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PROBLEMATIQUE

Les données actuelles sur les pathologies cancéreuses dans le monde, révelent que les
tumeurs sont un probléme de santé publique maeur, en effet d apres les statistiques de
I’organisation mondiale de la santé (OMS), le nombre de nouveaux cas est d environ 14
millions et 8 millions de déces par an. Les pathologies tumorales sont classées selon leurs types
histologiques et leurs degrés d’ évolution (grade);Les tumeurs pulmonaires par exemple, sont
considérées comme les plus fréquentes des pathol ogies tumorales chez I’ adulte, en effet elles
représentent environ 30%; alors que chez I’ enfant(de moins de 15 ans) les tumeurs cérébrales
représentent a elles seules 25-30% de tumeurs pédiatriques.

Actuellement, les principales approches dans le traitement des tumeurs sont dites des
thérapies classiques, qui englobent : la chirurgie, la radiothérapie et/ou la chimiothérapie, ces
dernieres semblent atteindre leurs limites, en vue des chiffres de survie donnés par I'OMS,
quant au nombre de décés annuels cela a conduit les chercheurs a explorer non seulement de
nouvelles approches thérapeutiques, mais aussi d éventuelle identification de signature
moléculaire et de facteurs pronostic nommés « marqueurs tumoraux » (MT). Il existe différents
type de marqueurs dont ceux présents dans les liquides physiologiques tel ; les urines et le
Liquide Céphalo-Rachidien (LCR), qui a présent considérer comme liquide biologique
préférentielle pour une future stratégie de diagnostique des maladies atteignant le systéme
nerveux central (SNC), au cour desquellesla composition et la concentration protéque du LCR
se trouve fréqguemment modifiée, notamment la concentration de: BDNF, NGF, GGF, FGF-2,
Neuregulin-1, Endotheline ,et BMP-2. Car ils ont une action sur des récepteurs (erbB, FGFR,
EGFR) connues comme étant des acteurs majeurs de la progression tumorale.

En vue de ce qui est cité précédemment, et |I'éat de développement des tumeurs
cérébrales en Algérie particulierement a Bejaia, comme |e rapporte I’ é&ude épidémiologique
des tumeurs cérébrales : cas du CHU de Bgaia, (Ghidouche et al., 2014). Nous nous sommes
proposé de mener une étude biochimique et protéomique sur les tumeurs cérébrales, d’ une
cohorte de patients atteint de tumeurs cérébrales et des patients non tumoraux. Notamment par
dosage colorimétrique des concentrations protéiques et I'identification du profil protéomique
de cesliquides par é ectrophorése SDS-PAGE, ceci va peut-étre nous permettre d’identifier une

signature moléculaire différentielle.
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[.1. Généralité sur la Tumor ogenése

Unetumeur est par définition, un amas de cellules ayant perdu |’ équilibre entreladivision
et I’ apoptose. Cela est dlial’ accumulation de mutations. En effet, Knudson asuggéré que: « La
cellule n’est capable d'initier une tumeur que si elle contient deux mutations successives des
alleles d’'un méme gene dans des formes : soit héréditaire ou sporadique (acquise) » (Knudson,
1971).Toutefois, il existe une deuxiéme théorie, qui stipule qu’ une tumeur peut étre auss
déclenchée par des cellules souches cancéreuses, dont |a capacité de prolifération est indéfinie et

peuvent donner naissance atoutes|es autres cellules delamassetumorale (Ginestier et al., 2007).

Selon un processus qui comporte quatre phases a savoir : I'initiation, la promotion, la
progression et I’'invasion. On distingue deux types de tumeurs: les tumeurs bénignes et les
tumeurs malignes (Schalken, 1992).

- Les tumeurs bénignes : dont la croissance est lente, reste localisées aux niveaux de leur site

d’origine, toutefois, dans certains cas elles peuvent dérivées et devenir malignes.

-Lestumeursmalignes : leurs croissance est rapide, et peuvent s’ étendre dans|estissus avoisinant

ou bien se disseminer vers les organes distants (Stevens et al., 2004).

La cellule tumorale maligne représente une rupture de la balance de I’ équilibre entre
signaux prolifératifs et antiprolifératifs en faveurs des signaux prolifératifs, ainsi elle échappe au
systéme immunitaire et a |’ apoptose, exprimant également quel ques autre caractéristiques telles
gue :- Potentiel prolifératif illimité.

- Instabilité génomique et mutation.
- Activation de I’ angiogenése.
- Invasion et dissémination métastasique.

Ces différentes caractéristiques ouent un réle fondamental dans le processus de formation d' une
tumeur, notamment dans les tumeurs cérébrales (Hanahan et weinbergen, 2011).

|.2. Cerveau




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Le cerveau, |’ organe le plus complexe du corps humain, seforme a partir du tube neural,
au cours de la quatriéme semaine post-fécondation (Ross, 2014). Il est protégé contre les chocs
par des cavités osseuses entourées du liquide céphalo-rachidiens et les méninges (la dure mére,
I"arachnoide et |a pie mere) (Pearl et al., 1981). Selon lathéorie de Maclean, le cerveau humain
est constitué de trois parties distinctes : le cerveau reptilien, le cerveau limbique et |e néocortex
(Figure 1) (MacLean, 2002).

Figure 1: Représentation schématique de la composition du cerveau selon Maclean. (MacLean,
2002)

- Lecerveau reptilien : Chez I"'homme, il correspond au tronc cérébral et le cervelet, il est
le systeme de survie et d’ expression des besoins.

- Le cerveau limbique: Responsable des émotions et de la sensation, influence le
comportement. 11 comprend principalement I’ hippocampe, I’ amygdale et I” hypothalamus.

- Lenéocortex : Il est le résultat de latroisieme et derniére phase de I’ évolution de notre

cerveau, et permet |e raisonnement logique et le langage.

Afin que les cdllules de I'encéphae puissent jouer leur réle physiologique, il est
important que I’environnement dans lequel elles se trouvent soit stable. La Barriere Hémato
Encéphalique (BHE) qui se trouve entre la circulation sanguine et le systeme nerveux central

(SNC), est un élément essentiel pour une homéostasie parfaite. (Marieb, 2008)

Dans le cas physiologique, la BHE est sélectivement imperméable a un certain poids
moléculaire (600 Da). Les molécules liposolubles ayant un petit poids moléculaire
traversentfacilement laBHE, le glucose est un exemple de molécule qui utilise des transporteurs
spécifiques (Ballabh et al., 2004).
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Dans des conditions physiopathol ogiques, notamment dans le cas d’ une tumeur, |’ activité
des métalloprotéases augmente, induisant le clivage des protéines et par consequent, elles
participent ala pénétration de ces peptides ver le liquide cérébro-spinal atraversla BHE, dont la
perméabilité augmente de 10 a 30 fois par rapport au cerveau sain (Marieb, 2008; Rousseau,
2007) (Bauer €t al., 2010).

[.2.1. Anatomie

La vison de I'organisation neuro-anatomique selon Maclean est aujourd hui

controverser. En effet, le cerveau est subdivisé en télencéphale et diencéphale.
[.2.1.1. Télencéphale

Il constitue deux hémisphéres cérébraux : gauche et droit, qui sont divisé en quatre lobes
(le lobe frontale, pariétale, occipitale et temporale) (Figure 2). Il entouré du cortex cérébral.
(Pearl, et al., 1981) Chague lobe comporte des aires cérébraux appeler aussi aire de Brodmann
comportant 52 aires, dont chacun a une fonction bien propre tel que: I’aire auditive, I'aire
motrice, et I'aire de Broca qui est la zone de production des mots, contrairement a l'aire de
Wernicks dont le réle est la compréhension de ces mots. (Brodmann K, 1909)

Figur e 2: Représentation schématique des différents lobes du cerveau (Adapté de I’ INC,
2010).

