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Introduction

Le cancer du cblon, est un probléeme de santé publique majeur dans le monde, dont la
fréquence est en croissance progressive. Le cancer de colon est le troisieme cancer dans le
monde chez les deux sexes réunis. Le taux d’incidence et de mortalité varient
considérablement selon les pays, il y a 10 fois plus de cancer colorectal aux USA gu’en
Afrique. Ces différences sont la conséquence du role essentiel de I'alimentation dans la
survenue de ce cancer. Le cancer colorectal est rare avant 45 ans et son incidence augmente

tres rapidement a partir de cet age, et aussi bien chez I'homme que chez la femme (19).

En Algérie, le cancer colorectal se situe ; tous sexes confondus ; a la deuxiéme place des
cancers les plus fréquents apres le cancer du sein chez la femme et apres le cancer des
poumons chez I’homme(29).

Certaines protéines du sérum sont reconnues comme biomarqueurs potentiels de
maladies et peuvent également étre retrouvées dans la salive totale. Ces similitudes entre
les protéines du sérum et les protéines salivaires ont encouragé les chercheurs a considérer
la salive comme un fluide de diagnostic pour détecter des signes de pathologie (43,44).

Dans cette optique nous avons initié notre étude qui a pour objectif principal d’explorer
le protéome salivaire des patients atteints de cancer du colon et de rechercher des
biomarqueurs salivaires de cette pathologie, en comparant les profils protéiques des
patients malades avec celui d’un sujet sain par application de la technique d’électrophorése
monodimensionnelle SDS-PAGE.

Le premier chapitre de ce mémoire comprend une synthése bibliographique qui inclut
une présentation générale sur le cancer du colon, tout en mettant I'accent sur la salive et ses
composants ainsi que les biomarqueurs tumoraux. Le deuxieme chapitre décrit le matériel et
les méthodes utilisées. L'exploitation et la discussion des résultats sont présentées dans le
troisieme chapitre. Enfin, une conclusion résumant cette recherche et des perspectives

cloturent cette étude.
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Chapitre 1 : synthese bibliographique

CANCER DU COLON
1. Lecolon

1.1. Anatomie

Le systeme digestif est constitué du tube digestif et de I'ensemble des glandes qui y
déversent leurs sécrétions par des canaux. Le tube digestif est constitué de structures
anatomiques distinctes qui sont la bouche, le systeme oropharyngé, I'cesophage, I'estomac,
I'intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), du gros intestin (autrement appelé célon), du
rectum et de I'anus. A ce tube digestif sont connectés des organes glandulaires : les glandes

salivaires, le foie, la vésicule biliaire et le pancréas.

Le cblon est un tube d’environ 1,2 m de long et d’environ 6 cm de diametre(02). Il se
divise en trois parties, La premiere est le cblon droit, qui débute avec le ceecum auquel est
accolé I'appendice, continue par le colon ascendant et se termine a I'angle droit, sous le foie.
La seconde partie du colon est le cOlon transverse qui s’étend de I'angle droit a I'angle
gauche ; il est voisin de I'estomac. La troisieme partie est le c6lon gauche, qui commence a
I'angle gauche, continue par le c6lon descendant et se termine par le c6lon sigmoide qui se
situe autour et en arriére de la vessie. Le rectum fait suite au colon sigmoide et débute a la
charniere rectosigmoidienne pour se terminer par le canal anal. Il se divise en haut, moyen

et bas rectum (figure 01) (15).
1.2. Fonctions physiologiques
Le cblon contribue a trois fonctions importantes dans I'organisme :

1.2.1. La transformation du bol intestinal

Au niveau du colon, les résidus liquides de l'intestin gréle sont transformés en matiéres
solides non digestibles appelés feces. Cette transformation fait intervenir la réabsorption
d'eau et de sels solubles par des entérocytes dépourvus d'activités enzymatiques digestives.
1.2.2. Stockage et évacuation des matieres fécales

Mouvements peu propulsifs assurant donc un transit.
- Les mouvements du célon droit assurent un péristaltisme rétrograde vers le caecum qui est

responsable du brassage et des phénoménes de réabsorption.
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Chapitre 1 : synthese bibliographique

- Les mouvements du célon gauche entrainent des contractions annulaires peu propulsives.
- Le c6lon assure une activité irréguliére : des contractions non propagées entrecoupées de
période de quiescence (ce qui permet le tassement des matiéres fécales).
La progression et I'évacuation du bol fécal grace a une importante sécrétion de mucus
(cellules caliciformes +++).
1.2.3. Action microbienne intense

Le colon est hébergé de nombreux germes saprophytes dont la présence est
indispensable a certaines synthéses de vitamine B et acide folique, Cette flore permet la
fermentation et la digestion de certains composés, en particulier la cellulose. Les germes
anaérobies dégradent les protéines endogénes issues de la desquamation cellulaire grace a
des peptidases bactériennes. Les glucides non absorbés par I'intestin gréle sont dégradés par
fermentation sous I'action de bactéries (gaz intestinaux).
Sur le plan fonctionnel le c6lon peut étre divisé en deux parties :

e (Colon droit : Réle majeur dans I'absorption de I'eau et des électrolytes, ainsi que

dans la fermentation des sucres non digérés.

e (Colon gauche : Stockage et évacuation des selles(04).

2. Le cancer colorectal

2.1. Définition du cancer

Le terme de « cancer » recouvre un large éventail de maladies différentes qui présentent

néanmoins certaines caractéristiques communes :

» Des cellules normales au départ se multiplient de fagon incontrélée ; elles proliferent
et se transforment en cellules cancéreuses.

» Les cellules cancéreuses envahissent le tissu sain ; elles le compriment et le
détruisent.

» Certaines de ces cellules peuvent se détacher de I'endroit ou elles se sont constituées
et donner naissance a des foyers secondaires dans d’autres parties du corps : les

métastases (figure 02) (32).

2.2. Définition du cancer colorectal

Le point commun entre le cbélon et le rectum est la muqueuse intestinale, paroi tapissant

I'intérieur de [lintestin, formée de villosités recouvertes de cellules superficielles
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(I'épithélium). Cette muqueuse peut, sous l'influence de mutations, se transformer
progressivement en tissu cancéreux. Il s’agit d’abord de polypes dits adénomateux (les
adénomes étant des tumeurs bénignes résultant de la prolifération réguliere d’un épithélium
glandulaire normal) qui restent limités a la paroi du c6lon ou du rectum, puis, dans un
second temps, de cancers encore appelés adénocarcinomes lieberkiihnien (le terme

carcinome désignant un cancer se développant aux dépens de I'épithélium) (figure 03).

Les cellules cancéreuses (malignes) qui forment le cancer proliférent donc sans controle
de l'organisme(15). Les cellules cancéreuses sont d’abord peu nombreuses et limitées a la
premiére couche du colon, la mugueuse. On parle de cancer in situ. Avec le temps et si
aucun traitement n’est effectué, la tumeur s’étend plus profondément a l'intérieur de la
paroi du cOlon, a travers les autres couches. On parle alors de cancer invasif.

Des cellules cancéreuses peuvent ensuite se détacher de la tumeur et emprunter les
vaisseaux sanguins ou lymphatiques pour aller envahir d’autres parties du corps :
» Les ganglions lymphatiques proches du colon ;
» Le foie, les poumons ou le péritoine. Les nouvelles tumeurs qui se forment alors
s’appellent des métastases(21).
3. Epidémiologie

3.1. Dansle monde

Le cancer colorectal est la troisieme cause de mortalité dans le monde, aprés les cancers
du poumon chez 'lhomme et du sein chez la femme, avec plus de 600000 cas de déces soit

8% de I'ensemble des déces.

Géographiquement, il a été constaté une grande variation de son incidence a travers le

monde dont pres de 55 des cas surviennent dans les pays les plus développées.

Ainsi, les plus hauts taux sont observés en Australie / nouvelle- Zélande (44.8 et 32.2 par
100.000 habitants chez les hommes et les femmes, respectivement), et les plus faibles en

Afrique de I'Ouest (4,5 et 3,8 pour 100000 habitants) (33).
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3.2. En Algérie

En Algérie, le cancer colorectal est au deuxieme rang, pour les deux sexes. Le cancer le
plus fréquent chez la femme est le cancer du sein avec 8177 cas et viennent par la suite le
cancer colorectal 1690, le cancer de col de 'utérus 1288, le cancer de la thyroide 1250 et le
cancer de I'ovaire 821. Par contre chez ’lhomme, le cancer le plus fréquent est le cancer des
poumons avec 2201 cas et viennent ensuite le cancer colorectal 1690, le cancer de la vessie

1391, le cancer de I'estomac 1391 et le cancer de prostate 1037(29).
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Figure 04 : Incidence du cancer chez les deux sexes en ALGERIE selon 'OMS 2014 (29).

