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Introduction

L’intérét du monde scientifique vis-a-vis de la salive a cru dans les 50 dernieres années avec
I’avénement de nouvelles techniques d’analyse. La salive est un liquide biologique essentiel au
maintien de la santé buccodentaire et au bon déroulement de nombreuses fonctions orales
(mastication, gustation, digestion, phonation.....etc.) (Devoize et Dallell, 2011). La salive est un
liquide incolore, inodore, insipide, opalin, spumeux, un peu filant, trés 1égérement alcalin. Les réles
de la salive sont nombreux, notons I'importance de I'humidification des muqueuses primordiale a
certaines fonctions essentielles pour I'hnomme comme Il'alimentation, I'élocution et la protection des
tissus oraux (Gasperment, 2018).

Il est désormais que la salive, du fait de la possible modification de sa composition dans des
processus physiologiques ou pathologiques, a également un fort potentiel d’analyse pour le
diagnostic et le suivi médical (Nagihan et al. 2020).

Le terme « biomarqueur » est un néologisme récemment intégré dans le jargon médical. Il est
couramment accepté qu’un biomarqueur Soit une caractéristique biologique mesurable liée a un
processus normal ou non. Ainsi, il est possible d’utiliser des biomarqueurs dans des domaines des
sciences tres différents. Dans le domaine meédical, un biomarqueur peut étre utilisé pour le dépistage
médical, le diagnostic, la réponse a un traitement médical, la rechute aprés un traitement ou la
toxicité d’une molécule. Le biomarqueur est alors le plus souvent une protéine (Chenevier-
Gobeaux et al. 2010).

La salive peut étre donc 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. Ceci permet une approche différente de la physiopathologie et de diagnostic des maladies
particulierement les maladies neurologiques, les maladies cancéreuses, particuliérement les cancers
de la cavité buccale, des infections par le virus du SIDA, ainsi que les deux types de diabete
(Kaufman et Lamster, 2002; Hirtz et al. 2005; Rehan et al. 2016). Ainsi, l'utilisation des fluides
salivaires comme moyen de développement et d'évaluation des biomarqueurs allege I'inconfort des
sujets/patients en fournissant une méthode non invasive de détection des maladies.

Dans ce contexte, notre objectif vise a évaluer et analyser des études portant sur 1’utilisation
de la salive comme milieu de recherche de biomarqueurs de différentes pathologies tout en se
focalisant sur I’apport de 1’approche protéomique.

Dans un premier temps, nous exposerons des généralités sur la salive, les glandes salivaires,
les biomarqueurs ainsi que la relation salive/biomarqueurs.

Ensuite nous décrirons dans la partie méthodologie de 1’étude les étapes suivies dans 1’analyse

des articles.
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Les résultats de I’analyse des articles retenus seront décrits avant de présenter une discussion

et une synthese générale des résultats de 1’analyse.
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Salive et glandes salivaires

1. Salive

1.1 Définition
La salive est la premiére sécrétion digestive, elle désigne un liquide physiologique incolore alcalin,
Iégerement visqueux secrété par les glandes salivaires; dites majeures et mineures (Ganong, 2005).
Ces dernieres déversent dans la cavité buccale une salive spéciale. 1l existe donc trois espéces de
salives: une salive parotidienne, une salive sous-maxillaire et une salive sublinguale. L’ensemble de
ces trois salives, mélangé au mucus buccal et aux produits de sécrétion des glandes de la muqueuse
buccale, constitue la salive totale ou salive mixte (Bendrihem et Vacher, 2012).

1.2 Composition biochimique de la salive
On peut définir dans la sécrétion salivaire: des constituants inorganiques; anioniques et cationiques
dont les plus importants sont les ions bicarbonates et phosphates ainsi que des constituants
organiques qui conferent a la salive de nombreuses propriétés:

a. Eau
L'eau constitue 99 % de la salive dont le role est I‘humidification du bol, la solubilisation des
substances ce qui permet de détecter le gout. Le pH du flux salivaire peut varier de 5,3 (faible debit)
a 7,8 (débit de pointe) (Humphrey et Williamson, 2001; Chattopadhyay et Panda, 2019).

b. Constituants inorganiques
La salive contient des constituants ioniques dont la composition varie pendant la sécrétion. Certains
de ces ions permettent de réguler le pH du milieu buccal et qui ont une action bactériostatique
(Ganong, 2005). Les constituants inorganiques de la salive sont les ions sodium, potassium,
calcium, hydrogéne, chlorures, phosphates inorganiques, bicarbonates, des halogenes (iode et fluor)
et des métaux (cuivre, fer). Parmi ces constituants, le sodium, les chlorures et les bicarbonates ont
une concentration salivaire inférieure a la concentration plasmatique, a I’inverse du potassium, du
calcium, des phosphates inorganiques. Le cuivre, le fer et les fluorures sont a 1’état de traces. La
concentration de tous ces ions et électrolytes est toutefois sous la dépendance de nombreux facteurs
comme le type de glande, le débit salivaire, la durée et la nature de la stimulation ou la rythmicité
biologique. Les ions H™ sont responsables du pH salivaire. 1l est intéressant de noter que le pH et la
composition ionique de la salive peuvent influer sur 1’activité de certains composants organiques.
Par exemple, I’activité du lysozyme est influencée par les anions de faible densité de charge: les
thio cyanates, anions nécessaires a I’activité des peroxydases, peuvent ainsi potentialiser 1’activité
du lysozyme. La présence de calcium et la sursaturation des phosphates inorganiques dans la salive
permettent la reminéralisation des cristaux d’hydroxyapatite apres attaque acide (Devoize et Dallel,

2010).
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c. Constituants organiques
L’essentiel des composants organiques de la salive est représenté par des protéines. Plus de 1300
protéines ont été identifiées par diverses approches protéomiques. La nature et le role précis de
nombre d’entre elles sont encore inconnus. Il y a environ 2,5 grammes de protéines dans 1 litre de
salive émise a faible débit. La concentration en protéines augmente en général avec le debit
salivaire. Ces protéines sont classées en fonction de leur origine (Helmerhorst et al. 2007) en:
e Protéines salivaires
Protéines extrinseques (issues du sérum): elles sont représentées par des albumines d’origine
sérique (5 % a 10 % des protéines totales), des IgA, 1gG, IgM ou d’autres protéines du systéme
immunitaire (systéme du complément,...etc.). Leur concentration (20 % des protéines totales)
décroit lorsque le débit salivaire augmente (Li et al. 2020).
Protéines intrinséques (synthétisées par les glandes salivaires elles-mémes). Elles sont
nombreuses.
Les mucines: approximativement 16 % du total des protéines présentes dans la salive mixte sont de
la famille des mucines. Elles sont sécrétées principalement par les cellules & mucus des glandes
sublinguales. Ce sont des glycoprotéines ramifiées (75 % de protéines et 25 % d’hydrates de
carbone). Ces glycoprotéines polymérisent en milieu aqueux et retiennent de grandes quantités
d’eau, pour former un gel visqueux recouvrant les tissus de la cavité buccale, conférant ainsi a la
salive son pouvoir lubrifiant. La meilleure lubrification est obtenue avec les mucines sécrétées a
partir de glandes salivaires mineures (faible solubilité, haute viscoélasticité et adhésivité). Elles
seraient aussi la premiere « ligne de défense » contre les effets préjudiciables des polyphénols dans
’alimentation par ce mécanisme d’agrégation (Schenkels et al. 1995).
e Lesenzymes salivaires

v L’alpha-amylase salivaire (ou ptyaline): cette protéine représente 30% du total des protéines
salivaires. Elle est sécrétée par les cellules contenant des grains de zymogene, en majorité
parotidiennes. Elle participe a la dégradation de I’amidon alimentaire en maltose. Son action est de
courte duree car inhibée par le pH acide de I’estomac apres déglutition (Schenkels et al. 1995).

v La lipase salivaire: il existe également une lipase salivaire, produite au niveau des glandes
sublinguales. Cette enzyme est assez active. On estime ainsi que chez I’homme, 20% a 30% des
triglycérides peuvent €tre hydrolysés par la lipase salivaire avant d’atteindre 1’intestin (ou elle
reste active, car résistante a un pH voisin de 2 et aussi, il hydrolyse les phospholipides, les esters
de cholestérol, ainsi que de nombreux autres esters.

v' Le lysozyme: celui-ci est présent a hauteur de 10% des protéines totales. Le lysozyme a aussi un

pouvoir antiseptique et agit comme une enzyme lytique capable de lyser des bactéries a gram
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positif. Elle est capable également de lyser la paroi des germes fongiques (Scannapieco, 1994).

v’ Lactoperoxydases: les peroxydases présentes dans la salive ont deux origines:

- la lactoperoxydase salivaire humaine (LPO-SH), synthétisée et secrétée par les glandes
salivaires. Elles sont des enzymes contribuant a rendre un milieu antiseptique en utilisant le
thiocyanate (SCN) comme substrat. Le thiocyanate est oxydé par I’enzyme en utilisant le
peroxyde d’hydrogéne (H202), produisant des ions qui dénaturent les protéines bactériennes.