Lelobefrontal: controle la pensée, la mémoire, et le raisonnement. Le lobe pariétal: gérela
lecture, I’ équilibre, et la sensibilité. Le lobe occipital : responsable de la vision. Le lobe temporal : géere

les émotions, la mémoaire et le langage.

[.2.1.2. Diencéphale
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Les hémisphéres cérébraux recouvrent une partie du cerveau qui constitue le thalamus,
I’hypothalamus et I’ épithalamus nommée le diencéphale. (Marieb, 2008) sont role est
I’intégration des fonctions sensorimotrices, neurovegétatives et neuroendocriniennes. (Delaiy,
1953)

|.2.2. Cellules du systeme nerveux

Les cellules caractéristiques du systéme nerveux sont :Les neurones, les cellules gliales
(les oligodendrocytes, les astrocytes, les cellules de Schwann, les cellules épendymaires), et les

microglies. Voir Figure 3.

Figur e 3: Représentation schématique des cellules du systéme nerveux.Modifier d’ aprés

» Les neurones: Ce sont des cellules hautement différenciées et spécialisées dans la
communication intercellulaire, constitué de trois compartiments : corps cellulaire, les dendrites
et axone. (André et al., 2008)

> Les cellules gliales: contrairement aux neurones qui ont la méme architecture, elles
représentent un large spectre de cellule notamment les astrocytes, les oligodendrocytes, les
cellules de Schwann et les cellules épendymaires qui servent de soutien et de protection des
neurones. (Stevenset al., 2004)

- Lesastrocytes : généralement de forme étoilé assure le maintien de la BHE.
- Lesoligodendrocytes : sont des cellules de la névroglie interstitielle dont le réle est

laformation de myéline au niveau du SNC.
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- Lescelulesde Schwann : sont des cellules de soutien et assurent la myélinisation des
Neurones.

- Les celules épendymaires : leurs fonction est d assurer I’interface entre le SN et le
LCS.

Les microglies, un type particulier des cellules gliales d’ origine monocytaire. Constitué de
macrophage qui résident au niveau du cerveau et delamoelle épiniere formant ainsi laprincipae
défense immunitaire.(Stevenset al., 2004)

|.3. Mécanisme de la Neur ogenése
La neurogenese correspond a I’ensemble des processus de prolifération puis de
différenciation cellulaires conduisant ala formation de neurones. Les cellules souches neurales
proliferent puis se différencient en neurobl astes qui donnent nai ssance aux neurones etles cellules
gliales. Dansle processus de formation du cerveau, les neurones sont des cellules post-mitotique
qui perdent la capacité de se diviser, et sont les premiéres a apparaitre, tandis que les cellules
gliales qui ont la capacité de continuer aproliférer localement sont formeées par des mécanismes
différents, plus tardivement. (Alvarez-Buyllaet al., 2001).
On distingue :
|.3.1. Neurogenése embryonnaire
Durantlaquelle le cerveau se forme en plusieurs étapes (Lagercrantz, 2010).
- Formation de neurones apartir des cellules souches neurales
- Migration de neurones formés de la plaque neurale vers le tube neurale et formation
delacréte neurale
- Formation des cellules gliales. Certaines cellules se transforment en neurones,
d’autres en cellules gliales, qui composent une grande partie de la matiére blanche du
cerveaul.
- Synaptogenése
- Lamort cellulaire programmeée : les neurones fonctionnels continus a se dével opper,
les non fonctionnels sont éliminé par apoptose.
- Céblage et réorganisation. Les aires cérébrales se connectent et sorganisent en
partie en fonction des activités du nourrisson (perception visuelle, toucher,

audition...).
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- Mydinisation. La myéline est une gaine de protéine qui enveloppe les nerfs. Elle
permet une meilleure circulation de I’ influx nerveux.

|.3.2. Neurogenése adulte

Chez I’ adulte la neurogenese est un processus de regénération et de plasticité neuronale
se déroulant essentiellement dans deuxrégions du cerveau adulte, le gyrus denté (GD) de
I” hippocampeet |a partie antérieure de larégion sous-ventriculaire (RSV). Elle est stimulée dans
les mal adies neurol ogiques, |es accidents vascul aires cérébraux et lestraumatismes créniens, cela
se produit a partir descellules souches neurales (CSN) qui sont des cellules multipotentes,
d’origine gliale ou de cellules progénitrices circulant dans le sang, capables de s’ autorenouveler
et de produire différentes cellules du systeme nerveux : neurones, astrocytes et oligodendrocytes
(Philippe,2005).

|.4. Tumeurscérébrales

La tumeur cérébrale est le résultat d'une succession de divisions incontrélées des
neurones ou des cellules gliales dans le cerveau, et rarement dans les tissus lymphatiques, les
vaissealx sanguins, les nerfs craniens, et les meéninges. Les tumeurs qui sont principalement
situées dans d'autres organes peuvent se propager vers le cerveau et créer des métastases
cérébrales.

I.4.1. Signescliniques
Les tumeurs cérébral es sont contraignantes, car elles représentent énormément de signes
cliniques. Ces manifestations sont en corrélation avec lalocalisation topographique de la tumeur
(Andon et al., 2005).
> Lelobefronta : Troubles du comportement.
» L’ hypothalamus : Syndrome diencéphalique, déficits endocriniens.
» Lethalamus: Douleurs, déficit moteur.
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|.4.2. Classifications

Il est nécessaire de trouver une classification simple, utile, et mémorisable, del’ ensemble
des tumeurs cérébrales. Latopographie est un critére utile, mais |’ histologie de la tumeur est le
critere majeur de classement puisqu’il indique le pronostic global. La classification selon
I’ organisation mondiale de la santé (OMS) et actuellement |a plus utilisée (Hablttzel, 2009).

On distingue :

-Les tumeurs d'origine neuroépithéliale, les gliomes représente la majorité de ces

tumeurs, ils sont classéesde | alV selon leurs degré de malignité.

- Les tumeurs des nerfs périphériques : sont celle qui se développent au dépens des nerfs

craniens et la plupart sont des schwanomes.
- Les tumeurs méningees primitives : le plus souvent sont des méningiomes.

- Les tumeurs germinales et les tumeurs de la région sellaire ainsi que les lymphomes
primitifs du SNC.

|.4.3. Différences entretumeurs cérébralesadultes et enfants

Selon I’ étude épidémiologique de (Ghidouche et al., 2014) effectuée sur des patients
atteints de tumeurs cérébrale admis au CHU de Bejaia. Cette pathol ogie touche I’ adulte cing fois
plus que I’enfant. Ce dernier représente le médulloblastome (13%) et I’ Astrocytome (13%)
comme type histologique prédominant, le neurinome et e glioblastome ont des pourcentages
respectivement de (10%) et (7%).Par contre chez | adulte, le méningiome occupe la proportion
la plus importante (16%) suivis de (12%) de glioblastome et de (9%) d’ Astrocytome.

|.4.4. Les bases moléculaires destumeurs cérébrales

Comme nous I’avons cité précédemment, les tumeurs présentent une accumulation de

mutations. En effet, certaines altérations sont observées dans |es tumeurs cérébral es.