4. Carcinogénese

Il existe deux principales voies de cancérogenése colorectale : toutes deux résultent d’'une
instabilité génétique, I'une, la plus fréquente, a I'échelon chromosomique (instabilité
chromosomique), l'autre a I’échelon des nucléotides (instabilité des locus microsatellites).
Ces deux voies différentes a I'’échelle moléculaire donnent des lésions semblables au plan
morphologique (les adénomes) mais dont le génie évolutif vers le cancer est différent, plus

important dans la voie de I'instabilité des microsatellites (figure 05).
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4.1. Voie de l'instabilité chromosomique (cancers LOH+)

Ces cancers sont appelés LOH+ (Loss of Heterozygoty). Les cellules cancéreuses ont un
contenu anormalement élevé en ADN (hyperploidie), des pertes chromosomiques
fréquentes (17 p, 18 q et 5 g) et des mutations fréquentes des genes APC, p 53 et K-
RAS2(46).

Le principal gene impliqué dans linitiation des cancers colorectaux est le gene APC
(Adenomatous Polyposis Coli). La perte d’APC (un géne suppresseur de tumeurs) conduit a
une activation constitutionnelle de la voie de signalisation WNT/B-catenine et a une
prolifération anarchique et continue des cellules coliques. Le polype qui résulte de cette
mutation est susceptible d’acquérir d’autres mutations. Une mutation activatrice dans le
gene KRAS (un oncogéne) conduit a une augmentation de la prolifération cellulaire (KRAS est
une enzyme impliquée dans les voies de signalisation en réponse a divers facteurs de
croissance dont I'EGF). D’autres mutations s’en suivent, créant ainsi plusieurs sous-
populations clonales. Il s’agit en particulier de génes suppresseurs de tumeurs localisés sur le
chromosome 18q (entre autres DCC, deleted in colorectal cancer, SMAD 2 et 4, impliqués
dans la voie de signalisation TGF-B, ...) et le suppresseur de tumeur p53 dont le réle est celui
de « gardien du génome ». Elle bloque le cycle cellulaire, permettant la réparation des
lésions de I'ADN, et induisant la mort cellulaire si les Iésions n‘ont pu étre réparées. Sa

mutation inactivatrice conduit finalement a la formation d’un adénocarcinome(09).
4.2. Voie de l'instabilité des locus microsatellites (cancers RER+ ou MSI)

Ces cancers sont appelés RER+ (replication error) ou MSI (microsatellite instability). Les
cellules cancéreuses ont un contenu en ADN normal (diploidie), nont pas de pertes
chromosomiques et ont des anomalies des genes MMR (mismatch repair). Ces génes codent
pour des protéines dont le role est de détecter et de réparer les erreurs de réplication de
'ADN survenues au cours de la mitose. La mutation ou la méthylation de la région
promotrice des génes MMR induit une déficience de ce systeme de réparation et les
mutations vont s’accumuler, préférentiellement au niveau des microsatellites, régions du
génome particulierement sujettes aux erreurs de réplication. La chronologie des mutations
des cancers RER+ est mal connue : la mutation du récepteur de type Il du TGF 3 apparait la

plus précoce(46).
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5. Les facteurs protecteurs et les facteurs a risques

Il existe certains facteurs qui peuvent étre a I'origine du cancer de colon comme il existe

d’autres facteurs protecteurs :

Tableau 01 : Les facteurs protecteurs et les facteurs a risques(15).

Les facteurs protecteurs

Les facteurs a risques

alimentation fibres alimentaires
(légumes tels que les choux, vitamines A, C,

D, E)

alimentation : régimes riches en protéines
(viandes rouges, brilées), graisses saturées,
animales viandes

graisses (charcuterie,

grasses), sucres.

e poids normal

e activité physique

e 3ge
e obésité
e sédentarité

e exces calorique

e Tabac

e alcool

participer a une campagne de
dépistage se faire dépister en cas

d’antécédents familiaux

e facteurs héréditaires
e présence de polypes adénomateux
e maladies inflammatoires du tube

digestif ~ (maladie de Crohn,
rectocolite hémorragique)

e Diabéte et insulinorésistance (22)

e aspirine

e médicaments anti-inflammatoires
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Il. LA SALIVE

1. Lasalive

La salive est un liquide biologique indispensable a I'intégrité de la cavité buccale et de ses
composants. C’'est un liquide aqueux, incolore, translucide et dont la viscosité dépend de sa
sécrétion (glandes salivaires, conditions de sécrétion) (07).

2. Les glandes salivaires

Les glandes salivaires sont des glandes exocrines. Elles sécréetent la salive en la déversant
directement dans la cavité buccale. La sécrétion salivaire résulte de processus complexes
soumis a de nombreuses régulations nerveuses et hormonales.

La salive représente la somme des différentes sécrétions salivaires des diverses glandes
salivaires (28, 05).
En effet, elle est élaborée par 2 types de glandes (figure 05):

2.1. Les glandes salivaires dites «majeures»

Elles sont au nombre de six ,il y en a 3 paires: les glandes parotides, submandibulaires (ou
sous maxillaires) et sublinguales(08).
2.2. les glandes salivaires « mineures » ou « accessoires »

Sont Tres nombreuses de taille plus petite et sont les seules annexes de la muqueuse
buccale, on trouve les glandes labiales, jugales, linguales, etc. Grace a leur sécrétion salivaire

continue, elles assurent I’humidification permanente de la cavité buccale (36, 8).

3. Caractéristiques physicochimiques de la salive

3.1. Débit salivaire

Chaque jour, I'ensemble des glandes salivaires sécréte en moyenne 750mL de salive. Ce
volume varie selon la stimulation, I'état de vigilance du sujet, et son rythme circadien(39).

Quelques exemples de sécrétions:

- période de repos: 0,5ml /min
- stimulation: 1 a 2ml/min
- sommeil profond: 0,05ml/min(30).

La production de salive :
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- est augmentée (via l'activation du systéeme nerveux parasympathique) par la présence
d’aliments dans la bouche, les odeurs, les réflexes conditionnés et la nausée.
- est diminuée (via I'inhibition du systeme nerveux parasympathique) par le sommeil, la
déshydratation, la peur et les médicaments anticholinergiques(06).
3.2. PH

Le pH salivaire varie a I'état physiologique et en I'absence de toute stimulation entre 5,75

et 6,15.
4. Composition de la salive

La salive est un liquide composé de plus de 99% d’eau. Le reste est constitué d’une partie
organique et d’une partie minérale (inorganique) (30).
4.1. Constituants inorganiques

Ce sont les ions sodium, potassium, calcium, hydrogéne (responsables du pH salivaire et
tamponnés par les bicarbonates), chlorure, phosphates, bicarbonates, thiocyanates; on
retrouve également de l'iode, du fluor, et des métaux (cuivre, fer) a I'état de traces(39).

4.2. Constituants organiques

4.2.1. Les protéines

L’essentiel des composants organiques de la salive est représenté par des protéines. Plus
de 1 300 protéines ont été identifiées a ce jour par diverses approches protéomiques. La
nature et le réle précis de nombre d’entre elles sont encore inconnus. La concentration en
protéines augmente en général avec le débit salivaire. Ces protéines sont classées, en
fonction de leur origine, en :
4.2.1.1. protéines extrinséques
Issues du sérum, elles sont représentées par des albumines d’origine sérique (5 a 10
% des protéines totales), des IgA, IgG, IgM, des a-et b-globulines, des calprotectines
ou d’autres protéines du systeme immunitaire.

4.2.1.2. protéines intrinséques

Synthétisées par les glandes salivaires elles-mémes. Elles sont nombreuses (08):
e Les enzymes salivaires

» Alpha-amylase salivaire (ou ptyaline): Cette protéine représente 30 % du total des
protéines salivaires, elle est surtout sécrétée par les glandes parotides. Elle agit a pH

neutre et hydrolyse les liaisons a 1-4 de I'amidon, produisant entre autres du
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glucose et du maltose. Elle participe ainsi a la digestion des glucides, Son action est
de courte durée, car inhibée par le pH acide de I'estomac apres déglutition.

