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Introduction

Les maladies coronariennes, principalement I’infarctus du myocarde (IDM),
comptent parmi les principales causes de mortalité, d’invalidité et de morbidité¢ au
monde, elles imposent un lourd fardeau a I’individu, a la collectivité et au systéeme de
santé (1).

L’IDM trouve son origine dans une réduction primaire d’apport d’oxygene au
myocarde provoquée par la rupture d’une plaque d’athérosclérose qui représente sa

cause principale dans la grande majorité des cas (2).

En effet, ’athérosclérose est une maladie multifactorielle dont la genese fait
intervenir plusieurs facteurs de risque (FDR) cardiovasculaires bien identifiés tels que
les dislipidémies, I’hypertension artérielle, le diabéte I’obésité et le tabac ; cependant, de

nouveaux FDR sont en cours de validation (3).

Les marqueurs cardiaques sont des produits libérés dans le sang lorsque le cceur
est endommagé. La mesure de ces marqueurs est utilisée pour aider au diagnostic, et a
la surveillance des maladies cardiovasculaires. Des recherches approfondies sur les
biomarqueurs des maladies cardiovasculaires ont permis d'élucider diverses protéines
associées a cette maladie. Comme environ 27% des protéines salivaires entieres
ressemblent a celles trouvées dans le plasma, des protéines similaires présentes dans la
salive et le plasma seront tres utiles pour faciliter la surveillance de la progression de la

maladie et des traitements thérapeutiques chez ses patients (4).

Dans ce contexte, nous initions notre travail qui a pour objectif d’investiguer et
explorer le protéome salivaire des patients atteints de l’infarctus de myocarde par
application de la technique d’électrophorése monodimensionnelle pour la recherche de
biomarqueurs salivaires.

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

résultats et leur interprétation sont présentés dans la troisieme partie.
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Chapitre 1: revue bibliographique

I. Généralité sur le ceeur et la pathologie

1. Le cceur
1.1 Rappel anatomique

Le cceur est un muscle creux (poids 270 g chez l'adulte), a contraction
rythmique dont la fonction est d'assurer la progression du sang a l'intérieur des
vaisseaux Le cceur est situé dans le thorax entre les deux poumons, il repose sur le
diaphragme dans le médiastin antérieur, derriere le sternum et en avant de la
colonne vertébrale. Le cceur est de forme pyramidale triangulaire avec un grand
axe oblique en avant, a gauche et en bas, une base en arriere et a droite (5).
Le cceur est divisé en une moitié droite et une moitié gauche qui ne
communiquent pas entre elles. Chacune de ces parties comporte une cavité
d’admission ou oreillette et une cavité d’éjection ou ventricule. Le coeur droit et le

cceur gauche sont séparés par une cloison : le septum(6) (figure 1).

Aorte

Veine cave supérieure

Artéres
pulmonaires

Veines pulmonaire droite et gauche

droites
Veines pulmonaires

gauches
Valve sigmoide pulmonaire
Valve sigmoide aortique
Orelllette droite )
Oreillette gauche
Valve tricuspide Valve bicuspide (mitrale)

Vantricule droit Cordage tendineux

Ventricule gauche
Muscles papillaires

Septum interventriculaire
Voine cave inférieure

Figure 1 : représentation schématique de 1’anatomie du cceur (6).
1.2. Vascularisation du ceeur
L’appareil cardiovasculaire comprend le cceur et I’ensemble des vaisseaux
sanguins : arteres, veines, capillaires et vaisseaux lymphatiques (7).
1.2.1. Les arteres
La paroi artérielle normale est constituée de trois tuniques qui sont de

I’intérieur vers I’extérieur : I’intima, la media et ’adventice (figure2)



Chapitre 1: revue bibliographique

a. Intima

C’est la tunique la plus interne au contact de la lumiere du vaisseau. Elle
consiste en une couche unique des cellules endothéliales et elle joue un rdle
majeur d’interface entre le sang et la paroi artérielle.
b. Media

C’est la tunique centrale, la plus épaisse de la paroi artérielle formée
essentiellement de cellules musculaires lisses.
c. Adventice

C’est la tunique externe (périphérique) des arteres (8).

Endothélium
Tissu Endothélium
conjonctif ,
Intima Limitante
W/ LEI élastique
L inteme
Media o (LEN
Limitante
élastique
externe
(LEE)
LEE
Adventice—
Vasa
vasorum

Figure 2 : les 3 tuniques des artéres (8).

1.2.2. Les veines

Leur structure se rapproche de celle des arteéres. L'intima veineux des
membres inférieurs, comportent des valvules en forme de replis de pigeons,
permettant le retour veineux (5).
1.2.3. Les capillaires

Les capillaires sont des vaisseaux microscopiques(les plus petits vaisseaux
sanguins), intermédiaires entre les arteéres et les veines reliant ces deux systémes,
et grace auxquels le sang parvient au contact direct de toutes les cellules de
I’organisme, de faible diameétre formés d'une seule couche endothéliale,
perméables aux globules blancs et aux substances de faible poids moléculaire. Les
capillaires sont largement anastomosés entre eux, c'est-a-dire qu’ils

communiquent entre eux et le sang circule trés lentement dans les capillaires (9).
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2. Définition de ’IDM

2.1. Définition universelle de l'infarctus du myocarde

Récemment une nouvelle définition de I’'IDM a été proposée. Le terme infarctus
aigu du myocarde (IDM) doit €tre utilisé lorsqu’il existe des preuves de nécrose
myocardique dans un contexte clinique d’une ischémie myocardique aigué.
Egalement une nouvelle classification en cinq type de I'IDM a été proposée

(tableaul) (10).

Tableau 1 : les types d’infarctus de myocarde (10).

type 1 IDM spontané en rapport avec une ischémie liée a une Iésion
coronaire telles une érosion ou une rupture de plaque, une

dissection ou une fissure ;

type 2 IDM secondaire a une ischémie liée a un déséquilibre entre les
apports et les besoins en oxygene (spasme coronaire, anémie,
hypotension par exemple) ;

type 3 mort subite cardiaque avec des signes cliniques et électriques
d’ischémie ou la constatation d’un thrombus a la coronarographie
ou a [lautopsie, mais survenant avant que les dosages
enzymatiques ne soient réalisés ;

type 4 4a : IDM associer a un geste d’angioplastie ; 4b : IDM associer
a une thrombose de stent documenté par angioplastie ou a
I’autopsie

type S IDM postpontage aortocoronaire.

2.2. Nomenclature de I’IDM

L’IDM est défini par la World Health Organization (WHO) comme
I’association d’au moins deux des trois criteéres suivants : une histoire clinique de
douleur thoracique d’allure angineuse de plus de vingt minutes, des modifications
sur ’ECG et I’¢élévation puis la diminution des marqueurs cardiaques (critéres de
WHO) .Puis le concept de SCA est apparu, plus adapté a la médecine d’urgence,

avec une dichotomie entre SCA sans élévation du segment ST (SCA non ST+) et
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avec élévation du segment ST (SCA ST+). Son diagnostic repose essentiellement

sur I’identification de modifications de ’ECG (figure 3) (11).

SYNDROME CORONAIRE AIGU

Electrocardiogramme \

I WO PELLL U O

Troponine « Tropomniner

Angorinstable ~ 1DM sans .7 ST

Figure3 : les différents types de syndromes coronaires aigus (11).

3. facteur de risque d’IDM
3.1. Facteurs non modifiables
3.1.1. L’age

Les patients les plus dgés ont de plus nombreux facteurs de risque, et plus
fréquemment des antécédents cardiovasculaires et des pathologies associées. De
facon prévisible, les patients dgés représentent une population trés spécifique,
caractérisée par la présence plus fréquente d’antécédents cardiovasculaires et de
comorbidités. Il s’agit pourtant d’une population numériquement importante, la
douleur typique reste le symptome essentiel, mais celle-ci est moins intense que

chez les patients plus jeunes (12).
3.1.2. Le sexe

L’homme a un risque d’infarctus beaucoup plus élevé que la femme. Sur 100

infarctus, seulement 20 surviennent chez la femme. Cette protection est rattachée
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a I'influence bénéfique des cestrogeénes mais elle disparait 10 a 15 ans apres la
ménopause. A la présence des facteurs de risque, concerne le diabeéte,

I’hypertension artérielle et le profil lipidique (13).

