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Introduction
Introduction

Depuis de nombreuses années des chercheurs et des cliniciens ont proposé le suivi de
variations de protéines salivaires comme de veéritables marqueurs de certaines maladies (Cedard
et al.1984). Ainsi, l'utilisation des fluides salivaires 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 (Janice. 2013 ; Hajer. 2016). En effet, des études ont
déja montré que des protéines de la salive peuvent étre utilisées pour détecter des maladies
telles que la maladie d'Alzheimer, d'Huntington, de Parkinson, le cancer du sein, du pancréas,
le cancer colorectal, des cancers de la cavité buccale, des infections par le virus du sida, ainsi
que les deux types de diabete. Des recherches avaient aussi montré que les protéines de la salive
guerissaient des plaies dans la cavité buccale, amplifiaient la voix, développaient le godt et
détruisaient les bactéries et les virus (Matsuo, 2000 ; Hadzibegovié, 2012 ; Acurio, 2014). 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
marqueurs salivaires (Mandel. 1990 ; Kefalides. 1999). Ces données devraient nous permettre
une approche différente de la physiopathologie et de diagnostic des maladies, en particulier
celles touchant la cavité buccale siege de la salive humaine.

La candidose buccale est I'infection fongique humaine la plus répandue, induite par des
levures du genre Candida. Elle résulte d’une perturbation de microbiome oral humain qui est
un écosysteme complexe compose de plusieurs centaines d'espéces de micro-organismes. Cette
flore commensale joue un réle clé dans le maintien de I'homéostasie orale. Habituellement, elle
affecte seulement les muqueuses dans un processus inflammatoire, mais les manifestations
systémiques rares peuvent avoir un cours fatal (Pauline et al. 2018).

Au cours de ce travail nous nous sommes plus particulierement intéressés aux
candidoses buccales induites par 1’espéce Candida albicans. Au niveau de la cavité orale, les
candidoses sont bien connues pour leur influence sur le flux salivaire ou encore sur la
composition protéique de la salive (Mathieu. 2013)

Nous avons choisi de nous intéresser aux éventuelles variations des protéines salivaires
au cours de candidoses buccales, grace a I’utilisation de nouvelles technologies permettant une
analyse exhaustive des protéines salivaires. Dans ce domaine, la protéomique offre la possibilité
d’identifier et de quantifier les protéines exprimées par une cellule a un moment donné, dans
un tissu donné et dans un environnement donné, ainsi qu’au cours de contextes physiologiques
et pathologiques variés (Dutt et Lee. 2000).

Nous avons adopté 1’¢électrophorese monodimensionnelle comme premicre étape de I’analyse

protéomique afin de séparer les protéines salivaires. Notre démarche consiste a explorer de
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maniere aléatoire les protéines salivaires de sujets sains et de patients atteints de candidoses
buccales. Les protéines salivaires variantes pourront étre secondairement caractérisées, afin de
déterminer si elles sont susceptibles d’étre considérées comme des marqueurs de la pathologie

étudiée.
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Chapitre 1: Les candidoses buccales

1. Candidoses buccales

Les candidoses sont des affections fongiques provoqueées par des levures appartenant au
genre Candida. Ces levures sont a l'origine d'infections superficielles qui peuvent affecter les
muqueuses buccales, elles peuvent donc étre des infections opportunistes dont les causes sont
tres variees (Association Francaise des Enseignants de Parasitologie et Mycologie. 2014). Dans
le genre Candida, 54,3% des infections sont dues a I’espéce Candida albicans, 16,4% a 1’espéce
Candida glabrata, 14,9% a I’espéce Candida parapsilosis, 8,2% a 1’espéce Candida tropicalis

et 1,6% I’espéce Candida krusei (Eggimann et al., 2003).

1.1 Epidémiologie des candidoses buccales

Lors de son enquéte sur I’épidémiologie des candidoses buccales en 1988, Odds a
constaté que leur incidence moyenne est de 42,9%. L’incidence de candidose buccale varie
selon le type de population : 45% chez les nouveau nés, 45 a 65 % chez les enfants en bonne
santé, 30 % a 40% chez les adultes en bonne santé, 50 a 65 % chez les porteurs de prothéses
amovibles, 65 a 88% chez les résidents d’institutions de soins de courte ou de longue durée,
78% chez les personnes agées hospitalisées, 90% chez les leucémique en cours de radiothérapie
et jusqu’a 90% des personnes affectées par le VIH (Schmidt-Westhausen et al., 2004).

1.2 Définition de La candidose buccale

La candidose buccale est une mycose de la muqueuse buccale due & un champignon le
Candida albicans. Elle est trés fréquente et apparait notamment en cas de déficit du systeme
immunitaire (Millsop et al., 2016). Elle se manifeste par une irritation des muqueuses, associée
a des rougeurs, allant jusqu'a 1’ulcération. Parfois, des taches blanchétres, plus ou moins

pateuses peuvent siéger sur la langue et le palais (Belahcen, 2016).

1.3 Candida albicans
1.3.1 Définition

Candida albicans est une levure pathogéne opportuniste, diploide polymorphe dont le
génome comporte huit paires de chromosomes, elle est non capsulée, non pigmentée et aérobie

qui vit a I’état saprophyte au niveau des muqueuses (Eggimann et al., 2003).
1.3.2 Classification du genre

La classification des champignons a beaucoup évolué. La classification présentée ici est
celle de Barnett qui date de 2000 (El-Kirat-Chatel, 2010).
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Reégne : Champignon

Phylum : Ascomycota

Classe : Hemiascomycetes

Ordre : Saccharomycétales

Famille : Candidaceae

Genre : Candida

1.3.3 Caractéres morphologiques de Candida albicans

Toutes les transitions morphologiques se mettent en place en réponse a des changements
des conditions environnementales et permettent ainsi au champignon de s’adapter a différentes

niches biologique (Figurel).

1.3.3.1 Les blastospores : étant la forme la plus fréquente de Candida albicans saprophyte,
elles se présentent sous forme de petites cellules ovoides. Ces cellules peuvent se multiplier par

bourgeonnement (Sudbery et al., 2004).

1.3.3.2 Le pseudo - mycélium : composé d’un assemblage de cellules mises bout a bout pour

simuler un filament mycélien (Sudbery et al., 2004).
1.3.3.3 Le mycélium : la conversion d’une levure en filament mycélien (Sudbery et al., 2004).

1.3.3.4 Les Chlamydospores : dans leur forme pathogéne, elles sont de volumineuses cellules

(10 a 15 micrometres), sphériques, a double paroi (Cole et al., 1991).
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Figure 1. Morphologie du Candida albicans (Whiteway et al., 2007)

1.3.4. Structure de Candida albicans
Candida albicans est constitué des organites suivants (Figure 2)

-Le cytoplasme : contient un noyau délimité par une double membrane nucléaire, un

nucléole, des ribosomes et des mitochondries (Ruiz-herrera et al., 2006).

-Membrane plasmique : Constituée de deux feuillets membranaires, elle a un réle dans le

transport actif d’acides aminés, d’oses et de différents ions, ainsi qu’un role passif dans la
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régulation des flux moléculaires servant a maintenir la pression osmotique (Ruiz-herrera et al.,

2006).

-La paroi cellulaire : représentant 15 a 30 % du poids de la levure, elle protége la cellule
contre les agressions mécaniques et Chimiques. Elle est constituée des polysaccharides (le
glucane, la chitine, le mannane), des protéines et des lipides. La paroi cellulaire joue un role

important dans les mécanismes de reconnaissance de la levure par 1’hote (Ruiz-herrera et al.,
2006).

Cicatrice de
bourgeonnement

Paroi

Membrane

/_:‘J Y \.»\
cytoplasmique /:/
™~ £ A

\\1{7 [ / |! _Noyau

0 ‘
,‘) \\_ /\/\
?)[Pc 1)) 7 Membrane
i /}}J ) o nucléaire

Mitochondries

Schéma de la cellule de levure
(diamétre = 8 microns)

Figure 2. Structure de Candida albicans (Chambard, 2009)
1.3.5. Habitat de Candida albicans

Les caractéeres biologiques de Candida albicans sont :

-Milieu de vie : Candida albicans est aérobie et vit exclusivement sur les muqueuses, mais il

peut cependant survivre dans le milieu extérieur (Pinel et al., 2012).

-PH : Une salive acide d’un pH de 3 a 7 est favorable a un développement accru du Candida
albicans (Pinel et al., 2012).

-Température : Dans son état pathogéne, Candida albicans prolifére a la température normale
du corps humain (37°C) (Pinel et al., 2012).

-Nutrition : Incapables de synthétiser leurs molécules carbonées, Candida albicans vit de la
matiére organique préformée, et elle a besoin du carbone, azote et vitamines (Scullyet al.,
1994).

1.4. Relations hote-pathogene

Candida albicans est présent sur les muqueuses orales de I’homme sain, puisqu’il existe

un équilibre entre les facteurs de virulence du champignon et le systéme immunitaire de 1’hote
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(Million et al., 2002). Une perturbation de cet équilibre la rendre pathogéne par leur

prolifération et dégradation des cellules et tissus de 1’hote (Flavie, 2014).

1.5. Mécanisme favorise la virulence de candida albicans

L’adhérence de Candida albicans aux cellules de 1’hote est une étape importante dans
la colonisation des muqueuses et dans 1’infection qui en résulte. Elle s’effectue par la présence
des différentes adhésines (manoprotéines) qui lui permettent de se fixer a de nombreuses
cellules et molécules de I'hote, et par des enzymes hydrolytiques qui interviennent dans le

processus d’invasion tissulaire (Pinel et al., 2012 ; Baldo et al., 2007).

1.5.1. Les adhésines
e Les adhésines de Candida albicans caractérisées au niveau moléculaire

- Chez le Candida albicans, une famille de 8 génes ALS (Agglutinin-like sequence) codant pour
des adhésines, Alslp et Als3p permettent 1’adhérence de Candida albicans aux cellules
épithéliales buccales (Baldo et al., 2007).

- L'adhésine Hwpl de Candida albicans s'est également révélée importante lors d'infection des

muqueuses buccales (Baldo et al., 2007).