» Lipase salivaire : produite au niveau des glandes sublinguales. Cette enzyme peut
hydrolyser les triglycérides, mais aussi les phospholipides, les esters de cholestérol,
ainsi que de nombreux autres esters.

» Lysozyme: il a une action antiseptique en lysant les parois bactériennes. Elle est
capable également de lyser la paroi des germes fongiques.

» Autres enzymes : |l existe un trés grand nombre d’autres enzymes comme les
kallicréines, les collagénases d’origine tissulaire, peroxydase, lactoferrine, les
gélatinases, les élastases, les protéases, Lactoperoxydases, les cholinestérases et les
ribonucléases. Elles jouent principalement un role antimicrobien et de digestion des

substrats (08, 36).

4.2.2. Immunoglobuline

La salive contient a la fois des Ig plasmatiques de type IgA, 1gG et IgM (passées par
diffusion depuis le plasma), et des Ig A sécrétoires synthétisées au niveau des glandes
salivaires.

4.2.3. Mucine

Ce sont des glycoprotéines, c’est-a-dire qu’elles sont formées par I'association d’une
chaine glucidique qui s’associe a une chaine polypeptidique. Elles conferent a la salive sa

viscosité et son pouvoir lubrifiant(36).
4.2.4. Autres constituants organiques

On retrouve en faible concentration de l'urée (environ2 mmol/l), I'acide urique, du
glucose (0,056 mmol/l), de la créatinine, du cholestérol. Plus de 3 000 acides ribonucléiques
(ARN) messagers ont été identifiés ; leur dosage pourrait étre un futur marqueur

diagnostique des cancers de la sphere buccale.

La salive contient aussi des facteurs de croissance, principalement le nerve growth factor
(NGF) et l'epithelial growth factor (EGF), dont la sécrétion augmenterait au cours de

certaines maladies parodontales. Des insulin-like growth factor (IGF) sont également
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retrouvés, les cytokines, les Hormones (stéroides, insuline), Substances excrétées (iode,

graisses, certains médicaments, ...) (08, 36).

5. Fonctions de la salive

5.1. Fonction digestive

La salive a un role au cours de la mastication, de la déglutition et de la gustation.
5.2. Fonction protectrice

La protection des muqueuses et des dents contre la dessiccation, les lésions et les
agressions bactériennes est assurée par la barriere visqueuse formée a la surface des
muqueuses par les mucines.
5.3. Fonction d’excrétion

Comme la sueur ou les urines, la salive est une voie d’élimination naturelle. Ainsi, des
substances variées telles que les hormones stéroides, les anticorps, I'iode, ou encore
certains médicaments (antibiotiques par exemple) peuvent y étre excrétés.

5.4. Fonction hormonale

La salive contient des hormones, et des composés hormone-like qui proviendraient de la
circulation sanguine, mais il se pourrait qu’il y ait une synthése au niveau des glandes
salivaires. La parotine, initialement isolée a partir des glandes parotides, et qui joue un role

dans le métabolisme ostéocalcique, glucidique et lipidique, en est un exemple(36).
5.5. Pouvoir tampon

Le pouvoir tampon de la salive augmente avec la stimulation, il est presque inefficace
pendant les périodes de faible débit, avec un pH qui peut descendre a un niveau de 5,5. Ce
pouvoir repose sur la présence de bicarbonates, de phosphates, d’'urée, de certaines
protéines et enzymes. Les bicarbonates ont un réle prépondérant dans la neutralisation des

acides de par leurs propriétés intrinseques(13).
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lll. LES BIOMARQUEURS

1. Les biomarqueurs

Biomarqueur : molécule biologique trouvée dans le sang ou dans tout autre fluide
biologique ou tissu, qui est le reflet d’'un processus normal ou pathologique, ou d’'une
condition, ou d’une maladie. Un biomarqueur peut étre utilisé pour suivre I'évolution de la
réponse a un traitement pour une pathologie donnée ou un état. lls sont également

nommés marqueurs moléculaires ou molécules signatures (02).
2. Marqueur biologique tumoral

Substance secrétée par certains types de cellule et présente dans le sang. En cas de
croissance anormale de ces cellules, la production du marqueur est anormalement élevée.

Le marqueur constitue un bon indice de |'activité de ces cellules (25).

Les marqueurs tumoraux correspondent généralement a des molécules formées en petites
guantités par des cellules normales mais qui se retrouvent produites en excés par les cellules
tumorales, hyperactives. Ainsi, la concentration de ces marqueurs est généralement corrélée
au nombre de cellules cancéreuses. Selon la nature du cancer, il existe un ou plusieurs
marqueurs tumoraux. Certains sont communs a plusieurs types de tumeurs, d’autre sont
tres spécifiques a un cancer en particulier (figure 06).

En biochimie clinique, le terme de marqueur tumoral correspond a des substances sécrétées
par la tumeur dans les fluides biologiques (urine, sérum) et donc a des concentrations

détectables et dosables par les méthodes analytiques de biochimie (42).

2.1. Criteres de qualité

Un marqueur tumoral doit répondre a certains criteres :

» il est produit uniquement par les cellules tumorales (spécificité);

» il doit étre augmenté chez tous les patients présentant un méme type de cancer
(sensibilité);

» il estlibéré dans un liquide biologique facilement accessible;

» il est produit au stade initial de la tumeur afin de permettre sa détection précoce
dans la population générale et la population a risque (dépistage);

» il permet de donner une orientation sur le type histologique et/ou la localisation

tumorale (diagnostic);
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» son taux prédit I'extension tumorale et son pronostic;

» sa cinétique permet d’évaluer I'efficacité des traitements (réponse thérapeutique) et
de détecter des récidives (surveillance);

> la procédure de dosage doit étre standardisée, simple, fiable, sensible, rapide et peu
onéreuse.

2.1. Situations d’intérét

Un marqueur tumoral peut étre utilisé en cancérologie pour le dépistage, le diagnostic, sa
valeur pronostique, I’évaluation de la réponse thérapeutique et la surveillance. Aucun
marqueur tumoral n’est utilisé dans toutes ces situations cliniques dans les cancers du
tractus gastro-intestinal, car leurs performances sont insuffisantes et variables en fonction

de la situation clinique(37).

2.2. Rappels sur les vrais/faux négatifs et les vrais/faux positifs
Un biomarqueur peut donner deux types de réponses :

— Le patient présente un risque d’étre malade.

— Le patient ne présente pas de risque d’étre malade.

Ensuite, la réalité nous amene a considérer deux conditions également :
— Le patient est malade.

— Le patient n’est pas malade.

Et toutes les combinaisons sont possibles. Cela nous amene a définir les quatre notions

suivantes :
— les vrais négatifs (VN) ; — les vrais positifs (VP) ;
— les faux négatifs (FN) ; — les faux positifs (FP).

Tableau 02 : Les notions de vrais/faux négatifs et de vrais/faux positifs (02).

Statut du biomarqueur Réalité
Positif Négatif
Positif Vrai positif (VP) Faux positif (FP)
Négatif Faux négatif (FN) Vrai négatif (VN)
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2.3. Dosage

Le dosage des marqueurs tumoraux fait appel aux techniques d'immuno-analyse, qui
mettent en jeu des réactions antigeénes—anticorps Associées a un traceur (radioactif,
chimioluminescent, fluorescent ou enzymatique). Les techniques rapides utilisent
maintenant des anticorps monoclonaux dirigés contre un déterminant antigénique unique,

et sont donc tres sensibles et spécifiques (37).
3. Les biomarqueurs des cancers colorectaux

Concernant les marqueurs tumoraux, seul le dosage de I'antigéne carcino-embryonnaire
(ACE) doit étre réalisé dans le bilan initial et le suivi du cancer colorectal (20).
Le marqueur de référence est I’ACE qui a fait 'objet de nombreuses recommandations
nationales et internationales. Le CA19-9 a été également évalué dans les CCR, mais il existe
moins de données disponibles. D’autres marqueurs tumoraux ont été étudiés dans les CCR

mais n"apportent pas d’intérét supplémentaire par rapport a I’ACE et au CA19-9 (1, 26).