3.2. Les facteurs modifiables
3.2.1. Tabac

Le tabagisme semble en étre le principal facteur de risque modifiable
responsable, de la mort .L'épidémie De tabagisme tue prés de 6 mil- lions de
personnes chaque année dans le monde (données OMS) Plus De 5 Millions sont
des consommateurs ou d'anciens consommateurs et 600 000 Des non-fumeurs,
exposés a la fumée de tabac. De l'ordre de 12 % De l'ensemble des déces des
adultes de plus de 30 Ans sont attribuables au tabagisme. La Moitié des
consommateurs réguliers actuels mourront d'une maladie liée au tabagisme. En
I'absence de modification de prévalence, le tabagisme, qui a fait 100 millions de

morts au XX E siecle, pourrait en faire 1 Milliard au XX1 E siecle (14).
3.2.2. Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle représente le premier facteur de risque de mortalité
dans le monde. Elle augmente le risque d’accident vasculaire cérébral, de maladie
coronaire, d’insuffisance cardiaque, d’insuffisance rénale, de troubles cognitifs.
Elle a été a I’origine de 7 a 8 millions de déces dans le monde en 2011.

la principale complication de ’hypertension est I’accident vasculaire cérébral. La
deuxiéme complication la plus fréquente est I’insuffisance cardiaque. La
troisieme complication, en fréquence, est I’infarctus du myocarde IDM qui est
aussi souvent mortel que non mortel. Une méta-analyse portant sur un million
d’individus a montré qu’a tout age, ’HTA est un facteur de risque important de

mortalité cardiovasculaire (15).
3.2.3. Dyslipidémies

Les dyslipidémies sont un des parametres majeurs du risque
cardiovasculaire. ~ Afin  d’apprécier I’importance  populationnelle  des
dyslipidémies, il est impératif d’en connaitre la prévalence et la distribution chez

les sujets sains et chez les patients vasculaire.
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Le risque cardiovasculaire 1ié aux dyslipidémies est clairement identifié. Il est
basé sur le risque conjoint d’un LDL-cholestérol élevé, d’un HDL-cholestérol bas
et de triglycérides anormale- ment élevés (16).
3.2.4. Obésité

L'obésité est associée aux infarctus de myocardes et l'insuffisance cardiaque
(HF) .11 a des effets indésirables sur les composants métaboliques associés a
maladie cardiovasculaire, y compris la pression artérielle, la glycémie tolérance,
et les lipides sanguins (17) .I’augmentation de la masse grasse intra-abdominale,
qui augmente plus le risque cardiovasculaire. La perte de poids et surtout la
diminution de I’obésité abdominale est corrélée avec une diminution des
complications cardiovasculaires (18).
3.2.5. Diabete

La Maladie coronaire, et particuliérement 1’infarctus, est une cause majeure
de morbidité et de mortalité parmi les patients diabétiques. Par Rapport aux non-
diabétiques ayant une maladie coronaire, Selon Le National Cholestérol Education
Program, Le diabéte de type 2 Doit étre considéré comme un équivalent de
maladie coronaire, 1’¢élevant ainsi a la catégorie de risque la plus élevée (19).
3.2.6. Sédentarité

Le manque d’activité physique réguliére est associé¢ a une augmentation du
risque de mortalité cardiovasculaire dans la plupart des études épidémiologiques.
L’activité physique réguliere modifie certains facteurs de risque par exemple le
maintien d’un poids normal, la diminution de la consommation de tabac, la
diminution du LDL-cholestérol, I’augmente du HDL-cholestérol, et la diminution

de la pression artérielle (20).
Autres facteurs modifiables

Facteurs nutritionnels

Des études nutritionnelles ont ensuite souligné 1'importance des liens entre
certains profils nutritionnels la consommation d'AG insaturés, d'AGPI n-3, de
fruits et Iégumes, de 1égumineuses, de fibres, tandis que les AGS et les AG trans
ont un impact délétere ( dietary patterns ) et le risque de survenue de maladies
CV Dans la Nurses' Health Study , avoir une alimentation dans le quintile le plus
favorable réduit (en analyse multi variée) de 45 % le risque coronaire par rapport

au quintile le plus défavorable. Si on ajoute les autres caractéristiques d'une vie
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saine (pas de tabac, exercice régulier, indice de masse corporelle [IMC] < 25), le
risque est cette fois réduit de 66 % (21).

La lutte contre les facteurs de risque est fondamentale tant en prévention primaire
qu’en prévention secondaire. Elle est importante tant dans le cadre des maladies

cardiovasculaires que dans celui des maladies pulmonaires ou de 1’oncologie.
Les facteurs génétiques

Des progres considérables ont été réalisés récemment dans la compréhension
des aspects génétiques de la maladie coronaire et de ’IDM. La prise en charge et
la prévention de I'IDM pourraient étre radicalement transformée par ces
informations génétiques. En effet, on pourrait imaginer dans un futur proche une
médecine « personnalisée » selon les prédispositions génétiques. De nombreux
travaux ont incriminé a travers cette forte prévalence familiale une prédisposition
génétique favorisant 1’apparition précoce de I’athérome coronaire et de ses
complications thrombotiques (22).

Les facteur psychiques

Le stress psychosocial est a la fois un facteur de risque indépendant et un
facteur pronostique majeur en cardiologie. I Comporte des facteurs
psychologiques, sociologiques et socioéconomiques. La Maladie cardiaque est
elle-méme une importante source de stress psychosocial. La Connaissance de
I’organisation cérébrale qui résulte de I’évolution des especes permet de mieux
comprendre la relation entre le stress psychosocial et le risque cardiovasculaire.
Le Stress psychosocial agit sur la pathologie cardiaque en provoquant ou en
aggravant les autres facteurs de risque biologiques ou comportementaux, en
déclenchant une dysfonction endothéliale, des phénomeénes inflammatoires et pro

coagulants et en favorisant des modifications épigénétiques (23).

L’activité physique

La Pratique régulieére d'une activité physique permet d'améliorer la morbi-
mortalité du patient coronarien, en améliorant ses capa- cités fonctionnelles certes,
mais également en 1'aidant a corriger ses facteurs de risque. L'activité Physique
doit donc faire partie de I'ordonnance du, coronarien ; Les centres de rééducation
cardiaque ont un role fondamental a jouer dans cette reprise d'activité physique
adaptée a I'événement coronarien et a ses complications éventuelles. L'éducation

8
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Thérapeutique et le suivi multidisciplinaire participent aussi largement a la
prévention secondaire (24).

Les facteurs thrombogénique

Fibrinogéne Facteur VII et .I1 est aujourd’hui clairement démontré que le
fibrinogéne comme le cholestérol sont de puissants prédicateurs du risque
cardiovasculaire, les auteurs montrent, sur un suivi de 18 ans, que chaque
augmentation d’une déviation standard de fibrinogéne s’accompagne d’une
majoration du risque coronarien de 30 % chez I’homme et de 40 % chez la

femme(25).
4. Epidémiologie
4.1. Dans le monde

Les Maladies cardiovasculaires (MCV) sont la premiere cause de mortalité
dans le monde. On Estime a 17,3 Millions le nombre de décés annuels liés a ces

pathologies, soit 30 % de la mortalité a I'échelle planétaire (26).
4.2. En Algérie

En Algérie I’'IDM est responsable de plus de 25000 morts en 2013, deux fois
plus que le cancer. Les chiffres avancés par les spécialistes sont implacables : plus
de 2000 morts chaque mois a cause de I'IDM seulement, dont 25% des malades

meurent avant méme d’arriver a 1’hopital (27).

