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Résumé

Résumé

Les maladies neurodégénératives constituent un groupe de pathologies progressives liées a
une affection au sein du tissu nerveux, qui sont largement progressés dans le monde au cours
de ces dernicres années, Les plus célebres et les plus fréquentes sont la maladie d’ Alzheimer
et la maladie de Parkinson , la premiére est une lésion progressive des neurones du cortex
cérébral et I’hyppocampe du cerveau traduit par une démence alors que la deuxiéme est une

atteinte spécifique du systemes dopaminergique entrainant des anomalies du mouvement .

L’utilisation des biomarqueurs protéiques apparait prometteuse comme outil biologique
permettant de distinguer un état médical normal d’un état pathologique et notamment dans de
diagnostic précoce. L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome
salivaire des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer et la maladie de Parkinson par
I’utilisation de la technique d’¢électrophorése monodimensionnelle pour la recherche des
biomarqueurs salivaires de ces deux pathologies. Pour cela 7 patients ayant la maladie
d’Alzheimer et 7 parkinsoniens &gés de 50 ans jusqu'a 85 ans ont été recrutés pour un
prélévement salivaire. Nous avons comparé les profils électrophorétiques obtenus des
protéines salivaires du sujet sain et les malades. Les protéines salivaires sont extraites dans

deux conditions différentes (dénaturantes réductrices et non dénaturantes non réductrices).

L’analyse des gels a permis de dénombrer 21 bandes protéiques de mobilités différentes dans
les conditions dénaturantes et réductrices pour le cas d’Alzheimer et 25 bandes protéiques
pour le cas de Parkinson, et puis 38 bandes protéiques de mobilités différentes dans les
conditions non dénaturantes non réductrices pour le cas d’ Alzheimer et 36 bandes protéiques

pour le cas de Parkinson dans les méme conditions.

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

protéines salivaires.

Ces resultats préliminaires ont montré des protéines salivaires spécifiques et/ou variantes au
cours des maladies d’Alzheimer et de Parkinson susceptibles d’étre considérées comme des
marqueurs de ces deux pathologies étudiées, ouvre des champs d’investigation nouveaux tant

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

Mots clés : Alzheimer, Parkinson, salive, électrophorese, diagnostique.
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Résumé

Summary

Neurodegenerative diseases are a group of progressive diseases linked to a disorder in the
neuronal tissue , which are widely progressed in the world in recent years, the most famous
and the most common are Alzheimer's and Parkinson diseases, the first is a progressive lesion
of neurons in the cerebral cortex and hippocampus of the brain resulting in dementia, while
the second is a specific impairment of the dopaminergic systems causing abnormal movement
.The use of protein biomarkers appears promising as an organic tool to distinguish a normal
medical condition of a pathologic one and especially in early diagnosis. The objective of this
study is to investigate and explore the salivary proteome of patients with Alzheimer's disease
and Parkinson disease, by the use of the one-dimensional electrophoresis technique for the
detection of salivary biomarkers of both pathologies. For this, 7 patients with Alzheimer's
disease and 7 patients with Parkinson disease, aged between50 to 85 were recruited for a
saliva sample. We compared the electrophoretic profiles obtained from saliva proteins in
healthy subject and patients suffering from the 2 diseases. Salivary proteins are extracted and
separated in two different conditions (Reducing and non-reducing denaturing non-
denaturing). The gel’s analysis allowed to count 21 protein bands of different mobilities in
the denaturing and reducing conditions for the case of Alzheimer's, and 25 protein bands for
the Parkinson's. and then 38 protein bands of different motilities in non-reducing non-
denaturing conditions for the case of Alzheimer's, and 36 protein bands in the case of
Parkinson's in the same conditions .in order to have (in numbers) the diversity of these
salivary proteins, a statistical study was performed by calculating the frequency, similarity
index, also establishing model charts and a hierarchical classification of individuals according
to the composition of salivary proteins. Those preliminary results showed specific salivary
proteins and / or variants over the Alzheimer and Parkinson diseases that may be considered
markers of these pathologies studied, and open up new fields of investigation both in the
diagnostic field, and the monitoring of these pathologies.

Key Words :

Alzheimer, Parkinson, Biomarkers, saliva, electrophoresis, diagnosis
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INTRODUCTION |

« L'Alzheimer .. C'est un mal qui vole les coeurs, les dmes et les souvenirs. »

Nicholas Sparks

« Parkinson est un processus lent mais inévitable. Il est difficile de vivre avec
sur une base quotidienne. La difficulté que le malade vit est qu'il se demande au
quotidien « Pourrai-je ou pas survivre aujourd'hui?»

Helen Mirren


https://mademoisellempourmaman.wordpress.com/2012/10/15/lalzheimer-cest-un-mal-qui-vole-les-coeurs-les-ames-et-les-souvenirs/

Introduction

Les maladies neurodégénératives se caractérisent par la destruction progressive d’une
population ciblée et délimitée de cellules nerveuses. Cette mort neuronale est plus rapide que
celle observée lors du vieillissement normal et intervient dans une région précise du systeme
nerveux central. Il peut s’agir de zones du cortex associ¢es aux fonctions intellectuelles et
émotionnelles (maladie d’Alzheimer), ou de structures profondes du cerveau davantage
impliquées dans la motricité (maladie de Parkinson). Leur origine n’est pas toujours connue
précisement. Si la genétique semble impliquée dans certains cas, elles surviennent la majorité
du temps de maniére isolée. Certains produits chimiques et toxines environnementales
peuvent étre la cause de ces maladies.

La maladie d’Alzheimer (MA) décrite pour la premiére fois en 1907 par Alois Alzheimer
représente 75-80% de tous les cas de la démence, et affecte 3% de la population agée plus de
que 65 ans [37]. La MA se définit comme une affection neurodégénérative qui entraine une
détérioration progressive et définitive des cellules nerveuses, en particulier les neurones, et
induit des altérations progressives des fonctions nerveuses traduit par une démence et perte de
mémoire [7].

La maladie de Parkinson (MP) est décrite pour la premiere fois en 1817 par un médecin
anglais qui lui donne son nom. Depuis 1960, il est admis qu’il s’agit d’une affection
neurodégénérative chronique, lentement évolutive, atteignant le systéme nerveux central et
spécifiqguement le systeme dopaminergique ce qui entraine progressivement des anomalies du
mouvement [70]. Selon des études épidémiologiques réalisées la MP touchait 4 million de
personnes dans le monde en 2013[19].

Les maladies neurodégénératives et notamment la MP et la MA sont de plus en plus
fréquentes, du fait du vieillissement de la population. Une personne de 90 ans a un risque sur
trois de souffrir de ces maladies. La prévalence double tous les 20 ans. Le retard diagnostique
dans la MA et la MP, porte préjudice aux malades en réduisant leurs chances de recevoir
rapidement un traitement. De plus, certains patients sont parfois dépistés « a tort » comme
atteints de la pathologie car les critéres de diagnostic restent encore assez peu fiables,
notamment en phase précoce. Le diagnostic précoce et spécifique de ces deux maladies est un
enjeu crucial pour les patients et la recherche du fait qu’elles présentent d’une part de forte
similitude avec d’autres maladies neurodégénératves et d’autre part 1’absence actuelle des
tests permettant de détecter avec certitude la maladie sauf aprés 1’apparition de ses propres

symptdmes connus [74, 75].


http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/medecine/d/alzheimer-un-nouveau-gene-implique-dans-la-forme-precoce-identifie_38004/

Introduction

L’utilisation de biomarqueurs apparait prometteuse. lls sont recommandés dans les nouveaux
criteres diagnostiques internationaux de la MA et MP, avec l'imagerie et les IRM. Un
biomarqueur est une caractéristique que I'on peut doser dans les liquides biologiques et dont
les variations de la concentration sont le témoin d'une pathologie. Ces variations peuvent étre
observées dés le stade préclinique de ces maladies donnant I’avantage d’un diagnostic précoce
[5, 45].

Dans ce contexte la salive peut étre considérée comme un milieu privilégié de diagnostic et/ou
de suivi de I’évolution de certaines maladies et de leurs complications par la recherche de
biomarqueurs salivaires [43].

L’objectif principal de ce travail consiste a explorer de maniére aléatoire les protéines
salivaires du sujet sain et des patients atteints de la MA et la MP puis de mener une
caractérisation la plus exhaustive possible des différents biomarqueurs (protéines salivaires
variantes) de ces deux pathologies. Une telle démarche fait appel autant a des méthodologies
biochimiques d’extraction et de caractérisation des protéines qu’a des calculs statistiques
analysant les relations existantes entre les différents patients.

Le premier chapitre de ce travail comprend une synthése bibliographique avec une
présentation générale des deux pathologies, et leur physiopathologie. La salive, les
biomarqueurs et leurs relations sont aussi abordés. Le second chapitre décrit 1’étude effectuée
en faisant un rappel sur le matériel biologique et les différentes méthodes utilisées. Le
troisieme chapitre est consacré a 1’exploitation des résultats ainsi que leurs interprétations.

Enfin, une conclusion résumant 1’essentiel de cette recherche cl6ture cette étude.


http://www.doctissimo.fr/html/sante/imagerie/imagerie_sommaire.htm
http://www.doctissimo.fr/html/sante/imagerie/irm.htm
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I.  Généralité sur le systeme nerveux central (SNC)
Le SNC intégre toutes sortes de messages sensoriels afférents. 1l est en outre le siége des
pensées, des émotions et des souvenirs. La plupart des influx nerveux qui provoquent la
contraction des muscles et I’activité sécrétrice des glandes proviennent du SNC [50].
1. L’organisation du SNC
-La moelle épiniére située dans le canal rachidien. Son rdle est de recevoir, enregistrer,
interpréter les signaux qui parviennent de la périphérie, et I’organiser la réponse a envoyer.
-L’encéphale est en entier situé dans la boite cranienne. Il est constitué par :

e Lecerveau :situe en entier dans l'espace sus-tentoriel, formé de deux hémisphéres droit
et gauche, incomplétement séparés, reliés entre elles par un ensemble de fibres
nerveuses appelées corps calleux.

e Le cortex, (substance grise) est la partie extérieure, La partie intérieure, les axones
myeélinisés (substance blanche) (SB) [36].

Le cortex contient plusieurs aires :

-1’aire motrice commande le mouvement du muscle

-aire associative non spécifiques ingérent les informations des aires sensorielles et motrices
-les champs sensorials recoivent les entrées sensorielles et les convertissent en perception
(conscience) [12].

e Le systeme limbique : se situe a la périphérie des hémisphéres cérébraux apres le
cortex. Le systeme limbique est donc la couche du milieu [12].

e Les noyaux gris centraux : ganglions de la base, ils sont un relais pour les axones
provenant de la moelle épiniére ou du cortex. Leur atteinte est susceptible d'entrainer un
tremblement et une rigidité des mouvements (la maladie de Parkinson).

e Le thalamus : est constitué de neurones qui relient différentes parties de I’encéphale
entre elles. -assure la régulation de la conscience, de la vigilance et du sommeil.

e L’hypothalamus : aide a la régulation du milieu interne de 1’organisme et de certains
aspects du comportement.

e Amygdale : responsables de 1I’émotion et lamémoire.

e Hippocampe : Structure corticale ancienne bilatérale et symétrique, du systeme
limbique ; repliée sur elle-méme et face médiane du lobe temporal.

L’atteinte de ces deux dernicres structures provoque la maladie d’Alzheimer (MA).
e Tronc cérébral

Située au niveau de la fosse postérieure entre le cerveau et la moelle en distingue trois
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niveaux ; le mésencéphale, la protubérance annulaire, et le bulbe rachidien. Il assure le
maintien de la conscience, la régulation des cycles biologiques, lecontréle de la
respiration, du rythme cardiaque. Lieu d’émergence de la majorité des nerfs craniens
[54].

e Lecervelet
Situe sous le lobe occipital, en arriere du tronc cérébral et relié au cerveau par les
pédoncules cérébelleux. Il est impliqué dans la coordination des mouvements, la marche

et station debout et le tonus [49].