- Une adhésine de type carbohydrate, présente a la surface des levures de Candida albicans
intervient également dans 1’adhérence aux cellules épithéliales buccales (Baldo et al., 2007).

e Lesadhésines fibrillaires : La fibrille qui se trouve dans la paroi fongique de Candida
albicans intervient dans 1’adhérence, en se liant a un récepteur lipidique présentant aux

niveaux de cellules épithéliales buccales (Baldo et al., 2007).
1.5.2. Sécrétion d’enzymes lytiques

e Les protéases aspartiques sécrétées : Les protéases aspartiques sécrétées (secreted
aspartic protease ou Saps) sont des enzymes qui jouent un réle essentiel dans la phase
d’adhérence aux cellules épithéliales buccales. Ils ont une activité enzymatique pouvant
servir a altérer les structures cibles de la cellule de 1’héte, et entrainer ainsi un
changement de conformation des protéines de surface qui permettrait une meilleure
adhérence de la levure. Ces enzymes sont capables de dégrader différentes protéines
humaines présentes au niveau des sites infectés tels que 1’albumine, la kératine, le
collagene, la mucine, et les IgA sécrétoires (Million et al., 2002).

e Les phospholipases : Ils jouent un réle dans le déroulement du processus infectieux au
cours des candidoses, ils facilitent la pénétration de Candida albicans en altérant la

membrane cellulaire (Million et al., 2002).
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1.6. Mécanismes specifiques de défense immunitaire

L’immunité innée et ’immunité acquise sont impliquées dans la résistance aux

candidoses et buccale (Pinel et al., 2012).
1.6.1. Immunité innée

La premiére défense contre Candida albicans est la muqueuse buccale, qui agit comme
barriére physique bloquant I’accés de Candida aux tissus sous-jacents. Plusieurs protéines
salivaires sont sécrétees par les cellules de la muqueuse buccale contre Candida albicans et
contribuent a I'immunité innée. Ces protéines salivaires contribuent a I’inhibition de la
croissance de Candida albicans et son attachement a 1’épithélium oral : (Pinel et al., 2012 ;

Kleinegger etal., 2001) L’ensemble de ces protéines salivaires sont :

- La calprotectine est une protéine hétérodimérique de 36,5 kDa a un rdle d’inhibition de la

croissance Candida albicans (Kleinegger et al., 2001).

- Les défensines sont de petits peptides cationiques de 3 a 5 kDa, elles ont un réle antifongique
contre Candida albicans et exercent une activité chimiotactique a 1’égard des monocytes et

neutrophile (Niyonsaba et al., 2005).

-Les histatines sont des peptides cationiques riches en histidine possédant des propriétés
antifongiques et bloque la forme levure de Candida albicans en phase G1 (Kavanagh et al.,
2004).

-Le lysozyme est une hydrolase de 14 kDa, possede une activité fongicide (Niyonsaba et al.,
2005).

-La lactoferrine est une glycoprotéine de 77 kDa possede une activité fongistatique inhibant

la croissance de Candida albicans (Lupetti et al., 2000).

- L’antileucoprotéase aussi nommée inhibiteur de protéase leucocytaire, est une anti protéase
non-glycosylée de 11.7 kDa, possédant un effet fongistatique proportionnel a sa concentration
et permet d’inhiber de manicre dose-dépendante la croissance de Candida albicans in vitro
(Chattopadhyay et al., 2004).

1.6.2. Immunité acquise

Le systeme immunitaire cellulaire joue un rdle majeur dans la lutte contre les candidoses
superficielles, ce qui explique la fréquence élevée des candidoses buccale chez les patients
présentant un déficit immunitaire cellulaire. Cependant des mécanismes immuns humoraux
interviennent aussi pour limiter la prolifération de Candida albicans au niveau des muqueuses
(Million et al., 2002).
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L’immunité acquise met en jeu les lymphocytes T CD4+, qui, une fois mis en contact avec
I’antigéne Candida albicans, se différencient en lymphocytes Thl, Th2 et Thl7. Les
lymphocytes CD8+ interviennent aussi, mais dans une moindre mesure (Pinel et al., 2012).

1.7. Facteurs favorisants les candidoses buccales

L’infection a Candida est une infection opportuniste favorisée par un deséquilibre

immunitaire influencé par des facteurs intrinséques ou extrinséques (Caumes et al., 2001).
1.7.1. Facteurs intrinseques

-L’dge : Candida albicans est fréquente chez le nouveau-né, le nourrisson avant un an et le
vieillard (Caumes et al., 2001).

-La grossesse : les femmes enceintes sont exposées au Candida albicans en raison de la

modification de 1’état hormonal (Caumes et al., 2001).

-La salive : la salive a une action nettoyante du flux salivaire en grande importance dans la
prévention de la colonisation de la cavité buccale par Candida. En cas de la diminution du flux
salivaire, ceci entraine une baisse du pH buccal, par conséquent les levures adherent mieux a
I’épithélium buccal (Figure 3) (Mathieu, 2013).

Baisse ou absence de salive

/ R
Diminution e Diminution ges
Naction Baisse du pH agents anti-
Nnettoyante fongigques
b4 -
Rétention du Augrmentation de
Candida dans Ia Nadnésion du
cavitée buccalle Candida

\ l

Auvugmentation de la colonisation candidosigue

Figure 3. Action de la salive sur le développement de la candidose (Mathieu, 2013)

-Diabéte : les diverses especes de Candida sont plus fréquemment isolées dans la cavité buccale

chez les sujets diabétiques (Caumes et al., 2001).

-Le déficit de production de la vitamine B12 : il favorise la virulence et la prolifération des

Candidas de la cavité buccale (Caumes et al., 2001).
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- le SIDA : L’infection au VIH cause des perturbations de I’immunité au niveau de la muqueuse

buccale, plus évidente est la diminution des lymphocytes T CD4+ (Caumes et al., 2008)

-Affection maligne : cancers, hémopathies, aplasies médullaires entrainent une insuffisance de

I’immunité cellulaire ou humorale favorisant le développement de maladies opportunistes

(Belahcen, 2016).
1.7.2. Facteurs extrinséques

-Médicaments : les antibiotiques, les immunosuppresseurs, la radiothérapie cervico-faciale et
la chimiothérapie anticancéreuse a large spectre modifient I’équilibre biologique de la flore

buccale saprophyte au profit des levures qui peuvent alors proliférer (Bonnot et al., 2013)

-Mauvaise hygiene buccodentaire : Elle favorise la survenue d’une candidose buccale et la

relation entre le port de la prothese et la qualité d’hygiéne (Mari et al., 2011).

1.8. Le diagnostic de la candidose buccale

L’examen clinique doit aboutir au diagnostic, 1’examen mycologique ne fera que

confirmer la clinique (Pinel et al., 2012).
1.8.1. Diagnostic clinique

Le diagnostic de candidose buccale est avant tout clinique. Les symptomes révélateurs
du diagnostic sont divers : douleurs, géne gingivale, difficultés d’alimentation, une altération
du godt, des brllures, une sécheresse de la bouche, une sensation de soif ou une bouche pateuse.
Elle est cependant asymptomatique chez deux patients sur trois : ’examen de la bouche doit
étre systématique chez tout patient. Cet examen ne nécessite qu’un éclairage de bonne qualité

et un abaisse-langue, il précise les localisations atteintes (Pinel et al., 2012).
1.8.2. Diagnostic mycologique
Se fait de deux maniéres :

1.8.2.1. Examen direct : Examen microscopique direct ; on observe des levures

bourgeonnantes (Pilly, 2010 ; Caumeset al., 2001).

1.8.2.2. Culture : La recherche par culture sur milieu PCB, (pomme de terre, carotte, bile).
Ainsi qu’une culture sur milieu de Sabouraud qui permet d’isoler un grande nombre de colonie
en 48 heures a 72 heures. En cas de résistance a un traitement antifongique (Pilly, 2010 ;
Caumeset al., 2001)
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1.9. Les différentes candidoses buccales

En 1997, Axell et al. Proposa une classification plus simple et plus clinique de

candidoses buccale (Belahcen, 2016).

1.9.1. Candidoses buccales aigués

1.9.1.1. Candidose pseudomembraneuse ou « muguet »

Il s’agit d’une inflammation candidosique aigue présente sous forme de granulations
blanchatres, pseudomembraneuses, a aspect de lait caille, qui tapissent la langue, la face interne
des joues et éventuellement toute la muqueuse buccale (Figure 4A). Le muguet touche
essentiellement le nourrisson et le jeune enfant et les dénutritions, a un moindre degré le
vieillard et le port d'appareils dentaires, et chez les individus présentant une baisse des defenses
immunitaires (VIH+) (Bendel, 2003 ; Pilly, 2010)

1.9.1.2. Candidose érythémateuse

La candidose érythémateuse est associée a I'utilisation chronique des corticostéroides,
d'antibiotiques a large spectre (Scully et al ., 1994). Elle est caractérisée par une inflammation
diffuse de la muqueuse buccale, la langue dépapillée et vernissée et la muqueuse luisante (figure
4 B). Elle peut précéder la survenue d’un muguet. La forme érythémateuse est observée chez

les patients VIH et les porteurs de prothése dentaire (Botterel et al., 2016 ; Pilly, 2010)

Figure 4. Candidoses buccales aigués ; A : Muguet buccal (Belahcen, 2016) ;

B : Candidose érythémateuse (Pinel et al., 2012)

1.9.2. Les candidoses chroniques

1.9.2.1. Candidose hyperplasique chronique, ou pseudo tumorale

Une hyperplasie épithéliale est notée avec de nombreux micro-abces. La découverte de
cette lésion, considéerée comme précanceéreuse. La candidose hyperplasique est localisée
généralement a l'intérieur des joues, au niveau des Commissures des levres, et moins

fréqguemment sur la langue (figure 5 A). Cette forme est plus fréquente chez les fumeurs. Il
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existerait un risque de transformation maligne de ce type de lésion, les langues noires villeuses

avec hypertrophie de I’extrémité des papilles (Botterel et al., 2016 ; Scully et al., 1994).
1.9.2.2. La perleche

C’est une érosion fissuraire de la commissure des levres, érythémateuse, douloureuse et
parfois associée a une chéilite (figure 5 B). Elle est fréquemment associée au cours de
I’infection a VIH. Et aussi chez les sujets anémiques, ayant une perte ou un déficit vitaminique

et chez les personnes agées (Pinel et al., 2012 ; Pilly, 2010).
1.9.2.3. Stomatite dentaire associée a Candida

C’est un état inflammatoire des gencives chronique qu’on retrouve chez les porteurs de

prothéses amovibles (figure 5 C) (Scully et al., 1994).