S.Etiologies
5.1 Athérosclérose coronaire

La principale étiologie (95 %) de I'IDM c’est 1’athérosclérose est une
association variable de remaniements de I’intima des artéres de gros et moyen
calibre. Elle consiste en une accumulation focale de lipides, de glucides
complexes, de sang, de produits sanguins, de tissus fibreux et de dépots calcaires,
le tout accompagné de modifications de la média » (définition de I’OMS). Les
plaques d’athéroscléroses peuvent étre stables ou instables. La stabilit¢ de la
plaque dépend de multiples facteurs comme : sa composition, la tension exercée

sur la paroi, la taille et la topographie de son noyau. Les plaques stables
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régressent, se stabilisent ou évoluent lentement sur plusieurs décennies. Une
obstruction de la lumiere de 70% est habituellement nécessaire pour amener des
symptomes. Si la plaque est instable, lorsqu’elle se rompt, son contenu est exposé
au sang circulant, ce qui entraine la thrombose. La rupture expose le matériel
thrombogénique, ce qui active les plaquettes et la cascade de la coagulation
entrainant une thrombose aigue et une ischémie. (28).
5.2. Autres causes
Elles sont rares et sont trés succinctement représenté dans le tableau suivant

(tableau 2).
Tableau 2 : étiologies de I’infarctus du myocarde en dehors de I’athérosclérose coronaire
(29).

Coronaropathie non athérosclérose

Artérites : syphilis, maladie de Takayasu, maladie de Kawasaki,

périartérite noueuse, lupus, polyarthrite rhumatoide, spondylarthrite

ankylosante

Spasme coronaire

Atteinte coronaire lors d’une dissection aortique

Epaississement pariétal des coronaires : mucopolysaccharidoses, amylose,

maladie de Fabry, fibrose coronaire liée a la radiothérapie
Embolies coronaires
Endocardite infectieuse
Endocardite marastique thrombosante
Prolapsus de la valve mitrale
Thrombose de I’oreillette gauche ou du ventricule gauche
Prothese valvulaire
Myxome de I’oreillette gauche
Iatrogenes : chirurgie cardiaque, cathétérisme coronaire
Anomalies congénitales des arteres coronaires
» Anomalie de naissance aortique des coronaires
» Naissance anormale d’une coronaire a partir de I’artére pulmonaire
» Fistule coronaire
» Anévrisme coronaire

Déséquilibre majeur de la balance apport/consommation myocardique

10
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Pathologie valvulaire aortique : sténose aortique, insuffisance
aortique
Hyperthyroidie

» Hypotension prolongée

» Intoxication au CO

+ Causes hématologiques

» Thrombocytose

Polyglobulie

Etats d’hypercoagulabilité

Coagulation intravasculaire disséminée divers.
Contusions myocardiques
Complications du cathétérisme coronaire

- Drogue : cocaine

6. Physiopathologie de 1 IDM

L’IDM est li¢ a I’occlusion d’un vaisseau coronaire responsable d’une
ischémie myocardique sévere puis d’une nécrose. La rupture d’une plaque
d’athérome suivie de la formation d’un thrombus occlusif est le principal
phénomene physiopathologique (28).

6.1. Constituants d’une plaque athéromateuse

La plaque d'athérome (figure 4) est un épaississement localisé au niveau de
l'intima artérielle et se compose de 2 parties :

% Le corps lipidique au centre de la plaque« athérome » (c’est le centre
graisseux, qui est constitué¢ de lipides jusqu’au 60% de la plaque et de
cellules spumeuses qui sont souvent des macrophages ou des cellules
musculaires lisses) (29).Les lipides sont localisés a [Dintérieur de
monocytes et de macrophages spumeux (30).

*¢ Une chape fibreuse entourant le corps lipidique« sclérose » : (la couche
située entre le centre graisseux et la lumiere artérielle est appelée chape
fibreuse (31), faite de cellules musculaires lisses et de collagene) (30).

La sclérose qui entoure le centre graisseux détermine la rigidité de la plaque
athéromateuse et on distingue :

Rl

¢ Laplaque "dure" trés riche en collageéne et pauvre en lipides.

11
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R/

¢ La plaque "molle" riche en lipides et recouverte d'une mince chape

fibreuse (figure4) (32).

>\§

Artére —
coronaire \

Plaque

Figure 4 : la plaque d’athérome (32).

6.2. Evolution de la plaque d’athérome

L'infiltration et la rétention des LDL (low density lipoprotein) puis leur
oxydation dans l'espace sous-endothélial active les cellules endothéliales .Ainsi,
les facteurs chimiques et les facteurs physiques agissent de concert pour activer
I'endothélium et initier la formation de la plaque. Les cellules endothéliales, une
fois activées, expriment plusieurs types de molécules d'adhérence leucocytaire et
de chimiokines qui permettent aux cellules sanguines de rouler puis d'adhérer a la
surface vasculaire. P-sélectine, VCAM-1 et l'interleukine (IL) 8 (33, 34) sont les
plus importantes a ce stade. Ensuite des chimiokines comme monocyte
chemokine protéine (MCP-1), pro- duites par les cellules endothéliales et les
cellules musculaires, stimulent la migration des cellules inflammatoires vers le
sous-endothélium.
Le role fondamental des monocytes/macrophages dans le développement de la
plaque d'athérosclérose est évoqué depuis longtemps car les Iésions

athéroscléroses sont trés riches en macrophages, surtout aux stades précoces. la

12
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prolifération et/ou la maturation des monocytes circulants en macrophages, sont
résistantes au développement de 1'athérosclérose, malgré des taux de cholestérol
circulant tres élevés, ce qui suggere le role majeur des macrophages dans le
développement des 1ésions. Les macrophages, via certains récepteurs «éboueurs »
(SR-AIL, SR-AII, CD36...), phagocytent des LDLox, des phospholipides, des
débris cellulaires et se transforment en cellules spumeuses. Ils entretiennent le
processus inflammatoire en produisant des cytokines pro-inflammatoires comme
I'IL-12 (qui active les lymphocytes T CD4 + pathogénes) et déstabilisent la plaque
en sécrétant, notamment, des radicaux libres oxygénés et des métallos protéases
matricielles Ces cellules inflammatoires jouent aussi un role central dans la

vulnérabilité des plaques d’athérosclérose (figure 5) (35).

monocytes
SANG circulants
monocytes ’\‘
circulants LDL roulement’

©e

adhésion cellules
endothéliales

TS

Tétention progression et

adhésion et k transmigration
vasomotricité LDL ® D
vasculaire /
® //
monocytes
Enzymes de dégradation
(riches en PC 02 de la matrice extracellulaire
oxydées) H2 02
- Facteurs pro-thrombotiques
INTIMA @ 15-lipoxygénase . =
myéloperoxydase Eicosancides
*T (HOCH) macrophages .
= 2 Cytokines
LDL oxydées @ = Facteurs de croissance
(riches en lysoPC, oxystérols LPL
et aldéhydes
vdes) snpPLA(Ila)
PAF

cellules spumeuses

Figure 5 : évolution de la plaque d’athérome (35).

6.3. Rupture de la plaque d’athérome

L’accident aigu de rupture de la plaque d’athérome est pratiquement toujours
un phénomene mécanique qui se situe au niveau de la chape fibreuse, cette rupture
de plaque est secondaire a des causes extrinseques tels qu’une poussée
d'’hypertension artérielle et/ou un stress important et des causes intrinseques,
appelées «vulnérabilité de la plaque » qui résultent grossierement de deux types
de facteurs : plaque avec un important cceur lipidique (taux élevé des LDL-
Cholestérol), ou plaque avec une chape fibreuse fragilisée (36).
La rupture de la plaque d’athérome expose les constituants sous-endothéliaux

(collagene, fibronectine, vitronectine..) aux plaquettes circulantes, ce qui met en

13
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jeu des mécanismes d’adhésion puis d’agrégation plaquettaire qui aboutissent a la
formation du thrombus plaquettaire intra coronaire occlusif (figure 6). Ce
thrombus, dépendamment de son importance, peut entrainer un syndrome clinique
aigu (figure 7). L’occlusion brutale d’une artére coronaire ce qui entraine un
déséquilibre entre les besoins tissulaires en oxygeéne et ’apport de sang artériel, il
en résulte une ischémie myocardique. Si cette derniere dépasse les 30 minutes, le
processus de nécrose myocardique irréversible débute : il s'agit de l'infarctus du

myocarde (37).

