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Introduction

Le succés d'un traitement, et méme la différence entre la survie et la mort, est souvent liée
a la détection précoce des maladies [24]. Le diagnostic précoce de la maladie, diminue sa
progression et ses difficultés plausibles et ouvre la voie a une approche thérapeutique efficace
[19].Dans toutes les situations, la présence de molécules de signalisation des maladies et les
changements de leurs niveaux dans les fluides biologiques jouent un réle énorme. Ces espéces
sont appelées marqueurs ou biomarqueurs et leur détection varie en fonction du fluide biologique

(sang, salive, urine, larmes, tissus, etc.) [24].

La diversité des aliments et des méthodes de préparation fait partie de I'identité culturelle
de chaque population [45]. Au cours des derniéres anneées, les allergies alimentaires et autres
maladies apparentées ont augmente rapidement dans le monde entier, avec 1% - 2% d'adultes et
4% - 8% d'enfants ayant une haute réactivité médiée (IgE) par I'immunoglobuline E [27].
L'allergie alimentaire est la conséquence de réponses immunitaires inadaptées a des antigénes
alimentaires courants et par ailleurs inoffensifs [45], elle est connue pour étre la cause de
certaines complications graves qui touchent la qualité de vie des gens, soulevant de nombreuses
inquiétudes [27].

Le National Allergens and Institute of Medical Science (NAIMS) a défini les allergenes
alimentaires comme des aliments ou des ingrédients qui peuvent étre identifiés par des cellules
immunitaires spécifiques et provoquer des réponses histeniques qui produisent des symptomes
specifiques, les allergénes alimentaires étant généralement des composeés protéiques qui se lient
aux protéines (appelés semi-antigénes) [27]. Huit aliments sont responsables de 90 % des
réactions allergiques alimentaires : lait, ceuf, arachide, fruits de mer, poisson, noix, soya et blé.
Cependant, I'APLV est la plus fréquente [12].

L’allergie aux protéines du lait de vache (APLV) est définie par la survenue de
manifestations cliniques dues a une réponse immunologique anormale aprées ingestion de ces
protéines. La prévalence de I’APLV est de ’ordre de 2 a 3 % selon le mode de recrutement,
1I’age des populations et les criteres diagnostiques [51].Ses symptémes souvent banals expliquent
un diagnostic souvent tardif. Son tableau clinique toutefois est de plus en plus précis, different
selon que le mécanisme physiopathologique fait intervenir les IgE spécifiques des protéines du

lait de vache ou non (formes IgE-médiées ou formes non IgE-médiées) [48].

Les marqueurs biologiques (biomarqueurs) représentent des signes médicaux (pouls,
tension artérielle, composés chimiques) indiquant I'état de santé des patients, si leur mesure

précise et reproductible peut étre effectuée. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a donné
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plusieurs définitions pour un biomarqueur : toute substance mesurable, son métabolite, sa
structure, son processus ou méme une mesure reflétant I'interaction entre un systeme biologique
et un danger potentiel dans le corps humain qui peut influencer ou prévoir l'incidence des
maladies. La réponse mesurée peut étre biochimique, fonctionnelle, physiologique ou
moléculaire. Ces caractéristiques incluent dans la méme catégorie les molécules ou les processus
qui peuvent étre mesurés dans les fluides biologiques et influencer ou prédire I'incidence des
maladies et la surveillance de la progression [24].

La salive est le fluide le plus disponible dans notre corps qui accomplit une variété de fonctions
[43], résultant de la sécrétion exocrine, et représentant une matrice complexe qui reflete I'état
hormonal, psychologique, immunologique, métabolique et nutritionnel d'une personne [24]. Des
prélevements simples et non invasifs, un stockage et un transport faciles et une grande cohérence
avec les analyses sanguines grace a la réflexion précise des conditions de la maladie font des

biomarqueurs salivaires des outils de diagnostic valables [19].

En raison des avantages liés a sa facilité du prélévement, de la manipulation et de la conservation
par rapport au sang, la salive est de plus en plus utilisée pour la détection et la surveillance des
biomarqueurs qui reflétent précisément I'évaluation de la santé. 1l y a donc une forte demande
pour le développement de nouvelles stratégies, procédures et méthodologies pour la
détermination rapide et simple de différents biomarqueurs salivaires, méme lorsqu'ils se trouvent

dans des valeurs seuils [24].

Ceci nous a motivé a réaliser ce mémoire qui a pour objectif primordial d’effectuer une analyse
comparative du protéome salivaire des enfants atteints de I’APLV et du sujet témoin, en utilisant
la technique d’électrophorése monodimensionnelle SDS-PAGE afin d’explorer des
biomarqueurs potentiels qui pourraient étre utilisés pour le diagnostic et méme le pronostique de

cette pathologie.

Notre premiére partie présentera une synthése des éléments nécessaires pour appréhender
I’allergie aux protéines du lait de vache. Nous faisons également le point sur la salive et ses

composants ainsi que les biomarqueurs et leur classification.

Puis en deuxieme partie de ce manuscrit, nous décrivons le matériel biologique et I’ensemble des

méthodes utilisées afin d’achever notre étude.
Nos résultats et leur discussion sont présentés dans la troisieme partie.

En derniére partie, une conclusion résumant 1’objectif, les contributions et résultats principaux de

notre travail ainsi que des perspectives de recherche en futur sont présentés.
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Synthése Bibliographique

CHAPITRE I : Synthése Bibliographique
I. L’allergie aux protéines du lait de vache
1.1. L’allergie
1.1.1. Définition

L’allergie se définit comme 1’ensemble des manifestations cliniques liées & une réponse
immunologique, dépendante des anticorps IgE, dirigés contre des allergénes. Plus simplement,
I’allergie correspond aux signes cliniques en rapport avec une réaction impliquant les anticorps
de I’allergie [41].

1.2.2. Types d’hypersensibilités

Selon la classification de Gell et Coombs, il existe quatre types d’hypersensibilité :

1.2.2.1. Hypersensibilité de type I

Correspond a des réactions médiées par les immunoglobulines E (IgE). Aprés un premier
contact antigénique induisant la production d’IgE spécifiques dirigées contre I’antigéne,
I’antigéne soluble est reconnue a 1’occasion d’un second contact par les IgE spécifiques qui vont
se lier & leur récepteur de haute affinité (FceRI) placé a la surface des mastocytes. Cette liaison
va provoquer [’activation et la dégranulation des mastocytes. Celle-ci libere différents
médiateurs tels que I’histamine et provoque 1’apparition de symptomes tels qu’une rhinite

allergique, un asthme, une urticaire ou un choc anaphylactique.

1.2.2.2. Hypersensibilité de type Il

Est un mécanisme cytotoxique, médié par les IgG. Cette réaction cytotoxique va étre
dirigée contre la membrane des globules rouges, des globules blancs ou des plaquettes. Elle
pourrait également se diriger contre les précurseurs des cellules hématopoiétiques de la moelle
osseuse, induisant une anémie hémolytique, une leucopénie ou une thrombopénie. Il peut
également s’agir d’anticorps dirigés contre d’autres récepteurs cellulaires tels que les récepteurs
de la thyroide (anticorps anti-thyroglobuline) qui seront alors responsables d’une thyroidite auto-

immune.

1.2.2.3. Hypersensibilité de type 111
Est lié a la présence de complexes immuns circulants. Ces complexes immuns pourraient
se lier a la cellule endothéliale et provoquer I’activation du complément. Les symptomes

classiqguement associés a ces phénomenes sont les vascularites immunoallergiques [8].
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1.2.2.4. Hypersensibilité de type 1V

Est lié a des phénomeénes d’immunité cellulaire. Il existe différents mécanismes faisant
intervenir les lymphocytes T CD4 avec une réponse Th1l ou Th2, ou les lymphocytes T CD8. Les
manifestations cliniques sont extrémement variables : psoriasis, dermatite atopique, mais aussi

diabéte, asthme allergique chronique (Figure 01) [8].

e e e v
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Figure 01 : Classification des hypersensibilités selon Gell et Coombs [37].

1.2. Allergie alimentaire
1.2.1. Définition

L'allergie alimentaire correspond a I'ensemble des manifestations cliniques secondaires a
une réponse immunologique vis-a-vis a un allergene alimentaire (trophallergene). Elle
correspond a une perte de la tolérance immunologique au trophallergéne ; elle est le plus souvent

IgE-dépendante mais d'autres mécanismes immunologiques sont possibles [46].