3.1. L’ACE (ou CEA, antigéne carcino-embryonnaire)

3.1.1. Définition

Gold et Freedman sont les premiers a observer une surexpression de 'ACE dans les
cellules cancéreuses colorectales et cette observation publiée en 1965 a été la base de

I'utilisation de I’ACE comme marqueurs sérique de ces cancers (16).

L’ACE est une glycoprotéine monocaténaire de haut poids moléculaire (180 kDa) fortement
glycosylée. Elle fait partie de la superfamille des immunoglobulines (17). L’ACE est exprimé
normalement uniquement au pole apical des cellules épithéliales glandulaires (tube digestif,

utérus et voies urinaires) en trés faible quantité.
3.1.2. FONCTION

L’ACE intervient dans |'adhésion cellulaire et la différenciation cellulaire durant
I'embryogenese (14,03).
Le r6le de I'ACE dans la carcinogeneése serait d’inhiber la différenciation cellulaire, mais aussi
de favoriser les propriétés adhésives des cellules tumorales et donc la dissémination

métastatique.
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L’ACE joue également un rble dans les interactions intercellulaires et la régulation de la
croissance cellulaire.

3.1.3. Caractéristique
3.1.3.1. Valeurs de référence et demi-vie

L’ACE se dose par techniques immunométriques avec des valeurs de référence entre 2,5
et 5 ng/ml. Sa demi-vie est de 2 a 8 jours et son élimination est hépatique (38).
3.1.4. variation physiologique

Il existe également des variations physiologiques du taux d’ACE avec I'dge et la grossesse.
Chez les fumeurs, I'ACE est 1.6 a 1.7 fois plus élevé que chez les non-fumeurs (10,38).
3.1.5. Variation pathologique

C’est le marqueur essentiel des CCR, mais I'ACE est élevé dans tous les adénocarcinomes
digestifs et certains adénocarcinomes extradigestifs (poumon, sein, ovaire, utérus, prostate)
et dans d’autres tumeurs malignes (cancer médullaire de la thyroide, mélanome, lymphome,
tumeur endocrine) ce qui en fait un marqueur non spécifique (38). De plus, des variations
pathologiques de son taux peuvent étre observées en cas de cirrhose alcoolique, de maladie
hépatobiliaire, d’ulcére gastrique, de maladie inflammatoire de lintestin, de maladie
chronique pulmonaire, de diabete, de maladie du collagéne ou d’insuffisance rénale (10). En
pratique courante en oncologie digestive, I'’ACE est principalement dosé dans la prise en
charge des adénocarcinomes colorectaux, pancréatiques et gastriques lors du suivi
thérapeutique et la surveillance. Il est également utile a I'évaluation de la réponse
thérapeutique dans les CCR (23).
3.2. LeCA 19-9 (Carbohydrate antigéne19-9)

3.2.1. Définition

L’antigéne Carbohydrate CA 19.9 ou GICA (Gastro Intestinal Carbohydrate) a été décrit en
1979 par Kaprowski a partir d’'une tumeur maligne du c6lon. Le CA19.9 est une glycoprotéine
de haut poids moléculaire 10 k da, appartenant a la famille des mucines, Il est synthétisé par
le pancréas humain normal ainsi que par les épithéliales biliaire, gastrique, colique,

cesophagien et salivaire(12,11).

Page 15



Chapitre 1 : synthese bibliographique

3.2.2. FONCTION

Parmi ses fonctions cellulaires, il est un ligand pour la molécule endothéliale d'adhésion
leucocytaire (ELAM-1, E-sélectine molécule présente sur les cellules endothéliales activées

par les cytokines).

Le CA 19-9 permet également I'adhésion des cellules malignes a I'endothélium vasculaire et
la dissémination hématogeéne des cancers exprimant cet antigéne. Il a été montré une
corrélation entre l'intensité de son expression en immunohistochimie et la gravité du

pronostic des cancers colorectaux(16).

3.2.3. Caractéristique

3.2.3.1. Valeur de référence et demi-vie
La valeur de référence est de 37 Ul/ml et la demi-vie de CA 19-9 est de 1 a 9 jours (11).
3.2.4. Variation physiopathologique

Son dosage peut aussi étre effectué sur un liquide de ponction (kyste, ascite, etc.). Son
taux est augmenté dans la plupart des cancers gastro-intestinaux et dans certains cancers
extradigestifs (sein, ovaires, utérus et bronches), ce qui en fait un marqueur non spécifique

d’un organe en particulier, comme I’ACE. Son taux n’est pas influencé par le tabagisme(35).

Le CA 19-9 peut aussi étre augmenté lors de maladies non cancéreuses pancréatiques,
hépatobiliaires (cirrhose, cholestase, lithiase biliaire, cholangite, hépatite aigué ou

chronique), pulmonaires ou en cas de diabéte mal équilibré(31).

Dans les pathologies bénignes, il est en général peu augmenté (<120 Ul/ml), sauf en cas de

cholestase ictérique(18).

En pratique courante, en oncologie digestive, le CA 19-9 est principalement dosé dans le
cadre de la prise en charge des cancers colorectaux, du pancréas, de I'estomac et des voies

biliaires, essentiellement dans le cadre du suivi thérapeutique et de la surveillance(37).
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4. Relation entre cancer du colon, salive et biomarqueurs

La salive, qui contient plus d'un millier de protéines différentes, pourrait supplanter
I'analyse sanguine comme outil diagnostic pour traquer cancers, maladies cardio-vasculaires

et autres affections chroniques.

Comme le génome qui répertorie I'ensemble des genes d'un organisme, le protéome est une
carte complete des protéines. Alors que les genes codent des instructions, les protéines les
exécutent pour assurer le fonctionnement cellulaire. L'élaboration du protéome salivaire
pourrait bientét conduire a de nouveaux tests plus simples, plus pratiques et moins onéreux

gue les analyses de sang(43).

Un nombre important des protéines salivaires sont similaires a celles qui se trouvent dans le
sang et dont le ré6le a déja été établi notamment dans les maladies d'Alzheimer,
d'Huntington, de Parkinson, les cancers du sein, colorectal et du pancréas ainsi que dans les

deux types de diabéte.

Des études précédentes ont déja prouvé gu’elles constituaient un bon indicateur pour
diagnostiquer les cancers buccaux ainsi que I'infection par le virus du SIDA. Dans un article,
publié dans le Journal of ProteomeResearch, les auteurs estiment que cette liste sera
bientot élargie pour inclure des principales causes de décés comme le cancer et les
maladies du cceur. Si cette hypothése se confirme, les médecins disposeront ainsi d’un
nouvel outil de diagnostic plus aisé a mettre en ceuvre et également moins colteux,
adapté, par exemple, pour des campagnes de dépistage ou la pratique de la médecine

humanitaire(44).

Page 17



Oesophage

Estomac

Foie

Pancréas
Vésicule biliaire

Duodénum

Intestin gréle

—

Caecum
Appendice

Figure 01 : L’anatomie du colon (40).




La tumeur commence a infiltrer le tissu sain.

tumeur maligne tissu sain

Elle envahit le tissu voisin. Les cellules cancéreuses pénétrent dans
les vaisseaux sanguins (en rouge/bleu) et lymphatiques (en vert)

et parviennent ainsi dans d'autres organes, ou elles forment des
meétastases.
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Figure 02 : Formation du carcinome (32).
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Figure 03: séquence adénome-carcinome (47).
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Figure 05 : Les mécanismes de la carcinogénése colorectale (47).
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Figure 05: Les glandes salivaires (41).
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Materiel et méthodes

1. Matériel biologique

1.1. Recrutement des patients

Notre étude a porté sur 14 patients ayant un cancer colorectal provenant du service
d’Oncologie Meédicale de [I'hdpital militaire régional universitaire de Constantine
(HMRUC/5°RM). Les patients recrutés sont agés entre 32 et 76 ans dont la pathologie est au
stade initial ou avancé. Cette population a été comparée a un sujet sain, sans pathologie

connues et possédant une bonne hygiene buccale.