Figure 5. Les candidoses chroniques ; A : Les candidoses chroniques Candidose
hyperplasique Chronique (Belahcen, 2016) ; B : La perléche (Pinel et al., 2012) ; C : stomatite
dentaire (Belahcen, 2016)
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1. La salive

1.1 Définition

La salive est la premiére sécrétion digestive, elle désigne un liquide physiologique
incolore, alcalin, 1égérement visqueux (Ganong, 2005) et d’odeur fade, qui baigne la cavité
buccale. Elle est secrétée par les glandes salivaires mineures et majeures. La salive est
multifonctionnelle, servant non seulement a faciliter la digestion, la déglutition, le golt et la
lubrification des tissus, mais aussi comme barriére protectrice contre les agents pathogénes
(Janice et al., 2013).

1.2 Composition biochimique de la salive

L'analyse biochimique de la salive humaine révele qu'elle est composée de constituants
inorganiques et de constituants organiques (protéines et composants non protéiques). Certains
composants de la salive sont produits localement dans les glandes salivaires, d’autres
constituants sont simplement filtrés a partir du plasma, et d’autres encore sont partiellement

réabsorbées, excrétés ou modifiés au niveau des canalicules excréteurs (Lazaro et al., 2015).
1.2.1. Eau : La salive est composée a environ 99% d’eau (Zohaib et al., 2016).
1. 2.2. Les constituants inorganiques

Les constituants inorganiques de la salive (0,2%) sont les ions sodium, potassium,

calcium, chlorures, phosphates, magnésium, bicarbonate (tableau 1).

Tableau 1 : Composition inorganique de la salive (concentration en mmol/L) (Lazaro et al.,
2015).

Analyte Salive Plasma
Na+ 3,0-29,0 136 ,0-145,0
K+ 6,4-36,6 3,5-4,5

Ca+2 0,88-2,5 1,15-1,33
Cl- 0-27 98-107
HCO3- 3,0-4 24 -27
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1.2.3. Les constituants organiques

Les composants organiques de la salive sont représentés principalement par des
protéines (0,3%) (Janice et al., 2013).

Ces protéines sont classées, en fonction de leur origine on protéines intrinseques synthétisees

par la glande salivaire et protéines extrinséques dérivées du serum.
+ Protéines extrinseques

Représentées par des albumines d’origine sérique (5% a 10% des protéines totales), des
immunoglobulines IG A, immunoglobulines G et M, des a et B globulines, des calprotéctines

ou d’autres protéines du systéme immunitaire (systéme du complément), leur concentration
(20% des protéines totales) décroit lorsque le débit salivaire augmente (Devoize et al., 2011).

+ Protéines intrinseques

> Les enzymes salivaires

- L’alpha-amylase : L’alpha-amylase est une enzyme qui hydrolyse les liaisons a (1-4)
glycosidiques internes, ce qui entraine la production de maltose et d'oligosaccharides. Les
concentrations d'amylase sont les plus élevées dans le pancréas et les glandes salivaires,
d’une masse d’environ 56 kDa (Cette protéine représente 30 % du total des protéines

salivaires (Urs et al., 2015).

- La lipase salivaire : principalement produite par les glandes linguales, elle hydrolyse les
triglycérides, mais aussi les phospholipides, les esters de cholestérol, ainsi que de

nombreux autres esters (Kaczor-Urbanowicz et al., 2016).

- le lysozyme : a un pouvoir antiseptique et agit comme une enzyme lytique capable de

lyser des bactéries.

- les lactoperoxydases : contribue 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 (Kaczor-Urbanowicz et al., 2016).
» Les proteines riches en proline

La famille des protéines riches en proline (PRP) représente chez I'homme pres des deux tiers
du total des protéines de la salive parotidienne (1,251-230 pg/ml) et sub-mandibulaire (1,335-
270 pg/ml) (Oudhoff et al., 2008).
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> Les mucines

On distingue deux grandes familles de mucines : MG1 (molécules a poids moléculaire élevé,
supérieur a 1 MDa, et fortement glycolées) et MG2 (molécules a bas poids moléculaire, compris
entre 200 et 250 KDa), conférant a la salive son pouvoir lubrifiant. (Oudhoff et al., 2008).

» Les histatines
Les histatines sont des petites protéines (3 a 5 KDa) riches en histidine, auraient une
activité antifongique (Tel que le Candidat albicans) (Devoize et al., 2011).

» Les cystatines

Les cystatines sont des inhibiteurs naturels des protéases a cystéine. Leur role serait de

protéger les tissus buccaux de ces enzymes (Devoize et al., 2011).
» Les lactoferrines

La lactoferrine est une protéine fixatrice du fer, appartenant a la famille des transferrines.
Elle posséde des effets bactériostatiques, bactéricides, virucides et fongicides (Devoize et al.,
2011).

+ Autres composants organiques

Dans la salive, on trouve également des constituants tels que 1’urée, 1’acide urique et le
cholestérol (Devoize et al., 2011 ; Kaczor-Urbanowicz, Martin et al., 2016)
1. 3. Caractéristiques physicochimiques de la salive

e Levolume

Les adultes en bonne santé produisent environ 1.5 litre de salive par jour, 0.3 a 0.5 ml de
salive est sécrété par minute au repos, tandis que 1.5 ml/min est produit dans des conditions de

stimulation maximale (Holmberg et al., 2014).
e Latempérature :

La température orale, et donc celle du milieu salivaire, présente d'importantes variations

circadiennes. Ses valeurs oscillent entre 36,2 et 37,2°C (Li et al., 2015)
e pH:

Il exprime I’acidité ou 1’alcalinité de la salive, il est Iégérement acide compris entre 6 et 7

(Zohaib et al., 2016).

e Pouvoir tampon
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Le pouvoir tampon de la salive, met en jeu trois systemes tampon : les bicarbonates, les
phosphates, et les protéines. Le pouvoir tampon de la salive augmente avec la stimulation il est
presque inefficace pendant les période de faible stimulation (le PH salivaire peut descendre

alors a un niveau de 5,3) ( Tarsitano et al., 2015).
e viscosité

La viscosité peut étre définie comme la résistance a I'écoulement uniforme et sans
turbulence se produisant dans la masse d'une matiere. La viscosité est fonction de la proportion

de cellules acineuses muqueuses par rapport aux cellules séreuses (Szpirglas et al., 1999).

1.4 Mécanisme de formation et de control
1.4.1. Mécanisme de formation
La formation de la salive se déroule en deux étapes distinctes :
1.4.1.1 La salive primaire

La premiére phase se déroule au niveau de 1’acinus ou le fluide plasmatique est filtré a
travers les cellules acineuses sans modification ionique notable et aboutit a la formation d’une
salive isotonique au plasma appelé : salive primaire constituée essentiellement d’eau,
d’¢électrolytes et de protéines, La différence de pression entre les cellules acineuses et les

capillaires permet la fuite d’eau plasmatique et des ions (Pedersen et al., 2002).
1.4.1.2 La salive définitive

La seconde phase s’effectue au niveau des canaux striés ou la salive primaire est
modifiée par une sécrétion et une réabsorption d’électrolytes conduisant a la formation d’une
salive finale fluide hypotonique au plasma, une forte réabsorption de sodium et une
augmentation de potassium enrichit la salive définitive. De plus une sécrétion d’ions
bicarbonates permet la régulation du pH salivaire d’ou le pouvoir tampon de la salive (Figure

6) (Pedersen et al., 2002).
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Figure 6. Etapes de la sécrétion salivaire (Catalan et al., 2009)

2. Les glandes salivaires

2.1 Anatomie

La salive est générée dans les glandes salivaires par des cellules acineuses, recueillie
dans de petits canaux, puis relachée dans la cavité buccale, pour cela, les glandes salivaires sont

considérées comme exocrines en fonction (Janice et al., 2013).

2.2 Les types des glandes salivaires
2.2.1 Les glandes salivaires majeures
» Laglande parotide

C’est la plus volumineuse des glandes salivaires, elle pése environ 25 grammes (Mambrini,
2006). Elle est située en dessous et en avant du pavillon de I’oreille. Elle est composée
uniquement de cellules acinaires séreuses groupées en lobules. La glande parotide contient
également un nombre important de canaux intercalaires et une quantité moins importante de
canaux striés, par lequel une salive fluide riche en protéines est secrétée dans la bouche
(Pedersen et al., 2002).

» La glande sous-maxillaire

De volume moins important que la glande parotide, elle se situe sous les parties latérales du
corps de la mandibule, dans la région sous mandibulaire. Elle a la forme d’une grosse amande
et pese environ 7 g. Elle mesure 4 a 5 cm est considérée comme une glande mixte, contenant
majoritairement des cellules acinaires séreuses mais aussi des cellules muqueuses. Elle posséde
des canaux intercalaires et un nombre plus important de canaux striés. La glande sous maxillaire

secréte une salive riche en protéine et en mucine (Mambrini, 2006).
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» La glande sublinguale

Est la plus petite des glandes majeures elle a la forme d’une olive aplatie, pése environ 3 g
et mesure 2.5 cm a 3 cm dans son grand axe. C’est une glande muqueuse se trouve dans la fosse

sublinguale, La glande sublinguale sécrete un produit visqueux (Heinrich et al., 2014).
3.2.2. Les glandes mineures

Les glandes mineures, estimées a entre 600 et 1000, sont situées dans les régions
buccale, labiale, palatale et linguale de la cavité orale. Leur type cellulaire varie selon la glande.

Leur sécrétion représente environ 8% de la salive totale (Figure 7) (Eliasson et al., 2010).

Glandes salivaires

Glandes salivaires
mineures présentes
partout dans la bouche

Glande
parotide

Glande

sublinguale \

Glande
sous-mandibulaire

Figure 7. Localisation anatomique des glandes salivaires majeures et mineures (Amerongen
et al., 2002)

2.3 Histologie des glandes salivaires

Les glandes salivaires sont composées d’unités sécrétoires les acini, et excrétoires les
canaux. Elles Produisent des substances de nature soit muqueuse (visqueux) soit séreuse
(aqueux). Par ces derniéres on différencie : les glandes séreuses, muqueuses et de type mixte
(Szpirglas et al ., 1999).