Il. Lamaladie d’Alzheimer

1. Définition

La maladie d’Alzheimer, fut initialement décrite par le médecin allemand Alois Alzheimer en
1906, est une maladie neurodégénérative « atrophie cérébrale généralisée progressive présénile
entrainant I'apparition d'une démence lentement évolutive. C’est donc la perte irréversible des
fonctions mentales et notamment de la mémoire [7]. Elle est considérée comme la cause la plus
fréquente de démence chez I'étre humain et elle n’est point la conséquence du processus normal
du vieillissement, mais elle est di a I’accumulation des protéines anormales dans le cerveau.
La démence de type Alzheimer a deux formes presentant les mémes caractéristiques
anatomopathologiques qui sont les plaques séniles dont le constituant majeur est le peptide AR
et les dégénérescences neurofibrillaire dont le constituant important est la protéine Tau [27].
2. Epidémiologie
La maladie d’Alzheimer est la cause de démence la plus fréquente et constitue aujourd’hui un
enjeu de santé publique majeur

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) s’attend a un plus grand nombre de personnes
souffrant d’ Alzheimer a cause de la longévité. Plus de 35,6 millions de personnes dans le monde
sont touchées par la démence. Chaque année, on dénombre 7,7 millions de nouveaux cas. Selon
les prévisions de ’OMS, le nombre de malades devrait presque doubler tous les 20 ans, pour
passer a 65,7 millions en 2030 et a 115,4 millions en 2050 [36]. La MA est la cause la plus
fréquente des démences chez les sujets agés. Mais touche aussi les sujets jeunes.
Plus de100 000 personnes sont atteintes par le syndrome d’Alzheimer en Algérie. C’est une
estimation nationale réelle, méme avec la réception de 10 000 malades seulement en

consultation [66].


https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9decin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Allemagne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alois_Alzheimer
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9moire_%28psychologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9mence
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La maladie d'Alzheimer touche 3 % de la population agée de plus de 65 ans : 2 a 5 % autour
de 65 ans a 12-20 % environ au-dela de 85 ans [37]. C’est la cause la plus fréquente de démence
chez le sujet agé : elle représente plus de 70 % des démences en France [27].

Une étude effectuée en Algeérie en 2004 signale que la MA représente 0,416 % des maladies
neuropsychiatrique(figurel)

3. Les Facteurs de risques

e L’age : le facteur de risque le plus évoqué dans les études épidémiologiques. Le nombre
de nouveaux cas de malades Alzheimer augmente de fagon exponentielle avec I’avancée
dans I’age aprées 65 ans [29]. Une étude américaine portant chez les personnes tres agées
a récemment montré que le taux d’incidence de la démence augmente de 12,7% par an
chez les personnes agées entre 90 et 94 ans, de 21,2% par an chez les personnes agées
entre 95 et 99 ans, pour atteindre 40,7% par an chez les &gés de plus de 100 ans [41].

e Les antécedents familiaux : la présence d’une démence chez un parent multiplierait
par deux ou quatre le risque de démence [44].

e Les facteurs génétiques : la mutation de trois génes situées sur les chromosomes 14 et
21 serait responsable de la moitié des formes familiales de la maladie d’Alzheimer
(forme précoce) [59]. De plus, la présence de 1’allele E4 de I’apolipoprotéine E (apoE)
serait également un facteur de risque de la maladie d’ Alzheimer.

e Des facteurs de risque vasculaires comme I’obésité, I’hypertension, le diabéte de type
2 [34]. Les antécédents d’accidents vasculaires et les traumatismes craniens pourraient
¢galement accroitre le risque de maladie d’Alzheimer, du fait de la réduction du débit
sanguin.

e Le sexe: lamaladie touche deux fois plus de femmes que d'hommes. Les changements
hormonaux qui surviennent a la ménopause, particulierement la diminution de
I'oestrogene a été évoquée pour expliquer le phénomeéne.

4. Physiopathologie
La maladie d’Alzheimer est caractérisée d’un point de vue global par une perte de neurones
(dégénérescence corticale). La nature neurodégénérative de la maladie se traduit par des Iésions
histopathologiques bien précises qui sont les plaques séniles et les dégénérescences
neurofibrillaires et qui sont associées a une perte neuronale avec atrophie corticale. Ces lésions
cérébrales, dont 1’association est caractéristique de la maladie. Une troisiéme l€sion associée a

la maladie d’ Alzheimer est I’atrophie corticale.
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4.1.Les plaques seéniles

(Ou plaques amyloides), observées au microscope sont de petites sphéres comprenant un dépot
dense entouré de prolongements de neurones dégénérescents. Le centre de la plaque contient
un enchevétrement de fibrilles. Le principal constituant des plaques séniles est un peptide de
42-43 acides aminés appelé peptide beta amyloide [67] .Le peptide beta est issu du clivage
enzymatique de la protéine précurseur de 1’amyloide (APP),(figure3) une protéine
transmembranaire dont on ignore encore la fonction. Les peptides amyloides sont présents
normalement dans I'organisme et circulent dans le liquide céphalo-rachidien ou dans le sang.
Chez les malades, les peptides beta amyloide forment les plaques séniles en s‘agrégeant en
feuillets. Lorsque des plaques seniles commencent a se former, elles favorisent le recrutement
de nouveaux peptides amyloides "longs" pour former des enchevétrements, d'ou la
multiplication rapide des plaques séniles [57].

Le r6le exact de la beta amyloide est de couper la communication synaptique Dans les neurones.
Elle agit principalement au niveau cholinergique. Dans un premier temps, elle blogque la
recapture de choline, indispensable a la synthése de 1’un des plus importants neurotransmetteurs
impliqués dans la mémorisation : 1’acétylcholine. Ensuite, la protéine béta-amyloide inhibe
I’enzyme nécessaire a la re-transformation de la choline en acétylcholine [13] (Figure 2). Selon
I’hypothése de la "cascade amyloide™, il semblerait que I’accumulation de ce peptide amyloide
induise une toxicité pour les cellules nerveuses, se traduisant par I’augmentation de la

phosphorylation d’une protéine de structure des neurones, la protéine tau.

4.2. Dégénérescence neurofibrillaire : protéine tau

C’est la seconde I¢ésion histopathologique caractéristique de la maladie d’Alzheimer. 1l s’agit
de conglomérats de filaments anormaux constitués d’une forme hyperphosphorylée de la
protéine tau (une proteine MAP microtubules associated proteins) permet lI'assemblage de la
tubuline en microtubules en diminuant l'instabilite de la tubuline. Impliquées dans le transport
axonal [25].

La protéine tau normalement phosphorylée joue un rdle dans la polymérisation-
dépolymérisation des microtubules du cytosquelette neuronal et dans le transport axonal [32].
En quantité excessive, la protéine tau hyperphosphorylée peut perturber le fonctionnement
des neurones et entrainer leur destruction : il y a dés lors ce qu’on appelle « dégénérescence
neurofibrillaire ». Celle-ci n’est pas distribuée au hasard, mais suit les voies de connexions

intracorticales.


http://www.futura-sciences.com/magazines/high-tech/infos/dico/d/technologie-microscope-11130/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-neurone-209/
http://www.futura-sciences.com/magazines/espace/infos/dico/d/univers-fibrille-976/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-peptide-292/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-acide-amine-8/
http://www.futura-sciences.com/magazines/terre/infos/dico/d/geologie-clivage-1090/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-enzymatique-8557/
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http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-liquide-15334/
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http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-choline-688/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-neurotransmetteur-788/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-acetylcholine-2912/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-enzyme-710/
http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/medecine/d/la-chioline-ameliorerait-la-memoire-et-reduirait-le-risque-de-demence_35012/

Chapitrel : revue bibliographique

La phosphorylation de tau (figure5) est réglée par de multiples kinases (par ex. GSK-3p et
CDKJ5) et phosphatases (par ex. PP-1 et PP-2A). La phosphorylation anormale associée a la
maladie d’Alzheimer peut étre due a une augmentation de [’activité kinase ou a une
diminution de I’activit¢ phosphatase. L’atteinte de ce systéme vital entraine la
dégenérescence du neurone. Le taux de la forme anormalement clivée de la protéine tau
s’avére étre proportionnel a I’atteinte des capacites cognitives chez les patients [33, 56].
Les connaissances actuelles sur la pathogenése de la maladie d’ Alzheimer ne permettent pas
d’établir si I’hyperphosphorylation de tau est une cause ou une conséquence de la démence.
4.3.Caracteristiques macroscopiques de MA
Lors de la MA, le volume du cerveau se diminue de fagon hétérogéne, cette
diminution concerne principalement la région hippocampique, 1’amygdale temporale et le
pole du lobe temporal. Cette atrophie du cortex ne porte pas seulement sur la substance
grise, elle concerne également la substance blanche (ou passent les axones et les dendrites
des neurones situés dans la substance grise). Le cortex tel qu’il peut étre visualisé en coupe
apparait comme un long ruban, replié sur lui-méme en circonvolutions
[11]. (Figure 6)
I1l.  Lamaladie de Parkinson
1. Définition
La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative qui se manifeste
principalement par des troubles du mouvement. Contrairement a la situation qui existe dans
beaucoup d’autres cas d’atteintes neurologiques, I’anomalie a la base de la maladie de
Parkinson est connue [72]. Elle s’explique par la perte de cellules dans une partie du cerveau
que I’on nomme la substance noire. Ces cellules sont responsables de la production d’un
élément chimique appelé dopamine, qui agit comme messager entre les cellules du cerveau
impliquées dans le contréle du mouvement, d’ou son appellation de neurotransmetteur. On
estime qu’au moment ou le diagnostic est prononcé, environ 80 % des cellules produisant la
dopamine ont déja cessé de fonctionner. La diminution significative de dopamine qui en résulte
entraine ainsi I’apparition des symptomes de la maladie de Parkinson [49].
Autrefois, la maladie de Parkinson était considérée comme une maladie purement sporadique
qui est idiopathique, mais depuis quelques années, avec I’avenement de nouvelles technologies
les scientifiques ont montré une 2°™ forme qui est la forme héréditaire ou familiale mais la

premiére reste toujours plus abondante que la deuxiéme [42].
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Les premiers signes de la MP, a savoir des tremblements, une difficulté a réaliser des
mouvements et une rigidité, n‘apparaissent que dans les cing a dix ans apres le début de la
dégenérescence des neurones
Comme elle entraine un handicap physique, cette maladie neuro dégénérative réduit fortement
l'autonomie des personnes atteintes a cause par exemple de difficultés a se déplacer et d'une
réduction de la vitesse de réalisation des gestes de la vie quotidienne [76].
2. Epidémiologie
La maladie de Parkinson est la maladie neurodégénérative la plus fréquente aprés la maladie
d’Alzheimer [23]. Sa prévalence dans la population générale est de 827,5 pour 100 000,
s’élevant a 2 % au-dela de 65 ans [19]. Schématiquement les plus basses prévalences sont
observées dans les pays orientaux et africains alors que les plus hautes concernent les pays
occidentaux. Le risque vie entiére de MP est d’environ 1,5 % [23].
Compte tenu du vieillissement de la population mondiale et sous I’hypothése d’une incidence
constante, une nette augmentation de la prévalence de la maladie de Parkinson est attendue [23].
La MP peut survenir a tout 4ge mais débute en moyenne entre 55 et 65 ans. Dans 10 % des cas
le début est précoce, avant 40 ans [19]. Sa fréquence est 1,5 fois plus élevée chez les hommes
que chez les femmes [23], ce qui pourrait étre expliqué par I’exposition aux facteurs
environnementaux toxiques supérieure chez les hommes [9].
On retiendra que la Maladie de Parkinson est 2 a 5 fois plus fréquente dans les pays
industrialisés que dans les pays en voie de développement.
C’est la 2éme cause de handicap moteur chez les sujets agés apres les AVC. La durée moyenne
de la maladie était de 9 & 10 ans avant la mise en place des traitements par Lévodopa (L-Dopa).
Elle est actuellement de 14 a 15 ans [15].
3. Etiopathogénie
Dans la plupart des cas, la cause est vraisemblablement complexe ou multifactorielle et fait
intervenir de multiples facteurs de risques, qu’ils soient génétiques ou environnementaux. [23].
3.1.Facteurs de risque
3.1.1. Facteurs génétiques
Seule une minorité des cas de Parkinson est expliquée par des facteurs uniques, en
particulier des facteurs génetiques, les formes « familiales » ne représentant que 5 a 15
% des cas, essentiellement des formes précoces pour lesquelles quelques locus et génes
ont été identifiés [9]. 1l s’agit de treize loci et neuf génes, soit a des formes autosomiques

