaminergique.

Les fonctions de la protéine non mutée sont imparfaitement connues. Mais, de localisation
pré-synaptique et nucléaire, elle joue un role dans la production de dopamine. L’expression de
I’a- synucléine mutée est sélectivement toxique pour les neurones dopaminergiques.

La mutation E46K entrainant la modification structurelle et fonctionnelle la plus importante
est responsable des symptomes clinique les plus séveres [30], la surexpression de I’a-

synucléine normale interviendrait de la méme fagon. L’effet toxique de cette surexpression

11
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dans les neurones dopaminergique ferait intervenir la libération excessive de dopamine dont
I’oxydation produirait massivement des radicaux libres, il y aurait des activations du stress
oxydant et des voies cellulaires menant a I’apoptose [9]. Inflammation et o- synucléine
interviendraient en synergie dans les mécanismes de la mort neuronale [31]. L’accumulation
de I’a- synocléine en bloquant le transport des vésicules du réticulum endoplasmique vers
I’appareil de golgi provoquerait une accumulation des protéines dans le réticulum
endoplasmique responsable d’un stress [34].

Tableau 2 : Mutation de différentes protéines impliquées dans la maladie de parkinson [45].

Mutation Age de début
SNCA Missense:  Ala30Pro, Glu46Lys, His50Gln, | 60 ans
Gly51Asp, Ala53Thr 30480
SNCA Locus duplication (and triplication) 31-71
years
(24- 8)
LRRK2 Missense: Asn1437His, Argl441Cys/Gly/His, 60 years
Tyr1699Cys, Gly2019Ser, 11e2020Thr (32-79)

Common polymorphisms: Ala419Val,
Argl628Pro, Gly2385Arg (Asia)
Protective haplotype: Asn551Lys— Argl398His—

Lys1423Lys
VPS35 | Missense: Asp620Asn 53
years
(40—
68)
PARK2 | Numerous missense, exon deletion and | <45 years
duplication mutations (12-58)
PINK1 Missense: GIn129X, SNCA Typically <45

GIn129£sX157, Pro196Leu, Gly309Asp Trp437X, | years (18-56)
Gly440Glu, GIn456X
Rare: locus and exon deletion

DJ-1 Missense: Glul63Lys, Leul66Pro <40
Exon 1-5 deletion, g.168—185dup years
(24 39)
ATP13A2 | )Missense: Phel82Leu, Gly504Arg, Gly877Arg, | <20 years
1019GfsX1021 (10-33

Exon 13 1306+5G>A Exon 16 22-bp deletion

La plupart des études concernant 1’exposition a des facteurs environnementaux ou la possible
intervention de facteurs endogeénes ou exogenes suggerent fortement une interaction
génétique-environnement. L’hypotheése de base d’une telle interaction repose sur la notion de

polymorphisme des geénes de certains enzymes intervenant dans le métabolisme de substances
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environnementales potentiellement toxique. [8], [13]. Pour conclure, 1’étiologie de la MP,

s’avere complexe et fait encore actuellement, 1’objet de nombreuses recherches.

Il. La Salive

1. Définition

La salive est la premiére sécrétion digestive. Elle résulte de I’ensemble des sécrétions
séreuses et muqueuses émises par les glandes salivaires [51] Cette sécrétion présente un
aspect liquidien, incolore, insipide et filant [55], il existe plusieurs types de salives comme la
salive parotidienne, salive sous maxillaire, salive sublinguale et bucco-labiale, mais encore

une salive mixte constituée d’un mélange des premieres dans la cavité buccale [20]

2. Composition biochimique de la salive :

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 [33]

2.1. Constituants inorganique de la salive :

La salive contient des constituants ioniques (Na+, K+, cl-, Hcoo3-) dont la composition
varie pendant la sécrétion ( Tableau 3). Certains de ces ions permettent de réguler le pH du
milieu buccal et qui ont une action bactériostatique.

Tableau 3: concentration ionique de la salive en mEq/L.

Plasma Salive Salive Salive
primaire finale finale
(repos) (débit
élevé)
Na+ 145 160 1,5 S50
Cl- 120 120 22 40
K+ 4 15 25 20
HCO3- 24 1 40
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2.2. Constituants organiques de la salive

Des constituants tels que glucose, urée, acide urique et cholestérol sont également présents
dans la salive. La plupart des hormones périphériques sont également présentes a des teneurs
équivalentes aux taux circulant (cortisol, hormones sexuelles, phéromones).
Il y a environ 2.5 g/l de protéines dans la salive émise a faible débit. La concentration en
protéines croit en général avec le débit salivaire. Ces protéines sont classées, en fonction de
leur origine, en protéines extrinséques (provenant du sérum) et protéines intrinseque

synthétisées par les glandes elle méme. [49]

¢ Protéines extrinseques

Leur concentration, environ 20% des protéines totales, décroit lorsque le débit salivaire
augmente. Elles sont représentées par des glycoprotéines acides, de I'albumine sérique, des
immunoglobulines de type IgA, IgG et IgM, des béta lipoprotéines, des alpha et béta-
globulines et de la lactoferrine.
L'IgA est la principale immunoglobuline de la salive ; son taux est de 5 a 12 fois plus élevé
que le taux d'IgA sérique. Pour certains auteurs, le taux salivaire d'IgA diminue chez les sujets
ayant un indice de caries élevé [26] mettent en évidence une nette augmentation des IgA dans
les formes inflammatoires des parodontites. Les IgG et IgM apparaissent dans la salive dans
des conditions pathologiques comme le syndrome de Gougerot-Sjorgen. Leur haute
concentration est retrouvée chez les personnes ayant un déficit en IgA et vient certainement

du fluide gingival.

e protéines intrinseque

Ce sont les protéines synthétisées par les glandes salivaires et déversées dans la salive. Le
protéome salivaire comprend plus de 700 protéines. Elles sont classées en plusieurs familles.
Leur dénomination ne répond pas a des criteres bien définis mais repose selon leurs
caractéristiques fonctionnelles (ex : enzymes), leur composition en acides aminés (proline,
cystatine) ou autre [48, 32, 12].
Les principales protéines intrinseéques sont I’a-amylase saliavire, le lysozyme, les mucines, la
rénine et la lipase linguale. Il existe autres protéines assurant différentes fonctions parmi
lesquelles on peut citer : la kallicréine, proteine riches en proline, cystatine, statherine,

gustine, histatine et phosphatases...etc

14



Chapitre 1 : Revue bibliographique

3. Caractéristiques physicochimiques de la salive

3.1. Laviscosité

C’est la résistance d'un fluide a I'écoulement. Elle est fonction de la teneur en
mucopolyglycanes dont la synthése varie selon le type de glande. Ces viscosités sont de: 1,5
poise pour les glandes parotides ; 3,4 poises pour les glandes submandibulaires et 13,4 poises
pour les glandes sublinguales [32]. La viscosité (de méme que la densité) varie de maniére

inverse au débit.

3.2. LepH

Il exprime I’acidité ou I’alcalinité de la salive et varie en fonction de I’age, du lieu de
prélevement 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 [6].

3.3. Le pouvoir tampon

L’efficacité du pouvoir tampon varie en fonction [53] du débit salivaire, moins il y a de
salive, moins le pouvoir tampon est performant ; de la fréquence des attaques acides ; de
I’épaisseur de la plaque bactérienne, car une mauvaise hygiene dentaire entraine une
prolifération bactérienne qui ne permet pas la diffusion de la salive a travers 1’épaisseur de la

plaque.

3.4. Le débit salivaire

Le rythme et le débit de la sécrétion salivaire varient tout au long de la journée [53]. 11
montre des variations nycthémérales (minimum a 3h00, maximum entre 12h00 et 22h00)
[50]. Pendant la période de sommeil le débit salivaire est trés diminué [53] et trés abondant au
cours des repas [52]. Au moment de la prise de nourriture, la salive présente en moyenne 2

litres par jour [29].

4. Leroble de lasalive
La salive est le principal systeme de défense contre les facteurs de virulence des bactéries
cariogenes. Toutes les fonctions salivaires sont impliquées dans le maintien de la santé orale

et dentaire.

4.1. Protection de I’épithélium
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La salive est un fluide ; qui protége donc les muqueuses contre la déshydratation, grace aux
mucines en particulier. En raison de leur forte teneur en glucides (> 80%), leurs grandes
dimensions (> 1 micron), ainsi que leur forme, la sécrétion classique de mucines a de faibles
concentrations forme des gels viscoélastiques hydrophiles qui lubrifient 1’épithélium. Ces gels
assurent la protection de I'épithélium sous-jacent contre les dommages mécaniques, et permet
un nettoyage mécanique des surfaces dentaires et espaces interdentaires en chassant les
particules alimentaires. L'EGF salivaire quant a lui, renforce le potentiel de cicatrisation des
tissus muqueux. Le systtme IGF joue un role important dans la croissance et le

développement de la langue [48,4, 2, 32].

4.2. Fonction digestive

Les enzymes salivaires participent au premier stade de la digestion. L’action de 1’amylase
est optimale a pH 7. Elle débute la digestion des polyosides de I’alimentation. La salive a
¢galement une fonction mécanique qui nous permet de gouter, 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].

4.3. 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 I’auto-nettoyage de la cavité
buccale et ’humidification des muqueuses, qu’antibactérienne par la présence de lysozyme, et
d’immunoglobulines. Le flux salivaire est un facteur important a évaluer, car de lui dépendent
tous les autres facteurs salivaires qui participent a la protection des tissus buccaux. Il existe

d’ailleurs une corrélation entre le nombre de caries dentaires et le flux salivaire.

4.4. Fonction de cicatrisation
La salive contient des facteurs de croissance qui interviennent dans la cicatrisation des

tissus. On trouve notamment EGF.