- la myéloperoxydase (MPO), synthétisée par les polynucléaires neutrophiles migrant dans la
cavité orale par le sulcus gingival. Les MPO représentent entre 30 % et 75 % du total des
peroxydases (Hayat et al. 2014).

e Autres enzymes: il existe un trés grand nombre d’autres enzymes comme les kallikréines, les
collagénases d’origine tissulaire, les gélatinases, les élastases, les protéases, les cholinestérases et
les ribonucléases. Elles jouent principalement un réle antimicrobien et de digestion des substrats
(Hayat et al. 2014).

d. Autres constituants organiques

On retrouve en faible concentration de I’urée (environ 2 mmol/l), du glucose (0,056 mmol/l), de la

créatinine, du cholestérol. Plus de 3 000 acides ribonucléiques (ARN) messagers ont été identifiés;

leur dosage pourrait étre un futur marqueur diagnostique des cancers de la sphere buccale. La salive
contient aussi des facteurs de croissance, principalement le nerve growth factor (NGF) et I’epithelial
growth factor (EGF), dont la sécrétion augmenterait au cours de certaines maladies parodontales.

Des insulin-likegrowth factor (IGF) sont également retrouvés et des cytokines (Li et al. 2020).

1.3 Caractéristiques physico-chimiques de la salive

e Le débitsalivaire
Le débit ou flux salivaire est trés variable et dépend de nombreux facteurs. L'nomme secréte entre

0,5 L a 1,5L par 24h, soit en moyenne 0,75Lpar jour. Le débit moyen au repos est compris entre 0,1

et 0,5ml/min, soit en moyenne 0,3ml/min (Gasperment, 2018).

e \iscosité

La viscosité de la salive est inversement proportionnelle au taux de cisaillement qui lui est appliqué.

C’est une caractéristique non newtonienne commune aux fluides biologiques, difficile a reproduire in

vitro, d’ou les difficultés d’obtenir une salive artificielle mimant parfaitement ces propriétés. La

viscosité de la salive n’est pas homogeéne (Dame, 2015).

e PH
Le pH salivaire est variable, au repos il est compris entre 6 et 7 mais il peut atteindre des valeurs
jusqua 5,3 au minimum, et 7,8 au maximum. On considere un équilibre acido-basique ou

homéostasie du pH influencé par différents facteurs: I'apport d'hydrogene dans la cavité buccale, le
5
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débit salivaire (qui abaisse le pH), 1I’4ge et certaines pathologies (comme le diabéte et 1'insuffisance

rénale qui entraine une diminution du pH) et le pouvoir tampon (Gasperment, 2018).
1.4 Mécanisme de formation

Le processus de sécrétion salivaire fait se succéder deux étapes, schématiquement:

- excrétion des protéines.

- ultrafiltration ionique au niveau des cellules acineuses (unité élémentaire de sécrétion).

- réabsorption sodique massive au niveau des cellules des canaux excréteurs intralobulaires.

La sécrétion des fluides et des électrolytes par les cellules acineuses nécessite la régulation
coordonnée de multiples transporteurs d’eau, d’ions et de canaux protéiques. La clé de leur
activation semble étre I’augmentation intracellulaire de calcium. L’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) est, quant a lui, le médiateur principal de 1’excrétion des protéines. Le controle de
cette sécrétion est sous I’influence quasi exclusive du systeme nerveux végétatif (hormis I’influence
de quelques hormones), par ses voies sympathiques et parasympathiques. Ces deux branches
agissent de concert afin d’obtenir une salive plus ou moins abondante et/ou riche en composés
organiques et inorganiques (Bendrihem et Vacher, 2012).
e Production de la salive primaire

La salive, dite primaire, est produite par gradient osmotique et mouvements ioniques (notamment
K+, Na+ et Cl-) transcellulaires et paracellulaires a travers des canaux spécifiques divers (ioniques
et aqua porines) (figure 1). La concentration des électrolytes de cette salive primaire est proche
voire équivalente a celle du plasma, on considére alors cette sécrétion isotonique.
e Modification en salive définitive

Au niveau des canaux striés, on observe une réabsorption des ions Na+ et Cl- ainsi qu'une sécrétion
de K+ et HCO3-. La salive devient dés lors hypotonique par rapport au plasma et on parle alors de
salive définitive (ou secondaire). Ces mécanismes sont dépendants du débit salivaire et certains
systémes sont saturables (Gasperment, 2018).
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Figure 1: Formation de la salive (Gasperment, 2018).

1.5 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 (Gonzéalez, 2001), de détoxification,
antioxydant (Sculley et Langley, 2003) et de homéostasie (Podrigalo et al. 2015).

» Protection et lubrification des muqueuses
Les mucines de la salive et les protéines riches en proline basiques glycosilées (PRP-g) jouent un
role majeur dans la lubrification des tissus buccaux. Cette lubrification diminue les traumatismes
provoqués par la mastication, la déglutition et la phonation sur les tissus mous. Elle limite aussi la
déshydratation buccale induite par la respiration. Le caractere viscoélastique de la salive aide a
maintenir un film continu et intact sur les tissus mous et durs. Quand le flux salivaire est diminué,
des zones de muqueuse non protégées apparaissent, deviennent plus sensibles a 1’abrasion et
s’ulcerent. La salive agit enfin comme une barriére contre les irritants (Castro et al. 2016).

» Pouvoir tampon
Le pouvoir tampon de la salive augmente avec la stimulation; il est presque inefficace pendant les
périodes de faible débit (le pH salivaire peut descendre alors a un niveau de 5,3). Les couples acide-

base sont des systeémes tampos qui permettent de réguler ’homéiostasie du pH et sont principalment
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representés dans la salive par les ions bicarbonates mais également par les ions phosphates, ’urée,
d’amphotéres et de certaines protéines et enzymes. Les bicarbonates ont un réle prépondérant dans
la neutralisation des acides de par leurs propriétés intrinséques (Lecor et al. 2013; Gasperment,
2018).

» Maintien de I’intégrité des tissus dentaires
Les tissus dentaires peuvent subir des pertes de substance par des mécanismes variés comme
I’abrasion, 1’attrition et 1’érosion. L’abrasion est due au frottement de corps étrangers contre les
dents. La plupart des aliments que nous mangeons ne sont pas abrasifs et ne sont pas une source
fréquente de perte d’émail qui est sensible & un environnement dont le pH est inférieur a son pH
critique. Pour la salive, le pH critique a 1’égard des minéraux dentaires est compris entre 5,5 et 6,5.
Donc, ’effet protecteur de la salive repose sur son action lubrifiante par formation de la pellicule
exogene acquise sur émail. La salive inhibe les phénomenes de déminéralisation grace a son
pouvoir tampon, qui contréle la neutralité du pH salivaire (Devoize et Dallel, 2010).

» Propriétés antimicrobiennes
Une quatrieme fonction de la salive est son activité antimicrobienne. Les glandes salivaires
sécretent un fluide contenant des agents immunologiques et non immunologiques, impliqués dans la
protection des dents et les muqueuses. Le contenu immunologique de la salive repose sur la
présence d’IgAs, d’IgG et d’IgM. Le contenu non immunologique est représenté par de nombreuses
enzymes et protéines. 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. Ce phénoméne est amplifié par le mouvement de la langue et
des levres (Dame et al. 2015).