1.2.2. Les allergenes alimentaires

Les allergies alimentaires sont de plus en plus fréquentes. Elles concernent trois enfants
pour un adulte. Les signes cliniques sont multiples, pouvant aller jusqu’au décés. Chez I’enfant,
cing aliments sont responsables des trois quarts des allergies alimentaires : Lait de vache, ceuf de

poule, cacahuete (ou arachide), poisson et moutarde (tableau 01) [41].
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Tableau 01 : Répartition des allergénes alimentaires chez 1’enfant [41].

Groupe 1 82 %
Euf 51,8%
Arachide 34,3%
Lait de vache 11,6%
Moutarde 8,9%
Poisson 7,1%
Groupe 2 5,9%
Crevette, noisette, kiwi, blé

Groupe 3 8,9%
Pois, lentilles, porc, beeuf, amande, soja, crabe, saumon,

Vanille, vanilline, piment, fenouil, pomme, mandarine,

Cerise, banane, poulet, sésame

Groupe 4 3%
Lapin, rognon de porc, poivre, canard, bulot, sardine,

truite, langouste, noix de cajou, noix du brésil, ail, céleri,
coriandre, avocat, péche, levure de boulanger

1.3. Allergie aux protéines du lait de vache

3.1. Définition

L’allergie aux protéines du lait de vache (APLV) est la premicre allergie alimentaire a

apparaitre chez I’enfant [1].

Elle est considérée comme une réponse exagérée du systéme immunitaire a un antigene

normalement inoffensif, a savoir, les protéines du lait de vache [7].

Les allergénes du LV ont la dénomination Bos d pour Bos domesticus. Le LV contient

environ une vingtaine de protéines potentiellement allergisantes (tableau 02) [22].

Tableau 02 : Les allergénes du lait de vache, Bos domesticus [53].

Poids
Protéines Allergénes identifiés teneur moléculaire
(KDa)
aS1-caséine 50 % des caséines 20a30
Caséines asz-ca_séine 5 % des caséi_nes
[-caséine 30% des caséines
'K-caseine 15% des caseines
B-Lactoglobuline Bos d 5 | 9 % des protéines totales 18,3
Protéines du a-Lactalbumine Bos d 4 4 % des protéines totales 14,2
lactoserum Sérumalbumine Bos d 6 1 % des protéines totales 67
Autres 4
Immunoglobulines | Bosd 7 160

Lactoferrine
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1.3.2. Physiophathologie

L’APLV se déclare majoritairement chez le nourrisson, au sevrage de I’allaitement
maternel. Les manifestations cliniques sont variées et dépendent du caractére immunologique ou
non de I’allergie (figure 02) [39].

Hypersensibilité
= réaction adverse aux
aliments
Mécanisme Non allergique =
immunologique = mécanisme non
allergique immunologique
l —* Intoxication alimentaire
Mixte : IgE Non IgE (scombroid)
et/ou . ——— Pharmacologique
— Syndrome oral cellulaire —» Enterocolite Induite par (caféine, histamine)
] les protéines . .
—* Urticaire Dermatite alimentaires : SEIPA —— Infection parasitaire
atopique (Anisakis)
(Fdéme Proctocolite IPA
Rhino- — Oesophagite —— Idiopathique, sulfites
conjonctivite Gasrtrzite » Enteropathie IPA Métabolique
— Vomissement enterite (galactosémie, intolérance
douleur abdominale 2 €osinophiles Maladie ceeliaque au lactose)
—* Asthme (HLADQ?2)
— Anaphylaxie —» Dermatite de contact

Figure 02 : Classification des allergies alimentaires adaptée [39].

Dans I’APLV IgE médiée, lors du premier contact, les allergénes sont présentés par les
cellules dendritiques aux lymphocytes T naifs, qui, dans un environnement cytokinique Th2
(IL4), vont se différencier en CD4 Th2 activés. Ceux-ci vont a leur tour activer les lymphocytes
B, entrainant une induction de leur différenciation terminale en plasmocytes secréteurs d'IgE
specifiques d'allergéne. Ces IgE vont se fixer sur leur récepteur spécifique FceRI sur les
mastocytes et basophiles. Lors du deuxiéme contact, les allergenes se fixent sur les IgE elles-
mémes fixées sur leur récepteur spécifique, et le pontage de deux IgE délivre un signal
d'activation a la cellule cible qui pourra libérer ses médiateurs responsables des symptomes de

I'allergie (figure 03).

Les réactions allergiques IgE médiées seront donc immédiates, et pourront toucher la peau

(angiodeme, urticaire), les muqueuses ORL, respiratoires et digestives [39].
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Figure 03 : cascade immunologique Thlet Th2 aprés exposition allergénique [39].
1.3.3. Les symptémes

Les enfants présentant une ALPV peuvent avoir des symptdémes digestifs, cutanés, et

respiratoires.

Selon I’OMS les réactions cutanées sont les plus courantes, il s’agit d’une urticaire, un

eczéma, un cedeme de Quincke. Les symptomes sont liés a I’ingestion du lait de vache.

L’anaphylaxie est la forme la plus sévere de ’APLV. Il s’agit d’une réaction allergique
généralisée potentiellement mortelle. Typiquement, les symptdmes allergiques surviennent dans
les minutes suivant la consommation de lait de vache. Ils comprennent des signes cutanés
associés a I’atteinte d’un ou plusieurs autres organes cibles : tractus gastro-intestinal, voies

respiratoires et/ou systeme cardiovasculaire.

Les réactions gastro-intestinales concernent ’appareil digestif, de la bouche a la partie
terminale du colon. Le premier signe est un prurit des levres, parfois associé a un gonflement des
levres, de la langue, et a une sensation de serrement dans la gorge. Les symptémes impliquant
I’estomac et I’intestin supérieur sont les nausées, les vomissements et les douleurs. Les
symptomes impliquant la partie inférieure des voies intestinales sont les douleurs abdominales, la

diarrhée et parfois du sang dans les selles [2].

Les symptdmes respiratoires sont rarement isolés dans I’APLV. Mais un prurit nasal, une

obstruction nasale, des eéternuements, surviennent chez environ 70 % des enfants qui ont un test
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de provocation par voie orale au lait de vache positif. Autres symptoémes respiratoires peut étre
signalés une respiration sifflante. Dans 1’allergie alimentaire, 1’asthme est responsable des
réactions trés séveres et mortelles. L’asthme et la rhinite peuvent se développer aprés 1’ingestion

de lait, mais aussi apres 1’inhalation de poudre de lait ou de vapeurs de lait bouillant [2].

I1. La salive
11.1. Définition

La salive est un liquide biologique essentiel au maintien de la santé buccodentaire et au bon

déroulement de nombreuses fonctions orales (mastication, gustation, digestion, phonation..)[10].
Le volume total de salive sécrétée par jour est de 0,5 a 1,0 L, avec une moyenne de 0,6 L [31].
C’est un liquide aqueux, incolore, translucide et dont la viscosité dépend de sa sécrétion [50].
Sa production est assuree, dés le huitieme mois in utéro, par un ensemble de glandes salivaires.

11.2. Composition biochimique de la salive

La salive totale, appelée également fluide oral, est composée de tous les fluides sécrétés par
les glandes salivaires principales et accessoires, du fluide gingival, du transsudat des muqueuses
buccales, des bactéries sessiles non adhérentes, du mucus provenant des fosses nasales et du
pharynx, des restes alimentaires, des cellules épithéliales desquameées de la muqueuse buccale,
de cellules sanguines et des traces de divers médicaments et produits chimiques[15].

Elle est composée a 99 % d’eau, le 1 % restant est représenté par des constituants inorganiques et
organiques [16].

11.2.1.Constituants inorganiques

11.2.1.1. Compartiment gazeux

Comme tous les fluides biologiques, la salive contient de 1’oxygene, de ’azote et de
I’anhydride carbonique. Il existe des variations de la concentration d’oxygene selon 1’endroit de
la cavité buccale ; ceci explique la prédominance des bactéries anaerobies au niveau de la plaque

et des sillons gingivo-dentaires plutdt que sur la langue.
L’oxygéne O, est présent en quantité trés infime (environ 0, 2%). L’azote N, ne représente que

0,9% du volume [4].