1.2. Recueil de la salive

Pour le recueil de la salive nous avons adopté la méthode décrite par HIRTZ et al(2005).
La salive totale est prélevée le matin, 2 heures apres le petit déjeuner (environ 10 heures du
matin) aprés que le patient se soit brossé les dents avec une brosse a dent dépourvue 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 para film (environ 3 cm?), pendant
guelgues minutes. Trois ml de salive totale sont ainsi prélevés dans des tubes stériles. Les
échantillons salivaires sont ensuite centrifugés a 10000 t/mn 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 dans des conditions dénaturantes et

réductrices

L’extraction des protéines a été réalisée a partir de la salive des patients malades et un
sujet sain obtenue aprés centrifugation de la salive totale.
100ul de salive des patients malades et de sujet sain sont mélangés avec 75ul 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 mélange 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 2 minutes. Les surnageants

contenants les protéines salivaires dissociées et réduites sont récupérés.
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2.2. Electrophorése monodimensionnelle en gel de polyacrylamide

Aux différentes étapes d’extraction, la composition protéique est caractérisée par
migration electrophorétique en gel de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur en conditions
dénaturantes (présence de SDS), avec un systeme vertical. L'électrophorése est réalisée
suivant la méthode de LAEMMLI (1971) modifiée par SINGH (1991). 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 (la
salive) sont déposés a raison de 25 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 électrophoretique 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 mére de Bleu de
Coomassie R250 a 1 % dans I’éthanol. Les gels sont colorés toute la nuit avec la solution de

coloration. lls sont enfin décolorés dans de I'eau de robinet.

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

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

2.4. Analyse statistique
Le traitement des données d’électrophorése a fait appel a des méthodes statistiques, les
fréquences et les indices de similarités ont été effectués a I'aide d’Excel 2007.

L'établissement des dendrogrammes est réalisé a I'aide du logiciel statistica version 6.0.
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Résultats et discussion

. Données épidémiologiques

Notre étude rétrospective comprend 37 patients dont 16 femmes et 21 hommes, répartis

selon plusieurs critéres.

1. Le sexe

m femme

® homme

Figure 08 : La répartition du cancer du colon selon le sexe du malade.

Nous observons que les hommes et les femmes représentent 57% et 43 % respectivement

(figure 08), notant une prédominance d’atteinte du cancer du célon chez les hommes que

chez les femmes avec un sexe ratio de 1,31. Ce résultat peut étre expliqué par la

consommation d’alcool et de tabac chez les hommes qui multiplie le risque par deux ou trois.

2. L'age
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Figure 09: Répartition des patients selon la tranche d’age.
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Résultats et discussion

L’age moyen des patients est 58 ans avec des extrémes allant de 30 ans a 78 ans pour les
deux sexes (figure 09). La répartition des patients par tranche d’age, indique une

prédominance de cette pathologie dans la tranche d’age [60-69] ans.

L'augmentation de I'incidence du cancer colique pourrait étre liée au vieillissement de la

population.

3. La répartition géographique
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Figure 10: Répartition des patients selon les wilayas.

Suivant cette étude, nous avons remarqué que les wilayas les plus touchées par le cancer

de colon sont : Skikda, Souk Ahras et Constantine (figure 10).

Il est a préciser aussi que la cinquieme région militaire comprend que les wilayas de I'Est:
Constantine, Annaba, lJijel, Skikda, Batna, Guelma, Sétif, Tébessa, Béjaia, Oum El Bouaghi,

Bordj Bou Arreridj, Tarf, Khenchela, Mila, Souk Ahras.

Page 21



Résultats et discussion

4. Les circonstances de découverts

i subocculsif
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Figure 11 : Répartition des patients selon les circonstances de découverte.

D’apres la figure 11, nous constatons que l'altération de I'état général et les douleurs
abdominales représentent le motif de consultation le plus fréquent dans notre série des

patients atteints du cancer du colon.

5. Lesiege de la tumeur

L1 C. droit

H c.transverse
i c.gauche
Lisigmoide

H la charniere

Figure 12: Répartition des patients selon la localisation de la tumeur.

Concernant la localisation de la tumeur (figure 12), nos résultats montrent que le colon
sigmoide est le site tumoral le plus fréquent dans 40% des cas, suivi par le colon droit (26 %),
le colon gauche et la charniere recto sigmoidienne avec 13% chacun et enfin le colon

transverse (8%).
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6. L’extension
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Figure 13: Répartition des patients selon I’extension de la tumeur.
Les résultats représentés dans la figure 13 montrent que chez la plupart des cas (40 %), la
tumeur est limitée au colon. Par contre, 30 % des cas présentent un envahissement

locorégional et des métastases.

7. Le stade
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Figure 14 : Répartition des patients selon le stade anatomopathologique TNM.
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Selon la classification anatomopathologique (pTNM), les résultats montrent une
prédominance du stade Il par rapport aux stades IV et Il (figure 14). Nous notons qu’aucun

de nos patients étudiés n’appartient aux stades O et I.
Ces résultats pourraient étre dus a plusieurs raisons :

e Les patients arrivent au service de santé a un stade tardif a défaut de la négligence, le
manque de motivation, la peur du résultat, une information insuffisante et le
mangque de temps.

e Les malades qui ne font pas une surveillance réguliére, ceci augmente le risque des
récidivés.

e Manque de compagnie médicale et sociale de dépistage et de prévention.

8. Les pathologies associées
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Figure 15: Répartition des patients selon les pathologies associées.

D’apres les résultats représentés dans la figure 15, nous avons noté que 47 % des patients
sont sans pathologies associées, 17 % sont hypertendus et 8 % sont des diabétiques et aussi
souffrent d’arthrose. Ces pathologies associées sont en fait des maladies qui augmentent
avec I'age, mais elles sont surtout liées au mode de vie et plus particulierement au surpoids

et a la sédentarité.
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Il. Fractionnement des protéines salivaires et recherche de biomarqueurs

1. Analyse des profils electrophoretiques

Pour le fractionnement des protéines salivaires, la technique d’électrophorése utilisée est
celle décrite par (24) et modifiée par (34).C’est une technique qui permet d’obtenir
I'ensemble des protéines. La lecture des diagrammes nous permet de révéler la mobilité de
chacune de ces bandes protéiques, en mesurant la distance parcourue par chaque protéine
dans le gel de séparation.

L'analyse des profils electrophorétiques, du protéome salivaire de témoin et celui des

patients, révele des variations dans la composition protéique.

Cette analyse permet de distinguer 18 bandes protéiques avec des mobilités variantes entre

35et 118 mm.

D’abord, la comparaison entre les profils electrophorétiques de témoin et des sujets
malades montre que certaines bandes protéiques présentent des variations quantitatives
et/ou qualitatives.

A titre d’exemple la bande protéique B10 est fortement concentrée chez le patient 9, elle est
moins concentrée chez les patients 8, 13 et le témoin ainsi elle est faiblement concentrée
chez les patients 2, 3,4, 5, 6, 7,10, 11, 12, 14 mais elle est absente chez le patient 1.

Cette bande varie quantitativement et qualitativement, ce qui lui confére la propriété de
biomarqueur quantitatif et qualitatif a la fois.

Nous constatons des différences entre le sujet sain et les sujets malades dans la composition
protéique ou la bande B3 est présente chez la majorité des malades 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,
10, 11, 12 mais absente chez le témoin et chez deux patients 13 et 14.

Cette derniere peut étre considérée comme étant un biomarqueur qualitatif.

Nous avons observé également des différences au niveau des bandes B4 et B11 qui sont
omniprésentes mais leur intensité varie d'un échantillon a un autre. A titre d'exemple:
L'intensité de la bande B4 est forte chez les patients 5,7et 9 tandis que chez les patients :
1,2, 11 et 12 l'intensité est moyenne, par contre chez les patients 3,4, 6, 8, 10, 14 et 15ily a

une faible intensité. Elle est a I’état de trace chez le patient 13.
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Quant a la bande B11, elle est fortement présente chez les patients 9 et 13 et moyennement
présente chez le patient 8, cependant son intensité est faible chez les patientes 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 10, 11, 12, 14 et 15 (figure 16).

Donc les bandes B4 et B11 varient quantitativement ce qui leur confere la propriété de
biomarqueurs quantitatifs. Ainsi, ces fluctuations observées entre les malades sont
probablement dues a des facteurs tels que : les antécédents familiaux, I'obésité, des

pathologies associées et le stade du cancer.

En outre, il faut signaler la présence d'un cas particulier, celui de la patiente 9 qui présente
un profil électrophorétique complétement différent (figure 16). En effet, ce profil est
marqué par la présence des bandes protéiques B2, B3, B4, B5, B6, B7,B8 ,B10, B11, B12,
B13,B14, B15, B16, B17 et B18 qu'on ne retrouve pas dans les autres échantillons. Sur le plan
clinique, cette patiente diabétique et hypertendue, elle a mené une thyroidectomie totale

parce qu’elle souffrait d’'un goitre multinodulaire.