dominantes (SNCA/PARKI1 et PARK 4 pour le géne de I’alpha-synucléine;


http://sante.lefigaro.fr/sante/symptome/tremblements/quest-ce-que-cest?position=1&keyword=tremblement
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UCHL1/PARKS5; LRRK2/PARK8 codant pour la protéine kinase dardarine;
GIGYF2/PARK11; Omi/HTRA2/PARKZ13), soit a des formes autosomiques récessives
(Parkine/PARK2 pour I’enzyme ligase E3 de ’ubiquitine; PINK1/PARK6 pour une
kinase des mitochondries; DJ-1/PARK7; ATP13A2/PARK?Y). Ces mutations sont pour
la plupart en cause dans la formation des corps de Lewy.
3.1.2. Facteurs environnementaux
Les facteurs environnementaux les plus fréquemment cités sont les substances
neurotoxiques. La plus classique est le MPTP (1 méthyl-1,2,4,6 tétrahydropyridine),
substance dérivée de la mépéridine présente dans une forme d’héroine frelatée, qui
entraine des symptomes typiques de la maladie de Parkinson. Le MPTP est un toxique
sélectif pour les neurones dopaminergiques par inhibition du complexe 1 de leur chaine
respiratoire mitochondriale. Des substances proches du MPTP, comme le paraquat ou
la roténone, respectivement herbicide et pesticide sont également en cause, de méme
que les insecticides organochlorés tels que le lindane et e
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT). Ces composants conduiraient a la mort
neuronale par augmentation du stress oxydatif et formation de corps de Lewy. La
maladie de Parkinson est reconnue comme maladie professionnelle chez les agriculteurs
par décret au journal officiel le 6 mai 2012[23].
L’exposition aux solvants organiques, aux métaux lourds (plomb, mercure, cadmium)
et au manganese (profession de soudeur) est également en cause dans le déclenchement
d’une maladie de Parkinson [31].
4. Physiopathologie de la maladie de Parkinson
La maladie de Parkinson est la conséquence clinique d’une destruction, relativement sélective,
du systéme dopaminergique nigrostriatal avec 1’atteinte d’autres Systémes neuronaux non
dopaminergiques dans une moindre mesure.
4.1.Dénervation neuronale dopaminergique
Les symptomes de la maladie de Parkinson sont principalement le résultat de la dépigmentation
des neurones dopaminergiques de la pars compacta de la substance noire des ganglions de la
base(GB). Ces neurones responsables de la production de dopamine (neurotransmetteur
responsable de I’activation des neurones de GB et I’hypothalamus) se projettent vers le striatum
et leur dégénérescence vient perturber 1’activité neuronale des GB qui régulent, entre autres, les

mouvements. La dégénération dans les faits provoque une inhibition des voies directes et une
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excitation des voies indirectes, alors que ces deux voies sont régulées de fagcon opposée chez le
sujet sain [61].
- la voie directe : activatrice et modulée par la dopamine qui stimule les récepteurs D1 activés
par la substance P. L’effet global est stimulant sur le cortex.
- la voie indirecte : inhibitrice et modulée par la dopamine qui stimule les récepteurs D2 activés
par I’enképhaline. La modulation de la dopamine sur la voie indirecte inhibitrice elle-méme se
transforme en effet stimulant [70].
Dans le cadre de la maladie de Parkinson, les troubles moteurs proviennent du déficit
dopaminergique de la substantia nigra sur les récepteurs du putamen. L’absence de dopamine
provoque une inhibition renforcée du thalamus sur le cortex frontal (responsable de la
réalisation du mouvement), résultant d’une hausse du tonus inhibiteur du GPi, elle-méme
résultat conjoint de la sur-stimulation du NST (voie indirecte) et une absence d’inhibition du
GPe (voie directe) (figure7). En remontant les circuits neuronaux, on voit comment le déficit
en dopamine et les différents récepteurs dopaminergiques (D1 pour la voie directe et D2 pour
la voie indirecte) sont responsables de la symptomatologie. Les dommages de la voie indirecte
sont responsables de I’incapacité d’adapter les programmes moteurs pour celui qui est désiré a
un instant donné : c’est-a-dire a un effet hypo-kinétique inhibant le mouvement. Les
Perturbations de la voie directe, elles, facilitent le mouvement [30].

4.2.Lésions non dopaminergiques
Bien que le coeur des lésions trouvées durant la maladie de Parkinson soit I’atteinte du systeme
dopaminergique nigrostriatal, cette pathologie ne se résume pas a la simple destruction de ce
systeme dopaminergique. Il apparait ainsi que d’autres systémes dopaminergiques peuvent étre
touchés avec une sévérité généralement moindre, ainsi que d’autres Ssystémes non
dopaminergiques tels des systéemes noradrénergiques, des systemes cholinergiques et des
systemes sérotoninergiques [31].

4.3.Dépigmentation du locus Niger et accumulation de corps de Lewy
La dépopulation neuronale s’accompagne d’anomalies histologiques, les corps de Lewy. Il
s’agit d’agrégats d’alpha-synucléine insolubles formant des inclusions neuronales éosinophiles
intracytoplasmiques dans de nombreuses zones du cerveau [4]. L’accumulation anormale de ce
composant au sein des corps neuronaux est due au dysfonctionnement du systéme d’épuration
cellulaire (complexe ubiquitine protéasome) a évacuer cette proteine.
L’agrégation anormale d’alpha-synucléine jouerait un role clé dans la dégénérescence

neuronale. 1l a été proposeé que cette protéine produite en exces, ou mutée, comme dans certaines
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formes familiales de MP de transmission autosomique dominante pourrait acquérir une
nouvelle fonction, toxique, en s’assemblant en protofibrilles puis fibrilles amyloides,
provoquant une neurodégénérescence [58].
IV. Lasalive

1. Définition
La salive est le liquide biologique secrété a l'intérieur de la bouche par les glandes
salivaires (glandes annexes de la cavité buccale). C’est un fluide tissulaire riche et complexe
qui présente un aspect liquidien, incolore, insipide, filant [53]. La salive est impliquée dans
une grande variété de processus biologiques essentiels au bon déroulement des fonctions orales.
Sa production est assurée, dés le huitiéme mois in utéro, par un ensemble de glandes dites
majeures (glandes parotides, submandibulaires et sublinguales) et mineures (disséminées dans
la muqueuse buccale).
Les propriétés physiques de la salive sont présentées dans le tableau suivant :

Tableaul : Les propriétés physiques de la salive.

PH :
la compris entre 6,5 — 7,4. [26].

|
Viscosité :

varie selon I’origine :1,5 centipoises pour les parotides
3,4 centipoises pour les submandibulaires

13,4 centipoises pour les sublinguales.[47]

Débimetrie
La production journaliere est de 0,5 a 1 L chez un sujet sain (Pedersen,
2007).

Le flux salivaire varie entre 0,3 et 0,5 ml/min (la salive au repos) et entre 1
et 1,5 ml/min (la salive stimulée) (Pedersen, 2007). [60].

2. Composition de la salive
La salive totale est composée d’environ 99% d’eau et 1% des composés inorganiques et
organiques. Elle est constituée d’un un mélange complexe de sécrétions produites par les
glandes salivaires, les résidus alimentaires, du fluide gingival, de cellules épithéliales et de

nombreux électrolytes d’origine plasmatique [39].
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2.1.Composeés inorganiques

Les principaux composés inorganiques sont d une part le sodium, les bicarbonates et le chlorure
dont les concentrations sont basses au repos et augmentent progressivement apres stimulation,
et d’autre part, le potassium, le magnésium et le phosphate dont les concentrations sont ¢levées
au repos et diminuent progressivement apres stimulation.

A T’exception des bicarbonates, ces ions proviennent directement du sang. De fagon générale,
leur concentration salivaire est inférieure a la concentration plasmatique, a 1’exception du
calcium et le phosphate qui a une concentration 2 a 3 fois plus élevée dans la salive [73].

Tableau 2 : Composés inorganiques de la salive humaine

lon | Non-stimulée (mEg/l) | Stimulée (mEqg/l) | Plasma (mEqg/l)

Na* 2,7 54,8 143,3

K* 46,3 18,7 4,1

ClI 31,5 35,9 100,9
HCOs" 0,6 29,7 27,5

Na* : sodium ; K* : potassium ; CI” chlore ;HCOs- : bicarbonate

2.2.Constituants organiques
L’essentiel des composants organiques de la salive est représenté par deux catégories de
protéines : les protéines extrinseques issues du sérum, et les protéines intrinséques, synthétisées
par les glandes salivaires. Plus de 1166 protéines ont été identifiées a ce jour par diverses
approches protéomiques [17]. La nature et le role précis de nombre d’entre elles sont encore
inconnus. 1l y a environ 2,5 grammes de protéines dans 1 litre de salive émise a faible débit. La
concentration en protéines augmente en général avec le débit salivaire [40].

2.3.Protéines extrinseques
Le taux de protéines extrinseques (sériques) passant dans la salive est assez élevé (20% des
protéines totales), et leur concentration décroit lorsque le débit salivaire augmente. Elles sont
représentees par des immunoglobulines de type IgA, 1gG, IgM dont : IgA présente la principale
immunoglobuline de la salive, des albumines sériques 5 a 10% des protéines totales, auxquelles
s'ajoutent des alpha- et R-globulines et des lactoferrines [40].

2.4.Protéines intrinseques
Elles sont synthetisées par les glandes salivaires elles-mémes et sont trés nombreuses incluant
entre autres des glycoprotéines, telles que les mucines ou les IgA, les protéines riches en proline,

des enzymes telles que I’amylase ou I’anhydrase carbonique VI, les lipases, les lysozymes, les
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kallicréines, les cystatines, les histatines et des facteurs de croissance principalement le nerve
growth factor (NGF) et I’epithelial growth factor (EGF) [69, 73].

2.5.Autres composants organiques
De plus, la glande submandibulaire semble étre le siege d’une synthése hormonale concernant
principalement les androgénes, I’insuline et les hormones thyroidiennes.
On retrouve en faible concentration de I’urée, du glucose, de la créatinine, du cholestérol [3].
Plus de 3000 acides ribonucléiques ARN messagers ont été identifiés, leur dosage pourrait étre
un futur marqueur diagnostic des cancers de la sphere buccale.

3. Role de la salive
La salive a de multiples fonctions : mécanique, d’humidification et lubrification, protectrice,
digestive, trophique pour les dents et fonction d’élimination et de détoxification.

3.1.Protection et lubrification
La salive est la cause essentielle de la tres grande résistance de la cavité buccale a I'infection.
Son action est aussi bien physique, car elle permet l'auto-nettoyage de la cavité buccale et
I'hnumidification des muqueuses, qu'antibactérienne par la présence de lysozyme, et
d'immunoglobulines.