X/

+» Le parenchyme salivaire

Les glandes salivaires sont constituées d’un parenchyme glandulaire et de tissu conjonctif.
Leur structure est acineuse ou tubuloacineuse, c'est-a-dire qu’elles sont organisées en lobes

constitues de plusieurs lobules composes par les acini (Figure 8) (Vidailhet et al., 2008).
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Figure 8. Composition des glandes salivaires (Nanci, 2012)

% Acini
L’acinus est formé d’un groupe de cellules sécrétrices rassemblées autour d’un canal
collecteur désigne sous le nom de canal intercalaire. Des cellules myoépithéliales se
trouvent autour des canaux intercalaires et des acini dont leurs prolongements
cytoplasmiques renferment des myofibrilles contractiles aidant I’expulsion de la salive.
Selon leur produit de sécrétion et leur morphologie, on différencie plusieurs genres
d’acini : I’acinus séreux, I’acinus muqueux, 1’acinus mixte (Vidailhet et al., 2008).

®,

«» Canaux excréteurs

Les produits élaborés par les acini sont évacuées par un systéme de canaux, avant d’étre
sécrétée dans la cavité orale, la salive passe par une série de 4 canaux : canal intercalaire,

canal strié, canal excréteur et canal collecteur (Boutebba, 2015).
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1. Définition des biomarqueurs

Les biomarqueurs peuvent étre définis selon ’EMEA (agence européenne pour 1’évolution
des medicaments) comme des paramétres biologiques (caractéristiques génétiques, protéines,
métabolites) qui permette de caractériser un état physiologique, un état pathologique,
I’évolution d’une maladie ou la réponse a un traitement (Adébiotech, 2009). 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 utilise (Charpentier, 2011), autrement dit on peut
considérer un biomarqueur comme un changement observable et /ou mesurable aux niveaux
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révele I’exposition

d’un individu (actuelle ou passée) a une ou plusieurs substances chimiques (Eberlé, 2008).

1.2 Les type des biomarqueurs

D’apres les instituts américains de la santé (NIH : National Institue of Health) les

biomarqueurs peuvent étre classés en 4 groupes :

1.2.1 Les biomarqueurs pronostiques (diagnostiques) : permettant de séparer une population

suivant des caractéristiques évolutives propres.
1.2.2 Les biomarqueurs prédictifs : permettent d’estimer le succés du traitement mis en place.

1.2.3 Les biomarqueurs pharmacodynamiques : permettant de suivre la réponse a une

intervention thérapeutique.

1.2.4 Les biomarqueurs de substituions : permettant d’évaluer ’efficacité d’un traitement en

’absence de données cliniques (Lennon, 2014 ; Charpentier, 2011).

1. 3 Les critéres d’un biomarqueur

Plusieurs éléments sont nécessaires pour qu’un biomarqueur biologique soit désigné comme

utile pour la pratique clinique courante :

e Le biomarqueur doit étre facilement détectable dans un liquide biologique.

e La modification de la concentration du biomarqueur doit étre prédictive du risque de
survenue d’un phénotype bien défini.

e Les mecanismes cellulaires et moléculaires qui expliquent la relation entre le biomarqueur

et le phénotype qu’il est censé prédire ou de diagnostiquer sont compris.
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e La relation entre la concentration du biomarqueur et I’amplitude du risque (ou la gravité
du phénotype) est linéaire.

e Le biomarqueur doit prédire, de maniere indépendante des autres facteurs de risque
cliniques ou d’autres biomarqueurs, la survenue du phénotype en question.

e La cinétique de modification de la concentration du biomarqueur doit étre connue et
reproductible pour un phénotype donné ou une intervention thérapeutique (Longrois,
2009).

1.4 L’intérét clinique d’un biomarqueur

Plusieurs étapes d’importance croissante président a la démonstration de 1’intérét clinique d’un
biomarqueur :
e démontrer que le biomarqueur est significativement modifié chez les malades par rapport aux
témoins non malades.
e évaluer les propriétés diagnostiques du biomarqueur en les comparants a celles de la méthode
de référence.
e démontrer que les propriétés diagnostiques du biomarqueur augmente la capacité du médecin
a prendre une bonne décision ; ceci peut étre parfois difficile car le moment du diagnostic peut étre
difficile a identifier (Riou, 2012).

1.5 La recherche et la validation d’un biomarqueur

1.5.1 Recherche

Les technologies a haut débit, appelées approches « omics » (la génomique, la
transcriptomique, la protéomique, la métabolomique) ont un grand potentiel pour la découverte
de nouveaux biomarqueurs, I’ensemble de ces techniques est basé sur une analyse différentielle,
qui consiste a comparer différent échantillons représentatifs (tissus, sang, biopsies, liquides
biologiques...) d’un état donné par exemple sain/malade ou encore pathologiel/pathologie2
(Lennon. 2014).

Les biomarqueurs sont identifiés par I’étude de la corrélation statistique existant entre la
présence ou I’intensité d’expression d’un marqueur biologique particulier (ADN, ARN,
protéine, meétabolite) et le résultat clinique observé (symptomes de la maladie, effets
secondaires, efficacité), donc les caractéristiques biologiques identifiées uniquement dans

I’échantillon du patient par mesures répétées ou différentiéllement par rapport a un témoin
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Peuvent alors étre considérées comme des biomarqueurs de 1’état physiologique correspondant

(Cummings, 2008).
1.5.2 Validation

Une fois les candidats biomarqueurs identifiés, leur pertinence clinique doit étre
démontrée (Adebiotech. 2009). Le but du développement et de la validation des biomarqueurs
devient donc de «développer un test valide» plutdt que de «valider une méthode développée»
donc le processus de validation du biomarqueur passe par deux étapes : La validation de la
méthode de dosage qu’elle est définie par I’Organisation Internationale pour la Standardisation
(I0S) comme « la confirmation par I’expérimentation et les preuves objectives issues de ces
expérimentations que les conditions requises pour une utilisation définie sont remplies » et la
validation clinique c¢’est-a-dire de transférer le test ou la méthode de dosage dans la pratique

clinique (Cummings, 2008).
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1. Recrutement des patients

Notre étude a porté sur une population de 24 patients atteints de candidoses buccales
(hommes, femmes et enfants) provenant de 1’hopital de Jijel (service de médecine interne, de
pédiatrie et d’oncologie) et de Taher (service de médecine interne et de pédiatrie). Les patients
recrutés se répartissent sur une tranche d’age allant de 5 a 88 ans. Les patients incapables de
cracher ont été exclus de I’étude. La population d’étude a été comparée a un sujet sain sans

pathologie connue et possedant une bonne hygiéne buccale.

2. Recueil de la salive

Pour le recueil de la salive nous avons adapté la méthode décrite par Hirtz et al. (2005) avec
guelques modifications. La salive total est prélevée le matin, 2 heures aprés le petit déjeuner
environ 10 heures du matin, aprés que le patient se soit brossé les dents avec une brosse a dents
dépourvue de dentifrice. Afin de favoriser la salivation, le patient doit boire un verre d’eau 15
minute avant le prélévement, et macher un petit bout de parafilm environ (3cm®), pendant

quelques minutes, 1ml de salive totale est ainsi prélevé dans des tubes stériles.

Les échantillons salivaires sont ensuite centrifuges a 10000 x g pendant 15 minutes afin de
supprimer les mucines, les débris cellulaires et alimentaires encore présents dans la salive. Une

fois préleve, le surnageant est immédiatement congelé (-20°C) jusqu’aux analyses.

3. Dosage des protéines totales et estimation de la quantité de protéines
a déposer

La comparaison de 1’expression des protéines salivaires entre témoin et malades nécessite
un dosage préalable des protéines. Ceci permet de déterminer précisément la quantité déposée
sur chaque piste de gel (quantité constante) ; exigence requise pour les comparaisons entre les
profils. Dans cette perspective, la méthode de dosage des protéines par le colorant Bradford a

été mise en ceuvre (Annexe 2).

3.1. Principe de la méthode

La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique, basé sur le changement
d'absorbance (la mesure se fait a 595 nm), se manifestant par le changement de la couleur du

bleu de Coomassie « Bleu brillant G » apres liaison avec les acides aminés aromatiques



Matériel et méthodes

(tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents

dans la ou les protéines.

Le complexe protéines-colorant produit un déplacement du maximum d’absorption du
colorant de 465 a 595 nm. Le changement d'absorbance est proportionnel a la quantité de
colorant lié, indiquant donc la concentration en protéines dans I'échantillon. Le dosage des
échantillons a analyser se fait a partir d’un étalonnage d’une solution de BSA (Bovin Serum

Albumine) de concentration connue et préparée simultanément dans les mémes conditions.

La technique a été réalisée dans le laboratoire de biologie moléculaire a Jijel.

3.2. Contenu du mode opératoire

- Homogénéiser le contenu de la bouteille de réactif et la laisser a température ambiante.
- Préparer le nombre nécessaire de tubes plus 5 tubes pour la gamme.

- Préparer la gamme étalon a I’aide de la BSA (Sérum albumine bovine, 2mg/ml) : Le 1*
tube correspond au blanc et ne contient pas de protéines. Il est conseillé de changer de

pointe entre chaque tube pour déposer précisément le volume prescrit.

3.3. Mesure d'un échantillon inconnu

Pour déterminer la concentration d'un échantillon inconnu : préparer une cuve avec 3mL
de réactif de Bradford ajouter 0.1mL de I'échantillon puis lire son absorbance et la reporter sur

la courbe d'approximation qui permet de retrouver sa concentration sur I'axe des ordonnées.

4. Electrophoréese monodimensionnelle

Toutes les techniques d’électrophorése sont basées sur le principe de mobilité
séquentielle des protéines dans un support soumis a un courant électrique. Cette mobilité est
fonction de : (1) la charge électrostatique fournie par les cing acides aminés acides ou basiques
; (2) La dimension et la forme des protéines ; (3) L’intensité du champ électrique (tension aux
électrodes et conductibilité de support) ; (4) Lataille des mailles du support ; (5) La température
de I’électrolyte. La technique d’électrophorése utilisée est celle proposée par Laemli (1970)
modifiée par Singh et al. (1991). La séparation se fait sur gel vertical en systéme discontinu, en
présence ou non d’un détergent ionisé, le Sodium Dovey Sulfate (SDS). Le SDS détruit les
liaisons faibles. Ceci aboutit a la formation d’un complexe SDS-protéines dénaturé avec une
charge négative qui masque la charge nette intrinséque des protéines et annule ainsi la

différence de migration due a la charge électrique. Il permet donc une séparation selon la taille,
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la conformation et la masse moléculaire. La vitesse de migration des protéines dépend surtout

de la taille des mailles du gel et de la température de 1’électrolyte.

