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BNP: Brain natriuretic peptie.

ECG : électrocardiogramme.

FDR : Facteur de risque.

FDRCV: Facteurs de risque cardiovasculaire.

HDL: High Density Lipoproteins.

HMRUC: Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine.
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IAS : Indice de Similarité Absolu.

iICAM-1: intercellular Adhesion Molecule-I.

IDM : Infarctus du myocarde.

IFN-a: Interféron-o.

Ig: Immunoglobulines.

IL: Interleukine.

IMC : Indice de masse corporelle.

IRS : Indice de similarité Relative.

LDL : Lipoprotéines de Basse Densité.

Lp- PLAZ2 : Lipoproteine-associated Phospholipase A2.
MCP-1 : Monocyte Chemokine protéine.

MCYV : Maladie Cardiovasculaire.

NGF: le nerve growth factor.

NO: Nitric Oxide.

NP: Natriuretic Peptide.

OMI : OEdéme des membres inférieurs.



OMS : Organisation mondiale de la santé.

RCV : Risque cardiovasculaire.

SCA : Syndrome coronarien aigu.

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate.

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate-Poly Acrylamide Gel Electophoresis.
TCA: Trichloroasetic Acid.

TEMED: N, N, N’, N’-Tetra methyl ethylene diamid.

TNF-a : Tumour Nerosis Factor —alpha.

UFMCL : Université des Fréres Mentouri Constantine.

VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule-1.

WHO: World Health Organization.
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Introduction

L’athérosclérose et ses complications cardiovasculaires posent un probléme majeur de
santé publique, ils sont a I’origine de taux de morbidité et de mortalité trés élevés dans les pays
développés, et d’un cotit socio-économique particulierement lourd [2].

L’athérosclérose est clairement définie comme une maladie inflammatoire chronique
impliquant des cellules inflammatoires, dép6ts et accumulation de lipides et de protéines
matricielles. L’histoire naturelle des plaques d’athérosclérose se caractérise par des épisodes de
rupture, ou d’érosion superficielle de I’endothélium, conduisant a la formation d’un thrombus,
symptomatique ou non [1].

En effet, la détection d’une athérosclérose précoce est I’'un des soucis majeurs de la
médecine actuelle, en particulier pour mettre en place des mesures de prévention secondaire,
médicamenteuses ou non [2].

La connaissance des processus physiopathologiques, aboutissant a 1’installation de la
plaque d’athérome ainsi que les mécanismes contribuant a sa fragilit¢ ou sa rupture, et les
différents facteurs moléculaires impliqués dans ces processus, ouvrait la possibilité d’étudier des
nouveaux marqueurs systémiques qui peuvent étre des outils pertinents d’un diagnostic
précoce [2].

La salive humaine est un ultra filtra de plasma et contient des protéines synthétisées in
situ soit dans les glandes salivaires ou dérivées du sang et contient des marqueurs biologiques
dérivés du sérum. Cette composition protéique donne a penser que des biomolécules de détection
de la sensibilité clinique et la spécificité dans la salive devrait étre possible et plus facile que
dans le sang [ 3].

Plusieurs marqueurs biochimiques associés au risque cardiovasculaire ont été recemment
décrits. Ils y en a, qui ont déja prouvé leur intérét depuis une décennie, d’autres sont plus récents
et en cours d’étude [2].

En effet, I'utilisation a grande échelle de ces nouveaux biomarqueurs, des données
récentes obtenues avec la CRP, la Lp-PLA2 ou le CD40-ligand, et les nouvelles perspectives
offertes par la recherche en génomique et en protéomique suggerent que les biomarqueurs
joueront dans un proche avenir un réle majeur dans la prise en charge du patient coronarien [4].

Dans ce contexte, nous initions notre travail qui a pour objectif principal d’explorer le
protéome salivaire des patients atteints 1’athérosclérose et de rechercher des biomarqueurs
salivaires de cette pathologie, en comparant les profils protéiques des patients malades avec celui
des sujets sains par application de la technique d’électrophorése monodimensionnelle SDS-
PAGE.
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Ainsi, ce modeste travail est structuré en deux parties :

v La premiere partie est une revue bibliographique qui se rapporte aux notions générales
sur I’athérosclérose, la salive et les biomarqueurs.

v La deuxiéme partie fera la lumiere sur le matériel et les méthodes utilisées dans notre
recherche suivie par les résultats obtenus et la discussion de ces résultats avec une

conclusion génerale.
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|.Athérosclérose

1.1. Définition de ’athérosclérose

L’athérosclérose se définit comme « 1’association variable de remaniements de I’intima
des arteres de gros et de moyen calibres consistant en une accumulation locale de lipides, de
glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissus fibreux et de dépo6ts calcaires, le
tout s’accompagnant de modifications de la média ». Cette définition a été donnée par
I’Organisation Mondiale de la Santé en 1958 (figure 1) [5].

La principale caractéristique physiopathologique de 1’athérosclérose est son évolution
silencieuse pendant de trés nombreuses années, passant par différents stades dont chacun est
I’évolution du précédent [6].

Il est important de bien différencier I'athérosclérose de I'artériosclérose qui est également
une sclérose artérielle non liée a une accumulation lipidique et généralement causée par le

vieillissement cellulaire [7].

Parol normale muscle lisse | Plague
du viesseau

-

Centrericheen
lipedes de ia plague  #

(a)

Figure 1 : Plaque d’athérome, a) représentation schématique des constituants de la plaque. b)
Micrographie d’une plaque importante dans une artére coronaire [5].

Avant de rentrer dans les détails de formation de la plaque athérosclérose, des généralités

concernant la paroi vasculaire seront données.
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1.2. Structure de Partére
L’athérosclérose touche les artéres de moyen a gros calibre (> 500 um). Elles répondent a
un modéle commun d’organisation décrit ci-dessous [8].

L’artére est composée de trois tuniques, comme illustré dans la figure 2 :

1.2.1. L’intima
C'est la tunique la plus interne et la plus fine ; c'est a ce niveau que se développe

I'athérosclérose. Elle est constituée :

e D'une couche unique de cellules endothéliales, imbriquées les unes dans les autres et formant
une couverture étanche ; cet endothélium posséde différentes propriétés telles que les activités
métaboliques, thromboreésistance, fonction immunitaire et assure une barriére entre le sang et
les tissus [8].

e D'une couche de tissu conjonctif fibro-élastique.

e D'une lame de fibre élastique constituée d'élastine, la limitante élastique interne (absente dans

de nombreux vaisseaux) [9].

Umitante élastique
interne

Intima Tissu conjonctif

Endotélium :
w couche

de dans
12 lumiére de Nartére

Figure 2: Structure de la paroi artérielle normale Artere de moyen calibre et ses trois
tuniques [9].

1.2.2. La média

Tunique moyenne, elle contient la limitante élastique interne faisant suite au sous-
endothélium externe, des cellules musculaires lisses (CML), des fibres élastiques en proportion
variable selon le type de vaisseau, du collagene, des mucopolysaccharides, et une limitante

élastique externe [8].
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1.2.3. L’adventice

Tunique externe, c’est un tissu conjonctif constitué de collagéne, de quelques fibres

élastiques et de fibroblastes, vascularisé (vasovasorum) et innervé (nervovasorum) [8].
1.3. Physiopathologie de I’athérosclérose

1.3.1. Athérogénése

La formation de la plaque d’athérome (accumulation lipidique a la face interne de la paroi
des artéres) débute des 1’enfance, et se développe tout au long de la vie. Il peut apparaitre des
sténoses artérielles (rétrécissement du diametre artériel au-dela d’un certain épaississement de la

paroi athéromateuse) vers 1’age de 30-40 ans, additionné de calcifications vers 50 ans [10].

Le point de départ de I’athérosclérose est représenté par un changement de perméabilité
des cellules endothéliales (dysfonction endothéliale), ainsi qu’une augmentation des taux
circulants de LDL riches en cholestérol [11], et par leur accumulation au niveau
sous-endothélial [12] (figure 3).

Apres leur pénétration, les LDL subissent une oxydation. Cette transformation est une
étape majeure dans la formation et le développement de la plaque. L’accumulation des LDL
modifiées active les cellules endothéliales et entraine leur production de nombreuses molécules
pro-inflammatoires. Il s’agit de molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1), de facteurs de
croissance (M-CSF) et de chimiokines (MCP-1, CX3CL1=Fractalkine). Il en résulterait une
augmentation de 1’adhésion des monocytes circulants a la paroi endothéliale, qui migreraient
ensuite au travers des jonctions cellulaires endothéliales par diapédése jusqu’a I’espace sous-

endothélial. Une fois dans le tissu artériel, les monocytes se différencient en macrophages [13].

La formation de la plaque d’athérosclérose implique également le recrutement de CML.
Apres avoir migré de la media vers l’intima, les cellules musculaires lisses proliférent,
synthétisent et sécrétent en abondance les protéines de la matrice extracellulaire (collagéne,

élastine). Ces protéines de la MEC forment une chape fibreuse qui recouvre la plaque.
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Figure 3: concept actuel de I’athérosclérose [14]

1.3 .2. Evolution de la plaque d’athérome

L’évolution de la pré-plaque vers la plaque d’athérome mature se fait par I’intermédiaire
d’especes chimiques exercant un chimiotactisme, ainsi que de divers facteurs de croissance.
Cela conduit & la migration de cellules musculaires lisses (CML) du média et a leur prolifération.
Elles vont entourer petit a petit un noyau lipidique, formé de lipides, de cellules en apoptose et
de cellules nécrosées [10].

Le phénotype des CML change de contractile a sécrétoire, ce qui aboutit a la formation
de la chape fibreuse (collagéne I, III, glycoprotéines, glycoaminoglycanes...). La plaque va
ensuite grossir progressivement. Ce processus va étre compensé par un élargissement artériel
jusqu’a ce que la plaque occupe 40% de la paroi artérielle, seuil a partir duquel 1’élargissement

ne suffit plus a compenser, et ou la lumiére artérielle rétrécit progressivement [10].

Enfin des facteurs extrinseques tels que des poussées hypertensives ou un effort
important peuvent conditionner la rupture de la plaque par I’intermédiaire des contraintes

supplémentaires exercées sur I’appareil vasculaire a ces occasions [10].

1.3.3. Rupture de la plaque

Le déchirement de la plaque fibreuse aboutit au déclenchement de la cascade de
coagulation. C’est le facteur tissulaire présent en abondance dans le noyau lipidique, libéré lors

de I’apoptose des macrophages qui est directement a 1’origine du phénomene. Le thrombus
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formé peut soit se détacher de 1’endothélium et aboutir & une embolie plus en aval, soit resté et
boucher partiellement ou complétement la lumiere artérielle, aboutissant dans ce cas a une
ischémie aiglie du territoire d’aval. Il est fréquent que des épisodes aigus de thrombose de petite
ampleur suivent une évolution spontanément résolutive. Une érosion progressive de
I’endothélium peut également subvenir (dans 20 a 40 % des cas) pour aboutir au dénudement du
noyau lipidique. Ce processus semble étre accéléré par I’apoptose des cellules endothéliales et la

présence des cellules pro-inflammatoires [10].

1.4. Classification

L’¢évolution de la plaque d’athérome peut étre scindée en différents stades. Une
classification évolutive des lésions d’athérosclérose a partir de I’étude histologique d’artéres

coronaires humaines a été proposée par [15] (figure 4).

« Stade 1: il se traduit par la présence dans l’intima de cellules spumeuses isolées.
La présence de ces cellules provient d’un déséquilibre entre les entrées et les sorties des

lipoproteéines.

X/

% Stade 2 : il y a présence de stries lipidiques constituées d’un plus grand nombre de cellules
spumeuses, mais présence également de cellules musculaires lisses, contenant des lipides en
quantité abondante. Il n’y a pour I’instant pas de lipides extra cellulaires.

Ces deux premiers stades peuvent apparaitre avant 1’dge de 10 ans et sont

asymptomatiques.

% Stade 3 : il est autrement appelé « pré-athérome ». Il correspond a la présence de lipides
extracellulaires en faible quantité due a la mort de cellules spumeuses.

% Stade 4 : Il consiste en le regroupement des lipides extra et intra cellulaires en amas
lipidiques constituants I’athérome simple.

+ Stade 5 : L’athérome est pris dans une trame fibreuse qui I’isole de la lumiére artérielle. Les

fibres sont produites par les cellules musculaires lisses et contiennent du collagene, de la

fibrine, de I’¢lastine et des mucopolysaccharides. C’est & cet ensemble que correspond la

définition de I’OMS (organisation mondiale de la santé) [16].

L’évolution vers le stade 6 survient apres 40 ans et reste longtemps asymptomatique.

+ Stade 6 : Il existe 3 types de stade 6 :
= 6a: rupture de la chape fibreuse.

= 6b: hémorragie intra-plaque.
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= 6c : thrombose.
L’avancée vers ces stades contribue a I’évolution de la plaque par 1’incorporation de

matériel hématique.

% Stade 7 : les plaques sont tres calcifiées, survenant a un age plus avancé.
% Stade 8 : les plaques sont quasi exclusivement sclérosées.

Age 20 ans 40 ans
Cellules Stric Pre- Athérome Plague Plaque
spumeuses  lipidique athérome d'athérosclérose  fibrocalcaire
I Il +~ 111 i A -V + VII-VII
-
v
—_— s -—
Vi

Plaque athéroscléreuse
compliquée

Clinique Sans symptéome Avec ou sans symptome

Figure 4: les différents stades du processus d’athérosclérose [17].

1.5. Etiologie et facteurs de risque
Les facteurs de risque sont classés en deux groupes : les facteurs de risque
constitutionnels dont le déterminisme est génétique et les facteurs environnementaux, qu’ils
soient liés a des habitudes de vie (facteurs comportementaux) ou a I’environnement (climat,

pollution)
1.5.1. Facteurs de risque constitutionnels (non modifiables)

1.5.1.1. Age

Les lésions d’athérosclérose apparaissent trés précocement et s’aggravent avec 1’age, ce
qui refléte la durée d’exposition d‘un individu aux autres facteurs de risque [18]. Méme si des
cas d’athérosclérose ont été observés chez des sujets jeunes, la prévalence de cette pathologie

reste fortement corrélée a I’age [19].
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1.5.1.2. Sexe

L'homme a un risque d’athérosclérose beaucoup plus élevé que la femme : sur 100
infarctus, 20 surviennent chez la femme. Cette protection est rattachée a I’influence bénéfique
des cestrogénes naturels sur le profil lipidique, la sensibilit¢ a l'insuline et sur la pression
artérielle. Cette protection disparait 10 a 15 ans aprées la ménopause et explique 1’age tardif de

survenue des complications de I’athérosclérose chez la femme [20].

1.5.1.3. Hérédité et antécédents familiaux

Les antécédents familiaux de maladie cardiovasculaire sont un facteur de risque d’autant
plus important que 1’dge de survenue des événements a été précoce dans la famille
(pere< 55 ans et mere < 65 ans).Dans le cas de maladies cardiovasculaires, la susceptibilité
génétique est multifactorielle. Elle implique de nombreux genes et de nombreuses interactions

géne-gene et gene- environnement [21].
1.5.2. Les facteurs de risque modifiables

1.5.2.1. Surpoids et obésité

Le surpoids et I'obésité sont définis comme une accumulation anormale et excessive de
graisses pouvant nuire a la santé. Cette affection touche méme les jeunes enfants, cela va

augmenter le risque de survenue d'incidents cardiovasculaires et de diabéte [22].