Thrombus

%
o
9/

Lumigre artérielle

0 RUPTURE
m e "’

cn.mmamamams dégradation de la matrice

extracellulaire

monocyte
LDL oxydées l

macrophage

PHODUITS SECRETOIRES

- PAF, PAF-AH

- prostaglandines

- thromboxanes

- leucatrienes

- protéases, phospholipases
- TNF, cytokines

LDL cholestérol — l

cellules spumeuses

Meédia )
Cellules musculaires lisses

Figure 06 : la rupture de la plaque d’athérome (35).

Plaque Plaque Rupture de plaque Atteinte
Artére normale Plaque fibreuse athérosclérotique et thrombose :
cardiaque
(SCA)
Atteinte
J / —— cérébrale
(AIT, AVC)

T~ Ischémie du
membre
\ inférieur
Déces

Angor stable
Asymptomatique et claudication

Figure 7 : risque cardiovasculaire. SCA : syndrome coronarien aigu; AIT : accident

ischémique transitoire ; AVC : accident vasculaire cérébral (37).
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I1. la salive
1. Définition

La salive est la premicre sécrétion digestive ; est un liquide biologique incoloré
transparent insipide trés aqueux. Légeérement filant d’une densit¢ 1002 a 1006
(38.39); produite par les glandes salivaire majeurs (parotide; submandibulaire ;
sublinguale) ou mineurs qui tapissent la cavité buccale (40) .la quantité de salive
secrete est environ 1500 ml par jour(41) ; et le flux salivaire varie généralement entre
0.3et 0.5 ml /min pour la salive au repos et entre 1 et 1.5 ml/min pour la salive

stimulée(42).
2. Composition 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
desquamées, de bactéries orales non adhérentes, de transsudat de la muqueuse orale,
de nombreux électrolytes d’origine plasmatique, etc. Elle est composée a 99% d’eau,
le 1% restant est représenté par des constituants organiques et inorganiques. Son PH

varie entre 5,3 et 7,8 chez I’homme(43).
2.1. L’eau

Constitue 99%de la salive dont le role est I’humidification du bol, la solubilisation

des substances, ce qui permet de détecter le goiit (44).
2.2. Constituants inorganiques

La composition inorganique dépend entiérement du stimulus et du débit salivaire
ce dernier est stimulé pendant la période postprandiale. Chez I'homme, la sécrétion
salivaire est toujours hypotonique(45). Les constituants inorganiques regroupent
différents minéraux présents sous forme de sel (tableau3). Le cuivre, le fer et les
fluorures sont a I’état de traces. La concentration de tous ces ions et électrolytes est
toutefois sous la dépendance de nombreux facteurs comme le type de glande, le débit

salivaire, la durée et la nature de la stimulation ou la rythmicité biologique (46).
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Tableau 3 : concentrations ioniques dans la salive (mmol/l sauf pour I et F) (47).

Salive entiere (fluide buccal) Salive parotide Salive sous-max
Non-stimulée stimulée Non- stimulé Non- stimulé
Moven | Marge | moven | Marge | stumulé stimulé

pH 6.0 3.7-6.2 2.3 —3 3D 7.4 6.4 7.4
Na~ 8 6-26 32 13-80 13 36 3 45
' 21 13-40 22 13-3R8 24 21 14 17
Ca 1.35 03-28 1.7 0.2-4.7 1.05 1.6 1.6 2.4
Mg 0.3 0.1-0.6 0.4 02-06 ) 0.15 ).12 0.07 (
cr | 24 | s40 | 25 [1056 f 22 | 28 | 12 | 25
HCO; 2.9 0.1-8 20 4-40 1 30 4 .
HPO,~ 5.5 2-22 10 | 2-25 9 4 6 5
) 14 | 2-30 ).5-2.3 | 0.2-1.2 1 0.5
Faouon | 15 [0228 5 0s863) 15 | 1o

2.3. Les constituants organique

Parmi les composés organiques, on compte essentiellement les protéines telles
que des facteurs de croissance, principalement le nerve Growth factor (NGF) et
I’Epithelialgrowth factor (EGF). L’urée, 1’acide urique en plus de 3 000 acides
ribonucléiques (ARN) messagers ont été identifiés(48). Concernant les hormones,
elles se trouvent en trés petite quantité : les androgenes, I’insuline et les hormones
thyroidiennes ; le cortisol. On trouve aussi les lipides en quantité plus importants que
dans le plasma, 20 a 30 mg ainsi que les glucides(49) (tableau4). L’essentiel des
composants organiques de la salive est représenté par deux catégories de protéines :
les protéines extrinseques issues du sérum, et les protéines intrinseques, synthétisées
par les glandes salivaires. Et selon Le « Consortium du Protéome Salivaire Humain
» il y a 1166 protéines identifiées dans la salive (50). La nature et le role précis de
nombre d’entre elles sont encore inconnus. Il y a environ 2,5 grammes de protéines
dans 1 litre de salive émise a faible débit. La concentration en protéines augmente en

général avec le débit salivaire (51)
o Les protéines extrinseques

Elles sont représentées par des albumines sériques 5 a 10%des protéines totales,
des immunoglobulines de type IgA, IgG, IgM et des alpha et béta-globuline, des

calprotectine...etc. (52). Leur concentration qui passait dans la salive est assez élevée
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(20 % des protéines totales) décroit lorsque le débit salivaire augmente(51) (tableau

2).

e Les protéines intrinseques

Elles sont synthétisées par les glandes salivaires elles-mémes. Le protéome

salivaire comprend plus de 700 protéines qui sont classées en plusieurs familles et

leur dénomination ne répond pas a des critéres bien définis, mais repose selon leurs

caractéristiques fonctionnelles (ex

(proline, cystatine) ou autres (tableau4) (38, 53,54).

: enzyme), leur composition en acides aminés

Tableau 4: composition organique de la salive (Concentrations en mg/l sauf ot indiquées) (55).

I Salive totale

Salive parotidienne |

Salive sous-
maxillaire

Movyenne | Ecart Moyenne | Ecart Movenne | Eca

Protéines 1750 2300 1100

-Albumune 25 2 11

-1-globulines 50 80 60

-Mucoproteines 450 800 800

-Amylase 420 1000 300

-Lysozyme 140 200

-Sialoperoxidase 8.6

-Lactofermnne 1-2 1-2

-PRP 2000

-Histatines 100

-Fibronectine 2-6 2-6 2-6
Hydrates de 270-400 450 300
carbone
Glucose(mmol1) 0.02-0.17 0.03 0.03
Lipides 20 20 20
Cortisol(mmol1) 2-20
Acides amunés 40 10 20
Urée(mmol1) 2.0-4.2 2.0-4.2 0.7-1.7
Ammonium (mmol1) 0.6-7.0 0.6-7.0 0.2-7.0
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3. Role de la salive

La salive, du fait de composition, assume plusieurs roles au sein de la cavité orale
(figure8). Elle lubrifie et protége les muqueuses orales, pharyngéale et cesophagiene.
La salive est également responsable de la protection de 1’émail dentaire et de la
régulation du pH. Elle exerce une activité antimicrobienne et intervient dans les

premieres phases de la digestion.