3.2.Digestion
L’action chimique de la salive transforme certains composants des aliments pour les rendre plus
facilement assimilables par notre organisme. Elle ramollit aussi les aliments, facilite la
mastication et la déglutition [35, 55]. Deux principales enzymes salivaires sont impliquées, 1’a-
amylase et la lipase [60].

3.3.Maintien du PH salivaire
Le pouvoir tampon de la salive dépend des ions bicarbonates, des ions phosphates et des
peptides riches en histidine (PRH) qui régulent également le pH de la plague dentaire [52].

3.4.Propriétés antimicrobiennes
Le mécanisme antimicrobien se résume souvent en une interaction entre les molécules de
surface des éléments pathogénes et les cellules immunitaires afin de faciliter leur
reconnaissance, puis leur élimination [55].

4. Possibilité d’un diagnostic précoce des pathologies par la salive
Les scientifiques ont identifié toutes les protéines de la salive humaine, une avancée qui pourrait
bient6t offrir un nouvel outil de diagnostic précoce des différentes pathologies avant méme

I’apparition des symptomes pour certains cas [71].
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Des équipes de recherche ont pu grace a une technique de spectrométrie de masse identifier la
totalité des 1.116 différentes protéines se trouvant dans la salive [17]. Cette découverte pourrait
bient6t conduire a de nouveaux tests salivaires plus simples et plus pratiques que les analyses
de sang, selon les auteurs qui soulignent que plus d'un tiers des protéines de la salive se trouvent
également dans le sang.
La recherche internationale tente de trouver un moyen de diagnostiquer les maladies
neurodégéneératives plus tét notamment 1’Alzheimer. Un test salivaire pourrait repérer les
substances cérébrales anormales avant les premiers symptémes [14].

V. Les biomarqueurs

1. Définition
Selon la definition proposée par I’institut national de santé un biomarqueur est : «une
caractéristique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus
biologiques normaux ou pathologiques, ou de réponses pharmacologiques a une intervention
thérapeutique » [48].
En général les biomarqueurs correspondent & des molécules ou des protéines dosables dans les
fluides biologiques et détectables dans 1’urine permettant un dosage invasive et rapide qui
s'expriment de maniére anormale soit par sa sur-expressivité, soit par son absence [28].
Cette définition introduit deux notions importantes :
- un biomarqueur doit étre mesuré avec fiabilité et précision.
- le caractére potentiellement indirect du biomarqueur qui est porté par un ou plusieurs
parametres biologiques (caractéristiques génétiques, protéines, métabolites...) qui permettent
de caractériser un état physiologique, un état pathologique, 1’évolution d’une maladie ou la
réponse a un traitement.

2. Biomarqueurs sanguins et urinaires de la MP

2.1.Synucleine
Le dosage de 1’alpha-synucleine sérique ou sanguine dans la MP est justifié par le fait qu'une
faible quantité d’alpha-synucleine est physiologiquement présente dans le plasma [22] et les
plaquettes [46]. S'il n'existe aucune différence quantitative [46], une étude récente montre que
la présence d'oligoméres solubles de 1’alpha-synucleine discrimine faiblement les
parkinsoniens des témoins [62], avec une sensibilite et une spécificité de 53 et 85 %
respectivement. La mise en évidence de ces oligoméres est fondee sur une technique d'ELISA
en conditions non dénaturantes. Ces résultats sont intéressants dans le contexte général des

maladies neurodégénératives, qui sont toutes caractérisées par la présence d'agrégats protéiques
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neuronaux ou gliaux. Les oligoméres solubles, premiere étape sur la voie de formation des

polymeres insolubles, sont les formes présumées toxiques pour le neurone [64].

3. Les biomarqueurs pour un diagnostic plus précis de la MA
Actuellement, l'utilisation de biomarqueurs est recommandée dans les nouveaux critéres
diagnostiques internationaux de la maladie d'Alzheimer, avec I'imagerie.

Dans le cas de la maladie d'Alzheimer, ils refletent des lésions neuropathologiques
caractéristiques. Trois biomarqueurs sont dosés dans le liquide céphalorachidien : le peptide
amyloide AB-24-1, la protéine tau totale (ou protéine MAPT pour Microtubule Associated
Protéin Tau) et les protéines tau hyperphosphorylées (Ptau) [8, 45].

En combinant les données de ces trois indicateurs, on peut plus aisément offrir un diagnostic
plus spécifique de la maladie d'Alzheimer : le peptide amyloide AB-24-1 abaisseé, la protéine
tau élevée (2 a 3x la normale) et les protéines tau hyperphosphorylées augmentées sont des
criteres en faveur de diagnostic de MA. "L'utilisation combinée de ces biomarqueurs va se
généraliser [24].

4. Les biomarqueurs salivaires

Les experts sont tous persuadés, désormais, que les processus biologiques a l'origine de la
maladie d'Alzheimer et de Parkinson commencent des années avant que les problemes de
mémoire ou de confusion deviennent perceptibles pour les malades d’Alzheimer et le
tremblement de repos et la rigidité pour les parkinsoniens.

Lors de la Conférence annuelle de I'Association internationale de la maladie d'Alzheimer, les
chercheurs ont annoncé qu'ils avaient découvert certaines substances présentes dans la salive et
qui pourraient étre des marqueurs de la maladie. La mise au point d'un test salivaire permettrait
de distinguer les personnes qui souffrent de vieillissement normal, celles atteintes de démence
cognitive légere et celles qui souffrent de la maladie d'Alzheimer.

La maladie de Parkinson pourrait étre diagnostiquée a un stade précoce de son évolution ce qui
permet aussi aux médecins d’exclure d’autres maladies présentant des symptomes de fortes
similitudes avec la MP. Tout a commencé par des analyses profondes de la salive des patients
atteints de la maladie de Parkinson, des chercheurs ont constaté que les tests salivaires de ces
personnes décryptent une protéine anormale dont la présence semblait étre liée a leur maladie
[5], dont plusieurs études autoptiques ont permis d’établir que les glandes sous-maxillaires sont

atteintes par la pathologie de Lewy chez la quasi-totalité des patients parkinsoniens [5, 16].
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I. Matériel biologique

1. Recrutement des patients
Notre étude a porté sur 14 patients, sept parmi eux sont atteints de la maladie d’Alzheimer, et
les sept qui restent sont atteints de la maladie de Parkinson, ces patients provenant du service
de neurologie Médicale du CHU de Constantine. Les patients recrutés sont agés entre 60 et 85
ans dont la pathologie est au stade initial ou avancé. Les patients ayant une pathologie non
régulée et ne présentant pas une bonne hygiene buccale ont été exclus de 1’étude. Ces deux
populations ont été comparées a un sujets sains, sans pathologies connues et possédant une
bonne hygiene buccale.

2. Recueil de la salive
Pour le recueil de la salive nous avons adopté la méthode décrite par Hirtz et al. (2005) avec
quelques modifications .La salive totale est prélevéee 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 prélevement, et macher un petit bout de parafilm (environ 3 cm2), pendant
quelques minutes. Trois ml de salive totale sont ainsi prélevés dans des tubes eppendorf stériles.
Les échantillons salivaires sont ensuite centrifugés a 10000 x g pendant 15 minutes afin de
supprimer les mucines et les débris cellulaires et alimentaires encore présents dans la salive.
Une fois prélevé, le surnageant est immédiatement congelé (-20°C) jusqu’aux analyses.

I1. Techniques d’électrophorése

1. Extraction des protéines

L’extraction des protéines a ¢€té réalisée a partir de la salive des patientes
malades et du sujet sains obtenue apres centrifugation de la salive totale.
1.1. Dans les conditions dénaturantes réductrices
100 p de salive des patients malades et du sujet sain sont mélangés avec 75 W de solution
d’extraction contenant 35% (V/V) de glycerol, 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 -
mecraptoethanol sont rajoutés au mélange pour réduire les protéines salivaires. Apres agitation
pendant 1h a température ambiante, les mélanges sont incubés a 65°C pendant 30 minutes puis
centrifugés a 10000t/min pendant 1 minute. Les surnageant contenants les protéines salivaires
dissociées et réduites dont récupéres.
1.2.Dans les conditions non dénaturantes et non réductrices

100 p de salive des patients malades et du sujet sain sont mélangés avec 75 W de solution

d’extraction précédemment décrite, mais sans 1’agent dénaturant (SDS) et sans le réducteur (-
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mecraptoethanol). Le mélange est agité 1h a température ambiante, puis centrifugés a
10000t/min pendant 1 minute. Les surnageant contenants les protéines salivaires non dissociées
et non réduites dont récupérés.

2. Electrophorése monodimensionnelle en gel de polyacrylamide
Aux différentes étapes d’extraction, la composition protéique des deux conditions est
caractérisée par migration électrophorétique en gel de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur
en condition dénaturante (présence de SDS) et pour la deuxiéme extraction en condition non
dénaturantes (absense de SDS) avec un systeme vertical.
L’électrophorese est réalisée suivant la méthode de Laemmli (1970) modifiée par Singh et al.
(1991). Le gel de séparation contient 12,56% de polyacrylamide et le gel d’alignement 2,88%.
Les marqueurs. 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 mére 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.

I11. Analyse des gels et étude statistique

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 a de chaque bande décelable dans le gel. Le traitement
des données d’¢lectrophorese fait appel au calcul des indices de similarité.

2. Analyse statistique :
Le traitement des données a fait appel a des méthodes statistiques. Les fréquences et les indices
de similarité ont été effectués a 1’aide de Excel 2010. L’etablissement des dendrogrammes est

réalisé a 1’aide du logiciel Statistica version 6.0.

17



Reésultats et discussion




Résultats et discussions

1. Fractionnement des protéines et recherche de biomarqueurs

1.1.Analyse des profils électrophorétiques
La technique adoptée pour I’analyse est celle décrite par Laemelli (1970) et modifiée par Singh
et al. (1991) qui a été utilisée pour fractionner les protéines salivaires. Cette technique permet
d’obtenir I’ensemble des protéines. La lecture des diagrammes consiste a révéler la mobilité de
chacune des bandes protéiques reparties dans les deux zones de protéines de haut et de faible
poids moléculaire (HPM et FPM), en mesurant la distance parcourue par chaque bande dans le
gel de séparation.

1.1.1. Analyse des protéines salivaires dénaturées et réduites fractionnées par SDS-

PAGE pour le cas d’Alzheimer

Les diagrammes électrophorétiques des 8 échantillons (7 malades et 1 témoin) analysés
renferment de 6 a 17 bandes décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines
salivaires avec des mobilités allant de 47 a 149 mm (Figure 10).
Les diagrammes sont lus par zone. Nous dénombrons 21 bandes protéiques de mobilités
différentes qui se répartissent comme suit : 2 bandes protéiques dans la zone 1des protéines
salivaires HPM et 19 bandes protéiques dans la zone 2 des protéines salivaires FPM.
La comparaison des profils électrophorétiques des malades et du sujet sain révele des variations
dans la composition protéique, dont les variations les plus importante observées était dans la
zone de FPM (zone 2). Les bandes protéique nommees B2, B3, B9, B14 et B15 sont les plus

variables qualitativement et quantitativement. La variation des ces derniers est représentée dans

le tableau.
Tableau3 : Variation des bandes protéiques B2, B9, B14 et B15
B2/intensité B9/ intensité | B14/intensité | B15/intensité
Témoin P(+) P (traces) A(0) P (traces)
E2 P (++4) P(++) P(+) P ()
E3 A (0) P (++) P (+) P (+)
E4 P (++4) P(++) P () P ()
E5 P (+++) P (+++) P (+++) P (++)
E6 P (+++) P(+) A(0) A (0)
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E7 P (+++) P(+) A(0) A (0)
ES8 P (+++) P (++) P(+) P (traces)
P : présence A : absence E : échantillon

Des différences sont constatées entre le sujet sain et les patients malades dans la composition
protéique ou la bande B14 est présente chez les malades mais absente chez le témoin.