» Gustation, déglutition et digestion
La salive facilite la formation du bol alimentaire, ainsi que la déglutition, grace aux substances
mucilagineuses qu’elle contient. Les enzymes telles I’a-amylase et la lipase, participent aux
premiéres étapes de la digestion des sucres et des graisses. La salive joue également un réle dans la
gustation. Les aliments contiennent des substances gustatives diverses telles que des minéraux, des
ions, des polysaccharides et des acides aminés (Ohshiro et al. 2007; Basir et al. 2017).
2. Les glandes salivaires

2.1 Anatomie

Les glandes salivaires principales sont classiquement situées dans le plancher de la bouche pour la
glande sublinguale, dans la région submandibulaire pour la glande submandibulaire et dans la

région parotidienne pour la parotide (Nicholas et al. 2019). Paradoxalement, on pourrait soutenir
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que les glandes salivaires mineures sont les plus importantes car de leurs composants protecteurs
(Li et al. 2020).
2.2 Les types des glandes salivaires

Les glandes salivaires principales sont classiqguement décrites comme des glandes situées dans des
loges anatomiques individualisées (Bennick, 1975).

2.2.1 Glandes salivaires majeures
Elles sont au nombre de six (deux de chaque c6té). Elles sont anatomiquement bien délimitées et
présentent une architecture interne complexe; les glandes parotides, les glandes submandibulaires et
les glandes sublinguales (Neyraud, 2012).

» Glandes parotides
Sont les plus volumineuses des glandes salivaires. Elles sont de forme pyramidale, moulées sur les
parois de la loge parotidienne entre le muscle masséter et la peau (Devoize et Dallel, 2010).

» Glandes submandibulaires
Les glandes submandibulaires ont la taille d’une grosse amande. Elles sont situées dans la partie
latérale de la région sus-hyoidienne et longent la base de la branche horizontale de la mandibule
(Devoize et Dallel, 2010).

» Glandes sublinguales
Les glandes sublinguales sont de forme allongée et aplatie transversalement. Chacune d’elles repose
sur le plancher de la bouche entre la mandibule et le muscle génioglosse (Devoize et Dallel, 2010).

2.2.2 Glandes salivaires « mineures »
Les glandes salivaires « mineures » ou « accessoires » sont les seules annexes de la muqueuse
buccale (figure 2). Grace a leur sécrétion salivaire continue, elles assurent 1’humidification
permanente de la cavité buccale. Trés nombreuses, elles sont disséminées sur toute la surface de la

muqueuse buccale (Devoize et Dallel, 2010).

Glande Canal parotide
parotide Glande

/ parotide
Canal sublingual —— ~ 4
Glande .

sublinguale -
; _Canal sousmandibulaire
Glande
sousmandibulaire

s

Figure 2: Anatomie des glandes salivaires (Couquet, 2017).
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2.3 Histologie des glandes salivaires
Les glandes salivaires principales sont des structures canalaires ramifiées, organisées en lobes et

lobules avec des terminaisons sécrétoires s'ouvrant sur la cavité orale.

» Mode de sécrétion salivaire
Les glandes salivaires secretent des substances destinées a étre expulsées de I'organisme dans le
milieu extérieur: c'est un mode de sécrétion exocrine. Ce mécanisme d’excrétion est merocrinevia
un phénomene d'exocytose: les éléments produits sont enveloppées dans une vésicule qui va migrer
vers la membrane cellulaire apicale et déverser son contenu dans la lumiére canalaire. On décrit
également des mécanismes transcellulaires de diffusion passive (par transport sélectif, canaux
ioniques et aquaporines) et paracellulaires (ultrafiltration par jonctions communicantes
(Gasperment, 2018).

» L'acinus
Désigne une caviteé épithéliale arrondie bordée par des cellules sécrétrices qui se déversent dans un
canal excreteur. Ces cellules dites acineuses sont entourées de matrice extracellulaire et d'un
environnement cellulaire riche (cellules immunitaires, endothéliales) (Gasperment, 2018).

> Les eléments excréteurs
Sont constitués de quatre grands types de canaux qui se succédent: les canaux intralobulaires
comprenant les canaux intercalaires et les canaux stries, les canaux interlobulaires et le canal

collecteur débouchant dans la cavité buccale (Gasperment, 2018).

& D&

Figure 3: Structure histologique des difféerents types d'acini et canaux glandulaires (Devoize et
Dallel, 2011). 1. cellules myoépithéliales; 2. acinus séreux; 3. canal intercalaire; 4. canal strié;

5. acinus muqueux; 6. acinus mixte séro-muqueux.
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1. Les biomarqueurs
1.1Définition
La définition officielle d’un biomarqueur est « une caractéristique objectivement mesurée et évaluee
comme indicateur des processus biologiques normaux, des processus pathogénes ou des réponses
pharmacologiques & une intervention thérapeutique» (Diamandis, 2010; Gondret et al. 2020).
Lorsque le parameétre utilisé est le résultat d’un dosage ou d’une mesure a partir d’un échantillon
biologique, le terme de biomarqueur est utilisé (Charpentier, 2011; Longrois et Provenchere,
2017).
Dans le domaine médical, un biomarqueur peut étre utilisé pour le dépistage médical (recherche
d’une maladie dans une population), le diagnostic (caractérisation d’'une maladie chez un individu),
la réponse a un traitement médical, la rechute apres un traitement, la toxicité d’une molécule (Gosho
et al. 2012). Le biomarqueur est alors le plus souvent une protéine. Les plus anciens biomarqueurs
sont des indicateurs de masse tumorale (Chenevier-Gobeaux et al. 2010).
1.2 Les types de biomarqueurs
D’apres les instituts américains de la santé (NIH), un biomarqueur, ou marqueur biologique, est
une« caractéristique mesurée objectivement et évaluée comme un indicateur d’un processus
biologique normal, pathologique ou d’une réponse pharmacologique a une intervention
thérapeutique » (Bernard, 2009). Beaucoup de ces molécules sont présentes dans la salive a des
concentrations plus élevées que dans le sang (Verstraete et Labat, 2009).
Les biomarqueurs peuvent étre classés en quatre groupes différents:
e Les marqueurs pronostiques (diagnostiques) sont des marqueurs permettant de séparer
une population suivant des caractéristiques évolutives propres.
e Les marqueurs preédictifs permettent d’estimer le succés du traitement mis en place.
e Les biomarqueurs pharmacodynamiques reflétent 1’effet d’une molécule sur les cellules
hotes (saines ou tumorales) et permettent de définir les doses de médicaments a utiliser.
e Les marqueurs de substitution sont des marqueurs permettant d’évaluer I’efficacité d’un
traitement en 1’absence de données cliniques (Bruno, 2015).
1.3 Les critéres d’un biomarqueur
La mesure d’un biomarqueur doit étre sensible (détecter des concentrations faibles) et spécifique
(sans interférence avec d’autres molécules surtout les métabolites) et faire des tests rapide
(Verstraete et Samyn, 2003).
La performance diagnostique d’un biomarqueur peut varier en fonction de la population étudiée et

de ces caracteristiques demographiques (age, sexe) ou pathologiques (sevérité de la maladie, formes
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cliniques, sélection).
La mesure du biomarqueur est associée a une incertitude de mesure analytique. Aussi la précision
de cette mesure doit étre donnée (reproductibilité) ainsi que la limite de détection.
L’¢étude d’un biomarqueur est trop souvent effectuée avec une méthodologie générale et statistique
médiocre qui limite considérablement la portée scientifique du message et sa reproductibilité
(Bruno, 2015).
1.4 L’intérét clinique d’un biomarqueur
Les progrés dans les techniques d’analyse génétique, protéique et cellulaire, surtout depuis le
séquencage du génome humain. Ils s’agissent alors d’identifier les variations qui permettront de
distinguer I’individu sain du malade. Un biomarqueur est utilisé pour prédire un diagnostic, évaluer
une gravité, ou prédire une réponse (efficacité, toxicité, pharmacocinétique) thérapeutique
(théranostique). Certains biomarqueurs peuvent servir d’outils lors du développement clinique
d’une nouvelle approche thérapeutique:
-Ils permettent de mesurer ’efficacité d’un nouveau médicament.
-Ils s’inscrivent dans une dimension stratégique et économique.
-IIs ont la capacit¢ de transformer le développement et la commercialisation d’un nouveau
médicament en un processus plus rapide et moins codteux.
-1ls peuvent jouer un role a un stade «pré-clinique» de développement de nouveaux médicaments.
-Ils deviennent ainsi un compagnon de route dans le développement précoce d’une nouvelle
thérapie.
-Ils facilitent la prise de décision de passer d’un stade pré-clinique a une étude clinique.
Plusieurs étapes d’importance croissante président a la démonstration de 1’intérét clinique d’un
biomarqueur:
-Démontrer que le biomarqueur est significativement modifié chez les malades par rapport aux
témoins non malades.
-Evaluer les propriétés diagnostiques du biomarqueur en le comparant a celles de la méthode de
référence (Bruno, 2015).
1.5 Recherche et validation d’un biomarqueur
Une phase exploratoire préclinique de recherche de candidats biomarqueurs par comparaison d’un
groupe malade et d’un groupe témoin (Pepe et al. 2001).
* Le développement d’un test clinique reproductible sur un échantillon représentatif de la
population-cible.
+ Une étude clinique rétrospective de validation sur une population malade.