4.1. Electrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE)

Le gel de polyacrylamide est une macromolécule réticulée, utilisée comme support
d’électrophorése. Ce gel est un copolymére d’acrylamide et de N-N' —méthyléne bis-
acrylamide. Ce dernier assure le pontage entre les chaines de polyacrylamide. La vitesse de
déplacement des protéines dépend de la taille des mailles du gel de polyacrylamide. En
modifiant le taux de pontage, il est possible de modifier la réticulation et calibrer le diamétre
des pores entre 0,5 et 4 mm. Dés lors, le gel se comportera comme un tamis moléculaire. Cet
effet de tamis se superpose a la séparation électrophorétique. La polymérisation de 1’acrylamide
se fait apres ouverture des doubles liaisons, elle nécessite la présence de deux catalyseurs : le
Tétraméthyl-Ethyléne —Diamine (TEMED), de formule (CHs)a(CH2)2N2 et le persulfate
d’ammonium (APS), de formule (NH4) S2Os. La taille des pores du gel est conditionnée par

deux facteurs :

- La proportion des molécules ponts (N, N’-méthylene bis acrylamide) qui assure la
réticulation.

- Laconcentration totale en acrylamide, bis-acrylamide. la taille des pores diminue quand
cette concentration augmente
Les protéines varient énormément non seulement en poids mais aussi en charge et en
forme. Pour les séparer, selon leur masse uniquement, il faut contrecarrer I’effet de leur
charge et de leur forme. Ceci est accompli en mettant du Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
dans le gel d’électrophorése et dans le tampon de migration. Le SDS de formule
CH3(CH2)11S03™ Na* est un détergent anionique qui dénature la chaine polypeptidique.
Il agit sur les protéines de plusieurs facons :
- Il confere aux protéines une charge négative proportionnelle a leur longueur. Il
masque ainsi la charge propre des protéines.
- Il rompt les ponts hydrogéne, bloque les interactions hydrophobes et déplie

partiellement les protéines.

4.1.1 Solubilisation des protéines
La solubilisation des protéines a été réalisée a partir de la salive des patients

malades et du sujet sain obtenue aprés centrifugation de la salive totale.

Les protéines salivaires sont solubilisées selon deux conditions :
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Condition non dénaturante ; dans une solution a base de Tris-HCI 0.062M pH
6.8, 2%, 10% glycérol (v/v), 0.01% bleu de bromophenol (p/v),

Condition dénaturante : dans une solution & base de Tris-HCI 0.062M pH
6.8, 2% SDS (p/v), 10% glycérol (v/v), 0.01% bleu de bromophenol (p/v).

4.1.2 Préparation des gels

Le support d’électrophorése est formé d’un gel de séparation (separating gel) a
T=12.58% et d’un gel de concentration (stacking gel) a T=5%. Ces deux gels sont préparés a
base d’acrylamide a 40% (p/V), de de N, N'-méthyléne bis-acrylamide a 2% (p/v) et de Tris-
HCI 1M, tamponnés a PH 8.8 pour le gel de séparation, et a PH 6.8 pour le gel le gel de
concentration. Ces deux gels sont polymérisés en présence de I’APS comme catalyseur

(persulfate d’ammonium) et du TMED comme accélérateur de la réaction de polymérisation du

gel.

Le gel de séparation est préparé en premier, bien mélangé puis coulé entre deux plaques
en verre (10x10cm), en laissant un vide de 2 cm pour le stacking gel. Une fine couche d’éthanol
est ajoutée pour niveler le gel et pour le protéger de I’air, la polymérisation s’effectue a une
température ambiante. Ensuite, le gel de concentration est préparé, bien mélangé puis coulé, est

des peignes sont rapidement inséres.

Aprés la polymérisation du stacking gel, les peignes sont enlevés en obtenant ainsi des
puits servant pour les dép0ts des extraits proteiques. Les puits sont remplis avec du tampon

avant le dép6t des échantillons.

4.1.3 La migration électrophorétique

Apres le dépot des différents échantillons, la cuve d’électrophorése (bac inferieur) est
remplie & un niveau suffisant avec le tampon d’¢€lectrophorése. Ensuite, le bac supérieur situé
entre les deux plaques (bien serré contre les joints pour éviter les fuites) est rempli lui aussi
avec le méme tampon jusqu’a ce que les faces supérieures des gels soient immergées. Ensuite,
ce dernier est placé dans la cuve d’électrophorese pour que les faces inférieures des gels
plongent dans le tampon. Enfin, la cuve est fermée et reliée a un générateur qui va assurer le
passage du courant électrique. Le gel de dimension 100x100x1.5 mm est soumis a une intensité
constante de 25 mA, et une tension ne dépassant jamais le maximum. La cuve d’électrophorése
est maintenue a une température constante a 10°C grace a un systéme de refroidissement. Les
protéines chargées négativement migrent vers 1’anode et sont sé¢parées selon leur encombrement

moléculaire. La migration est arrétée apres la sortie du front coloré.
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4.1.4 Coloration et décoloration

Apreés la sortie du front de migration, le gel de concentration est éliminé, et le gel de
séparation est démoulé et mis dans des bacs contenant une solution composée d’un agent
fixateur des protéines, le TCA (acide trichloracétique) a 60%, ainsi qu’un produit colorant, le
bleu de Coumassie R250 a 1% (p/v), les bacs sont mis en agitation pendant 24 heures. Le gel

est ensuite décoloré en le plagant dans I’eau du robinet pendant toute la nuit.

4.1.5 Conservation des gels
Une fois les gels décolorés, ils sont placés dans une solution du glycérol a 10% pendant
1 une heure d’agitation au minimum pour €tre ensuite séchés et conservés entre deux feuilles

de papier polyéthyléne.

4.2. Analyse des gels

Il s’agit d’une lecture biochimique qui consiste a déterminer la mobilité de chaque bande
décelable dans le gel et la localiser dans la zone de haut ou de faible poids moléculaire pour
donner un poids moléculaire approximative a chaque bande protéique. Ensuite une matrice
binaire de présence/absence a été élaborée. On considére qu’une bande n’est pas
significativement différente d’une autre lorsqu’elles sont de méme mobilité et/ou qu’elles ne se

distinguent pas par au moins deux classes de concentration.

4.3 Analyse des données

La courbe d’étalonnage de la BSA et la détermination des concentrations des protéines

totales salivaires ont été etablis par Excel 2013.

La classification ascendante hiérarchique (CAH) ou I’analyse en cluster entre les profils
protéiques a été effectuée par XLSTAT (version 2018.20.5) en se basant sur la similarité

générale.
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Cette étude a été basée sur la séparation des protéines salivaires totales par la technique
d’¢lectrophorése dans le but de chercher des biomarqueurs salivaire de la pathologie en
question.

1. Dosage des protéines salivaires

Les échantillons des protéines sont obtenus a partir de 0.1 ml de salive stimulée puis dosés
par la technique de Bradford (595 nm) en utilisant la BSA comme standard.

Les concentrations des protéines salivaires totales des échantillons a analyser par
électrophorese sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Concentration des protéines salivaires totales des échantillons analysées
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Les dilutions nécessaires sont effectuées de facon a déposer une quantité de 250 ug de

protéines dans chaque puits.

2. 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 proteines salivaires. Cette technique
permet d’obtenir I’ensemble des protéines. La lecture des diagrammes consiste a révéler la
mobilité de chacune des bandes protéiques en mesurant la distance parcourue par chaque bande
dans le gel de séparation. Les diagrammes électrophorétiques sont lus par zone ; une zone de
haut poids moléculaire « HPM » ou zone 1 allant de 150 KDa a 30 KDa et une zone de faible
poids moléculaire « FPM » ou zone 2 allant de 30 KDa a 10 KDa (Figure 10).
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Zone 1

Zone 2

Figure 9. Zones de lecture des profils électrophorétiques

2.1.Analyse des protéines salivaires non dénaturés et non réduits (PAGE)

Les diagrammes des 21 échantillons analysés (20 malades et 1 témoin) renferment de 2 a
9 bandes décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines salivaires avec des

mobilités allant de 10 mm a 82 mm (Figure 11).

Nous dénombrons 18 bandes protéiques de mobilités différentes qui se répartissent
comme suit : 10 bandes protéiques dans la zone 1 caractérisees par la gamme de masse
moléculaire approximative de 150-30 KDa et 8 bandes protéique dans la zone 2 caractérisées

par la gamme de masse moléculaire approximative 30-10KDa (Annexe 3).

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et du sujet sain révele des
variations quantitatives et qualitatives remarquables. La variation la plus importante observée
était remarquée dans la zone de HPM (zone 1), la premiéere bande protéique 1 de mobilité 10
mm est présente chez le témoin avec une intensité importante et d’une intensité moyenne a
faible chez les patients 8, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, alors qu’elle est absente chez le

reste des patients.

De méme, la bande protéique de mobilité 12 mm présente des variations qualitatives et
guantitatives importantes, elle est présente chez le témoin a une concentration modérée et est
faiblement concentrée chez les patients 1, 2, 7, 20, 23 et absente chez les patient 6, 10, 14, 16,
19, 21, 22, 24.

Les poids moléculaires approximatifs de ces bandes sont estimés a 150 et 100 KDa
respectivement. Les variations qualitatives et quantitatives de ces deux bandes entre patients
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(faible intensité & absence) et témoin (présence) peuvent étre interprétées par la dégradation de
ces proteines au cours de la maladie. La sécrétion des enzymes lytiques de candida albicans

(protéases) peuvent étre a I’origine de cette dégradation (Baldo, Mathy et al. 2007).