1.5.2.2. Sédentarité

Le manque d’activité physique réguliere est associé a une augmentation du risque de
mortalité cardiovasculaire dans la plupart des études épidémiologiques. L’activité physique
diminue le LDL-C, augmente le HDL cholestérol et modifie certains facteurs de risque (maintien
d’un poids normal, la pression artérielle) [20].

Le risque serait autant élevé chez une personne sédentaire que chez une personne

tabagique [23].
1.5.2.3. Tabagisme

Il s’agit d’un facteur de risque majeur quel que soit le type de tabagisme, actif ou passif.
La consommation touche actuellement des populations jusque-la moins exposées (femmes, sujets
jeunes). Les effets deléteres du tabac sont liés a la quantité quotidienne de tabac consommée par
jour, a ’dge de début de consommation et a la durée de 1’exposition. Le risque augmente

linéairement avec I’augmentation du nombre de paquets par année [24].
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L’oxydation des LDL premiére condition de I’athérosclérose, peut étre provoquée
chimiquement in vitro par incubation de LDL natives en présence d’extraits de fumée de

cigarette [25].

1.5.2.4. Hypertension artérielle ou HTA

Elle est définie par une élévation anormale de la pression du sang circulant dans les
arteres. Elle ne provogue souvent aucun symptome. Elle favorise les maladies cardiovasculaires.
L’hypertension artérielle crée des 1ésions sur la paroi des artéres en augmentant le travail du
cceur et en participant ou en augmentant la formation d’athérome (plaque de graisse) obstruant

plus ou moins progressivement les arteres [26].

1.5.2.5. Diabéte

Il se caractérise par un taux de sucre trop élevé dans le sang
(glycémie > 7.0mmol/dl). Un taux de sucre trop élevé dans le sang endommage la paroi des
arteres. Les risques de développer une maladie cardiovasculaire chez une personne diabétique
sont augmentés de 2 a 4 fois [26].

Pour le diabéte de type I, le risque cardiovasculaire apparait dés 1’age de 30 ans et pour le
diabéte de type Il ; I’intolérance au glucose associés a d’autres facteurs de risque (HTA,

dyslipidémie, obeésité) constituent un risque cardiovasculaire majeur [27].

1.5.2.6. Dyslipidémies

Les dyslipidémies et plus particulierement les hypercholestérolémies constituent le
facteur de risque le plus corrélé a l'apparition de I'athérosclérose. Les lipoprotéines athérogenes
sont les LDL ainsi que la lipoprotéine A alors que les HDL constituent les lipoprotéines
protectrices vis-a-vis de I'athérosclérose [22].

L'hypertriglycéridémie ne constitue pas un facteur de risque en elle-méme car elle ne
participe pas a la formation des lésions athéromateuses. Mais cette perturbation du bilan
lipidique va contribuer a renforcer I'obésité, I'HTA et diminuer le taux de HDL, c'est-a-dire

gu'elle va potentialiser les autres facteurs de risque [22].
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1.5.2.7. Stress

Le stress représente la réponse de I'organisme aux pressions et contraintes de
I’environnement. Lorsqu’il devient chronique et trop important, il peut mener a des problémes de

santé majeurs [26].

Des études épidémiologiques ont permis de montrer qu'ils sont tres intriqués avec

d’autres facteurs comportementaux (tabac, régime alimentaire...) [28].

1.5.2.8. Régime alimentaire

L’effet athérogeéne du régime alimentaire repose sur la modification de plusieurs facteurs
de risque tel que la glycémie, ’'HTA et est trés intriqué avec des facteurs de risque comme
I’obésité. C’est la consommation d’acides gras saturés qui est athérogéne en augmentant le LDL-

cholestérol [29].

1.6. Maladies causées par I’athérosclérose

Selon le type d’artére touché par 1’athérosclérose, on retrouve différentes pathologies

secondaires (figure 5).

> Si la localisation de I’athérome est au niveau des artéres carotides sous-clavieres et
vertébrale, il peut en résulter un accident vasculaire cérébral (AVC).

»  Au niveau des artéres coronaires, on observera des cardiopathies ischémiques alors qu’au
sein de I’aorte thoracique descendante, on retrouvera des anévrysmes.

»  Au niveau de I’aorte abdominale, dont la présence de plaques d’athérome est fréquente,
il y aura des anévrysmes de I’aorte abdominale, une insuffisance rénale
(néphroangiosclérose), une ischémie mésentériqgue ou la maladie des emboles de
cholesterols.

» Au niveau des arteres des membres inférieurs, on retrouvera des artériopathies oblitérantes

des membres inférieurs (AOMI) et un risque d’impuissance [12].
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ACCIDENT
VASCULAIRE
CEREBRAL (AVC)

ANGINE DE POITRINE
(ANGOR)
INFARCTUS

ARTERITE DU MYOCARDE

ARTERITE
DES MEMBRES
INFERIEURS

ARTERE ARTERE

Figure 5: les différentes maladies cardiovasculaires liées a 1’athérosclérose selon leur
localisation [30].

Il.La salive

I11.1. Définition de la salive

La salive est un liquide présent dans la cavité orale et sécrété principalement par trois
glandes majeures qui sont la glande parotide, la glande sous-maxillaire, et la glande sublinguale,
mais aussi par plusieurs glandes mineures [31]. C’est un liquide biologique incolore, plus ou

moins visqueux et d’odeur fade [32].

11.2. Glandes salivaires

Les glandes salivaires annexées a la cavité buccale, Elles produisent environ 1 litre de

salive par jour, elles Sont donc dites exocrines [33]. Il existe deux types :

11.2.1. Glandes salivaires principales

Dites majeures qui sont au nombre de six, trois paires symétriques de chaque coté : Les
glandes parotides, les glandes sous-maxillaires et les glandes sublinguales. Ces glandes majeures
sont bien délimitées et présentent une architecture interne complexe [34].

11.2.2. Les glandes salivaires accessoires

Dites mineures, A sécrétion continue pour assurer ’humidification de la cavité buccale

elles sont disséminées sur toute I'étendue de la muqueuse buccale (lévres, Palais langue) [35].
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11.3. Caractéristiques physicochimiques de la salive
11.3.1. Le volume

D’une personne a une autre, la sécrétion peut varier de 500 a 1200 ml par jour.
70% d’origine parotidienne, 20% submandibulaire (la production des autres glandes étant

relativement négligeable) [36].

11.3.2. Le débit salivaire

Le débit salivaire est extrémement variable dans le temps, 1’essentiel de la sécrétion étant
réalisé pendant le repas, alors que ce flux répond a un rythme circadien avec une sécrétion

minimale nocturne [37].

1. 3.3. L’acidité

Le pH salivaire varie entre 5,5 et 8,5 chez I’homme en fonction de 1’dge et de la
localisation. La salive parotidienne est plus acide avec un pH de 5,5 au niveau de 1’ostium de
sténon, alors que le pH submandibulaire est de 6,4. Ce pH conditionne la formation de tartre au
niveau des dents. Apres une stimulation comme un repas, le pH augmente a 7,2 en méme temps
que le débit salivaire, alors que durant le sommeil, il descend en dessous de sa valeur moyenne,

cette baisse accompagne la chute de débit [38].

I1. 3.4. Viscosité

La viscosité de la salive est inversement proportionnelle au taux de cisaillement qui lui
est appliqué. La viscosité de la salive totale non stimulée n’est pas homogeéne, car le mélange des
salives parotidiennes (salive aqueuse), submandibulaires (salive filante) et sublinguales (salive

tres visqueuse) donne une salive mixte [38].

I1. 3.5. Potentiel d'oxydoréduction

Le potentiel d’oxydoréduction consiste a la capacité d’engendrer des réactions chimiques.

Celui de la salive est intimement lié au pH et il est inversement proportionnel au pH [39].

11.3.6. Température

La localisation de la cavité buccale fait que le milieu salivaire est soumis a d’importantes
variations de température. Suivant les périodes de la journée, la température varie entre 36,2 et

37,2 °C, avec le pic de la journée situé en fin d’aprés-midi aux alentours de 16 h 40 [39].
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I1.4. Composition de la salive

Les sécrétions salivaires proviennent d’un assemblage complexe des produits des glandes
salivaires majeures et mineures, du fluide sulculaire, ainsi que les éléments exogenes tels que les
bactéries, les débris alimentaires, et des cellules desquamées. Les différents composants peuvent
provenir d’une filtration de la circulation sanguine, mais aussi étre produits au sein des cellules
des glandes ou encore, étre partiellement réabsorbés, excrétés ou modifiés au niveau des
canalicules excréteurs. Composée d’au moins 99% d’eau, il reste dans la salive des composants
qui se distinguent en deux compartiments principaux : les éléments organiques et inorganiques
[39].

11.4.1. Constituants inorganiques

11.4.1.1. Gaz

Se trouvant sous forme dissoute, 1’élément retrouvé principalement est le dioxyde de
carbone CO2 représentant 20 ou 30% du volume salivaire basal. L’azote N2 (0,9%) est présent a

des niveaux moindres et le dioxygéne O2 en quantité infime (environ 0,2%) [39].

11.4.1.2. EIéments minéraux
Les constituants inorganiques de la salive sont I’ion hydrogene (H+), les ions sodium,
potassium, calcium, chlorures, phosphates inorganiques, bicarbonates, thiocyanates, des
halogenes (I’iode, le fluor) et des métaux (le cuivre et le fer) Leurs teneurs sont trés sensibles aux

stimuli. Ces composants proviennent d’un transport actif issu du plasma [39].

Le tableau 1 compare les concentrations des électrolytes en comparaison aux

concentrations salivaires.

Tableau 1: Concentration en électrolytes (en mmol/L) au niveau du plasma et de la salive

mixte stimulée ou non [39].

Plasma Salive mixte non stimulée  Salive mixte stimulée

Na+ 143, 3 1,5 20-80
K+ 4,1 24 20
Caz2+ 2,2 1-4 1-4
Cl- 100,9 22 30-100
HCO3- 27,5 1 15-80
Phosphate 1,2 6 4
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inorganiqu <0,2 0,2 0,2
Mg2+ 0,05 2.5 2
SCN- 2-7 6 3
NH3+

Na+ : ion sodium ; K+ : ion potassium; Ca2+ : ion calcium ; CI- : chlorure ; HCO3- :
Bicarbonate ; Mg2+ : ion magnésium ; SCN- : thiocyanate ; NH3 + : ammoniaque

11.4.2. Constituants organiques

Selon [40], 0,30 a 0,34% de substances organiques composent la salive. Parmi les
composés organiques, on compte essentiellement les protéines. Le « Consortium du Protéome
Salivaire Humain» a rapporté 1166 protéines identifiées dans la salive [41]. Les protéines
salivaires peuvent étre divisées en plusieurs catégories : les protéines sécrétées par les glandes
salivaires, les protéines sériques, et celles provenant de la flore buccale. Les protéines sécrétés
par les glandes salivaires (Tableau 2) incluent entre autres des glycoprotéines, telles que les
mucines ou les Immunoglobulines A(IgA), les enzymes, telles que I’amylase ou 1’anhydrase
carbonique VI, les kallicréines, les cystatines, les histatines, les PRPs et des facteurs de
croissances principalement le nerve growth factor (NGF) et 1’épithélial growth factor (EGF)
[42]; [43].

Tableau 2: Liste non exhaustive des protéines salivaires dans la salive entiere et leur
concentrations dans les glandes salivaires majeures (parotide, sous-maxillaire-sublinguale ou
SMSL) [44].

Range of concentration in saliva
Component (ng/ml) References
Whole saliva  Parotid SMSL

Albumin 29 — 238 - - (Mandel 1980; Henskens et al. 1996)
Amylase 380 — 500 650 - 2,60 - (Aguirre et al. 1987; Oppenhein et al. 2007
Cyctatin 240 — 280 16-4 92-280 (Aguirreetal.1992; Oppenhein et al. 2007

(Babu and Dabbous 1986; Tynelius -

Fibronectin  0,2-2 2—-6 0,3-2,0 Bratthall 1988; Tynelius - Bratthall et

al.1986)
Histatins 2-30 30 -55 13-70 (MacKay et al. 1984)

19G 04144 i (Cole et al. 1978; Mza(l)rz)d;e)l 1980 ; Brandtzae
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Lactoferrin 194 12 13 (Mandel 1980; Rudney et al. 1991)
Lysozyme 7 21 (Mandel 1980; Rudney et al. 1991)
MG1 80 — 500 - 80 — 560 (Oppenheim et al. 2007)
MG2 10— 200 - 5-243 (Aguirre et al. 1993)
B-2- Microglobulir - 02-0,9 03-04 (Ericson et al. 1982)
Parotidagglutinin - 10 - (Ericson and Rundegren 1983)
Proline — (Hay and Moreno 1989; Kousvelari et al.

90-180 230-1,25 27/0-1,33

richproteins 1980; Aguirre et al.1993)

(Aguirre et al. 1987; Cole et al.1978;

SIgA 19-439 20-230 41-56 Rudneyetal 1991; Stuchell and Mandel
1978 ; Henskens et al. 1996)
Statherin 2-12 16 —-147 20-150 (Hay etal. 1984; Oppenheim et al. 2007)

Les protéines sériques comprennent I’albumine sérique, la transferrine et certaines

immunoglobulines (Ig), telles que les 1gG et IgM [43].

La cavité orale est colonisée par un grand nombre de microorganismes tels que les
Streptococci [45]. Ces microorganismes relarguent des protéines ou des peptides, tels que les
adhésines [46] et les antibiotiques [45] dans la salive.

11.4.2.1. Autres composants organiques

La salive contient en faible concentration de I'urée (environ 2 mmol/l), cette molécule est
utilisée comme substrat pour la synthése d’ammoniac qu’il métabolisé permet d’augmenter le
pH. D’autres composés salivaires ont ¢t¢ identifiés comme : le glucose (0,056 mmol/l), la
créatinine, le cholestérol et plus de 3000 acides ribonucléiques (ARN). La salive contient aussi
D’insuline et d’hormones thyroidiennes [45]. Il existe également des cytokines au niveau
glandulaire : Tumor Necrosis Factor (TNF), interleukine (IL)-2, 4, 6, 10, interféron (IFN)-y et
Transforming Growth Factor (TGF)- [39].

11.5. Réle de la salive

La salive remplit de multiples fonctions (figure 6): mécanique, d’humidification et
lubrification, protectrice, digestive. Les variations quantitatives et qualitatives du fluide salivaire

conditionnent les principaux réles : digestif, protecteur, excréteur et endocrinien [39].

16 |Page



Revue bibliographique

11.5.1. Fonction protectrice

La salive est la cause essentielle de la trés grande résistance de la cavité buccale a

I'infection. Son action physique, permet tout particulierement :

I'auto-nettoyage de la cavité buccale.
I'humidification, la lubrification et I’hydratation des tissus buccaux.

une protection antibactérienne.

YV V V VY

la cicatrisation des muqueuses buccales [39].

