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INTRODUCTION

Introduction
Les tumeurs cérébrales sont des masses cellulaires anormales pouvant se développer au
dépend des structures tissulaires intra ou extra cérébrales. Elles représentent, malgré leur
rareté relative, un probléme de santé publique a cause de la mortalité et de la morbidité qui les
accompagnent. En Algérie le nombre de personne atteints est estimé 40.000 cas avec 22.000
déces/an, a Bgjaia entre 2012 et 2014 I'incidence de ces tumeurs passe de 5 a 18 cas pour
100.000 habitants par ans.

En dépit d avancées significatives dans la recherche biomédicale particulierement dans
I’ oncogénomique et |’ oncoprotéomique, nos connaissances sur la physiopathologie des
tumeurs cérébrales sont encore parcellaires, et les retombées pratiques de ces recherches dans
le domaine du dépistage, du diagnostic, du pronostic ou des traitements sont encore tres
limités. C'est pourquoai, il est nécessaire d' éaborer de nouvelles stratégies pour identifier les
molécules impliquées dans des mécanismes d'initiation et/ou de la progression tumorae
(Hudler et al., 2014).

Plusieurs approches se focalisent sur la détection de nouveaux marqueurs biologiques,
notamment |'approche protéomique, celle-ci pourrait permettre d éablir un profil
d’expression pour chaque tumeur. Par ailleurs, les caractéristiques des patients tels que I'age,
le sexe, l'origine ethnique affectent les valeurs de ces marqueurs tumoraux a un degré
significatif, lamise en évidence de ces facteurs demeure actuellement ardue compte tenu de la
faible fréquence de ces tumeurs et des difficultés de colliger des données exhaustives
(Solassol et al., 2005).

Vu |'absence de consensus dans la définition de signatures moléculaires précises, le but de
notre étude est d’ établir une bio-signature a partir des profils d’ expression protéiques de sujets
non-tumorauix et patients atteints de tumeurs cérébrales, et d' acquérir de nouvelles données

reliées a la discrimination rapide, précise et fiable de différents états pathologiques.
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I. 1.PRINCIPE DE BASE DU SYSTEME NERVEUX
[.1.1. ORGANISATION DU SYSTEME NERVEUX

Le systéme nerveux est un systeme complexe qui tient sous sa dépendance toutes les
fonctions de |’ organisme. Il est divisé en deux systemes complémentaires:

e Lesysteme nerveux central (SNC), constitué par |'encéphale comprenant le cerveau, le
tronc cérébral, et le cervelet situés dans la boite cranienne, et la moelle épiniére située dans le
canal rachidien (Figure 1). Son réle est de recevoir, enregistrer, interpréter les signaux qui
parviennent de |a périphérie, organiser et coordonner laréponse a envoyer (Vigue, 2004).

e Le systeme nerveux périphérique (SNP), constitué par les nerfs craniens et les nerfs
spinaux qui sont rattachés au SNC. Son role est de conduire jusgu'au SNC les informations
issues des récepteurs périphériques, et de transmettre les ordres moteurs et sensitifs émis par

les centres nerveux (Marieb et al., 2014).

Figure 1. Coupe sagittale de cerveau (INCa, 2010). L'hypothalamus situé au-dessus de

I'hypophyse, joue un double réle de sécrétion des hormones, et de régulation du systéme nerveux

végétatif. L’ hypophyse quant alui régule les glandes endocrines.

.1.2. HISTOLOGIE DU TISSU NERVEUX

Au niveau cdlulaire, ce grand ensemble n’est congtitué que de deux grands types
cellulaires: les neurones sont des cellules dotées d activités fonctionnelles variées. Un
neurone présente un corps cellulaire soma muni de deux types de prolongements: |'axone et
les dendrites (Silbernagl et al, 2001). Tandis que les cellules gliaes, assurent le support
physique et le soutien nutritionnel des neurones et jouent également un réle maeur dans

I"'immunité, elles forment ce qu’ on appelle lanévroglie (Tableau I) (Purveset al., 2001).
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Tableau |: Aspect récapitulatif delanévroglie.

Typecdlulaire

Role physiologique

| mages

correspondante

Astrocytes

Role primordia dans la formation de la barriere
hémato encéphalique.

Assurent |'approvisionnement des neurones en
oxygene et nutriments (Pritchard et Alloway,
2002).

Oligodendrocytes

Jouent également un réle de réseau de soutien
pour les neurones du SNC mais assurent surtout

leur myélinisation (Kier szenbaum, 2006).

Microglie

Elles protégent les cellules du SNC contre les
agressions infectieuses et toxiques (Pritchard
et Alloway, 2002).

Ependymocytes

Ils assurent la sécrétion du Liquide céphalo-
rachidien et favorisent sa circulation (Eyre-
Walker et Keightley, 1999).

Gliocytes
ganglionnaires

Présents dans le SNP, entourent le corps
celulaire des neurones sSitués dans les
ganglions. Leur rOle est de réguler la
composition ionigue des neurones auxquels ils
sont associés (Marieb, 1999).

Cdlulesde

Schwaan

Constituent les gaines de myéine qui
enveloppent les gros axones du SNP, jouent le
méme rble que les oligodendrocytes du SNC

Elles jouent également un rdle tres important
dans la régénération des axones du SNP en cas

d'éventuelles|ésions (Kierszenbaum, 2006).
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[.2. LA BIOLOGIE DESTUMEURS CEREBRALES
.2.1. DEVELOPPEMENT TUMORAL

Une tumeur est un tissu néoformé résultant du processus néoplasique. Ce dernier est
caractérisé par une multiplication de cellules transformées, partiellement ou totalement
autonome par rapport aux facteurs qui régulent normalement le renouvellement du tissu, et
pouvant sétendre de fagon illimitée (Monier et Tubiana, 2008).

En premier lieu des agents initiateurs chimiques (alkylants), biologiques (virus, bactéries)
ou physiques (radiations ionisantes) attaquent I’ ADN, aboutissent a des mutations géenétiques
ou épigénétique irréversibles. La régulation épigénétique consiste en des modifications de
I’ expression des genes, agissent sur I’ équilibre entre activation/répression des différents genes
pour larégulation des transcriptions et |a stabilité du génome. Des changements épigénétiques
Majeurs sont associés a la cancérogenése, notamment les méthylations aberrantes de I’ ADN
(Deltour et al., 2005).

Les principaes cibles de ces Iésions touchent des genes appelés proto-oncogenes, des
genes suppresseurs de tumeur, et genes réparateurs de I'ADN:

Les proto-oncogéenes codent pour des effecteurs du cycle cellulaire, ils sont activés en
oncogenes. Leurs atérations peuvent provoquer leur surexpression et/ou des changements
structuraux qui modifient ainsi leur fonction, les mutations se traduisent par un gain de
fonction. Les genes suppresseurs de tumeur codent pour des molécules qui vont au contraire
bloquer la transmission du signal mitotique. Kundson (1971) proposa I'hypothése que deux
mutations successive sur la méme cible génomique sont nécessaires au dével oppement d'une
tumeur dans une cellule. Les dysfonctions génomiques ont comme conséquence la
transformation cellulaire en cellules tumorales immortalisées avec perte des régulations
d’ apoptose, et d homéostasie (T ubiana, 2008).

A ce stade, |e développement tumoral peut étre accél érés par |es promoteurs tumoraux qui
stimulent la prolifération cellulaire et la différenciation, soit en synergie ou en potentialisant
un facteur transformant associé, constituant ainsi un clone pré-néoplasique. Ce dernier devient
capable d échapper au contrdle tissulaire (Calmels, 2004). Au cours de la progression, les
cellules néoplasiques devenues autonomes acquierent la capacité d’ envahir les autres tissus ou
organes. La tumeur progresse localement, puis envahit les tissus avoisinants et distants
(Hadoux et Besse, 2012).
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[.2.2. DESCRIPTION DESTUMEURS CEREBRALES
[.2.2.1. DEFINITION

Les tumeurs cérébrales sont définies comme I’ ensemble des tumeurs intracraniennes et du
cana spinal central. Ces masses cellulaires sont subdivisées en 2 types. il peut sagir de
tumeurs primaires issues de cellules présentes originellement dans le tissu cérébral ou de
ses enveloppes (bénignes ou malignes), ou bien de métastases d’un autre cancer provenant

d’un organe extérieur au cerveau (Norden et Claus, 2011).