Cette derniére peut étre considérée comme étant un biomarqueur qualitatif.

On peut également constater des variabilités quantitatives au niveau des bandes B2, B3 et B9
qui sont présentes avec une forte intensité chez les patients malades contrairement au témoin
(faible intensité). Par ailleurs la bande B15 absente chez quelques patients et présente chez les
autres y compris le témoin.

Les différences observées entre les malades peuvent étre probablement due a des facteurs tels
que I’age et le stade de la maladie. L’age est considéré sans conteste le principal facteur de

risque de la MA, plus 1’age augmente plus le risque est grand [65]

Zone 1
HPM

L/

Figurel0: profils électrophorétique des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes et

réductrices révélées par SDS/PAGE pour le cas d’Alzheimer. 1 : témoin. 2 a 8 patients
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1.1.2. Analyse des protéines salivaires dénaturées et réduites fractionnées par SDS-

PAGE pour le cas de Parkinson

Les diagrammes électrophorétiques des 8 échantillons (7 malades et 1 témoin) analysés

renferment de 7 a 13 bandes décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines

salivaires de haut et de faible poids moléculaire avec des mobilités variant entre de 3 a 149 mm

(Figure 11).

Nous avons denombré 25 bandes protéiques de mobilité différente : 9 bandes protéiques dans

la zone 1 des protéines salivaires HPM et 16 bandes protéiques dans la zone 2 des protéines

salivaires FPM.

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et du sujet sains révéle des

variations dans la composition protéique dans les deux zones des protéines salivaires HPM et

FPM. Les bandes protéique nommées B6, B8 et B16 sont les plus variables qualitativement et

quantitativement. La variation de ces derniers est représentée dans le tableau4.

Tableau4: Variation des bandes protéiques B6, B8 et B16

B6/intensité B/8 intensité B16/intensité
Témoin A (0) P(+) P (traces)
E2 P(+) P (+++) P (traces)
E3 P (+) P (+4) A(0)
E4 A(0) P (traces) P (+)
E5 P () P (++4) P ()
E6 P(++) P (+++) P (traces)
E7 A (0) P (+++) P (+)
E8 A (0) P (++) P(+)
P : présence A : absence E : échantillon

Nous constatons clairement des différences entre les patients malades et le sujet sain dans la

composition protéique ou la bande B6 variable qualitativement est présente uniquement chez

les malades. D’aprés Scaros et Fisler (2005), les caractéristiques biologiques identifiées
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uniquement dans I’échantillon du patient par mesure répétées ou différentiellement par rapport
a un témoin peuvent alors étre considérées comme des biomarqueurs de 1’état physiologique
correspondant.

Pour les variations quantitatives, 1’exemple le plus important est celui des bandes protéiques
B8 et B16, ces bandes sont présentes presque chez tous les échantillons (témoins et malades),
en effet elles sont faiblement concentrées chez le témoin, et présentent des concentrations tres
variables entre le reste des malades, les patients présentant les concentrations les plus élevées
(2, 4, 5 et 6) sont des patients avec des pathologies associées. Ces différences observées entre
les malades peuvent étre probablement dues a des facteurs tels que 1’age, le stade de la maladie
et les antécédents familiaux. R Katzenschlager et al. (2004) ont prouvés qu’un patient ayant un

parent au premier degré a un risque accru de la maladie de parkinson.

8 7 6 5 4 3 2 1
- N
Zone 1
B6 HPM
B‘
08 L9
B16
B Y
> Zone?2
- FPM

Figurell : profils électrophorétique des protéines salivaires dans les conditions dénaturantes

et réductrices révélées par SDS/PAGE pour le cas de Parkinson. 1 : témoin. 2 a 8 : patients.

1.1.3. Analyse des protéines salivaires non dénatureées et non réduites pour le cas de
I’Alzheimer

Les diagrammes électrophorétiques des 8 échantillons (7 malades et 1 témoin) analysés

renferment de 10 a 20 bandes décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines

salivaires avec des mobilités allant de 5 & 136 mm (Figure 12)
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Les diagrammes sont lus par zone. Nous dénombrons 38 bandes protéiques de mobilites
différentes qui se répartissent comme suit : 17 bandes protéiques dans la zone 1des protéines
salivaires HPM et 21 bandes protéiques dans la zone 2 des protéines salivaires FPM.

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et du sujet sains révele des
variations dans la composition protéique ou les différences résident dans la zone 2 de FPM
contenant les bandes protéiques nommées B23, B27, B34 et B38 qui sont les plus variable

qualitativement et quantitativement. La variation de ces bandes est représentée dans le tableau 5

Tableau5: Variation des bandes protéiques B23, B27, B34 et B38

B23/intensité B27/intensité B34/intensité B38/intensité

Témoin A (0) P (traces) P (traces) P(+)

E2 P (++) P (++) P(+) A(0)
E3 A (0) P (traces) P(+) A (0)
E4 P (++4) P (+4) P () A Q)
E5 P (++) P(+) P(+) A (0)
E6 P (traces) A (0) P (traces) A (0)
E7 A (0) P (traces) A (0) A (0)
E8 P (++4) P(+) P(+4) A0)

P: présence A absence E: échantillon

Nous avons observé des variabilités au niveau des bandes B27 et B34 qui sont présentes sous
forme de traces chez le sujet sain et chez quelques patients alors qu’elles sont présentes avec
des intensités plus élevé ou absentes chez les autres patients. Par exemple la bande B27 se
trouve chez le témoin ainsi que chez les échantillons E3 et E7 sous forme de traces, avec une
intensité élevée chez les patients E2, E4, E5 et E8 et elle est introuvable chez les autres malades.
Donc les bandes B27et B34 varient qualitativement et quantitativement ce qui leur confére la
propriété de biomarqueurs qualitatif et quantitatifs

Nous avons egalement observé des différences dans le profil électrophorétique des patients ou

la bande B38 n’existe que chez le témoin et est absente chez tous les malades, alors que la bande
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B23 est absente chez le sujet sain de méme que chez d’autres patients (E3, E7) mais présente
avec une intensité forte pour les malades E2, E4, E5 et E8. Donc ces bandes varient
qualitativement et peuvent étre considérées comme des biomarqueurs qualitatifs.

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

pathologies associées.

> Zone 1
HPM

Zone?2
FPM

Figurel2: profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions non
dénaturantes et non réductrices révélées par PAGE pour le cas d’Alzheimer. 1 : témoin. 2a 8 :
patients
1.1.4. Analyse des protéines salivaires non dénaturées et non réduites pour le cas de
Parkinson
Les diagrammes électrophorétiques des 8 échantillons analysés (7 malades et 1 témoin)
renferment de 10 a 20 bandes décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines

salivaires HPM et FPM avec des mobilités variant de 4 a 135 mm (Figure 13).
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Nous avons identifie 36 bandes protéiques répartis comme suit : 19 bandes protéiques dans la
zone 1 des protéines salivaires HPM et 17 bandes protéiques dans la zone 2 des protéines
salivaires FPM.

L’observation du profil électrophorétique du protéome salivaire du témoin et celui des patients,
révele des variations dans la composition protéique. En effet, la zone de HPM présente peu de
variations (non significatives), les différences se situent surtout au niveau de la zone FPM des
protéines salivaires contenant les bandes B23, B26, B29, B28, B33 et B36 qui sont les plus
variables qualitativement et quantitativement. La variation de ces derniéres est représentée dans
le tableau 6

Tableau6: Variation des bandes protéiques B23, B26, B29, B33 et B36

B23/intensité | B26/intensité | B29/intensité | B33/intensité | B36/intensité
Témoin A (0) P (traces) | A (0) P (traces) P (+)
E2 P (++) P (++4) P (+) P (++4) A (0)
E3 A (0) P (++) A(0) A (0) A (0)
E4 P (++) P (+) P (+) P (++) A (0)
E5 P (+) P (+4) P (+) P () A (0)
E6 P (traces) | A (traces) | A (0) A (0) A (0)
E7 A (0) A (0) P (+) A (0) A (0)
E8 A (0) P (++) P (+) P (++) A (0)
P présence  A:absence  E :échantillon

Nous constatons que les bandes B26 et B33 sont considérées comme étant les bandes les plus
variables quantitativement et qualitativement, ces bandes sont fortement concentrées chez
certains malades (figurel2) avec une concentration modérée chez d’autres, et a I’état de traces
chez le témoin et absentes chez d’autres patients. A titre d’exemple la bande B26 se trouve sous
forme de traces chez le témoin, fortement concentrée pour les patients E2, E3et E5, faible pour
E4, E6 et absente chez le patient E7. Donc ces bandes peuvent étre considérées comme des

biomarqueurs qualitatifs et quantitatifs.
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Autres différences sont constatées entre le sujet sain et les malades dans la composition
protéique ou la bande B36 est présente uniquement chez le témoin. Etant donné que la bande
B36 n’existe que chez le témoin, nous pouvons la suggérer comme un biomarqueur de la MP.
En revanche, les bandes B28, B29 et B23 sont absentes chez le sujet sain et méme chez d’autres
malades mais elles sont présentes aves une intensité élevée pour les patients E2, E4, et E5
(surtout les hommes). Les différences observées entre les malades peuvent étre due a des
facteurs tels que les facteurs génétiques, stade de la maladie et le sexe. Les hommes ont un

risque plus élevé de développer la MP que les femmes [23].

1 2 3 4 5 6 7 8

Zone 1
HPM

Zone 2
FPM

Figurel3: profils électrophorétiques des protéines salivaires dans les conditions non
dénaturantes et non réductrices révélées par PAGE pour le cas de Parkinson. 1 : témoin.2a 8 :
patients
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2. Etude de la variabilité des protéines salivaires
2.1. En conditions dénaturantes et réductrices cas d’Alzheimer

L’étude est faite selon le poids moléculaire des protéines séparées, on dénombre 20 bandes
protéiques de mobilités différentes on devise notre gel a 2 zones : Zonel qui contient les
protéines ayant un haut poids moléculaire et la Zone 2 qui contient les protéines ayant un
faible poids moléculaire.

2.1.1. Etude des protéines salivaires de HPM
La diversité des bandes protéiques est peu importante dans la zone 1 de haut poids moléculaire
(Figure 10).

Tableau 7: Variabilité des protéines salivaires de HPM en conditions dénaturantes et

réductrices cas d’Alzheimer

Bandes | Mobilités (mm) | Echantillons Fréquences(%o)
1 47.4 E1E4 E5ES8 50
2 61.4 E1EE3E4ES5EGE7ES 100

On remarque que sur la zone 1 de haut poids moléculaire, la diversité des bandes protéiques
est trés peu importante, dans cette zone la bande protéique 2 est la bande la plus fréquente
observée chez tous les patients avec une fréquence maximale de 100% , suivie par la deuxiéme
et la derniere bande dans cette zone la bande 2 ayant une mobilité de 47.4 mm présente dans

les 4 échantillons avec une fréquence de 50%.(Tableau7)

2.1.2. Etude des protéines salivaires de FPM
La zone 2 de faible poids moléculaire présente une diversité trés importante de bandes
protéiques.
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Tableau 8: Variabilité des protéines salivaires de FPM en conditions dénaturantes et

réductrices cas d’Alzheimer

Bandes Mobilité (mm) Echantillons Fréquences (%)
3 65.4 E1E2E4E5EGE7 ES8 87.5
71.4 E2 E5 25
5 75.4 E1E4 25
6 79.4 E2 E5E6 E7 50
7 83.4 E2 E5 E6 ES8 50
8 91.4 E2E3E4E5EGET ES8 87.5
9 98.4 E1E2E3E4E5EGET ES 100
10 104 E4 12.5
11 108 E3ES5EGE7 ES8 62.5
12 114 E2 E4 El 37.5
13 117.5 E1E5 25
14 1194 E2 E3 E5 37.5
15 123.4 E2 E4E5ES8 50
16 134 E3 E5 25
17 140 E2 E4 25
18 143 E3 E5 25
19 146 E3E4 E5 E6 ES8 50
20 149 E1E2E3ES5E6E7ES 87.5

Sur la base de la variabilité protéique observée au niveau de cette zone et d’apres le tableau8

la bande protéique la plus fréquente est la bande 9 de mobilité 98.4 mm avec une fréquence
maximale de 100%, suivies des bandes 6, 7, 15 et 19 de mobilités 79.4 mm 83.4 mm, 123.4 mm

et 146 mm retrouveées chez 4 patients, présentant une fréquence de 50%. Enfin la bande 10 de

mobilité 104 mm est retrouvée chez un seul patient avec une faible fréquence (12.5 %).
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2.2. En conditions dénaturantes et réductrices cas de Parkinson
Comme les cas précédents, 1’étude est faite selon le poids moléculaire des protéines séparées,
on dénombre 25 bandes protéiques de mobilités différentes on devise notre gel a 2 zones :
Zonel qui contient les protéines ayant un haut poids moléculaire et la Zone 2 qui contient les

protéines ayant un faible poids moléculaire

2.2.1. Etude des protéines salivaires de HPM

L’analyse électrophorétique des 8 échantillons a permis de distinguer 9 types de protéines

salivaires de HPM (Tableau 9).