11.5.2. Maintien de ’intégrité des tissus dentaires et du milieu

Un des réles prépondérants de la salive consiste a la protection des tissus dentaires des
phénoménes d’abrasion, d’attrition, d’érosion et cariogéne mais aussi de favoriser la

reminéralisation de I’émail aprés une attaque acide [39].

11.5.3. Pouvoir tampon

La salive régule la concentration de pH suite a la prise d’aliments et/ou une hygi¢ne

déficiente qui peut étre a I’origine de la déminéralisation des tissus dentaires [39].

11.5.4. Role dans I’alimentation
» Gustation, déglutition, digestion

La salive joue un réle dans la gustation et permet la dissolution des arémes favorisant leur
répartition dans la cavité orale et leur fixation sur les cellules neurosensorielles des récepteurs du
godt. Elle facilite la formation du bol alimentaire, ainsi que la déglutition, grace aux substances
mucilagineuses qu'elle contient et permet de débuter la digestion. L’a-amylase salivaire dégrade
en partie I’amidon et les polyosides alimentaires tandis que la lipase décompose une fraction des

triglycérides [39].
11.5.5. Réle dans I’homéostasie hydrique

La sensation de bouche séche déclenche la soif et permet de réguler I’apport hydrique

indispensable a la vie [39].
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Figure 6 : Diamant de fonctions de la salive [47]

I11.Les biomarqueurs
I11. 1. Définition

Les National Institutes of Health (NIH, qu'on peut traduire par Instituts américains de la
santé), a établi une définition générale d’un biomarqueur qui est actuellement répandue dans la
communauté scientifique. 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 thérapeutique)[48].

Le terme « biomarqueur » est un néologisme récemment intégré dans le jargon
médical. Ainsi, il est couramment accepté qu’un biomarqueur est une caractéristique
biologique mesurable liée a un processus normal ou non. Ainsi, il est possible d’utiliser des
biomarqueurs dans des domaines des sciences tres différents. Par exemple, le terme
biomarqueur est courant en écologie pour tracer les polluants de I’environnement. Dans le
domaine médical, un biomarqueur peut étre utilisé pour le dépistage médical (recherche d’une
maladie dans une population), le diagnostic (caractérisation d’une maladie chez un individu),
la réponse a un traitement médical, la rechute apres un traitement, la toxicité d’une molécule.
Le biomarqueur est alors le plus souvent d’une protéine (dosable dans le sang ou la présence

d’une molécule dans I’urine [49].
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111.2. Facteurs de risque versus biomarqueurs

Un facteur de risque d’une maladie (par exemple I’athérosclérose) a été défini comme
une caractéristique biologique mesurable d’un individu qui précéde une manifestation de la
maladie (par exemple I’infarctus du myocarde) et est reli¢ de manicre causale a la survenue de la
maladie et de la manifestation de la maladie. Le facteur de risque, parce qu’il précéde la maladie
et/ou sa manifestation, permet d’identifier des individus qui ont plus de risques de développer la
maladie et / ou sa manifestation. Un biomarqueur est un « indicateur » biologique qui peut étre
causal ou non [50].

Si la relation entre le biomarqueur et la maladie et/ou sa manifestation est causale, le
biomarqueur devient un facteur de risque. En I’absence d’une telle relation causale (trés difficile
a démontrer), le biomarqueur devient un facteur de stratification du risque, pronostique, de

titration des thérapeutiques, etc...[51].

I111.2.1. Critéres de sélection d’un biomarqueur en pratique clinique

La longue liste de biomarqueurs ayant une valeur diagnostique ou pronostique impose
d’établir des prérequis qui, lorsqu’ils sont satisfaits, permettent d’envisager un développement
clinique. Des criteres de sélection ont été proposés en 2004 par le Center of Disease Control
(CDC) et I’American Heart Association (AHA)

Une premiere catégorie de critéres concerne la technique de dosage du biomarqueur, qui
doit étre reproductible, simple, peu onéreuse et adaptée a des dosages réalisés dans des grandes
populations. Par ailleurs, les valeurs normales du biomarqueur doivent étre définies dans des
populations contrdles de différentes origines ethniques.

Une seconde catégorie de criteres évalue la pertinence des méthodes biostatistiques
utilisées pour étudier la performance des biomarqueurs. En particulier, il est recommandé de
tester tout nouveau biomarqueur dans de grandes cohortes prospectives, et de démontrer que
I’information diagnostique ou pronostique apportée par le nouveau biomarqueur améliore la
performance des mesures cliniques ou des modeles de risque les plus performants (de type
Framingham).

Enfin, et surtout, une troisieme catégorie de critéres rappelle qu’a l’avenir, la
performance d’un biomarqueur sera jugée sur le potentiel de ce biomarqueur de modifier la
stratégie thérapeutique et sur les renseignements qu’il apporte sur [Defficacité

des traitements proposés [52].

19| Page



Revue bibliographique

111.3. Biomarqueurs biologiques de I'athérosclérose

Les nouveaux marqueurs associés a un risque CV sont classifiés selon leur mécanisme

présumé dans la pathogenése de 1’athérosclérose (tableau 3) [53].

111.3.1. Les biomarqueurs sériques

111.3.1.1. Marqueurs de I’inflammation

L’inflammation joue un réle majeur dans la pathogenése de 1’athérosclérose, ce qui
explique le grand intérét porté a ses marqueurs. Parmi eux, ce sont avant tout la CRP et la Lp-
PLA2 qui ont été les mieux étudiées

a.Protéine C-réactive ultrasensible (hsCRP)

L’inflammation joue un réle majeur dans la pathogenése de 1’athérosclérose, ce qui
explique le grand intérét porté a ses marqueurs. Les grandes études prospectives ont démontré
que la concentration sanguine de la CRP, mesurée a 1’aide d’un test de haute sensibilité, est un
facteur prédictif d’infarctus du myocarde (IDM), d’accident vasculaire cérébral (AVC) et
d’artérite des membres inférieurs chez des sujets apparemment bien portants. Cette relation,
retrouvée chez les hommes et chez les femmes, est indépendante des autres facteurs de risque
d’athérosclérose, d'autres résultats expliquent que des concentrations faiblement élevées de
hsCRP représentent un marqueur des risques CV significatif et indépendant. Ainsi, toute valeur
de hsCRP au-dela de 1 mg/l est considérée comme associée a une augmentation modérée du
risque, ce risque étant élevé au-dela de 3 mg/l. Par contre, sachant que toute infection éléve la
CRP, les valeurs supérieures a10 mg/l ne peuvent pas étre utilisées pour estimer le risque CV
[53], [4]

b.Lipoprotein associated phospholipase A2 (Lp-PLA2)

La Lp-PLA2 est sécrétée par des cellules inflammatoires telles que les monocytes-
macrophages, les cellules T et les mastocytes. Les valeurs élevées de Lp-PLA2 sont associées
avec un risque accru d’événements coronariens et cérébrovasculaires [55]. Cette association est
indépendante des facteurs de risque traditionnels et d’autres facteurs inflammatoires. La Lp-
PLAZ2 est aussi un facteur de risque de récidive d’accident coronarien. La détermination de ce
parametre est acceptée par la FDA pour la prédiction de la maladie coronaire et de I’attaque
cérébrale. Des études d’intervention a 1’aide d’un agent anti-Lp-PLA2 sont en cours. Au cas ou
ces études montreraient un effet bénéfique sur 1’athérosclérose et ses complications, alors

I’introduction de ce paramétre en routine clinique serait justifiée [53].
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111.3.1.2. Marqueurs lipoprotéiques

Parmi les marqueurs lipoprotéiques la Lp (a), les petites particules denses de LDL (small
dense LDL), les particules oxydées de LDL (oxLDL) et 1’apolipoprotéine E méritent quelques
commentaires.

a.Lipoprotéine (a)

La lipoprotéine (a) (Lp(a)) est constituée d’une particule LDL et d’une glycoprotéine, apo(a), qui
est liée de facon covalente a 1’apolipoprotéine B. Le taux sanguin de Lp(a) peut varier
considérablement d’un individu a I’autre. Dans la plupart des cas, environ 6% seulement du
cholestérol total est transporté sous forme de Lp(a). De multiples études se sont attachées a
établir le lien entre le taux de Lp(a) et le risque coronarien. Il apparait que pour les individus
avec des taux de Lp (a) se situant dans le tertile supérieur, ce risque était accru de 70% en
comparaison aux patients ayant un taux de Lp (a) dans le tertile inférieur.

Par convention, la plupart des laboratoires ont fixé a 300 mg/l le seuil du risque CV accru
de ce parametre. A noter qu’une élévation du taux de Lp(a) potentialise aussi le risque conféré

par les autres FRCV [53].

b.Small dense LDL

Les particules small dense LDL sont toujours présentes lors d’ une hypertriglycéridémie
en particulier lors de diabete de type 2. Ces particules ne sont pas catabolisées par les récepteurs
aux particules LDL, mais par les scavenger receptors non saturables des macrophages localisés
dans les parois artérielles.

Apreés phagocytose des sdLDL, les macrophages sont transformés en cellules spumeuses,
qui caractérisent la phase précoce de ’athérosclérose. Comparativement aux particules LDL
normales, les sdLDL présentent donc un risque nettement accru de développement de
I’athérosclérose. Par ailleurs, I’hypothése du stress oxydatif de I’athérogenese postule que le
phénomeéne le plus important de ce processus est dii a I’oxydation des lipoprotéines LDL en
donnant formation aux particules «oxLDLy. Pour I’heure, ces deux biomarqueurs restent dans le

domaine de la recherche et ne sont pas recommandés en routine clinique [53].

111.3.1.3. Marqueurs hémostatiques
La thrombose constitue I’événement final dans la pathogenese de I’athérosclérose.

C’est pourquoi, beaucoup d’attention a été mise sur 1’étude des parametres de la coagulation en
tant que facteurs de risque CV. Parmi ceux-ci, c’est avant tout le fibrinogéne qui a fait 1’objet de

nombreuses etudes prospectives [53].
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a.Fibrinogene et d-dimeéres

Dans plusieurs études prospectives le fibrinogéne a été identifie comme facteur de risque
CV indépendant. Comme la CRP, le fibrinogéne est une protéine de la phase aigué. C’est
pourquoi, il n’est pas utile pour 1’estimation du risque CV en cours de maladie inflammatoire
aigué. A I’heure actuelle, il n’existe pas de consensus établissant la valeur seuil du fibrinogéne.

Néanmoins, c’est a 3,5 g/l que la plupart des études ont fixé la limite a partir de laquelle
le risque CV s’accroit. Aussi Une élévation des d-dimeres a été associée a une augmentation du

risque CV chez les patients coronariens [53].

111.3.1.4. Marqueurs de I’oxydation
Le stress oxydatif des lipides et des protéines est un processus important dans la

pathogenése de I’athérosclérose. Dés lors, les molécules associées a 1’oxydation figurent sur la
plupart des candidats visant a améliorer la prédiction du risque CV. Les marqueurs les mieux
étudiés sont la Lp-PLA2, déja discutée parmi les marqueurs inflammatoires, et la
diméthylarginine asymétrique (ADMA) [53].

a.Asymmetric dimethylarginine(ADMA)

L’ADMA est un inhibiteur endogéne de toutes les isoformes majeures de la synthase
endothéliale de NO. Elle peut donc contribuer a I’apparition d’une dysfonction endothéliale.

Les valeurs d’ADMA plasmatiques sont augmentées en cas d’insuffisance rénale,
d’hypercholestérolémie, d’hypertriglycéridémie, de résistance a I’insuline, de diabéte sucre,
d’hyperhomocystéinémie et d’hypertension artérielle.

L’ADMA a été identifiée comme un marqueur indépendant de la progression de
I’athérosclérose, de la mortalit¢é CV ainsi que de la mortalité totale, tant chez des patients
porteurs de maladie coronarienne stable aussi bien qu’avec un syndrome coronaire aigu [53].

b.Homocystéine

L’homocystéine est un FRCV indépendant, mais de moindre valeur prédictive que les FR
traditionnels, ou que la CRP, la Lp(a) ou le fibrinogeéne. L ’homocystéine augmente le risque CV
des sujets a haut risque global ainsi que chez les patients porteurs de maladie coronarienne

préexistante. Les valeurs limitent recommandées pour 1’homocystéine varient de
10 & 16 pmol/l [53].

111.3.1.5. Autres marqueurs
D’autres biomarqueurs, tels que le marqueur d’activation plaquettaire CD40-ligand, la

myeloper oxydase neutrophilaire et les marqueurs cardiomyocytaires H-FABP (Heart-type Fatty
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Acid Binding Protein) et GDF15 (Growth- Differentiation Factor 15) concurrencent la troponine,
mais leur place dans la stratégie de prise en charge des SCA reste a préciser [4].
a.Brain Natriuretic peptide (BNP et NT pro-BNP)

Ce peptide natriurétique est sécrété par les cellules du muscle cardiaque. Tous les deux,
BNP et NT pro-BNP sont des marqueurs diagnostiques et pronostiques d’une insuffisance
cardiaque .De plus, méme de faibles élévations de BNP ou de NT pro-BNP indiquent un risque
accru d’événements CV, tant chez les patients avec infarctus du myocarde préalable que dans la
population générale. En combinaison avec la troponine et la CRP, le BNP prédit le risque de

récidive d’accidents coronariens et de mortalité en cas de syndrome coronaire aigu [53].

Tableau 3: Nouveaux facteurs de risque cardiovasculaire [53].

Marqueurs Marqueurs Marqueurs Marqueurs Autres
de I'inflammation lipoprotéiques de I’'hémostatse de l'oxidation marqueurs
+ Protéine C-réactive + Lp(a) + Fibrinogéne « ADMA (diméthylarginine « Microalbuminurie
ultrasensible (hsCRP) + Lipoprotéines denses, + D-diméres asymmétrique) Cystatin C
« Sérum amyloide A (SAA) de petite taille (Small « Fibrinopeptides « Lp-PLA2 « Peptides natriurétiques
« Cytokines (IL-6, IL-18) dense LDL) « Inhibiteur | de l'activateur | « Homocystéine « Obésité abdominale
* Molécules d'adhésion « Lipoprotéines résiduelles du plasminogéne (PAI-1) « Adiponectine
cellulaire (VCAM-I, (Remnants) « Activateur tissulaire du
ICAM-1) + Particules LDL oxydées plasminogéne (TPA)
* Lp-PLA2 (lipoprotein (OxLDL) « Facteurs V,VILVIIl
associated phospholipase | + Génotypes de * Fragments de la
A2) I'apolipoprotéine E prothrombine |+2
+ Ligand CD40 soluble + Activité et agrégation
* Nombre de leukocytes des thrombocytes

* MCP-1 (Monocyte Chemo-
attractant Protein-1)

111.3.2. Biomarqueurs salivaires

Les tests salivaires couplés & un électrocardiogramme (ECG) pourraient fournir une
méthode de dépistage rapide pour les patients atteints des maladies cardiovasculaires.
L’évaluation de certaines molécules salivaires permettrait de connaitre le risque de développer
des maladies cardiovasculaires (MCV). Les derniéres sont liées a des troubles circulatoires et
comprennent I'athérosclérose, l'infarctus du myocarde et les maladies coronariennes. Dans la
littérature, les niveaux salivaires de cytokines inflammatoires, telles que IL-1B, IL-6, TNF-a et
prostaglandine E2 augmentent de maniére significative dans I'athérosclérose au stade avant
hospitalisation. De plus, la detection de niveaux salivaires élevés de créatine kinase -MB,
myoglobine, Tnl et T, protéines C-réactives (CRP), TNF-o, MMP-9 et myéloperoxydase chez les
patients atteints d'IDM. En outre, d’autres marqueurs, comme la cystatine C, le facteur de
croissance GDF15 et la pro hormone N-terminale du peptide cérébral natriurétiqgue (NT-

proBNP), sont détectables dans la salive. Concernant la protéine C-réactive (CRP) c'est le
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biomarqueur le plus prédictif de maladies cardiovasculaires et plus spécifiquement I'infarctus
aigu du myocarde [39].