- Lesgliomes par exemple, sont associés a |’ atération de plusieurs voies de signalisation
impliquant différentes proténes et la perte chromosomale 1p-19q, comme le démontre lafigure
4.L’éude (Everhard et al., 2006) a montré que I'enzyme MGMT (O6-méthylguanine-
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methyltransferase) qui participe alaréparation de !’ ADN est trouvéephosphorylé dans 92,6% de
patient atteints de tumeur gliale de bas grade.

Perte chr 1 Piigedendrogiioncee

i et 1%q Cigodendroglione
Cellule I ________,———""'"—'" e lonsigice

rouche
* Inactivation P16
\]‘natli\-'atinn ps3
Inactivation r
PTEN II.l'

Asfrocytomne Inactivation P16 )
Aomplificatidn !
EGFR * h
'
ol Astrocylome ivati o
¢ hcal Inactivation PTEN

arnraploarigue !
v
Crlioblasrome de nove *

Crliobiastome

Figure 4: Représentation schématique des altérations génétiques impliquées dans les
différentes voies de la progression des Gliomes. (Sanson et Taillibert, 2004).

- Le médulloblastome: Présente une dérégulation de la voie sonichedgehog (SHH), et des
mutations des génes patched et sufu, et la voie Wnt (mutation de |a béta-catenine) (Northcott et
a., 2010).

- Le Schwanome (neurinome): Génétiquement, est caractérisé par une inactivation du géne
NF2 sur le chromosome 22.

- Lemeéningiome: Fréguent chez |afemme probablement a cause des facteurs hormonaux.
en plus des pertes chromosomale de : 1p. 10qg. 14p qui sont liées ala progression tumorale, les

tumeurs des cellules méningées sont caractérisées par une inactivation du géene NF2.
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[.5. Marqueurstumoraux

Les marqueurs tumoraux sont des indicateurs biochimiques de |a présence d’ une tumeur.
IIs représentent plusieurs types de classification, toutefois un marqueur tumorale N’ est considéré

idéale que s'il remplies certaines caractéristiquesdécrites ci-apres (Sharma, 2009).

> lagpécificité et lasensibilité: Il doit étre sensible et spécifique pour un type de tumeur
donnée.

> lepouvoir predictif : il devrait fournir un temps d avance sur le diagnostic clinique.

> |"évolutivitédelatumeur : Un marqueur tumoral edoit refléter I’ évolution tumoraleC’ est-

a-dire laprogression ou larégression tumorale (Sharma, 2009).

LesMT sont généralement des biomol écules de nature protéque ou glycoprotéque telle
gue le CEA (Carcino Embryonic Antigen) utilisés pour le dépistage précoce ou le diagnostique,
ains que pour le suivi du traitement des tumeurs mammaires métastasées, et rarement des
hormones comme la calcitonine, qui est utilisée pour le diagnostique des tumeurs thyroidiennes,
elle sert également ala détection précoce des récidives. Lathyroglobuline pour lasurveillance et
le traitement des adénocarcinomes thyroidiens, ou des enzymescomme la PSA (ou ASP,
Antigene Spécifique de la Prostate), son dosage sert principalement au diagnostique et au suivi

d’ évolution des cancers de |la prostate(Zenhausern, 2011).

IIs Correspondent a une néosynthése par une tumeur elle-méme, ou par une altération
guantitative ou qualitative en condition précancéreuse ou cancéreuse. La détection de ces
marqueurs peut étre réalisée dans un tissu ou dans un liquide biologique tel que le sang, les
urines et le liquide céphalo-rachidien. IlIs peuvent étre utilisés pour le dépistage, confirmer un

diagnostiqueet prédire laréponse thérapeutique (Dubois, 2008).
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Parmi |es marqueurs de tumeurs cérébral es d§ja connus : laprotéine S-100, Olig 1 et Olig
2, GFAP, VEGF et EGFR, (tableau 1) (Beaudeux, 2002).

Tableau |: Tableau récapitulatif de différents marqueurs de tumeurs cérébrales dga connu.

Mar queur s tumor aux Caractéristiques

- protéine synthétisée physiol ogiquement par les
cellules astrogliales et les cellules de la gaine de

S-100 Schwann.

- roéle: lafixation du calcium intracytosolique.

- Elle constitue un marqueur biologigue de tumeurs
cérébrales (Beaudeux, 2002).

OligletOlig 2 - facteurs de transcription exprimeés par
(Oligodendrocytes I’ oligodendrocytes.
transcription factor)
GFAP(Glia Fibrillary - Présent dans certaines cellules gliales du systeme
Acidic Protein) nerveux central,notamment les astrocytes.
VEGF (Vascular - Facteur de croissance de | endothélium vasculaire.
Endothelial Growth Factor) - Rodle: dans|’angiogenése, et dans le dével oppement

des tumeurs, notamment dans |es tumeurs cérébral es.

EGFR (Epidermal Growth - Récepteur de Facteur de croissance épidermique
Factor Receptor) - proténe transmembranaire appartenant alafamille
des récepteurs de type tyrosine kinase.
- ROdle: Transduction du signal.
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[.6. LiquidesBiologiques
[.6.1. Urines

L’ urine, est lerésultat de lafiltration du sang par |e mécanisme de diurése danslesreins,
dont lafonction majeur est d’ épurer I’ organisme des déchets du métabolisme cellulaire, aingi, le
maintien du pH physiologique et I’ équilibre électrolytique car son PH varieentre 4,6 et 8. L’ urine
constitue la majeure partie d eau (95%), et le reste représentent des composés organiques tels
gue |’ urée, et la créatinine, des composes minéraux comme le potassium et le calcium, ainsi que

desprotéinesentrace. il est éliminédel’ organisme par le systéme urinaire (Aubron et al., 2012).
[.6.1.1. Mécanisme de formation des urines (Diurése)

L’ élaboration de I'urine dépond de 3 processus: lafiltration glomérulaire, 1a réabsorption
tubulaire, et lasecrétion tubulaire. Toute modification de ces processus entraine un changement

dans la composition urinaire, notamment la protéinurie (Joseph, 2000).

> Filtration glomérulaire: Elle représente la premiéere étape de formation des urines,
aboutissant ala formation de I’ urine primitive ayant la méme caractéristique du plasma sanguin
dépourvue de protéines plasmatiques (Klein, 2009).

» Laréabsorption tubulaire: C'est le transfert du filtrat de la lumiére tubulaire vers le
tissu interstitiel et les capillaires péritubulaires.

> Lasécrétion tubulaire: c'est le passage de substance telle que les ionsdes capillaires

péritubulaires vers lalumiére tubulaire.

[.6.2. Liquide Céphalo-rachidien
1.6.2.1. Physiologiedu LCR

Le Liquide Cérébro-spinalest un liquide clair, Circulant autour du cerveau, le cervelet et
la moelle épiniére (Bendavid, 2007), il est produit par les plexus choroides situés dans les
ventricules cérébraux. Sa formation et sa composition résultent simultanément de la filtration
Plasmatique a travers des capillaires choroidiens et d’une sécrétion nécessitant un transport
actif(Cook et Nicola; 1988).
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Il est sécrété par les plexus choroides des ventricules latéraux pour étre libéré dans
I’ espace sub-arachnoidien. La majeure partie du LCS est relachée dans le sinus veineux et les
veines cérébrales. || est également absorbé, pour une faible quantité, par les vaisseaux veineux et
lymphatiques. Il peut également pénétrer le parenchyme cérébral a travers des cellules
épendymaires quand la pression intra ventriculaire est augmentée, le LCR est absorbé par les
vaissealx sanguins cérébraux (Abat et al., 1988).