* Une étude clinique prospective sur la population-cible pour déterminer 1’utilité du biomarqueur.
12



Les biomarqueurs

* Etude prospective d’impact pour valider I’intérét clinique du biomarqueur (Chenevier-Gobeaux
et al. 2010).
* La validité externe passe impérativement par 1’étude d’une cohorte différente de celle qui a permis
I’observation des résultats (Bruno, 2015).

1.6 Lasalive, source de biomarqueurs
La salive est principalement sécrétée par les glandes salivaires, et ses informations biomolécules
(ADN, ARN, protéines, métabolites et microbiote) sont obtenues a partir des glandes salivaires par

voie orale, cellules muqueuses, microbiote oral et gingival fluide (figure 4) (Zhang et al. 2014).

SOURCE 1 SOURCE 2 SOURCE 3 SOURCE 4 SOURCE 5 SOURCE 6
Glande salivaire  Cellules de la Microblome et virus Sang Flulde créviculaire Aliments
/uvné orale __oraux v
[ | | |
$*Ua00000000 )
000000000 @ C' @
SALIVE |

Figure 4: La salive est composée de 1’écules et fluides de différentes sources (Zhang et al. 2014).

Il 'y a eu une croissance rapide de l'intérét et de l'adaptation de la salive en tant qu'échantillon de
diagnostic au cours de la derniére décennie, et au cours des dernieres années en particulier, il y a eu
des développements majeurs impliquant I'application de la salive en tant qu'échantillon
cliniqguement pertinent. La salive offre une « fenétre » sur la santé buccodentaire et systemique d'un
individu et, comme d'autres fluides corporels, la salive peut étre analysée et étudiée pour
diagnostiquer des maladies (Rehan et al. 2016).
1.7 Préparation des échantillons salivaires
e Les techniques de prélévement varient et dépendent notamment de la nature du biomarqueur
recherché. On distingue les méthodes de prélevement par canule, par absorption ou par
« crachat salivaire ». Ces analyses peuvent intéresser la salive stimulée ou non stimulee, le

type de stimulation pouvant étre gustatif par I'acide citrique ou par mastication. Une
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augmentation du débit se traduit par une diminution de concentration des composants
salivaires si bien que les prelévements portent principalement sur la salive non stimulée. On
peut évoquer également la commercialisation de dispositifs spécifiques incluant un rincage,
mais la présence d'additifs et le pH de la solution auraient une influence sur certains analytes
(par exemple I'acide citrique modifierait la concentration de certaines hormones comme le
cortisol et la testostérone).

Pour le conditionnement de I'échantillon, la salive obtenue est soumise a centrifugation en
utilisant des stabilisateurs et inhibiteurs de protéases.

Le stockage se fait dans un environnement réfrigéré (4°, -20°ou -80° selon le biomarqueurs
et le temps de conservation).

L'analyse de biomarqueurs se fait grace a des techniques de biologie moléculaire permettant
leur identification, leur quantification, voir méme leurs modifications structurales. Les
méthodes employées font intervenir et combiner des techniques damplification, de
séparations et de détection d'immunohistochimie comme: la spectrométrie de masse,
I’électrophorése sur gel I'immunomarquage couplé a un agent fluorescent ou enzymatique

(ELISA), P'immunotransfert « blotting », la chromatographie en phase liquide....
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1. Objectif
Notre objectif a été d’illustrer la contribution de I’analyse protéomique dans la recherche de
biomarqueurs protéiques de maladies (dépistage, diagnostic, pronostic, suivi de 1’efficacité d’un
traitement....) ou méme de processus physiologiques en analysant et discutant des études basées sur
différentes variantes d’analyse protéomique. Pour cela, différentes pathologies ont été traitées dans
I’analyse: la dystrophie musculaire, le diabéte de type, cancer de foie, cancer du cou et le carcinome
épidermoide de la cavité buccale...etc. L’ovulation a été choisie comme exemple de processus
biologique.
2. Schéma de I’étude
Nous avons réalisé une synthése des données de la littérature internationale concernant les stratégies
de recherche de biomarqueurs salivaires par ’approche protéomiques puis une analyse des articles
concernes a été entreprise:

2.1 Recherche bibliographique
La recherche documentaire a été effectuée dans les bases de données suivantes: PubMed; Research;
Sensors et Google Scholar. Les bases des données ont été explorées de de mars a juillet 2020, les
critéres d’inclusion suivants ont été suivis:
- La date de parution supérieure ou égale a 2008.
- Les articles portant sur la recherche des biomarqueres de maladies ou de processus physiologiques.
- Les articles sont en plusieurs langues (francais et anglais).
- Les articles disposant un résumé.

2.2 La selection des articles
Une premiére lecture sur titre, puis sur résumé a permis d’inclure les articles répondant aux critéres
d’inclusion mentionnés ci-dessus:
- Les articles retenus ont été lus en entier afin de statuer sur leur inclusion.
- Les articles sont des articles de recherche.

2.3 Analyse des articles selectionnés
Les articles sélectionnés ont été triés et analysés en considérant le type de la pathologie. L analyse
a été entreprise en précisant:
-I’objectif principal (dans I’introduction).
-la méthodologie d’étude.
-les principaux résultants.

-conclusion tirée par les auteurs.

15



Identification

131 Atrticles identifiés par la recherche dans les
bases de donnees

Sélection

81 Avrticles sélectionné apres une
premiére lecture du titre et

Eligibilité

72 Articles sélectionnés apres une

Meéthodologie de [’étude

suppression de duplication —_—

9 articles
exclus

lecture du résumé

42 articles
exclus

30 articles sélectionnés apres une
lecture compléte

Inclusion

6 articles inclus dans I’étude

24 articles
exclus

Figure 5: Schéma présentant les parametres de recherche et les résultats de sélection.

16



Résultats de I’analyse



Résultats de I’analyse

Nous avons identifié six articles pertinents concernant la problématique de la recherche:

1. Article de Murphy et al. 2019

Proteomic identification of elevated saliva kallikreinl levels in the mdx-4cv mouse model of
Duchenne muscular dystrophy

Introduction: La protéomique quantitative des fluides corporels comme la salive est la base
d’identification des changements pathobiochimiques locaux et systémiques et le potentiel de
diagnostic et pronostic des maladies. L’objectif de la présente étude est la description des résultats
de I’analyse protéomique comparative d’échantillons de salive entiére provenant du type sauvage
par rapport au modele établi de souris mdx-4cv de dystrophie musculaire hautement progressive, en
se concentrant sur la famille de protéines kallikreines.

Méthode: Dans cette étude, les échantillons salivaires ont été obtenus a partir de deux types des
souris (C57BL et mdx-4cv) de 6mois. Une digestion des protéines salivaires a été faite pour
I’analyse LC MS/MS. L’identification et la quantification du taux de klk1 dans le sérum et la salive
est réalisée par le logiciel protéome Discover; quantification absolue par le logiciel MAXQUANT
et ANDROMEDA et quantification relative par le logiciel MaxLFQ.

Résultats
- Apparition des isoformes de klk1 et les 13 peptides apparentés a klkl dans les salives et les
sérums.

- A partir de profilage protéomique de souris dystrophiques mdx-4cv, il y a une augmentation de
taux de klkl et a partir de la spectrométrie de masse, il y a une apparition des peptidases
apparentées a klk1 dans la salive et le sérum de souris normales (b1, b3, b4, b5, b8, b9 ....).

- Il 'y a une différence entre les protéines de la salive et les protéines sérigues.

- La salive de souris normales montre une expression protéique comparable a la salive de souris
mdx-4cv.

- L’augmentation de la concentration de klk1 dans la salive est plus importante que dans le sérum
chez la souris mdx-4cv avec une masse de klk1 dans la salive de 30kDa.