I11. Les biomarqueurs

1. Définition

Le biomarqueur est une caractéristique biologique mesurée de fagon objective et évaluée
comme un indicateur soit de processus biologiques normaux ou pathologiques, soit de

réponses pharmacologiques résultant d’une intervention thérapeutique [26]. IIs représentent

aujourd’hui un domaine vaste puisqu’ils se présentent sous différentes formes physiques et
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biologiques et couvrent différents domaines d’application aussi bien au cours du

développement pharmaceutique que dans la médecine clinique.

2. Biomarqueurs sanguine et urinaire de la maladie de parkinson

2.1. a-synucléine
Le dosage de I'a-synucléine sérique ou sanguine dans la MP est justifié¢ par le fait qu'une
faible quantité d'a-synucléine est physiologiquement présente dans le plasma et les plaquettes.
S'il n'existe aucune différence quantitative, une étude récente montre que la présence
d'oligomeres solubles de I' a -synucléine discrimine faiblement les parkinsoniens des témoins,
avec une sensibilité et une spécificité de 53 et 85 % respectivement. La mise en évidence de
ces oligomeres est fondée sur une technique d'ELISA en conditions non dénaturantes. Ces
résultats sont intéressants dans le contexte général des maladies neurodegéneratives, qui sont
toutes caractérisées par la présence d'agrégats protéiques neuronaux ou gliaux. Les oligomeres
solubles, premicre étape sur la voie de formation des polymeres insolubles, sont les formes

présumées toxiques pour les neurones [31], [45].

2.2 Autres marqueurs
Parallelement aux études sur le sérum et le sang total, des marqueurs de stress oxydatif ont été
¢évalués dans la MP. Toutes les études vont dans le sens d’une majoration du stress oxydatif,
avec une augmentation majeure (triplement) de la 8-OHdG, des lipoprotéines oxydées une
diminution de 1’o-tocophérol antioxydant, et augmentation du ratio coenzyme Q- 10
oxydé /total. Comme dans le sang, des variations de la protéine mitochondriale antioxydante
DJ1 semblent corrélées a la progression de la maladie. Cependant, la spécialité de ces
marqueurs de stress pour la MP est remise en cause par leur élévation conjointe dans d’autres

maladies dégénératives [31], [45].
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Chapitre 2 : matériel et méthodes

1. Matériel

1.1 Recrutement des patients
Notre étude a porté sur une population composée de 47 patients provenant du service de
neurologie du CHU de Constantine atteints de la maladie du Parkinson certaine, déterminée
par les symptomes cliniques et les tests de dépistage. Parmi les 47 malades, 19 femmes, dgées
de 43 a 74 ans et 28 hommes, agés de 42 a 74 ans ont été recensés et dont la pathologie est
aux stades différents (1,1.5, 2, 2.5, 3 et 4). Les patients ne présentant pas une bonne hygiéne
buccale ont été exclus de I’étude. Cette population a été comparée a deux sujets sains sans

pathologie connue et possédant une bonne hygi¢ne buccale.

1.2. Recueil de la salive
Pour le recueil de la salive nous avons adopté la méthode décrite par [24]. La salive totale est
prélevée le matin, 2 heures apres le petit déjeuner (environ 10 heures du matin) apres 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 prélévement, et
macher un petit bout de parafilm (environ 3 cm2), pendant quelques minutes. Trois ml de
salive totale sont ainsi prélevés dans des tubes Falcon 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 dans la salive. Une fois prélevé, le

surnageant est immédiatement congelé (-20°C).

2. Méthodes

2.1 Extraction des protéines salivaires
L’extraction des protéines a été réalisée a partir de la salive des patients parkinsoniens et des

sujets sains, obtenue apres centrifugation de la salive totale.

2.1.1 Dans des conditions dénaturantes et réductrices
100ul de salive des patients malades et des sujets sains sont mélangés avec 100 pl de solution
d’extraction contenant 35 % (v/v) de glycérol, 22 % (v/v) de Tris/HCI 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 meélange pour réduire les protéines salivaires. Apres
agitation pendant 1 heure a température ambiante, les mélanges sont incubés a 65°C pendant
30 minutes puis centrifugés a 10000 t/min pendant 1 minute. Les surnageants contenants les

protéines salivaires dissociées et réduites sont récupéres.
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2.1.2 Dans des conditions dénaturantes et non réductrices
100ul de la salive des patients malades et des sujets sains sont repris dans 100 pl de la
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
10000 t/min pendant 1 minute. Les surnageants contenants les protéines salivaires dissociées

mais non réduites sont récupéreés.

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 systéme vertical. L’¢électrophorese est
réalisée suivant la méthode de Laemmli U.K. 1970 [28] modifiée par Sing N.K et a//.1991
[42] 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. 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 électrophorétique 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 1I’éthanol pendant tout la nuit. Les gels sont colorés toute

la nuit avec la solution de coloration. Ils enfin décolorés dans de 1’eau de robinet.

2.3. Lecture des électrophoregrammes
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. Afin de

déterminer le poids moléculaire de chaque protéine, un marqueur de taille a été utilisé.

2.4. Analyse statistique
Le traitement des données d’¢lectrophorese 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 [’aide du logiciel Statistica version60.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

I. Fractionnement des protéines et recherche de biomarqueurs

1. Analyse des profils électrophorétiques
La technique utilisée pour le fractionnement des protéines salivaires est 1’¢lectrophorese
monodimensionnelle. C’est une technique qui permet d’obtenir I’ensemble des protéines. La
lecture des diagrammes nous permet de révéler la mobilit¢ de chacune de ces bandes
protéiques reparties dans les deux zones des 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 fractionnées par SDS-PAGE dans les
conditions dénaturantes et réductrices

L’analyse des profils ¢électrophorétiques des protéines salivaires, révele une variabilité dans
la composition protéique des témoins et des patients [54] et méme entre les patients eux-
mémes.
Cette analyse permet de distinguer 40 bandes protéiques avec des mobilités variantes entre
10 et 135 mm, ces protéines sont caractérisées par des gammes de masse moléculaire
approximatives de 250 a 50 KDa pour les protéines de HPM et de 50 a 10 KDa pour les
protéines de FPM.
En effet les différences résident dans les deux zones des protéines salivaires contenant les
bandes B8, B13, B14, B15, B18§, B20, B21, B22, B25,B26, B27, B28, B37, B40 qui sont les
plus variables qualitativement et quantitativement. La variation de quelques-unes de ces

derniéres est représentée dans le tableau 4.

Tableau 4 : variation des bandes protéiques B15, B26, 37, B40

B15/intensité¢ | B26/intensité B37/intensité B40/intensité
Témoin | P (++) P (Trace) A (0) P(+)
E3 P (++++) P (++) P (+) P (++)
E 31 A(0) P (Trace) P (Trace) P(+)
E 36 P (+++) A (0) A (0) P (Trace)
E 38 P (+) A (0) A (0) P (+)
E 43 P (++) A (0) A (0) P (++)

D’abord, la comparaison entre les échantillons des sujets sains et des malades montre que les

bandes B8, B13 sont présentes chez les deux témoins ainsi que chez les patients 6, 7, 18,

23, 33 pour la bande B8 (Figure 5) et 27, 30 pour la bande B13 (Figure 5).
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>- Zone 2

Zone 2

Figure 5 : profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes
et réductrice révélées par SDS/PAGE. A : T1, T2 : témoins. 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13 :
patients malades. B : T1, T2: témoins. 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 : patients
malades.
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> Zone 1
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> Zone 2
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Figure 6 : profils électrophorétiques des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes
et réductrice révélées par SDS/PAGE. C : T2 : témoin. 27, 28 ; 29, 30, 31, 32, 33, 34 : patients
malades. D : T1, T2: témoins. 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 : patients malades.
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Pour les bandes B18, B20, B21, B22, B25 sous forme de traces chez les sujets sains et chez
quelques patients sont présentes avec des intensités plus ¢élevés ou elles sont absentes chez
les autres patients. Par exemples : la bande B18 se trouve chez les deux témoins ainsi que
chez les échantillons 17, 39, 42, 44 sous forme de trace, avec une intensité élevée chez les
patients 22, 23, 20 et 26 et elle est introuvable chez les autres malades (Figure 5).

Donc les bandes BS, B13, B14, B15, B18, B20, B21, B22, B25, B26, B27, B28, B37, B40
varient qualitativement et quantitativement ce qui leur conférent la propriété de
biomarqueurs qualitatifs et quantitatifs.

En revanche, les bandes B14, B15, B26, B27, B40 existent chez quelques patients mais avec
des concentrations différentes. A titre d’exemple : I’intensité de la bande B15 est forte chez
les patients 3, 18, 23, 26, 27, 33, 28, 30 et 37 tandis que chez 4, 5, 6, 7, 17 et 36 est moins
concentrée, cependant son intensité est faible chez les patient 8, 9 et 22 et elle est a I’état de
trace chez les patients 2, 10, 13, 16, 19, 21, 25, 32, 35, 38, 39 et 44. En outre cette bande
existe bien chez les patients 1, 11, 14, 15, 17, 34, 40, 41, 42, 43et 47 avec une intensité
moyenne. Le méme cas pour les autres bandes mentionnées ci-dessus (Figures 5, 6).

Donc les bandes B14, B15, B26, B27 et B 40 varient quantitativement ce qui leur confere
(Figures 5, 6). la propriété d’un biomarqueur quantitatif.