Dans les premiers stades de la vie embryonnaire, en |'absence de toute barriére
hématoméningée, le LCS a une importante fonction nutritionnelle (Kaneko, 1997).

Chez I’ adulte, il a pour rdle de protéger, de maintenir et de réparer le SNC. Il permet de
transporter les nutriments et les messagers chimiques et |” élimination des déchets hors du tissu
neural. Il permet ains de maintenir I’homéostasie du SNC indispensable a son bon
fonctionnement (Edsbagge et al.,2004 ; Ledermann et al., 2012).

|.7. Facteurs extracellulairesinfluencant le développement du cerveau
Dans le systeme nerveux en développement, plusieurs proteines jouent un réle dans la

mise en place des différents types de neurones (Guillemot, 2000).

|.7.1. BDNF : Brain-Drived Neurotrophic Factor

BDNF est une protéine neurotrophique de 30 KDa, ayant une séquence conservée chez
différentes especes. Son gene est localisé chez I’homme sur le chromosome 11p. Elle module
différentes actions essentielle telle que: I'amélioration de neurogenése, potentialisation

synaptique, ainsi dans la neuroplasticité (Devin, Binder et Scharfman, 2004).
Cette protéine joue sonrble en se liant a deux types de récepteurs :

> Le récepteur de type tyrosine kinase TrkB active les voies de signalisation telle que:
Ras-MAP (Mitogen-Activated Protéin) kinase; |a phosphorylation de la protéineliée al’ élément
de réponse AMPc (CREB), induisant la croissance, |e développement, et I’ activation du calcium
gliale (Devin, Binder et Scharfman, 2004).

> Lerécepteur P75NR (Pan-Neurotrophin Receptor) li€ aux protéines de nécrose tumorale
(TNFR) active la voie NF-kB et la voie Jun kinase. Ce récepteur joue un réle dans I’initiation
de I'apoptose et la détermination de la spécificité de liaison de neurotrophine (Kermani,
Hempstead, 2007).

1
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|.7.2. NGF : Nerve Growth Factor

C'est une protéine a la fois pro-apoptotique et neurotrophique de 13 KDa, de séquence

hautement conservée d’ une homol ogi e considérabl e chez différentes espéces. Son action biologique

est essentielle pour le maintien du développement neuronal tels les neurones sensoriels stimulant

I’expression de neuropeptides comme la substance P (SP) et Calcitonin Gene-Related Peptide

(CGRP) (Berry, 2012 :Seidel, 2014).

Le facteur NGF medie sont action via le récepteurde famille tyrosine kinase (TrkA), activant

ains des voies de signalisation telle: Ras-MAP Kinase, La voie ERK, le phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K), Akt et la phospholipase C (PLC) —y. NGF se lie également de faible affinité au

récepteur P75N™R qui régule lasignalisation par TrkA, induisant une signalisation supplémentaires

qui sont : La voie Jun Kinase et la voie NF-kB. En absence de TrkA, ces récepteurs peuvent signaler

I’ apoptose des cellules.
1.7.3. BMP-2 : Bone Morphogenetic Protéin-2

BMP-2 est une glycoprotéine acide de 32KDa, de la famille TGFB a propriétés
ostéoinductives, elle est impliguée dans la neurogenese durant |le dével oppement embryonnaire
et post natal, ainsi dans|a plasticité neuronale chez I’ adulte (Jiang Y ang et al.,2015). Elle module
son action via un complexe hétéro-tétramérique formé d' une sous unité de récepteur type Il
(BMPR 1) et une autre du récepteur type | (BMPRIA et BMPRIB) (Chalazonitis et Kessler,
2012)

L’inhibition de la signalisation de BMP par les proténes telle noggin et follistatine
n’ affecte pasle moment de neurogenese et letaux delamort cellulaire maisaméliore lamigration
de cellules de lacréte neurale vers |’ épithélium. L’ expression de BMP-2 peut étre aussi régulé
par le facteur de nécrose tumoral TNF-a en augmentant son expression surtout dans le cas de

tumeur les plusinvasif (Zheng-jie Yang et al., 2013).

Cependant, la différenciation et la survie neuronale sont liée a la concentration de BMP
C’ est-a-dire a des concentrations élevée la proténe favorise I’ apoptose dans des tumeurs par les
protéines Smad et diminue la différenciation ains que la neurogenese, contrairement au

neurotrophine ce qui est stimulé par FGF-2.
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Parmi les fonctions que BMP-2 peut moduler : la promotion, la régulation de la
différenciation gliale dans le systéme nerveux centralevia |’ expression du récepteur erbB3 en
bloquant I’ effet prolifératif du facteur GGF-2 (Megjung et Senyon, 2011).

|.7.4. Endothdine

Endotheline est un facteur vasoconstricteur constitué de PM (poids moléculaire)
approximative a 24K Da, issu du clivage par lafurine d’ un précurseur appelé pré-
proendotheline formant de big-Endotheline inactif, celle-ci clivée a son tour par une enzyme de

conversion d’Endotheline (ece) afin de donner une Endotheline mature (Cazaubon, 2006).

Plusieurs modulateurs de |'expression d Endotheline sont connus: Il existe des
inhibiteurs de son expression telle que I’ acide rétinoique, d autre qui stimule la synthése et la
secrétion d’ Endotheline comme |la prostaglandine et laleptine (Pinet, 2004).

La surexpression de ce peptide et de son récepteur est en corrélation avec I'invasivité
tumorale, surtout dansles cellules d’ origine épithéliale telle gue les astrocytes(Cazaubon, 2006).

Le systeme Endotheline comporte trois isopéptides qui exercent leurs effets (Annexe 1)
par I'intermédiaire de deux récepteurs: Et-A et Et-B de réponses différentes selon le type
cellulaire. Et-1 qui est I'isopeptide le plus éudié exprimé par les cellules endothéliades, les

cellules épithéliales qui synthétise Et-2, et les neurones qui sont une source d' Et-3 (Pinet, 2004).
|.7.5. FGF-2 :Fibroblast Growth Factor-2

C’est une famille de protéines neurogéne de poids moléculaire approximative a 14K Da,
leur principale action est la prolifération, la migration et la différenciation neuronale (Giavazzi
et al., 2003). Selon des études, cette protéine ne contient pas de séquence signale et les voies de
leurs libération reste encore floues, maisils peuvent étres transloqués par des protéinesintégrales
ou périphériques membranaires dont la pompe Nat+/K+ ATPase, |le facteur module sonactivité
dansle systeme nerveux centralevialesrécepteurstype tyrosine kinase, principa ement le FGFR-
1 (Woodbury et Ikezu, 2014).

» FGF-2 joue un roledans les maladies neurodégénératives en regénérant |es neurones, par
exemple dans la maladie de parkinson, le FGF-2 régule le développement de neurones

Dopaminergiques (Woodbury et Ikezu, 2014).
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» Le FGF-2 joue un rdle de neurotrophine dans la plasticité synaptique et |a ramification
axonae(Woodbury et Ikezu, 2014).

» (Giavazzi et al., 2003) ont démontrés que le facteur est considéré mitogéne et tumorigéne
et gu'il existe une corrélation entre la présence de FGF-2 et |e stade tumorale dans les cellules
cancéreuses, et il est surtout détectable dansles urines et e liquide céphal o-rachidien des patients
atteint de tumeurs cérébrales.