KDa 1 2 3N B 5 6 7R EsRioE. 10 Bt 12 3. 14 T
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B3 B4
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£0 810
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Figure 16 : Profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions

dénaturantes et réductrices révélées par SDS/PAGE. T : témoin. 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,

12, 13, 14 : patients malades.

Page 26



Résultats et discussion

2. Etablissement des diagrammes types

L'analyse des diagrammes électrophorétiques montre que ces derniers présentent de
nettes différences en composition protéique a la fois qualitatives et quantitatives pour les

différents patients.

Un tel ensemble de résultats peut étre alors exploité en estimant le degré de différence (ou
d’analogie) entre les diagrammes des individus considérés deux a deux.

Cette représentation nous permet donc de conserver une image réelle des gels pouvant
servir comme base de données pour l'identification.

Nous rapportons dans le tableau ci-dessous le diagramme type des protéines salivaires des
patients malades et de sujet sain dans des conditions dénaturantes et réductrices révélées

par SDS-PAGE (1: Présence de la bande, 0: Absence de la bande, T : témoin).

Tableau 03 : Matrice binaire des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes et

réductrices révélées par SDS-PAGE.
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3. Etude de la variabilité des protéines salivaires dénaturées et réduites

L'analyse électrophorétique des 15 échantillons a permis de distinguer 18 bandes de

mobilités différentes dans les conditions dénaturantes et réductrices (tableau 04).

Tableau 04 : Variabilité des protéines salivaires.

Bandes Mobilité Echantillons (E) Fréquence (%)
(mm)

1 35 El 6,66

2 43 E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12 80

3 46 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12 80

4 49 E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12, E13,E14, T | 100

5 52 E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12, E14 80

6 56 E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12,E14 80

7 63 E2, E4, EQ, ES, E11, E12, E13, T 53,33

8 67 E2, E4, E5, E8, E9 33,33

9 71 E2, E4, E6, E7, E12 33,33

10 75 E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E10, E11, E12, E13, E14, T 93,33

11 84 E1l, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, ES, E10, E11, E12, E13 E14, T | 100

12 86 E9 6,66

13 91 E9, E13 13,33

14 95 E8, E9, E13 20

15 100 E9 6,66

16 107 E2, E4, E6, E8, E9, E12, E13 46,66

17 113 E2, E4, E8, ES, E12, E13 40

18 118 100

E1l, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, ES, E10, E11, E12, E13,E14, T
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D'apres le tableau ci dessus, nous constatons une grande variabilité des protéines salivaires.
L'observation de ces dernieres dans l'ordre décroissant des fréquences montre que les
bandes 4,11 et 18 de mobilité 49, 84 et 118 mm, respectivement ont une fréquence
maximale de 100 %. Elles constituent les protéines salivaires dominantes suivi par la bande
10 avec une fréquence importante de 93,33 % et de mobilité 75mm et est présente chez 14
échantillons. Ensuite viennent les bandes 2, 3, 5, 6 de mobilité 43, 46, 52, 56 mm
respectivement avec une fréquence similaire de 80 %. Concernant les bandes 7, 8 et 9, 13,
14, 16, 17 qui ont des mobilités différentes entre 63 et 113 mm et des fréquences
moyennes de 53.33, 33.33, 13.33, 20, 46.66, 40 % respectivement. Enfin, nous retrouvons les
bandes protéiques 1, 12 et 15 dont les mobilités sont respectivement 35, 86 et 100 mm avec

une fréguence minime de 6,66%.
4. Classification hiérarchique des protéines salivaires

Les relations entre les différents patients sont établies a partir de leurs ressemblances
génétiques exprimées par les protéines salivaires. Pour cela, nous avons fait appel a une
représentation sous forme d’arbre hiérarchique ou dendrogramme. Le dendrogramme est

réalisé a partir des comparaisons de la composition protéique des différents échantillons.

Les regroupements effectués a chaque pas de l'algorithme de classification hiérarchique
rassemble des éléments qui sont plus ou moins proche entre eux, plus nous avangons dans
le regroupement plus nous nous rapprochons du sommet de I'arbre. Cette représentation
matérialise bien le fait que les classes formées au cours du processus de classification
constituent une hiérarchie indiquée de classe partiellement emboitées les unes dans les
autres.

4.1. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégations révele de nombreux
groupes permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des
échantillons (figure 17). A la distance d'agrégation 2, I'ensemble des échantillons est divisé
en quatre groupes. Le premier groupe contient uniquement le patient 13, le second groupe

contient uniquement le patient 9, et le quatrieme groupe contient seulement le patient 1.
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Donc chacun de ces patients constitue un groupe a part. Le patient 13 est un homme agé de
62 ans, diabétique, hypertendue et présente aussi une nécrose hépatique. La patiente 9
présente un profil protéique typique différent de toute la population d’étude, il s’agit d’'une
femme obése agée de 69ans, diabétique, hypertendue, elle est souvent atteinte de
déshydratation, et elle a subi une thyroidectomie totale parce qu’elle souffrait d’'un goitre
multinodulaire. Le patient 1 est un homme agé de 61 ans, diagnostiqué depuis 5 ans,

hypertendue et cardiopathe.

Le troisieme groupe est divisé a son tour en trois sous-groupes a la distance d’agrégation
1,75. Le premier sous groupe incluant le témoin 15 qui constitue un groupe a part, le
deuxiéme sous groupe comprend les échantillons 14, 11, 7, 6, 5, 10, 3 et le troisieme sous
groupe renferme le reste des échantillons (12, 8, 4, 2).

La valeur moyenne des distances d’agrégations est de 1(figure 17), dans cet intervalle, le
dendrogramme révéle un degré élevé de similitude de la composition en protéines salivaires

de presque tous les échantillons.

Cliniqguement, tous les patients ont subi une intervention chirurgicale et une chimiothérapie.
En outre, les patients recrutés appartiennent a la tranche d’age (30 - 78 ans), avec des
pathologies associées (diabete pour les patients 3, 8, 9, 13 ; HTA pour les patients 1, 3, 4, 7,
9, 11, 13 ; cardiopathie pour les patients let 6) et les patients 2, 5, 6, 10, 12, 14 sont sans
pathologie associée.

Nous devons signaler deux cas particuliers, celui des patients 2 et 4, 3 et 10 qui présentent
des profils entierement similaires malgré la différence d’age (72 et 62, 62 et 42 ans
respectivement),de sexe( homme et femme ,femme et homme respectivement) et aussi au
niveau des pathologies associées.

L’état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en cluster de
la composition en protéines salivaires (figurel7) ne sont pas corrélés malgré les différences
qui existent entre les patients recrutés entre eux d’une part et les différences qui existent
entre les patients et le témoin d’autre part. C'est-a-dire la classification des patients en
fonction des profils protéiques n’a pas suivi I'état pathologique et physiologique des

patients.
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Figure 17: Dendrogramme des 15 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et

réductrices fractionnés par SDS/PAGE.

5. Indice de similarité des diagrammes protéiques des échantillons

L’indice de similarité ou indice de ressemblance (IRS) a été calculé, en rapportant I'indice
de similarité absolu (IAS) au nombre total (N) des bandes présentes dans I'un, au moins, des
diagrammes des échantillons comparés. L'IAS présente I'ensemble des bandes qui ne sont

pas significativement différentes d’une autre c'est-a-dire qu’ils ont la méme mobilité.

IRS =1AS / N x 100

Les valeurs de I'IRS sont rassemblées dans le tableau.

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

significative.
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5.1. Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites

Les indices de similarité ont été calculés pour 15 échantillons ayant un cancer du colon. lls
sont représentés sous forme d’'une matrice dans le tableau 05. Cette matrice fournit les
valeurs d'IRS trouvées entre les diagrammes protéiques comparés deux a deux. Il en ressort

gue l'indice de similarité se situe entre 25 % et 100 %.