La bande protéique 11 de mobilité 40 mm est présente chez le témoin (intensité moyenne)
et tous les échantillons avec des concentrations variables. Le patient 10 présente une tres forte
intensité de cette bande protéique, alors qu’elle est absente chez les patients 17, et présents une
intensité tres faible chez les patients 3 et 4. Ces différences observées entre patients sont
probablement due d’une part a la dégradation des protéines par les enzymes lytiques de Candida
albicans, d’autre part a 1’évolution pathologique associ¢e avec 1’age et le sexe (Murr, christiane
et al. 2017). En outre, cette variabilité d’expression de cette bande protéique (absente a
faiblement concentrée chez tous les patients/ fortement concentrée chez un seul patient) peut
étre due a la dégradation de certaines protéines salivaires par des protéases exogene lors du
recueil de la salive (Benjamin, Schulz et al. 2013 ; Jasim, Olausson et al. 2016).

Il'y a aussi des bandes protéiques qui présentent des variations qualitatives importantes
telles que les bandes 7 et 8 qui ne sont présentes que chez les patients 1 et 20 respectivement
(zone 1), les bandes 17 et 18 (zone 2) qui sont présentes chez le patient 14 uniquement, et la
bande 13 retrouvée seulement chez le patient 1. Ces différences observées entre les patients
peuvent étres probablement dues a des facteurs tels que ; 1’évolution de la maladie, les

pathologies associées (état hormonale) (pauline, claire et al. 2018).

16 17 18 19 20 21 T 22 23 24 08

— ZoneOl

— Zone02

Figurel0. Electrophorégrammes des protéines salivaires non dénaturées et non réduites

29



Résultats et discussion

2.2. Analyse des protéines salivaires dénaturés et non réduits (SDS-PAGE)

Les diagrammes électrophorétiques des 18 échantillons (17 malades et 1 témoin) analysés
renferment de 1 a 18 bandes protéiques décelables qui se répartissent dans les deux zones de

poids moléculaire avec des mobilités allant de 8 a 74 mm (Figurel2).

Les diagrammes sont lus par zone. Nous dénombrons 17 bandes protéiques de mobilités
différentes qui se répartissent comme suit : 8 bandes protéiques dans la zone 1 et 9 bandes
protéiques dans la zone 2, qui sont caractérisées par les gammes de masse moléculaire

approximative de 150-30 KDa et 30-10 KDa respectivement (Annexe 3).

La comparaison des profils électrophorétiques des malades et des sujets sains révele des
variations quantitatives et qualitatives importantes. La bande protéique 1 de mobilité 0.8 mm
est omniprésente et est fortement concentrée chez les patients 4, 17, 23, 24 bien qu’elle est
faiblement retrouvée chez le témoin. Cette variation est probablement due a I’augmentation de
sécrétion des protéines salivaires fongicides présente a 1’état physiologique (Armand, Ngounou
et al.2015).

La bande 8 de mobilité 36 mm est absente chez les patients 3, 8, 13, 20 et 21 alors qu’elle
est présente a 1’état de traces chez le témoin et les patients 7 et 6 qui présentent un état initial
de la maladie et avec de forte concentration chez le reste des patients. Cela peut étre di a
I’augmentation des protéines fongicides parmi eux les lactoferrines (77 KDa) (Lupetti,

Paulusma- Annema et al. 2000).

Certaines protéines ne sont détectées que chez quelques patients (avec absence chez le

témoin) :

Dans la zone 2 la bande protéique 14 de mobilité 57 mm est retrouvée uniquement chez
les patients 15, 18, 22, 23. La bande protéique 16 de mobilité 70 mm est détectée chez les
patients 6, 18, 23, 24. D’apres les pathologies associées a ces patients, ces variations qualitatives
sont probablement liées a plusieurs facteurs extrinseques tels les antibiotiques, la
chimiothérapie, 1’état nutritionnel (favorisent la survenue des candidoses) (Mayer, wilson et
al.2013). Ceci peut étre aussi traduit par la synthese des protéines antifongiques telles : la
calprotéctine (36,5 KDa) pour la bande protéique 14 et 1’antileucoprotéase (11,7KDa) pour la
bande protéiquel6 (Sweet, Denbury et al. 2001 ; Chattopadhyay, Gray et al. 2004)
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Figure 11. Electrophorégrammes des protéines salivaires dénaturantes et non réduites

La derniere bande protéique de la zone 2 (bande 17 de mobilité 74mm) est faiblement
présente chez le témoin avec des concentrations modérées chez les patients 1, 7, 15, 18, 23, 24
alors qu’elle est absente chez le reste des patients. Cette variation peut étre interprétée par la
sécrétion des protéines salivaires défensives telles les défensines et les histatines de poids
moléculaire d’environ 3 a 5 KDa (Niyonsaba, Ogawa et al. 2005 ; Kavanagh, Dowd et al. 2004).

Ce type de variations confére a cette bande protéique les propriétés d’un biomarqueur.

L’utilisation de la technique d’électrophorése monodimensionnelle (PAGE et SDS-PAGE)
nous ont permis de souligner plusieurs bandes protéiques présentant des variations quantitatives
et qualitatives importantes permettant le recrutement (de certaines d’entre elles) comme
protéines ayant les propriétés préliminaires de biomarqueurs de la pathologie étudiée.
Cependant, cette analyse ne constitue qu’une premiere étape de 1’analyse protéomique pour la
validation d’un biomarqueur. Pour cela, notre étude doit étre poursuivie par une deuxieme
dimension d’¢électrophorese (séparation selon le pH) pour une meilleure résolution des bandes

protéiques permettant ainsi une analyse plus sure et reproductible.
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3. Analyse du polymorphisme des protéines salivaires

3.1 En condition non dénaturante et non réduite

3.1.1 Les protéines salivaires de HPM

L’analyse électrophorétique des 21 échantillons a permis de distinguer 10 bandes protéiques
salivaires de haut poids moléculaire (Tableau 3).

La diversité des bandes protéiques est importante dans la zone 1 de haut poids moléculaire.
Dans cette zone, la bande protéique 10 dont la mobilité est 40 mm est omniprésente ayant une
fréquence de 95.23%, donc c’est la « protéine salivaire dominante » dans cette zone, suivie de
la bande protéique 2 de mobilité 12 mm retrouvée chez 13 échantillons avec une fréquence de
61.90%. La bande protéique 1 de mobilité 10 mm est considérablement fréquente (52.38%).
Des bandes protéiques moins fréquentes sont observées, telles que les bandes 3, 4, 6, 5et 9 dont
les fréquences sont 38.09%, 19.04%, 14.28%, 9.52% respectivement (Tableau 3). Les bandes

protéiques de mobilité 7 et 8mm présentent la plus faible fréquence (4,76%).

Tableau 3 : Fréquences des protéines salivaires de HPM

ilita Fréquences
Bap_des Mobilites Echantillons (E)
protéiques (mm) (%)

Témoin, E8, E14, E16, E17, E18, E19, E20,
1 10 52.38
E21, E23, E24

Témoin, E1, E2, E3, E4, E7, E8, E13, E15,

2 12
E17, E18, E20, E23 61.90

3 15 Témoin, E1, E3, E7, E8, E13, E15, E17 38.09
4 18 El, E18, E22, E24 19.04
5 21 E18, E22 9.52
6 22 1, E18, E22 14.28
7 26 El 4.76
8 32 E20 4.76

9 34 | E4,E19 9.5
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Témoin, E8, E16, E18, E19, E20, E21, E22,
10 40 E23, E24, E1, E2, E3, E4, E6, E7, E10, E13, 95.23
El4, E15

3.1.2 Les proteéines salivaires de FPM
L’analyse de la diversité des protéines salivaires de faible poids moléculaire des 21 échantillons
nous a permis de distinguer 8 bandes protéiques salivaires de mobilités différentes (Tableau 4).

Le polymorphisme des bandes protéiques est peu important dans la zone de faible poids
moléculaire (Figure 18). Dans cette zone, la bande protéique 14 dont la mobilité est de 63 mm
est présente dans 10 échantillons ayant une fréquence de 47.61 %, c’est la « protéine salivaire
dominante » dans cette zone, suivie par la bande protéique 15 de mobilité 70 mm retrouvee
chez 7 échantillons avec une fréquence de 33.33%. Les bandes protéiques 16 et 11 de mobilité
75 et 47 mm respectivement sont moins fréquentes (28.57%) suivies par la bande protéique 12
de mobilité 55 mm avec une fréquence de 9.52% (Tableau 2). Ainsi les bandes protéiques 13,

17 et 18 de mobilité 59 ,80 ,82 respectivement présentent la plus faible fréquence (4.76%).

Tableau 4 : Fréquences des protéines salivaires de FPM

Bandes Mobilités : Fréquences
protéigues (mm) Echantillons (E) (%)
11 47 El, E3, E4, E8, E19, E22 28.57
12 55 E3, E10 9.52
13 59 El 4.76
Témoin, E1, E3, E4, E6, E7, E8, E13,
14 63 47.61
E17, E19,
15 70 Témoin, E4, E7, E15, E17, E21, E23 33.33
16 75 E4, E15, E19, E21, E23, E24 28.57
17 80 El4 4.76
18 82 El4 4.76
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3.2 En condition dénaturantes et non réduites

3.2.1 Les protéines salivaires de HPM

La diversité des bandes protéiques est peu importante dans la zone 1 de haut poids moléculaire.
Dans cette zone la bande protéique 1 dont la mobilité est de 8 mm est présente chez 15
échantillons ayant une fréquence de 83.33% donc c¢’est la « protéine salivaire dominante » dans
cette zone, suivie de la bande protéique 8 de mobilité 36 mm retrouvée chez 13 échantillons
avec une fréquence de 72.22%. La bande protéique 2 de mobilité 10 est moyennement fréquente
avec 66.66%, suivie de la bande protéiques 4 de mobilité 15 mm avec une fréquence de 33.33%.
La bande protéique de mobilité 34 mm a une fréquence de 22.22%. Les bandes protéiques 5 et
6 avec des mobilités respectives de 27mm et 31mm ont été détectées a une fréquence de 16.66
%. La bande protéique 3 ayant une mobilité de 13mm est la moins fréquente avec une fréquence
de 5.55% (Tableau 5).