[.7.6. Neureguline-1

Des études immunohi stochimique et western blot ont montrés que la protéine neureguline
aété détectée commebandes d’isoformesd’ environ 140, 110, 95 et 60 KDa, produit par I’ épissage
aternatif et parmi eux le GGF (Law et al., 2004).

La Neureguline-1 est multifonctionnelles et polyvalente jouant un réle via son récepteur
erbB2/3, qui a été identifié pour son pouvoir oncogéne en raison de leurs réles important dans
le cancer, en activant divers cascade de signalisation telle : Rass-MAP Kinase, Lavoie ERK, La
phosphatidylinositol-3-kinase-Akt, La mobilisation de Cat++, La régulation de la protéine
dépondant kinase C et I’ activité de N-FAT (Talmage, 2008). De nombreux aspects de labiologie
des cellules de Schwann sont affectés par NRG-1 :

» Supprime la différenciation neuronale des cellules de la créte neurale, tout en favorisant
ou permettant la différenciation gliale.

> Nécessaire pour la survie desprogeéniteurs de cellule de Schwann.

» Favoriselaprolifération et lamigration de ces cellules.

» Fournit des signaux essentiels pour la myélinisation.

|.7.7. GGF: Glial Growth Factor

1A
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C'est une protéine soluble, correspondant a une forme isomérique de Neureguline
endogéne et de GGF-2 exogene, il est produit par 1es neurones et les cellules gliales, ains par les
neurobl astes du systéme nerveux central en développement. Il a éé démontré que son expression
diminue avec I’ &ge (Talmage, 2008 ; Anton et al., 1997).

Le GGF joue un réle vitalvia le récepteur erbB2 dans la croissance des cellules gliales,
accompagné de la migration neuronale dans la paroi cérébrale en développement. Induisant la
protéine BLBP (Brain Lipid-Binding Protein), qui est trouvé étre un marqueur de tumeur
cérébrales du SNC. GGF est considérer comme le facteur trophique spécifique aux cellules

Schwann pouvant stimuler leurs proliférations (Retrosi et al., 2011).
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[1.1. Méthodes d’analyses
Le dosage des protéines se base sur les propriétés des acides aminés, et cela peut
s établir par des méthodes qualitatives et quantitatives (Forbes, 2010).
[1.1.1. Méthodes quantitatives
Parmi les méthodes quantitatives les plus utilisées sont les méthodes colorimétriques
car en plus d' étre précises, elles sont rapides, automatisables, peu couteuses et facile a mettre
en ceuvre. Les plus importantes sont la méthode de Lowry, de Biuretet celle de Bradford.
Remarque: il existe des méthodes beaucoup plus précise, ¢’ est notamment le cas de
la méthode d’ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), qui est une méthode immuno-
enzymatique dans laquelle le dosage des concentrations de protéines dans une solution est
couplé a une réaction catalysee par une enzyme, qui libére un composant coloré suivi par une
spectroscopie, mais|’inconvénient de cette technique, ¢’ est que : une seule proténe est dosee a
lafois.
11.1.1.1. Méthode de Biuret
C’est une méthode colorimétrique de protéines. En milieu acalin, les protéines liées au
réactif de Gornallforment un complexe coloré en bleu-violet en présence des sels de cuivre,
dont I'intensité dela coul eur est proportionnelle alaconcentration en protéines. Cette coloration
varie également en fonction de la nature des protéines a doser, de I’acalinité du milieu, de la
concentration en sulfate de cuivre et de la température. Un dosage colorimétrique est réalisé
a540 nm. Cette méthode présente une difficulté d’ application a des solutions diluées en
protéinestellele LCR et les Urines(Holme, Peck, 1998).
11.1.1.2. Méthode de Lowry
C’ est une méthode de dosage col orimétrique deprotéines. Elle est essentiellement basée
sur la méthode du biuret, | absorbance est mesuré a 745nm, |’ un des inconvénients de cette
méthode est qu’il peut y'avoir interférence de plusieurs substance tel : le saccharose I’ acide
éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) (Lowry, 1951).
11.1.1.3. Méthode de Bradford
Cest une méthode spectrophotométrique, elle est utilisée pour déterminer les
concentrations de protéines en solution, il sagit d'un dosage colorimétrique au Bleu de
Coomassie G250, basé sur le changement d’ absorbance se manifestant par |e changement de la
couleur du bleu de Coomassie apres sa liaison avec les acides aminés basiques (Histidine,

Arginine, Lysine) et les résidus hydrophobes de |a protéine(Bradford, 1976).
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> Préparation des solutions
-Le Réactif de Bradford : préparation de 570ml de réactif du bleu de Coomassie G250 en
utilisant la composition dans (Annexe 2). Ce mélange est soumis a une agitation pendant
enivrent 1h dans |’ obscurité.

Apres avoir laisse sédimenter 24h, le réactif est filtré suivie d'un balayage par
spectrophotometre afin d’avoir la longueur d’ onde du travail. Les courbes obtenue sont
représenter dans les annexes, et lalongueur d onde était de 595nm. (Annexe 3 et 4)
-Lasolution BSA (Bovin SerumAlbumin) : Préparation de Img/ml de solution BSA comme
solution de référence. Elle est utilisée pour rédiser la courbe d éaonnage par un
spectrophotometre UV /visible, aprés avoir dilué la solution de BSA adifférentes concentration
a1/30 du reactif. Les résultats obtenus sont représenté dans le tableau |1 et lafigure

Tableau | |: Résultats d' absorbance de la gamme étalon.

Concentrations| O 10 25 50 100 200 500 1000
(Hg/ml)

A Absorbances | O 04 |10433|0424| 0459 | 0,588 | 0,93 | 1,554
(hm)

Absorbance du Blanc : 0,349

Remarque: Le A Absorbance= Absorbance de I’échantillon - Absorbance du blanc

On mesure le A Absorbance car le blanc présente des absorbances variables.

N

-
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B
% 1 y =0,0013x + 0,2994
2 —
'E . Rz =0,9239
8 ’
fo)
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< 0 200 400 600 800 1000 1200

Concentrations (pg/ml)

Figure5: Lacourbe d étalonnage.
La courbe d’’étalonnage est réaliser par mesure du A Absorbance de différents échantillons

de la solution BSA & concentrations variables (n=2)

11.1.1.3.1. Dosage protéique desurines
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-Préparation des échantillons:
Les échantillons urinaires de 17 patients ont été récupérer, ensuitecentrifuger a 1800 rpm
a une durée de 10 min a 4°C. Le surnageant de chaque échantillon a été récupérer, et dilué a
1/30 du réactif de Bradford et mesurer les A Absorbances a 595nm, les résultats sont représenter
dansle Tableau 111
Les échantillons et le réactif du Bradford utilisés sont montrés dansla Figure 6

Figure 6: Les échantillons urinaires et le réactif de Bradford utilise.

Les échantillons urinaires ont étés dilué a 1/30 de la solution du bleu de Coomassie G 250 ;

et |’ absorbance est mesurée a 595nm.

Les concentrations ont été calculées en utilisant la fonction de la courbe
d’ éalonnage(Y= 0,0013X+0,2994)sachant que, Y : Absorbance, X : Concentration. Les

résultats sont représentés dans le tableau I11.

Tableau I11: Information et résultats de d’ absorbance et de concentration de différents
échantillons urinaires.
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NT : Non Tumoraux, T : Tumoraux.