Tableau 05 : 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 T
100% | 35.7% | 55.5% | 38.4% | 50% 50% 50% 33.3% | 29.4% | 55.5% | 50% 38.4% 33.3% | 37.5%

100% | 61.5% | 100% | 69.2% | 69.2% | 69.2% | 92.8% | 70.5% | 61.5% | 69.2% | 92.3% | 46.6% | 46.1% | 38.4%

100% | 61.5% | 88.8% | 88.8% | 61.5% | 57.1% | 50% 100% | 88.8% | 66.6% | 30.7% | 75% 44.4%

100% | 69.2% | 69.2% | 69.2% | 92.8% | 70.5% | 61.5% | 69.2% | 92.3% | 46.6% | 46.1% | 38.4%

100% | 80% 80% 64.2% | 56.2% | 88.8% | 80% 61.5% | 28.5% | 66.6% | 40%

100% | 80% 64.2% | 56.2% | 88.8% | 80% 75% 38.4% | 66.6% | 40%

100% | 64.2% | 47% 88.8% | 80% 75% 28.5% | 66.6% | 40%

100% | 76.4% | 57.1% | 64.2% 53.3% | 42.8% | 35.7%
100% | 50% 56.2% 56.2% | 37.5% | 31.2%

100% | 88.8% | 66.6% | 30.7% | 75% 44.4% | 10

100% | 75% 38.4% | 66.6% | 55.5% | 11

100% | 50% 50% 41.6% | 12

100% | 36.3% | 55.5% | 13

100% | 57.1% | 14

100% | T

D'apres le tableau ci dessus, nous constatons d'abord des valeurs d'IRS moyennes qui varient

entre les différents patients dans l'intervalle de 25 % a 50 %. A titre d'exemple:

e |RSa 25 % entre les patients : 1 et 13

e |RSa35,7% entre les patients : 1et2,8etT

e [RSa40% entre les patients : 5etT,6etT,7etT
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Ces différents patients présentent des diagrammes, avec de dissemblances plus que de

ressemblances. Ce qui implique une faible similarité dans la composition protéique.

Ensuite, nous distinguons des valeurs d'IRS importantes qui fluctuent entre 50% et 95%. A
titre d'exemple:
e [RSa50%entre les patients :1et11,1et7,1et6,1et5,3et9,9et10,12et 14, 12 et
13.
e [RSa 64,7 % entre les patients : 9 et 12.
e [RSa75%entre les patients : 3 et 14,6 et 12, 7 et12, 10 et14, 11 et12.

e |RS a 85,7% entre les patients 8 et 12.

® |RS a3 92,8 entre les patients 2 et 8.

Ainsi, les diagrammes de ces différents patients présentent une légére dissemblance, ce qui

implique une forte similarité dans la composition protéique.

Enfin, des valeurs maximales d'IRS égales a 100 % sont observées entre les patients 2 et 4,
3 et 10. Ce qui signifie que ces différents patients présentent des diagrammes identiques

avec la méme composition protéique.
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Ce travail de recherche visait a explorer le protéome salivaire des patients atteints de cancer
du colon, le comparer avec celui du sujet sain par application de technique d’électrophorése
monodimensionnelle SDS-PAGE, et a rechercher les biomarqueurs de cancer de colon dans

la salive.

Une étude rétrospective a était réalisée dans le service d’oncologie au niveau de I'HMRUC,
cette étude inclut 37 dossiers des patients atteints de cancer du colon dans I’année de 2017.

Les résultats de notre étude, ont montré :

e Une prédominance masculine soit 57% avec un sexe ratiode 1, 31 ;

e Une fréguence plus élevée de ce cancer dans la tranche d’dge 60 -69 ;

e Concernant le siege de la tumeur, une fréquence plus élevée au niveau du colon
sigmoide par rapport aux autres parties du colon ;

e Une prédominance de stade Il par rapport aux autres stades ;

e [’'altération de l'état général et les douleurs abdominales restent le motif de

consultation le plus fréquent.

La méthode d’électrophorese utilisée pour la séparation des protéines est celle de Laemeli
(1970) modifiée par Singh (1991). Le choix de cette méthode était dans le but d’avoir une
meilleure expression des protéines salivaires humaines. Pour cela, la technique
d’électrophorése sur gel de polyacrylamide a été réalisée dans les conditions dénaturantes
et réductrices.

Cette méthode nous a fourni des diagrammes satisfaisant et nous a permis de:

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

e Révéler les mobilités de chacune des bandes protéiques,

e Dénombrer des bandes protéiques communes entre les différents échantillons,

e Distinguer les différences dans la composition protéique des patients malades et du

témoin,
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e Et enfin identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires

de la maladie.

En outre, l'analyse statistique effectuée en calculant les fréquences, I'indice de similarité, la
classification hiérarchique des patients en se basant sur leurs diagrammes types a permis
d’apprécier numériqguement la diversité des protéines salivaires dans les conditions
dénaturantes et réductrices, mais cette analyse statistique n’était pas corrélée avec I'état

physiopathologique des patients.

L'analyse électrophoretique des protéines salivaires renferme 18 bandes protéiques de
mobilités différentes. Une nette différence est observée entre le profil de témoin et des
patients atteints de cancer du colon. Pour les protéines salivaires, 4 bandes protéiques (B10,
B3, B4 et B11) de masses moléculaires approximatives de (37, 85, 80 et 30 KDa
respectivement) communes entre les différents échantillons, sont les plus variables
gualitativement et quantitativement et sont soit absentes ou présentes d’intensité égale ou

différente par rapport a celles obtenues sur les profils de témoin et/ou des malades.

L'application des techniques d’électrophorese monodimensionnelle nous a fourni des
résultats satisfaisants mais elle reste insuffisante pour le diagnostic et la surveillance des

cancers du colon.

En perspectives, nous envisageons a améliorer I'étude sur les protéines salivaires par
I'utilisation de la  techniques d’électrophorese bidimensionnelle afin d’identifier et
d’accroitre encore nos possibilités de trouver un ou plusieurs protéines susceptibles d’étre
considérées comme des biomarqueurs de cancer du colon et de l'identifier en second lieu

par spectrométrie de masse.
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Annexe 01

QUESTIONNAIRE

N° de dossier de patient : ........cccee.eee

Prénom :....coccovieeieviiinnenn,
SeXe !
AgE i e, ans
Origine ethnique (Wilaya) : ....ccccoeveeueee.
Circonstances de découverte :
Rectorragies : |:|
Douleur abdominale : [ ]
Trouble de transit (Diarrhée/Constipation) : [ ]
Syndrome subocculsif : []
Altération de I'état générale : [ |
Anémie: [ ]
Masse abdominale : [ ]
Découverte fortuite : [ ]
AULIES & o
Localisation de la tumeur :
Colon ascendant :|:|
Colon transverse :|:|
Colon descendant :[ ]
Colon sigmoide : [ ]
Charniére rectosigmoidienne : [ ]
Classification TNM : ........ccveeeee.
Stade de cancer :
Stadel: [ ] Stade lll: [ ]
Stade Il : [ ] Stade IV: [ ]
Extension de la tumeur :

Local: [ ] Régional : [ ] Métastase : [ |

Pathologies associées : .......ccueueeenne.
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Annexe 02

Composition des gels d’électrophoreése

Gel de séparation ( runing gel) :
eAcrylamide 40% 12,4ml

®Bis acrylamide 2% 2,4ml

eEau distillée 8,6ml

eTampon Tris-HCL pH 8,8 15,2ml

oSDS 10% 0,40ml

®APS 1% 1ml

eTEMED 0,020ml

Gel de concentration (stacking gel):

eAcrylamide 40% 1ml
eBisacrylamide 2% 0,3ml

eEau permutée 10,2ml
eTampon Tris-HCL pH 6, 8 1,7ml
eSDS 10% 0,14ml

®APS 1% 0,70ml

eTEMED 0,014ml
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Annexe 03

Tableau 07 : Les stades de cancer de colon selon la classification TNM (45).

Ces trois critéres — taille et profondeur de la tumeur, atteinte ou non des ganglions lymphatiques

et nombre de ganglions atteints, présence ou non de métastases — permettent de définir le stade

du cancer selon la classification TNM. TNM signifie en anglais « Tumor, Nodes, Metastasis » soit «

tumeur, ganglions lymphatiques, métastases ».

Le stade des cancers colorectaux au moment du diagnostic est généralement exprimé par un

chiffre romain allant de 0 a IV.

Stade O la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle est tres superficielle et qu’elle n’envahit
pas la sous-muqueuse, que les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints et qu’il
n’y a pas de métastase a distance.

Stade | la tumeur envahit la deuxieme couche (sous-mugueuse) ou la couche musculaire
(musculeuse) de la paroi du célon ou du rectum, les ganglions lymphatiques ne sont
pas atteints et il n’y a pas de métastase a distance.