Tableau 9: Variabilité des protéines salivaires de HPM condition dénaturantes réductrices cas

de Parkinson

Bandes | Mobilités (mm) | Echantillons Fréquence(%b)
1 3 E1 E3 E6 37.5

2 6 E6 12.5

3 8 E1E2E4 37.5

4 33 E4 12.5

5 37 E1E4 E5 E6 50

6 48 E2 E3E5 E6 50

7 52 E7 12.5

8 62 E1E2 E3E5 E6 62.5

9 63.9 E8 12.5

D’apres le tableau La diversité des bandes protéiques est moins importante dans la zone 1 de
haut poids moléculaire (Figure 11). Dans cette zone la bande protéique 8 dont la mobilité est
de 62 mm est présente chez 5 patients ayant une fréquence de 62.5 %, donc c’est la protéine
salivaire dominante dans cette zone, suivie des bandes protéiques 5 et 6 de mobilité 37 mm et

48 mm, respectivement, retrouveée chez 4 échantillons avec une fréquence de 50%. Et enfin, les
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bandes proteiques 2, 4, 7 et 9 de mobilité 2mm, 4mm, 7mm et 9mm respectivement sont les

moins fréquentes (12.5%).

2.2.2.Etude des protéines salivaires de FPM
L’analyse électrophorétique des protéines salivaires de faible poids moléculaire des 8
échantillons nous a permis de distinguer 15 protéines salivaires de mobilités différentes
(Tableau 10). Ainsi nous notons un grand polymorphisme de ces protéines salivaires localisées

dans la zone 2.

Tableau 10: variabilité des protéines salivaires de FPM en condition non dénaturantes et non

réductrices

Bandes Mobilités (mm) Echantillons Fréquence(%o)
10 65 E1E2E3E5E7 50
11 76 E7 E8 25
12 78 E1E2 25
13 80 ES E6 E7 E8 50
14 84.4 E2 E5 E6 37.5
15 87 E2 E4 E5 37.5
16 99 E1E2E4E5E6E7ES 87.5
17 111 E1E2E3E4E5EGE7 87.5
18 120 E4 E5 25
19 125 E1E4 E5 37.5
20 132 E1E4 25
21 137 E1E2E3 37.5
22 141 E1E2E3E4E5ES 75
23 145 E4 12.5
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24

147

E4

12.5

25

149

E1E2E3E4ESE6E7ES8

100

On estime que la fréquence proteique la plus élevée est celle de la bande 16, de mobilité 149

mm retrouvée chez les 8 échantillons avec une fréquence de 100 %, suivie des bandes 17et 08

dont les mobilités sont de 99 mm et 111mm avec une fréquence de 87.5 %. Les 2 bandes 10 et

14 retrouvées chez 4 patients qui apparaissent avec des mobilités différentes 65 mm et 80 mm

ont une fréquence de 50%. La plus faible fréquence observée dans cette condition est de 12.5%

pour les bandes 24 et 25 retrouvée chez 1 seul patient dont la mobilité est de 145mm 147 mm

respectivement (Tableaul0).

3.1. Etude de la variabilit¢ des protéines salivaires non dénaturante et non

réductrice Cas d’Alzheimer

L’étude est faite selon le poids moléculaire des protéines séparées, on dénombre 38 bandes

protéiques de mobilités différentes on devise notre gel a 2 zones : Zonel qui contient les

protéines ayant un haut poids moléculaire et la Zone 2 qui contient les protéines ayant un

faible poids moléculaire.

3.1.1. Etude des protéines salivaires de HPM

L’analyse électrophorétique des 08 échantillons a permis de distinguer 16 types de

protéines salivaires de haut poids moléculaire (Tableau 11).

Tableau 11: variabilité des protéines salivaires de HPM conditions non dénaturantes non

réductrices cas d’Alzheimer

Bandes Mobilités (mm) | Echantillons Fréquences %
1 5 E1E2E3E4E5E6E7E8 | 100

2 8 E1E2E3E4E5E6E7E8 | 100

3 23 E6 E7 E8 37.5

4 26 E1E2E3E4ES5E7ES 87.5

5 29 E1E2 E4 E5 50
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6 31 E2 ESE4 ES5 50
7 37 E8 12.5
8 41 E1E2E3E4 ES5E6G E7 87.5
9 43 E7 12.5
10 45 E6 E7 25
11 48 E4 E8 25
12 52 E2 12.5
13 56 ES8 12.5
14 60 E1E3E4 E8 50
15 64 E2E3E4 E8 50
16 70 E2 E4AE5E8 50

La diversité des bandes protéiques est si importante dans la zone 1 de haut poids moléculaire
(Figure 12). Dans cette zone les bandes protéiques 1 et 2 dont les mobilités est de 5 mm et 8
mm sont présentes chez les 8 échantillons ayant donc une fréquence de 100 %, donc ce sont
les 2 « protéines salivaires dominantes » dans cette zone, suivie de la bande protéique 4 de
mobilité 26 mm et la bande 8 de mobilité 41 retrouvées chez 7 échantillons avec une
fréquence de 87.5%.

Les 5 bandes protéiques : 5, 6 ,14 ,15 et 16 ayant des mobilités classées respectivement 29,
31, 60, 64,70 mm sont moins fréquente avec 50%, Des bandes protéiques moins fréquentes
sont observées, tel que les bandes 23, 10, 11, ayant une fréquence de 37.5% et les bandes 10

et 11 a une fréquence de 25%

Quant ’aux bandes 7, 9, 12 et 13 ne se retrouvent que dans un seul échantillon avec une

fréquence de 12.5%

L’analyse électrophorétique des protéines salivaires de faible poids moléculaire des 08
échantillons nous a permis de distinguer 22 protéines salivaires de mobilités différentes
(Tableau 11). Ainsi nous notons un grand polymorphisme de ces protéines salivaires

localisées dans la zone 2.
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3.1.2.Etude des protéines salivaires de FPM

Tableau 12: Variabilité des Protéines salivaires de FPM conditions non dénaturantes non
réductrice cas d’Alzheimer

Bandes Mobilités (mm) | Echantillons Fréquences %
17 72 E5S E6 E7 37.5
18 73 E1E3E5 37.5
19 75 E2E4 25
20 80 E2 E8 25
21 85 E2 E4 E6 ES8 50
22 89 E2 E5 E8 37.5
23 91 E2 E4 E5 37.5
24 92 E2 E4 E5 37.5
25 94 E2E4 25
26 97 E7 E8 25
28 100 E1E2E3E4 E5E6 75
29 102 E7 E8 25
30 107 E2 E3 E6 ES8 50
31 109 E7 12.5
32 112 E1E2E3E4 ES 62.5
33 118 E E8 25
34 120 E3 12.5
35 122 E1E2E3E4E5E6 75
36 124 E1E3 25
37 129 E3 12.5
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38 132 E3 12.5

39 136 El 12.5

D’apres le Tableaul2, La plus haute frequence protéique observee est celle des bandes 28et
35, de mobilitée100mmet 122 mm retrouvée chez 7 échantillons avec une fréquence de 75 %,
suivie de la bande 32 retrouvée dont la mobilité est de 112 mm avec une fréquence de 62.5 %
et les bandes 21 retrouvée chez 4 échantillons avec une mobilité de 85 mm (50%), Puis les
bandes protéiques 31, 34, 37, 39 qui apparaissent avec des mobilités 109, 120, 129, 136mm
respectivement et avec la méme fréquence de 12.5% qui est La plus faible fréquence observée
dans cette condition.

3.2. En condition non dénaturante et non réductrices Cas de Parkinson
Comme déja vue avec le cas d’Alzheimer, on dénombre 36 bandes protéiques de
mobilités différentes on devise notre gel a 2 zones : Zonel qui contient les protéines ayant
un haut poids moléculaire et la Zone 2 qui contient les protéines ayant un faible poids
moléculaire
3.2.1.Etude des protéines salivaires de HPM

Les différentes protéines salivaires de haut poids moléculaires observées dans la zone 1 sont

au nombre de 19 avec des mobilités différentes (Tableaul3)

Tableau 13 : Variabilité des Protéines salivaires de HPM conditions non dénaturantes non
réductrices cas de Parkinson

Bandes Mobilités (mm) | Echantillons Fréquences %
1 4 E1E2E3E4ES5 E7ES8 87.5

2 5 E1E2 E3E4 E5E6 E7 E8 100

3 8 E1E2E3E4E5EGE7ES 100

4 18 E7 12.5

5 20 E4 12.5

6 23 E2 E3 EG ES8 50
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7 25 E6 E7 25
8 27 E1E2E3E4E5 62.5
9 29 E1E3SE4 E6 EY 62.5
10 31 E3E4E6 EY 50
11 36 E6 12.5
12 40 E7 12.5
13 43 E1E2E3E4 E5EG6 75
14 45 E7 12.5
15 59 E2E4 E7 37.5
16 63 E2 E4 ES E6 50
17 66 E7 12.5
18 69 E2 E4 25
19 74 E1l E4AES5EGE7 62.5

Sur la base de la variabilité protéique observée au niveau de cette zone, les bandes protéiques
les plus fréquentes d’apres le Tableaul3 sont les bandes : 2 et 3 de mobilités 5 mm et 8 mm
respectivement avec des fréquences de 100% chacune, suivies de la bande 1 de mobilité 4 mm
retrouvée chez 7 échantillons, présentant une fréquence de 87% puis les bandes 6 ,10 et 16
avec des mobilités respectives de 23mm 31 mm et 63 mm avec des fréquences de 50%. Enfin
les bandes 15 de mobilité 59 mm sont retrouvées chez 3 échantillons avec une fréquence de
37.5%.

Une bande protéique de trés faible fréquence est observée dans la zone de HPM qui est la

bande : 2 avec une fréquence de 12.5% retrouvee chez un seul patient.

3.2.2.Etude des protéines salivaires de FPM
L’analyse électrophorétique des protéines salivaires de faible poids moléculaire a permis de

dénombrer 12 bandes protéiques de mobilités différentes (Tableau 14)
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Tableau 14: Variabilité des Protéines salivaires de FPM conditions non dénaturantes non
réductrice Parkinson.