- Chez les souris mdx-4cyv, il y a une surexpression des genes codant pour les klk13, 16 et 26.
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" (A) Mass spectrometric identification of Kallikrein=1 in wt and mdx-4cv saliva

Kallikrein-1: 13 peptides, 3 unique peptides, 37% sequence coverage, 28.8 kDa, pl/5.12
MRELILEFLALSLGGIDAAPPVQSRIVGGFNCEKNSQPWQVAVYRFTKYQCGGI LLNANWVL
TAAHCHNDKYQVWLGKNNFLEDEPSAQHRI,.VSKATPHPDEFNMSLLNEHTPQPEDDY SNDLM
LLRLKKPADITDVVKPIDLPTEEPKLGSTCLASGWGSITPVKYEYPDELQCVNLKLLPNED
CAKAHIEKVTDDMLCAGDMDGGKDTCAGDSGGPLICDGVLQGITSWGPSPCGKPNVEGIYT
RVLNFNTWIRETMAEND

(B) : 5254 FTM3. HCD 167.67 775.57 Kk (c) ;’
wt NNFLEDEPSAQHR
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Figure 5: Identification protéomique de l'isoforme kallicréine KIk1 dans la salive a partir du

modele murin mdx-4cv de la dystrophie musculaire de Duchenne.

Conclusion: La protéomique comparative a montré que la klkl salivaire peut étre considérée
comme un candidat biomarqueur potentiel pour 1’étude et le diagnostic de la distrophie musculaire
des souris mdx-4cv. Ce biomarqueur peut étre aussi un témoin pour 1’évaluation des approches

thérapeutiques.

2. Article de Pappa et al. 2018
Saliva proteomics analysis offers insights on type 1 diabetes pathology in a pediatric
population
Introduction: La salive ouvre un domaine de diagnostic de beaucoup de pathologies par
rapport au sang a partir de I’analyse des protéines salivaires spécifiques a ’aide de profilage
protéomique. L’objectif de cette étude est d’étudier et caractériser les protéines impliquées dans la
physiopathologie du diabéte de type 1 par I’utilisation de la spectrométrie de masse a haute
résolution.
Meéthode: Dans cette étude, la technique iTRAQ a été utilisée pour détecter les protéines entre
les 3 groupes (G1; 12 patients diabétiques de type 1, G2; 12 patients avec un indice glycémique

satisfaisant et G3; 12 patients sains). Les étapes de 1’étude sont résumées dans le schéma suivant:
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Saliva Samples [ G1 ][ G2 ] [ Ctrl ]
HbALc28% HbA1c<8% Healthy
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Figure 6: Résumé graphique décrivant I’analyse protéomique et bioinformatiques des échantillons
salivaires.
Résultats
- Dans I’analyse protéomique comparative: les protéines présentes a un pourcentage supérieur ou égal
a 70% de I’échantillon dans chaque groupe ont été sélectionnées (soit 2031 protéines).
- La classification fonctionnelle de ces protéines révele que les principaux groupes fonctionnels du
protéome salivaire sont des enzymes et des cytokines.
- Toutes les comparaisons possibles ont été réalisées entre les trois groupes: 33 protéines
difféeremment exprimeées entre G1-Ctrl, 37 entre G2-Ctrl et 61 entre G1-G2.
e G1/G Ctrl: protéines les moins abondantes: S100-A7 et DEFBAA4.
Protéines les plus abondantes: ATPase IF transporteurs des phospholipides suivie par DENR et
KRT75.
e G2/G Ctrl: protéines les moins abondantes: SETD2 puis HIVEP2 et HIPSE.
Protéines les plus abondantes: KRT75 puis KRT12.
e (G1/G2: protéines les moins abondantes: KRT75 puis KRT12 et CYP1ALl.

Protéines les plus abondantes: PKHD1.
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Résultats de ’analyse

- Les patients avec un indice glycémique satisfaisant et les personnes saines présentent des profils
protéiques comparables.

- En revanche, un nombre important de protéines difféeremment exprimées ont été identifiées dans la
salive des patients diabétiques par rapport aux patients ayant un bon indice glycémique et personnes
saines.

- Ces protéines sont impliquées dans les processus biologiques du diabéte tel que les dommages
endothéliaux et 1’inflammation.

- A partir de I’analyse bioinformatique entre les groupes, il y a une signalisation de 1’athérosclérose et
une activation des molécules responsables de cardio-hépato et néphrotoxicité. En outre, une approche
thérapeutique putative a été déterminée a partir de I’analyse bioinformatique des protéines salivaires

SOuS ou surexprimées.
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Figure 7: (A) La classification fonctionnelle des protéines a révélé que les enzymes et les cytokines
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étaient les principaux groupes fonctionnels du protéome salivaire.
(B) L’analyse en cluster indique que le profil protéomique total est capable de distinguer les sujets
diabétiques des sujets a bon indice glycémique et sujets en bonne santé. Les derniers (sujets a bon

indice glycémique et des sujets en bonne santé) présentent des similitudes, comme prévu.

Conclusion: L’étude protéomique de haute qualité constitue une source d’informations sur les
maladies. Ainsi, une caractérisation approfondie des protéines salivaires chez les enfants
diabétiques a établi un lien entre les changements moléculaires et la pathologie. Cette approche
protéomique et bioinformatique met en évidence le potentiel des diagnostics salivaires dans la
pathologie du diabéte et ouvre la voie au traitement préventif de la maladie.

3. Article de Ding et al. 2019
ITRAQ-based proteomics reveals SOD2 as a potential salivary biomarker in liver cancer

Introduction: L’analyse du protéome salivaire a été largement employée dans 1’étude d’un large
¢éventail de cancers, mais pas dans le carcinome hépatocellulaire. L’objectif de cette étude est
d’identifier un ou des biomarqueurs salivaires pour le dépistage du cancer du foie.

Méthode: Dans cette étude, la technique iTRAQ (étiquette isobare pour la quantification relative
et absolue) basée sur 1’analyse protéomique quantitatif a ¢été utilisée pour détecter les protéines
exprimées difféeremment entre les échantillons de salive de 15 patients ayant le carcinome
hépatocellulaire (3 groupes de 5 patients chacun) et 15 témoins sains. La technique iTRAQ est
basée sur un marquage isotopique in vitro permettant d’identifier et de quantifier des protéines in
vitro dans des échantillons différents par MS /MS). Le test ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) a été effectué pour la vérification. Pour déterminer les caractéristiques fonctionnelles des
protéines differemment exprimées, I’outil d’analyse en ligne DAVID a été utilisé (déterminer
I’ontologie des génes enrichie: GO).

Résultats

- Dans I’ensemble, 133 protéines ayant un niveau d’expression différentiel significatif (ratio
>1,5 ou <0,67; P<0.05) ont été détectées, a savoir 77 protéines significativement surexprimées et 56
protéines significativement sous exprimées dans les répétions de tous les groupes malades.

- Avec des scores d'interaction supérieurs a 0,7; 39 protéines qui ont formé 28 associations
protéine-protéine de confiance élevée ont constitué un complexe, multicentrique (figure 8). Douze
genes étaient des génes concentrateurs importants interagissant avec au moins deux autres genes du

réseau d’interaction.
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Figure 8: Le réseau d’interaction protéines-protéines déterminé par STRING sur les protéines

exprimées difféeremment.

- Les interactions des protéines exprimées différemment sont obtenues en recherchant la base de
données STRING avec une coupure de confiance de 0,7. Les nceuds déconnectés ne s’affichent pas.

- A T’aide de I’analyse bioinformatique (Chromatographie liquide-spectrométrie de masse / analyse
MS) deux protéines candidates ont été finalement sélectionnées pour la vérification par ELISA a savoir,
la SOD2 et HP (figure 9). La surexpression de la superoxide dismutase 2, mitochondriale (SOD2) dans

les échantillons des malades, confirmée par ELISA donne une valeur d’aire sous la courbe de 0.9082.
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Figure 9: Evaluation et validation des biomarqueurs salivaires. a) Données de quantification ELISA de
SOD2 et HP dans la salive de 14 patients atteints de HCC et de 14 témoins sains. b) Courbes ROC pour
SOD2 et HP. ELISA: essai immunosorbent lié aux enzymes; HCC: carcinome hépatocellulaire;

HP: haptoglobine; ROC: caractéristique de fonctionnement du récepteur.

Conclusion: La protéomique quantitative basée sur iTRAQ a indiqué que SOD2 pourrait servir
de biomarqueur salivaire potentiel pour la détection du cancer du foie. Ces résultats indiquent qu’un
essai salivaire non invasif et peu colteux pourrait étre établi pour la détection de carcinome

hépatocellulaire.