.2.2.2. CLASSIFICATION

La classification internationalement reconnue reste celle de I'Organisation Mondiae de la
Santé OMS (voir Annexe |). Elle est basée sur les caractéristiques morphologiques du tissu
tumoral, a savoir, la nature des celules, la différenciation, la présence d atypies
cytonucléaires ainsi que la prolifération endothéliale (L ouis et al., 2007).

L’OMS combine le type histologique et un systéme de grade d'évolution (Tableau I1). Le
grade d une tumeur dépend du degré d anormalité (anaplasie) et du taux de croissance et

d’ expansion de latumeur (Louis et al., 2007).

Tableau |1: Les grades établispar I'OMS (Andrew et Laws, 2012).

Naturedela o
Grade Description
tumeur
. Tumeurs a croissance lent et circonscrite
Gradel Tumeurs bénignes o _ o
(délimitation bien définies).
o Tumeurs a croissance lente. Contrairement aux tumeurs
Gradell Tumeurs bénignes o . .
de grade |, leurs délimitations sont impréci ses.
Tumeurs anaplasiques: plusieurs foyers se sont
Gradelll | Tumeurs malignes développés au sein d’ une tumeur préexistante de bas
grade (I ou I).
_ Présentent une anaplasie tres prononcée. Leur croissance
GradelV | Tumeurs maligne _
est plus rapide que celle des tumeurs de bas grade

Toutefois, le manque de reproductibilité de la classification OMS souvent di a
I"utilisation de critéres subjectifs et la prise en compte exclusive du type cellulaire entraine

bien souvent des erreurs d’ interprétation. Ces arguments ont conduit I'Hopital Sainte-Anne a

5
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développé son propre systeme de classification. |l repose sur I'analyse de la structure
histologique tumorale et integre les données cliniques et d'imagerie. Les groupes sont donc
définis selon un plus grand nombre de critéres et permettent de mieux garantir la

représentativité des prélevements (Figar ella-Branger et Bouvier, 2005).

1.2.2.3. FACTEURS DE RISQUE

L’ origine des tumeurs cérébrales reste encore ma connue. De nombreuses études ont été
meneées ou sont en cours, pour tenter de déterminer les facteurs qui favorisent leur apparition.

Certains facteurs de risgque sont suspectés mais leur influence reste peu claire. Parmi-eux:

« Desvirus sont al’ origine des tumeurs cérébrales. L'infection par les différents virus du
groupe herpes (virus Epstein - Barr (EBV), cytomégalovirus (CMV)) augmente le risque de
tumeur du SNC. L’ existence d’ une immunodépression prolongée due le plus souvent au sida
serait également impliquée dans |’ apparition d’ un lymphome malin primitif.

+ Lesradiations ionisantes sont les seuls facteurs de risgque indiscutable pour I’ apparition
de tumeurs cérébrales. Plus récemment, |’ usage des téléphones portables a été mis en cause,
mais le recul n'est pas suffisant pour évaluer a long terme les risques potentiels du
rayonnement électromagnétique (Cardis et al., 2010).

« Plusieurs syndromes génétiques semblent avoir un réle dans I’ apparition des tumeurs
cérébrales. A titre d exemple, la neurofibromatose de type 1 et 2, une maladie autosomique
dominante causée par les mutations du gene NF1 et NF2, ou lamaladie de Von Hippel Lindau
(VHL) qui sexprime par une pénétrance élevée et avec un spectre caractéristique de
néoplasmes du systeme nerveux. En revanche, d autres syndromes s expriment avec une
pénétrance plus faible, c'est notamment le cas du syndrome de Li-Fraumeni (Kufe et al.,
2003).

s D’autres facteurs peuvent augmenter le risque de dével opper une tumeur au niveau du
cerveau, tel que I'exposition au pesticides, une autre étude a mis en évidence une

recrudescence du risque de tumeurs chez les sujets exposes au plomb (L oiseau et al., 2010)
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1.2.3. ETIOLOGIE DESTUMEURS CEREBRALES
1.2.3.1. LA NEURO-ONCOGENESE DES CELLULES SOUCHES

Lors de I’ embryogénése, le feetus forme trois feuillets cellulaires distincts, I'endoderme, le
meésoderme et |'ectoderme. Le systeme nerveux et la peau dérivent entierement de |'ectoderme
(Zhao et al., 2008).

La plaque neurale, épaississement de I’ ectoderme représentant le systéme nerveux primitif
est induit par la notochorde via le signal Sonic Hedgehog (SHH) (voir détailles page 9). Avant
la neurogénese, la plague neurale et le tube neural sont composés d’'une seule couche de
cellules neuroépithéliales. Celles-ci (excepté le tube neural), subissent une prolifération
mitotique active aboutissant ala formation des cellules filles forment |es cellules progénitrices
gliales et neuronales (Marti et Bovolentta, 2002; Guillemot, 2000).

Lathéorie sur les changements mol éculaires pendant la tumorigenese est fondée sur I’idée
gu'une seule cellule est a I’origine du gliome. Les cellules souches multipotentes seraient a

I’ origine des tumeurs, les glioblastomes inclus (Figure 2).

Figure 2: Schéma du développement des cellules d’ origine neuroectodermiques (neurones
et cellules gliales) et classification des tumeurs du SNC (@) et SNP (b) (Zhu et Parada.,
2002).
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Cette théorie propose que les gliomes se développent a partir de cellules pré-matures ou
cellules souches par une succession de transformations géenétiques. Une autre théorie présente
la cellule qui donnera la tumeur comme n'ayant pas encore totalement accompli sa
différenciation. La troisieme théorie est basée sur I'hypothése que les gliomes surviennent
apres une dedifférenciation d'un astrocyte mature, un type cellulaire prédominant dans les
tissus cérébraux (Galli et al., 2004)

1.2.3.2. ALTERATIONS GENETIQUE ET EPIGENETIQUE
» Plusieurs atérations génétiques ont été identifiées éclairant |’oncogenese des tumeurs
cérébrales:
La protéine P53 peut interrompre la progression de la cellule agressée dans le cycle
cellulaire pour la réparation de I’ADN, la P53 est inactive chez les les gliomes, elle

s accumule dans le noyau, empéchant I’ élimination des cellules par apoptose (Hede et al.,
2011).

La codéétion 1pl19q résulte d’ une trandocation déséquilibrée. Elle se distingue par une
perte partielle du 1p et/ou 199 dont I’identification et la fonction des génes touchés ne sont
pas encore bien connus. La perte d'aleles du chromosome 19q se produit fréqguemment dans
les gliomes malins, suggérant que 19g est un gene dont la délétion est responsable des
tumeurs gliales (Ducray et al., 2008).

Dans les tumeurs cérébrales, Epidermal Growth Factor receptor (R-EGF) est le principal
oncogene. |l existe une délétion au niveau de ce gene qui correspond a la perte d’ une large
portion du domaine extra-cytoplasmique, dans cette forme mutante, appelée AEGFR,
I’ activité tyrosine kinase est permanente et ne nécessite plus la fixation de son ligand pour étre
active et confére a la cellule tumorale une augmentation de la vitesse de croissance, une
inhibition de I’apoptose, une augmentation de I'invasion et de I’angiogenése (Figure 3)
(Sanson et Taillibert, 2004).
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R-EGF | [Aamplification genique Recepteur
o rmal = ‘lr-:|r1;:|ue
w» w

Figure 3: R-EGF en réponse ala fixation du ligand transmet un signal mitotique gréce a
son activité tyrosine kinase. 1l peut étre activé par deux mécanismes génétiques, soit amplification
génique aboutissant a une surproduction de récepteurs normaux, soit production d' un récepteur anormal,
tronqué et actif de fagon constitutive (Sanson et Taillibert, 2004).

Le gene suppresseur de tumeur patched (PTCH) code pour un récepteur transmembranaire
des proténes hedgehog et permet I’activation de la voie de signalisation Sonic Hedgehog
(Figure 4), voie ayant un rble cruciade dans le développement embryonnaire et la
morphogenése du SNC. L’ atération de PTCH est a l'origine d'une activation aberrante de la
voie SHH qui favorise la progression des lésions précancéreuses en médulloblastomes
(Watson et al., 2010).