Ensuite, la comparaison entre les profils éléctrophorétiques des patients démontre des
changements au niveau des bandes B1, B2, B3, B10, B17, B23, B18, B30, B31, B33, B36,
B37, B38, B39 qui sont rarement présentes chez les patients avec une intensité variable. A
titre d’exemple : la bande B1 est présente uniquement chez les deux patients 33 et 44 avec
une intensité faible

La bande B2 est présente avec une intensité forte chez les patients 44, 45 et 46, chez les
malades 41, 42 et 43 avec intensité moins importante alors qu’elle existe sous forme de trace
chez les patients 39, 40 et 47. Elle est absente chez les témoins de méme que chez les autres
patients. La bande B3 est présente juste chez les malades 44, 45 et 46 avec une intensité
moyenne. (Figure 6). La présence de la bande B37 implique 18 échantillons parmi les 49,
caractérisée par des concentrations moyennes chez les patients 21, 25 et faibles chez 3, 7,
17, 22,24, 26, 35, 27, 29, 31et 39 (Figures 5, 6).

Donc les bandes B2, B3, B10, B17, B23, B18, B30, B31, B33, B36, B37, B38 et B39
varient qualitativement ce qui leur confere la propriété de biomarqueurs qualitatifs.

Ainsi, ces différences observées entre les profils électrophorétiques des malades sont
probablement dues a des facteurs tels que: I’age, le sexe, stade de la maladie, les

antécédents familiaux et les pathologies associées.
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En outre, nous devons signaler des cas particuliers, ceux des patients 20 et 27 qui présentent
des profils ¢lecrophorétiques completement différents (Figures 5, 6). En effet ces profils
sont marqués par la présence des bandes protéiques B4, B6 et B11 pour 1’échantillon 20 et
les bandes B9, B12, B16 pour les deux échantillons et qu’on ne retrouve pas chez les autres
patients. Sur le plan clinique ces deux hommes avec une moyenne d’age de 60 présentent
une maladie de parkinson idiopathique (MPI), stade 2, remontant a 3ans auparavant et n’ont
pas d’antécédents pathologiques, mais ces deux patients sont de deux régions différentes, ce

qui peut justifier la différence de leur profil électrophorétique.

1.2. Analyse des protéines salivaires fractionnées par SDS-PAGE dans des
conditions dénaturantes et non réductrices
L’analyse de la composition protéique de la salive des témoins et celles des sujets malades,
démontre une variabilité¢ au niveau des deux zones. Cette analyse permet de montrer 41
bandes protéiques de haut et de faible poids moléculaire caractérisées par des gammes de
masse moléculaire approximative de 250 a 50 KDa pour les protéines de haut poids
moléculaire et de 50 a 10 KDa pour les protéines de faible poids moléculaire.
Les bandes « B7, B§, B9, BIl1, B13, B16, B20, B21, B31, B32, B33, B35, B38, B39,
B41 » sont les plus variables quantitativement et qualitativement. La variation de quelques-
unes de ces dernicres est représentée dans le tableau 5.
Tableau 5 : variation des bandes protéiques B10, B19, B34, B40.

B10/intensité | B19/intensité | B34/intensité | B40/intensité
Témoin | P (++) P (+) P (++) P (trace)
E6 |P(+h) P (+) A (0) A (0)
E30 | A(0) A(0) P (trace) P (trace)
E34 | A(0) P (+) P (trace) A (0)
E40 | A(0) P (+) A (0) A (0)
E23 [A(0) A (0) P (+) P (trace)

Premiérement la comparaison entre les échantillons des témoins et des patients motre que les
bandes B20 et B41 sont présentes chez les deux témoins et chez tous les patients avec des
intensités variables. Pour la bande B20, elle est de faible intensité chez les patients : 3, 9, 13,

14, 15,16, 17, 18,22, 26 et 29 et sous forme de trace chez les patients 18, 5, 6, 8, 11, 30,
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Figure 7 : profils éléctrophorétiques des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes
et non réductrice révélées par SDS/PAGE. A : T1, T2 : témoins. 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12,
13 : patients malades. B : T1, T2: témoins. 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 :
patients malades.
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27 28 2 30 31 32 33 34 T2

A C

Figure 8 : profils éléctrophorétiques des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes
et non réductrice révélées par SDS/PAGE. A : T1, T2 : témoins. 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34:
patients malades. B : T1, T2: témoins. 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 : patients
malades.
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31, 28, 33 (Figures 7, 8). Pour la bande B41, elle est présente avec une intensité moyenne
chez les échantillons 29, 30, 31, 4, 5, 6, 7 et sous forme de trace chez les patients 8§, 11, 12,
27,28,32 et T2 (Figures7, 8).

Par la suite, les bandes B7, B16, B21, B31, B32, B33, B35, B38, B39 existent que chez
quelques patients et avec de concentrations différentes (Figures 7, 8). Exemple :

La bande B39 est présente avec une intensité moyenne chez les patients, 2, 21, 24, 45, 46,
39, et a I’état de trace chez les échantillons 7, 8, 15, 16, 19, 20, 44, 42, 35.

La bande B32 présente chez les patients 3, 45, 46 avec une intensité moyenne et a 1’état de
trace chez les patients 17, 18, 21, 22, 23, 24, 43 (Figure 7).

Donc les bandes B7, B11, B13, B16, B21, B32, B35, B38, B39 varient quantitativement et

qualitativement ce qui leur conférent la propriéte d’un biomarqueur qualitatif et quantitatif.

Ensuite la compraisaison entre les profils ¢léctrophorétiques des patients démontre le
changement au niveau des bandes B9, B14, B24, B27, B12, B13, B11, B10 qui sont
rarement présentes chez les patients avec des intensités différentes.

La bande B27 est présente uniquement chez le patient 2 avec une intensité moyenne
(Figure7). Les bandes B11, B13 sont présentes uniquement chez le patient 33 avec une
intensité moyenne (Figure 8).

La bande B10 est présente chez les échantillons 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 38 avec une intensité
forte chez les patients 3, 5, 6, 7, moyenne chez 1, 4 et a I’état de trace chez les patients 10,

13 (Figures 7, 8).

Ainsi, ces différences observées entre les profiles électrophorétiques des malades sont
probablement dues a des facteurs tels que : 1’age, stade de la maladie, les antécédents

familiaux et des pathologies associées.
2. Etude de la variation 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’estimation de la variation des protéines salivaires prouve la présence de 19 protéines
salivaires de haut poids moléculaire et de mobilités différentes localisées dans la zone 1 de

haut poids moléculaires (Tableau 6).
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Tableau 6 : variabilité des protéines salivaires de HPM

Bandes Mobilité Echantillons Fréquence
(mm) (E) (%)
1 10 E 34, E44 4
2 21 E40, E41, E42, E43, E44,E45, E46, E47, E48 18
3 24 E45,E46,E47 6
4 33 E21 2
5 37 E23, E24 4
6 39 E21 2
7 43 E21, E27, E29,E49 8
8 45 El, E7, E8, E49, E19, E24, E34, 14
9 47 E21, E28, E30, 6
10 48 E21, E23, E24, E28, E37, E44, E48, E49 16
11 50 E21, 2
12 51 E21, E28, 4
13 55 E49, E28, E31, 6
El, E2, E4, E6, E7, E8, El11, E12, E15, E16, E49, E19,
14 57 E20, E21, E22, E23, E24, E25, E28, E31, E34, E37,
E39, E41, E42, E43, E44, E45, E48 >
El, E2, E3, E4, ES, E6, E7, E8, E9, E10, El11, El12,
E14,E15, E16, E49, E17, E18, E20, E22, E23, E24, E25,
1 0 E26, E27, E28, E29, E31, E34, E35, E37, E38, E39,
E40, E41, E42, E43, E44, E45, E48 8l
16 62 E21, E28, 4
17 65 E23, E24, E27, E28, 8
18 66 El, E15, E49, E18, E21, E23, E24, E25, E26, E27, E40, Y
E43 | E45
19 67 E49, E34, E35 6
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L’observation du tableau 6, démontre des fluctuations des protéines salivaires de HPM qui
résident au niveau de la bande protéique 15 avec une mobilit¢ de 60 mm et de fréquence
81%, ce qui montre sa dominance dans la zone 1. Suivi de la bande 14 dont la mobilité est
de 57 mm qui est moins fréquente que la précédente avec un taux de 59%.

Avec des fréquences variant de 26, 18, 16 et 14%, on a les bandes 18, 2, 10, 8 avec des
mobilités de 66, 21, 48, 45 mm successivement. Les bandes 3, 9, 13, 19 ont la méme
fréquence de 6% avec des mobilités différentes (47, 55 et 67mm). Le méme cas pour les
bandes 1, 5, 12 qui ont des mobilités de 10, 37, 5S1mm et une fréquence de 4%. Enfin le taux

de fréqeunce le plus faible est de 2% , pour les bandes 4, 6, 11 de mobilités 33, 39 et SO0mm.

2.1.2. Etude des protéines salivaires de FPM
La variabilit¢ des protéines salivaires de faible poids moléculaires dans les 49 échantillons

indique la présence de 21 protéines salivaires qui sont réparties dans la zone 2 (Tableau 7).

L’observation de ces protéines FPM dans l'ordre décroissant montre que la bande 21
(mobilité 135mm) est la plus fréquente (84%) dans cette zone, suivie des bandes 7 et 8 avec
les fréquences 73% et 69% de mobilité 91 et 97 mm, respectivement. Ensuite viennent les
bandes 6, 1, 2, 9, 18, 15, 19, 3 avec des fréquences moyennes (51, 47, 45, 39, 37, 31, 26,
24%) et des mobilités différentes entre 70 et 130mm.

Les bandes protéiques 12 et 17 de mobilité 114 et 117mm, ont une fréquence similaire
(16%). De méme pour les bandes 14, 10, 5 avec un pourcentage de 10% et dont les
mobilités sont de 120, 107et 83mm, respectivement. Aussi la fréquence de 8% concerne les

trois bandes 20, 13,11 avec des mobilités de 133, 117, 109 mm, respectivement.