Enfin, la salive joue un role dans la perception gustative, en intervenant, entre autres,

dans la maturation des bourgeons gustatifs ou le transport de molécules sapides(50).
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Figure 8 : roles de la salive (56).
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III. LES BIOMARQUEURS
1. Définition
Un biomarqueur est défini comme un parametre mesuréobjectivement et qui sert a
évaluer un processus physiologique ou physiopathologique, a diagnostiquer ou a
prédire une maladie(57).
2. Historique
Les biomarqueurs sanguins de la nécrose myocardique ont connu une évolution
transformative au cours des 60 dernieéres années. L'histoire des biomarqueurs
cardiaques a commencé avec des tests insensibles et non spécifiques dans les
années 1950 et 1960 sont :(aspartate aminotransférase [AST], anciennement
appelé sérum glutamique oxaloacétique transaminase [SGOT] et créatine
phosphokinase totale [CPK]. Les améliorations progressives de la découverte et
de la commercialisation des essais ont historiquement conduit a la mise au point
de tests de troponine I et T sensibles et cardiospécifiques a haute sensibilité. Le
role des biomarqueurs cardiaques dans le diagnostic clinique a également changé
avec le temps. Les résultats des tests de biomarqueurs cardiaques peuvent
maintenant €tre mis a disposition dans un délai de 20 minutes a compter du
moment du prélevement sanguin a l'aide de dispositifs d'analyse. Les
améliorations de la sensibilité et de la spécificité des biomarqueurs cardiaques,
ainsi que la capacité a fournir des délais rapides, ont rendu ces nouveaux marchés
d'une importance primordiale dans le diagnostic immédiate et la gestion clinique,
des patients atteints de syndromes coronaires aigus(58).
3. Qualités du marqueur cardiaque idéal
Un marqueur cardiaque doit avoir idéalement les caractéristiques suivantes :
e ¢tre cardiospécifique et sensible ; il ne doit étre synthétisé et libéré que par
lecceur et absent (ou en faible concentration) dans le sang des sujets sains;
e apparaitre trés tot dans la circulation, permettant ainsi la reconnaissance
précoce des infarctus ou des patients a risque de développer un infarctus ;
e avoir une demi-vie suffisamment longue pour permettre les diagnostics
tardifs,

e présenter des augmentations corrélées au pronostic ;
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e pouvoir étre dosé¢ a 1’aide d’une méthode adaptée a 1’urgence, rapide,
facilement praticable et standarisable, et possédant une bonne sensibilité
etprécision analytiques (59).

4. Les marqueurs utilisés dans le diagnostic et le suivi des maladies
cardiovasculaires

Les marqueurs biologiques sériques utilisés dans le diagnostic, le pronostic et
méme le suivi des maladies cardiovasculaires sont résumés dans le tableau
suivant.

Tableau 5 : Biomarqueurs des maladies cardiovasculaires

Types Marqueurs

ASAT (aspartateaminotransférase)

Créatine phosphokinase (CPK ou CK)

Les marqueurs enzymatiques Iso enzyme MB de la créatine kinase (CK-—

non spécifiques MB)

Lactate déshydrogénase(LDH)

Myoglobine

Le complexe de troponines
e La troponine I (Tnl)

Lesmarqueursnon e La troponine C

enzymatiques e Latroponine T

La Protéine C-Réactive

Heart Fatty Acid Binding Protein (h-FABP):

5. La relation biomarqueurs —salive- IDM

Les protéomes salivaires ont une relation avec 1’IDM, la perspective d'utiliser des
échantillons de salive dans le diagnostic de I'DM est intéressante pour un grand
nombre de scientifiques en raison de sa nature non invasive et économique. Des
recherches approfondies sur les biomarqueurs sur les maladies cardiovasculaires
ont permis d'élucider diverses protéines associées a cette maladie. Comme environ
27% des protéines salivaires enticres ressemblent a celles trouvées dans le plasma,

des protéines similaires présentes dans la salive et le plasma seront tres utiles pour
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faciliter la surveillance de la progression de la maladie et des traitements
thérapeutiques chez ses patients. En association avec 1'IDM, certaines études sur
les protéines plasmatiques a révélé la présence de biomarqueurs de lésion
myocardique, stress myocardique, inflammation, activation neuroendocrinienne,
processus athérosclérotique, activation plaquettaire, instabilité de la plaque,
dysfonction endothéliale, et étirement myocardique. Parmi toutes ces protéines,
les peptides natriurétiques, la protéine C-réactive (CRP), la créatine kinase (CK)
et la troponine cardiaque ont été inclus comme biomarqueurs cardiaques

couramment utilisés dans les soins cardiaques aigus (figurel5) (4).

Plasma Saliva

copeptin, adiponectin,

MR-proADM, onp irisin, SAA,
homocysteine, ischemia-modified
CK, TNF-a,
h-FABP, sLOX-1, albumin,
CD40 ligand,
sST2, ANP, GGT, monocyte
cTn(land T),
Lp-PLA2, CgA, chemoattractant
MMPs, ILs,
procalcitonin, protein 1,
MPO
choline, NPs, sICAM-1,

myoglobin GRO-a

Figure 9 : la relation biomarqueurs-salive- IDM (4).
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Chapitre 2: Materiel et Méthodes

I. Matériel biologique

1. Recrutement des patients

Notre étude a porté sur 14 patients ayant un infarctus du myocarde provenant du
service de cardiologies Médicale au niveau de I’hopital militaire Régional Universitaire de
Constantine (HMRUC). Les patients recrutés sont agés entre 34 et 84 ans dont la pathologie

est au stade initial modéré ou avancé. Cette population a été comparée a un sujet sain, sans

pathologies connues et possédant une bonne hygiene buccale.

2. Recueil de la salive

Pour le recueil de la salive, nous avons adopté la méthode décrite par (60) avec
quelques modifications. 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 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 quelques minutes. Trois ml de salive totale est ainsi prélevés dans
des tubes stériles. Les échantillons salivaires sont ensuite centrifugés a 10000 t/min pendant
15 minutes afin de supprimer les mucines et les débris cellulaires et alimentaires encore
présents dans la salive. Une fois prélevé, le surnageant est immédiatement congelé (-20°C)

jusqu’aux analyses.
I1. Techniques d’électrophorese

1. Extraction des protéines salivaires

L’extraction des protéines a été réalisée a partir de la salive des patients malades et du
sujet sain obtenue apres centrifugation de la salive totale. L’extraction a été réalisée dans

des conditions dénaturantes et réductrices.

100 pl de salive des patients malades et du sujet sain sont mélangés avec 100 ul de
solution d’extraction contenant 35% (V/V) de glycérol, 22% (V/V) de tri/HCL 1M pH 6.8,
43% (V/V) d’eau distillée, 7%(P/V) de SDS et quelques grains de bleu de bromophénol
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2.5% (V/V) de B- Mecraptoéthanol sont rajoutés au mélange pour réduire les protéines
salivaires. Apres agitation pendant 1h a température ambiante, les mélanges sont incubés a
65°C pendant 30 minutes puis centrifugés a 10000t/min pendant 1 minute. Les surnageants

contenant les protéines salivaires dissociées et réduites dont récupérés.
2. Electrophorese mono dimensionnelle SDS-PAGE

Aux différentes étapes d’extraction, la composition protéique dans des conditions
dénaturantes (présence de SDS) et réductrices est caractérisée par migration
¢lectrophorétique en gel de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur avec un systéme

vertical.

L’¢lectrophoréese est réalisée suivant la méthode de Laemmli (61) modifiée par Singh (62).

Le gel de séparation contient 12,56% de polyacrylamide et le gel d’alignement 2,88%.

Les échantillons sont déposés a raison de 50ul 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 mére
de Bleu de Coomassie R250 a 1 % dans I’éthanol pendant toute la nuit. Ils sont enfin

décolorés dans 1’eau de robinet.
I11. Analyse des gels et étude statistique

1. Analyse des gels

Il s’agit d’une lecture biochimique qui consiste a déterminer et a révéler la mobilité de
la bande considérée comme biomarqueur et a de chaque bande décelable dans le gel. Le

traitement des données d’électrophorese fait appel au calcul des indices de similarité.

2. Analyse statistiques

Le traitement des données a fait appel a des méthodes statistiques. Les fréquences et les
indices de similarit¢ ont ét¢ effectués a 1’aide d’Excel 2010. L’établissement des dendrogrammes

est réalisé a I’aide du logiciel Statistica version 6.0.
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Chapitre 3: Résultats et discussion

I- Etude épidémiologique
1-Répartition des patients selon le sexe

La répartition des patients dans la population étudiée montre une nette prédominance
masculine ou sur les 59 patients nos retrouve, 54 sont du sexe masculin, ce qui représente un taux

de 91,53% par rapport aux femmes qui sont au nombre de 5 avec un taux de 8,47%(figure 10).