Figure 4: Représentation schématique de la voie de signalisation Sonic Hedgehog en

I'absence et en présence ligand (Watson et al., 2010) Deux récepteurs protéiques lui ont été
associés ,PTCHL1 et SMOH A : En I'absence du ligand SHH, PTCH1 joue un réle de répresseur en inhibant
I'activité de SMOH, en empéchant sa translocation a la surface de la cellule. Lorsque SHH est sécrété, ce
ligand se lie @ PTCHL, induisant son internalisation et sa déstabilisation. Cela inhibe alors la fonction de
répresseur sur SMOH, qui peut donc migrer au niveau de la membrane plasmiqu, il aboutit & |'activation des
facteurs de transcription GLI.
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Des mutations dans les genes des enzymes du métabolisme isocitrates déshydrogénase IDH1
et IDH2 ont été trouveées pour étre des atérations genétiques fréguentes chez les gliomes
(Figure 5).Ces mutations impliquent |a portion du gene codant le site catal ytique de I’ enzyme,
entrainant ainsi une accumulation d’ un métabolite, le 2-hydroxyglutarate, cette forme mutante
acquiert une nouvelle spécificité qui favorise la survie cellulaire et le stress oxydatif (Choi et
al., 2012).

Figure 5: Forme normal et muté d’' IDH1. L’o-cétoglutarate est le produit de la décarboxylation
de Disocitrate favorisée par IDHI1. Le 2-hydroxyglutarate est le produit de la dégradation de «
cétoglutarate par IDH muté (Choai et al., 2012).

> Paraldement aux investigations genétiques, de nombreuses études analysant le profil
épigénétique ont permis d’identifier des altérations moléculaires récurrentes et pertinentes sur
le plan biologique (Alentorn et al., 2013):

La O6-méthylguanine-DNA méthyl transferase (MGMT) est une enzyme impliquée dans
laréparation de I’ ADN apres action des agents alkylants. Elle est engagée dans le transfert de
groupements methyl au niveau des cytosines de I’ADN qui précedent des guanines
(dinucléotides CG) (Figure 6). La méthylation des ilots CG du promoteur de MGMT inhibe la
transcription du gene et I’ expression de laMGMT. Une hypermethylation concerne également
de nombreux genes suppresseurs de tumeur (pl6, pl4, pl5) (Ducray, 2008).
L’ hypermethylation du promoteur prédit la sensibilité ala chimiothérapie par agents alkylants
(témozolomide), en effet, les patients dont le promoteur de la MGMT est méthylé ont une
survie nettement plus longue aprés chimioradiothérapie gue |es patients non méthylés (Fiano
et al., 2014).
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Figure 6: Action de MGMT sur une O6-methylguanine (Fiano et al. 2014). L’ alkylation se fait

par remplacement d'un hydrogene par CH3 sur O6 de la Guanine, la MGMT a pour role de transférer e groupe
alkyl d'O6 guanine vers une cystéine au sein de sa séquence, la protéine MGMT se détache de I’ ADN et sera

dégradé par ubiquitination.

Le facteur de croissance dérive des plaquettes (PDGF, Platelet Derivated Growth Factor)
a un éventail de spécificité tissulaire, plus étroit que celui de I'EGF, se limite aux cellules
conjonctives et aux cellules gliaes. la formation d’ une boucle autocrine PDGF/PDGFR a été
mise en cause a un stade précoce de la tumorigenése gliale, induisant une augmentation de

transduction du signal donc une prolifération cellulaire (Nazarenko et al., 2012)

1.2.3.3. METASTASESCEREBRALES

Les métastases cérébrales sont des tumeurs dont I’ origine est externe au systeme nerveux
central et qui s étend secondairement au systeme nerveux central, par voie hématogéne ou par
invasion directe des tissus adjacents (Hoang-Xuan et al., 1999).

La survenue des métastases cérébrales au cours des cancers est un phénomene complexe.
L’invasion du parenchyme cérébrale nécessite de traverser la barriére hémato-encéphalique
(BHE). L’implantation et |a croissance des métastases seraient liées a une rupture de la BHE
par I'intermédiaire d’une diminution de I’expression de certaines protéines des jonctions
serrées comme claudine-3 et occludine, et par 1a sécrétion d’ héparinases. De plus le facteur de
croissance de |'endothélium vasculaire (VEGF) entraine un dysfonctionnement de la barriere
endothéliale accompagné d’ une augmentation de la perméabilité paracellulaire (Chargari et
al., 2012)
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Une fois au niveau du parenchyme cérébral, les cellules cancéreuses interagissent avec les
astrocytes en formant un contact de type synaptique. Le contact astrocyte-cellule tumorae

induit I’expression de genes de survie par les cellules cancéreuses, favorisant la croissance

cellulairelocale (Chargari et al., 2012).

Figure 7. Cascades d’ événements conduisant & une métastase cérébrale.1: Cellules tumorales
primitives; 2: Vaisseaux sanguins; 3: Cellules gliales; a: Détachement des cellules tumorales; b: Migration
au sein de la matrice extracellulaire du tissu; ¢, d: Passage et survie dans la circulation générale e Arrét
dans la microvascularisation cérébrale et adhésion aux cellules endothéliales; f : Passage dans le
parenchyme cérébral g: Prolifération et migration dans le parenchyme cérébral; h: Apparition d une néo
vascularisation. Les étapes g, f, g et h sont en partie régulées par les interactions entre cellules métastatiques
et tissu héte (Chargari et al., 2012).

[.2.4. INCIDENCE EPIDEMIOLOGIQUE
1.2.4.1. INCIDENCE

L’ épidémiologie des tumeurs cérébrales repose sur un recueil de donnés hétérogenes
variant selon de nombreux paramétres, de ce fait I’ estimation de I’incidence de ces tumeurs
est ardue. Une repartions mondiae des différentes types des tumeurs cérébrales est présenté
danslafigure 8 (Adam et Mokhtari, 2011).
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Figure 8: Repartions des tumeurs cérébrales selon | e type histologique

Les tumeurs cérébrales occupent la 17°™ place en termes d’incidence et 12°™ en termes
de mortaité. L’'incidence des tumeurs cérébraes en 2008 est estimée globalement
(3,5/100000/an) ce qui correspond a 237 913 nouveaux cas par an dans le monde (Chargari
et al., 2012). L'incidence des tumeurs cérébrales bénignes est (11.52/100000) et pour les
tumeurs malignes (7.19/100000) (Ostrom et Barnholtz-Sloan, 2011).

Les oligodendrogliomes sont plus fréguente chez les adultes que chez les enfants, et
atteignent un peu plus I’homme que la femme, d’'un autre coté, les ependymomes atteignent
essentiellement I’ enfant dans 50% des cas avant I’age de 4 ans. Le glioblastome est plus
fréguent chez I’homme que chez |la femme tandis que les méningiomes sont deux fois plus
fréguents chez lafemme (Behin et Pradat, 2002).

Pour le médulloblastome, les patients masculins sont plus souvent atteints que ceux de
sexe féminin, tant pour la population pédiatrique que adulte. Moins de 50% des enfants
atteints parviennent a |’ age adulte et 50% des adultes présentent une rechute dans les 5 ans
(Bondy et al., 2007).

1.2.4.2. EPIDEMIOLOGIE A BEJAIA

Une étude épidémiologique a été réalisée entre juin 2012 et juin 2014 sur 210 patients au
niveau du CHU de Bgaia (Algérie) représente une incidence (11/100000) par rapport a la
moyenne mondiale. L’ &ge médian est de 39 ans. Le sex-ratio Homme/Femme est en faveurs
des femmes (H/F)=0,66 (Ghidouche et al., 2014).
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.3. PROTEINES DU PLASMA

Le plasma sanguin contient au moins une centaine de protéines qui ont éé isolées et
identifiées, elles sont douées de propriétés biologiques aussi multiples que variées (voir
Tableau I11). En fonction de I’ état physiologique et pathologique de I'individu, la protéinémie
peut soit augmenter ou diminuer, indiquant ainsi une augmentation ou une diminution d’ une

fraction protéique ou d’ un ensembl e des fractions (Estepa, 2006).

Tableau |11 : Fonctions des protéines plasmatiques (Estepa, 2006).