Le gaz dissous le plus important est le dioxyde de carbone CO, puisqu’il est présent a 20 ou 30%
du volume salivaire basal mais peut augmenter jusqu’a 40% lors de la stimulation de la salive. IL

existe une partie liee aux protéines (environ un quart) et une partie libre, en équilibre constant
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avec le carbonate et 1’acide carbonique. De cet équilibre dépend le pH salivaire et le pouvoir

tampon du couple carbonate-acide carbonique. Le CO, va donc influencer le milieu buccal [4].
11.2.1.2. EIéments minéraux

Les principaux constituants inorganiques de la salive sont les ions sodium, potassium,
calcium, magnésium, chlorure, bicarbonate, phosphate, thiocyanate et fluorure. Parmi ces
constituants, le sodium, les chlorures et les bicarbonates ont une concentration salivaire
inférieure a la concentration plasmatique, a I’inverse du potassium, du calcium, des phosphates

inorganiques, et des thiocyanates (Tableau 4).

Les concentrations d'électrolytes sont influencées par des facteurs tels que le type de glande, le
débit salivaire, la durée de la stimulation, la rythmicité biologique, la nature du stimulus et de
diverses hormones [14].

Les ions H" sont responsables du pH salivaire et sont tamponnés par différentes substances, en

particulier les bicarbonates [16].

Le bicarbonate permet le tamponnage, tandis que le calcium et le phosphate permettent le

maintien de l'intégrité minérale des dents.
Il est intéressant de noter que le pH et la composition ionique de la salive peuvent influer sur
’activité de certains composants organiques. Par exemple, I’activité du lysozyme est influencée
par les anions de faible densité de charge : les thiocyanates, anions nécessaires a 1’activité des
peroxydases, peuvent ainsi potentialiser 1’activité du lysozyme (Tableau 03) [17].

Tableau 03 : Concentrations en électrolytes (en mmol/l) au niveau du plasma et de la salive

mixte en condition de stimulation ou non [3].

Lesi Salive mixte Salive mixte
es ions Plasma . ) . )
non stimulée Stimulée
Na* 145 5 20-80
K" 4 22 20
ca’ 2.2 1-4 1-4
Cr 120 15 30-100
HCO3 25 5 15-80
PO, 1.2 6 4
Mg~ 1.2 0.2 0.2
SCN- <0.2 2.5 2
NH;" 0.05 6 3

Na® : Sodium ; K* : Potassium ;: Ca®" : Calcium ; CI" : Chlore ; HCOs : Bicarbonate ;
PO, : Phosphate ; Mg** : Magnésium ; SCN™ : Thiocyanate ; NHs" : Ammoniaque.
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11.2.2. Constituants organiques

Les protéines en sont le principal composant organique (tableau 04) et leur concentration
augmente avec le débit salivaire, un litre de salive contient environ 2,5 grammes de protéines
[51].

Plus de 3000 protéines ont été identifiées a ce jour [29].

Les protéines salivaires sont classees en fonction de leur origine en :

e protéines extrinseques (plus de 2000 composants), provenant du sang par différentes
voies de diffusion ou de transport actif
e protéines intrinseques synthétisées localement par les glandes salivaires (environ 400

composants) [51].

11.2.2.1. Protéines extrinseques : 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 systéme immunitaire, etc. Leur concentration (20 %

des protéines totales) décroit lorsque le débit salivaire augmente [36].
11.2.2.2. Protéines intrinseques : synthétisées par les glandes salivaires elles-mémes.

e Enzymes salivaires
v Alpha-amylase salivaire (ou ptyaline) :

L'a-amylase est une enzyme abondante produite principalement par les cellules séreuses
de la glande parotide, mais également par les glandes sublinguales, sous-maxillaires et
mineures. La concentration en a-amylase dans la salive humaine varie de 0,04 a 0,4 mg / mi
et peut représenter jusqu'a 5% de la protéine salivaire totale. L'a-amylase salivaire est une
enzyme de la famille des a-1,4-glucanes-4 glucanohydrolases, qui catalyse I'hydrolyse des
liaisons a-1,4-glucosidiques de I'amidon, du glycogéne et d'autres polysaccharides. La
digestion enzymatique initiale de I'amidon alimentaire commence dans la cavité buccale avec

la libération de maltose et de maltodextrine [36].
v' Lipase salivaire

Produite principalement par les glandes linguales, mais également par les glandes
sublinguales, cette enzyme hydrolyse les triglycérides, les phospholipides, les esters de
cholestérol et autres esters [13].

v Lysozyme

Cette enzyme va lyser la paroi cellulaire au niveau des liaisons B(1,4) glycosidiques des

peptidoglycanes membranaires des bactéries Gram™ et des germes fongiques. Les bactéries
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Gram™ qui possedent une couche externe de lipopolysaccharides (LPS) sont généralement

résistantes a ’action de cette enzyme.
v’ Peroxydases

Les peroxydases présentes dans le fluide oral ont deux origines. Les glandes salivaires
fabriquent et sécretent une peroxydase dite salivaire, encore appelée lactoperoxydase salivaire
(LPO), tandis que le fluide gingival apporte une myéloperoxydase (MPQO) synthétisée par les
polynucléaires neutrophiles. Ces enzymes catalysent 1’oxydation du thiocyanate par 1’eau
oxygénée (H,O,) ce qui aboutit a la formation d’hypocyanite, composé fortement oxydant, qui
va dénaturer les protéines essentielles au métabolisme des bactéries. Les peroxydases inhibent
ainsi la croissance de nombreuses bactéries (Gram® et Gram’) mais vont également étre actives

sur les levures et les virus [13].
e L’anhydrase carbonique (gustine)

Sécrétée par les cellules séreuses des glandes submandibulaires et parotidiennes. C’est

elle qui assure le pouvoir tampon de la salive [21].

e Autres enzymes
I existe un trés grand nombre d’autres enzymes comme les kallicréines, les collagénases
d’origine tissulaire, les gelatinases, les élastases, les protéases, les cholinestérases et les
ribonucléases. Elles jouent principalement un rdéle antimicrobien et de digestion des substrats
[16].
e Protéines riches en proline

La famille des protéines riches en proline (PRP) représente chez I’homme pres des deux tiers
du total des protéines de la salive parotidienne (1,251-230 pg/ml) et submandibulaire (1,335-270
pug/ml). Les PRP salivaires sont classés comme acides (PRP-a), basiques (PRP-b) et basiques
glycosylées (PRP-g). Les PRP acides contribuent au maintien de I’homéostasie du calcium dans
la cavité buccale. Les PRP basiques glycosylées agissent comme lubrifiant. Le r6le des PRP
basiques n’est pas encore bien compris ; leur role serait de protéger le tractus gastro-intestinal
des effets toxiques des tanins. Plus de 11 PRP basiques et plus de cing isoformes acides ont été

identifiées chez I’homme [28].
e Histatines

Les histatines sont des petites protéines riches en histidine, sécrétées par les glandes
parotides, submandibulaires et sublinguales. Leurs formes prédominantes sont I’histatine 1, 3 et

5. L’histatine 1 contient une sérine phosphorylée au niveau du résidu 2. Les histatines 1 et 3 sont
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produites par deux génes différents. Les histatines mineures 2, 4, et 5 & 12 proviennent du
clivage protéolytique post-traductionnel des histatines 1 et 3. Les histatines auraient une activité
antifongique. Leur concentration est maximale dans les sécrétions parotidiennes et
submandibulaires (entre 30 et 150 pg/ml) ; dans la salive totale, elle est de seulement 2 a 4 ug/ml

[28].
e Stathérines

Les stathérines sécrétées par les glandes parotides (16-147 ug/ml) sont riches en résidus
tyrosine et tyrosine phosphorylée en ser-2 et ser-3. Plusieurs variantes ont été identifiées, issues a
la fois d’un épissage alternatif et de modifications post-traductionnelles. Les stathérines sont les
seules protéines salivaires capables d’inhiber la précipitation spontanée des phosphates de
calcium dans une salive sursaturée. Les stathérines ont aussi un role de lubrification des surfaces
dentaires [28].

e Cystatines

Les cystatines salivaires sont sécrétées par les glandes salivaires parotides (1,2-1,6 pg/ml),
submandibulaires et sublinguales (92-130 pg/ml). Les cystatines sont des inhibiteurs naturels des

protéases a cystéine. Leur rble serait de protéger les tissus buccaux de ces enzymes [28].
e Mucines

Approximativement 16 % du total des protéines présentes dans la salive mixte sont de la
famille des glycoprotéines mucines.