Cela peut s'expliquer par le fait que 'homme a un risque d’athérosclérose beaucoup plus élevé
que la femme qui sont due a I’influence bénéfique des cestrogenes naturels sur le profil lipidique,
la sensibilité a 1'insuline et sur la pression artérielle. Cette protection disparait 10 a 15 ans apres la

ménopause (19).

= femmes

[ hommes
: 91.52%

Figure 10 : répartition des sujets selon le sexe.
2. Répartition des malades selon I’age

Notre échantillon a un 4ge minimal de 33 ans et un 4ge maximal de 82 ans (figurel 1).Nous
constatons que la tranche d’age la plus touché est allez de 60 ans a 69 ans avec un taux de

38%.

Il y a une augmentation de I’atteinte de la maladie avec 1’age. En effet, I’age constitue a lui seul

un facteur de risque majeur et indépendant de tous les autres facteurs.
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L’age moyen de survenue d’un infarctus du myocarde est voisin de 65 ans selon plusieurs études
(63). La mortalit¢ augmente avec le vieillissement. Il existe des différences relatives de
prévalence des facteurs de risque cardio-vasculaire chez le sujet 4gé par rapport au jeune: plus

d’hypertension artérielle et de diabete et moins de dyslipidémies et de tabagisme (64).

40%
359%
5 = 20-29
30%
w 30-39
25% ™ 40-49
20% - 2 50-59
| 60-69
159%
- 70-82
10% - — S
59% -
0% +—

Figurell : Répartition des sujets selon 1’age.
3. La répartition des sujets selon HTA

La fréquence des malades hypertendus est de 44,06% dans notre population (figure 12).
Toutes les études montrent que I’hypertension artérielle (HTA) reste le facteur de risque le plus
commun pour la morbidité et la mortalité cardio-vasculaire par accident vasculaire cérébral et

infarctus du myocarde (65).

60.00% -~

40.002%; ] $ NON HTA%

20.00% -

o
SRAARR 00000000

HTA%

0.00% — -

Figurel2 : fréquence d’HTA chez les IDM.
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4. La répartition des sujets selon le diabete

Le diabete est un facteur de risque coronarien, car parmi les 59 patients présentant un IDM,

25 sont des diabétiques, ce qui représente un taux de 42,37% (figure 13).

Le risque d’IDM est nettement augmenté chez les diabétiques par rapport aux non diabétiques,
ou il est responsable 40 % de déces dans une population. Nos résultats concordent avec les

travaux d’autres (66).

Diabéte

42.37%

. diab%
s Non diab%

Figure 13 : fréquence de diabéte chez les IDM.
5. La répartition des sujets selon le tabagisme

Parmi les 59 patients, nous avons trouvé 33 fumeurs soit 55.93 % .On note que les malades

fumeurs sont exclusivement de sexe masculin (figure14).

Les effets déléteres du tabac sont liés a la quantité quotidienne. De tabac consommé par jour, a

I’age de consommation et a la durée de 1’exposition (67).

L’oxyde de carbone (CO) qui se trouve dans la fumée du tabac, remplace 1’oxygeéne transporté
dans le sang ce qui fait qu'il y a une diminution d'oxygene dans les organes. Les parois des arteres

deviennent plus rigides a cause de la nicotine, ce dernier favorise la formation de caillots qui

peuvent obstruer les artéres et augmentent la tension artérielle.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés dans le Sahel Tunisien (67).
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60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

0.00%

Taba non taba

Figure 14 : fréquence de tabagisme chez les IDM.
6. La répartition des sujets selon la sédentarité

Parmi les 59 patients, 27 ont la sédentarité soit 45.76 % .et 32 patients n’ont pas la

sédentarité sont un pourcentage de 54,24%(figurel5).

La sédentarité reste un facteur de risque cardio-vasculaire majeur. Les bénéfices de 1’activité
physique (AP) sont largement admis en prévention primaire et secondaire, et font 1’objet de
recommandations régulierement remises a jour par les sociétés savantes internationales. Notre

résultat est proche de 1’étude de (68).

m Sédentarité%  w Non sédentarité%

Figure 15 : fréquence de sédentarité chez les IDM.
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7. La répartition des sujets selon la dyslipidémie

La dyslipidémie est un facteur de risque coronarien, car parmi les 59 patients présentant un

IDM, 28 ont la dyslipidémie, ce qui représente un taux de 50,85 % (figurel6).

Le risque cardio-vasculaire lié aux dyslipidémies est clairement identifié. Il est fondé sur le risque

conjoint d’un LDL-cholestérol élevé, d’'un HDL-cholestérol bas et de triglycérides anormalement

élevés.

la dyslipidémie

B Dys
= Non dys

Figurel6 : fréquence de dyslipidémie chez les IDM.
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I 1. Fractionnement des protéines et recherche de biomarqueurs
L'électrophorese est une technique qui consiste a séparer les différentes classes de protéines.

Elle permet d'observer une diminution ou une augmentation relative ou absolue de chacune de
ces classes. Comme le dosage des protéines totales, elle est utilisée pour évaluer 1'état général ou
pour étudier différents états pathologiques. Les variations des différentes fractions de protéines

permettent de mettre en évidence divers syndromes (69).
1. Analyse des profils électrophorétiques

La technique adoptée pour ’analyse est celle décrite par (61) et modifiée par (62) qui a été
utilisée pour fractionner les protéines salivaires. Cette technique permet d’obtenir I’ensemble des
protéines. La lecture des diagrammes consiste a révéler la mobilité de chacune des bandes
protéiques reparties dans la zone de séparation, en mesurant la distance parcourue par chaque

bande dans le gel.

Les diagrammes électrophorétiques des 15 échantillons (14 malades et 1 témoin) analysés
renferment 12 bandes décelables qui se répartissent dans une zone des protéines salivaires avec

des mobilités allant de15 a 83 mm (figurel7).

T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figurel7: profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes et
réductrices révélées par PAGE.
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D’abord, la comparaison entre les profils protéiques du témoin et des sujets malades
montre que six bandes protéiques nommées (U1.U2.U3.U4.U5.U6) est les plus variables

qualitativement et quantitativement. La variation de ces derniers est représentée dans le tableau

(6).

Nous constatons clairement des différences entre le sujet sain et les sujets malades dans la
composition protéique ou les bandes Ul, U4, U5, U6 varient qualitativement et sont présentes
uniquement chez certains sujets malades d’une maniere différentielle alors qu’elles sont
totalement absentes chez le sujet sain. D’apres(66), les caractéristiques biologiques identifiées
uniquement dans 1’échantillon du patient par mesures répétées ou différentiellement par rapport a
un témoin peuvent alors étre considérées comme des biomarqueurs de 1’état physiologique
correspondant. Alors que la bande U2 est variable quantitativement, et est présente également
dans le profil du sujet sain avec une faible intensité par rapport au sujets malades 14et 10 selon

un ordre d’intensité croissant. Cette bande n’est pas exprimée chez les patients2et 12.

la bande protéique U3 variable quantitativement est présente également dans le profil du sujet
sain avec une intensité plus élevée par rapport au sujet malade 2 ,et avec une faible intensité par
rapport aux sujets malades 3,4,8,10,11,13 et 14,ainsi que le sujet sain et les trois Patients 5,6 et

7 ont une méme intensité .

Ces différences observées entre les malades peuvent étres probablement dues a des facteurs tels :
I’age, le stade de la maladie et la physiologie des patients.

Tableau 6 : variation des bandes protéiques U1, U2, U3, U4, U5, U6.

Ul/Intensité | U2/Intensité | U3/Intensité | U4/Intensité | US/Intensité | U6/Intensité
El P (trace) P (trace) P(trace ) A(0) A(0) A(0)
E2 A(0) A(0) P(trace ) A(0) A(0) A(0)
E4 A(0) A(0) P (++) A(0) A(0) A(0)
E8 A(0) P (trace) P(+++) A(0) A(0) A0)
E10 P (trace) P (+++) P(+++) P(+) P(+) P (trace)
El1 A(0) P(+) P (++) P (trace) A(0) A(0)
E12 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) P (trace)
El14 P (trace) P (++) P (+++) A(0) A(0) A(0)
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P : présence A : absence E : échantillon

Etant donné, que la bande protéique U2 n’existe presque que chez les témoins, nous pouvons la
suggérer comme un biomarqueur de la maladie cardiaque et dans ce cas, elle peut étre un
biomarqueur de L’IDM. D’apres (70), une protéine qui existe chez un sujet sain et absente chez

les sujets malades, peut étre considérée comme un biomarqueur de la pathologie.