Le taux de fréquence le plus faible des protéines de FPM est de 4% et concerne la bande 16

dont la mobilité est de 123mm.
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Tableau 7 : la variabilité des protéines salivaires de FPM

Bandes Mobilité Echantillons Fréquence
(mm) (E) (%)
20 70 El, E2, E4, E8, E15, E16, E49, E18, E21, E23, E24, E25, E26, 47
E27, E28, E29, E31, E33, E34, E35, E40, E43, E45
21 74 El, E2, E3, E4, E8, E13, E15, E16, E49, E17, E18, E21, E23, 45
E24, E25, E26, E27, E28, E29, E31, E34, E35
22 77 El, E2, E3, E4, E8, E13, E21, E23, E24, E28,E40, E43 24
23 80 E4, E19, E27, E31, E33, E34 12
24 83 E21, E23, E24, E28, E44 10
95 87 El, E2, E3, E4, ES5, ES, E15, E49, E17, E18, E22, E23, E24, 51
E25, E26, E27, E29, E32, E35, E37, E40, E44, E45, E46, E47
El, E2, E3, E4, ES, ES, E9, E10, El11, E12, E13, El14, E15,
26 91 El6, E49,E17, E18, E19, E21, E22, E23, E24, E25, E26, E27, 73
E28, E29, E32, E34, E35, E36, E40, E43, E45, E46, E47
El, E2, E3, E4, ES8, E9, E10, El11, E12, E13, E14, E15, E16,
27 97 E49,E17, E18, E19, E21, E22, E23, E24, E25, E26, E27, E29, 69
E30, E32, E35, E36, E40, E43, E45, E46, E47
28 100 E4, ES, E7, E49, E19, E22, E23,E 24, E27, E28, E31, E33, 39
E34, E36, E40, E43, E45, E46, E47
29 107 | E28, E37, E38, E44, E48 10
30 109 | E18, E21, E28, E35 8
31 114 | E4, E22, E23, E26, E27, E28,E40, E46 16
32 117 | E21, E22, E26, E28 8
33 120 | E28, E29, E30, E32, E33 10
34 122 E2, E14, E49, E17, E18, E21, E22, E26, E27, E29, E32, E33, 31
E35, E46, E47
35 123 | E18, E22 4
36 126 | E2, E3, E8, E13, E24, E25, E27, E32 16
37 128 E4, E8, E17, E18, E22, E23, E25, E26, E27, E28, E30, E31, 37
E32,E36, E40, E45, E46, E47
38 130 | E2, E3, E4, ES, E13, E17, E22, E23, E25, E26, E29, E30, E35 26
39 133 | E17, E22, E23, E26 8
El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E11, E12, E15 E16, E49, E17,
E19, E20, E21, E22, E23, E24, E25, E26, E27, E28, E29, E30,
40 135 E31, E32, E33, E34, E35, E36, E37, E38, E39, E41, E44, E45, 84

E46, E47, E48
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Tableau 8 : variabilité des protéines salivaires de HPM

Bandes Mobilité Echantillons Fréquence
(mm) (E) (%)
El, E2, E3, E4, ES, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12, E13,
1 1 E14, E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24, E25, E26, 90
E27, E28, E30, E31, E33, E35, E36, E37, E38, E39, E40,
E41, E42, E43, E44, E45, E46, E47, E48, E49
2 2 E35, E49 4
El, E2, ES, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E13, E14, E16, E17,
3 4 E18, E19, E20, E22, E23, E24, E25, E26, E27, E28, E30, 57
E31, E34, E35, E49
4 6 El, E4, ES, E6, E7, ES, E9, El11, E14, E33, E35, E49 24
5 7 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E11, E14, E19, E33, E49 29
6 10 E4, E9, E32, E39, E46, E47, E39, E46, E47 18
7 14 E4, E9 4
El, E2, E3, E4, ES, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12, E13,
8 18 El4, E15, El6, E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24, 94
E25, E26, E27, E28, E29, E30, E34, E35, E36, E37, E38,
E39, E40, E41, E42, E43, E44, E45, E46, E47, E48, E49
El, El6, E17, E18, E21, E23, E25, E26, E27, E28, E29, E30,
9 21 27
E34
10 24 E2, E4, ES, E6, E7, E8, E11, E14 16
11 30 E34 2
12 33 E33, E49 4
13 37 E34 2
14 45 El, E37, E44, E48 8
15 48 El, E18, E19, E33, E35, E37, E38, E39, E41, E42, E48, E49 24
16 53 E6, E18, E19, E26, E33, E37, E38, E39, E41, E42, E44, E48 24
17 57 El, E4, ES, E6, E7, E8, E9, E14, E18, E19, E22, E23, E33, 37
E37, E42, E44, E48, E49
18 59 El, E3, E7, ES8, E10, E14, E18, E19, E21, E22, E23, E26, 43
E30, E33, E35, E36, E41, E43, E47, E48, E49
El, E2, ES, E7, ES8, E9, E10, E11, E12, E14, E15, El6, E17,
19 61 E18, E19, E20, E21, E22, E25, E26, E27, E28, E30, E33, 73
E35, E37, E38, E39, E41, E42, E43, E44, E45, E46, E48 E49
El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12, E13,
E14, E15, El16, E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24,
20 63 E25, E26, E27, E28, E29, E30, E31, E32, E33, E34, E35, 100
E36, E37, E38, E39, E40, E41, E42, E43, E44, E45, E46,
E47, E48, E49
21 67 E27, E33, E44 6
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2.2. Etude de la variabilité des protéines salivaires dénaturées et non réduites

2.2.1. Etude des protéines salivaires de HPM
L’étude de la variabilité des protéines salivaires des 49 échantillons révele la présence de 21
protéines salivaires de haut poids moléculaire avec des mobilités différentes (Tableau 8).
On distingue, un grand polymorphisme de protéine salivaires de haut poids moléculaire qui
se situe au niveau des bandes B1, B8 et B20 avec des mobilités de 1 mm, 18 mm et 63 mm
respectivement qui sont les plus fréquentes avec un pourcentage maximum de 90%, 94% et
100%, respectivement.
Suivies des bandes B3 et B19 de mobilités respectives de de 4 mm et 61 mm, qui sont moins
fréquentes que les précédentes avec un pourcentage moyen de 57% et 73%, respectivement.
Puis on a les bandes B4, BS5, B9, B15, B16, B17, B18 dont les mobilités sont de 6 mm, 7
mm, 21 mm, 48 mm, 53 mm, 57 mm et 59 mm, respectivement avec des pourcentages
respectifs de 24%, 29%, 27%, 24% 24% 37% 43%.
Enfin on retrouve les bandes protéiques B2, B7, B10, B11, B12, B13, B14 et B21 de
mobilités respectives de 2 mm, 10 mm, 14 mm, 24 mm, 30 mm, 33 mm, 37 mm, 45 mm et

67 mm qui sont faiblement fréquentes avec un pourcentage se situant entre 18% et 2%.

2.2.2.Etude des protéines salivaires de FPM

Les différentes protéines salivaires de faible poids moléculaire et de mobilités différentes
sont observées dans la zone 2 (Tableau 9).

D’apres le tableau ci-dessus, on remarque une variabilité des protéines salivaires de faible
poids moléculaire. La bande B41 dont la mobilité est de 138 mm est la plus fréquente avec
un pourcentage maximum de 100% ce qui montre sa dominance dans la zone 2, suivie des
bandes protéiques B30, B34, B40 dont la mobilit¢ est de 90 mm, 108 mm et 132mm
respectivement avec un pourcentage moyen respectif de 63%, 76% et 61% qui se retrouvent
moins fréquentes que la précédente, puis on retrouve les bandes B22, B23, B25, B26, B28,
B29, B32, B36, B37, B38 et B39 dont les mobilités sont respectivement 71, 74, 79, 82, 85,
89, 101, 117, 120,125 et 130 mm avec des fréquence entre 22% et 47% qui sont beaucoup
moins fréquentes. Enfin on note les bandes B24, B27, B31, B33 et B35 dont les mobilités
sont de 76 mm, 84 mm, 97 mm, 107 mm, 113mm qui restent trés faiblement fréquentes avec

un pourcentage minime de 14% a 4%.
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Tableau 9 : variabilité des protéines salivaires de FPM

Bandes "’:°mb|:')te Echantillon (E) F'e(‘lx""e
El, E4, E16, E17, E21, E22, E24, E25, E28, E30, E31, E33, .
22 71 E34, E35, E36, E40, E43, E45, E46, E47, E49
2 |74 El, E2, E3, E8, E10, E11, E13, E17, E18, E19, E21, E22, 17
E27, E32, E34, E44, E47, E49
24 76 E29, E32, E34, E49 8
. El, E3, El5, E17, E18, E21, E22, E23, E25, E26, E28, E33, 31
79 E36, E47, E49
26 El, E2, B4, B8, E14, E15, E16, E17, E18, E19, E21, E22, 4
82 E23, E25, E26, E27, E28, E32, E34, E37, E44, E47, E49
27 84 E3, E49 4
28 85 El, E2, E4, E6, E8, E14, E28, E33, E34, E37, E47, E49 24
29 El, E2, E3, E8, E14, E15, E17, E21, E22, E23, E34, E37, 35
89 E44, E45, 46, E47, E49
El, E2, E3, B4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12, E13,
30| El4, E15, E16, E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24, 6
E25, E26, E27, E32, E34, E43, E49
31 97 ES, B34, E40, E44, E47 10
% 101 E4, E18, E19, E22, E23, E24, E25, 28, E29, E31, E33, B34, | 5,
E44, B46, E47
33 107 E16, E32, E34 6
El, E2, E3, B4, E5, E8, E10, E11, E12, E13, E14, E15, E16,
34 108 E17, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24, E25, E26, E27, 76
E28, E31, E33, E34, E35, E36, E37, E40, E43, E45, E46,
E47, E49
35 113 Ell, E17, EI8, E22, E25, E36, E47 14
36 117 El, E11, E28, E31, E33, B34, E36, E40, E45, E47, E49 22
37 120 El, E2, E3, E8, E11, E14, E21, E22, E23, E25, E26, E28,
E31, B34, E36, E40, E43, E45, E46, E47, E49 43
38 125 E9, E14, E16, E17, E18, E21, E22, E23, E25, E36, E40, E43, | 5
E45, B46, E47
39 130 | B3B8 E9,Ell, E14, E16, E17, E0, E21, E22, E25, E36, 35
E40, E43, E45, E46, E47
El, E2, E3, B4, E5, E8, E10, E11, E14, E16, E17, E20, E21,
40 132 E22, E24, E25, E27, E28, E29, E31, E32, E33, E34, E36, 61
E40, E43, E45, E46, E47, E49
M 1138 g B B3, B4, ES, E6, E7. ES, E,
E10,E11,E12,E13,E14,E15, El16, E17, E18, E19, E20, E21, 100