On distingue deux grandes familles de mucines :

- MG1 (molécules a poids moléculaire elevé, supérieur a 1 MDa), produite par les cellules
a mucus.

- MG2 (molécules a bas poids moléculaire, compris entre 200 et 250 KDa).

Les mucines sont constituées de 70 a 80% des glucides et leurs principales fonctions est dans
la lubrification, I'nydratation et la protection de la cavité buccale. Dans la lubrification, elles
agissent comme une barriére empéchant la pénétration d’irritants potentiels, tels que les toxines
et les protéases bactériennes. Les mucines jouent également un réle dans la mastication, la parole
et la déglutition, ainsi que dans la liaison aux tissus buccaux durs et mous et aux microbes

agglutinants [28].
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e Lactoferrine

La lactoferrine est une glycoprotéine lie deux atomes de fer et sa fonction antimicrobienne
peut étre liée a sa capacité a sequestrer le fer. C'est une protéine multifonctionnelle ayant des
activités antibactériennes, antivirales et anti-tumorales ; régulation de la croissance et de la
différenciation cellulaires ; activités anti-inflammatoires; et modulation de la réponse
immunitaire. Les autres activités rapportées comprennent l'activité protéolytique, I'inhibition des

formations de biofilms bactériens et la promotion de la croissance osseuse [28].
e Défensines

Les défensines sont une famille de peptides antimicrobiens. Ces protéines interviennent
également dans la régulation du volume cellulaire et du chimiotactisme et ont aussi une action
inhibitrice sur I’activité des cellules Natural Killer (NK). Elles sont habituellement présentes
dans le plasma, la moelle osseuse, les intestins et la peau. On retrouve néanmoins dans la salive
humaine les défensines de type HNP-1, HNP-2, HNP-3, ainsi que les b-1 et b-2 défensines [28].

e Immunoglobulines sécrétoires

Les immunoglobulines salivaires sont des anticorps muqueux qui agissent comme premiere
ligne de défense, elles composent environ 5 a 15% des protéines salivaires entieres.
L’immunoglobuline A (IgA), fait partie des immunoglobulines les plus présentes, le reste
appartenant aux sous-classes 1gG et IgM. L'IgA neutralise les toxines et les enzymes
bactériennes, interfere avec I'adhérence des bactéries a la surface dentaire en bloguant
physiquement les adhérences bactériennes, inhibant le métabolisme bactérien, réduisant
I'nydrophobie des bactéries et agrégeant ou agglutinant les bactéries, ce qui contribue a I'action

antibactérienne de la salive [25].

e Autres composants organiques

La salive contient des facteurs de croissance, principalement le « nerve growth factor»
NGF et « I’épithélial growth factor » EGF dont la sécrétion augmente lors des maladies
parodontales. Des « insuline-like growth factor » IGF sont egalement retrouvés [4].
Des cytokines, pourtant présentes préférentiellement au niveau des glandes, peuvent passer au
niveau salivaire : interleukine (IL) 2, 4, 6, 10, interféron (IFN) v, et transforming growth factor
(TGF)-p.

On retrouve en faible concentration de I'urée, du glucose, de la créatinine, du cholestérol.
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Plus de 3000 acides ribonucléiques ARN messagers ont été identifiés, leur dosage pourrait étre
un futur marqueur diagnostic des cancers de la sphére buccale.

Les hormones stéroidiennes, lipophiles, évoluent dans les sécrétions salivaires a des taux plus
bas que dans le plasma, mais de facon tout a fait proportionnelle (Cortisol, progestérone,
cestradiol, testostérone, etc.).

Certaines de ces hormones sont soupgonnées moduler la croissance de certains germes [4].

Tableau 04 : Liste non exhaustive des protéines salivaires dans la salive entiere et leur
concentrations dans les glandes salivaires majeures (parotide, sous-maxillaire-sublinguale ou

SMSL [28].
composants _ Niveau de concentration_dans la salive (ug/ml)
Salive totale parotide SMSL

Albumine 29-238 - -
Amylase 380-500 650-2,600
Cystatine 240-280 1,6-4 92-280
fibronectine 0,2-2 2-6 0,3-2,0
histatines 2-30 30-55 13-70
IgG 0,4-14,4 - -
Lactoferrine 194 12 13
lysozyme - 7 21
MG1 80-500 - 80-560
MG2 10-200 - 5-243
B-2-Microglobuline - 0,2-0,9 0,3-0,4
Agglutinin parotide - 10 -
Protéines riche en 90-180 230-1,251 270-1,335
proline
slgA 19-439 20-230 41-56
Statherine 2-12 16-147 20-150

I11. Biomarqueurs

111.1. Définition et classifications

111.1.1. Définition

Les premiéres apparitions du terme biomarqueur dans la littérature sont relativement
récentes. On le trouve par exemple dans une publication de 1980 intitulée « Serum UDP-
galactosyl transferase as a potential biomarker for breast carcinoma », et dans un brevet déposé

en 1982 portant sur une méthode enzymatique pour la détection de biomarqueurs de diagnostic.
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Toutefois, I’administration américaine des denrées alimentaires et des médicaments et
I’institut national de la sant¢ (The FDA/NIH Biomarker Working Group) ont défini un
biomarqueur comme « ...Il s’agit d’une caractéristique mesurée qui constitue un indicateur de la
réalisation des processus normaux, pathogenes ou de la présence de réponses a une exposition ou
une intervention, y compris les interventions thérapeutiques. Les caractéristiques moléculaires,
histologiques, radiographiques ou physiologiques sont des types de biomarqueurs. Un
biomarqueur n’est pas une évaluation de la fagon dont un individu se sent, fonctionne, ou

survit » [9].

Une autre définition plus spécifique, proposée celle-ci par le National Cancer Institute,
caractérise un biomarqueur comme « une molécule biologique se trouvant dans le sang, les
autres fluides corporels ou les tissus, signe d’un processus normal ou anormal, d’un état
physiologique ou pathologique. Un biomarqueur peut étre utilisé pour suivre 1’effet du traitement

d’une pathologie. On les appelle également marqueurs ou signatures moléculaires. » [34].
111.1.2. Classifications possibles

Les biomarqueurs constituent un vaste domaine. Ils se présentent sous différentes formes et
trouvent des utilisations diverses.
Les moyens de classification de marqueurs biologiques sont variés, eux aussi. Des réflexions ont
été menées par des équipes de chercheurs, ainsi que par des instituts de santé tels que le National
Institute of Health, qui décrit trois types de biomarqueurs (tableau 05).

Toutefois, ce n’est qu’une classification parmi bien d’autres. Nous détaillerons ci-dessous les
principales méthodes rencontrées dans la littérature [20,44].

Tableau 05 : Classification des biomarqueurs selon le NIH, d’apres [20,44].

Terme Définition
Marqueur biologique de la progression de
Biomarqueur de type 0 la maladie relié & un paramétre clinique
connu.
Marqueur biologique qui refléte les effets
Biomarqueur de type | d’une thérapeutique selon son mécanisme
d’action.

Marqueur biologique considéré comme un
critere de substitution : une modification
de ce biomarqueur est associee a un
bénéfice clinique ou a un risque.

Biomarqueur de type Il
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I11.2. Nature des biomarqueurs

Alors que les marqueurs utilisés autrefois consistaient en des indicateurs physiologiques tels
que la température, le poids, la pression sanguine ou le rythme cardiaque, les progrés techniques
en matiere d’analyse génétique, protéique et cellulaire ont rendu accessibles de nouveaux types

de biomarqueurs [11].
e Biomarqueurs génomiques

On désigne sous le terme biomarqueur génomique une caractéristique mesurable de ’ADN
ou de PARN. Il peut s’agir d’une mesure de I’expression, de la fonction, ou encore de la
régulation d’un geéne. Les caractéristiques de I’ADN comprennent entre autres les
polymorphismes mononucléotidiques (SNPs), les modifications de I'ADN comme la
méthylation, et les délétions ou insertions d'un ou plusieurs mononucléotides. L’étude des ARN
permet de fournir, par exemple, les niveaux d’expression de ces ARN, leurs séquences, ou bien

de détecter d’éventuelles modifications, telles que 1’épissage et 1’édition [35].
e Biomarqueurs protéomiques

Le protéome désigne 1’ensemble des protéines d’une partie de cellule, d’une cellule entiere
ou d’un groupe de cellules, a un moment donné et dans des conditions données. Le protéome est

dynamique : il varie spatialement et temporellement [11].