D’ apres les résultats obtenues, les échantillons ont été regroupés selon la pathologie

N° Ages (ans) Sexe Nature A Concentrations
Echantillons Absorbances (ug/ml)
(nm)

170/15 34 Male T 0,625 250,46
186/15 20 Male T 0,483 141,23
210/15 60 Male T 0,770 362
301/15 8 Male T 0,454 237,85
306/15 23 Male T 0,492 296,31
197/15 56 Femelle T 0,765 358,15
209/15 73 Femelle T 0.459 122,76
284/15 50 Femelle T 0,541 371,69
201/15 52 Mae NT 1,232 717,39
205/15 68 Male NT 0,838 414,31
303/15 15 Male NT 0,541 371,69
58/H/2015 58 Mae NT 0,485 285,54
192/15 57 Femelle NT 1,482 909,69
199/15 55 Femelle NT 0,508 160,46
309/15 69 Femelle NT 0,492 296,31
23/F/2015 23 Femelle NT 0,535 181,23
9/F/2015 9 Femelle NT 0,560 400,9

(tumoraux, non tumoraux), selon I’ &ge et selon le sexe, les statistiques sont réalisées avec le

logiciel GraphPadPrism 5.03.

Selon la pathologie
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Selon la pathologie des sujets qu'il soit tumoraux ou non tumoraux, les résultats sont

représenter dans lafigure suivante.

600+

Concentrations (ug/ml)

e
e

&

Figur e 7: Représentation graphique de la comparaison entre les concentrations protéique chez

les patients tumoraux et non tumoraux.

Les résultats sont obtenus apres quantification par la méthode de Bradford. Pour NT, n=9. Pour T,
n=8. NT : Non Tumoraux. T : tumoraux

Ce graphique représente la comparai son des concentrations protéiques entre patients tumoraux
et non tumoraux. On remargue gque chez les non tumoraux la concentration protéique est plus
élevée mais, selon le «t tests » le pvalue = 0,0677 ce qui nous renseigne que cette différence

de concentration n’ est pas significative.

- Selon le sexe et la pathologie
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D’ apresles statistiques réaliser entrelesméales et lesfemelles et selon leurs pathol ogies,

les résultats obtenue été que :

Figur e 8: Représentation graphique de la comparai son entre les concentrations protéique chez
les méles et les femelles et selon leurs pathologies.

Les résultats sont obtenus aprés quantification par la méthode de Bradford. NT: Non Tumoraux. T :
tumoraux. Pour Males T, n=5, NT, n=4. Pour Femelles T, n=3. NT, n=5.

Selon le graphique, les femelles tumoral es présentes une concentration protéique plus
élevée par rapport aux males, contrairement au non tumoraux les maes montre une
augmentation de concentration protéique vis-avis des femelles. Et par utilisation du teste
statistique « one-way ANOVA » le p value est supérieure 20,005, ce qui suggere qu’il n’existe

pas de différences significative entre males et femelles et entre tumoraux et non tumoraux.

- Selon lestranchesd’ ages et la pathologie
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Les données sont subdivisées en quatre groupes selon |'é&ge (inférieure ou égale a
20ans,supérieure a 20ans), et selon la pathologie qu'il soit tumoraux ou non tumoraux, les

résultats de différentes concentrations sont représenter dans le graphique suivant.

Figur e 9: Représentation graphique de la comparai son entre les concentrations protéique selon
les tranches d' &ge et la pathologie.

Les résultats sont obtenus aprés quantification par 1a méthode de Bradford. NT : Non Tumoraux. T :
tumoraux. Pour <20ans NT, n=2. T, n=2, Pour >20ans NT, n=7, T, n=6.

On observe d' apres ce graphigue que la concentration protéque augmente avec |’ age
les sujets de moins de 20 ans et supérieure a 20 ans tumoraux montrent une diminution de

concentration protéique par rapport aux sujets non tumoraux, cette différence reste
statistiquement non significative.

11.1.1.3.2. Dosage protéique du liquide céphalo-rachidien
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Une fois le LCR est préleve par un personnel habilité, récupérer et centrifuger a 1800
rpm pendant 10 min a4°C. Le surnageant de chaque échantillon est récupérer, dilué a 1/30 du

réactifde Bradfordet mesurer les A Absorbances a 595nm. Les résultats sont montrés dans le

tableau V.

Figure 10 : Les échantillons du Liquide Céphal o-Rachidien utilisés.

Les échantillons du LCR ont étés dilué a 1/30 de la solution du bleu de Coomassie G 250 ; et

I” absorbance est mesur ée a 595nm.

Tableau | V:Informations et résultats des Absorbances et de concentrations de chaque des

échantillons du LCR. (T : Tumoral, NT : Non Tumoral)

N° Age Sexe Nature A Concentrations
Echantillon (ans) Absorbances (hg/mi)
306/15 23 Mae 0,464 127,38
213/15 20 Femelle 1,522 4702
266/15 41 Male NT 0,513 164,31
249/15 S Male NT 0,694 3035,38
182/15 40 Jours Male NT 0,546 5690,76
217/15 4 Femelle NT 0,910 2348,46

- Selon la pathologie (tumorale ou non)
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La figure suivante montre la comparaison des concentrations protéique dans le LCR

entre |es sujets tumoraux et non tumoraux.

Figure 11: Représentation graphique de la comparaison entre les concentrations
protéigue selon la pathol ogie.

Les résultats sont obtenus aprés quantification par la méthode de Bradford. NT : Non Tumoraux. T :
tumoraux. Pour NT, n=4. Pour T, n=2.

Le graphique montre que les sujets tumoraux ont une concentration |égérement basse
par rapport aux sujets non tumoraux, et qu'il n'existe pas de différence statistiquement
significative entre les deux groupes (p value = 0,8668).

- Selon Lestranchesd’ages
Selon I’ éude statistique, on a subdivisée nos patients en deux clusters, |’ un représente

ceux inférieure ou égale a 20ans, et I’ autre les plus de 20ans.

Figur e 12: Représentation graphique de la comparai son entre les concentrations
protéique selon les tranches d’ &ge.

Les résultats sont obtenus apres quantification par la méthode de Bradford. Pour < 20ans, n=4, n=2,
Pour >20ans n=2.
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On observe une différence de concentration proté que entre les deux clusters,les sujets

ayant un age inférieure a 20ans présente la concentration la plus élevée, cette différence est
statistiquement significative (pvalue = 0,0295).
En incluant la pathologie a cette comparaison, on remarque que les sujets supérieurs a 20ans
tumoraux présentent une concentration plus élevée que les non tumoraux (ex: concentration de
I”échantillon 213 est de 4702ug/ml ; est la concentration de I'échantillon 266 est de
164,31ug/ml).

La quantification de concentration protéque dans les deux liquide biologique nous
ont permis d’ observer que:

Dans les urines,la concentration protéique est différente selon la pathologie, le sexe
et I’ age, lesnon tumoraux ont présentés dans chaque cas une augmentation de concentration
protéique, hormis,dans le cas d’ une comparaison entre les femelles et males tumoraux, les
femelles présentent la concentration la plus élevée, cela est peut ére due a I'action des
hormones. Toutefois ces différences de concentrations protéiquesn’ ont pas été significatives.

Danslesdifférents échantillonsdu LCR, nousavonsremarqué gueles concentrations
protéiques sont différentes, mais aussi cette différence semble étre significative que
I’lorsqu’ on scinde les sujets selon leurs ages (Iles moins de20ans et plus de 20ans).En effet,
lorsquenous avons des sujets jeunes, la production protéique dans le LCR semble plus
importante chez les non tumoraux.