E22,E23, E24, E25,E26, E27, E28, E29, E30, E31, E32,
E33,E34, E35, E36, E37, E38, E39, E40, E41, E42, E43,
E44,E45, E46, E47, E48, E49
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3. Classification hiérarchique des protéines salivaires

Pour la comparaison entre les protéines salivaires réduites et non réduites fractionnées par
SDS-PAGE, nous avons fait une représentation sous forme d’arbre hiérarchique ou
dendrogramme. Le regroupement effectu¢ a chaque pas de I’algorithme de classification
héiarchique rassemble des éléments qui sont plus au moins proche entre eux. Plus nous
avongons dans le regroupement plus nous nous rpprochons du cime de I’arbre, plus le
nombre des points déja associés est important et plus la distance minimale entre les classes
est importante.

Cette représentation matérialise bien le fait que les classes formées au cours du processus de
classification constituent une héiarchie indiquée de classe partiellement emboitées les unes

dans les autres.

3.1 Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites
Le dendrogramme obtenus a partire des distances d’agrégation, montre de nombreux
groupes permettant d’éstimer la ressemblance dans la composition protéique des
¢chantillons (Figure 9)
L’ensemble des échantillons est partagé en deux groupes a la distance 4.5, le premier
contient les deux échantillons 20 et 27 et le second se divise en deux autres groupes a la
distance 3.5 dont le premier est divisé a son tour en deux autres sous-groupes : T1, T2
pour le premier et 22, 23 pour le deuxiéme a la distance 3.25. Le dexiéme sous-groupe est
subdivisé en deux autres groupes, a la distances 3, I’échantillon 26 forme un groupe unique
et le deuxiéme sous-groupe est polymorphe et renferme le reste des échantillons.
Le dendrogramme montre une grande similarité de la compositon des protéines salivaires

des échantillons a une distance d’agrégation moyenne 2.25 (figure 9) .

L’état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en cluster de la
composition en en protéines salivaires ne sont pas coréllés malgré les différences qui existe
entre les témoins et les patients et méme entre les patients eux méme. A titre d’exemple : les
patients 1 et 2, 11 et 15, 18 et 35.

Les patients let 2 costituent un groupe a une distance de 2.5 malgré la divergence entre les
deux : la patientes 1 de 52 ans a une MPI stade 2.5 et I’échantillons 2 est un homme de 60

ans présentant une MPF stade 2.
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Figure 9 : dendrogramme des 49 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et
réductrices fractionnés par SDS/PAGE.

A la distance 1.5, le patient 11 de 42 ans atteint d’une MPF stade 1 depuis 6 ans et le patient
15 de 63 ans a une MPI stade 2 depuis 2 ans, appartiennent au méme groupe et forment un
clade malgré la différence qui existe entre eux.

A la distance 2, les deux patient 18, 35 forment un clade malgré que ces deux femmes ont de
différents age (61 ans pour I’échantillon 18 et 46 ans pour 1’échantillon 35) et ont une MPF

de différents stades ( 3, 2.5 respectivement).

35



Chapitre 3 : Résultats et discussion

En revanche, il y a des patients qui forment des groupes uniques tels que : 44, 29, 3, 13, 17,
32, 41, 6, 26, 21, 14, 43, 31 et 12 sachant que ces patients présentent des similarités avec
d’autres patients.

En outre quelques patients présentant des signes communs appartiennent au méme groupe
tel que : les patients 20 et 27 qui ont une MPI, stade 2 et qui forment un goupe a la distance
4. A la distance 2, on a les deux patients 16 et 25 qui ont une moyenne d’age de 60 ans et

une MPI stade 2 depuis 3 ans.

3.2. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées non réduites
Le dendrogramme obtenus a partir des distances d’agrégation, révele de nombreux groupes
permettant d’éstimer la ressemblence dans la composition protéique des échantillons (Figure
10) .
L’ensemble des échantillons est partagé en deux groupes a la distance 4.2, le premier
contient uniquement le patient 33 tandisque que le second groupe est divisé en deux sous-
groupes a la distance 4 dont le premier renferme a son tour deux autres groupes ou les Tlet
T2 forment un clade et le patient 32 forme un groupe a part a la distance 3.6, et le deuxieme
sous-groupe est subdivisé en deux autres groupes, I’échantillon 8 forme un groupe unique et
le deuxieme sous-groupe renferme le reste des échantillons.
Le dendrogramme montre une grande similarité de la compositon des protéines salivaires
des échantillons a une distance d’agrégation moyenne de 3.
L’¢état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en cluster de la
composition en protéines salivaires ne sont pas coréllés malgré les différences qui existe
entre les témoins et les patients et méme entre les patients eux méme. A titre d’exemple : les
patients 7 et 13, 16 et 20, 29 et 34, 22 et 25.
Les patients 7 et 13 costituent un groupe a la distance 1.4. Les deux patients sont des
femmes, la premiére patiente a 71 ans et la deuxiéme 74 ans, elles ont une MPI et
appartiennent au méme stade 2.
A la distance 1.7, le patient 16 de 63 ans attaint d’une MPI stade 2 depuis 4 ans et le patient
20 de 54 ans a une MPI stade 2 depuis 3 ans, appartiennent au méme groupe et forment un

clade ,il n’ y a pas une grande différence entre les deux cas.

36



Chapitre 3 : Résultats et discussion

—

i |
5 H

£ !

4

g

12

11

19 |
%

5

%

05 10 15 2,0 2,9 3,0 35 40 g

Figure 10 : dendrogramme des 49 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et non
réductrices fractionnés par SDS/PAGE.

A la distance 2,2 , les deux patients 29,34 forment un clade malgré que ces deux hommes
ont un age différent (89 ans pour 1’échantillon 29 et 74 ans pour 1’¢échantillon 34) et ont une
MPI de différents stades (2 et 4 respectivement).

Les deux patients 22 et 25 constituent un groupe a la distance 2.4, le patient 22 est un
homme de 63 ans présentant une MPI de stade 2 et la patiente 25 est une femme de 58 ans
présentant une MPI de stade 2, .malgré la différence de sexe mais ces deux patients

appartiennent au méme groupe et forment un clade.

4. Indice de similarité des diagrammes protéiques des échantillons
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L’indice de similarité ou indice de ressemblance (IRS) a été calculcué en rapportant I’indice
de similrité absolu (IAS) au nombre total (N) des bandes présentes dans un, au moins, des
diagrammes des échentillons comparés. L’TIAS présente 1’ensemble des bandes qui ne sont
pas singnificativement différentes c'est-a-dire qu’elles ont la méme mobilité.

IRS = IAS/N %100

Les valeurs des IRS sont rassemblées dans les tableaux 9, 10 .

Des valeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses dissemblances
et inversement, lorsque les diagrammes apparaissent trés voisins. La plupart des échontillons
restent différenciables car leurs diagrammes présentent au moins une différence

significative.

4.1. Indice de similarité des protéines salivaires dénaturée et réduites
Les indices de similarités ont ét¢ calculés pour les 49 échantillons dont deux témoins et 47
patients attients de la maladie de parkinson, ils sont représentés sous forme d’une matrice
dans le tableau 10. Cette matrice englobe les valeurs d’IRS trouvées entre les diagrammes
protéiques comparés deux a deux. Ces résultats montrent que les indices de similarités se
situent entre 0 et 100%.
L’analyse du tableau permet de constater des valeures maximales d’IRS égales a 100%, qui
sont observées entre les patients 20 et 6, 10 et 9, 21 et 11, 39 et 6 et entre 39 et 20, ce qui
indique une similitude entre ces patients.
Certains diagrammes apparaissent voisins tels que 47 et 46 présentant un indice de similarité
de 90%. Ensuite, on distingue des valeurs d’IRS importantes qui fluctuent entre 85% et
52%. a titre d’exemple :
* RS a 85% entre les patients 35 et 29.
* JRS a 79% entre les patients § et 2.
* [RS a 75% entre les patients 3 et 2, 4let 6, 15 et 1.
» [RS a 60% entre les patients 2 et 1, 25 et 1, 48 et 20
Ces différents patients présentent des diagrammes proches avec autant de ressemblences que
de dissemblences se qui fait penser que la composition protéique est presque proche.
LIRS de 50% a été observé dans le tableau 9 entre plusieurs patients comme 3 et 1, 18 et 7,
35et25,48 et 42,...
Des valeurs faibles de I’IRS varient entre 48 et 6%. A titre d’exemple :
= LIRS a48% entre les patients 23 et 1, 23 et 2, 24 et 4.
= LIRS a27% entre les patients 26 et 4, 47 et 11, ..........
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= LIRS a 14 % entre les patients 36 et 20, 33 et 23, 11 et 46, .....