Les enjeux de la protéomique sont multiples : identifier les protéines, déterminer leurs
structures, leurs localisations, leurs fonctions (qui peuvent varier en fonction des contextes
cellulaires), leurs éventuelles interactions avec d’autre protéines, ou encore comprendre les

mécanismes impliqués dans les grandes fonctions cellulaires [49].
e Biomarqueurs métabolomiques

La métabolomique est 1I’étude des métabolites présents dans un systéme biologique a un
instant donné. L’ensemble des métabolites est variable selon les espéces, mais aussi en fonction
du temps, de DP’environnement, d’un état physiologique ou pathologique. Ainsi, certains
métabolites (ex : glucose, cholesterol, créatinine, uree, triglycerides, etc.) sont utilisés comme

biomarqueurs [11].

111.3. Application des biomarqueurs

Une autre classification tres utilisée se rapporte a 1’application des biomarqueurs, autrement

dit a la finalité de leur utilisation.
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e Biomarqueurs liés aux pathologies

On distingue une classe de biomarqueurs aidant a identifier des prédispositions a développer

une pathologie grace a I’étude de facteurs héréditaires [3].

Il existe également des biomarqueurs liés au diagnostic, qui permettent de détecter la présence

d’une maladie chez un sujet.

On distingue une autre classe qui concerne les biomarqueurs pronostiques. lls aident a
déterminer 1’évolution prévisible de la maladie et a évaluer le niveau de risque. Ces
biomarqueurs sont associés a la survie du patient, indépendamment du traitement, et permettent
de savoir qui traiter. lls donnent également la possibilité de classer les patients en fonction du
stade de la maladie.

On trouve une classe de biomarqueurs dits « physiopathologiques » qui permettent a la fois
d’améliorer les connaissances des mécanismes biologiques et d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques. Cette catégorie comprend les biomarqueurs mécanistiques et les biomarqueurs de
stade [49].

e Biomarqueurs liés aux traitements

Une autre classe de plus en plus utilisée regroupe les biomarqueurs prédictifs de 1’effet
thérapeutique. Ils permettent de prédire 1’efficacité ou la toxicité d’un traitement en particulier, et

de savoir quels patients sont susceptibles ou non de bénéficier de ce traitement.

L’approche thérapeutique liée a [’utilisation de ces biomarqueurs prédictifs est de type «
médecine stratifiée », également appelée « médecine personnalisée » par abus de langage
(Papproche reste en effet populationnelle et statistique, et non individuelle). On utilise aussi le
néologisme « théranostic » — issu de la contraction des termes « thérapeutique » et « diagnostic »
— pour qualifier ’utilisation d’un test diagnostic reposant sur un biomarqueur pour orienter la

thérapeutique d’un patient.

Enfin, les biomarqueurs ont un réle & jouer au cours du traitement, avec 1’évaluation individuelle
de son efficacité ou de sa toxicité. Les résultats de ces évaluations peuvent conduire a des
adaptations. Par exemple 1’augmentation des dosages, la diminution de la fréquence

d’administration ou bien 1’arrét du traitement [49].
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I11.4.Les Biomarqueurs salivaires

I11.4.1. La salive, source de biomarqueurs

La figure 04 illustre les différents constituants de la salive décrits précédemment :
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Figure 04 : Constituants de la salive ou fluide oral [55].

Les chercheurs ont identifié le plus grand nombre de protéines dans la salive humaine a

ce jour, une découverte préliminaire qui pourrait ouvrir la voie a d'autres tests diagnostiques

basés sur des échantillons de salive. De tels tests s'averent prometteurs en tant que méthode de

diagnostic plus rapide, moins colteuse et potentiellement plus sre que le prélévement sanguin.

On s'intéresse de plus en plus a la salive comme liquide diagnostique, en raison de sa collecte

relativement simple et peu invasive. Les mémes protéines présentes dans le sang sont également

présentes dans la salive a la suite d'une fuite de liquide au niveau de la gencive. Il est beaucoup

plus facile, plus sdr et plus économique de prélever de la salive que de prélever du sang, surtout

chez les enfants et les patients agés. Bien que les tests de salive ne remplacent pas les tests

sanguins pour toutes les applications diagnostiques, ils pourraient a l'avenir s'avérer une

alternative potentiellement salutaire pour détecter les maladies pour lesquelles un diagnostic

précoce est essentiel [49].
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Matériel et méthodes

CHAPITRE Il : Matériel Et Méthodes
1. Matériel biologique
1.1. Recrutement des patients

Notre étude a porté sur 14 patients, atteints de I’allergie aux protéines du lait de vache IgE
médiée, provenant du service de pédiatrie du CHU de Constantine et du service de pédiatrie
d’EHS mére enfant El Mensora Constantine (ils ont été consultés a la polyclinique de Djebel
Ouahche). Les patients recrutés sont agés entre 1 an et 8 ans dont la pathologie est au stade initial
ou avancé. IIs sont sous un régime d’éviction des protéines du lait de vache. Cette population a

été comparée a un sujet sain, sans pathologie connues et possédant une bonne hygiéne buccale.

1.2. Recueil de la salive

Pour le recueil de la salive nous avons adopté la méthode décrite par [26]. La salive totale est
prélevée le matin, 2 heures aprés 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 cm2), pendant quelques 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) jusqu’aux analyses.

2. Méthodologie de travail

2.1. Extraction des protéines salivaires

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 50ul de solution
d’extraction contenant 35 % (v/v) de glycérol, 22 % (v/v) de Tris/HCl IM 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 melange pour réduire les protéeines salivaires.

Aprés 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

Apres 1’étape d’extraction, la composition protéique est caractérisée par migration
electrophoretique en gel de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur en conditions dénaturantes
(présence de SDS), avec un systéme vertical. L’électrophorése est réalisée suivant la méthode de
[30] modifiee par [47].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 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 ¢lectrophorétique achevée, le gel est révélé au moyen d’une
coloration au Bleu de Coomassie a 12% (p/v) de TCA et 5 % (v/v) de solution meére de Bleu de
Coomassie R250 a 1 % dans 1’éthanol. Les gels sont colorés toute la nuit avec la solution de

coloration. Ils sont enfin décolorés dans de 1’eau de robinet.

2.3. Lecture des electrophoregrammes

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’électrophoreése a fait appel a des méthodes statistiques, les
fréquences et les indices de similarités ont été effectués a I’aide d’Excel 2013. L’établissement

des dendrogrammes est réalisé a 1’aide du logiciel statistica version 6.0.
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CHAPITRE Il : Résultats Et Discussion
I11.1. Etude épidémiologique
111 .1. 1. Distribution de I’échantillon selon le sexe

La répartition des enfants allergiques par sexe montre que 64,29 % des garcons (9 cas) sont
significativement plus touchés que les 35,71 % des filles (5 cas) (figure 5), avec un sex ratio

(garcon/fille) de 1,78.

Le sexe masculin semble étre associé a un risque plus éleve que le sexe féminin. La méme
prédominance masculine est donnée par la littérature ou le sex-ratio varie de 1,2 a 1,35 en
faveur des garcons. La prédominance du sexe masculin est également notée pour les allergies

alimentaires en général.

CUWA

= Gargons Filles

Figure 05 : Répartition de la population selon le sexe.
111 .1. 2. Distribution de I’échantillon selon I’age

La distribution des individus selon la tranche d’age est représentée dans la figure 6. Les
enfants allergiques ont un age compris entre 1 et 8 ans. L’age moyen est de 4 ans.

La répartition des patients par tranche d’age, indique une prédominance de cette pathologie
dans la tranche d’age [4 — 6 ans] avec 35 %, suivie de la tranche d’age [1 moi -2 ans] avec 28

%, ensuite la tranche d’age [2 - 4ans[ avec 21 % et seulement 14 % &ges entre [6 - 8ans].

Selon [7] L’APLV est I’'une des allergies alimentaires les plus fréquentes chez les enfants de

moins de cing ans.
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35%
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Figure 06 : Répartition de la population selon les tranches d’ages.
111 .1. 3. Distribution de I’échantillon selon les maladies associées

La répartition des malades selon les maladies associées est représentée par la figure 7. Nous
constatons que la plupart des patients (50%) semblent n’avoir aucune maladie associée a
I’APLV. Cependant, dans 32% des cas nous avons remarqué une prédominante d’association
de la maladie avec 1’asthme. Une distribution similaire est observée chez les patients

présentant I’anémie, ’allergie aux arachides et I’allergie au blanc d’ceuf avec 6%.