Bandes Mobilités (mm) | Echantillons Fréquences(%0o)
20 76 E2 E3 25
21 83 E1E2 E4 E6 EY 62.5
22 86 E1E2 E4 ES8 50
23 90 E2 E4 E5 37.5
24 94 ES E6 E7 ES8 50
25 99 E3 125
26 101 E1E2E4E5E6 ES8 75
27 103 E2 E4E5E6 E7 62.5
28 105 E2 E5E6G E7 50
29 107 E2 E4 E5 ES8 50
30 111 E8 12.5
31 112 E1E2E3E4E5EG 75
32 116 E1l E8 25
33 120 E1E2E3E4ES5 62.5
34 128 E4 E5 E7 37.5
35 133 E7 12,5
36 135 El 12,5

L’observation du tableauld nous permet de constater que les bands protéiques 26, 31 de
mobilités respectives de 101 mm, 112 mm sont les plus fréquentes avec une fréquence de 75%,
suivies des bandes 22,28et 29 de mobilite 86mm, 105mm et 107mm présentent dans 4
échantillons chacune avec une fréquence de 50 %, suivie par la bandes 23 dont les mobilités est

90mm, présente chez 3 échantillons avec une fréquence de 37.5%
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Les bandes 23, 25,26 et 35 ayant des mobilites respectives de 99mm 111mm 133mm et 135mm,
présentent chez un seul patient chacune, représentent la fréquence la plus moindre de 12.5%.

3. Classification hiérarchique des protéines salivaires
Les relations entre les différents patients sont établies a partir de leurs ressemblances dans la
composition protéique, pour cela, nous avons fait appel a classification hiérarchique. Les
regroupements effectués a chaque pas de 1’algorithme de classification hiérarchique rassemble
des éléments qui sont plus ou moins proches entre eux plus on avance dans le regroupement

plus on se rapproche du sommet de 1’arbre.

3.1.Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites pour le cas
d’Alzheimer

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégation par la méthode UPGMA nous
montre de nombreux groupes permettant d’estimer la ressemblance dans la composition
protéique des echantillons (figure 14).

Le dendrogramme est divisé en deux groupes a une distance d’agrégation de 3.23. Le patient
3 qui constitue un groupe a part est tres différent des autres patients atteint de MA (premier
groupe). L’ensemble des patients du deuxiéme groupe est partagé lui-méme en deux sous-
groupes a la distance 3.10. Le premier sous-groupe composé seulement de deux patients 2 et 5
formant un clade. Le deuxiéme sous-groupe est devisé a son tour en deux autres sous-groupes
a la distance 2.75 dont le premier contient les deux échantillons 4 et 8 et le second se divise en
deux autres sous-groupes a la distance 2,44. Le témoin forme un groupe unique et le deuxiéme
sous-groupe contient les patients 7 et 6.

En rapportant 1’historique des patients, certaines divergences ont été remarquées par rapport
aux résultats de I’analyse en cluster. A titre d’exemple : A la distance d’agrégation 1.4 les
patients 6 et 7 appartiennent au méme groupe et forment un clade malgré la divergence qui
existe entre eux. En effet, les deux patients sont des femmes, la premiére patiente a 85 ans dont
la maladie remonte a 5ans avec un stade séveére alors que la deuxiéme agée de 76 ans n’est
qu’au début de sa maladie (6 mois) mais le signe commun entre ces deux patientes c’est qu’elles
ont des antécédents familiaux. Un autre exemple, celui des patients 2 et 5 : le patient 5 n’est
qu’au début de la maladie avec un stade léger et un agé de 70 ans contrairement au patient 5

qui est a 4 ans de la maladie et agé de 79 ans.
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Etant donné que I’age de survenu de cette maladie est tardif (presque le méme chez tous les
malades) et d’aprés ces résultats, nous pouvons suggérer que le début de la maladie et les

antécédents familiaux peuvent avoir des effets sur la composition protéique des patients.

Dendrogramme de 8 Variables
Moy . non pond. grpes associés
Dist. Euclidiennes
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1,0 1,5 2.0 25 3,0 3.5
Dist. Agrégation

Figureld : Dendrogramme de protéines salivaires dénaturées et réduites pour le cas
d’Alzheimer

3.2. Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites pour le cas de
Parkinson

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégations révele de nombreux
groupes.(figurel5) A la distance d’agrégation 3.61, I’ensemble des échantillons est divisé en
deux groupes. Le premier groupe contient uniquement le patient 4, tandis que le second groupe
est divisé en deux sous-groupes a la distance 3.24 dont le premier contient les patients 7 et 6
formant un clade et le deuxieme est scindé a son tour en deux autres sous-groupes a une distance
d’agrégation de 2.99. Le premier sous-groupe comprend seulement le témoin alors que le
second sous-groupe renferme le reste des échantillons. La valeur moyenne des distances
d’agrégations est de 2.83, dans cet intervalle, le dendrogramme révele un degré élevé de

similitude de la composition en protéines salivaires de presque tous les échantillons.
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Dendrogramme de & Variables
Moy, non pond. grpes associés
Dist. Euclidiennes

W2

W3

WS

Ve

T

W

1.8 2,0 2,2 2.4 2.6 2.8 3,0 3,2 3,4 3.6 3.8
Dist. Agregation

Figurel5 : Dendrogramme des protéines salivaires dénaturées et réduites pour le cas de
Parkinson.

3.3. Dendrogramme des protéines salivaires non dénaturées et non reduites pour le cas de
d’Alzheimer

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégation suivant la méthode UPGMA
(figure16), nous montre deux groupes a la distance 4.43 dont le patient 8 constitue un groupe a
part car tres différent des autres patients (groupe 1).

L’ensemble des échantillons du deuxiéme groupe est partagé en deux sous-groupes a la distance
3.99. Le premier sous-groupe renferme deux patients (6 et 7) et le second sous-groupe est
subdivisé en deux sous-groupes a la distance 3.6. Le premier contient deux patients (2 et 4)
alors que le deuxieme sous-groupe renferme le reste des échantillons. Les patients 2 et 4
appartiennent au méme groupe et formant un clade malgré les différences qu’ils présentent dans
leurs caractéristiques cliniques. Le patient 2 4gé de 70 ans est hypertendu avec un stade tres
avancé (depuis 6 ans) alors que la patiente 4 gée de 68 ans est diabétique avec un stade initial
de la maladie. Nous constatons que les pathologies associées peuvent avoir des répercussions

sur la composition protéique salivaire des patients atteints d’ Alzheimer.
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Figurel6 : Dendrogramme des protéines salivaires non dénaturées et non réduites pour le cas
de d’Alzheimer.

3.4. Dendrogramme des protéines salivaires non dénaturées et non réduites pour le cas de
Parkinson

Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégation révéle de nombreux groupe
(figure 17) permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des
échantillons.

A une distance d’agrégation de 4.37, I’ensemble des échantillons est divisé en deux groupes.
Le premier contient uniquement le patient 7, tandis que le second groupe est divisé a son tour
en deux sous-groupes dont le premier est constitué du patient 8, et le deuxiéme est subdivisé

lui-méme en deux autres sous-groupes.
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Figurel7 : Dendrogramme des protéines salivaires non dénaturées et non réduites pour le cas
de Parkinson.

4. Etablissement des diagrammes type

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

patients ayant I’ Alzheimer ou les Parkinsoniens.

Un tel ensemble de résultats peut étre alors exploité en estimant le degré de différence (ou
d’analogie) entre les diagrammes des individus considérés deux a deux. Cette représentation
nous permet donc de conserver une image réelle des gels pouvant servir comme base de
données pour 1’identification Nous reportons dans les tableaux ci-dessous des diagrammes
types pour toutes les conditions d’extractions des protéines salivaires des patients malades et

de sujet sain.(A : Présence de la bande, 0 : Absence de la bande, M : Mobilités : échantillons).
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4.1.Tableaul5: Diagrammes types des protéines salivaires dans des conditions

dénaturantes et réductrices pour le cas d’Alzheimer

Bandes M 1 2 3 4 6 7 8
(M
1 47.4 0 1 0 1 0 0 1
2 61.4 1 1 0 1 1 1 1
3 65.4 1 1 0 1 1 1 1
4 71.4 0 1 0 0 0 0 0
5 75.4 0 1 0 0 0 0 0
6 79.4 0 1 0 0 1 1 0
7 83.4 0 1 0 0 1 0 1
8 91.4 0 1 1 1 1 1 1
9 98.4 1 1 1 1 1 1 1
10 104 0 0 0 1 0 0 0
11 108 0 0 1 0 1 1 0
12 114 1 1 0 1 0 0 0
13 117.4 1 0 0 0 0 0 0
14 1194 |0 1 1 0 0 0 0
15 1234 |0 1 0 1 0 0 1
16 1314 |0 0 1 0 0 0 1
17 134 0 0 1 0 0 0 0
18 140 0 1 0 1 0 0 0
19 143 0 0 1 0 0 0 0
20 146 0 0 1 1 1 0 1
21 149 1 1 1 0 1 1 1
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4.2. Tableaul6 : Diagrammes types des protéines salivaires dans les conditions
dénaturantes et réductrices pour le cas de Parkinson

Bandes M 1 2 3 4 5 6 7 8
Q)
1 3 1 0 0 1 0 0 1 0
2 6 0 0 0 0 0 0 1 0
3 8 0 1 1 1 0 0 0 0
4 33 |0 0 0 1 0 0 0 0
5 37 |0 1 0 0 1 1 1 0
6 48 |0 1 1 0 1 1 0 0
7 52 |0 0 0 0 0 0 1 0
8 62 1 1 1 0 1 1 0 0
9 63.9 |0 0 0 0 0 0 0 1
10 65 1 1 1 0 1 1 1 0
11 76 |0 0 0 0 0 0 1 1
12 78 |1 1 0 0 0 0 0 0
13 80 |0 0 0 0 1 1 1 1
14 84.4 |0 1 0 0 1 1 0 0
15 95 0 1 0 1 1 0 1 0
16 99 1 1 0 1 1 1 1 1
17 111 |1 1 0 1 1 1 1 1
18 120 |0 0 0 1 1 0 0 0
19 125 |1 0 0 1 1 0 0 0
20 132 |1 0 0 1 0 0 0 0
21 137 |1 1 1 0 0 0 0 0
22 141 |1 1 1 1 1 0 0 1
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23 145 |0 0 0 0 0
24 147 |0 0 0 0 0
25 149 |1 1 1 1 1

4.3.Tableau 17: Diagrammes types des protéines salivaires dans les conditions non

dénaturantes et non réductrices pour le cas d’Alzheimer.