Tableau 5 : Fréquences des protéines salivaires de HPM

Mobilités . Fréquences
Bandes (mm) Echantillons (E) (%)
Témoin, E1, E2, E3, E4, E6,
1 8 E7, E8, E13, E15, E17, E20, E21, 83.33
E23, E24
Témoin,
2 10 E1,E4,E7,E8,E13,E15,E17,E 66.66
21,E22 E23,E24
3 13 E4 5.55
E15, E17, E18, E22, E23,
4 15 33.33
E24
5 27 El, E2, E6 16.66
6 31 El, E2, E6 16.66
7 34 E2, E17, E23, E24 22.22
Témoin, E1, E2, E4, E6, E7,
8 36 712.22
E15, E16, E17, E18, E22, E23, E24
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3.2.2 Les protéines salivaires de FPM

Dans la zone de faible poids moléculaire, la plus haute fréquence protéique observee est celle
de la bande 15 de mobilité 61 mm retrouvée chez 9 échantillons avec une fréquence de 50%,
ensuite viennent les bandes protéiques 17, 11 et 10 dont les fréquence sont de 38.88%, 33.33%
et 27.77% respectivement. Les bandes protéiques 14 et 16 sont retrouvées chez 4 échantillons
dont les mobilités respectives sont de 57et 70 mm avec une fréquence de 22.22%. Les bandes
protéiques 9 (39 mm), 12 (52mm) et 13 (54mm) ont une fréquence de 16.66% (Tableau 6).

Tableau 6 : Fréquences des protéines salivaires de FPM

Bandes Mé)rgir:]i;és Echantillons (E) Fré?;f )nces
9 39 E1, E2, E23 1060
10 41 El, E6, E18, E22, E23 271.77
11 49 El, E2, E6, E18, E22, E23, 33.33
12 52 El, E2, E23 16.66
13 54 E1l, E18, E23 16.66
14 57 E15, E18, E22, E23 22.22
15 61 Témoin, E6, E7, E13, E15, E18, E21, £0.00

E22, E23
16 70 E6, E18, E23, E24 22.22
17 74 Témoin, E1, E7, E15, E18, E23, E24 38.88
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4. Classification hiérarchique des patients suivant le protéome salivaire

La classification ascendante hiérarchique (CAH) est une méthode de classification itérative
dont le principe est simple. On commence par calculer la dissimilarité entre les objets. Puis on
regroupe les deux objets dont le regroupement minimise un critere d'agrégation donné, créant
ainsi une classe comprenant ces deux objets. On calcule ensuite la dissimilarité entre cette classe
et les 2 autres objets en utilisant le critere d'agrégation. Puis on regroupe les deux objets ou
classes d'objets dont le regroupement minimise le critére d'agrégation. On continue ainsi jusqu'a
ce que tous les objets soient regroupés. Ces regroupements successifs produisent un arbre
binaire de classification (dendrogramme), dont la racine correspond a la classe regroupant
I'ensemble des individus. Ce dendrogramme représente une hiérarchie de partitions.

4.1 Classification des protéines salivaires fractionnées par PAGE

Le dendrogramme illustré dans la (figure 13) montre les relations entre les individus en se

basant sur le polymorphisme des protéines salivaires (matrice binaire).

13 |
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0,9422619 0,8422619 0,7422619 0,6422619 0,5422619 0,4422619 0,3422619
Similarité

Figure 12. Dendrogramme des protéines fractionnées par PAGE
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La population est divisée en 5 classes majeures a une distance d’agrégation de 0.665
(figure 14).

Dendrogramme

ca

C1

c3

c5

Cc2

0,9422619 0,8422619 0,7422619 0,6422619 0,5422619 0,4422619 0,3422619
Similarité

Figure 13. Répartition des classes basée sur la PAGE

Cette classification recrute le témoin dans une classe a part (classe 1) ce qui confirme le
bon choix du sujet témoin dans cette étude. La deuxiéme classe est formée par 3 patients (17, 2
et 1). Ces derniers qui présentent des profils protéiques proches ne montrent pas des caracteres
en commun. La classe 3 est la classe majeure, elle comprend la plupart des patients (16, 7, 8,
21, 20, 10, 15, 6, 3, 4 et 14), elle-méme est divisée en deux sous classes dont la deuxieme
comprend un seul patient (14). Ces patients présentent des degrés de similarité élevée. On note
que la majorité de ces patients ont développé un AVC (accident vasculaire cérébral) avec un
age avancé. La quatrieéme classe est formée d’un seul individu, patient (13). La cinquiéme classe
comprend les patients 19 et 18, ces deux derniers sont des femmes ayant un age avancé (80 et

85 respectivement).

4.2 Classification des protéines salivaires fractionnées par SDS-PAGE

L’analyse en cluster du protéome salivaire fractionné par SDS-PAGE divise la population
d’¢étude en cinq grandes classes a une distance d’agrégation de 0.700 ce qui concorde avec la

classification précédente (Figure 15).
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Dendrogramme

c3

Cc2

c5

C1

ca

0,9034392 0,8034392 0,7034392 0,6034392 0,5034392  0,4034392
Similarité

Figure 14. Répartition des classes basée sur la SDS-PAGE

La premiere classe est composée de deux patients (1 et T) (Figure 16). La deuxieme classe
étant la classe majeure comprend 1’ensemble de 9 patients (18, 13, 22, 16, 15, 6, 4, 17 et 20).
Ces patients regroupés dans un méme groupe ne présentent pas les mémes phénotypes (tranches
d’ages différentes, sexes différents.....). La troisiéme classe regroupe 3 patients (2, 3 et 23), ces
derniers ont en commun le sexe et la tranche d’age. La classification recrute le patient 8 dans
une classe a part (classe 4), ce dernier présente un profil protéique différent toutefois, il ne
présente pas des particularités phénotypiques par rapport aux autres patients. De méme, la
cinguieéme classe est formée par le patient 21 seulement et pas de particularités phénotypiques

sont révélées pour ce patient.
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Figure 15. Dendrogramme des protéines fractionnées par SDS-PAGE

L’age et le sexe des patients ainsi que certains phénotypes communs et les pathologies
associés ne semblent pas corrélés avec la classification hiérarchique basée sur la composition
en protéines salivaires. Cependant ceci doit étre renforcé par d’autres tests statistiques (Test de
Mentel ou analyse en composantes principales par exemple) en tenant en compte le maximum

de parametre et un large éventail de patients.

39
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5. Synthése et discussion générale

La salive humaine abrite des protéines d'intéréts divers, et environ 30% des protéines
sanguines sont également présentes dans la salive (Lazaro et al., 2015). Cela souligne que la
salive peut étre utilisée pour des applications cliniques, tout comme l'urine ou le sang. Un
nombre important de protéines salivaires sont similaires a celles se trouvant dans le sang et dont
le r6le a déja été établi notamment dans les maladies d'Alzheimer, d'Huntington, de Parkinson,
les cancers du sein, du pancréas, cancer colorectal, des cancers de la cavité buccale, des
infections par le virus du sida, ainsi que dans les deux types de diabéte. Des recherches avaient
aussi montre que les protéines de la salive guérissaient des plaies dans la cavité buccale,
amplifiaient la voix, développaient le godt et détruisaient les bactéries et les virus (Zhang et al.,
2016). Cependant, la traduction des découvertes de biomarqueurs salivaires en parametres

cliniques est entravée par la dynamique et la complexité du protéome salivaire.

Les résultats de I’analyse ¢lectrophorétique du protéome salivaire des patients atteints de
candidoses buccales ont révélé la présence de plusieurs protéines d’intérét. Toutefois certaines
bandes protéiques étaient caractéristiques de patients particuliers. En outre, les résultats de la
classification ascendante hiérarchique basée sur les matrices de similarité montrent la diversité
importante entre les diagrammes protéiques des patients. Chaque patient présente un profil
électrophorétique spécifique sauf de rares exceptions. Ces constats témoignent la dynamique,

la variabilité et la sensibilité du protéome salivaire.

L’¢étude faite par Murr et al. (2017) a montré 1’association du protéome salivaire avec quelques
phénotypes. En effet, un grand nombre de proteines est associé avec le statut fumeur. De plus
I’age a une influence particuliere sur la composition en protéines salivaires. En outre, cette
derniere étude révele 1’influence de phénotypes communs (sexe, indice du poids corporel) sur
les profils protéiques salivaires des sujets analysés. Ceci dit, ces facteurs doivent étre pris en
considération lors de I’investigation du protéome salivaire en association avec la maladie a
étudier. Ceci confirme que certains facteurs ont influencé la classification des patients en
fonction du protéome salivaire dans les deux conditions d’étude (PAGE et SDS-PAGE).

De plus, dans leur étude, Jasim et al. (2016) étudiérent le profil du protéome dans la salive
entiere parotidienne et sublinguale non stimulée et stimulée de dix patients sains examinés et
caractérisés dans les mémes conditions, en utilisant I'électrophorese sur gel. Les résultats ont
démontré que différentes méthodes de collecte fournissent des différences claires dans
I'instantané du protéome salivaire et également dans la quantité relative de protéines

specifiques. La nature variable du proteome salivaire suggere que différentes approches
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peuvent devoir étre adoptées lors de I'étude de sa composition ou de son réle possible en tant
qu'indicateur d'états physiologiques particuliers. Ceci souligne I'importance de la cohérence lors

de la collecte des échantillons de salive pour I'analyse protéomique.

On peut donc dire que la détermination de la variabilité du protéome salivaire est une
condition préalable au développement de la salive en tant qu'outil diagnostique et pronostique
dans des états physiologiques particuliers. Dans ce contexte, il est important que la variabilité
technique induite par la collecte et le traitement des échantillons soit maintenue au minimum
pour pouvoir évaluer de maniere reproductible la variabilité dans les états de santé et de

maladie.

En outre, les techniques de préparation, de traitement et de stockage des échantillons
(température surtout) influencent la dynamique du protéome salivaire. Des études ont montré
que la température ambiante favorise la protéolyse ainsi que 1’activité protéolytique exogene
est largement liée aux conditions de stockage (Esser et al., 2008). Dans notre analyse de profils
électrophorétiques, la faible concentration ou 1’absence de certaines bandes protéiques par
rapport au témoin peuvent étre interprétées, non seulement par la dégradation de certaines
protéines salivaires par des enzymes lytiques de Candida albicans (protéolyse endogene), mais

aussi par la protéolyse exogeéne liée aux conditions de stockage.

De plus, certaines conditions de la méthode de recueil (salive parotidienne et sublinguale,
stimulée et non stimulée) affecte les sécrétions salivaire et par conséquent la composition en

protéines salivaires (Benjamin et al., 2013).

Pour cela, nous croyons que des recommandations peuvent étre faites en ce qui concerne
I'échantillonnage de la salive pour assurer la qualité des futures études dans le domaine

émergent de la protéomique clinique de la salive.