Nous avons observé également des différences dans la composition protéique salivaire entre les
malades. Ainsi, la bande U3 présente chez les patients 8,10 et 14 avec une méme intensité et chez
le patient 4 et 11 avec une intensité moins faible. et présente sous une forme de trace chez le
patient 2, et absente chez le patient12. Alors que la bande U1 qui existe chez les patients 10 et 14
et absente chez le patient 2, 4, 8,11etl2. La bande U4 existe chez les patients 10etl1 et elle est
absente chez les patients2, 4, 8,12 et 14. Finalement les deux bandes U5 et U6 présentent chez

les patients 10 et 10,12 respectivement et absentent chez les autres patients.

2. Etude de la variabilité des protéines salivaires

Tableau 7: variabilité des protéines salivaires

Bands Mobilité N° D’échantillon %frequences
B1 15 E10, E14 13.33
B2 28 El, E3, E8, E10, E13. 33.33
B3 32 El, E2, E3, ES, E6, E7,E9, E10, E11, E13, E14,E15. 80
B4 35 E1,E2,E3,E4, 5,E6,E7,E8,E9,E10,E11,E13,E14,E15 93.33
BS 43 El, E3, E4, E8, E9, E10, E13, E14, E15. 60
B6 46 E3, E4, E8, E10, E11, E15. 40
B7 55 E10, El1, E15. 20
B8 60 E10, E15. 13.33
B9 68 El, E3, E6, E§, E9, E10, E11, E15. 53.33
B10 74 El, E3, E4, E6, 7,E8,E9,E10,E11,E12,E13,E14,E15. 86.66
B11 78 E10, E12. 13.33
B12 83 El, E3, E4, E6, E7,E8,E9.E10,E11,E12,E13,E15. 80
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D’apres, le Tableau (7) ; la bande protéique 4 dont la mobilité est de 35 mm présente chez
les 15 échantillons avec une fréquence de 93.33%, est la protéine salivaire la plus dominante,
suivie de la bande protéique 10 de mobilité 74 mm retrouvés chez 13 échantillons avec une
fréquence de 86.66%. Les bandes protéiques 3 et 12 de mobilité 32 et 83 mm, respectivement,
sont moins fréquentes avec 80%. Des bandes protéiques moins fréquentes sont observées, telles
que les bandes 6, 9, 6,2 et 7 dont les fréquences respectives sont 60%, 53.33 %, 40%,33.33 %, 20
% (tableau 6). Les bandes protéiques 1 et 8 de mobilité 15 et 60 mm, respectivement, présentent

la plus faible fréquence (13.33%).
3. Classification hiérarchique des protéines

Le dendrogramme ou représentation sous forme d’arbre hiérarchique est réalisé a partir des

comparaisons de la composition protéique des différents échantillons.

Les regroupements effectués a chaque pas de I’algorithme de classification hiérarchique
rassemble des éléments qui sont plus ou moins proche entre eux, plus nous avancons dans le
regroupement plus nous nous rapprochons du sommet de 1’arbre. Cette représentation matérialise
bien le fait que les classes formées au cours du processus de classification constituent une

hiérarchie indiquée de classe partiellement emboitées les unes dans les autres.
3.1. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites

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

(figurel8).

L’ensemble des échantillons est scindé en quatre principaux groupes a la distance d’agrégation
1.75. En effet, trois patients constituent des groupes a part a la distance 1,75, il s’agit des patients
14, 12,10. Contrairement au quatrieme groupe qui est divisé a son tour en cinq sous-groupes ou
les patients 15 etll forment des groupes a part et le troisieme sous-groupe comprend les deux

sujets malades 5 et 2.

Le quatrieme sous-groupe lui-méme fractionné en trois et chaque sous-groupe contient un seul

patient (le patient 9,7 et 6) (figurel8).
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Pour le cinquieme sous-groupe, il est divisé en cing, de sorte que les cinq sous-groupes sont

similaires en termes de distance d'agrégation, qui est égale a 1,0 et chaque sous-groupe contient

un patient.
Dendrogramime de 15 Variables
Saut Minimum
Dist. Euclidiennes
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Figure 18 : dendrogramme des 15échantillonsréveles dans les conditions dénaturantes et réductrices.

Les résultats des analyses en clusters de la composition en protéines salivaires et 1’état
physiologique et pathologique des patients ne sont pas corrélés, autrement dit certains patients
appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre eux. A titre d’exemple :
a la distance d’agrégation 1.0 les patients 9 et 7 appartiennent au méme groupe et forment un
clade malgré la divergence qui existe entre eux. Le patient 9 est un homme agé de 65 ans dont la
maladie est récent alors que la patiente 7 une femme hypertendus de 60 ans avec un infarctus du

myocarde ancien.

Concernant le cas ou le patient 3 et le témoin 1 formant un clade ensemble, cela pourrait €tre
expliqué par la progression lente de la maladie du patiente 3, un homme agé de 42 ans avec un
IDM ancien qui est traduit par des petits changements dans la composition protéique salivaire qui

est proche de la composition protéique salivaire du témoin. Un autre exemple avec les patients 7
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et8.La patiente 7 est une femme agée de 60 ans avec un infarctus du myocarde ancien

contrairement au patiente 8 qui est une femme hypertendus de 34 ans qui a un IDM récent et
4. Etablissement des diagrammes types

L’analyse des diagrammes ¢€lectrophorétiques montre que ces derniers présentent de nettes

différences en composition protéique a la fois qualitatives pour les différents patients de L’IDM.

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 I’identification.

Nous rapportons dans les tableaux ci-dessous les diagrammes types des protéines salivaires des
patients et des sujets sains. (1 : Présence de la bande, 0 : Absence de la bande, M : Mobilités

(mm), B : bandes protéiques, E : échantillons).

Tableau 8: Diagrammes types des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes et non

réductrices.

B 112 |3 |4 |5 |6 |7 |8 (9 |10 |11 |12 |13 |14 |15

(mm)
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28
32
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Chapitre 3: Résultats et discussion

5. Indice de similarité des diagrammes protéiques

Pour quantifier I’analogie ou la dissemblance des diagrammes, on calcule un indice de
similarité ou de dissimilarité inspiré de (71). L’indice de similarité (IRS) est calculé en rapportant
I’IAS (indice de similarité¢ absolue) au nombre total (N) des composants présents dans 1’un au
moins des diagrammes des échantillons comparés. L’IAS présente 1’ensemble des bandes qui ne
sont pas significativement différentes entre les deux diagrammes. On considére qu’une bande
n’est pas significativement différente d’une autre lorsqu’elles sont de méme mobilité et/ou

qu’elles ne se distinguent pas par au moins deux classes de concentration.
IRS=TAS/Nx100
Les valeurs de I’IRS sont rassemblées dans le tableau 9.

Des valeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses dissemblances et

inversement, lorsque les diagrammes apparaissent trés voisins.

La plupart des échantillons restent différenciable car leurs diagrammes présentent au moins une

différence significative.

Les indices de similarités ont été effectués pour les 15 echantillons (14 patients et 1 témoin)
ayant une maladie cardiaque, ils sont représentés sous forme de matrice dans le tableau5. Il en
ressort que 1’indice se situe entre 0 et 100 %.La valeur d’IRS, la plus élevée est 100% reflétant la
similarité qui existe entre le sujet sain, aussi bien entre le patient 2 et 5. En outre, la valeur d’IRS,
la plus élevée pour cette condition est de 88%. Cette derniere est présente entre le témoin 1 et les
patients 3 et 8. Une valeur moyenne de 50% sont aussi observées entre certains patients, comme
les patients 2 et 7, 3 et 6, 3 et 14,4 et 10,4 et 13, 5et 7,6 et 8,7 et 14,9 et 10, 13 et 15,et
présente entre le témoin 1 et le patient 7.cela signifie que les diagrammes présentent de
nombreuses dissemblances, donc ses sujets présentent une composition en protéines salivaires

trés dissemblables.