Bandes M/E | 1(T) 3 7 8
1 5 1 1 1 1
2 8 1 1 1 1
3 23 0 0 1 1
4 26 1 1 1 1
5 29 |1 0 0 0
6 31 0 1 0 0
7 37 0 0 0 1
8 41 1 1 1 0
9 43 |0 0 1 0
10 45 0 0 1 0
11 48 0 0 0 1
12 52 |0 0 0 0
13 56 0 0 0 1
14 60 1 1 0 1
15 64 0 1 0 1
16 70 |0 0 0 1
17 72 0 0 1 0
18 73 1 1 0 0
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19 75 0 0 0
20 80 0 0 1
21 85 0 0 1
22 89 0 0 1
23 91 0 0 0
24 92 0 0 0
25 94 0 0 1
26 97 0 1 1
27 100 1 0 0
28 102 0 1 1
29 107 1 0 1
30 109 0 1 0
31 112 1 0 0
32 118 0 0 1
33 120 1 0 0
34 122 1 0 0
35 124 1 0 0
36 129 1 0 0
37 132 1 0 0
38 136 0 0 0
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4.4. Tableaul8:Diagrammes types des protéines salivaires dans des conditions non
dénaturantes et non réductrices pour le cas de Parkinson

Bandes | M/E |1 7 6 5 4 3 2 1
(M
1 4 1 1 1 1 1 0 1 1
2 5 1 1 1 1 1 1 1 1
3 8 1 1 1 1 1 1 1 1
4 18 0 0 0 0 0 0 1 0
5 20 0 0 0 1 0 0 0 0
6 23 0 1 1 0 0 1 0 1
7 25 0 0 0 0 0 1 1 0
8 27 1 1 1 1 1 0 0 0
9 29 1 0 1 1 0 1 1 0
10 31 0 0 1 1 0 1 1 0
11 36 0 0 0 0 0 1 0 0
12 40 0 0 0 0 0 0 1 0
13 43 1 1 1 1 1 1 0 0
14 45 0 0 0 0 0 0 1 0
15 59 0 1 0 1 0 0 1 0
16 63 0 1 0 1 1 1 0 0
17 66 0 0 0 0 0 0 1 0
18 69 0 1 0 1 0 0 0 1
19 74 1 0 0 1 1 1 1 0
20 76 0 1 1 0 0 0 0 0
21 83 1 1 0 1 0 1 1 0
22 86 1 1 0 1 0 0 0 1
23 90 0 1 0 1 1 0 0 0
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24 94 0 0 0 0 1 1 1 1
25 99 0 0 1 0 0 0 0 0
26 101 |1 1 0 1 1 1 0 1
27 103 |0 1 0 1 1 1 1 0
28 105 |0 1 0 0 1 1 1 0
29 107 |0 1 0 1 1 0 0 1
30 110 |0 0 0 0 0 0 0 1
31 112 |1 1 1 1 1 1 0 0
32 116 |0 0 0 0 0 0 0 1
33 120 |1 1 1 1 1 0 0 0
34 127 |0 0 0 1 1 0 1 0
35 133 |0 0 0 0 0 0 1 0
36 135 |1 0 0 0 0 0 0 0

5. Indice de similarité des diagrammes protéiques

Pour quantifier I’analogie ou la dissemblance des diagrammes, on calcule un indice de similarité
ou de dissimilarité inspiré de Dedio, et al., (1969). L’indice de similarité (IRS) est calculé en
rapportant ’IAS (indice de similarité absolue) au nombre total (N) des composants présents
dans I’un au moins des diagrammes des échantillons comparés. L’IAS présente I’ensemble des
bandes qui ne sont pas significativement différentes entre les deux diagrammes. On considere
qu’une bande n’est pas significativement différente d’une autre lorsqu’elles sont de méme
mobilité et/ou qu’elles ne se distinguent pas par au moins deux classes de concentration.

IRS= IAS/Nx100
Les valeurs de I’IRS sont rassemblées dans les tableaux 15-18

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

inversement, lorsque les diagrammes apparaissent trés voisins.

La plupart des échantillons restent différenciables car leurs diagrammes présentent au moins

une différence significative.
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5.1.Indice de similarité des protéines salivaires non dénaturées et non réduites cas

d’Alzheimer :

Les indices de similarités ont été effectués pour les 8 échantillons (7 malades atteint
d’Alzheimer et un sujet sain pour chaque). lls sont représentés sous forme de matrice

(tableaul9). II en ressort que I’indice de similarité se situe entre 50 et 92%.

La valeur d’IRS la plus élevée de cette condition est de 92%, cette derniére se présente entre
les patients 8 et 1. Une valeur moyenne de 72% est observée entre les patients 2 et 7 et entre
3et 6.

Des valeurs moins élevées sont observeées entre les patients 6 et 7 avec un IRS de 50%

Tableau 19: Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites cas
d’Alzheimer

1 2 3 4 5 6 7 8
100 63 87 69 80 73 63 92 1
100 83 67 58 76 i 67 2

100 84 69 2 75 74 3

100 74 74 76 65 4

100 65 70 67 5

100 86 53 6

100 71 7

100 8

5.2.Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites dans le cas de

parkinson

Les indices de similarité réalisés pour les 8 échantillons (7 atteints de parkinson et 1 témoin)
sont représentés dans le tableau 20. L’indice de similarité se situe entre 13% et 72%. Les valeurs
des IRS entre Le patient 7 et le patient 3 (IRS=13%) et entre le patient 6 le patient 4 (IRS=
16%) sont considérées comme valeurs faibles, cela signifie que les diagrammes présentent de
nombreuses dissemblances, donc ces sujets présentent une composition en protéines salivaires

tres dissemblables. Quant aux valeurs maximales, (72% dans le tableau) qui est une valeur
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élevée, les diagrammes apparaissent voisins. La valeur moyenne d’indice de similarité révélée

(IRS=42%) a été trouvée entre les patients 1 et 7.

Tableau20 : Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites dans le cas de

parkinson.
1 2 3 4 5 6 7 8
100 67 72 71 71 33 58 29 1
100 54 30 60 53 33 25 2
100 18 33 33 B 17 3
100 26 16 26 27 4
100 69 35 33 5
100 29 25 6
100 B 7
100 8

5.3.Indice de similarité des protéines salivaires non-dénaturées et non réduites cas

d’Alzheimer :

Les indices de similarités ont été effectués pour les 8 échantillons (7 malades et un sujet sain
pour chaque), I’indice de similarité se situe entre 11 et 68%.

D’apres le tableau21:

La valeur la plus faible est retrouvée entre le patient 7 et le patient 2 (IRS=11%),ce qui signifie

que les diagrammes présentent des dissemblances.

On remarque que Seulement des valeurs moyennes ont eté détectées. La valeur d’IRS maximale
est estimée a 68%, entre les deux patients 4 et 2 . La valeur moyenne d’indice de similarité
révelée (IRS=33%) a eté trouvée entre quelques patients comme la patiente 6 avec la patiente

5. Et les patients 6 ave 2
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Tableau2l : Indice de similarité des protéines salivaires non-dénaturees et non reduites le cas
d’Alzheimer.

1 2 3 4 5 6 7 8
100 38 47 38 52 29 16 15 1
100 35 68 55 33 H 36 2

100 43 43 30 17 21 3

100 48 29 17 30 4

100 -] 25 19 5

100 40 17 6

100 26 7

100 8

5.4.Indice de similarité des protéines salivaires dénaturées et réduites dans le cas du

parkinson

Les indices de similarités ont été effectués pour les 8 échantillons (7 atteints du parkinson et 1
témoin), ils sont représentés sous forme de matrice dans le tableau 22. L’indice de similarité se
situe entre 12% et 67%. Le patient 7 avec le patient 3 (IRS=12%) représentent la valeur la plus

faible la méme chose entre le patient 7 et le patient 8 (IRS=16%).

La valeur d’IRS maximale qui est estimée a 67%, et se présente entre les deux patients 3 et 4.
La valeur moyenne d’indice de similarité révélée (IRS=38%) a été trouvée entre les patients 1

et 6.
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Tableau 22: Indice de similarité des protéines salivaires non dénaturées et non réduites dans le

cas du parkinson

1 2 3 4 5 6 7 8
100 45 47 55 45 38 24 26 1
100 41 67 59 36 25 36 2
100 38 33 33 B 21 3
100 61 42 34 29 4
100 48 35 29 5
100 33 23 6
100 16 7
100 8

11 existe une relation entre 1’hétérogénéité électrophorétique des protéines salivaires et 1’état
physiologique est pathologique des patients atteints d’Alzheimer et la méme chose pour ceux
atteints du Parkinson. Les patients dont les diagrammes sont trés proches ont en effet
généralement une composition protéique voisine et présentent naturellement a la fois des
ressemblances protéiques d’ou physiologique et/ou pathologique proche et des indices de
similarités élevés. A I’inverse, celles dont les diagrammes sont trés différentes, ont le plus
souvent des origines physiologiques et/ou pathologiques éloignées et des IRS faibles. Quelques

soit la condition utilisée.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a été effectué pour explorer le proteome salivaire des patients atteints des maladies
d’Alzheimer et Parkinson et le comparer avec celui du sujet sain par application des
techniques d’électrophorése monodimensionnelles ‘SDS-PAGE’, pour la recherche de
protéines spécifiques pouvant avoir la propriété de biomarqueur pour le diagnostic de la
maladie.

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

L’utilisation de ces critéres pour le fractionnement des protéines salivaires (en conditions
dénaturées réduites et non dénaturées non réduites) nous a fourni des diagrammes satisfaisant
et nous a permis de :

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

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

e Dénombrer des bandes protéiques communes entre les différents échantillons.

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

o Identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires des deux
maladies.

En outre, ’analyse statistique effectuee en calculant les fréquences, I’indice de similarité et la
classification hiérarchique, a permis d’apprécier numériquement la diversité des protéines
salivaires dans les deux conditions.

L’analyse de ces gels a permis de déceler 21 bandes protéiques de mobilités différentes pour
les protéines dénaturantes et réduites dans le cas de 1’ Alzheimer (2 bandes protéiques de HPM
et 19 bandes protéiques de FPM). Dans le cas de la maladie de Parkinson, 25 bandes de
mobilités différentes sont dénombrées (9 HPM et 16 de FPM). Dans les conditions non
dénaturantes et non réductrices, 38 bandes protéiques sont observées dans le cas d’ Alzheimer,
(17 bandes protéiques de HPM et 21 de FPM), tandis que pour le cas de Parkinson 36 bandes
de mobilités différentes sont constatées (19 bandes protéiques de HPM et 17 bandes de FPM).
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Une nette différence est observée entre le profil du sujet sain et des patients atteints des
maladies d’Alzheimer ou Parkinson. Dans les conditions dénaturantes et réductrices, 5 bandes
protéiques communes entre les différents échantillons (B2, B3, B9, B14 et B15) sont révélées
dans le cas d’Alzheimer, alors que 3 bandes protéiques (B6, B8 et B16) sont identifiées dans
le cas de Parkinson. Dans les conditions non dénaturantes et non réductrices, 4 bandes
protéiques (B23, B27, B34 et B38) sont détectées pour le cas d’Alzheimer, et 6 bandes
protéiques (B23, B26, B29, B28, B33 et B36) pour le cas de Parkinson. Ces bandes sont les
plus variables qualitativement et quantitativement et sont soit absentes ou présentes
d’intensité égale ou différentes par rapport a celles obtenues sur le profil du témoin.

La comparaison des profils électrophorétiques a montré des variations d’expression
quantitatives et qualitatives avec des intensités égales ou différentes par rapport a celles du
témoin, certaines sont surexprimées, d’autres sont a 1’état de traces : B2, B3, B9, B15, B 27 et
B 34 (cas d’Alzheimer) et B8, B16, B26 et B33 (cas de Parkinson). Certaines protéines ne
s’expriment que chez les malades de MA et MP et sont absentes chez le témoin ; B14 et B23
(cas d’Alzheimer) et B6, B23, B28 et B 29 (cas de Parkinson).

L’application de la technique d’¢lectrophorése monodimensionnelle nous a fourni des
résultats satisfaisants mais elle reste insuffisante pour diagnostiquer les maladies d’ Alzheimer
et Parkinson. Pour cela, nous envisageons 1’emploi de 1’électrophorese bidimensionnelle pour
une meilleure séparation des protéines d’intérét. Ceci Sera poursuivi par la caractérisation de
ces protéines par spectrométric de masse afin d’identifier les protéines susceptibles d’étre

considérées comme des biomarqueurs potentiels de ces pathologies neurodégénératives.
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Annexe : Composition des gels d’électrophorese

Gel de separation : T : 12.52% C : 0.97%

e Acrylamide 40% 12.4ml
e Bis acrylamide 2% 2.4ml
e Eau permutée 8.6ml

e Tampon Tris-HCL pH 8.8  15.2ml
e SDS 10% 0.40ml
e APS1% Iml
e TEMED 0.020ml

Gel de concentration T : 2.88% C : 1.42%

e Acrylamide 40% 1mi Iml
e Bisacrylamide 2% 0.3 ml
e Eau permutée 10.2 ml
e Tampon tris-HCL pH 6.8 1.7ml
e SDS 10% 0.14ml
e APS1% 0.70ml

e TEMED 0.014
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