En perspectives de pouvoir utiliser la salive comme liquide de diagnostic ou de pronostic, il est

nécessaire de comprendre :

(i) la variation biologique normale des biomolécules dans la salive (par exemple,

variation diurne, variation intra-sujet et variations entre sujets, effets sur I'age et le sexe).

if) la variation biologique inter-individuelle des biomolécules dans la salive (choix de

style de vie, regime alimentaire, médicaments, tabagisme, alcool et activité physique).
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iii) les variations méthodologiques dues a I'échantillonnage, a la manipulation et au
stockage de la salive ; Etant donné que le protéome salivaire est sensible & la fois aux facteurs

extrinseques et aux facteurs intrinseques.

Ainsi, il faut tenir en compte, les variations diurnes des analytes, de I'dge, du sexe, etc. Il
est également important de normaliser les méthodes de collecte de la salive pour satisfaire aux
exigences d'analyse de routine. Par conséquent, nous suggérons que les méthodes utilisées dans
un environnement de recherche s‘alignent aussi étroitement que possible avec les exigences de

I'application clinique.

Les études protéomiques salivaires ont répertorié une diversité remarquable de protéines
et de modifications importantes. Cependant, la protéomique clinique de la salive est encore a

un stade primitif, en particulier en ce qui concerne la traduction clinique.
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Ce travail a été effectué pour explorer le protéome salivaire des patients atteints de
candidoses buccales et le comparer avec celui du sujet sain par application des techniques
d’¢électrophorése monodimensionnelles, pour la recherche de protéines spécifiques pouvant

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

La méthode de separation des protéines utilisée est celle de Laemeli (1970) modifiee
par Singh (1991). Le choix de cette méthode était dans le but d’avoir une meilleure expression
des protéines salivaires. Pour cela, la technique d’électrophorése sur gel de polyacrylamide a

été réalisée dans deux conditions différentes : non dénaturantes et dénaturantes.

L’utilisation de ces critéres pour le fractionnement des protéines salivaires nous a fourni

des diagrammes satisfaisant et nous a permis de :

» Comparer les profils électrophorétiques des sujets malades avec celui du témoin 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 1I’absence ou la présence

d’une ou plusieurs protéines.

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

moléculaire.
« Distinguer les différences dans la composition protéiques des malades et du témoin.

* Identifier quelques bandes protéiques susceptibles d’étre des biomarqueurs salivaires de la

maladie.

En outre, le calcul des fréquences et la classification hiérarchique, ont permis

d’apprécier la diversité des protéines salivaires dans les deux conditions.

L’analyse des gels a permis de déceler 19 bandes protéiques de mobilités différentes
pour les protéines non dénaturées (9 bandes protéiques de HPM et 10 bandes protéiques de
FPM). Dans les conditions dénaturantes, 17 bandes protéiques sont observées (8 bandes
protéiques de HPM et 9 de FPM). Une nette différence est observée entre le profil du sujet sain
et des patients. Dans les conditions non dénaturantes, 3 bandes protéiques ont presenté des
différences qualitatives et quantitatives importantes (B1, B2 et B11). Dans les conditions
dénaturantes, 2 bandes protéiques d’intérét sont détectées (B1 et B8). 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.



Conclusion

Certaines protéines ne s’expriment que chez certains malades et sont absentes chez le témoin ;

B7, B8, B17 et B18 dans la premiére condition, B14 et B16 dans la deuxiéme condition.

Les résultats de la classification ascendante hiérarchique basée sur les matrices de
similarité montrent la diversité importante entre les diagrammes protéiques des patients.
Chaque patient présente un profil électrophorétique spécifique sauf de rares exceptions. Ces
constats témoignent la dynamique, la variabilité et la sensibilité du protéome salivaire. Dans ce
contexte, il est impératif de tenir en compte certains facteurs lors de I’analyse du prtéome
salivaire, a savoir ; la cohérence lors de la collecte des échantillons, 1’age, le sexe, I’indice de

masse corporelle, 1’état nutritionnel, le statut fumeur, les pathologies associées....

L’application de la technique d’¢électrophorése monodimensionnelle nous a fourni des
résultats satisfaisants mais elle reste insuffisante pour diagnostiquer la maladie. Pour cela, nous
envisageons I’emploi de 1’électrophorése bidimensionnelle pour une meilleure séparation et
résolution des protéines d’intérét. La poursuite de cette analyse par la caractérisation des
protéines par spectrométrie de masse sera nécessaire afin d’identifier les protéines susceptibles

d’étre considérées comme des biomarqueurs potentiels de cette maladie.
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Annexe 1 : Solutions pour la préparation des gels

Solution mere d'acrylamide & 40% (a préparer avec gants et masque)

e Acrylamide 409

e FEaudistillée 100 ml
Solution mere de bisacrylamide a 2% (& préparer avec gants et masque)

e Bisacrylamide 29

e Eau distillée 100 ml
Solution stock de SDS a 10%

e Sodium Dodécyl Sulfate 10g

e FEaudistillee 100 mi
Solution d"APS (Ammonium Persulfate) & 5% (a préparer extemporairement)

e APS 05¢

e FEaudistillee 10 ml

Tampon Tris HCI pH 8.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

e Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 60.57¢
e Eau distillée qsp 400 ml
e Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant 8a10ml

e Eau distillée gsp500 ml

Tampon Tris HCI pH 6.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

e Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 30.285¢

e Eau distillée qsp 200 ml

e Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant 19.5 ml

e Eau distillée qsp 250 ml
Tampon de migration

e Glycine 70.55¢

e Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 159

e SDS 24

e FEaudistillee gsp 5000 ml
Solution de coloration (pour deux gels)

e TCA 60% 100 ml

e Solution mére de Bleu de Coomassie R250 25 ml

e FEaudistillee gsp 500 ml

Solution mére de bleu de Coomassie R250
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e Bleu de Coomassie R250 10¢
e Ethanol 95° gsp 1000 ml
- L'éthanol doit étre mis en agitation dans I'éprouvette, avec un barreau aimanté. Le bleu de
Coomassie est ensuite ajouté (sinon le bleu prend en masse au fond du contenant). Laisser en
agitation au moins deux heures, puis filtrer la solution.

Gel de séparation (runing gel)

e Acrylamide 40% 12,4 ml
e Bisacrylamide 2% 2,4 ml

e Tampon Tris HCI PH 8,8 15,2 ml
e SDS 10% 0,40 ml
o APS1% iml

e TEMED 20ul

Gel de concentration (stacking gel)

e Acrylamide - Bisacrylamide (30 :0,8) 8,09 ml
o Eau distillée 13 ml
e Tampon Tris HCI (0,5M = 6,8) 5mil
e SDS 10% 160 ul
e APS (20%) 100 ul

e TEMED 16 ul
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Annexe 2 : Dosage des proteines totales

Réactif de Bradford

o Bleu de Coomassie G250 100mg
o Ethanol a4 95% 50mL
« Acide phosphorique (H3PO4) a 85% 100mL
e dH20O Qsp 1L

o A conserver a 4°C a l'abri de la lumiére

o Solution mere (stock) de serumalbumine (BSA) a 2g/L (2mg/mL) obtenue a partir de

solubilisation de BSA lyophilisée dissoute dans de I'eau distillée.

e Preparation des dilutions de BSA

T0,25 TO05 T1 T1,4
BSA stock
(2mg/m) 250 pl 500 pl 1000 pl 1400 pl
H20 1750 pl 1500 pl 1000 pl 600 pl
[BSA] mg/ml 0,25 0,5 1 1,4

e Préparation de la gamme étalon

Nous avons utilisé 5 points pour tracer la droite

N° Tube BSA des dilutions (mg / ml) Réactif de Bradford (ml)
1 (Blanc) 0 3

2 0,25 3

3 0,5 3

4 1 3

5 14 3

e La courbe d’étalonnage

Concentration
0 0.25 0.5 1 1.4
(mg/ml)
DO 0 0.192 0.333 0.63 0.882

Courbe etalon representant la variation de la concentration en BSA en fonction de

I’absorbance.
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0,9 y= 0,6223x 0.882
R?=0,98 '

0,8

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Concentration BSA mg/ml

Gamme étalon de la quantité de BSA



Annexes
Annexes 3 : profils électrophorétique
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Résumé
La candidose buccale est I’infection fongique humaine la plus répandue, induite par des levures du genre

Candida. Cette pathologie est bien connue pour ses conséquences au niveau buccal et les modifications du
flux salivaire ou encore de la composition protéique. Récemment, le protéome salivaire humain a fait
I’objet de plusieurs études visant a mettre en évidence sa complexité au niveau de la composition en
protéines. Afin de pouvoir appréhender les modifications salivaires au niveau protéique, nous avons
comparé les profils obtenus par électrophorése monodimensionnelle des protéines salivaires d’un sujet sain
et de patients atteints de candidoses. L’analyse des profils a permis de mettre en évidence des différences
remarquables entre patients et témoin. Cette étude nous a permis de mettre en évidence plusieurs bandes
protéiques d’intéréts qui, aprés caractérisation, peuvent étre considérées comme des biomarqueurs de cette
pathologie. L’analyse en cluster des protéines salivaires montre la variabilité importante des diagrammes
protéiques des patients. Ces constats témoignent la complexité, la dynamique, la variabilité et la sensibilité
du protéome salivaire.

Mots clés : Candidoses buccales, salive, biomarqueurs, protéome, électrophorése.

Abstract
Oral candidiasis is the most commun fungal infection induced by yeasts of the genus Candida. This

pathology is well known for its consequences at the oral level and the changes in the salivary flow or the
protein composition. Recently, the humain salivary proteome has been the subject of several studies to
highlight its complexity in terms of protein composition. In order to understand the salivary changes at the
protein level, we compared profiles obtained by mono-dimentional electrophoresis of salivary proteins of
a healthy subject and patients with candidiasis. The analysis of the profiles made it possible to highlight
remarkable differences between patients and witness. This study allowed us to highlight several protein
bands of interest wich, after characterization, can be condidered as biomarkers of this pathology. Cluster
analysis of salivary proteins shows the large variability of proteins patterns in patients. These finding
demonstrate complexity, dynamics and sensivity of the salivary proteome.

Key words : oral candidiasis, saliva, biomarkers, proteome, electrophoresis
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