Classiquement, les allergiques au lait de vache développeront d’autres allergies alimentaires
(18 % des cas), un asthme (41 % des cas) [54].

D’aprés [33] est I'un des symptomes observé chez des nourrissons ayant une APLYV,

notamment aprés des régimes d’exclusion [52].

696-8%

= Patients sains = Asthme
Anémie = Allergie aux arachides
= Allergie au blanc d’ceuf

Figure 07 : Répartition selon les maladies associées.
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111 .1. 4. Distribution selon les antécédents familiaux

Les résultats obtenus a partir de notre enquéte montrent que 21,43 % (3 cas) des enfants

allergiques avaient au moins un antécédent familial atopique (tableau 06).

Tableau 06 : Répartition des enfants selon les antécédents.

Antécédents
Oui Non
Effectif 3 11

Le facteur génétique figure parmi les facteurs déterminants de 1’apparition de ’allergie. Un
enfant de parents atopiques présente plus de risque de développer une allergie. Ceci a été noté
par différentes études, qui considérent 1’atopie des parents comme un facteur de risque
important. Celle-ci est méme considérée comme un moyen de dépistage plus efficace chez les
enfants a risque, que la recherche de marqueurs biologiques, comme la détection précoce

d’IgE spécifiques.

111 .1. 5. Distribution de I’échantillon selon I’4ge au diagnostic

Le tableau suivant montre la distribution des patients selon 1’age de la découverte de la

maladie.
Tableau 07 : Distribution de la maladie selon I’age de début de la maladie.
Les tranches d’age Effectif (n) Pourcentage (%)
[Depuis la naissance — 3 mois] 9 64%
[3 mois - 6 mois] 3 21%
[6 mois — 9 mois] 2 14%

L’APLV apparait a un age tres précoce (tableau 07). Sept cas ont développé une APLV le
premier jour de leur vie, ce qui peut nous faire penser a une sensibilisation anténatale. Et sept
cas lors du premier mois de vie. Ceci permet de dire que 71,43 % des enfants étudiés ont

développé ’allergie au cours des trois premiers mois de leur vie.

Le lait de vache est le premier aliment ingéré par 1’enfant si bien que ’allergie aux protéines
du lait de vache est généralement la premiere a apparaitre. Ceci a été observé par les

différentes études ou I’APLV débute le plus souvent chez le nourrisson agé de moins d’un an.
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I11.2. Fractionnement des protéines salivaires et recherche de biomarqueurs
111.2.1. Analyse des profils électrophorétiques

La technique adoptée pour 1’analyse est celle décrite par [30] et modifiée par [47] qui a été
utilisée pour fractionner les protéines salivaires. Cette technique permet d’obtenir I’ensemble
des protéines. En effet les bandes bien distinctes sont le résultat de 1’étape de réduction des
protéines par le B -mercaptoéthanol, cette réduction empéche les chaines peptidiques de se
relier par les ponts disulfures, et la dénaturation des protéines par le SDS qui masque la
charge intrinseque de la protéine et qui empéche de reformer la protéine native. La lecture des
diagrammes consiste a réveler la mobilité de chacune des bandes protéiques en mesurant la

distance parcourue par chaque bande dans le gel de séparation.

111.2.2. Analyse des protéines salivaires fractionnées par SDS/PAGE dans les conditions
denaturantes et réductrices

L’analyse des profils éléctrophorétiques des protéines salivaires des 15 échantillons (14
malades et un témoin), révéle une variabilité dans la composition protéique des témoins et des

patients et méme entre les patients eux méme.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 T
KDa
150
100
3 /
e | S8 - - - . -— - ‘ -
-
20 /
15
10

Figure 08 : Fractionnement des protéines salivaires dénaturées et réduites par SDS-PAGE
[1a 14 : des patients, T : témoin].
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Cette analyse permet de distinguer 11 bandes protéiques avec des mobilités allant de 2,5 a
11,8 cm, ces protéines sont caractérisees par des gammes de masse moléculaire

approximatives de 50-250 KDa

La comparaison entre les profils protéiques des témoins et des sujets malades, montre que

certaines bandes protéiques présentent des variations quantitatives et/ou qualitatives.

Un exemple de la variation quantitative peut étre illustré par les bandes protéiques 3, 5, et 11.

Ces bandes sont présentes chez tous les échantillons (témoin et malades). En effet :

L’intensité de la bande 3 est forte chez le patient 4 tandis que chez les patients 8, 10 et le
témoin 1’intensité est moyenne, par contre chez les patients 1, 12, et 14 il y a une faible

intensité (Fleche verte, figure 08).

Quant a la bande 5, elle est fortement concentrée chez les patients 11 et 14 et faiblement
concentrée chez les patients 6 et 8, cependant son intensité est moyenne chez le reste des
patients et le témoin (Fleche violéte, figure 08). Théoriquement le poids moléculaire de
I’albumine est 66,5 KDa donc on peut considérer que la bande protéique 5 située aux

alentours de 60 KDa est une albumine (figure 08)

En ce qui concerne la bande 11, elle est faiblement présente chez les patients 1, 3 et 7 est
moyennement présentes chez le reste des patients et le témoin (Fléche jaune, figure 08).

Donc les bandes 3, 5, et 11 varient quantitativement ce qui leur confere la propriété de

biomarqueurs quantitatifs.

Pour les variations qualitatives, les exemples les plus importants sont celui des bandes
protéiques 1, 6, 7, 8 et 9 dont le poids moléculaire est d’environ 155, 37, 34, 30 et 25 KDa
respectivement (fleche orange, figure 08) et sont présentes chez quelques patients et absentes
chez le témoin et quelques malades. Donc ces bandes varient qualitativement ce qui leur

confere la propriété de biomarqueurs qualitatives.

La présence de la bande protéique 1 chez les patients 6, 9 et 13 et son absence chez le témoin
et le reste des échantillons montre que cette bande peut étre considérée ou utilisée comme un
biomarqueur. Théoriquement le poids moléculaire de 1’IgG est 150 a 170 KDa donc on peut

consideérer que la bande protéique 1 située aux alentours de 155 KDa est une 1gG.
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Les autres exemples des variations qualitatives sont ceux des bandes protéiques 2 et 10 dont le
poids moléculaires est d’environ 75 et 20 KDa respectivement (fléche rouge, figure 08) et
sont présentes chez quelques patients et le témoin et absentes chez quelques malades. A cause
de leur présence chez le témoin et leur absence chez quelques patients, ces bandes peuvent

étre considérées comme des biomarqueurs.

En outre, il faut signaler la présence d'un cas particulier, celui du patient numéro 13 qui
présente le nombre le plus important de biomarqueurs ,4 biomarqueurs qui sont absents chez
le témoin et un biomarqueur qui est present chez le témoin et absent chez le malade (tableau

08). Sur le plan clinique, ce patient est dans les premiers mois de la maladie.

Les fluctuations observées entre les profils électrophorétiques des enfants allergiques sont
probablement dues a des facteurs tels que : 1’age, le sexe, 1’age au diagnostic, les antécédents
familiaux, et les pathologies associées (exemple : le patient 2 et 11) .

La variation de ces derniers est représentée dans le tableau suivant :

Tableau 08 : diagramme type des protéines

Echantillons
Bandes Mobilité¢ |1]|2[3 |4 |5|6|7|8|9(10|11 |12 (13|14 | T
(cm)
1 2,5 o(ojo0jo0jo0j120(0(2y0}0|0]1]|0]0O0
2 52 i1/0/{0,0(2|2}|-1/{0|2]0 1|0 1|01
3 6,25 (1|1 }(+1{1}1/12{1(12|1}1|-1]1]-1]1
4 6,75 1112|010 (212({1|1|0(2| 1 |+1| 1|1 |+1]1
5 7 111|111 (1({-1|1 |12 1 |+1| 1|1 |+1]1
6 8,2 o(ojo0;jo0}|0;j0|0}{-1{0|0}|-2|-2]-2|01]0O0
7 8,5 o(ojo0jo0|0j0O|0O|OjO|O]O]|0]-2]01]0O0
8 9 o(o0jo0;0|0j0|0}0Of0O|-12]0|0]0]|1]0O0
9 9,5 o(ojojo0jojo0oyjo0jof{2y0}1,01]-2y01]0
10 10,75 11120, 1}0|{0|O0Of2|0O] 1|1 ]|1]|]0]|1]|-1
11 11,8 (1|11 (1}1-2{1(21}1|1]1]1]1

1 : présence 0:absence (+/-):intensité forte/faible T :témoin
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111.3. Etude de la variabilité des protéines salivaires

L’¢étude est faite selon le poids moléculaire et la mobilité des protéines séparées, 1’analyse
électrophorétique des 15 échantillons a permis de distinguer 11 types de protéines salivaires
de mobilités différentes (tableau 09).