L'infarctus aigu du myocarde qui est considérée comme la principale complication aigué
de I’athérosclérose coronaire a été prédit par une combinaison de ’ECG et du taux de CRP.
Ces données ont démontré que l'utilisation potentielle de biomarqueurs salivaires couplés
a un ECG permettait de faire le diagnostic d'infarctus aigu du myocarde avec 80 % de
sensibilité et 100% de speécificité [39].

111.4. Relation athérosclérose-salive-biomarqueur

La salive contient une variété de biomolécules, y compris I'ADN, I'ARNm, le microRNA,
les protéines, les métabolites et le microbiota. Les changements de concentration de ces
biomolécules dans la salive peuvent étre utilisés pour développer des biomarqueurs afin d’aider a
identifier certaines maladies, d'évaluer leur pronostic et leurs risques et de surveiller la réponse
au traitement [56]. Bien que les biomarqueurs de la salive soient moins sensibles et spécifiques
que ceux du sérum, la facilité évidente de l'acquisition de la salive et son pouvoir discriminatoire
présenté plus haut pallient la faiblesse actuelle de la reproductibilité des mesures hospitaliéres
individuelles. L'analyse de 1’ensemble de ces données et la littérature accumulée suggerent que la
salive pourrait fournir des informations de diagnostic de dépistage importantes des MCV et
essentiellement I'athérosclérose Celles-ci, aprés validation par des études cliniques futures,
pourraient étre essentielles pour orienter les patients vers une intervention coronarienne
percutanée de premiere intention, il a été prouvé que cette prise en charge améliore I’état des

patients, ainsi que les décisions diagnostiques ultérieures [57].
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Matériels et méthodes

1. Matériel biologique

1.1. Recrutement des patients

L’étude a porté sur un échantillon de 41 patients atteints de I’athérosclérose. Ces derniers
ont été pris au hasard parmi les hospitalisés et les consultants externes du service de cardiologie
médicale au niveau de I’Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine (HMRUC). Les
patients recrutés sont agés entre 23 et 92 ans dont la pathologie est au stade initial ou avancé. Ces
malades ont été comparés a deux sujets sains sans pathologies connues et possédant une bonne
hygiéne buccale.

Nous avons effectué une étude rétrospective étalée sur une période d’un (1) mois (du 5/03 au

5/04/2019) au niveau de I’Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine (HMRUC).

1.2. Recueil de la salive

Pour le recueil de la salive, nous avons adopté la méthode décrite par [58]. La salive
totale est prélevée le matin, 2 heures apres le petit déjeuner (environ 10 heures du matin) apres
que le patient se soit brossé les dents avec une brosse a dent dépourvu de dentifrice. Afin de
favoriser la salivation, le patient doit boire un verre d’eau 15 minutes avant le prélévement et
macher un petit bout de parafilm (environ 3 cm?), pendant quelques minutes. 2 ml de salive
totale sont ainsi prélevés dans des tubes eppendorf stériles. Les échantillons salivaires sont
ensuite centrifuges a 10000 x g pendant 15 minutes afin de supprimer les mucines et les débris
cellulaires et alimentaires encore présents dans la salive. Une fois prélevé le surnageant est

immédiatement congelé (-20°C) jusqu’aux analyses.

2. Extraction des protéines totales et séparation électrophorétique

L’extraction des protéines a été réalisée a partir de la salive des patients malades et du

sujet sain obtenue aprés centrifugation de la salive totale.

2.1. Extraction des protéines dans les conditions dénaturantes et réductrices

100 pl de salive des patients malades et du sujet sain sont mélangés avec 50 pl 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 bromophenol. 2.5%
(V/V) de B- mecraptoethanol sont rajoutés au meélange pour réduire les protéines salivaires.

Aprés agitation pendant 1h a température ambiante, les mélanges sont incubés a 65°C pendant
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30 minutes puis centrifugés a 10000 t/min pendant 1 minute. Les surnageants contenant les

protéines salivaires dissociées et réduites sont récupérés.

2.2. Electrophorése monodimensionnelle en gel de polyacrylamide

Aprés extraction, la composition protéique est caractérisée par migration
électrophorétique sur gel de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur en condition dénaturante
(présence de SDS) avec un systéme vertical. L’¢lectrophorése est réalisée suivant la méthode de
[59] modifiée par [60]. 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 révélé au moyen
d’une coloration au Bleu de Coomassie a 12% (p/v) de TCA et 5%(v/v) de solution mere de Bleu
de Coomassie R250 a 1% dans 1’éthanol pendant toute la nuit. Les gels sont colorés toute la nuit

avec la solution de coloration. IIs sont enfin décolorés dans 1’eau de robinet.

3. Analyse des gels et étude statistique

3.1. Analyse des gels

Il s’agit d’une lecture biochimique qui consiste a déterminer et révéler la mobilité de

la bande considérée comme biomarqueur et de chaque bande décelable dans le gel.

3.2. Analyse statistique

Le traitement des données a fait appel a des méthodes statistiques. Les fréquences
des protéines et les indices de similarité ont été calculées.
L’établissement des dendrogrammes est réalis¢é a 1’aide du logiciel Statistica

version 6.0.
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I. Etude épidémiologique
1.1. Population et lieu de ’enquéte

Un ensemble de 322 patients atteints de 1’athérosclérose ont été diagnostiqués a
differents ages par des médecins cardiologues au niveau de I’Hopital Militaire Régional
Universitaire de Constantine (HMRUC), chez lesquels nous avons réalisé une étude rétrospective
dans la période de janvier 2017 jusqu’au mars 2019. Pour la réalisation pratique de cette étude, il
a d’abord fallu avoir une autorisation du chef de service de cardiologie, pour pouvoir accéder a la
salle d’archive. Pour chaque malade les facteurs de risques ont été relevés : le sexe, 1’age, la
région, les pathologies chroniques, les maladies associées et les antécédents familiaux.

Les analyses statistiques (La saisie et le traitement statistique des données) ont été

réalisées a 1’aide du logiciel Excel version 2010.

1.2. Analyse descriptive de I’échantillon

1.2.1. Répartition de I’échantillon selon le sexe

D’apres la répartition établie en fonction du facteur sexe, nous avons constaté une
prédominance du sexe masculin avec un pourcentage de 74% par rapport au pourcentage calculé

pour le sexe féminin (figure 7).

R

S 'm Homme

M Femme

74%

Figure 7: répartition des patients selon le sexe.

Le sexe est parfois un facteur déterminant des MCV tant par la genétique que par les
comportements relatifs au sexe. Le risque est ainsi distribué inégalement entre hommes et
femmes. Avant 70 ans, deux tiers des infarctus surviennent chez ’homme, qui a donc un risque

plus élevé d’athérosclérose que la femme dont la protection disparait apres la ménopause [61].
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De méme, la prévalence des AVC est plus élevée chez ’homme que chez la femme. A contrario,

I’AOMI en Afrique est plus fréquente chez la femme que chez I’homme [62].

La femme ménopausée montre une incidence des maladies coronaires semblable a celle

de I’homme au méme age. Cet effet est principalement 1ié au déficit en cestrogénes [63].

Plusieurs études réalisées en Europe et aux Etats-Unis démontrent une augmentation du

risque d’ischémie cardiovasculaire chez la femme ménopausée précocement [64].

I. 2.2. Répartition de I’échantillon selon les tranches d’age

Nous avons pris un échantillon d’individus dont la tranche d’age s’étale de 23 a 92 ans et
cette répartition des patients par tranche d’age indique une prédominance de cette pathologie

dans la tranche d’age [60-69] pour les deux sexes (figure 8).
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Figure 8: répartition des patients selon les tranches d’age.

Des études ont montré que les lésions athéromateuses sont plus importantes chez les
hommes que chez les femmes du méme groupe d’age, et que la gravité de ces 1ésions augmente
¢galement avec 1’age, peu importe le sexe. En général, les Iésions retrouvées chez les hommes

sont observées chez les femmes plus agées de 10 ans [65].

1.2.3. Répartition de I’échantillon selon ’HTA

Notre enquéte a confirmé que 1I’HTA reste un facteur de risque d’athérosclérose majeur

puisque 58% des patients sont hypertendus (figure 9).
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Figure 9: répartition des patients selon ’HTA
La relation étroite entre HTA et athérosclérose est attestée par le fait que 1’association
entre HTA et les autres facteurs de risque de 1’athérosclérose est plus qu’additive, et qu’au moins

au niveau des arteres a destinée encéphalique I’HTA est un puissant facteur promoteur de

I’athérosclérose [64].

1.2.4. Répartition de I’échantillon selon les dyslipidémies

Dans notre étude rétrospective nous avons trouvé que plus de 41% des patients atteints
d’athérosclérose représentent une anomalie dans le bilan lipidique et 59% ne représentent

aucune anomalie (figure 10).
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Figure 10: répartition des patients selon les dyslipidémies.

Le lien entre I’hypercholestérolémie et 1’athérosclérose est particulierement bien établi,

essentiellement pour les pathologies coronariennes. Une étude a montré que les niveaux de
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lipoprotéines de basse densité oxydées sont significativement plus élevés chez les patients qui
ont eu un infarctus du myocarde ou un accident vasculaire cérébral que chez les patients du

groupe témoin [64].
1.2.5. Répartition de I’échantillon selon le diabéte

A T’instar du tableau de la répartition des patients selon le diabéte (Tableau 4), chez les
hommes, nous avons trouvé que 30% sont diabétiques et 48% non-diabétiques, contrairement a

ce qui a été trouvé chez les femmes, seulement 15% qui ont été diabétiques et 12% non-

diabétiques.
Tableau 4: répartition des patients selon le diabéte
Hommes Femmes Total
Diabétique 97 49 128
Non-diabétique 155 39 194

Le diabete majore fortement le risque de maladie coronarienne. Ce risque est
globalement multiplié par un facteur 3 chez la femme, 2 chez ’homme. Ainsi le risque
coronarien chez la femme diabétique rejoint celui de I’homme non diabétique.
Dans I’étude prospective parisienne, I’existence d’un diabéte non insulino-dépendant était

associéee a une incidence triple des maladies coronaires [64].

1.2.6. Répartition de I’échantillon selon la sédentarité

D’aprés les résultats sur la figure 11, nous avons noté que 43% des patients atteints
d’athérosclérose sont sédentaires et c’est dii a leur age avancé, en plus la plupart des patients
sont des retraités.

La sedentarité parait bien constituer un facteur de risque pour les maladies ischémiques.
L’effet préventif d’un exercice physique régulier vis a vis de la survenue des accidents
coronaires a été bien établi par plusieurs enquétes épidémiologiques. Pour étre efficace, ’activité

physique doit se prolonger tout au long de la vie [64].
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Figure 11: répartition des patients selon la sédentarité

1.2.7. Répartition de I’échantillon selon la région

Dans notre étude rétrospective, nous avons remarqué que les wilayas les plus touchées
par I’athérosclérose sont : Constantine, Mila, OEB, Souk ahras, Batna, Tébessa et Skikda
(Figure 12). Cela pourrait étre expliqué aussi par le fait que la majorité des patients consultants

ou hospitalisés, proviennent de ces régions
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Figure 12 : répartition des patients selon la région

1.2.8. Répartition de I’échantillon selon la consommation du tabac

Le tabagisme représente un "véritable probleme de santé publique™ en Algérie et provoque

plus de 15.000 morts par an, soit une moyenne de 45 décés chaque jour [65].
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Dans notre échantillon: chez les hommes, nous avons trouvé que plus de 27% sont
tabagiques, 3% sont des ex-fumeurs, et 69% non-fumeurs, ce qui signifie que presque le tiers
(1/3) des patients avait des antécédents du tabagisme, contrairement a ce qui a été trouvé chez les

femmes, seulement 1% qui ont été tabagiques (Tableau 5).

Tableau 5 : réparation des patients selon la consommation du tabac pour les deux sexes.

Hommes Femmes Total (%)
Fumeurs (ses) 86 2 <27%
Ex-fumeurs (ses) 11 / <3%
Non-fumeurs (ses) 142 81 <69%

L’enquéte de Framingham 1948 a confirmé que le fait de fumer augmente

significativement et indépendamment le risque d’infarctus de myocarde et de mort subite de
cause coronaire. En outre, le tabagisme multiplie par 2 le risque, d0 aux autres facteurs de risque.
Sa prévention réduit le risque d’IDM aigu de 50 a 70 % aprés 5 ans d’arrét du tabac et réduit le

risque de mort subite de 50 % aprés 1 an d’arrét du tabac [64].

1.2.9. Répartition de I’échantillon selon ’IMC

Dans notre étude, nous avons trouvé que plus de 33% des patients ont un IMC < 25
(kg/m2), ce qui les place dans la catégorie des patients "maigres et idéals " 39% des patients ont
un IMC entre 25-30 (kg/m2), ce qui les place dans la catégorie des personnes en "surpoids"” et

28% des patients ont un IMC > 30 (kg/m),c’est —a-dire les patients qui sont obéses (figure 13).

Le poids du corps peut contribuer a la progression de la maladie athéromateuse par
I’intermédiaire d’un mécanisme inflammatoire: [’augmentation du nombre de cellules
immunitaires circulantes au niveau de la paroi artérielle, entraine 1’épaississement de cette
derniére, et par conséquent le développement de 1’athérosclérose. Il est tres bien établi que le
risque cardiovasculaire augmente avec le poids du corps, les données de 1’é¢tude de Framingham
1948 ont montré que l’incidence des maladies cardiovasculaires augmentait avec le poids

corporel, indépendamment de 1’age, du tabagisme et des autres facteurs de risque [64].
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Figure 13 : répartition des patients selon I’IMC

1.2.10. Répartition de I’échantillon selon I’estimation du risque cardiovasculaire globale

Dans notre étude, les résultats sont en faveur d’une prédominance des patients présentant
une association de plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire, ainsi 15% présentent deux
facteurs de risque, 24% présentent trois facteurs de risque et 61% ont plus de trois facteurs de

risque.

Il est donc clair que plus que la moitié des patients (61%) sont a haut risque

cardiovasculaire, présentant une association de trois facteurs de risque (Tableau 6).

Tableau 6: répartition des patients selon I’estimation du risque cardiovasculaire globale

Nombre de facteurs de risque Pourcentage (%)

cardiovasculaire

2 facteurs 15%
3 facteurs 24%
>3 facteurs 61%

Certains auteurs tirent la sonnette d’alarme a partir de trois facteurs de risque
cardiovasculaire, et plusieurs compagnes de sensibilisation utilisent des slogans (trois facteurs de
risque =danger cardiovasculaire) pour sensibiliser les patients dans le but de réduire la

prévalence et I’incidence des maladies cardiovasculaires au sein des populations cibles [64].
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1.2.11. Répartition de I’échantillon selon les antécédents familiaux

D’apres la répartition établie en fonction d’antécédents familiaux, nous avons trouvé 47% des

patients ont des antéceédents familiaux de pathologies cardiovasculaires (figure 14).
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Figure 14 : répartition de patients selon les antécédents familiaux

L’antécédent familial de maladie cardiovasculaire précoce est connu comme facteur

indépendant de risque cardiovasculaire [64].