La méthode colorimétrique de Bradford nous a permis de quantifier les
concentrations protéiques de différent échantillons, les résultats peuvent étre confirmeé par
utilisation d’une technique qualitative tel que I’ électrophorese SDS-PAGE afin d'identifier

la composition de ces deux liquides biologique.

11.1.2. Méthodes qualitatives
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Les méthodes qualitatives les plus utilisées sont: |’ électrophorése SDS-PAGE(Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) et les méthodes de spectrométrie de
massetellequele MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption |onisation-Time-Of-Flight).
11.1.2.1. Méthode MALDI-TOF: Matrix Assisted L aser Desorption lonisation-Time-
Of-Flight

Parmi les méthodes | es plus utilisées en spectrométrie de masse est laMALDI-TOF, qui
est une technique d'ionisation douce permettant I’ analyse de peptides, de proteines (Karas et
Hillenkamp, 1988).

Elle consiste a mélanger la substance a analyser a une solution de petites molécules
organiques, appelé matrice. L’ionisation du mélange matrice/échantillon est provoquée par un
faisceau laser. Les molécules de matrice absorbent I’ énergie transmise par le laser sous forme
de photon UV, s excitent et S'ionisent et transfert leurs charge a I’ échantillon. L’ échantillon
ioniser est détecté en mesurant le temps que mettent les différentes particules a atteindre le
détecteur. Unefois|’ion est arrivé acedernier, lesignal est amplifier et envoyer aun ordinateur

qui traite les donnée et donne le résultat sous forme de spectre (Karas et Hillenkamp, 1988).

11.1.2.2. Electrophorése SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis).

Selon (Laemmli, 1970); L’électrophorese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide GelEl ectrophoresis) consiste a separer les molécules par migration sous |’ effet
d’’un champ éectrique, selon leurs poids moléculaires dans un gel de polyacrylamide, et plus
le pourcentage de celui-ci est élevé, moins les grosses protéines migrent. Cette séparation est
réalisée dans des conditions dénaturantes par utilisation du tampon de dénaturation contenant
le SDS, le B-mércaptoéthanol et du bleu de bromophénol.

- LeSDS (CH3-(CH2)10-CH2-O-S0O3- Nat) : est un détergent anionique qui se fixe sur
lesprotéines, masquant leurs charges propres, et confére donc aux protéines une charge
négative, ains elles migreront selon leurs poids moléculaires.

- Le B-mércaptoéthanol (HO-CH2-CH2-SH): ¢’est un composé biochimique dont I’action
est la rupture des ponts disulfure, ce qui désorganise la structure native de la protéine.

- LeBleudeBromophénol : Il est utilisé comme marqueurs de migration.

- Le polyacrylamide: Est un ensemble de macromolécules poreuses, résultant de la
copolymeérisation de 2 monomeéres : I’ acrylamide (CH2=CH-CONH2) et le N, N’- méthyléne-
bisacrylamide (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2). Il agit comme un tamis
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moléculaire retenant plus ou moins lesprotéines en fonction de leur taille et de celle des pores.
La distance de migration dupolypeptide-SDS est proportionnelle au logarithme de son poids
moléculaire.

Les étapes de réalisation d’ une é ectrophorese SDS-PAGE sont les suivantes :

Préparation des gels

Unefoisle montage et la vérification de | appareil d’ électrophorese est réaliser les gels
de séparations et de concentration sont préparer.

Gel de séparation

Pour un volume total de 10ml, le gel est constituée de : dH20, solution acrylamide bis
acrylamide a 30% (Annexe 5), trissHCL a PH=8.8 (Annexe 6), SDS a4 10% (Annexe 7), APS a
10% (Annexe 8) et le TEMED. Les volumes des constituants sont représentés dans le tableau
del’annexe 9.

Remarque:

Le TEMED (N', N’ -tétraméthyléthylénediamine) et APS (persulfate d’ ammonium) sont
des catalyseurs de la polymérisation, ¢’ est pour cela qu’on les gjoute alafin; I'’APS comme
initiateur et le TEMED comme accélérateur de la réaction de polymérisation. Le gel est alors
coulée entre les plaques, ensuite gjouté I’ acétone pour égaliser la surface et laisser polymeériser

Gel de concentration

Le gel est préparé en utilisant les composants suivants : dH20, solution acrylamide
bisacrylamide a 30%, trissHCL a PH=6.8 (Annexe 10), SDS a 10%, APS a10% et le TEMED.
(Annexe 11) une fois le gel de séparation est polymériser, enlever |’ acétone avec un papier
absorbant est faire couler le gel de concentration ensuite placer |e pagne est laisser polymeériser.

Préparation des échantillons

Les échantillons urinaire et du LCR déjarécupérer sont centrifuger et diluée de maniere
a obtenir la méme concentration ensuite dénaturer par un tampon de dénaturation (le SDS, le 3-
mércaptoéthanol et |e bleu de bromophénal), puisincuber a95°C pendant 5 min. La préparation
de se tampon est réaliser en suivant la composition du tableau annexe 12.

-Le dispositif est placer dans la cuve d’ éectrophorese remplie du tampon de migration
(Annexe 13) jusqu’ a atteindre lalimite (MAXFile) le pagne est retirer doucement de maniére a
forer des puis

-Rédliser des dépodts de 10a 20ul d’ échantillon dénaturé a I’ aide d’ une pipette pasteur

sur les puits dgja formes.
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- La cuve portant des électrodes est liée a un générateur programmé a 120V pendant
approximativement 1h. L’éectrophorése est arrétée lorsque le colorant atteint la frontiere
inferieure du gel.

-Le gel est démouler, marquer la position du dépdt, et I'émerger dans la solution de
coloration pendant 40min suivit de 3 bain de décoloration d’ une durée de 15min. la solution de
coloration et de décoloration sont préparer selon la composition du tableau annexe 14 et 15.

-Laplague peut étre analysé et conserver.

Les résultats obtenus par électrophorese SDS-PAGE sont les suivant :
[1.1.2.2.1. Profilsdeséchantillonsurinaires

Le gel de polyacrylamide a 10% est réaliser pour les échantillons urinaire déarécupérer a
concentration de 100ug/ml, le résultat est représenté dansla Figure 13.

Figure 13:Profil éectrophorétique des échantillons urinaires sur le gel de 10% a concentration
protéique de 120ug/mil.

Le profil obtenu apreés séparation par éectrophorese SDS-PAGE de dix échantillons contenants cing
tumoraux et cing non tumor aux.

On remarqueune migration similaire pour tous les échantillons, et on observe une seule
bande commune sur gel de polyacrylamide de 10%. Apres recentrifugation et filtration des
échantillons a1800rpm a4°C pendant 10min, et passer au gel de polyacrylamide de 15% pour

augmenter larésolution. Les résultats sont présentésdans la figure suivante (Figure 14)
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Figure 14:Profil électrophorétique des échantillons d' urines sur gel de 15% a concentration
protéique de 120ug/ml.

Le profil obtenu apreés séparation par électrophorese SDS-PAGE de 18 échantillons. Pour NT, n =9,
T, n=8.

A Imaged origine, B : Schéma représentatif.
Dansle gl de 15%, les différents échantillons présentent un profil protéique en dessous
de 40 KDa, une seulebande apparait a 50 KDa, chez I’ échantillon numéro 205.

Les urines ne présentent pas une différence dans les profils des échantillons tumoraux
et non tumoraux, par exemple |’ échantillon 170 qui correspond a un tumorale et I’ échantillon
201 non tumorale présente tous les deux trois bande similaires avec une intensité différentes, le
profil de I’échantillon tumorae correspondanta I’ échantillon 284 est semblable a celui de
I’ échantillon 58/H non tumorale présentant la méme intensité.