Tableau 09 : Variabilités des protéines salivaires en condition dénaturantes et réductrices.

Bandes M& ?T']I)'te Echantillon Fréquence %
1 2.5 6, 9,13 20
2 5.2 1,5,6,7,9,11,13, T 53,33
3 6.25 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,T 100
4 6.75 1,2,5,6,7,9,10,11, 12,13, 14, T 80
5 7 1,2,3,45,6,7,8910,11,12,13,14,T 100
6 8.2 8,11,12,13 26,66
7 8.5 13 6,66
8 9 10, 14 13,33
9 9.5 9,11 ,13 20
10 10.75 1,2,4,8,10,11,12,14, T 60
11 11.8 1,2,3,45,6,7,89,10,11,12,13 14, T 100

Sur la base de la variabilité des protéique observée les bandes les plus fréquentes sont les
bandes 3, 5 et 11 de mobilité 6.25, 7, et 11.8 cm respectivement présentes chez tous les
échantillons avec une fréquence de 100%, ces protéines sont les trois protéines salivaires
dominantes, suivies par la bande 4 de mobilité 6.75 cm avec une fréquence de 80% retrouvée
chez 12 échantillons. Ensuite la bande 10 avec une mobilité de 10.75 cm et une fréquence de
60%, cette bande est présente chez 9 échantillons, par la suite vient la bande 2 de mobilité 5.2
cm et de fréquence 53.33% présente chez 8 échantillons. La bande 6 avec une mobilité de 8.2
cm et une fréquence de 26.66% est rencontrée chez 4 patients, puis les bandes 1 et 9

retrouvées chez 3 échantillons chacune et la bande 8 présente chez 2 échantillons.

La bande 7 est la moins fréquente avec une fréquence de 6.66% et caractérise dans un seul

échantillon.

I11.4. Classification hiérarchique des protéines salivaires et représentation en
dendrogramme

Afin de regrouper les échantillons selon le degré de similarité de leurs compositions

protéiques, le fractionnement des protéines salivaires par SDS-PAGE a été traité puis analysé
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statistiquement avec le logiciel Statistica a partir de la matrice des diagrammes des patients
décrite précédemment (tableau 08) suivant une approche par classification ascendante
hiérarchique. Les résultats sont présentés sous forme d’un arbre phylogénétique ou

dendrogramme représentant la ressemblance dans la composition protéique.

Les regroupements effectués a chaque pas de 1’algorithme de classification hiérarchique
rassemblent des liens de parenté entre les individus étudiés. Dans un tel arbre, un nceud
représente 1’ancétre commun de ses descendants. Le nombre de nceuds entre deux branches
indique alors le degré de parenté entre les patients portées par ces branches : plus il y a de
nceuds entre deux patients, plus 1’ancétre commun a ces patient est ancien et plus les patients
sont éloignes. 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.

111.5. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et reduites

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégation démontre de nombreux groupes
permettant d’estimer les ressemblances dans la composition protéiques des échantillons

(figure 09).

A la distance d'agrégation 1.42, ce dendrogramme a été créé avec une subdivision finale de
trois groupes. Les deux premiers groupes sont composés chacun d’un seul échantillon 13 et
11. Le troisieme est subdivisé en plusieurs sous-groupes 12, 14-10, 9, 8, 6, 7-5, 3, 4, 2, et T-1
a la distance 1.

L’¢état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en cluster de la
composition en protéines salivaires (figure 09) 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 1’état pathologique et physiologique des patients. A titre
d’exemple : les deux patients 8 et 9 appartiennent au méme groupe et forme un clade malgré
la divergence qui existe entre eux, en effet le patient 8 est un garcon &gé de 6 ans
diagnostiquer depuis la naissance, tandis que la patiente 9 est une fille 4gé de 18 mois

diagnostiquer depuis la naissance.

Nous devons signaler trois cas particuliers qui présentent des profils entierement similaires :

Le premier cas est celui des patients 10 et 14, avec une différence d’age (5 ans et 16 mois
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respectivement), et aussi de pathologies associées. Les criteres qui leurs réunissent sont le

sexe et I’atopie familiale.

Concernant le deuxiéme cas des patients 7 et 5, &gé de 4 et 5 ans respectivement, avec une
différence au niveau des pathologies associées. Les critéres identiques sont le sexe masculin

et I’age de diagnostic.

Pour le dernier cas le patient 1 agé de 3 ans qui est diagnostiqué depuis la naissance sachant
qu’il n’a aucun antécédent familial ni pathologie associée ,I’expression protéique de ce patient

est identique a celle de témoin ,et son physiologie ne présente aucun symptome de 1’allergie.

Dendrogramme de 15 Variables
Saut Minimum
Dist. Euclidiennes
1
T
2
4
3
5
7
6
8
9
10
14
12
11
13
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
Dist. Agrégation

Figure 09 : Dendrogramme des 15 échantillons en condition dénaturante et réductrice
4. Indice de similarité des diagrammes protéiques :

L’IRS (indice de similarité) est calculé en rapportant I’'TAS (indice de similarité absolue) au
nombre total (N) des composants présents dans I'un au moins des diagrammes des
échantillons comparés. L’IAS présente [’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= IAS/Nx100)
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Tableau 10 : Indices de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |T
100 |83 |50 |67 (83 |71 |83 |57 |63 |71 |75 (71 |50 |71 [100|1
100 |60 |80 |67 (57 |67 |67 |50 (83 |63 |83 (40 |83 |83 |2
100 |75 |60 |50 (60 |60 |43 [50 |38 |50 [33 |50 |50 |3
100 |50 |43 |50 (80 |43 |67 [50 |67 |30 |67 |67 |4
100 |83 | 10043 |71 |57 |63 |57 |56 |57 |83 |5
100|183 |38 (86 |50 |56 [50 |67 |50 |71 |6
100 |43 |71 |57 |63 |57 |56 |57 |83 |7
100 (33 |43 |50 |83 |40 |57 |57 |8
100 (44 |67 |44 |78 |44 |63 |9
100 |56 |71 (36 [100| 71 |10
100 ({75 |70 |56 |75 |11
100 {50 |71 |71 |12
100 |36 |50 |13
100 | 71 | 14
100 | T

Les indices de similarité ont été calculés pour les 15 échantillons, Les valeurs de I’IRS sont
rassemblées dans le tableau 10, ces valeurs sont trouvées aprés comparaison deux a deux des

diagrammes protéiques.

Des fortes valeurs d’IRS indiquent que les profils sont similaires et inversement, des valeurs

faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses dissemblances.

D'apres le tableau ci-dessus, nous observons des valeurs d’IRS moyenne qui varient entre les

différents patients dans I’intervalle de 33% et 50%.A titre d’exemple :

. IRS a 33% entre les patients : 3 et 13,8 et 9
. IRS a 43% entre les patients : 3et9,4et9,5¢et8,8et 10,4 et 6

Donc il existe une faible similarité dans la composition protéique de ces patients, avec de

dissemblances que des ressemblances.

Nous constatons ensuite des fortes valeurs d’IRS entre 50% et 86%. A titre d’exemple :
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IRS a 50% entre les patients : 1 et 3,4 et 11,6 et 12, T et 13

. IRS a 75% entre les patients : let 11, 3et4, 11et T, 11 et 12

. IRS a 80% entre les patients : 2 et 4, 4 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 T et 1, 5
et 7, 10 et 14. Ce qui signifie que ces différents patients présentent des diagrammes identiques

avec la méme composition protéique.