=  [IRS 4 6% entre les patients 48 et 18.
De se fait les diagramme des différents patients présentent une petite ressemblence , ce qui
implique une grande différence dans la composition protéique.
On outre, des valeurs minimals d’IRS égals 0% sont observées entre les pationts 13 et 6, 37
et 20,33 et 9,33 et 10,33 et 13,37 et 13,39 et 13,41 et 13,42 et 13,44 et 13,48 et 13, 42
et 30,42 et 32,42 et 33, 42 et 36.

4.2. Indice de similarité des protéines salivaires dénaturée et non réduites
Les indices de similarités ont été calculés pour les 49 échantillons, ils sont représentés sous
forme d’une matrice dans le tableau 11. Cette matrice fournit les valeurs d’IRS trouvées
entre les diagrammes protéiques comparés deux a deux. Ces résultats montrent que les
indices de similarités se situent entre 11% et 90%.

D’apres le tableau on constate d’abord des valeurs d’IRS importantes qui varient entre les
patients dans I’intervale de 90% et 54 % . A titre d’exemple :

* IRS a90% entre les patients 14 et 8.

= JRS a79% entre les patients 49 et 1, 45 et 40 .

= IRS a 68% entre les patients 23 et 22, 25 et 16, 11 et 8.

= [RS a67% entre les patients 13 et 12,22 et 14,22 et 18.
De ce fait, les diagrammes de ces différents patients présentent une légere dissemblance, ce
qui implique une forte similarité dans la composition protéque.
Ensuite I’IRS de 50% a été observé dans le tableau 10 entre plusieurs patients : 3 et 1 , 25 et
1,24et5,34et1,36et28....etc
Enfin, on distingue des faibles valeurs d’IRS qui fluctuent entre 48% et 11%. A titre
d’exemple :

= LIRS a48% entre les patients 25 et 2, 24 et 22,49 et 11, 26 et §,.........

= LIRS a 35% entre les patients 7 et 3,45 et 5,37 et 5, 47 et 44,.............

= LIRS a 25% entre les patients 17 et 6,48 et 3,41 et 11, 42 et 29,........

= LIRS a 11% entre les patients 35 et 32, 48 et 34,

Les diagrammes sont différents avec de forte dissemblance, ce qui implique une

hétérogéneité dans la composition protéique.

1. Conséquence de la maladie de parkinson sur le protéome salivaire
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L’analyse comparative des profils €lectrophorétiques des protéines salivaires extraites dans
deux conditions différentes : dénaturante réductrice et dénaturante non réductrice montre
qu’environ 12 bandes protéiques communes entre les différents échantillons (B8,B13, B18,
B20, B21, B22, B25, B14, B15, B26, B27,B40) révélées dans la premicre condition (Figure
5) et 24 bandes protéique communes entre les différents échantillons (B3, B4, BS, BS, B9,
B14, B15, B17, B18, B19, B20, B22, B23, B25, B26, B28, B29, B30, B34, B35, B36, B37,
B40, B41) fractionnées dans la deuxiéme condition (Figure 7), présentent une variation
d’expression qualitative et quantitative et son soit absentes ou présentes d’intensité égale ou

différente par rapport a celles obtenues sur le profil des témoins et/ou des malades.

Quelques exemples de protéines exprimées que chez les parkinsoniens et aussi absentes
totalement chez les témoins (sujet sain) concernent les B1, B2, B3, B10, B18, B30, B31,
B33 révélées dans les conditions dénaturantes réductrices de masses moléculaires
approximatives de 200 KDa, 190KDa, 180KDa, 78KDa, 60KDa, 15KDa, 12KDa,
respectivement et les bandes B7, B10, B21, B27, B32, B33, B39 révélées dans les
conditions dénaturantes non réductrices de masses moléculaires approximatives de

180KDa, 140KDa, 70KDa, 37KDa, 29KDa, 28KDa, 10KDa respectivement.

D’apres la littérature, ces groupes de protéines correspondent a I’alpha 2-macroglobuline
(200KDa), des immunoglobulines G (190KDa, 180KDa et 140KDa), des transferrines
(78KDa), des albumines (70 KDa), des hémoglobines (60KDa), des beta lactoglobulines
(37KD), des lipases linguales (29KDa et 28 KDa), des lysozymes (15KDa), la beta 2-
microglobuline (12KDa) et a des ribonucléases (10KDa). Donc probablement, 1’expression
de ces protéines dans le milieu salivaire chez les patients malades est une des conséquences

du Parkinson sur le protéome salivaire.

Un autre exemple, des protéines exprimées chez les témoins (sujet sain) et les patients
malades, les bandes B8, B13 révélées dans la premiere condition dénaturante réductrice de
masses moléculaires approximatives aux environs de 90KDa et 75KDa respectivement, et
les bandes B8, B20 révélées dans la deuxiéme condition dénaturante non réductrice de
masses moléculaires approximatives de 170 KDa et 60 KDa respectivement. Ces protéines
montrent des variations d’expression quantitative avec des intensités égales ou différentes
par rapport a celles des témoins. Certaines protéines sont surexprimées, d’autre sont a 1’état

de trace.

40



Chapitre 3 : Résultats et discussion

D’apres la littérature, les groupes de protéines situés aux environs de 82 KDa (90 et 75 KDa)
peuvent correspondre a des transferrines. Quant aux protéines situées aux environs 115
KDa, elles peuvent correspondre a des immunoglobulines. Probablement les fluctuations
quantitatives de certaines protéines exprimées sont donc une des conséquences du Parkinson

sur le protéome salivaire.

Ces différences d’expression sont autant des facteurs d’intérét (biomarqueurs) pour I’analyse
de I’influence de la maladie du Parkinson sur la composition en protéines salivaires, celles ci
étant susceptibles d’étre spécifiquement exprimées ou inhibées au cours de cette pathologie.
Ces protéines salivaires variantes peuvent étre secondairement fractionnées par
¢lectrophorése bidimensionnelle et caractérisées par spectrométries de masse afin de

préciser si elles sont susceptibles d’étre considérées comme marqueur de cette pathologie.
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Tableau 10 : Indices de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites révélées par SDS /PAGE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25
100 |60 |50 |56 |31 |25 |31 |67 |25 |25 |42 (42 [29 |23 |75 |58 |38 [44 |36 |25 |33 |30 |48 |61 |60 |1
100 |75 |63 |31 |25 |21 |79 |25 [25 |42 |42 |50 |33 |62 |58 |57 |44 |27 |25 |33 |44 |48 |47 |71 |2
100 |53 |40 |20 |17 |75 [33 |33 |40 [40 |56 |30 |50 |45 [58 |33 |23 |20 |21 |35 |40 |44 |62 |3
100 |36 |21 |27 |69 |21 |21 [36 |36 [33 |20 |53 |50 [50 |39 |40 |21 |26 |56 [65 |48 |63 |4
100 |33 |43 |29 |33 [33 |43 |43 |10 |29 |40 [33 [36 |23 |22 |33 |9 36 126 |29 |31 |5
100 |60 |23 |20 |20 |60 |60 |0 20 |33 |43 |18 |8 25 [100 |10 |21 |16 |18 |25 |6
100 |29 |14 |14 |43 [43 |0 14 |27 |33 |15 |7 50 160 |9 27 120 |29 |21 |7
100 |23 |23 [38 [38 [46 |23 |57 |54 |57 |41 |22 |23 |27 |42 |52 |58 |79 |8
100 100 | 60 [60 |29 |75 |33 [43 [30 |27 |25 [20 |10 |21 |16 |18 |25 |9
100 {60 |60 |29 |75 |33 [43 |30 |27 |25 |20 |10 |21 |16 |18 |25 |10
100 100 22 |50 |56 |71 |36 |23 [50 |60 [19 |36 |26 |29 |42 |11
100 |22 |50 |56 |71 |36 |23 |50 |60 |19 |36 |26 |29 |42 |12
100 |25 |25 |30 |33 [21 |18 |0 18 |18 |25 |28 |38 |13
100 |30 |38 |40 |36 [22 |17 [14 |29 |15 |17 |23 |14
100 |78 |46 |54 [33 |33 [32 |35 |47 |53 |75 |15
100 |42 |38 [40 |43 |29 |31 [37 |41 |58 |16
100 |50 |21 |18 [20 |60 [45 |29 |57 |17
100 | 13 |8 29 |39 |36 |33 |53 |18
100 |25 |17 |31 |24 |33 |27 |19
100 |10 |21 [16 |18 |25 |20
100 |21 |34 |37 |28 |21
100 |50 |29 |44 |22
100 |71 |55 |23
100 | 52 | 24
100 | 25




26 (27 (28 |29 |30 |31 |32 [33 |34 |35 [36 |37 |38 |39 [40 |41 |42 |43 |44 |45 |46 |47 |48 |49

44 140 |31 |41 |13 40 |25 |13 |47 |41 |21 |29 |23 |25 (44 |23 |17 |50 |24 |50 |22 |24 |20 |53 |1

53 147 |26 |60 |20 |31 |43 |20 [38 |60 |21 |29 |23 |25 |35 |23 |16 |43 |24 |41 |29 |31 |20 |47 |2

44 139 [19 |50 |25 |20 |42 |7 27 |50 |27 |25 |30 |20 |33 |18 |9 29 120 |31 |27 |29 |15 |32 |3

56 |58 |38 |44 |25 |53 |24 |25 |47 |44 |36 |25 |20 |21 |56 |20 |13 |25 |21 |53 |41 |35 [I18 |45 |4

27 |31 |17 |31 |10 |27 |30 |22 |36 |31 [43 |38 |50 (33 |33 |29 |14 |27 |27 |42 |36 |40 |22 |31 |5

13 |12 |14 |15 |13 [33 |10 |13 |27 |15 |14 |50 |40 [100 |8 75 150 |20 |33 |25 |8 9 50 |19 |6

12 |17 |17 |13 |10 |40 |8 22 |50 |13 |25 |38 |29 |60 |14 |50 |33 |27 |27 |31 |15 |17 |38 |25 |7