4. Article de Dowling et al. 2008

Analysis of the saliva proteome from patients with head and neck squamous cell carcinoma
reveals differences in abundance levels of proteins associated with tumour progression metastasis

Introduction: Le développement de nouveaux diagnostics protéomiques demeure essentiel pour
la détection précoce et la surveillance du carcinome épidermoide de la téte et du cou (HNSCC:
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma). L'objectif de cette étude était d'identifier les protéines
différentiellement exprimées dans la salive des patients HNSCC par rapport & un groupe témoin.

Méthode: Les échantillons de salive de 8 personnes atteintes d'affections non malignes de la
région de la téte et du cou ont été utilisés comme groupe témoin et comparés a la salive de huit
patients atteints de HNSCC en utilisant une analyse 2D DIGE et I’imagerie sur gel et une
identification par spectrométrie de masse en tandem par analyse LC MS/MS ultérieure des protéines
candidates.

Résultats: Six protéines sont révélées avoir des niveaux d'abondance nettement différents par
rapport aux témoins. Les protéines ayant des niveaux d’expression les plus élevés dans la salive
HNSCC comparées au groupe témoin sont: la béta fibrine, la protéine de liaison au calcium S100, la
transferrine, la cofiline-1 et la région constante de chaine lourde d'immunoglobuline gamma 2. La
transthyrétine avait un niveau d'abondance plus faible dans la salive HNSCC par rapport au groupe
témoin (tableau 2).

Tableau 1: Protéines dont les niveaux d’abondance ont augmenté ou diminué dans la salive

HNSCC par rapport au groupe témoin.
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Figure 10: Profil électrophorétique des protéines salivaires analysées par 2D DIGE (pHi 3—-11). Les
6 protéines indiquées présentent des différences d’expression significatives entre les échantillons

étudiés.

- Un pic de base de la Protéine de liaison au calcium S100a été déterminé par LC-MS-MS
(Figurell). L’identification des peptides de digestion a été faite par 1’algorithme Turbo-SEQUEST
du logiciel BioWork 3.1 (Thermo Electron) et la base de données (Swiss Institute of Bioinformatics,

Geneva, Switzerland).
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Figure 11: (A) pic de base du chromatogramme (ms) géré par LC-MS-MS de digestats de la

protéine de liaison au calcium S100. (B) ion continus de séries b ou y- d’au moins six résidus du

peptide KDLQNFLK de la S100 calcium binding protein.

L'abondance accrue de la protéine de liaison au calcium S100 a été confirmée par immunoblotting.

Une analyse par Western blot a été effectuée sur les 16 échantillons avec les chiffres représentatifs

(figure 11) qui montrent les resultats pour 8 des échantillons individuels (4 échantillons HNSCC

contre 4 échantillons témoins). Les résultats confirment l'augmentation des niveaux d'abondance de

la protéine de liaison au calcium S100 dans les échantillons HNSCC par rapport au groupe témoin.
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Figure 12: Western blot et analyse statistique de la salive des échantillons de contrdle et HNSCC

en utilisant un anticorps dirigé contre le MRP14 (protéine de liaison au calcium S100).

Conclusion: Beaucoup de ces protéines sont impliquées dans la progression tumorale, les
métastases et I'angiogenese. La proximité de la salive avec la tumeur en développement est sans
aucun doute un facteur majeur pour faciliter la détection de ces protéines et une telle stratégie peut
conduire a développement d'un panel de biomarqueurs utiles pour la détection précoce du HNSCC
(Lichieh et al. 2018). Ces résultats ont indiqués qu’un test salivaire rapide non invasif et peu

colteux pourrait étre etabli pour la détection des groupes a haut risque de développer un HNSCC et
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le suivi de la réponse a des régimes thérapeutiques spécifiques est certainement réalisable.

5. Article de Wu et al. 2015

Saliva proteome profiling reveals potential salivary biomarkers for detection of oral cavity

squamous cell carcinoma

Introduction: Le carcinome épidermoide de la cavité buccale (OSCC: oral cavity squamous
cell carcinoma) est fréquemment associé a un mauvais pronostic est une des principales causes de
déces liés au cancer dans le monde. La decouverte des biomarqueurs accessibles aux fluides
corporels est nécessaire pour améliorer le dépistage de I'OSCC. Dans cette étude, nous avons
cherché a découvrir des biomarqueurs OSCC salivaires par profilage comparatif des protéomes
salivaires des bénévoles, des personnes atteintes de troubles buccaux potentiellement malins
(OPMD) et les patients de I'OSCC en utilisant SDS-PAGE couplé avec LC-MS / MS.

Méthode: Dans cette etude, on a utilisé des échantillons salivaires de volontaires sains, des
personnes atteintes de I'OPMD, pour les comparer a la salive des patients de I'OSCC, pour la
recherche de biomarqueurs de I’OSCC. Les échantillons de la salive totale non stimulée a été
obtenu des donneurs ayant une bonne hygiéne buccale au moins 1h avant la collecte. Les protéines
salivaires ont été seéparées par SDS-PAGE, digérées par la trypsine puis analysées par
chromatographie liquide en phase inverse couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC -
MS/MS). Les spectres de masse obtenus sont analysés par Mascot contre la base de données Swiss-
Prot. Le logiciel Scaffold a été utilisé pour la recherche de novo des séquences protéiques en
utilisant Peptide Prophet and protein Prophet. L’étude des voies de signalisation a été faite par le
programme DAVID contre la base de données KEGG. L’étude des interactions protéine-protéine a
été réalisée en ligne par STRING online software. Le test ELISA a été utilisé pour déterminer les
niveaux d’expression des protéines candidates biomarqueurs entre les groupes de 1’étude. L’analyse

statistique a eté faite par SPSS.

Résultats: Vingt-deux protéines salivaires surexprimées ont été identifiées dans le groupe OSCC
par rapport aux témoins (OPMD et contrdles). Afin d’estimer la reproductibilité de I’analyse
protéomique, les protéines salivaires identifiees dans trois répliques sont été analysées pour les

éléments qui se chevauchent.

27



Résultats de I’analyse

A - — = o
— — c
= = = = otE) R‘P 1
€ — = o f—
KiDa =] (958) 2)
200
116
97
Rep 2 Rep 3
66 — e — KD 742>
l{ >3
i —  — — OPMD =y
5 — Pt ((,v))
36
31 Rep 2 Rep 3
V’l (706) (708)
l(gp 1
B Salivary ctrl (:(\)(}(() (74‘))
protcome (958) ( )

(1173)

Rep 2 Rep 3
(911) (776)

Ba5> (1030)
Figure 13: Profilage protéomique des échantillons de salive prélevés les volontaires sains, les
personnes de I'OPMD et les patients de I'OSCC.

(A) Echantillons de salive provenant des contrdles sains (ctrl) Les personnes OPMD (OPMD) et les
patients OSCC (OSCC) ont été collectées et traitées comme décrit dans les matériaux et méthodes.
Les protéines (30 g par voie) ont été séparées par 10% de SDS PAGE et teinté de bleu de
Coomassie.

(B) Les diagrammes de Venn montrent chevauchements entre les protéines salivaires identifiées
dans le ctrl, le OPMD et les groupes OSCC. (C) Les diagrammes de Venn affichent des

chevauchements entre les protéines identifiées dans les trois répliques.

- Les diagrammes de VVenn montrent chevauchements entre les protéines salivaires identifiées dans
les échantillons controle, le OPMD et les groupes OSCC figure 13B, et aussi des chevauchements
entre les protéines identifiées dans les trois répliques figure 13C.

-L'abondance des protéines salivaires pourrait discriminer I'OSCC groupe des volontaires sains et
du groupe OPMD.

-Les protéines exprimées de maniére différentielle dans le groupe OSCC eétaient fortement corréelées
en cheeur avec des processus biologiques; Métabolisme des polysaccharides, maturation des
protéines, réponses de la défense, inflammation et immunité, réponse auxblessures et homéostasie

chimique.
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-Les protéines salivaires différentiellement exprimées dans les groupe OSCC par rapport au groupe

témoin ou au groupe OPMD.

-Les niveaux salivaires de la résistine (RETN) ont été significativement augmentés chez les patients

OSCC par rapport aux témoins sains figure 14B.

-Des niveaux élevés de RETN salivaire chez les patients OSCC étaient fortement corrélé avec les

tumeurs primaires a un stade avancé, stade global et métastases ganglionnaires figure 14C.
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Figure 14: Niveaux salivaires de RETN chez les patients OSCC.