Des preuves supportent le fait que les personnes ayant des antécédents familiaux de
maladies coronariennes précoce auraient une incidence plus élevée d’athérosclérose

sub-clinique [66].
1.2.12. Répartition de I’échantillon selon la consommation d’alcool

A TDinstar de la figure de la répartition des patients selon la consommation d’alcool
(figure 15), nous avons trouvé que 96% des patients athéromateux sont non-alcooliques et

seulement 4% qui ont été alcooliques.

Dans la grande majorité des études, La consommation d’alcool 1égere a modérée réduirait
le risque cardiovasculaire L’alcool en quantité modérée augmenterait le HDL-cholestérol
protecteur et serait antiagrégant. La réponse de 1’organisme face a 1’alcool peut varier d’une
population & une autre. L’effet délétére de la consommation importante d’alcool sur le systéme
cardiovasculaire est indéniable. La consommation importante d’alcool est susceptible

d’augmenter la pression artérielle, le poids et les triglycérides [67].
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Figure 15 : répartition des patients selon la consommation d’alcool

1.2.13. Répartition de I’échantillon selon les complications associées

Conformément a la figure 16, nous avons remarqué chez les patients athéromateux
46% des patients ont un IDM ,18% des patients ont des Multi-FdRCV, 13% des patients ont une
insuffisance cardiaque, 12% des patients ont un AVC, 6% des patients ont un Angor et 5% des
patients ont un AOMI.

111DM OU SCA
M Angor

H Inf cardiaque
LtAOMI

HAVC

H Multi- FdRCV

Figure 16 : répartition des patients selon les complications associées

Les complications de I'athérosclérose sont responsables des deux premiéres causes de
mortalité dans le monde. Les cardiopathies ischémiques concernent environ 6 millions de décés
par an, et les accidents vasculaires cérébraux (AVC) plus de quatre millions. Ces deux causes

représentent a elles seules plus de 20 % des déces.
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En outre, 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 systéme de santé [5].

1.2.14. Répartition de I’échantillon selon le stress

Dans notre étude rétrospective, nous avons trouvé 10% des patients athéromateux soufrant

du stress (Figure 17).
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Figure 17 : répartition des patients selon le stress

Selon des travaux publiés récemment dans la revue scientifigue Nature Médicine, le
stress chronique "affecte le systeme immunitaire en augmentant le nombre des globules blancs et

en aggravant l'inflammation de la plaque d'athérome dans les artéres"[68].

I1. Fractionnement des protéines salivaires et recherche des biomarqueurs
1.1. Analyse des protéines salivaires dénaturées et réduites fractionnées par SDS-PAGE

La technique adoptée pour 1’analyse est celle décrite par [59] modifiée par [60] a été
utilisee 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 denaturation 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
révéler la mobilité de chacune des bandes, en mesurant la distance parcourue par chaque bande

dans le gel de séparation.
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1.2. Etude des protéines salivaires cas d’IDM

Le diagramme électrophorétique des 15 echantillons (14 malades et un témoin) analysés,
renferment de 3 & 16 bandes décelables qui se répartissent dans la zone des protéines salivaires
avec des mobilités variant entre 4 4 17.5 cm.

Nous dénombrons 17 bandes protéiques de mobilités différentes qui se répartissent

differemment selon le poids moléculaire de 10 a 150 KDa.

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révéle des

variations quantitatives et/ou qualitatives dans la composition protéique.

D’abords, la variation qualitative est présente chez les bandes (B1, B2, B6, BS, B9, B10,
B11, B12 et B14) dont le poids moléculaire est d’environ 15 a 150 KDa respectivement et sont
présentent chez quelques patients et les témoins et absentes chez quelques malades. Donc ces

bandes peuvent étre considérées comme étant un biomarqueur qualitatif.

A titre d’exemple la bande (B1) est présente que chez le témoin (T1) et chez deux

patients (5, 13). Cette derniére peut étre considérée comme étant un biomarqueur qualitatif.

Pour les variations quantitatives, 1’exemple le plus important est celui de la bande
protéique (B17) dont le poids moléculaire approximatif est de 10 KDa (figure 18), cette bande
est présente chez tous les échantillons (témoin et malades), en effet, elle est fortement concentrée
chez les patients (3, 4, 5, 8, 11, 12, 13 et 15), elle est moins concentrée chez les patients (2, 6, 7,
9, 14 et le témoin (T1)) ainsi elle est faiblement concentrée chez le patient(10) ce qui lui confére

la propriété de biomarqueur quantitatif .

En outre, la bande protéique (B15) qui est fortement concentrée chez le patient (8), elle
est moins concentrée chez les patients (3, 5, 9, 11, 13 et le témoin (T1)) ainsi elle est faiblement
concentrée chez le patient(15) mais elle est absente chez les patients (2, 4, 6, 7, 10,12 et 14).
Cette bande varie quantitativement et qualitativement, ce qui lui confére la propriété de

biomarqueur quantitatif et qualitatif a la fois.

En fin, il faut signaler la présence d'un cas particulier, celui du patient 9 qui présente un
profil électrophorétique complétement différent a celui du témoin (figure 18). En effet, ce profil
est marqué par I’absence des bandes protéiques (B1, B3, B4, B5, B7, B8, B9, B10, B11, B12,
B13 et B16) qu'on les retrouve dans le témoin (T1) et les autres échantillons. Sur le plan clinique,

ce patient est un homme age de 69 ans, tabagique et hypertendu dont il est diagnostiqué depuis
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12 ans.

Ces différences observeées entre les profils électrophorétiques des malades atteints d’IDM
sont probablement dues a des facteurs tels que : I’dge, le sexe, sédentarité, La durée de la
découverte de la maladie, et les pathologies associées, ainsi que les habitudes toxiques telles que

la consommation du tabac.
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Figure 18 : Profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions
dénaturantes et réductrices révélées par SDS/PAGE. T(1): témoin, 2 a 15: patients malades.

1.3. Etude des protéines salivaires cas des multi-facteurs de risque

Le diagramme électrophorétique des 15 échantillons (14 malades et un témoin) analysés,
renferment de 2 a 11 bandes décelables qui se répartissent dans la zone des protéines salivaires

avec des mobilités variant entre 4 2 17.5 cm.

Nous dénombrons 12 bandes protéiques de mobilités différentes qui se répartissent
différemment selon le poids moléculaire de 10 & 150 KDa.

37| Page



Résultats et discussion

La comparaison entre les profils électrophoretiques de témoin et des sujets malades
montre que certaines bandes protéiques présentent des variations quantitatives et/ou qualitatives.

Nous avons observé uniquement les bandes protéiques (B6 et B7) qui présentent les
variations quantitatives et qualitatives a la fois.

A titre d’exemple : I’intensité de la bande (B6) est forte chez le patient (12), tandis que
chez le témoin (T16) et les patients (17, 19, 21, 25, 27, 28, 29 et 30) leur intensité est faible, par
contre elle est absente chez le reste des patients.

Et concernant la bande (B7), elle est fortement présente chez les patients (17, 21 et 26) et
faiblement présente chez le témoin (T16) et les patients (19, 24, 27, 28, 29 et 30), cependant elle
est absente chez le reste des patients. Donc les bandes (B6 et B7) renferment la propriété des
biomarqueurs qualitatifs et quantitatifs a la fois.

La variation qualitative est présente chez les bandes (B1 et B2) dont le poids moléculaire

est d’environ 75 a 150 KDa respectivement.
Nous avons observé des variations qualitatives au niveau des bandes (B1 et B2).

A titre d'exemple: L'intensité de la bande (B1) est forte chez le témoin (T16), tandis que chez les
patients (19, 26 et 28) leur intensité est faible, par contre elle est absente chez le reste des

patients.

Et concernant la bande (B2), elle est fortement présente chez le patient (21) et
moyennement présente chez le patient (25), cependant elle est absente chez le reste des patients.
Donc les bandes (B1 et B2) varient qualitativement ce qui leurs conferent la propriété des

biomarqueurs qualitatifs.

Pour les variations quantitatives qui sont présentes chez les bandes (B3, B4, B9, B10,

B11 et B12) dont le poids moléculaire est d’environ 10 a 75 KDa respectivement.

Par exemple les bandes (B11 et B12) sont présentes chez tous les patients et le témoin
avec des intensités différentes et en ce qui concerne les bandes (B3, B4, B9 et B10) sont présente
chez la majorité des patients et le témoin (T16) avec des intensités différentes. Ces bandes

peuvent étre considérées comme étant des biomarqueur quantitatifs.

Il faut signaler la présence d'un cas particulier, celui du patient (28) qui présente un profil
électrophorétique complétement identique a celui du témoin (T16) (figure 19). En effet, ce profil
est marqué par la différence de 1’intensité des bandes protéiques (B1, B3, B9 et B12) qu'on les

retrouve dans le témoin (T16). Sur le plan clinique, ce patient est un homme agé de 51 ans,
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tabagique et sédentaire qui présente des antécédents familiaux.

Ces différences observées entre les profils électrophorétique des malades sont probablement dues
a des facteurs tels que : 1’age, le sexe, la sédentarité, les antécédents familiaux et les pathologies

associées, l'obésité ainsi les habitudes toxiques tels que la consommation du tabac.

KDa TI6 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
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Figure 19 : Profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions

dénaturantes et réductrices révélées par SDS/PAGE. T(16): témoin, 17 a 30 : patients malades

1.4. Etude des protéines salivaires cas des différentes pathologies liées a I’athérosclérose

Le diagramme électrophorétique des 15 échantillons (13 malades et deux témoins)
analysés, renferment de 1 a 14 bandes décelables qui se répartissent dans la zone des protéines

salivaires avec des mobilités variant entre 2,5 a 17.5 cm.

Nous dénombrons 16 bandes protéiques de mobilités différentes qui se répartissent

différemment selon le poids moléculaire de 10 a 150 KDa.

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révéele des

variations quantitatives et/ou qualitatives dans la composition protéique.
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D’abords, la variation qualitative est présente chez les bandes (B1, B2, B3, B4, B5, B6,
B7, B8, B9, B10, B11, B12 et B13) dont le poids moléculaire est d’environ 20 a 150 KDa
respectivement et sont présentent chez quelques patients et les témoins et absentes chez quelques

malades. Donc ces bandes peuvent étre considérées comme étant un biomarqueur qualitatif.

A titre d’exemple la bande (B3) est présente uniquement chez le patient (38), ce dernier

est un homme agé de 27 ans, en surpoids et il est atteint d’un IDM.

De plus la bande (B1) est spécifique pour les trois patients (39, 40 et 42) qui sont tous atteints
d’une AVC et aussi ils partagent entre eux quelques FARCYV tels que la présentes des antécédents
familiaux, 1’hypertension, le manque d’activité physique, 1’obésité ainsi ils souffrent du stress
malgré les différences de 1’agé, du sexe, des habitudes toxiques et la durée de la découverte de

[’athérosclérose.

Pour les variations quantitatives, 1’exemple le plus important est celui de la bande
protéique (B15 et B16) dont le poids moléculaire approximatif est de 10 KDa (figure 20), ces
bandes sont présente chez tous les échantillons (témoins et malades), avec des intensités
différentes. Ces bandes peuvent étre considérées comme étant des biomarqueur quantitatifs.

En outre, la bande protéique (B14) qui est fortement concentrée chez les deux témoins et
les patients (32, 37et 38), elle est faiblement concentrée chez les patients (33, 34, 35, 36 et 42)
mais elle est absente chez le reste des patients. Cette bande varie gquantitativement et

qualitativement, ce qui lui confere la propriété de biomarqueur quantitatif et qualitatif a la fois.

En fin, il faut signaler la présence d'un cas particulier, celui du patiente (41) qui
présente un profil électrophorétique complétement différent a celui des témoins (figure 23).
En effet, ce profil est marqué par I’absence de toute les bandes protéiques sauf la bande (B16)
qu'on les retrouve dans les deux témoins (T1 et T16) et les autres échantillons. Sur le plan
clinique, cette patiente est une femme ménopausée agée de 49 ans, diabétique et hypertendue
de plus elle présente des antécédents familiaux et des anomalies dans le bilan lipidique dont

elle diagnostiquée depuis 5 ans ainsi elle souffre d'un cancer du sang.

Ces differences observées entre les profils électrophorétique des malades sont
probablement dues a des facteurs tels que : I’dge, le sexe, la sédentarit¢ La durée de la
découverte de la maladie, les antécédents familiaux et les pathologies associées, I'obésité ainsi

les habitudes toxiques tels que la consommation du tabac et la consommation excessive d’alcool.
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Figure 20: Profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes

et réductrices révélées par SDS/PAGE. T (1 et 16): témoins, 31 a 43 : patients malades.

Ces différences observées entre les profils électrophorétique des malades sont
probablement dues a des facteurs tels que : 1’age, le sexe, la sédentarit¢ La durée de la
découverte de la maladie, les antécédents familiaux et les pathologies associées, l'obésité ainsi
les habitudes toxiques tels que la consommation du tabac et la consommation excessive d’alcool.

Dans le cas d’IDM nous avons trouvé plus d’expression protéique par rapport au cas des
autres cas comme Multi- FARCV et AVC, probablement dus a 1’état physiopathologique des

patients et le stade d’avancement d’athérosclérose.

2. Etablissement des diagrammes types

L’analyse des diagrammes ¢électrophorétiques montre que ces derniers présentent de nettes
differences en composition protéique a la fois qualitatives et quantitatives pour les différents
patients.

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

Cette représentation nous permet donc de conserver une image réelle des gels pouvant servir
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comme base de données pour 1’identification.

Nous rapportons dans les tableaux ci-dessous les diagrammes type des protéines salivaires des
patients malades et de sujet sain dans des conditions dénaturantes et réductrices révélées par
SDS-PAGE (1: Présence de la bande, 0: Absence de la bande, T : témoin).