Domaine

Type de protéines

Fonctions

Homeéostasi e sanguine

Toutes les protéines mais

essentiellement I'albumine

Maintien de lapression

oncotique sanguine

Fer (transferrine)

Hémogl obine (haptoglobine) Protéines porteuses de
Transport de substances M édicaments (albumine) spécificité plus ou moins
physiologiques Phospholipides (apoprotéine) large
Cuivre (céruloplasmine)
) _ Alphal antitrypsine . i
Régulation du _ _ Inhibiteur des protéases
j _ Antithrombine 11 _ ) )
métabolisme . plasmatiques et tissulaires
Alpha 2 macroglobuline
i Facteurs de la coagulation dont le | Formation du caillot de la
Hémostase o _
fibrinogene (enzymes) coagulation
Immunoglobulines
Systéme immunitaire Fractions du complément Défense humorale

(enzymes)

Equilibre acido-basique Toutes les protéines Systémes tampons sanguins

.3.1. LESMARQUEURS TUMORAUX

Il existe des variations d'origine pathologique, qui peuvent conduire a des taux tres élevés
de certaines substances. Certains états cancéreux sont ainsi responsables de I’ apparition ou de
I’augmentation trés importante des taux de certaines protéines ou peptides. Ces substances
produites par les cellules tumorales ou qui accompagnent la prolifération tumorale, sont
appelées marqueurs tumoraux. Les marqueurs tumoraux peuvent étre des hormones, des

enzymes, des glycoprotéines ou des antigéenes oncofoetaux (Alexandre, 2010).
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Le taux de marqueur peut étre le reflet indirect du volume de la masse tumorale. Ainsi, un
taux tres élevé au moment du diagnostic est généralement significatif d’ une maladie avanceée.
Un taux bas peut cependant aussi traduire une dédifférenciation de la tumeur. Ces marqueurs
peuvent aider aaméliorer la compréhension des états pathologiques (Kalinina et al., 2011).

La recherche du marqueur doit répondre a plusieurs criteres, notamment une de
discrimination compléte grace a d’ excellentes spécificité et sensibilité, (discernable seulement
dans un type de tumeur et non détectable dans les éats physiologiques), standardisée et
reproductible avec des limites de référence clairement définies (Shar ma, 2009).

.3.1.1. BIO MARQUEURS DES FLUIDES BIOLOGIQUES

Lesbiosfluidestels que le plasma, |” urine et le liquide céphal o-rachidien, ont joués un role
de premiére importance dans le domaine de découverte des bios marqueurs. Le plasmaou le
sérum représente un échantillon idéal pour |'analyse protéomique pour sa facilité de
prélévement. En effet, il contient les hormones, les facteurs de croissance, des neuropeptides
et les neurotransmetteurs qui fournissent des informations précieuses concernant le courant
état de santé ou de maladie et les nombreux processus qui ont lieu dans le corps (Biosa et al.,
2011).

Il apparait donc particulierement intéressant d’'évaluer I'impact de ces pathologies au
niveau du sang, toute modulation de I’ équilibre physiologique peut générer une réponse
entrainant une modification d’ expression de certains genes et proténes, dont I’expression
dans le sang circulant reflétera la réponse de I’organisme face a |’agression et permettra
d’identifier des signatures spécifiques d’ une situation pathologique donnée et éventuellement
de détecter de nouvelles cibles thérapeutiques (Henry et Hayes, 2012).

En pratique, bien qu'un grand nombre de marqueurs présomptifs ait été identifié, peu
d entre eux ont été promus et recommandés pour une utilisation (Tableau 1V). Leur utilisation
est actuellement limitée le plus souvent a I’ éablissement du bilan initial du cancer (valeur de
référence), a I’évaluation de I’ efficacité thérapeutique et a la surveillance d une récidive
(Gauchez, 2013).
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Tableau IV: Margueurs utilisés dans le dépistage, diagnostic et/ou la surveillance de cancers
(Gauchez, 2013). ACE: antigéne carcino embryonaire, NSE: neuron specific enolase, PSA: prostate

specific antigen, B-HCG: hormone chorionique gonadotropique, CA15-3: antigéne cancer, AFP:
L'al pha-foetoprotéin.

Marqueurs Utilisation Cancerscibles
AFP Diagnostic ou surveillance Foie, testicule
Thyroglobuline Surveillance Pathol ogie thyroidienne
BHCG Diagnostic ou Surveillance Choriocarcinome placentaire/testiculaire
Autres tumeurs germinales
NSE Diagnostic/Surveillance Cancer bronchique, Neuroblastome
Thyrocalcitonine Diagnostic, Dépistage Cancer médullaire thyroide
PSA Diagnostic, Dépistage Adénocarcinome prostatique

) Sein, Colorectal, ovaire,
CA15-3 Surveillance

pancréas, hépatobiliaire

1.3.1.2. BIO MARQUEURS DESTUMEURS CEREBRALES

Les tumeurs cérébrales est un groupe hétérogéne résultant de facteurs multiples, ce qui
rend difficile I utilisation un marqueur biologique unigque pour son évaluation. Le nombre de
marqueurs identifiés, cependant, a été limité (Tableau V) leur reproductibilité entre les études
est peu claire (Yoshimoto et al., 2012).

La découverte d'un marqueur specifique est toujours un objectif principal pour I'évaluation
des tumeurs cérébrales.
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Tableau V: Applications clinique des bios marqueurs des tumeurs cérébrales (Y oshimoto et

al., 2012) MGMT: O6-méthylguanine-DNA méthyl transferase, IDH: isocitrates déshydrogénase, EGFR:
receptor epithelium growth factor, PDGFR: receptor platelet-derived growth factor. MGMT, IDH, EGFR, et
PDGFR: marqueurs protéiques. Co-délétion 1p19q: marqueur génomique.

Marqueurs Applications clinique
Méthylation promoteur MGMT Diagnostic/pronostic
Mutation IDH 1/ 2 pronostic
Co-délétion 1p19q Diagnostic/pronostic et prédicatif
Amplification EGFR / Mutation Diagnostic/pronostic et prédicatif
PDGFR pronostic

1.3.2. APPROCHE PROTEOMIQUE

Le protéome, terme proposé en 1995 par M.R. Wilkins désigne I’ ensemble des proténes
exprimées par le génome d' une cellule, d'un tissu ou d' un organe. L’anayse protéomique
consiste a caractériser de maniere quantitative et qualitative les protéines présentes dans un
échantillon biologigue obtenu dans des conditions définie (L opez, 2005).

En cancérologie, |I'analyse protéomique permet, en théorie, I'identification de profils
protéiques et de marqueurs biologiques pour le diagnostic et prédire |’évolution tumorae
(Wulfkuhle et al., 2003).

1.3.2. 1.METHODES COLORIMETRIQUES

De nombreuses méthodes colorimétriques ont éé mises au point pour le dosage des
protéines. Le principe repose sur un changement de couleur, au contact des protéines, que I'on
peut quantifier par spectrophotométrie.

» Meéthode du Biuret

La réaction de Biuret est la formation d'un complexe pourpre entre le Biuret (NH2-CO-
NH-CO-NH2) et deux liens peptidiques consécutifs en présence de cuivre en milieu alcalin.
Le complexe résultant absorbe fortement dans le bleu. Les protéines peuvent étre dosées par
colorimétrie a540 nm (Gavrilovic et al., 1999).

17



CHAPITRE 1 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

» MéthodedeLowry

Cette méhode combine une réaction au Biuret et une réaction au réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier, réagit avec les tyrosines et |es tryptophanes, pour donner une coloration
bleue qui sajoute a mesuré entre 650 et 750 nm (Lowry et al., 1951).
» Méthodede Bradford

La méhode de Bradford utilise le bleu de Coomasie, sous sa forme cationique libre, ce
réactif absorbe lalumiére a une longueur d’ onde de 465nm. Lorsgqu’il est mis en contact avec
une solution protéique a doser, il se lie aux protéines présentes et aux groupements
aromatiques ce qui a pour effet de déplacer sa principale raie d absorption a 595nm
(Bradford, 1976).

Les méthodes de dosage des protéines totales sont nombreuses et présentent chacune des
caractéristiques différentes, la méthode de Bradford est une méthode trés sensible (2-5 pg de
protéines) et tres rapide. Elle est aussi assez résistante a la plupart des interférents qui nuisent

alaplupart des autres méthodes.