50 |45 |30 |47 |27 |38 |40 |12 |41 |47 |29 |27 |21 [23 |41 |21 |14 |38 |22 |47 |28 |29 |19 |45 |8

21 |19 |9 25 |13 |9 22 |0 18 |25 |33 |13 |20 |20 |27 |17 |20 |33 |9 25 |18 |20 |13 |19 |9

21 |19 |9 25 |13 |9 22 |0 18 |25 |33 |13 |20 |20 |27 |17 [20 |33 |9 25 |18 |20 |13 |19 |10
27 (24 |17 |31 |22 |27 |30 [10 |33 |31 [43 |38 |50 [60 |23 |50 |33 |40 |27 |42 |25 |27 |38 |31 |11
27 (24 |17 |31 |22 |27 |30 |10 |33 |31 [43 |38 |50 |60 [23 |50 |33 |40 |27 [42 |25 |27 |38 [31 |12
25 122 |12 |29 [20 |7 27 10 13 129 122 |0 11 |0 21 10 0 25 10 13 |14 |15 |0 16 |13
29 |25 |8 33 |11 |8 33 |11 |15 |33 |29 |11 |33 |17 [25 |14 |17 |30 |12 |23 |18 |30 |11 [25 |14
53 |47 124 |50 |15 |38 |31 |15 |43 |50 |27 |36 |30 [33 |43 |30 [20 |50 |29 |62 [27 |29 |25 |56 |15
40 |35 [26 |46 |18 |45 |25 |18 |50 |46 [33 |30 |38 |43 [29 |38 |25 |45 |23 [38 |21 |23 |30 [44 |16
71 144 119 |57 |33 |27 |50 |14 |24 |57 |36 |23 |27 |18 |33 |17 |8 19 119 |38 |43 |46 |17 |37 |17
56 |50 |22 |44 |13 |25 |35 |13 |24 |53 |23 |13 |15 |8 50 |8 8 33 |11 |44 |31 |33 |6 42 |18
18 |28 |16 |19 |18 |33 |25 (30 |50 |19 |50 |18 |22 25 |20 |22 |11 |33 |14 |36 |31 |33 |18 |35 |19
13 12 |14 |15 |13 |33 |10 |13 |27 |15 [14 |50 |40 |100 |8 75 150 |20 |33 |25 |8 9 60 |19 |20
31 |29 144 |28 |13 |16 |17 |13 |19 |29 |14 |13 |9 10 119 |9 5 26 |13 |23 [15 |12 |13 |38 |21
65 |43 |29 |37 |25 |28 |38 |18 |25 |32 |36 |25 |20 |21 |39 |20 |13 |28 |21 |44 |50 |44 |18 |36 |22
57 |52 146 |35 |19 [33 |23 |14 |30 |35 |21 [25 |15 |16 |50 |15 |10 |40 |27 |48 [32 |27 |19 |46 |23
35 |50 139 |32 |10 [30 |25 |15 |40 |33 |22 [28 |17 |18 |40 |17 |11 |44 |30 |45 [23 |24 |21 |57 |24
63 |56 |26 |50 |29 |40 |43 |13 |35 |50 |31 |29 |23 [25 |44 |23 |15 [40 |24 |60 [29 |31 |20 |47 |25




26 |27 |28 |29 |30 |31 |32 |33 [34 |35 [36 |37 [38 |39 |40 |41 |42 |43 |44 |45 |46 |47 |48 |49
100 |58 |29 |53 |25 |28 |31 |18 |25 ([53 |27 |18 |13 |13 |50 |13 |6 28 |15 |44 |41 |35 |11 |43 |26
100 |31 [47 |61 [39 |41 |29 |35 [40 |31 |16 |18 |12 |50 |11 |6 32 |14 |47 |44 |39 |10 |52 |27
100 |26 |17 |35 |15 |17 |32 |31 |17 |22 |18 |14 |28 |13 |9 24 124 |26 |19 |15 |22 |36 |28
100 129 |24 143 |29 [35 |8 |21 |20 [23 |15 |28 |14 |7 24 |17 |33 |29 [33 |13 |56 [29
100 |15 |40 |20 |6 29 138 |9 11 |13 |13 |11 |0 7 7 20 123 |25 |9 10 |30
100 |13 |36 |54 [24 |27 |25 |18 [33 |25 |30 |20 |29 [20 |40 |19 |20 |25 |39 |31
100 |27 |12 |43 |33 |17 |10 |10 |27 |9 0 13 |13 |33 |50 |55 |8 26 |32
100 |31 |29 |22 |9 11 |13 |13 |11 |0 15 |7 20 123 |25 |9 22 |33
100 |35 |23 |21 |25 |27 |22 |25 |17 |33 |25 |35 |17 |18 |21 |50 |34
100 |21 |20 |23 |15 |28 |14 |7 24 117 |33 129 |31 |13 |47 |35
100 |10 |29 |14 |33 [13 |0 27 |8 42 |50 |56 |10 |24 |36
100 143 |33 |15 [29 |15 |67 |31 |29 |14 |15 |71 |29 |37
100 140 (15 |33 |17 |18 |20 |23 |17 |18 |43 |18 |38
100 | 8 75 |50 |20 |33 |25 |8 9 50 |19 |39
100 |15 |17 |58 |18 |64 |50 [43 |13 |35 |40
100 |75 |30 |44 |33 [17 |18 |67 |18 |4l
100 |33 |33 |25 |8 9 50 |12 |42
100 |20 (62 |27 [29 |25 |39 |43
100 |31 |19 |20 |56 [25 |44
100 |57 |62 |29 |47 |45
100 |90 |14 |30 |46
100 |15 |32 |47
100 |22 |48
100 | 49




Tableau 11 : indices de similarité des protéines salivaires dénaturées et non réduites révélées par SDS-PAGE.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 [19 |20 |21 |22 |23 |24 |25
100 | 56 46| 46| 38| 44| 69| 36| 46| 52| 29| 33| 63| 38| 41| 56| 54| 54| 36| 65| 61| 54| 36 1
100] 55 58| 47| 470800 36| 59| 65| 44|80 71| 47| 43| 55| 40| 52| 53| 59| 54| 45| 44| 482
100 33| 38| 29| 35| 59| 32| 53| 52| 38| 44| 52| 41| 32|80 36| 41| 47| 62| 57| 48 3
100| 55| 53| 45| sa| 48| 33| 42| 33| 32| 54| 30| 35| 35| 33| 45| 35| 33| 41 38 4
100 63| 73] 62| 56| 56| 63|80 47| 62| 35| 40| 39| 38| 50| 60| 38[ 40| 36 5
100] 71 s52[ 60| 35| 45| 36| 43| 52| 24| 24BN 35| 47| 38] 24| 27| 33 6
100 60| 63| 53] 53] 46| 43| 60| 31| 30| 30| 41| 50| 47[ 35| 38| 40| 38] 30[7
100 48| 55| €8] 35| 40| 90| 38| 42| 52| 42] 57| 50| 63] 64| 50| 36| 468
100 39| 48| 40| 38| 60| 28| 40| 39| 38| 43 38| 40| 36| 33| 399
100 56| 55| 73080 36| 47| 53 58| 52| 42| 62| 45]10
100 41| 47| 61| 30| 41] 52| 38| 43| 59 52 32| 42| 5211
100 67| 35| 60| 40| 39| 37| 44| 70| 37] 33[ 35| 55| 39|12
100 | 33| 42| 38| 44| 42 42| 38| 41| 64| 37|13
100 38] 48] 52 58| 67| 57| 36| 5214
100 | 44 40| 39| 46| 47| 43| 47| 36| 4215
100 68| 43| 36| 60| 65| 52| 43 68| 16
100 61| 43| 56| 8| 77| 55| 47 17
100 75| 38| 58| 67| 67| 38| 6418
100 44| 46| 54| 52| 44| 42]19
100 53] 48] 37| 67| 5620
100 82| 67 45| 7621
100 68| 48] 77|22
100 | 45| 6223
100 | 56 | 24
100 | 25




33 134 |35 |36 |37 |38 [39 |40 |41 |42 |43 |44 |45
54 44| s1| 48| 24| 23| 33| 28] 28| 42| 36| 4 1
30| 48| 33| 30| 45| 28| 26| 33| 26| 26| 45| 36| 45 2
31| 33| 29| 53| 27| 22| 21| 42| 28| 21| 56| 26| 47 3
44| 36| 32 29| 36| 2080 57| 19BN 36| 29[ 30 4
38| 30| 44| 27| 35| 31| 29| 37| 29| 38| 42| 33| 35 5
35| 22| 33| 18] 39| 36| 33 20| 33| 43| 26| 30| 19 6
35| 18|00 24| 32| 36| 33| 20| 43 43| 39| 30 7
39| 41| 40| 36| 43| 23| 22| 33[ 27| 23 36| 39 8
27| 17| 37| 27| 29| 31| 38| 30| 29| 38| 42| 27[ 35 9
30| 33 47 10
33| 36| 38 11
24 22| 46 12
17] 32[ 43 13
39| 37] 39 14
22| 30| 31| 28| 47| 33| 31| 24| 31| 31| 38| 35| 38] 15
22| 46| 37| 40| 29| 24| 22| 44| 22| 22| 59| 17 16
28| 44| 36| 52| 35 BB 24| 43| 24| 24| 55 33| 55 17
37| 35| 41| 38] 45| 37| 30| 20| 42| 42| 39| 43| 24 18
44| 32| 47| 21| 53| 44| 41| 22500800 38|80 26 19
26| 29| 47| 41| 35| 42| 38[ 47| 38| 38| 64| 26| 53 20
31| 48] 41| 57| 33| 23| 48| 29| 23] 68| 32[ 60 21
38| 45| 38| 59| 36| 22| 21| 39| 26| 26| 62| 40[ 55 22
30| 42| 29| 43| 38| 21| 20] 33| 26| 26| 45| 36| 38 23
32| 49| 47| a1 28] 31| 29| 47 29| 29| 53| 26] 44 24
32| 45] 36| 60| 20 BN 2400800 24| 24| 63| 28] 55 25




26 |27 |28 |29 |30 |31 |32 |33 |34
100 59 47 24 53 28 21 32 35
100 59 33 47 35 38 28 38
100 35 47 63 19 46 57
100 33 31 33 14 33
100 36 13 27 21
100 19 38 41
100 12 36

100

100

100 37 39 46 47 24 46 | 35
100 23 24 69 17 38 | 36
100 54 30 59 39 | 37

100 33 40 22 | 38

31 38 21|39

67 23 3140

40 38 26 | 41

100 31 47 26 | 42

100 23 39 |43

100 26 | 44

39 | 45

33 | 46

100 19 47 | 47

100 29 | 48

100 | 49
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Conclusion

L’objectif de cette étude est dune part d’explorer de maniere aléatoire le protéome salivaire
des patients atteints de la maladiec de Parkinson, et d’autre part de rechercher des
biomarqueurs de la maladie dans la salive par application de la technique d’électrophorese

monodimensionnelle.