Tableau 7: Matrice binaire des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes et
réductrice (cas d’IDM)

Echantillons

Bandes Mobilit¢ (cm) |1 |23 |4 |5 |6 |7 |8 |9]1011 12 |13 |14 |15
1 4 1+ |00 |O |1+|0 |O 'O |O|O|O |O 1+ |0 |O
2 6 o o0/2- 1+ 0 |2- |0 /O |12 /140 'O |O 0 |O
3 8 1+ [ 1-/0 |-1 | 1- 1++/1++[1- 0 |21-/0 |1++ 1++ O |1-
4 8,5 1+ /100 |0 0 |1++ 1++ 1+ |0 | 1HO0 |1++ 1++ 0 |1+
5 9 1++/ 140 | 1- | 1- | 1++ 1++ 1++ 0 | 1+ -1 | 1++ 1++ O | 1+
6 9,5 o o0o/o o0 O (0O |1- /2- O/0O|O0 '1- |2+ 0 |1-
7 10,5 - /12-'0 /O /O |21- |1- |1- |O|O0O O |1+ |1+ O |1-
8 11 - 0/0 (/O 'O |1- |1- /O |O|O0O O |1+ |1+ O |1-
9 12 - . 0/0 /O /O |1- |1- /O |O|O0O O |1+ |1+ O |1-
10 12,5 - |00 /o 'O 1- |2- |0 /'O/O/O |1- 1+ O |1-
11 13 - |00 /o O '1- |2- |O /0O/O/O |1- 1+ O |O
12 14 - |00 |2- 'O 'O |O |0 0/0 |0 |1+ 1++ 1-|1-
13 15 1+ [ 1-] 1+ |1+ |1+ [ 1- |1- | 1++ 0 |0 |1+ | 1+ | 1++1- | 1+
14 15,5 o o/o o0 O |2-|1- /0 |[O/0O|O0O '1- |2+ 0 |1-
15 16 1+ 0|1+ |0 1+ |0 |0 |1++/1+0 1+ |0 |1+ O |1-
16 16,5 1- | 1-]1+ |1+ |0 | 1- |1- | 1++ 0 | 1-|1+ |1+  1++ 1+ | 1+
17 17,5 1+ | 1+ 1++| 1++ 1++ 1+ | 1+ | 1++ 1+ 1-| 14+ 1++ 1++ 1+ | 1++

1 : présence 0 : absence (+/-) : intensité forte /faible
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Tableau 8: Matrice binaire des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes et
réductrices (cas des multi-facteurs de risques).

Echantillons

Bandes Mobilité (cm) |16 |17 |18 |19/ 20 |21 |22 23 |24 |25 |26/ 27 |28 29 |30
1 4 1+ |10 |0 1-10 |0 |0 |0 |0 |O 1- 0 1- |0 |0
2 7 0O |0 |0 |00 1++ 0 |0 |0 1+ 00 |0 |O |0
3 8.5 1+ | 1++ 0 1+ 0 1++/ 1+ |0 | O 1++ 0 | 1+ | 1- |1+ | 1-
4 9 1++ 1++/ 0 1+ 0 1++ 1++ 0 1- | 1++ 0 | 1+ | 1+4+4| 14+ 1+
5) 10 1- |1- |0 1-10 |0 1- 10 |0 - |0}1- |1- 1- |1-
6 10,5 1- |1- |0 1-1 0 1- |1+ |0 | O - |0}1- |1- 1- |1-
7 12 1- |1+ |0 1-1 0 1+ 0 |0 1- |0 1+ 1- | 1- | 1- | 1-
8 13 - |1- 'O 0]0 |O 1- 10 |0 - |0}1- |1- 1- |1-
9 14 1+ | 1++1- 1-|0 |0 1++ 0 1- |1- |0 |1++ 1- |1+ | O
10 15 1+ | 1++ 1+ (1-|0 |0 1+ | 1+4) 1++) 1- | 1-] 1+4) 1+ | 14+ | 1+
11 16,5 1+ | 1++) 144 1-) 1- | 1+ | 1+ | 1+ | 1++ 1+ | 1+ 14+ 1+ | 1+ | 1+
12 17,5 1++| 14+ 1++| 1+ 1++ 1+ | 1++ 1++| 14+ 1+ | 14 1++ 1+ | 1+ | 1+

1 : présence 0 : absence (+/-) : intensité forte /faible
Tableau 9: Matrice binaire des protéines salivaires dans des conditions dénaturantes et
réductrices (cas des différentes complications liées a I’athérosclérose).
Echantillons

Bandes Mobilité (cm) |1 3132 |33 |34 |35 |36 |37/ 38 |39 40 41 42 43 16
1 2,5 o o0 0 0|0 |0 |O|O |2+]|2- |0 |2- 0O |O
2 4 i+/0/0 'O |O |2- O |O/O |O |1+ 0 (O |O |1+
3 6,5 o o0 O O0 |0 |O |O|2+|0 |O |O |O (O |O
4 7,5 - 10 |0 |2- O 0 [0/2+ O 'O O |21- O |1-
5 8,5 1+ |{1-0 'O /O |O |O |O 14+0 'O |O |2+ |0 |1+
6 9 1++1+0 |0 |[1++0 |0 [0 |1++H0 |0 |0 |[1++ 0 | 1++
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7 10 - . 0/0 /O |2- O |O OO0 |O |O |O 1- |0 |1-
8 10,5 - . 0/0 /O |2- O |O OO0 |O |O |O 1- |0 |1-
9 12 - '/o/0 |O |1-]|0 'O /O/2+ /0 |O |O |1- |0 |1-
10 12,5 - '/o/0 |O |1-]|0 'O /O/2+ /0 |O |O |1- |0 |1-
11 13,5 +/0/0 |O |1- |0 |O O|1+ O /O |O |2- O |1+
12 14,5 1+ |0|0 |O 1++ 1- |0 -1+ |0 |0 |O 1+ |0 1+
13 15 - /0/0 /0 |- |0 'O O/2- /0 (O |O |1- |0 |1-
14 16 1+ |01+ |2- |1- |1- | 1- 141+ |0 |O |O |1- | O |1+
15 16,5 1+ |0 |1+ | 1- | 1+4/21- | 1- 1+ 1+ |1+ |1- |O 1+ | 1+ | 1+
16 175 1++ 1- 14+ 1++ 1+ | 14+ 1++ 1+ 1++ 1++ 144 1++ 144 1+4+ 1++
1 : présence 0 : absence (+/-) : intensité forte /faible

3. Etude de la variabilité des protéines salivaires

3.1 Etude de la variabilité des protéines salivaires cas d’IDM

L’étude est faite selon la mobilité des protéines séparées, L’analyse électrophorétique des
14 échantillons atteints d’IDM a permis de distinguer 17 types de protéines salivaires de

mobilités différentes (tableau 10).

Tableau 10: variabilité des protéines salivaires en conditions dénaturantes et réductrices (cas

d’IDM)

Bandes Mobilité (cm) Echantillons Fréquences %
1 4 T(1), 5, 13 20
2 6 3,4,6,9,10 33
3 8 T(1),2,4,5,6,7,8,10, 12, 13, 15 73
4 8,5 T(1),6,7,9, 10,12, 13, 15 53
5 9 T(@1),2,4,5,6,7,8,10, 11, 12, 13,15 80
6 9,5 7,8,12,13,15 33
7 10,5 T(1),2,6,7,8, 12,13, 15 53
8 11 T(1),6,7,12,13,15 40
9 12 T(1), 6,7, 12,13, 15 40
10 12,5 T(1),6,7,12, 13,15 40
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11 13 T(1), 6, 7, 12, 13 33
12 14 T(1), 4, 12, 13, 14, 15 40
13 15 T(1), 2, 3,4,5,6,7,8,11, 12, 13, 14, 15 87
14 155 6,7,12,13, 15 33
15 16 T(1),3,5,8,9, 11 53
16 16,5 T(1),2,3,4,6,7,8,10, 11, 12, 13, 14, 1 87
17 175 T(1), 2 3,4,5,6,7,8,09,10, 11, 12, 13, 100
14,15

Sur la base de la variabilité protéique observée la bande la plus fréquente est la bande 17
de mobilités 17,5 cm présente chez tous les échantillons avec une fréquence de 100% donc c’est
la protéine salivaire dominante, suivie par les bandes protéiques 13 et 16 de mobilités 15 et 16,5
cm respectivement, avec une fréquence de 87 % retrouvées chez 13 échantillons. Ensuite
apparait la bande 5 avec une fréquence de 80 % présente dans 12 échantillons avec une mobilité
de 9 cm. Par la suite vient la bande protéique 3 avec une fréquence de 73%, présente chez 11
échantillons. Des bandes protéiques moins fréquentes sont observées, telles que la bande 4, 7 et
15 de mobilités 8,5 cm, 10,5 cm et 16 cm respectivement, avec une méme fréquence de 53 %
retrouvées chez 8 échantillons. Puis les bandes 8, 9, 10 et 12, avec une mobilité de 11 cm, 12
cm, 12,5 cm et 14 cm respectivement, retrouvée chez 6 échantillons, avec une fréquence de
40 % . Par la suite les bandes 2, 6, 11 et 14 présentent chacune dans 5 échantillons avec une
mobilité de 6 cm, 9,5 cm, 13 cm et 15,5 cm respectivement, avec une fréquence de 33%. La plus
faible fréquence 20% observée dans cette condition est pour la bande 1, retrouvée chez 3

échantillons dont la mobilité est de 4 cm (Tableaul0).

3.2 Etude de la variabilité des protéines salivaires cas de présence des multi-facteurs de
risque
L’analyse électrophorétique des 14 échantillons a permis de distinguer 12 types de

protéines salivaires de mobilités differentes (tableau 11).

Sur la base de la variabilité protéique observée les deux bandes les plus fréquentes sont
les bandes 11 et 12 de mobilités 16,5cm et 17,5 cm respectivement, présentes chez tous les
¢chantillons avec une fréquence de 100% donc c’est les protéines salivaires dominantes, suivies
par les bandes protéiques 10 et 4 de mobilités 15 cm et 9 cm ; avec des fréquences de 87% et

73% retrouvées chez 13 et 11 échantillons respectivement
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Tableau 11 : variabilité des protéines salivaires en conditions dénaturantes et réductrices (cas

de présence de multi-facteurs de risque)

Bandes  Mobilité (cm) Echantillons Fréquences %
1 4 T(16), 19, 26 ,28 27
2 7 21, 25 13
3 8,5 T(16), 17, 19, 21,22, 25, 27, 28, 29, 30 67
4 9 T(16), 17,19, 21, 22, 24, 25, 27,28, 29 ,30 73
5 10 T(16), 17, 19, 22, 25, 27, 28, 29, 30 60
6 10,5 T(16), 17, 19, 21, 22, 25, 27, 28, 29, 30 67
7 12 T(16), 17, 19, 21, 24, 26, 27, 28, 29, 30 67
8 13 T(16), 17, 21, 24, 27, 28, 29, 30 53
9 14 T(16), 17, 18,19, 22, 24, 25, 27, 28, 29 67
10 15 T(16), 17, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 87
11 16,5 T(16), 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 100

29, 30
12 17,5 T(16), 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 100
29, 30

Sur la base de la variabilité protéique observée les deux bandes les plus fréquentes sont
les bandes 11 et 12 de mobilités 16,5cm et 17,5 cm respectivement, présentes chez tous les
échantillons avec une fréquence de 100% donc c’est les protéines salivaires dominantes, suivies
par les bandes protéiques 10 et 4 de mobilités 15 cm et 9 cm ; avec des fréquences de 87% et
73% retrouveées chez 13 et 11 échantillons respectivement. Ensuite apparaissent les bandes 3, 6,
7 et 9 avec une méme fréquence de 67 % présentes dans 10 échantillons avec des différentes
mobilités de 8,5 cm, 10,5 cm, 12 cm et 14 cm respectivement. Des bandes protéiques moins
fréquentes sont observées, telles que la bande 5 et 8 de mobilités 10 cm et 13 cm
respectivement, avec différentes fréquences de 60 % et 53 % retrouvées chez 9 et 8

échantillons respectivement. Les plus faibles fréquences sont 27% et 13% observées dans cette
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condition pour les bandes 1 et 2 retrouvées chez 4 et 2 échantillons dont les mobilités sont de

4 cm et 7 cm respectivement (Tableaull).

3.3 Etude de la variabilité des protéines salivaires cas de différentes complications de
I’athérosclérose

L’analyse électrophorétique des 13 échantillons a permis de distinguer 16 types de
protéines salivaires de mobilités différentes (tableau 12).

Tableau 12 : variabilité des protéines salivaires en conditions dénaturantes et réductrices (cas

de différentes complications de 1’athérosclérose)

Bandes | Mobilité (cm) Echantillons Fréquences %
1 2,5 39, 40, 42 20
2 4 T(1), 40, T(16) 20
3 6,5 38 7
4 75 T(1), 31, 34, 38, 42, T(16) 40
5 8,5 T(1), 32, 38, 42, T(16) 33
6 9 T(1), 31, 34, 38, 42, T(16) 40
7 10 T(1), 34, 42, T(16) 27
8 10,5 T(1), 34, 42, T(16) 27
9 12 T(1), 34, 38, 42, T(16) 33
10 12,5 T(1), 34, 38, 42, T(16) 33
11 135 T(1), 34, 38, 42, T(16) 33
12 14,5 T(1), 34, 37, 38, 42, T(16) 40
13 15 T(1), 34, 38, 42, T(16) 33
14 16 T(1), 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 42, T(16) 67
15 16,5 T(1), 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 87

43, T(16)
16 17,5 T(1), 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 100
41, 42, 43, T(16)

Sur la base de la variabilité protéique observée la bande la plus fréquente est la bande
16 de mobilité 17,5 cm, présente chez tous les échantillons avec une fréquence de 100% donc

c’est la protéine salivaire dominante, suivie par la bande protéique 15 de mobilité 16,5 cm, avec

47 |Page



Résultats et discussion

une fréquence de 87% retrouvée chez 13 échantillons et par la suite la bande 14 avec une
fréquence de 67% présente dans 10 échantillons avec une mobilité de 16 cm. Des bandes
protéiques moins fréquentes sont observées, telles que la bande 4, 6 et 12 de mobilités 7,5 cm, 9
cm et 145 cm; avec une méme fréquence de 40 % retrouvées chez 6 échantillons
respectivement. Ensuite apparait les bandes 5, 9, 10, 11 et 13 de mobilités 8,5 cm, 12cm, 12,5 cm
, 13,5 cm et 15 cm respectivement, avec une méme fréquence de 33 % retrouvées chez 5
échantillons .Par la suite les bande 7 et 8 avec une méme fréquence de 27 % présentes dans 4
échantillons avec des mobilités différentes de 10 cm et 10,5 cm. Puis les bande 1 et 2 avec une
méme fréquence de 20 % présentes dans 3 échantillons avec des mobilités différentes de 2,5
cm et 4 cm respectivement. La plus faible fréquence 7% observée dans cette condition est pour
la bande 3 retrouvée chez un seul patient (38) et dont la mobilité est de 6,5 cm (Tableaul?2).

4. Classification hiérarchique des protéines salivaires

Les relations entre les différents patients sont établies a partir de leurs ressemblances
génetiques exprimées par les protéines salivaires. Pour cela, nous avons fait appel a une
représentation sous forme d’arbre hiérarchique. Le dendrogramme est réalisé a partir des
comparaisons de la  composition protéique des différents échantillons.
Les regroupements effectués a chaque pas de l’algorithme de classification hiérarchique
rassemble des éléments qui sont plus ou moins proche entre eux, plus nous avancons dans le
regroupement plus nous nous rapprochons du sommet de I’arbre. Cette représentation matérialise
bien le fait que les classes formées au cours du processus de classification constituent une

hiérarchie indiquée de classe partiellement emboitées les unes dans les autres.

4.1. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites (cas IDM)

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégations révele de nombreux
groupes permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des échantillons
(figure21).