1.3.2.2. TECHNIQUES QUANTITATIVESET ANALYTIQUES

De nombreux procédés biochimiques permettent le fractionnement des molécules
biologiques en fonction de leur charge nette ou de leur poids moléculaire, le choix dépend des
caractéristiques recherchées (Sollasol et al., 2005).
> Electrophorese

L’ électrophorése sépare les protéines par le passage du courant électrique, la vitesse de
migration dépend non seulement de la charge des protéines, de leur talle et de leur forme
mais aussi des conditions expérimentales de tels que le pH, la composition des solutions et le
support  éectrophorétique. L’ électrophorése dodécylsulfate de sodium sur gel de
polyacrylamide (SDS-PAGE) décrite par Laemmli (1970) est utilisée en raison de sa haute
résolution dans la séparation des protéines. Le procédé SDS-PAGE consiste a séparer les
protéines selon leurs poids moléculaires, par migration, sous I’ effet d'un champ électrique.
Elle s effectue en conditions dénaturantes, avec un détergent, le dodécylsulfate de sodium
SDS
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» Chromatographie

La chromatographie utilise la différence d'affinité des proténes entre une phase mobile et
une phase stationnaire. La High Performance Liquid Chromatography (HPLC) est |’une des
méthodes les plus utilisées. Suivant la nature des deux phases utilisées, les léments a séparer

se répartissent de facon sélective, cette technique s applique a des produits de hautes masses
moléculaires, non volatiles, elle nous renseigne sur la présence ou I’ absence de certaines
substances en obtenant un chromatogramme qui présente le temps de rétention de chacun des
constituants (Mitulovié et M echtler., 2006).
» Spectrométrie de masse

Permet d'identifier ces protéines par la génération d’ions chargés en phase gazeuse par la
source Electro spray ionisation (Esi) ou Matrix assisted-laser desorption/ionisation (Maldi) a
partir d’analytes non volatiles. La séparation de cesions se fait dans |’ analyseur Time of flight
(Tof), et la détection par un photomultiplicateur. On fait appel al’analyse d’images et a la
bioinformatique. L’approche protéomique est fondée sur le couplage de ces technologies
(Sollasol et al., 2005)
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1.1 .CARACTERISTIQUESDESECHANTILLONS

Ce travail a éé réalisé sur 14 échantillons sanguins présentant des tumeurs cérébrales et
des témoins (sujets non tumoraux et un témoin absolu). Les échantillons collectés
appartiennent aux patients admis au service de neurochirurgie du CHU Khelil Amrane de
Bejaia. La partie expérimentale de ce mémoire a été réalisé au laboratoire de méthodes
chimiques d'analyse et au laboratoire de Biochimie (enzymologie), Université Abderrahmane
Mirade Bgaia

Le Tableau ci-dessous représente |es caractéristiques des échantillons de notre étude:

Tableau VI: Caractéristiques des échantillons. *, Tumoraux; **, Non Tumoraux, F: Femelle, M: Male.
L’age moyen des patients non tumoraux y compris le témoin absolu est de 71,31 +7,79 avec un sex ratio de
1,25.Tandis que pour les patients tumoraux est de 66,92 avec un sex ratio de 1,5

N°échantillons | Age(ans) | Sexe(F/M) Typedela pathologie
T*197 56 F M éningiome
NT**201 52 M Compression médullaire
NT214 53 M Hémorragie méningé
NT217 22 F Hydrocéphal e bénigne
NT223 4 F Hydrocéphal e bénigne
NT248 4 M Hydrocéphale
T271 53 M Meéningiome
T210 60 M Tumeur intracrénienne
T250 46 F Adénome hypophysaire
NT273 30 M Traumatisme cranien
NT309 69 F Malformation
NT315 66 M Hématome sous-dura
T329 21 M Tumeur intracranienne
Témoin absolu 23 F /
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[1.2. MATERIELS

» Appareillages et réactifs chimiques:

L’ appareillage et les réactifs chimiques utilisés dans le présent travail sont cités dans
I’annexel 1.
» Matériels biologiques:

Les échantillons du sang veineux ont été prélevés dans des tubes héparinés a partir de
patients atteints de tumeurs cérébrales et des témoins, ils ont éé soumis ensuite a une
centrifugation de 10 min a 1500 rpm (rotations par minutes) a 4°C. Les plasmas sont

récupérés puis conserves a4°C (voir erratum page 28).

1.3. METHODES
[1.3.1 DOSAGE DESPROTEINES

Le dosage de protéines par la méthode de Bradford utilise le réactif dont le constituant
principal est le bleu de Coomassie G250. L’ absorbance du rayonnement visible a 595nm est
mesurée par un détecteur spéctrophotométrique, et permet de doser la teneur en protéines de
la solution a I'aide d' une courbe d étalonnage du sérum albumin bovin (BSA) (Bradford,
1976).

Le dosage consiste a gjouté au plasma diluer au 50eme, le réactif de Bradford (voir annexe
I11). Apres homogénéisation, le mélange est incubé pendant 20 min al’ obscurité, et lalecture
des absorbances est mesurée a4 595 nm avec un spectrophotomeétre.

L a concentration de la solution mére de BSA est de 1 mg. ml~(voir annexe 111)
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11.3.2. ELECTROPHORES SDS-PAGE

Dans le but d’analyser le profil protéique de nos différents échantillons, nous avons utilise
la technique du SDS-PAGE selon le protocole de Laemmli, (1970). Le dispositif
d’ électrophorése (Figure 9) est utilisé pour la préparation des mini gels. La manipulation
nécessite une cuve a éectrophorese, un générateur éectrique, un gel de polyacrylamide et des

solutions tampons adaptées au gel.

Plagueen
verre

v

Peigne
Support =

v

Figure 9: Image du dispositif d’ éectrophorese

11.3.2.1. PREPARATION DESECHANTILLIONS

La dénaturation consiste a gjouter (v/v) du plasma et du tampon de Laemmli dont les
constituants sont présentés dans |I’annexe 1V. Le contenu de chague tube est vortexé puis
placé dans un bain marie &4 95°C pendant 5 min.

Le SDS contenu dans le tampon de dénaturation confére une charge globale négative
¢levée aux protéines tandis que le B-mercaptoéthanol réduit les ponts disulfures. Puisque
toutes les protéines ont la méme forme générale cylindrique, I’ gout de ces deux composés
élimine les différences dues a la forme des protéines au niveau des effets de tamisage. La
mobilité devient seulement en fonction de la masse moléculaire et non delaforme.

La plupart des protéines n'absorbent pas dans les longueurs d'onde visible, elles ne seront
donc pas visibles durant la migration. Pour Sassurer que les protéines ne soient pas €luées
dans le réservoir inférieur, un colorant anionique de faible masse moléculaire, le bleu de

bromophénol, est gjouté aux protéines.
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Le glycéral qui présent dans le tampon de dénaturation donne une forte densité aux dépéts,

ce qui lesfait couler au fond des puits.

11.3.2.2. PREPARATION DESGEL S

Deux types de gels sont préparés lors de ces manipulations. Un gel de séparation (10% et
15%) permettant le fractionnement des différentes protéines et des sous-unités protéiques
selon leurs poids moléculaires, et un gel de concentration a 5% qui retient les impuretés et
tasse les protéines. Les constitutions de ces 2 gels sont présentées dans |’ annexe 1V.

En premier lieu le gel de séparation est coulé entre les deux plaques. Ensuite, une fine
couche d acétone est coulée pour égaliser la surface du gel et pour éviter son contact avec
l'air.

Apres la polymérisation. L’ acétone est eliminé, le gel de concertation est coulé, le gel de
concentration comprend les zones de dép6t des échantillons établi par un peigne.

Les gels de polyacrylamide sont obtenus par polymeérisation du monomeére acrylamide en
présence dun autre monomére bifonctionnel et donc réticulant, le N,N-méthyléene
bisacrylamide. La polymeérisation est initiée par du persulfate d'ammonium en présence de
I'accélérateur TEMED (N,N,N',N'-tétraméthylénediamine) qui catalyse la formation de
radicaux libres & partir du persulfate. Les radicaux libres initient la polymérisation. La
porosité des gel's obtenus dépend de la concentration totale en monomeéres et de la proportion
d'agent monomere réticulant (le bisacrylamide). On appelle T la concentration totale en
monomeéres, et on appelle C la proportion d'agent réticulant La porosité diminue quand T
augmente.

11.3.2.3. MIGRATION

Une fois bien polymérisé, I’ ensemble des deux plagues est placé dans la cuve. On procéde
alapréparation de 1,5 Litre de tampon de migration (annexe 1V). Celui-ci est versé dans les
bacs supérieur et inférieur de I’ appareil ce qui permet la conduction ionique

On dépose les échantillons protéiques dans les puits. La cuve d éectrophorése est montée
entierement et branchée a un générateur de courant continu qui délivrera un courant éectrique
de 30mA a 100 Volts de fagon réguliére.

L'utilité de ce tampon réside dans le fait que les protéines vont se déplacer rapidement dans

le gel de concentration et saccumuler al'interface, ce qui augmente larésolution.
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A l'interface gel de concentration / gel de séparation, les proténes ne peuvent plus toutes se
déplacer ala méme vitesse a cause de I'effet de tamissage du gel plus concentré et donc elles

se séparent dans le gel de séparation.