Conclusion: Le profilage des protéines salivaires est combiné avec la bioinformatique pour

extraire des données afin de prioriser les candidats qui méritent plus de pré-évaluation. Parmi les

marqueurs candidats identifiés, le RETN s'est révélée efficace pour détecter 'OSCC, et le niveau

élevé de RETN salivaire était étroitement associé au mauvais pronostic de I'OSCC.
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6. Article de Saibaba et al. 2016

Proteomic analysis of human saliva: An approach to find the marker protein for ovulation

Introduction: L'ovulation est un processus biologique dans lequel I'ovaire mature ou il
s’effectue une rupture folliculaire de maniere a décharger 1'ovule, et cela se produit sous I'influence
de la montée de I'hormone lutéinisante (LH). Le pic de LH déclenche une série de processus
protéolytiques qui contrdlent I’ovulation. La salive contient un certain nombre d'hormones. Dans
cette étude, nous avons étudié le profil des protéines salivaires au cours des différentes phases du
cycle menstruel pour identifier les protéines qui sont spécifiguement présentes pendant la phase

d'ovulation.

Méthodes: Des échantillons salivaires de volontaires féminines en bonne santé indemnes de
maladies aigués ou chroniques et de dysfonctionnement ovariens ont été utilisés, aprés une analyse
hormonale des échantillons de salive obtenus au cours des trois phases du cycle menstruel. Selon les
concentrations d'cestradiol, le statut du follicule ovarien a été évalué avec échographie pour valider
le jour de l'ovulation. Ensuite une précipitation des protéines des a ¢été faite par 1’acide
trichloroacétique et 1’acétone avant de réaliser une et SDS-PAGE. Les échantillons de protéines
digérés par la trypsine ont été analysés par spectrométrie de masse et western blot. Une annotation
fonctionnelle des protéines a été faite par STRAP 1.5 online database et une mesure de l'activité
antimicrobienne de la salive a été entreprise. Les analyses statistiques ont été réalisées par

Statistical Package for Social Sciences for Windows, version 16.0.

Résultats

- Les concentrations d'cestradiol sont plus élevées pendant la phase ovulatoire (figure 15).
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Figure 15: Niveaux d'cestradiol salivaire pendant le cycle menstruel. Le schéma quotidien de
I'estradiol niveau a été enregistré dans I'échantillon de salive du sujet. Le niveau d'oestradiol atteint

le pic autour des jours 13 ou 14 du cycle menstruel.
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- La concentration totale en protéines de la salive s'est avérée étre significativement plus élevée

pendant la phase ovulatoire que la phase pré- et post-ovulatoire tableau 3.

Tableau 2: Concentrations de protéines salivaires au cours des différentes phases du cycle

menstruel.
Dietanls Pre-Owmlation Ormlation Post-Owulation
Concentration en protéines {mg / mL) 1.14 039 240030 1.50 0.28%=

Les valeurs sont exprimées en moyenne 30). La différence moyenne est sigmificative i
p =005
*p <005, pré-ovulation v Ovulation.

# p =005, Ovulation v Post-ovulation.

# p =005, pré-ovulation v Post-ovulation.

- La concentration des échantillons de protéines salivaires dans les différentes voies étaient les

mémes, PreO-Phase de pré-ovulation, O - Phase d'ovulation et PostO - Phase de post-ovulation.

- La bande de 14,5 kDa a été fortement exprimée au cours de la phase ovulatoire par rapport aux
autres phases figure 16.

kDa PreO O PostO M kDa
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Figure 16: SDS-PAGE des protéines salivaires entieres.
- L'abondance de protéines dans la bande de 14,5 kDa pendant la phase ovulatoire était élevée par
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rapport aux deux autres phases du cycle menstruel (figurel6).

- La cystatine-S a été fortement exprimée pendant la phase ovulatoire par rapport aux autres phases.
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Figure 17: Analyse Western blot de la protéine salivaire. A) Western blot de Cystain-S dans la
salive au cours des différentes phases du cycle menstruel. B) Le diagramme a barres représente la
relative abondance de Cystatine-S au cours des trois phases, du cycle menstruel normalisé avec

I'expression du gene ménager b-actine.

- La salive de la phase d'ovulation présente une activité antibactérienne maximale (figure 18).
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Figure 18: Activité antimicrobienne de la salive pendant les trois phases du cycle menstruel.

Conclusion: Depuis la recherche intensive contemporaine pour les biomarqueurs non invasifs pour
différentes applications, la découverte de cette étude, bien que préliminaire, peut aller trés loin en
faisant apparaitre un biomarqueur non invasif pour I'ovulation.
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Discussion et synthése générale

Ces études font le suivi de variations de protéines salivaires comme de véritables marqueurs de
certaines maladies. Ainsi, l'utilisation de la salive comme moyen de développement et d'évaluation
des biomarqueurs allége I'inconfort des sujets/patients en fournissant une méthode non invasive de
détection des maladies. En effet, des études ont déja montré que des protéines de la salive peuvent
étre utilisées pour détecter des maladies telles que la maladie cancéreuse de foie et carcinome
épidermoide de la téte et du cou, diabéte ....ect.

La salive humaine est intéressante pour le diagnostic des maladies car sa collecte est moins invasive
que celle du sang pour les analyses serum / plasma. Dans ce contexte, nous allons analyser et
discuter quelques études ayant pour but la recherche de biomarqueurs salivaires de pathologies les
plus étudiées par le biais de 1’analyse protéomique.

Une recherche primaire a identifié 131 articles: 82sont« articles de recherche »et 49 sont« articles
de synthese ». Apres la sélection, 72 articles remplissaient les critéres d’inclusion ont été retenus,
ainsi 6 articles ont été sélectionnés pour l'analyse finale. Les études sélectionnées ont été séparées
en 4 catégories en fonction de la pathologie étudiée:

1. Les biomarqueurs tumoraux

Dans I’étude de Dowling et al. (2008), on a montré que le développement de nouveaux diagnostics
protéomiques demeure essentiel pour la détection précoce et la surveillance du carcinome
épidermoide de la téte et du cou et aussi les quantifications des niveaux protéines salivaires dans
HNSCC par rapport & un groupe témoin dans le but de détecter des différences dans les niveaux de
protéines qui pourraient servir de marqueurs pour la maladie. Les marqueurs trouvés dans la salive
sont susceptibles d'étre relativement sélectifs pour le HNSCC. De nombreux biomarqueurs actuels
sont associés a plusieurs cancers, ce qui rend difficile un diagnostic précis. Aussi, ils permettent
d’identifier que ce test est rapide, peu coliteux et peu invasif pour les groupes a haut risque de
développer un HNSCC et pour le suivi de la réponse a des régimes thérapeutiques spécifiques est
certainement réalisable.
D’autre part, I’étude de Ding et al. (2019) montre que I’analyse protéomique salivaire a été
largement employée dans un large éventail de cancer, mais pas dans le carcinome hépatocellulaire.
Ainsi le but est d’identifier et de révéler un biomarqueur salivaire potentiel pour le dépistage de
cancer de foie. La protéomique quantitative basée sur iTRAQ a indiqué que la SOD2 pourrait servir
de biomarqueur salivaire potentiel pour la détection de cancer de foie.
L’étude de Wu et al. (2015) a montré que les niveaux salivaires de RETN ont été significativement
augmentes chez les patients OSCC par rapport aux témoins sains. Surtout, des niveaux élevés de
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RETN salivaire chez les patients OSCC étaient fortement corrélé avec les tumeurs primaires a un
stade avancé, stade global et métastases ganglionnaires. Comme la salive peut étre facilement
recueilli dans la pratique clinique, cette étude suggere que RETN salivaire détient le potentiel d'étre
un biomarqueur de dépistage de I'OSCC. En outre RETN, la thrombospondine-2 salivaire (THBS2)
et auto-anticorps salivaires (auto-Abs) ont également été identifies pour étre efficaces pour
distinguer les patients OSCC et les individus en bonne santé.

2. Les biomarqueurs de la dystrophie musculaire de Duchenne

Dans 1’étude de Murphy et al. (2019), les dystrophinopathies sont des troubles multi systémiques
qui affectent la musculature squelettique, le systéme cardio-respiratoire et le systeme nerveux
central. La récente étude protéomique du modele de dystrophinopathie chez la souris mdx-4cv a
confirmé que I’isoforme de la dystrophie DP427-M et les peptidases klk1-b1 sont des protéines les
plus réduites dans les muscles dystrophiques. Le taux élevé de klk1 dans la salive de souris mdx-
4cv (30kDa) est due a I’augmentation de ’expression des genes codant pour la klkl et les
peptidases associées a klk1 (b1, b2.....).