Le dendrogramme est divisé en deux groupes a une distance d’agrégation de 2.3. L’ensemble
des patients du premier groupe sont scindés en sept sous-groupes a distance d'agrégation
1.74. En effet, six patients constituent des groupes a part a la méme distance d’agrégation, il
s’agit des patients (2, 4, 5, 8,10 et 14). Par opposition le sixiéme sous-groupe contient trois

patients (3, 9 et 11) a distance d’agrégation 1.41.
En ce qui concerne le deuxieme groupe, il est partagé en cing sous-groupes a distance
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d’agrégation 1.41. En effet, quatre patients constituent des groupes a part enticre, il s’agit des
patients (1, 13, 6 et 15), contrairement au troisieme sous-groupe qui renferme deux patients (7

et 12) a distance d’agrégation 1.

L’état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en
cluster de la composition en protéines salivaires ne sont pas corrélés. C’est-a-dire certains

patients appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre eux.

Donc la classification des patients en fonction des profils protéiques n’a pas suivi

1’état des patients.

A titre d’exemple : Les trois patients (3, 9 et 11) appartiennent au méme groupe et
forment un clade malgré les différences présentes dans leurs caractéristiques cliniques car
Le patient (3) est un homme agé de 31 ans, tabagique, obese et sédentaire par contre le
patient (9), il s’agit d’'un homme agé de 69 ans, hypertendu et avec un poids idéal a
I’opposition de patient (11) est un homme agé de 34 ans, présente une anomalie dans le bilan

lipidique et il est diagnostiqué depuis 5 ans.

Méme chose pour les deux patients (7et 12) formant un clade (figure 21), malgré La
patiente (7) est une femme ménopausée agée de 52 ans, elle présente des anomalies dans le
bilan lipidique de plus elle présente des antécédents familiaux dont elle est diagnostiquée
depuis 5 ans alors que le patient (12) est un homme 4gé de 84 ans, il est hypertendu, en

surpoids dont il est diagnostiqué depuis 11 ans.

Concernant les patients qui constituent un sous-groupe a part, c’est le cas de témoin
(patient 1) est une femme agée de 24 ans, elle ne présente aucun facteur de risque, Le patient
(15) est un homme tabagique agé de 34 ans, il est en surpoids, il présente des anomalies dans
le bilan lipidique de plus il présente des antécédents familiaux dont il est diagnostiqué depuis
1 an, La patiente (13) est une femme ménopausée agée de 64 ans , hypertendue, sédentaire
et elle est diagnostiquée depuis 10 ans méme chose La patiente (6) est une femme obese agee
de 63 ans, diabétique, sédentaire en outre elle présente des antécédents familiaux et des

anomalies dans le bilan lipidique dont elle est diagnostiquée depuis quelques mois .

Il faut signaler aussi que d’autres patients n'appartiennent pas au méme groupe malgré
ils partagent entre eux quelque caractéristiques cliniques. C’est le cas des patients 9 et 14.

Qui sont du sexe masculin, tabagique et hypertendu.
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Figure 21 : dendrogramme des 13 échantillons révélent dans les conditions dénaturantes et
réductrices (cas d’IDM)

4.2. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites (cas de multi-facteurs)

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégations révele de nombreux
groupes permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des échantillons
(figure 22).

Le dendrogramme est divisé en trois groupes a une distance d’agrégation de 2.
Le premier groupe contient uniquement le patient (6). L’ensemble des patients du deuxiéme
groupe sont scindés en trois sous-groupes a distance d'agrégation 1.4 dont les deux premiers
sous-groupes comprennent seulement un patient, c’est le cas du patient (9 et 11) ainsi que le
troisieme sous-groupe contient les patients (3, 8 et 5)a distance d’agrégation 1, tandis que le
troisieme groupe renferme le reste des échantillons analysés les patients (15, 10, 7, 4, 12, 2,

14, 1 et 13) a laméme distance d’agrégation.

L’¢état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en cluster de la
composition en protéines salivaires ne sont pas corrélés. C’est-a-dire certains patients
appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre eux. Donc la
classification des patients en fonction des profils protéiques n’a pas suivi 1’état des patients.

Par exemple : les deux patients (9 et 11) appartiennent au méme groupe et forment un clade
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malgré les différences présentes dans leurs caractéristiques cliniques. Car Le patient (9) est
un homme &gé de 73 ans, hypertendu, diabétique, alcoolique, en surpoids de plus il présente
des antécédents familiaux dont il est diagnostiqué depuis 17 ans alors que le patient (11) est
un homme agé de 43 ans, obése, sédentaire et il présente une anomalie dans le bilan lipidique

dont il est diagnostiqué depuis 10 ans .

Concernant les patients qui constituent un groupe a part, nous n’avons que le patient
(6) qui est un homme &gé de 73 ans, hypertendu, diabétique et obése de plus il présente des
antécédents familiaux et une anomalie dans le bilan lipidique dont il est diagnostiqué depuis

20 ans.

Nous devons signaler deux cas particuliers, celui des patients (2, 14 et 12 ; 1 et 13) qui
présentent des profils entierement similaires malgré la différence d’age (66, 25 et 55, 24 et 51
ans respectivement), du sexe (trois hommes, femme et homme respectivement) ainsi que les
antécédents familiaux des patients (12, 13 et 14), aussi aux pathologies associées

(I’hypertension , diabéte...) et mode de vie( régime alimentaire , tabac...).

Il faut signaler aussi que d’autres patients n'appartiennent pas au méme groupe malgré
leur ressemblance dans quelque caractéristique clinique. C’est le cas des patients 11 et 12. Ses

deux patients sont de sexe masculin, obése et sédentaire.

Dendrogramme de 15 Variables
Saut Minimum
Dist. Euclidiennes

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

Figure 22: dendrogramme des 13 échantillons révelent dans les conditions denaturantes et
réductrices (cas de multi-facteurs)
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4.3. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites (cas différentes
complications d’athérosclérose)

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégations révele de nombreux
groupes permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des échantillons
(figure 23).

L’ensemble des échantillons est divisé en deux principaux groupes a la distance
d’agrégation 2.8. En effet, le premier groupe est divisé en deux sous-groupes a distance
d’agrégation 2 dont le premier contient seulement le patient (2) et le deuxiéeme comprend les
patients (12,11,10,14,6,8,4,7¢t 3) a distance d’agrégation 1, tandis que le deuxiéme groupe est
divisé a son tour en deux sous-groupes dont le premier sous-groupe comprend uniquement le
patient (9), alors que le deuxieme sous-groupe inclus quatre patients (13,5,1et 15) a distance

d’agrégation de 1.4.

L’¢état physiologique et pathologique des patients et les résultats des analyses en
cluster de la composition en protéines salivaires ne sont pas corrélés. C’est-a-dire certains
patients appartiennent au méme groupe malgreé les différences qui subsistent entre eux. Donc
la classification des patients en fonction des profils protéiques n’a pas suivi [’état

des patients.

A titre d’exemple : les deux patients (5 et 13) appartiennent au méme groupe
et forment un clade malgré les différences présentes dans leurs caractéristiques cliniques.
Comme La patiente (5) est une femme ménopausée agée de 54 ans, elle est hypertendue, en
surpoids de plus elle présente des antécédents familiaux et une anomalie dans le bilan
lipidique dont elle est diagnostiquée depuis 19 ans alors que la patiente (13) est une femme
ménopause agée de 63 ans, elle est obése, diabétique, sédentaire en plus elle présente des

antécédents familiaux dont elle est diagnostiquée depuis 15 ans .

Concernant les patients qui constituent un groupe a part, nous avons les patients
(9 et 2), dont le patient (2) est un homme agé de 37 ans, il est hypertendu, obese, il présente
des antécedent familiaux et des anomalies dans le bilan lipidique dont il est atteint d’'un AVC
depuis 2 ans alors que le patient (9) est un homme agé de 27 ans, en surpoids dont il est atteint
d'IDM depuis 15 jours.

Nous devons signaler deux cas particuliers, celui des patients (4, 7et 3, 1 et 15 (les deux

témoins)) qui présentent des profils entierement similaires malgré la différence d’age (32, 54
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et 50 respectivement ) et de sexe (homme, homme, femme)ainsi que les antécédents
familiaux des patients (3, 7 et 15), qui s’ajoutent aux pathologies associées et mode de vie,
c’est le cas des patients (3 et 4) qui sont tabagiques et il sont atteints d’un IDM méme chose
pour la patiente (7), elle est hypertendue ,diabétique et obese de plus elle est atteinte d’un
AVC.

Il faut signaler aussi que d’autres patients n'appartiennent pas au méme groupe malgré
leur ressemblance dans leurs caractéristiques cliniques. C’est le cas des patientes 12 et 13. Qui
sont de sexe féminin, ménopausées, diabétiques et hypertendues de plus elles présentent des
antécédents familiaux et des anomalies dans le bilan lipidique ainsi elles sont atteintes d’AVC
et ’AOMI.

Dendrogramme de 15 Variables
Saut Minimum
Dist. Euclidiennes
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Dist. Agrégation
Figure 23: dendrogramme des 13 échantillons révélent dans les conditions dénaturantes et

réductrices (cas des différentes complications d’athérosclérose)

5. Indice de similarité des diagrammes protéiques des échantillons

L’indice de similarité ou indice de ressemblance (IRS) a éte calculé, en rapportant
I’indice de similarité absolu (IAS) au nombre total(N) des bandes présentes dans I’un, au moins,
des diagrammes des échantillons comparés. L’IAS présente I’ensemble des bandes qui ne sont
pas significativement différentes d’une autre c’est-a-dire qu’ils ont la méme mobilité.

IRS=I1AS/N*100
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Les valeurs de I’IRS sont rassemblées dans les (tableaux).Des fortes valeurs d’IRS
indiquent que les diagrammes apparaissent trés voisins et contrairement, lorsque les diagrammes
présentent de nombreuses dissemblance. La majorité des échantillons restent différenciable car

leurs diagrammes présentent au moins une différence significative.

5.1. Indice de similarité des protéines salivaires dénaturantes et réduites (cas d’IDM)

Les indices de similarité ont été calculés pour les 15 échantillons (14 patients atteints de
l'athérosclérose et un témoin), ils sont représentés sous forme d’une matrice dans le tableau 13. Il

en ressort que I’indice de similarité varie entre 6 et 100 %.

Tableau 13: indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites révélées par
SDS-PAGE (cas d’IDM).

mz2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 18 14 15
100 43 27 43 43 69 69 53 13 33 36 80 29 75 [1(T)
100 38 63 50 46 46 67 13 50 57 43 38 43 43 |2

100 50 38 29 20 40 60 38 67 19 24 50 27 |3
100 44 43 35 45 25 63 50 40 35 57 40 |4
100 27 27 50 29 33 57 25 38 25 33 |5
100 (86 47 14 46 29 80 71 21 69 |6

100 57 7 36 29 93 81 21 80 |7

100 20 50 56 53 56 30 64 |8

100 29 33 G 11 17 13 |9

100 38 33 29 25 33 |10

100 27 31 50 36 |11

100 88 29 12

100 25 13

100 28 |14

100 | 15

D’aprés I’observation du tableau ci-dessus, nous constatons d’abord des valeurs d’IRS

moins élevées qui se different d’un patient a un autre dans I’intervalle de 6 a 49%.
A titre d’exemple :

e [IRS a7 % entre le patient 9 et le patient 7.
e [IRS a13 % entre le patient 9 et 2, les patients 9 et 15.
e |RS a25% entre les patients 4 et 9, 10 et 14, 5 et 14-
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IRS & 33% entre les patients 9 et 11, 10 et 15,10 et 12,10 et 5, 10 et le témoin (1), 15
et 10 .

IRS a 40%entre les patients 3 et 8, 4 et 12, 4 et 15. Ces différents patients présentent des
diagrammes, avec de dissemblances plus que de ressemblances. Ce qui implique une
faible similarité dans la composition protéique.

Une valeur moyenne de 50% est observée entre les patients 11et 4, 8 et 10, 12 et 6, 12 et
7,12 et 10, T(1) et 8. Ces différents patients présentent des diagrammes voisins, avec
autant de ressemblances que de dissemblances, ce qui fait penser que la composition
protéique est presque la méme.

Ensuite, nous distinguons des valeurs d’IRS plus élevées qui fluctuent entre 50 et 89%.
Par exemple :

IRS a 60% entre les patients 9 et 3.

IRS a 75% entre les patients T(1) et 15.

IRS a 80% entre les patients T(1) et 12,12 et T(1), 7 et 15.

IRS & 93% entre les patients 7 et 12,

Ainsi, ces différents patients présentent une légére dissemblance, ce qui implique une

forte similarité dans la composition protéique.

5.2

Indice de similarité des protéines salivaires dénaturantes et réduites (cas de multi-

facteurs de risque)

Les indices de similarité ont été calculés pour les 15 échantillons (14 patients atteints de

I'athérosclérose et un témoin), ils sont représentés sous forme d’une matrice dans le tableau 14. 1|

en ressort que I’indice de similarité varie entre 18 et 100.

D’apres 1’observation de tableau ci-dessus, nous constatons d’abord des valeurs d’IRS

mMoins €levées qui se différent d’un patient a un autre dans I’intervalle de 18 a 49%.

A titre d’exemple :

IRS a 18 % entre le patient 20 et le témoin 1.

IRS a 22% entre les patients 18et 21, 20 et 22-

IRS a 30% entre les patients 23et 17, 23 et 25, 23 et 19, 23 et27, 23 et 29, 18 et 30.
IRS a 45%entre les patients 21 et 22, 24 et 25, 26 et 28.
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Tableau 14: indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites révelées par
SDS-PAGE (cas de multi-facteurs de risque).

16(T) 17 18 18

19

20

21

22

23

24

25

27

28

29

30

100

91 36 91
100 40 82
100 40

100

18
20
50
20
100

50
55
22
55
29
100

82
90
44
73
22
45
100

27
30
75
30
67
38
33
100

55
60
67
60
33
44
50
50
100

75
82
40
67
20
55
90
30
45
100

45
36
50
50
40
33
27
60
57
25
100

91
100
40
82
20
55
90
30
60
82
36
100

100
91

36

91
50
82
27
55
75
45

91
100

91
100
40

20
55
90
30
60
82
36
100
91
100

82
90
30
73
22
60
80
33
50
73
40
90
82
90
100

T(16)
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Ces différents patients présentent des diagrammes, avec de dissemblances plus que de
ressemblances. Ce qui implique une faible similarité dans la composition protéique.

Une valeur moyenne de 50% est observée entre les patients , 22 et 24 , 21 et T(16), 19 et
26,20 et 18, 18 et 26, 21 et 28. Ces différents patients présentent des diagrammes voisins,
avec autant de ressemblances que de dissemblances, ce qui fait penser que la composition
protéique est presque la méme.

Ensuite, nous distinguons des valeurs d’IRS plus élevées qui fluctuent entre 50 et 89%.

Par exemple :

IRS a 67% entre les patients 18 et 24, 19 et 25, 20 et 23.
IRS a 73% entre les patients 19 et 22, 30 et 25, 30 et 19.

IRS a 80% entre les patients 22 et 30.
IRS a 90% entre les patients 30 et 17, 30 et 29, 22 et 25, 22 et 27, 22 et 29 ,22 et 17.

Ainsi, ces différents patients présentent une légére dissemblance, ce qui implique une forte

similarité dans la composition proteique.
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¢ Finalement, des valeurs maximales d’IRS ¢gale a 100% sont observées entre les patients
T(16) et 28, 17 et 27, 17 et 29, 27 et 29. Ce qui signifie que ces deux patients présentent
des diagrammes identiques avec la méme composition protéique.