11.3.2.4.COLORATION ET DECOLORATION

L'électrophorése est arrétée lorsque le front de migration, représenté par le bleu de
bromophénol approche de I'extrémité inférieure du gel de séparation. Le gel est démoulé,
éliminer de sa partie de gel concentration.

Les proténes sont fixées dans le gel par une solution de coloration (voir annexe V) qui
dénature de maniére irréversible les protéines dans les mailles du gel. Le gel est coloré
pendant 45 minutes sous agitation a température ambiante. Les protéines sont révélées par le
bleu de Coomassie R250.

Apres la coloration, le gel est immergé dans plusieurs bains (3 a 4 fois) de solution de

lavage (voir annexe |V) jusgu'a retrouver un fond incolore.
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[11. L.TENEURS PROTEIQUES

Nos résultats sont présentés par age et par sexe sur un total de 14 échantillons. Notre série
d échantillons comprend six femmes et huit hommes soit respectivement 43% et 57%, avec
un &ge moyen de 40 ans.

Les tumeurs cérébrales sont associés a une rupture de la barriere hemato-encéphalique, des
protéines/peptides peuvent apparaitre dans le plasma, dans ce contexte, hous avons analyse le
niveau des protéines plasmatique des échantillons cas et témoins, pour une possibilité de
diagnostic et le suivi de lamaladie.

Le résultat du balayage nous a permis I'utilisation du réactif de Bradford avec les
différentes concentrations de BSA. Les absorbances a 595 nm obtenues pour ces dernieres
sont représentées dans | e tableau suivant:

Tableau VII: les Absorbances et A Absorbance des différentes concentrations de BSA

Concentrations 0 0,2 0.4 0.6 08 1
(mg/ml)
Absorbances 0,434 0,525 0,648 0,759 0,837 0,949
A Absorbance 0 0,091 0,214 0,325 0,403 0,515

Une courbe étalon pour le dosage des protéines est obtenue d’ aprés les résultats du tableau
ci-dessus. La courbe d’ étalonnage (Figure 10) nous permet ainsi d obtenir les concentrations

en protéines de nos différents échantillons.

Absorbance

0,6 /l

0,5

0,4 /
8 /
_§ 0,3
5 / y=0,517x - 0,000
2 0.2 R¥=0,997
<
<

0,1

0
0/2 0/4 0/6 0/8 1 12
0,1

Concentrations (mg/ml)

Figure 10: Courbe d’ étalonnage pour |e dosage des protéines

25



CHAPIIRE 111 RESULTAS ET DISCUSSION

Les résultats des concentrations protéiques des différents échantillons de notre étude sont
présentés dans | e tableau ci-dessous:

Tableau VIII: Lateneur protéque de chaque échantillon

N¢°échantillons X Absorbances Concentration de la solution mére (ng/pl)
T197 0,692 66,92
NT201 0,883 85,39
NT214 0,679 65,66
NT217 0,706 68,27
NT223 0,686 66,34
NT248 0,706 68,27
T271 0,664 64,21
T210 0,718 69,43
T250 0,689 66,63
NT273 0,816 78,91
Témoin absolu 0,879 85,00
Blanc=0,641
NT309 0,708 68,47
NT315 0,691 66,92
T329 0,729 65,28
Blanc=0,447

Nos résultats montrent que la totalité des individus analyses présentent des protéinémies
normales comprises entre 64,21 et 85,39 mg/ml. En effet, selon Estepa (2006) les valeurs
référentielles pour une personne adulte et saine, sont comprises entre 64 a 83 mg/ml tandis
gue chez les enfants de plus de 3ans, la proténémie totale varie de 60 a 80 mg/ml.

La comparaison des taux protéiques entre les témoins et les tumoraux ne montre aucun
changement significatif entre ces deux cohortes. En effet, ces résultats sont confirmés par

I’ analyse statistique en utilisant le logiciel d' analyse GraphPad Prism (Figure 11).
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Figure 11: Variation de la protéinémie total e entre les témoins et tumoraux. L’ analyse statistique
a été réalisée par le test de Mann-Whitney en comparant les concentrations protéiques des témoins et tumoraux.
Les valeurs sont en moyenne + écart type. Témoins, n= 9 avec 72.34+8.38; tumoraux, n=5 avec 66.92+1.53. Ce
résultat est représentatif d’une seule expérience. NS, p>0.005.

Aucune différence significative des concentrations des protéines totales n'est retrouvée
entre les témoins et les tumoraux (p > 0.005). Les concentrations varient entre 64,28 et 85,35

mg/ml et sont conforme aux normes.

L'age et le sexe ont été utilisés comme variables continues. La corréation de ces deux
facteurs avec la proténémie totale au sein des patients tumoraux est représente dans la figure

ci-dessous (Figure 12).
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Figure 12: Histogrammes illustrent les variations de la protéinémie totales entre tumoraux
selon le sexe (A) et I’ age (B). L’ analyse statistique a été réalisée par |e test de Mann-Whitney. A, Hommes,
n =3; Femmes, n=2. B, 20-40 ans, n<3; 40-60 ans, n=3. Les valeurs sont représentées en moyenne + écart type.

L es données présentées sont représentatives d’ une seule expérience.

Le taux des protéines totales ne varie apparemment pas selon I’ &ge et le sexe. Toutefois,
I effectif restreint ne nous permet pas de confirmer, ni d'infirmer ce résultat que par une
analyse statistique, de ce fait il serait préférable d accroitre le nombre d’ échantillons pour une

étude plus approfondie.
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Des travaux antérieurs, ont rapportés que les concentrations des protéines totales chez les
patients atteints de tumeurs cérébrales éaient dans les normes, ce qui est conforme a nos
résultats (Han et al., 2015; Dawani et Tayyab, 1992 et Dawani €t al., 2002).

Cette proténémie normale des tumoraux est probablement due aux protéines les plus
abondantes (albumine et immunoglobuline), qui ont-elles seules, ont un effet significatif sur la
concentration totales des protéines plasmatiques. De plus, d’un point de vue quantitatif, les
protéines majeurs telles que I’abumine, les immunoglobulines ont tendance a masquer les
protéines mineurs (Tirumalai et al., 2003). En effet, dans une étude paralléle le taux de la
progestérone est retrouvé ééve chez le patient T271 aors qu’il possede une protéinémie dans
les normes.

L’éimination des protéines a grande abondance par des procédures pré analytiques
spécifiques peuvent étre utile dans une analyse sanguine. Celles-ci peuvent inclure des
techniques de préfractionnement. Cependant, il est possible qu'un nombre importants de
protéines ou de peptides de faible poids moléculaires soit enlevé de fagon concomitante par
ces procedeés (Tirumalai et al., 2003).

Par ailleurs, une autre aternative peut étre envisagée. Ains Dawani et collaborateurs
(2002) ont effectué le dosage des différentes fractions protéiques séparément: albumine, al
globuline, o2 globuline, P globuline et 7y globuline, le taux d’IgG est retrouvé
significativement faible dans le sérum chez des patients atteins de tumeurs cérébrales.

D’apres les résultats obtenus dans notre étude, le dosage des protéines totales dans le
plasma ne peut apparemment pas aider au diagnostic des tumeurs cérébrales. Des travaux
effectués par |’ équipe de Syeda en 2013, montrent que les taux protéiques totaux pré-et post
opératoires des patients atteints de tumeurs cérébrales étaient dans les normes physiol ogiques,
ne permettant pas ainsi de prédire |’ évolution de la maladie.

Dans une éude paralléle, Aucune différence de la protéinémie n’est retrouvée chez les
patients atteints de tumeurs cérébrales, cependant le taux protéique du LCR varie selon |’ &ge,
de cefait des études plus approfondies peuvent étre mené sur ces derniers.

Cependant, méme si les concentrations des protéines totales sont normales, on peut avoir
un dysfonctionnement au niveau de la répartition des différentes fractions protéique. 1l est

donc préférable d effectuer une analyse des profils protéi ques.
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[11.2. PROFILSELECTROPHORETIQUES

Afin de déterminer les profils protéiques des patients atteints de tumeurs cérébrales, nous
avons utilisé la technique du SDS-PAGE. Cette étude a porté sur 14 échantillons dont cing
tumoraux et neuf témoins. Cing expériences sur gel de 10%, et quatre sur gel del5 % ont été
réalisées. Les résultats les plus représentatifs sont illustrés dans les figures 13, 14.