31



{ Conclusion }




Conclusion

Conclusion

Ce travail réalisé a porté sur I’exploration du protéome salivaire des patients atteints de
I’allergie aux protéines du lait de vache par application de la technique d’électrophorese
monodimensionnelle (SDS-PAGE), et de rechercher des biomarqueurs de cette maladie.
La méthode de Laemeli (1970) modifiée par Singh (1991) a été choisie pour 1’obtention d’une
meilleure expression des protéines et des profils électrophorétiques reproductibles, par la suite
une électrophorése sur gel de polyacrylamide a pH alcalin (pH=8,8) dans des conditions
dénaturantes et réductrices a éte réalisée.
L’analyse des différents profils électrophorétiques nous a permis de :

e Apprécier la diversité des protéines salivaires.

Constater que chacun des échantillons présente un profil protéique qui lui est propre
par une présence ou absence d’une ou plusieurs bandes protéiques.
e Comparer les profils électrophorétiques des sujets malades avec celui du témoin.
e Révéler les mobilités de chacune des bandes protéiques de haut et faible poids
moléculaire.
e Déterminer les différences dans la composition protéique salivaire des patients
malades et du témoin.
e Identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires de la
maladie (1gG et albumine).
D’autre part, I’analyse statistique effectuée en calculant les fréquences, 1’indice de similarité
et également une classification hiérarchique permet d’apprécier numériquement la diversité
des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes et réductrices.
L’analyse du gel nous a permis de détecter 11 bandes protéiques de mobilité différentes.
La comparaison entre les profils électrophorétiques a démontré un exemple de protéines
salivaires exprimées que chez les patients atteints de la maladie et absentes chez le témoin
(B1, B6, B7, B8 et B9), un autre exemple de protéines salivaires qui sont présentes chez le
témoin et les patients malades (B2, B3, B4, B5, B10, et B11). Ces protéines présentent des
variations d’expression quantitatives avec des intensités eégales ou différentes par rapport a

celles du témoin. Certaines protéines sont surexprimées et d’autre sont a 1’état de trace.

En perspectives, pour ameliorer 1’étude sur les protéines salivaires nous envisageons
I’utilisation des techniques avec une meilleure résolution telle que I’électrophorése

bidimensionnelle, puis I’identification des protéines d’intérét par spectrométrie de masse.
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Les annexes

Annexe 1
Questionnaires
Nom : Prénom :
Sexe : Age :

Région :

Age de debut de la maladie

----------------------------------------------------------------------------------------------

...............................................................................................

Antécédents familiaux

[]
Oui

[]

Non

Le lait de régime



Les annexes

Annexe 2

Liste des patients (nom et prénom, sexe, age, antéecédent familial, maladies associées, début

de la maladie et wilaya)

Nom et prénom | Sexe Age Antécédents Maladies Débutdela | Wilaya
familiaux associées maladie
1/Lijisi Sofiane | G 3ans Non Non Depuis la Constantine
naissance
2/Guersal Siradj | G 5ans Non Asthme Depuis 3 Constantine
Eddine mois
3/Djeniba G 3 ans Non Non Depuis 6 Constantine
Younes mois
4/Aliouat Assil | F 5 ans Non Asthme Depuis 5 Constantine
Anémie mois
5/Nemdili G 5ans Non Non Depuis la Constantine
Nazim naissance
6/Lebiad Nazim | G 2 ans Non Allergie au Depuis la Skikda
blanc d’ceuf | naissance
7/Atrousse G 4 ans Non Asthme Depuis la Constantine
Akram naissance
8/Adjas Kaissar | G 6 ans Non Non Depuis la Constantine
naissance
9/Benkhalef F lanet6 Oui Non Depuis la Constantine
Rahil mois naissance
10/Kehal Malek | F 5ans Oui Non Depuis la Constantine
naissance
11/Khoudja Aya | F 8 ans Non Non Depuis 1 Constantine
mois
12/Habib G lanet4 non Asthme Depuis 9 Constantine
Rakane Diaa mois mois
Eddine
13/Remdani G lanet3 Non Non Depuis 2 Constantine
Ghassan mois mois
14/Kaimi F lanet4 Oui Asthme Depuis 5 Oumeel
Dounia mois Allergie aux | mois bouaghi
arachides
T/Merouani G 5 ans / / Constantine
Daiaa Madjid
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Annexe 3

Composition des gels d’électrophoreése

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

Acrylamide 40% 12,4ml
Bis acrylamide 2% 2,4 ml

Eau permutée 8,6 ml

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

SDS 10% 0,40 ml
APS 1% 1 ml
TEMED 0,020 ml

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

Acrylamide 40% 1ml
Bis acrylamide 2% 0,3 ml

Eau permutée 10,2 ml

Tampon Tris-HCL pH 8,8 1,7 ml

SDS 10% 0,14 ml
APS 1% 0,70 ml
TEMED 0,014 ml
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Abstract:

Due to the increasing incidence and prevalence of cow's milk protein allergies, which are
gaining increasing attention, health problems have opened new perspectives for diagnostic
methods. Saliva is being considered a promising biomaterial, it is already used for the
diagnosis of other pathologies. Saliva as a multi-component oral fluid includes various disease
signaling biomarkers and has a great potential for early diagnosis of diseases with easy and
economical collection, storage, transportation and treatment. Therefore, the detection of
biomarkers and proteins in saliva samples is very demanding. This thesis aimed to verify the
possible use of saliva for the detection of biomarkers in the diagnosis of cow's milk protein
allergy. This is a retrospective clinical study, developed in the pediatric ward of the CHU
Constantine and the pediatric department of EHS mother-child EI Mensora Constantine, from
February to May 2019. The samples consisted of 14 children of both sexes, aged 1 to 8 years.
Patient saliva samples were collected and subsequently separated by the SDS-PAGE one-
dimensional electrophoresis technique under denaturing and reducing conditions for the
detection of potential salivary biomarkers of APLV. We compared the electrophoretic profiles

of the salivary proteins of healthy subjects and sick patients.

The analysis of the gels made it possible to count 11 protein bands of different mobilities,
presenting quantitative and qualitative variations of expression in the salivary medium. In
order to numerically appreciate the diversity of these salivary proteins, a statistical study was
carried out by establishing a standard diagram, a hierarchical classification, also by
calculating the frequencies and the index of similarity of the individuals according to the

composition of the salivary proteins.

The use of the salivary technique for the diagnosis of cow's milk protein allergy is therefore
suggested. Salivary proteins can be considered as potential biomarkers of the pathology
studied.

Key words: saliva, proteins, salivary biomarkers, cow's milk protein allergy, electrophoresis,

non-invasive diagnosis.
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Résumé :

En raison de l'incidence et de la prévalence croissante des allergies aux protéines du lait de vache qui attire de plus en plus
I'attention, les problémes de santé ont ouvert de nouvelles perspectives pour les méthodes de diagnostic. La salive étant
considérée comme un biomatériau prometteur, est déja utilisé pour le diagnostic des autres pathologies. La salive en tant que
liquide buccal a constituants multiples comprend divers biomarqueurs de signalisation de la maladie et présente un grand
potentiel pour le diagnostic précoce des maladies avec une collecte, un stockage, un transport et un traitement économique et
facile. Par conséquent, la détection de biomarqueurs et de protéines dans les échantillons de salive est tres exigeante. Ce
mémoire visait & vérifier I'utilisation possible de la salive pour la détection des biomarqueurs dans le diagnostic des allergies
aux protéines du lait de vache. Il s'agit d'une étude clinique rétrospective, développée dans le service de pédiatrie du CHU de
Constantine et le service de pédiatrie ’EHS meére enfant El Mensora Constantine, de février a mai 2019. Les échantillons
étaient composeés de 14 enfants des deux sexes, agés de 1 a 8 ans. Des échantillons de salive des patients ont été prélevés et
soumis par la suite a une séparation par la technique d’électrophorése monodimensionnelle SDS-PAGE dans les conditions
dénaturantes et réductrices pour la détection de biomarqueurs salivaires potentiels de I’APLV. Nous avons comparé les

profils électrophorétiques des protéines salivaires du sujet sain et des patients malades.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 11 bandes protéiques de mobilités différentes, présentant des variations
quantitatives et qualitatives d’expression dans le milieu salivaire. Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces
protéines salivaires, une étude statistique a été effectuée en établissant un diagramme type, une classification hiérarchique,

également en calculant les fréquences et I’indice de similarité des individus selon la composition des protéines salivaires.

L'utilisation de la technique salivaire pour le diagnostic de l'allergie aux protéines du lait de vache est donc suggérée. Des

protéines salivaires peuvent étre considérées comme des biomarqueurs potentiels de la pathologie étudiée.
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