Notre premicre préoccupation est d’obtenir la meilleure expression possible des protéines de
la salive. Ceci nous a conduit a réaliser deux extractions dans des conditions différentes :
dénaturante réductrice et dénaturante non réductrice. pour une séparation optimale des
protéines extraites, ces dernieres sont séparées par la méthode SDS/PAGE décrite par [28],
modifiée [42]. Par conséquent, cette méthode nous a permis 1’obtention des profils protéiques

nettement séparés et reproductibles.

L’analyse des gels a permis de :
e Déceler 40 bandes protéiques de mobilités différentes, pour les protéines dénaturées et
réduites, 19 bandes protéiques de HPM et 21 bandes protéiques de FPM. Pour les
protéines dénaturées non réduites, 21 bandes protéiques de HPM et 20 bandes

protéiques de FPM ont été dénombrés.

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

e Réveler les mobilités de chacune des bandes protéiques de haut et de faible poids

moléculaire.

Distinguer les différences dans la composition protéiques des patients malades et des

témoins.

Identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires potentiels

de la maladie.

En outre, I’analyse statistique effectuée en calculant les fréquences, 1’indice de similarité et en
¢tablissant une classification hiérarchique a permis d’apprécier numériquement la diversité

des protéines salivaires dans les deux conditions.

L’application des techniques d’éléctrophorese monodimensionnelle nous a fourni des résultats

satisfaisants mais cette méthode ne nous permet pas de confirmer le diagnostic de la maladie
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Conclusion

de parkinson. Pour cela, nous avons jugé a court terme, que I’emploi de 1’¢léctrophorese
bidimensionnelle devrait accroitre encore nos possibilités de trouver un ou plusieurs

biomarqueurs de la maladie dans la salive, de les identifier et de les caractériser par la suite.

La poursuite ce travail sur ces protéines implique au préalable 1’utilisation de techniques et
méthodes capable de fournir une trés bonne séparation. Nous comptons donc reprendre la
méme approche en utilisant une technologie permettant une séparation bidimensionnelle de
haute résolution. Cela consiste a la séparation des protéines sur des strips préfabriqués lors
d’une premicre dimension en fonction du poids moléculaire, dans le but d’obtenir un grand
nombre de spots bien résolus. Ce travail sera poursuivie par la caractérisation de ces spots par
spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines susceptibles d’étre considérées comme

des marqueurs potentiels de cette pathologie.
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Annexe

Composition des gels d’électrophorese

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

e Acrylamide 40% 12,4ml

e Bis acrylamide 2% 2,4ml

e Fau permutée 8,6ml

e Tampon Tris-HCL pH 8,8  15,2ml
e SDS 10% 0,40ml
e APS 1% Iml

e TEMED 0,020ml

Gel de concentration: T: 2,88 % C:1,42%

e Acrylamide 40% Iml

¢ Bis acrylamide 2% 0,3ml
e FEau permutée 10,2ml
e Tampon Tris-HCL pH 6, 8 1,7ml
e SDS 10% 0,14ml
e APS 1% 0,70ml

e TEMED 0,014ml



Résumé

Au cours de ces derni¢res années, les maladies neuro-dégénératives ont augmenté d’une
maniere considérable, y compris la maladie de Parkinson qui est caractérisée par la perte des
neurones de la substance noire ainsi que par la diminution de la production de dopamine.
Plusieurs protéines salivaires montrent des changements importants dans de nombreuses
maladies, et pour montrer ces changements dans la maladie de Parkinson, 47 parkinsoniens
(19 femmes et 28 hommes) agés de 42 ans jusqu’a 80 ans ont été recrutés pour un
prélevement salivaire. Nous avons comparés les profils obtenus par ¢électrophorese
monodimensionnelle des protéines salivaires de sujet sains (2 témoins) et des malades. Les
protéines salivaires sont extraites dans deux conditions différentes et séparées par

SDS/PAGE.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 40 bandes protéiques de mobilités différentes dans
les conditions dénaturantes réductrices et 41 bandes protéiques de mobilités différentes dans

les conditions dénaturantes non réductrices.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence 22 bandes protéiques d’intérét communes
entre les différents échantillons, B1, B2, B3, B8 B10, B13, B15, B18, B21, B22, B34, B37
(condition dénaturante réductrice) et B7,B8, B16, B20, B21, B23,B29, B32, B34, B39, B41

(condition dénaturante non réductrice), présentant des variations qualitatives et quantitatives

d’expression dans le milieu salivaire.

Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines salivaire, une étude statistique a
été¢ effectuée en calculant les fréquences, I’indice de similarité er en établissant une

classification hiérarchique des individus selon la composition des protéines salivaires.

Ces résultats préliminaires de mise en évidence de protéines salivaires spécifiques et/ou
variantes au cours de la maladie de Parkinson capable d’étre considérées comme des
marqueurs potentiels de la pathologie ¢tudiée, ouvre de nouveaux champs d’investigation,

dans le domaine du diagnostic que dans le suivi de ces pathologies.

Mots clés : Parkinson, salive, biomarqueurs, diagnostic, électrophorése.
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Summary

In recent years, neuro-degenerative diseases have increased to a considerable degree,
including the Parkinson's disease which is characterized by the loss of neurons in the
substantia nigra as well as by the decrease in dopamine production. Several salivary proteins
showed significant changes in many diseases, and to show these changes in Parkinson's
disease, 47 PD (19 women and 28 men) aged 42 years until age 80 were recruited for a saliva
sample. We compared the profiles obtained by one-dimensional electrophoresis of salivary
proteins of healthy subject (2 LEDs) and patients. Salivary proteins are extracted in two
different conditions and separated by SDS/PAGE.

The analysis of the gels was allowed to count 40 protein bands of different mobility in
denaturing reductive conditions and 41 protein bands of different mobilities in the denaturing

non-reductive conditions.

This study allowed us to identify 22common bandes protein of interest between the different
samples, B1, B2, B3, B8, B10, B13, B15, B18, B21, B22, B34, B37 (reducing denaturing
conditions) and B7 , B8, B16, B20, B21, B23, B29, B32, B34, B39, B41 (non-reducing
denaturing conditions), with qualitative and quantitative changes of expression in the salivary

medium.

In order to assess numerically the diversity of these salivary proteins, a statistical study was
performed by calculating the frequencies, the index of similarity, also by establishing a

hierarchical classification of individuals according to the composition of salivary proteins.

These preliminary results of highlighted of salivary proteins and specific or variant in the
course of Parkinson's disease to be regarded as markers of pathology studied, opens fields of

investigation new both in the field of diagnosis that in the follow-up of these pathology.

Key words: Parkinson's disease, , saliva, biomarkers, diagnostics, electrophoresis.
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Résumeé:

Au cours de ces dernicres années, les maladies neuro-dégénératives ont augmenté d’une manicre considérable, y
compris la maladie de Parkinson qui est caractérisée par la perte des neurones de la substance noire ainsi que par
la diminution de la production de dopamine. Plusieurs protéines salivaires montrent des changements importants
dans de nombreuses maladies, et pour montrer ces changements dans la maladie de Parkinson, 47 parkinsoniens
(19 femmes et 28 hommes) agés de 42 ans jusqu’a 80 ans ont été recrutés pour un prélévement salivaire. Nous
avons comparés les profils obtenus par électrophorése monodimensionnelle des protéines salivaires de sujet sains
(2 témoins) et des malades. Les protéines salivaires sont extraites dans deux conditions différentes et séparées par
SDS/PAGE.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 40 bandes protéiques de mobilités différentes dans les conditions
dénaturantes réductrices et 41 bandes protéiques de mobilités différentes dans les conditions dénaturantes non
réductrices.

Cette ¢tude nous a permis de mettre en évidence 22 bandes protéiques d’intérét communes entre les différents
¢chantillons, B1, B2, B3, B8,B10, B13, B15, B18, B21, B22, B34, B37 (condition dénaturante réductrice) et
B7,B8, B16, B20, B21, B23,B29, B32, B34, B39, B41 (condition dénaturante non réductrice), présentant des
variations qualitatives et quantitatives d’expression dans le milieu salivaire.

Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines salivaire, une étude statistique a été effectuée en
calculant les fréquences, I’indice de similarité er en établissant une classification hiérarchique des individus selon
la composition des protéines salivaires.

Ces résultats préliminaires de mise en évidence de protéines salivaires spécifiques et/ou variantes au cours de la
maladie de Parkinson capable d’étre considérées comme des marqueurs potentiels de la pathologie étudiée, ouvre
de nouveaux champs d’investigation, dans le domaine du diagnostic que dans le suivi de ces pathologies.
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