D’aprés aussi Murphy et al. (2019), les niveaux élevés des peptidases apparentés a la klk1 sont dus
a l’altération de la signalisation cellulaire au niveau de systéeme klk-kinine et la régulation de
I’homéostasie tissulaire, ainsi qu’un remodelage de la matrice extracellulaire et une modification de
la réponse immunitaire dans la dystrophie musculaire liée au sexe. Le changement des protéines
dérivées dans les muscles est lié a la degenérescence de fibres et au stress cellulaire. Cela comprend

les protéines ou les fragments des protéines et les principales classes d’organites dans le protéome
de biofluide.

3. Les biomarqueurs salivaires de diabéte de type 1 chez les enfants

Lima et al. (2010) ont confirmé que la salive est le meilleur fluide biologique pour la surveillance
de la glycémie, elle présente une alternative aux échantillons de sang et 1’analyse de la salive peut
fournir des informations sur les processus biologiques des patients diabétiques et révéler des
complications précoces avant I’apparition des symptomes cliniques de la maladie.

Giannobile et al. (2009) ont confirmé que la salive entiére est une combinaison des sécrétions des
glandes salivaires majeures et mineures, ensemble avec le liquide gingival (présence des
inflammations buccales), tandis que Ayuthaya et al. (2018) ont rapporté que les protéines
exprimées dans la salive sont des interleukines et des cytokines inflammatoires spécialement a des

maladies buccales qui sont des complications de diabéte de type 1.
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Cabras et al. (2010) ont identifié que les modifications des protéines salivaires observées chez les
patients de diabéte de type 1 indiquant une régulation négative des peptides impliqués dans la
défense de 1I’hdte de la cavité buccale.

Zipris (2010) a trouvé que les récepteurs de type péage (TLR), une autre voie de signalisation qui
s'est avéree déréglementée chez des patients mal controlés, sont des protéines qui jouent un réle clé
dans le systéme immunitaire inné. Ces récepteurs immunitaires sont capables de reconnaitre les
molécules microbiennes, de détecter les infections et d'initier des réponses antimicrobiennes de
défense de I'hote. Selon de nouvelles donneées, le diabéte auto-immun serait déclenché par les voies
immunitaires innées et les TRL sont les médiateurs de ce mécanisme.

Comme démontré précédemment sur des souris diabétiques, une activité accrue des récepteurs de
la sérotonine induit une contraction des arteres provoquant ainsi un dysfonctionnement vasculaire
(Nelson et al. 2012). La découverte qu'un antagoniste des récepteurs de la sérotonine inverse
efficacement notre phénotype expérimental conduit a suggérer que ce phénotype est au moins
partiellement induit par une activité accrue des récepteurs de la sérotonine. Ce qui précéde confirme
la constatation susmentionnée de dysfonctionnement vasculaire chez les diabétiques ayant une
mauvaise glycémie diabétiques témoins ou bien contrblés. En outre, cette découverte suggere que
les antagonistes des récepteurs de la sérotonine pourraient étre potentiellement utilisés comme
intervention préventive chez les jeunes patients avec un mauvais contrdle diabétique. Cette
possibilité d'intervention est renforcée par le fait que les antagonistes de la sérotonine améliorent la
fonction vasculaire chez les patients atteints d'une maladie artérielle périphérique (Miyazaki et al.
2007).

4. Les biomarqueurs de la phase d’ovulation

Le role des marqueurs biologiques est le dépistage précoce, la surveillance des différentes maladies,
ainsi que le suivi de phénomenes physiologiques. La salive humaine est intéressante car sa collecte
est moins invasive que celle du sang pour les analyses sérum / plasma.

L’étude de Saibaba et al. (2016), a montré que la phase ovulatoire du cycle menstruel a une
certaine influence sur la teneur en protéines de salive. Dont la cystatine-S a été identifiée comme la
protéine hautement exprimée pondant cette phase et donc utilisée comme un biomarqueur non

invasif pour le suivi de I'ovulation.
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Conclusion

Les avantages de la salive en tant que fluide diagnostique sont nombreux: collecte rapide et non
invasive, pratique a stocker, et collecter de maniere non invasive. Il est par ailleurs, de plus en plus
étudié par la communauté scientifique. Le nombre croissant de biomarqueurs découverts, associés a
I’analyse avec des technologies de plus en plus performantes, nous permet de dire que la salive est

un substitut du sang trés intéressant pour la recherche de biomarqueurs.

L’objectif de ce travail est de souligner I’intérét de 1’analyse protéomique avec ses différentes
approches dans la recherche et I’identification de biomarqueurs salivaires de différentes

pathologies. Ceci est permit par I’analyse de quelques articles traitant ce contexte.

Ce travail a permis de découvrir le monde de la recherche des biomarqueurs salivaires en lien avec
la santé générale (dépistage, diagnostic, suivi...). Par exemple, I’étude de Ding et al. (2019) a
montré P’intérét de la protéomique quantitative qui, basée sur la technique de iTRAQ, permet
d’identifier et de quantifier des protéines in vitro de suggérer la SOD2 comme biomarqueur salivaire
potentiel pour la détection du cancer du foie et aussi I’étude de Murphy et al. (2019), en faisant une
étude sur la dystrophie musculaire de Duchenneg, a signalé le taux élevé de la klk1 salivaire chez les

malades.

La présence des biomarqueurs et leurs quantifications dans la salive représentent un outil
formidable pour évaluer des profils de risque, diagnostiquer une maladie ou permettre une stratégie

et une surveillance thérapeutique adaptée.

La meilleure compréhension des corrélations entre la salive et la santé générale commence a porter
ses fruits, ce qui favorisera de plus en plus d'applications médicales facilitant le diagnostic et

I'individualisation d'une thérapie ciblée précise, pratique et sans douleur.
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Résumé

La salive est un fluide biologique sécrété en quantité abondante et de facon relativement réguliere.
Depuis plusieurs années se sont développés des projets couplant les techniques de protéomique et de
transcriptomique et visant a constituer un véritable catalogue des protéines salivaires humaines. Notre
travail vise a montrer ’importance d’identification de biomarqueurs salivaires de maladies par
I’approche protéomique via une analyse des résultats obtenus de nombreuses études antérieures. Les
résultats des études ont révélé que la K1K1 peut étre considéré comme candidat biomarqueur potentiel
pour le diagnostic de la dystrophie musculaire des souris mdx-4cv. Ainsi, la technique iTRAQ met en
évidence I’intérét de la salive dans la pathologie du diabéte et révele que la SOD2 peut détecter le
cancer du foie. De plus, I’analyse 2D DIGE, I’'imagerie sur gel et I’identification par LC MS/MS des
protéines candidates sont des essais qui pourront étre établis pour la détection de carcinome
hépatocellulaire et HNSCC. D’un autre co6té, la surexpression de la RETN salivaire est associée au
mauvais pronostic de I’OSCC. L’identification et le développement de nouveaux biomarqueurs
salivaires des maladies entrepris depuis quelques années devraient permettre une identification de
maniére plus précoce, plus spécifique et plus sensible de différentes pathologies.
Mots-clés: Salive, protéomique, biomarqueurs, pathologies, diagnostic.

Abstract
Saliva is a biological fluid secreted in abundant quantities and on a relatively regular basis. For several
years, projects have developed, tying proteomics and transcriptomic techniques and aiming to create a
veritable catalogue of human salivary proteins. Our work aimed to show the importance of salivary
biomarkers for diseases via analysis of the results obtained from many previous studies. The results of the
studies revealed that K1K1n is a potential biomarker candidate for the diagnosis of muscle dystrophy of
mdx-4cv mice. The iTRAQ technique highlights the potential of salivary diagnoses in diabetes pathology. It
indicated that SOD2 could be used for the detection of liver cancer. In addition, DIGE 2D analysis, gel
imaging and subsequent LC MS/MS identification of candidate proteins could be established for the
detection of hepatocellular carcinoma. The hight level of RETN in saliva is associated with bad prognosis of
OSCC. Finally, the identification of new salivary biomarkers of diseases undertaken in recent years should
enable earlier, more specific and more sensitive identification of different pathologies.
Key words: Saliva, proteomics, biomarkers, pathologies, diagnosis.
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