Stade Il les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi du c6lon ou du
rectum, mais aucun ganglion n’est atteint et il n’y a pas de métastase.

Stade Il les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques proches de la tumeur.

Stade IV le cancer s'est propagé au-dela du colon ou du rectum, vers des emplacements ou

des organes éloignés, généralement le foie ou les poumons.

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4

' Mugqueuse
Sous-muqueuse
+
Musculeuse
| Séreuse

N

Métastases

;

Ganglions
périphériques

Figure 18 : Schéma illustrant la classification par stade en fonction de I'invasion de la
mugqueuse intestinale par la tumeur (45).
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Adénome (synonyme de polype)

Tumeur bénigne (par opposition au carcinome qui est une tumeur maligne, c'est-a-dire
cancéreuse) qui peut étre souvent enlevée par voie endoscopique.

Cancer

Maladie provoquée par la transformation de cellules qui deviennent anormales et
proliféerent de facon excessive. Ces cellules déréglées finissent par former une masse qu’on
appelle tumeur maligne.

Electrophorese

L’électrophorése permet la séparation de molécules chargées : protéines, peptides, acides
aminés, acides nucléigues et nucléotides. Elle permet dans certaines conditions de séparer

des molécules non ioniques, comme les hormones stéroides.
Electrophoreése en gel de polyacrylamide (PAGE)

Le polyacrylamide est un gel finement réticulé, que I'on fabrique au moment de I'emploi en
mélangeant de I'acrylamide (CH2=CH-CO-NH2), qui polymérise en donnant des chaines
linéaires, et du bis-acrylamide (CH2=CH-CO-NH-CO-CH=CH2), qui forme des ponts entre les
chalnes; on obtient ainsi un réseau, dont les mailles sont de taille variable en fonction des
proportions d'acrylamide et de bis-acrylamide utilisées; le gel obtenu se comporte donc
comme un tamis moléculaire (les macromolécules migrent d'autant moins vite qu'elles sont

plus grosses).

En présence de Sodium dodécyl sulfate (SDS), détergent anionique qui défait la structure
spatiale et se fixe sur les protéines, toutes les molécules sont chargées de la méme fagon, et

la séparation est alors uniquement en fonction de la masse molaire :
(SDS : CH3 - (CH2)10 - CH2 - O - SO3-, Na+),

N.B : pour dénaturer les protéines, on utilise a la fois un détergent comme le SDS et un agent

réducteur qui coupera les ponts disulfure, comme le B - mercaptoéthanol.
Electrophorése bidimensionnelle

On sépare selon le pHi dans une dimension (IEF) et selon la masse moléculaire dans I'autre

dimension (PAGE-SDS); aprées la coloration des protéines séparées, on obtient un gel

IV
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pouvant contenir environ 1000 spots protéiques. Ces spots représente le profil protéique de
I’échantillon étudié (cellules, liquide biologique...). La comparaison de profils protéiques
correspondant a des états particuliers (par exemple sain et malade) permet de déceler les
protéines liées a ces états. On peut établir de cette maniere la "carte d'identité protéique"
des principaux tissus et organes humains. La lecture nécessite alors un systéme informatisé

d'analyse d'images.

Ganglion

Petit renflement le long des vaisseaux lymphatiques. Souvent disposés en chaine ou en
amas, les ganglions sont soit superficiels (dans le cou, 'aisselle, I'aine), soit profonds (dans
I'abdomen, le thorax). lls assurent un réle essentiel dans la protection du corps contre les
infections ou les cellules cancéreuses.

Génes suppresseurs

Les genes suppresseurs de tumeur sont des génes dont l'inactivation (par mutation, par
délétion) favorise le développement de tumeurs. Au contraire des oncogénes, les genes
suppresseurs exercent une fonction de répression de certaines fonctions cellulaires, telles
que la prolifération. L'inactivation des genes suppresseurs de tumeur permet soit l'initiation
de la carcinogenese (géne APC des polyposes familiales, libérant une cascade de
prolifération cellulaire), soit sa progression (gene p53, en général inactivé dans les phases

avancées de la carcinogenése).

Incidence

Nombre de nouveaux cas d’une maladie dans une population, pendant un temps donné.
Métastase

Tumeur formée a partir de cellules cancéreuses qui se sont détachées d’'une premiere
tumeur (tumeur primitive) et qui ont migré par les vaisseaux lymphatiques ou les vaisseaux
sanguins dans une autre partie du corps ou elles se sont installées.

Oncogénes

Les oncogénes sont des genes favorisant |'acquisition par des cellules normales d’un
phénotype tumoral lorsqu’ils sont activés de facon naturelle (tumorigenése, par mutation)
ou artificielle (mutation dirigée en laboratoire). Ces génes contrélent souvent la prolifération

(par exemple géne K-ras).

\"
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Polype

Petite excroissance qui se développe a l'intérieur du c6lon. C’'est une tumeur non cancéreuse
qui peut se transformer en tumeur maligne.

Stade

Degré d’extension d'un cancer au moment du diagnostic. Le stade du cancer est
généralement déterminé au moyen d'un systeme de classification qui donne des
informations sur la taille de la tumeur et sur la présence de cellules cancéreuses dans les
ganglions ou dans d’autres parties du corps.

Tumeur

Grosseur plus ou moins volumineuse due a une multiplication excessive de cellules normales

(tumeur bénigne) ou anormales (tumeur maligne).

Vi



Résumé

Le cancer du colon présente un réel probléme de santé publique dans le monde. La majorité
des tumeurs du colon se développent initialement a partir de polypes adénomateux qui
sont posé sur la muqueuse de l'intestin. Ces derniers se transforment secondairement en

tumeur maligne.

Un biomarqueur est une molécule biologique trouvée dans les tissus ou les fluides
biologiques. Qui est le reflet d’un état normal ou pathologique. L'élaboration du protéome
salivaire pourrait bientot conduire a de nouveaux tests plus simples, plus pratiques et moins

onéreux que les analyses de sang.

L'objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome salivaire des patients
atteints de cancer du colon par [lutilisation de la technique d’électrophorése
monodimensionnelle SDS-PAGE dans les conditions dénaturantes réductrices pour la
recherche des biomarqueurs salivaires. Pour cela 14 patients ayant un cancer de colon agés
de 32 ans jusqu'a 77 ans ont été recrutés pour un prélevement salivaire. Nous avons

comparé les profils électrophorétiques des protéines salivaires du sujet sain et des malades.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 18 bandes protéiques de mobilités différentes.
Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines salivaires, une étude
statistique a été effectuée en calculant les fréquences, I'indice de similarité, également en
établissant des diagrammes types et une classification hiérarchique des individus selon la

composition des protéines salivaires.

Ces résultats préliminaires ont montré des protéines salivaires spécifiques et/ou variantes au
cours de cancer du colon susceptibles d’étre considérées comme des marqueurs de ce
cancer étudié, cela ouvre des champs d’investigation nouveaux dans le domaine du suivi et

de la surveillance du cancer.

Mots clés: salive, cancer colorectal, biomarqueur, électrophorese, similarité.
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Abstract

Colon cancer presents a real public health in the world. The majority of colon tumors initially
develop from adenomatous polyps that are placed on the lining of the intestine. The latter

are secondary to a malingnant tumor.

A biomarker is a biological tissues or fluids, which is reflection of a normal or pathological
condition. Salivary proteome development may soon lead to new tests that are simpler,

more convenient and less exoensive than blood tests.

The objective of this study is to investigate and explore the salivary proteome of colon
cancer patients by using the SDS-PAGE single-stranded electrophoresis technique under
denaturing reductive conditions for salivary biomarker research. For this 14 patients with
colon cancer aged 32 to 77 years were recruited for salivary sampling. We compared the

electrophoretic profiles of healthy subjects and patients.

The analysis of the gels made it possible to count 18 protein bands of different mobilities. In
order to numerically appreciate the diversity of these salivary proteins, a statistical study
was carried out by calculating the frequencies, the similarity index, also by establishing
standard diagrams and a hierarchical classification of the individuals according to the

composition of the salivary proteins.

These preliminary results have shown specific salivary proteins and/or variants in colon
cancer likely to be considered as biomarkers of this studied cancer, this opens new fields of

investigation in the field of monitoring and surveillance of cancer.

Keywords: Saliva, colorectal cancer, biomarker, electrophoresis, similarity.
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