Pour plus de clarté, nous avons subdivises les images des gel's en zone (@), zone (b) et zone
(c). La zone (a) présente un signal non spécifique, tandis que la zone (b) représente des
bandes trés intense et bien focalisé. Enfin la zone (c) représente des bandes de faibles
intensités, celle-ci nous a permis de donner a chague profil sa particularité en termes de

signal.

Zone(a)

} Zone(b)

Zone(c)

Figure 13: Profil électrophorétique (gel 10%) obtenu par SDS-PAGE des échantillons de plasma
de sujets tumoraux (T): 250, 271, 210, et 197, et non tumoraux (NT): 273, 248, 223, 217, 214, 201
et untémoin sain.

Il faut noter que, le gel de 10 %, ne permet une pas une bonne identification des protéines a
faible poids moléculaire de ce fait, nous avons décidé d'effectuer un gel de 15% afin
d’augmenter la résolution et de mettre en évidence d'éventuelles bandes de faible poids

moléculaire (voir figureld).
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315 329

Figure 14: Profil électrophorétique (gel 15%) obtenu par SDS-PAGE des échantillons de
plasma de sujets tumoraux. A: (T): 250, 271, 210, et 197, et non tumoraux (NT): 273, 248, 223,
217, 214, 201 et untémoin sain. B: (T): 329 et non tumoraux (NT): 309 et 315.

Pour mieux analyser les résultats obtenus, un schéma récapitulatif de I’ ensemble des zones
(b) et (c) est donner dans lafigure 15.

Figure 15: Schéma récapitulatif de I’ ensembe des zone (b) et (c). CM: compression médullaire;
TC: traumatisme cranien; HC: hydrocéphalie; AH: adénome hypophysaire; M:meningiome; TIC:
tumeur intracranienne; HB: hydrocéphalie bénigne; HM: hémorragie méningé;, HSB: hématome sous
dural; MF: malformation. F: femelle, M: male, S: sexe, A: &ge, N: numéro du patient; T: type de
tumeur.les numéro motionné en rouge représente les patients tumoraux.

Bande foncé taux de protéine élevé

Bande clair: taux de protéine réduit

Bandetrés claire: taux faible de protéine
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L’ analyse des profils protéiques obtenus pour les différents échantillons, présente d’une
maniére genérale une certaine homogeénéité des profils. Toutefois, des différences au niveau
del’intensité du signal, procure aux profils une certaine spécificité.

Nos résultats montrent que les deux patients T271 et NT223 présentent une similitude
parfaite, ce qui permet d’ émettre I’ hypothese que le sujet T271 présente les mémes facteurs de
croissance que le patient NT223 de 4 ans. Toutes fois une différence de profil existe lorsque
I’on compare ces deux profils a celui du témoin sain. Par conséquent, I’analyse par profil
protéomique peut nous indiquer qu’il existe une pathologie sans pour autant nous permettre de
diagnostiquer précisement sa nature.

Ainsi, hous constatons une certaine similarité entre les profils protéiques des patients T250,
NT248, NT273, T271, NT223, NT309 (voir figurel6). Cependant I’intensité du signal différe
d un patient & un autre spécifiquement au niveau de labande A (voir figure). L’intensité de la
bande refléte sa concentration plasmatique.

-

Figure 16: Ensemble des profils T250, T271, NT223, NT309, NT273, NT248.

Dans une éude paralléle, les dosages hormonaux montrent que les taux de FSH, LH sont
élevé chez ce méme patient T250 qui est atteint d’ un adénome hypophysaire. Ces résultats
mis ensemble laisse penser qu'il existerait donc un profil protéomique spécifique des
adénome hypophysaire potentiellement correspondant a la sous unités B-LH (PM=20.5 Kda)
ou a la B-FSH (PM=30Kda) (Demura et al., 1977) Toutefois des études montrent que la B-
HCG, une hormone de croissance a faible poids moléculaire (PM=22.2 Kda) est présente a
des taux élevé chez les adénomes hypophysaire (Doyle et al., 2009). Il serait donc intéressant

d’inclure cette protéine dans les prochains dosages hormonaux de nos échantillons sanguins.
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D’un autre coté, les deux patients atteints de méningiome T197 (patient féminin) et T271
(patient masculin) présentent des profils distincts. En effet, il existe une disparité des bandes.
Cependant étant que les deux patients sont du méme age (56 et 53) il est probable gue cette
différence soit liée au sexe (voir figure 17. A)

Une différence de profil est notamment observée chez les deux patients T210 et T329 qui
sont tout les deux atteints d’ une tumeur intracranienne. En effet, d’ une part cette dissemblance
ce manifeste par un signal spécifique qui apparait chez le patient T210 (figure 17.B). D’ autre
part le patient T329, présente un signal spécifique qui n’apparait pas chez les autres patients.
Etant donné, gque nos patient sont du méme sexe mais de groupe d &ge différent, cette

différence de profil peut étre du aux différencesliésal’ age.

A B

- O
&

Figure 17: Ensemble des profils A: T271, T197. B: T210, T329.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

A I'issu de ce travail, portant sur |’ établissement d’une bio-signature a partir des profils
d’ expression protéique de témoins et patients atteints de tumeurs cérébrales, nous avons pu
dans un premier temps montrer que le taux des protéinémies ne varie pas entre les patients
atteints de tumeurs cérébrales et les témoins, la protéinémie reste dans les normes
physiologiques quelque soit I’ &ge ou le sexe ,Comme nous | avons déga mentionné, celaest di
probablement ala dominance d’ un groupe protéigue majoritaire. Les résultats obtenus dans ce
contexte révelent que le dosage des protéines totales dans le plasma ne peut prédire I’ état
pathologique d’ un patient atteint de tumeurs cérébrales.

Les premiéres investigations qui se sont portées sur |’ étude des profils protéiques des
patients atteints de tumeur cérébrale et de témoins révelent qu’on ne peut poser un premier
diagnostic entre les patients tumoraux et non tumoraux, les profils présentent une certaine
homogénéité (nombre de bandes) mais I'intensité des bandes différent entres les patients.
D’un autre coté, le sexe et |’age pouvait affecter les résultats des profils electrophoreitique,
notre approche expérimentale s avere étre prometteuse pour I'identification d’une bio-
signature caractéristique des tumeurs cérébrales ce qui permettra dans le long terme de poser

un diagnostic et pronostic précoce, précis et peux couteux de ces pathologies.
Pour cela et en perspectives de cetravail, il serait intéressant:

» D’accroitre |’ effective de I’ é&ude afin de mettre en évidence les différences di al’ &ge
et au sexe, et de confirmer ou d’infirmer nos résultats obtenus

» D’étudier les protéomes sérique avec des techniques de préfractionnement tel que la
chromatographie d affinité qui permettra la réduction de la complexité de I’ échantillon, dans
le but d’appauvrir le niveau des protéines abondantes, ce qui facilite la reconnaissance des
protéines qui présentent des différences d’ expression entre les témoins et | es patients.

> Dirigé I’analyse protéomique vers des procedés beaucoup plus spécifique en utilisent
I’ électrophorese bidimensionnelle et la spectrophotométrie de masse ou la combinaison entre
SDS-PAGE et la chromatographie en phase liquide a haute performance. Cela va permettre
I’identification des différentes fractions protéique.

» D’un autre coté, I’ utilisation d’ une approche génomique telle que la PCR qui permet
de détecter I’ ADN tumoral circulant, ce qui permet ainsi d’ ouvrir des perceptives importantes

non seulement en termes de diagnostic mais également du suivi des patients.
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Annexe |

Tableau: classification histologique simplifiée des tumeurs intracraniennes (Louis et al., 2007)
Tumeurs primitives

Astrocytes Astrocytomes, Glioblastomes
Oligodendrocytes Cdlulesgliales Oligodendrocytomes

Ependymocytes Ependymomes
Cellules nerveuses M édulloblastomes
Pinéalocytes Pinéalomes
Cellules de Schwann Neurinomes, neurofibromes
Cellules arachnoidiennes Meéningiomes
Lymphocytes Lymphomes
Cdlules adénohypophysaires Adénomes hypophysaires
Cdlules ectodermiques Craniopharyngiomes
Cellules delachorde Chordomes
Cdlulesréticulaires Hémangioblastomes
Cellules germinaes Germinomes

Tumeurs secondaires (métastases)
Tumeurs osseuses primitives ou secondaires, bénignes ou malignes
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Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé le matériel suivant:

Annexell

1. Matériel utilisé
Balance;
Centrifugeuse;
PH-métre;
Spectrophotométre;
Dispositif d’ électrophorese;
Bain marie.

2.Produits utilises
BSA (bovin Sérum abumin) ;
Bleu de coomassie G250 ;
Bleu de coomassie R250 ;
Bleu de bromophénal ;
SDS (dodécysulfate de sodium) ;
Ethanol ;
Acide phosphorique ;
TrissHCL ;
Acide acétique ;
Glycéral ;
B-Mercaptoethanol ;
Acrylamide;
Bis-acrylamide;
Persulfate d’ ammonium ;
TEMED ;
Glycine;
Eau distillée.
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Annexelll

Tableau: Gamme d’ étalonnage pour e dosage des protéines.