Des valeurs moins élevées sont aussi présentes et concernent les patients 2 et 5 avec le
patient8 avec une valeur d’IRS=13 %. Ainsi que les mémes patients 2et5 avec le patient 12 avec

une valeur d’IRS=0%.
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Chapitre 3: Résultats et discussion

Tableau 9 : Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites.

100% 25% 88% 75% 25% 63% 50% 88% 75% 67% 67% 22% 75% 44% 0% 1
100% 29%  14% 100% 40% 50% 13% 33% 17% 29% 00% 33% 40% 22% 2
100% 63% 29% 50% 57%  75% 63% 58% 56% 25% 86% 50% 60% 3
100% 14%  57% 43% 86% 71% 50% 63% 29% 50% 38% 67% 4

100% 40%  50% 13%  33% 17% 29% 00% 33% 40% 22% 5

100% 80% 50% 83% 42% T71% 33% 57% 43% 56% 6

100% 38% 67% 33% 57% 40% 67% 50% 44% 7

100% 56%  58%  40% 38% 56% 33% 60% 8

100% 50% 63% 29% T71% 57% 67% 9

100% 58%  27%  55% 42%  75% 10

100% 29%  44% 33% 78% 11

100% 29%  14% 20% 12

100% 57%  50% 13

100% 40% 14

100% 15
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Conclusion et Perspectives

Ce travail a été effectué pour explorer le protéome salivaire des patients atteints d’IDM et
le comparer avec celui du sujet sain par application de la technique ’électrophorése
monodimensionnelle ‘SDS-PAGE’, pour la recherche de protéines spécifiques pouvant

avoir la propriété de biomarqueur pour le diagnostic et le suivi de la maladie.

La méthode de séparation des protéines utilisée 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. L’extraction des protéines salivaires a été réalisée dans la condition

dénaturante réductrice.

L’utilisation de ces critéres pour le fractionnement des protéines salivaires (en condition

dénaturée et réduite) nous a fourni des diagrammes satisfaisant et nous a permis de :

e Comparer les profils électrophorétiques 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 1’absence ou la présence d’une ou plusieurs protéines.

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

e Dénombrer des bandes protéiques communes entre les différents échantillons.

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

e Identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires des de

la maladie.

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

protéines salivaires dans la condition dénaturante et réduite.

L’analyse de ce gel a permis de déceler 12 bandes protéiques de mobilités différentes pour
les protéines dénaturantes et réduites Une nette différence est observée entre le profil du

sujet sain et des patients atteints de ’IDM. 4 bandes protéiques communes entre les
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différents échantillons (B1, B7, B8 et B11) sont révélées chez les patients cardiaques et

absents chez le sujet sain. Un autre exemple, des protéines exprimées chez le témoin et les

patients malades (bande 2et 3), montrent des variations d’expression quantitatives avec des
intensités égales ou différentes par rapport a celles du témoin. Certaines protéines sont

surexprimées, d’autres sont a 1’état de trace.

Ces bandes sont les plus variables qualitativement et quantitativement et sont soit absentes
ou présentes d’intensité égale ou différentes par rapport a celles obtenues sur le profil du

témoin.

L’application de la technique d’électrophorése monodimensionnelle nous a fourni des
résultats satisfaisants mais elle reste insuffisante pour diagnostiquer les maladies cardiaques
Pour cela, nous envisageons I’emploi de 1’¢lectrophorése bidimensionnelle pour une
meilleure séparation des protéines d’intérét suivie d’un analyse par spectrométrie de masse
afin d’identifier les protéines susceptibles d’étre considérée comme des biomarqueurs de

I’infarctus du myocarde.
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Annexes

Questionnaires

Nom: Sexe:OFOH Région :

Prénom : Age: ans

1. Etes-vous fumeur ? O Oui ONon

2. Etes-vous diabétique ? O Oui OONon

3. Etes-vous hypertendu(e) ? O Oui ONon

4. Avez-vous une €élévation du cholestérol ? OOui Non

5. Dois---tu prendre des médicaments ? O0Oui ONon

6. Si oui, a quelle fréquence journaliere dois---tu prendre tes médicaments ?

01 fois par jourd2 fois par jours (I3 fois par joursd Plus de 3 fois par jour

8. Avez-vous d’autres maladies ? OOui ONon

Si oui, lesquelles ?



Liste des patients (sexe, age, wilaya, la maladie)

Annexes

Patient | Sexe Age Origine Le stade de la
maladie

2 H 84 Oum el IDM ancien
bouaghi

3 H 42 Tbessa IDM ancien

4 H 70 Constantine IDM recent

5 H 59 Annaba IDM semi recent

6 H 58 Mila IDM ancien

7 F 60 Batna IDM ancien

8 F 34 Constantine IDM recent

9 H 65 Constantine IDM recent

10 F 52 Annaba IDM ancien

11 F 52 Annaba IDM ancien

12 F 52 Constantine IDM recent

13 H 86 Alger IDM recent

14 H 43 Tbessa IDM ancien
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Composition des gels d’électrophorese
Gel de séparation : T : 12,52% C : 0,97 %

e Acrylamide 40% 12,4ml

e Bis acrylamide 2% 2,4 ml

e Eau permutée 8,6 ml

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

e APS 1% 1 ml

e TEMED 0,020 ml

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

e Acrylamide 40% 1ml

e Bis acrylamide 2% 0,3 ml

e FEau permutée 10,2 ml

e Tampon Tris-HCL pH 8,8 1,7 ml
e SDS 10% 0,14 ml

e APS 1% 0,70 ml

e TEMED 0,014 ml



Résumé

Summary:

Myocardial infarction is the death (necrosis) of more or less extensive area of the heart
muscle (myocardium). The cardiac muscle cells of this territory are no longer able to
contract for lack of oxygen supply and die in a few hours. The objective of this study is

to investigate and explore the salivary proteome of patients.

IDM using the one-dimensional electrophoresis technique for salivary biomarker
research. For this purpose the total saliva of a population consisting of 14 patients was
collected from patients with IDM. Recruited patients are between 34 and 86 years old;
this population has been compared to 1 healthy subject. The salivary proteins are
solubilized and separated by one-dimensional SDS-PAGE electrophoresis under the

conditions; denaturing and reducing.

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 individual’s
accordingtothecompositionofthesalivaryproteins.

These preliminary results showed specific salivary proteins and / or variants that could
be considered as markers of the disease studied. This opens up new fields of
investigation and exploration of salivary protein variation can be used as an early

diagnosis tool for IDM.

Key words: saliva, biomarker, electrophoresis, MI, myocardial infarction
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Theéme : Recherche préliminaire des biomarqueurs de I’Infarctus du Myocarde dans la

salive humaine par application de la technique d’électrophorese SDS-PAGE

Résumé
L'infarctus du myocarde est la mort (nécrose) d'une zone plus ou moins étendue du muscle
cardiaque (myocarde). Les cellules musculaires cardiaques de ce territoire ne parviennent plus a
se contracter par manque d'apport en oxygene et meurent en quelques heures.
L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome salivaire des patients atteints
d’IDM par I'utilisation de la technique d’¢lectrophorése monodimensionnelle SDS-PAGE pour la
recherche de biomarqueurs salivaires. Pour cela la salive totale d’une population composée de 14
patients a été recueillie a partir des patients présentant I’IDM. Les patients recrutés sont agés
entre 34 et 86 ans, cette population a été comparée a 1 sujet sain.
Les protéines salivaires sont extraites dans les conditions dénaturantes et réductrices. L’analyse
des gels a permis de dénombrer 12 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, ’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
susceptible d’étre considérées comme des marqueurs de la maladie étudiée. Ceci ouvre des
champs d’investigation nouveaux tant dans le domaine du diagnostic que dans le suivi de la

maladie.
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