5.3 Indice de similarité des protéines salivaires dénaturantes et réduites (cas des

différentes complications de I’athérosclérose)

Les indices de similarité ont été calculés pour les 15 échantillons (13 patients atteints de
I'athérosclérose et deux témoins), ils sont représentés sous forme d’une matrice dans le tableau
15. 11 en ressort que I’indice de similarité varie entre 0 et 100 %.

Tableau 15: indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites révélées par
SDS-PAGE (cas des différentes complications de 1’athérosclérose)

T(131 32 33 3 36 37 38 39 40 41 42 43 16(T
100 21 21 21 -36 21 29 14 100 | T(1)
100 [N 15 —zs —z1 DN
100 100 25 100 75 25 21 21 32
100 25 60 100 75 25 50 40 33 67 21 33
100 31 25 71 15 14 8 -16 86 | 34
100 60 -31 33 33 20 27 40 36 35
100 75 25 50 40 33 21 67 21 36
100 33 40 33 25 29 50 28 37
100 15 14 8 73 16 73 38
100 75 33 21 66 13 39
100 25 20 50 20 40
100 7 50 7 41
100 14 [87 | 42
100 14 43
100 | 16(T)

D’aprés ’observation des tableaux ci-dessus, nous constatons d’abord des valeurs d’IRS
moins élevées qui se différent d’un patient a un autre dans I’intervalle de 0 a 49%.

A titre d’exemple :

e IRS a0 % entre le patient 31 et les patients 32,33,35,36,37,39,40,41,43.
e [IRS a13 % entre le patient 39 et les témoins(T(1) et T(16)).

e IRS a20% entre les patients 16 et 40, 40 et 42, 37 et 41-

e IRS a31% entre les patients 34 et 35, 35 et 38.

e IRS a 40%entre les patients 40 et 32, 33 et 40, 40 et 36, 37 et 39,35 et 43.

Ces différents patients présentent des diagrammes, avec de dissemblances plus que de
ressemblances. Ce qui implique une faible similarité dans la composition proteique.
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e Une valeur moyenne de 50% est observée entre les patients 32 et 39, 36 et 39, 37et 43,
41 et 43, 33 et 39, 40 et 43. Ces différents patients présentent des diagrammes voisins,
avec autant de ressemblances que de dissemblances, ce qui fait penser que la composition

protéique est presque la méme.

Ensuite, nous distinguons des valeurs d’IRS plus ¢élevées qui fluctuent entre 50 et 89%.

Par exemple :

e [RS a60% entre les patients 35 et 36, 33 et 35, 32 et 35.
e |RS a 75% entre les patients 33 et 37, 32 et 37, 32 et 37.
e |RS a87% entre les témoins (1) et (16) et le patient 42.

Ainsi, ces différents patients présentent une légére dissemblance, ce qui implique une
forte similarité dans la composition protéique.

¢ Finalement, des valeurs maximales d’IRS égale a 100% sont observées entre les patients
33 et 36, 32 et 36, T(1) et T(16), 32 et 33. Ce qui signifie que ces deux patients présentent
des diagrammes identiques avec la méme composition protéique.
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Conclusion

Les complications associées a 1’athérosclérose et la diversit¢ des étiologies
physiopathologiques et des facteurs de risque cardiovasculaires font 1’utilisation de plusieurs
biomarqueurs pour 1’amélioration de la performance des modéles classiques de prédiction du
risque coronarien, et aussi I’optimisation des stratégies diagnostiques et la prise en charge du
patient athéromateux. Notre travail de recherche visait a explorer le protéome salivaire des
patients atteints de 1’athérosclérose, le comparer avec celui des sujets sains par application de
technique d’électrophorése Monodimensionnelle SDS-PAGE, et a rechercher les biomarqueurs

de 1’athérosclérose dans la salive.

Une étude rétrospective a était réalisée dans le service de cardiologie au niveau de
I’HMRUC, sur une période d’un mois, du Mars 2019 au Avril 2019. Cette étude inclut 322

dossiers des patients atteints de 1’athérosclérose entre 1’année 2017 — 2019.
Concernant 1’étude épidémiologique, nos résultats confirment

e les hommes sont plus davantage atteints que les femmes avec un sexe ratio de 2,86
presque 74% des patients sont athéromateux.

e Une fréquence plus élevée de I’athérosclérose dans la tranche d’age [60-69].

e 58% sont hypertendus et 41% souffrent de la dyslipidémie.

e 43% des patients sont diabétiques et sont sédentaires

e 30% tabagiques surtout les hommes et 4% sont alcoolique.

e 28% sont obeses et 39% en surpoids.

e 15% des participants ont deux facteurs de risque cardio-vasculaires, 24% ont 3 facteurs
et 61% ont plus de 3 facteurs de risque.

e 47% des patients présentent des antécédents familiaux.

e 10% des patients souffrant du stress.

La méthode d’¢lectrophorese utilisée pour la séparation des protéines est celle de Laemeli

(1970) modifiee par Singh (1991). Le choix de cette méthode était dans le but d’avoir une
meilleure expression des protéines salivaires humaines. Pour cela, la technique
d’¢électrophorese sur gel de polyacrylamide a été réalisée dans les conditions denaturantes
et réductrices. Cette methode nous a fourni des diagrammes satisfaisant et nous

a permis de:

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

présence d’une ou plusieurs protéines,

e Réveler les mobilités de chacune des bandes protéiques,

e Dénombrer des bandes protéiques communes entre les différents échantillons,

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

e Et enfin identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires de
la maladie.

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

des patients.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 17 bandes protéiques de mobilités différentes cas
d’IDM , 12 bandes protéiques de mobilités différentes cas des multi-facteurs de risque et 16

bandes protéiques de mobilités différentes cas des différentes complications cliniques.

. Une nette différence est observée entre le profil des témoins et des patients atteints de
I’athérosclérose. Pour les protéines salivaires, 12 bandes protéiques (B1, B2, B3, B6, B7, Bl1,
B12, B14, B15, B16 et B17) de masses moléculaires approximatives de (150, 100, 75, 50, 40, 15,
7, 18, 20 et 10KDa respectivement) communes entre les différents échantillons, sont les plus
variables qualitativement et quantitativement et sont soit absentes ou présentes d’intensité égale

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

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

I’athérosclérose.

En perspectives, nous envisageons a améliorer 1’étude sur les protéines salivaires par 1’utilisation
de la techniques d’électrophorése bidimensionnelle afin d’identifier et d’accroitre encore nos
possibilités de trouver un ou plusieurs protéines susceptibles d’étre considérées comme des

biomarqueurs de I’athérosclérose et de I’identifier en second lieu par spectrométrie de masse.
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Annexe

Fiche clinique d'enquéte sur I'état de la santé des patients atteints d’athérosclérose a 1’Hopital
Militaire Régional Universitaire de Constantine

(HMRUC)

N° de dossier de patient (€) : ...cccvvveeennnns Région (Wilaya) : .ccoeevevveeeeens
NOM & v Sexe : LIF LIH
Prénom : .ccoccevvvcivveeeeennnen, ABE ! e, ans
-Pathologies chroniques : Diabete OJ HTAO Dyslipidémie

AT S 1ot e
-Habitude de vie et mode alimentaire :

a) Tabac : Cloui CInon b) Alcool : Cloui CInon

c) Grignotage : Cloui Onon d) Sédentarité : Cloui CDnon
-Poids : ........... (Kg) - Taille: ......... (m) -IMC: ..o, (Kg'm )

-Taille : Maigred Idéale OJ Sur poids O Obese O
- Est-ce qu’il y a des antécédents familiaux ? OOui CINon
- Devez-vous prendre des médicaments ? COui CINon
- Avez-vous d’autres maladies ? COui CONon

STOULL TESUUETTES ...ttt e e s re e te e esneeaeenaenreeeneenneens




Annexe

Listes des patients (sexe, age, région, maladie)

Liste du gel numéro (1)

Patient Sexe Age (ans) Région Maladie
1 H 58 Sétif IDM
2 H 31 Ain defla IDM
3 H 37 El Tarf IDM
4 H 34 Ain defla IDM
5 F 63 Oum el bouaghi IDM
6 H 52 Constantine IDM
7 H 63 Jijel IDM
8 H 69 Constantine IDM
9 H 64 Mila IDM
10 H 36 Batna IDM
11 F 64 Collo IDM
12 H 84 Skikda IDM
13 H 51 Tébessa IDM
14 H 35 Souk ahras IDM

Liste du gel numéro (2)

Patient Sexe Age (ans) Région Maladie
1 H 66 Khenchela FARCV
2 F 55 Ain beida FARCV
3 F 47 Constantine FARCV
4 H 60 Bordj bou arreridj FARCV
5 H 73 Annaba FARCV
6 H 72 El Tarf FARCV
7 H 60 Batna FARCV
8 H 73 Guelma FARCV
9 F 54 Constantine FARCV
10 H 43 Guelma FARCV
11 H 55 Mila FARCV
12 H 51 Oum el bouaghi FARCV
13 H 25 Mostaganem FARCV
14 F 46 Constantine FARCV
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Liste du gel numéro (3)

Patient Sexe Age (ans) Région Maladie
1 H 37 El Taraf SCA
2 H 54 Mila AOMI
3 H 32 Guelma « Souffle »SCA
4 H 34 El Taraf IDM
5 H 37 Souk ahras SCA
6 H 63 Constantine Angor
7 H 68 Constantine AVC
8 H 37 Batna SCA
9 H 32 Oued souf AVC
10 H 27 Alger AVC
11 F 49 Médéa AVC+AOMI
12 F 73 Tizi-Ouzou AVC+ AOMI
13 F 23 Souk ahras AVC

Composition des gels d’électrophorése

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

0,

% 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 6,8 1,7 ml
% SDS 10% 0,14 ml

% APS 1% 0,70 ml

« TEMED 0,014 ml
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Résumé

Les maladies cardiovasculaires et 1’athérosclérose sont les premiéres causes de mortalité
dans le monde et ceci débute souvent des I'enfance, pour que les signes cliniques commencent a
apparaitre a un age avancé. L’utilisation des biomarqueurs protéiques apparait prometteuse
comme outil biologique permettant de distinguer un état médical normal d’un état pathologique

et notamment dans le diagnostic précoce.

L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome salivaire des patients
atteints de I’athérosclérose par 1’utilisation de la technique d’électrophorése SDS-PAGE pour la
recherche des biomarqueurs salivaires potentiels de la pathologie. Une étude statistique
rétrospective sur 322 dossiers a été réalisée au service de cardiologie au niveau de HMRUC. Il a
été confirmé que les facteurs de risque traditionnels de maladie cardiovasculaires, comme le
sexe, 1’age, I’obésité et surpoids, la dyslipidémie, HTA, le tabagisme, les antécédents familiaux,

la sédentarité, ainsi que le diabete peuvent expliquer une partie de la cause.

Pour la suite de 1’étude 41 patients atteints d’athérosclérose agés de 23 ans a 84 ans ont
été recrutés pour un prélévement salivaire. Nous avons comparé les profils électrophorétiques
obtenus des protéines salivaires des sujets sains et les malades. Les protéines salivaires sont
extraites dans les conditions dénaturantes et réductrices. L’analyse des gels a permis de
dénombrer 17 bandes protéiques de mobilités différentes cas d’IDM , 12 bandes protéiques de
mobilités différentes cas des multi-facteurs de risque et 16 bandes protéiques de mobilités

différentes cas des différentes complications cliniques.

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 spéecifiques 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.

Mots clés: athérosclérose, facteurs de risques cardiovasculaire, biomarqueurs, salive,

électrophorese



Summar

Cardiovascular disease and atherosclerosis are the leading causes of death in the world
and this often begins in childhood, so that clinical signs begin to appear in old age. The use of
protein biomarkers appears promising as a biological tool for distinguishing a normal medical
state from a pathological state and especially in early diagnosis. The objective of this study is to
investigate and explore the salivary proteome of patients with atherosclerosis by using the SDS-
PAGE electrophoresis technique for the investigation of potential salivary biomarkers of the
pathology.

A retrospective statistical study on 322 files was carried out in the cardiology department
at HMRUC.It has been confirmed that traditional risk factors for cardiovascular disease, such as
sex, age, obesity and overweight, dyslipidemia, high blood pressure, smoking, family history,

sedentary lifestyle, as well as diabetes can explain part of the cause.

For the rest of the study 41 patients with atherosclerosis aged 23 to 84 years were
recruited for salivary sampling. We compared electrophoretic profiles obtained from salivary
proteins of healthy subjects and patients. Salivary proteins are extracted under denaturing and
reducing conditions. The analysis of the gels allowed to count 17 protein bands of mobilities
different cases of IDM, 12 protein bands of different mobilities cases of multi-risk factors and 16

protein bands of different mobilities cases of different clinical complications of atherosclerosis.

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 individuals according to the composition of

the salivary proteins.

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 both in

the field of diagnosis and in the follow-up of the disease.

Key words: atherosclerosis, cardiovascular risk factors, biomarkers, saliva, electrophoresis.
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Théme : Etude rétrospective et recherche préliminaire de biomarqueurs de I’athérosclérose
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Résumé
Les maladies cardiovasculaires et 1’athérosclérose sont les premieres causes de mortalité dans le monde et ceci

débute souvent dés 1'enfance, pour que les signes cliniques commencent a apparaitre a un age avancé. L utilisation
des biomarqueurs protéiques apparait prometteuse comme outil biologique permettant de distinguer un état
médical normal d’un état pathologique et notamment dans le diagnostic précoce.

L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome salivaire des patients atteints de I’athérosclérose
par I’utilisation de la technique d’électrophorése SDS-PAGE pour la recherche des biomarqueurs salivaires
potentiels de la pathologie.

Une étude statistique rétrospective sur 322 dossiers a été réalisée au service de cardiologie au niveau de
HMRUC. Il a été confirmé que les facteurs de risque traditionnels de maladie cardiovasculaires, comme le sexe,
I’age, 1’obésité et surpoids, la dyslipidémie, HTA, le tabagisme, les antécédents familiaux, la sédentarité, ainsi que
le diabéte peuvent expliquer une partie de la cause. Pour la suite de I’étude 41 patients atteints d’athérosclérose
agés de 23 ans a 84 ans ont été recrutés pour un prélevement salivaire. Nous avons comparé les profils
électrophorétiques obtenus des protéines salivaires des sujets sains et les malades. Les protéines salivaires sont
extraites dans les conditions dénaturantes et réductrices. L’analyse des gels a permis de dénombrer 17 bandes
protéiques de mobilités différentes cas d’IDM, 12 bandes protéiques de mobilités différentes cas des multi-
facteurs de risque et 16 bandes protéiques de mobilités différentes cas des différentes complications cliniques.
Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines salivaires, une étude statistique a été effectuée en
calculant les fréquences, I'indice de similarité, également en établissant des diagrammes types et une
classification hiérarchique des individus selon la composition des protéines salivaires.

Ces résultats préliminaires ont montré des protéines salivaires spécifiques et/ou variantes Susceptible d’éf
considérées comme des marqueurs de la maladie étudiée. Ceci ouvre des champs d’investigation nouveaux tant da

le domaine du diagnostic que dans le suivi de la maladie.
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