BSA (mg/ml) 0 0,2 04 0,6 0,8 1
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau déminéralisee (ul) 100 80 60 40 20 0
Annexe |V
+ Réactif de Bradford:
Réactif Quantité
Bleu de Coomassie G250 75mg
Ethanol 99,5% 37.5ml
Acide phosphorique 85% 75 mi
Eau distillée 637.5 ml
V{=750ml
+ Protocole SDS-PAGE selon (Laemmli, 1970):
1. Tampon de solubilisation:
Produit Quantité
Tris-HCI (PH 6,8 /0,5M) 5mi
SDS 10% 8ml
Glycérol 50% 8 mi
B-Mercaptoethanol 2ml
Bleu de bromophénol 2ml
Vi=40 ml

» LetrissHCl (PH=6,8 et PH=8,8) est préparer a T°= 22°C selon les mesures suivantes:

e PH=6,8
Produit Quantité
Tris 3,029 g
HCI 1,97 ml
QSP ddH20 50 ml
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e PH=88
Produit Quantité
Tris 9,086 g
HCI 1,07 ml
QSP ddH20 50 ml

2. Tampons utilisées pour I’ électrophorése:

e Tampon demigration:

Produit Quantité
Tris 7569
Glycine 369
SDS 10% 40 ml
Eau distillée 250 ml
V=290 ml

e Solution defixation (décoloration):

Produit Quantité
M éthanol 40% 200 mi
Acide acétique 10% 50 mi
Eau distillée 250 ml
V=500 ml
e Solution decoloration:
Produit Quantité
Acide acétique 10% 50 mi
Méthanol 40 % 200 mi
Bleu de coomassie R250 0.25¢
Eau distillée 250 ml

VT =500ml



3. Gelsd’électrophorese:

e Ge deséparation:

ANNEXES

Réactif 15% 10%
Solution d'acrylamide 4ml 2,67ml
Tris-Hcl 8,8 2ml 2ml
TEMED 8ul 8ul
Persulfate d’ ammonium(APS) 80ul 80ul
SDS10% 80ul 80ul
Eau distillée 1,8 ml 3,2ml

V{=8ml
e Gel deconcentration:

Réactif 15% 10%
Solution d' acrylamide 3ml Iml
Tris-Hcl 6,8 1,25ml 1,25ml
TEMED 5ul 5ul
Persulfate d ammonium (APS) 50pl 50ul
SDS 50ul 50pl
Eau digtillée 3ml 2,.6ml

Vf=5ml
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Glossaire

Activité tyrosine kinase: Certains récepteurs membranaires sont capables d’'une activité
enzymatique a type de protéine tyrosine kinase. Lors de la fixation du ligand, ces récepteurs
se groupent en diméres et leur activité tyrosine kinase permet la phosphorylation d’'une
tyrosine de I’ autre protomere. Ces récepteurs exercent aussi leur activité tyrosine kinase sur
des substrats protéines du cytoplasme, qui transmettent a leur tour le signal aux cascades de

phosphorylation delacellule.

Agents cancérigenes. Tout facteur physique, chimique ou biologique de I’ environnement

susceptible de provoquer un cancer lorsgu’ un individu y est exposeé sur une certaine durée.

Agents promoteur: agents qui n'induisent pas de lésions de I’ADN mais favorisent
I’expression d'une Iésion, préalablement induite par un agent initiateur. Expérimental ement,
ils réduisent le temps écoul é entre I’ initiation et |e développement de la tumeur.

Angiogenése: Processus de croissance de houvealx vaisseaux sanguins a partir des vaissealx
préexistants. L’angiogenese est notamment impliquée dans la croissance des tumeurs

malignes et |e dével oppement des métastases.

Endoder me: Feuillet embryonnaire qui forme le tube digestif al’ exception de la bouche et du

rectum) et les glandes digestives, ainsi que les voies respiratoires.

Héparinases. enzyme catalyse I’ hydrolytique et le clivage des heparines, ont la capacité de
détruire |a barriére hématoencéphalique et la matrice extracellulaire locale, favorisant ainsi la

prolifération tumorale cérébrale.

Immunoepression: Suppression ou diminution de la résistance naturelle ou acquise d un

organisme a des agents reconnus comme étrangers.

Meésoderme: La couche de germe embryonnaire intermédiaire, située entre |'ectoderme et
I'endoderme, a partir de laguelle le tissu conjonctif, les muscles, les os et le systéme

circulatoire urogénital et se développent.

Sarcomes. Tumeurs se développant a partir des tissus conjonctifs d'origine (liposarcome,

ostéosarcome, angiosarcomes, chondrosarcome).
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Témozolomide: est un agent alkylant de I’ADN administré par voie orae. Il provogue une
alkylation de la guanine en position O6 et N7 de I’ADN ce qui déclenche |’ apoptose des
cellules.

Virus Herpes: virus a ADN bicatenaire, provogue une maladie infectieuse contagieuse et

récurrente (qui revient régulierement), due aun virus dont le nom est I'herpes simplex.
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Résume

Les tumeurs cérébrales se caractérisent par des proliférations anarchiques de cellules au sein
du cerveau. Les marqueurs biologiques de tumeurs sont des molécules retrouvées en quantité
détectable dans le sang. Ces marqueurs peuvent également étre utilisés pour prédire
I’ évolution de la maladie cancéreuse.

Le but de notre étude est d’ é&ablir une bio-signature a partir des profils d’ expression protéique
de témoins et patients atteints de tumeurs cérébrales qui pourrait s avérer utile au diagnostic.
Les sérums de quatorze (14) échantillons dont cing (5) atteints de tumeurs cérébrales et neuf
(9) témoin (six femmes et huit hommes d’ &ge moyen de 40 ans) admis respectivement au
service de neurochirurgie du Centre Hospitalo-universitaire Khalil Amrane de Bgaia ont servi
al’ étude protéomique par la méthode de Bradford et |a technique de SDS-PAGE.

Nos résultats montrent que la proténémie normale obtenue chez tous les échantillons ne peut
aider au diagnostique des pathologies tumorales pas rapport aux autres types de pathogenes
affectant le systeme nerveux central. Tandis que I’ analyse des profils protéiques obtenus par
une électrophorese SDS PAGE, nous a permis de mettre en évidence des profils protéiques
relativement distincts entre les tumoraux et les non-tumoraux, mais aussi entre les tumoraux
eux-mémes, particulierement au niveau des protéines afaible poids moléculaire.

Notre approche expérimentale s avere étre prometteuse pour I'identification d une bio-
signature caractéristique des tumeurs cérébrales ce qui permettra dans le long terme de poser
un diagnostic et pronostic précoce, précis et peux couteux de ces pathologies.

Mots clés. tumeurs cérébrales, protéomique, biomarqueurs, protéines, profils é ectrophorétique.

Abstract

Brain tumors are characterized by uncontrolled proliferation of cells within the brain. The
biomarkers of tumors are found in detectable amounts in the blood. These markers can also be
used to predict the evolution of the cancer disease.

The am of our study is to establish a bio-signature from the protein expression profiles of
control and patients with brain tumors that could be useful for diagnosis.

Fourteen plasma samples (14) with five (5) patients suffering from brain tumors and nine (9)
controls .(sx women and eight men, mean age 40 years) respectively admitted to the
Neurosurgical Service of Hospitalo-University Centre Khalil Amrane Bejaia were used for
proteomic study by the Bradford method and SDS-PAGE technique.

Our results show that normal proteinemia obtained in all samples cannot help the diagnosis of
malignant disease compared to other types of disease affecting the central nervous system.
While the analysis of protein profiles obtained by SDS PAGE electrophoresis, allowed us to
highlight relatively distinct protein profiles between tumor and non-tumor, but also between
the tumors itself, especially at the protein level low molecular weight.

Our experimental approach is promising for the identification of abio- signature characteristic
of brain tumors which will help in diagnosis and early prognosis, to the brain tumor

Keywords:. brain tumors, proteomics, bios markers, protein, electrophoretic profils
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