Selon I" &ge, les bandes sont en abondances dans |a majorité des profils protéomiques
des sujets ayant plusde 20ans, et celan’ est pas dépendant de lapathologie ¢’ est-a-dire qu’il soit

tumoral ou non tumoradl.

11.1.2.2.2. Profils des échantillons du liquide cér ébro-spinal
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La réalisation du gel de polyacrylamide de 10% a concentration de 100pg/ml nous a

permis d’ obtenir I’ @ ectrophoregramme si dessous.

Figure 15: Profil électrophorétique des échantillons du LCR sur gel de 10% a concentration
protéique de 100ug/ml.

Le profil obtenu apres séparation par éectrophorése SDS-PAGE de 6 échantillons. Pour NT, n=4, T,
n=2.

A: Imaged origine, B : Schéma représentatif

Le profil électrophorétique des échantillons du LCR sur gel de 10% nous renseigne,
gu'’il existe une variation de migration de protéines, avec trois bandes majoritaires danstousles
échantillons avec une intensité différente.

Les échantillons 306 et 266, présentent un profil protéque similaire de trois bandes dont le
poids moléculaire est en dessous de 30 kDa.

Les échantillons 217 et 213, présentent un profil protéique analogue,avec une variation de
migration et d’intensité,constitué de huit bandes, avec une bande de plus dans |’ échantillon 213.
Ce profile présente des proteines de large gamme de poids moléculaire.

Les échantillons 249 et 182, présentent un profil similaire de trois bandes, avec deux bandes de
plus pour I’ échantillon 249, dont I’ une représente un type proté que de haut poids moléculaire.

On remarque dans le gel de 10%, existence de protéinesa faible poids moléculaire, qui
ont migrésvers le front. Afin de mettre en évidence ces petites molécules, un gel de 15% est

réalisé pour augmenter larésolution. Le profil obtenue ne nous a pas permis de voir les bandes
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correspondantes aux proteines observer lors de laréalisation du gel & 10% (Annexe 16). C'est
pour cela qu’ on augmente la concentration a 120pg/ml. La figure suivante montre le profil

électrophorétique de différents échantillons du LCR sur gel de 15% a 120ug/ml.

Figure 16:Profil électrophorétique des échantillons du LCR sur gel de 15% a concentration
de 120pg/ml.

Le profil obtenu aprés séparation par éectrophorese SDS-PAGE de 6 échantillons. Pour NT, n=4, T,
n=2.

A Imaged origine, B : Schéma représentatif
Les échantillons du LCR présentent une bande en commun vers les 30 kDa, avec des

profils électrophorétique comme suite :

L’ échantillon 217 et 182: comportent trois bandes a 25, 30 et 35 kDa, I’ échantillon 217
présente un type protéique vers les 15 kDa. Une bande vers les 10 kDa est observée chez

I échantillon 182.

Une bande en plus de la bande majoritaire est remarquée vers les 25 kDa dans

I’ échantillon 306.

L’ échantillon 213 tumoralecomporte un profil le plus dense et le plus riche en protéine

présentant des mol écules de large gamme de poids moléculaire.
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Les sujets ayant un age inférieur a 20ans présente des profils riche en protéine par
rapport a ceux supérieure a 20ans, du moins ceux gue nous avons dans notre analyse, les sujets

ayant un age supérieur a 20ans tumorale présente plus de proteines que le non tumorale.

L’ éectrophorese SDS-PAGE permet de déterminer la présence d’'une protéine
donnée dans un échantillon selon le poids moléculaire. Dans notre analyse, méme si on a
remarqgué une certaine variation de migration. Il y' a réellement un profil different entre les
sujets, Néanmoins, cela n’est ni lié a la pathologie ni au sexe ni al’ age dansles échantillons
urinaires, ce profil présente des bandes inférieur & 50 kDa, ceci explique que la filtration
glomérulaire n’est pas dysfonctionnante, cela veut dire que les concentrations protéiques
élevés qu’on peut éventuellement retrouver dans les urines, notamment chez les patients
tumoraux ne sont pas due a un dysfonctionnement rénale mais a une augmentation de la

production protéique.

Toutefois,I’analyse éectrophorétiquedes échantillons du LCS nous a permis
d’ observer des bandes différentiels a poids moléculaire inférieure a 30 kDa chez les
tumoraux et les non tumoraux, on remarque ainsi que les sujet inférieur a 20ans présente
une abondance de protéine vis-a-visde ceux ayant plus de 20 ans. Car dans le cas non
tumorale la production protéique diminue selon I’age, contrairement dans le cas d' une
tumeur cérébrale, la concentration protéique diminue avec I’age jusgu’a atteindre I’ age
adulte, on observe une augmentation de concentration protéique qui est certainement due a
la tumeur ou a I’action de la tumeur ¢’ est notamment |’augmentation de la production

protéique.
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Discussions et Conclusions

Les données actuelles sur |es pathol ogies cancéreuses dans |le monde, notamment celles
enregistrées par I’organisation mondiale de la santé (OMS) révélent que les pathologies
tumorales touchent environ 14 millions de cas par an. En Algérie, particulierement a Begaia
les tumeurs cérébrale touchent |’ adulte cing fois plus que I’enfant, ce dernier représente le
meédulloblastome et I’ astrocytome comme type histologique prédominant, par contre chez

I’ adulte, le méningiome occupe la proportion la plus importante. (Ghidouche et al 2014).

Le systéme nerveux central présente des pathologies qui modifient la composition de
différents liquides biologiques tels que le sang, les urines et le LCR pouvant constituer des
molécules caractéristiques de ces différentes pathologies notamment, les tumeurs
cérébral e.Cette caractérisation moléculaire aboutirait alamise en place d' une classification des
tumeurs cérébrales, ce qui nous permettra d’identifier les profils protéomiques dedifférents

types de tumeurs cérébral es en termes de marqueur tumoraux.

Notre étude consiste en une analyse quantitative et qualitative de dix-sept échantillons
urinairesregroupés en8 tumoraux et 9 non tumoraux, et de six échantillons du LCR dont 2 sont
tumoraux et 4 non tumoraux,ces échantillons constitue des femelles et des males a différents

ages.Lareécupération s est effectuée au niveau du service neurochirurgie du CHU de Bejaia

Lors delaquantification dela concentration protéi que par laméthode de Bradford, nous
avons pu observer une différence de concentration protéique entre les sujets tumoraux et non
tumoraux, entre males et femelles et entre |es patients ayant un age inférieure a 20ans et ceux
supérieure a 20ans. Cette différence consiste en une | égere augmentation de concentration chez
les femelles ce qui peut étre expliqué par I’ action des hormones, la concentration protéique
augmente avec I’ augmentation d’ age qu’ils soient tumoraux ou non tumoraux, ce qui peut étre
interpréter par laperte de |’ efficacité delafiltration glomérulaire. Toutefois, cette différence de

concentration semble ne pas étre significative.

Le dosage protéique des échantillons du LCR nous a montré que les concentrations

obtenues sont supérieure a celle observée lors du dosage protéique des urines. Une légere
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différence de concentration entre les sujets tumoraux et les non tumoraux est observé, cette
différence reste non significative, car le P value supérieur a0,05. Ces résultats permettent de
supposé que I’ apparition d’ une tumeur cérébrale n’'influence pas la filtration glomérulaire ni
I'intégrité de la barriére hémato-Encéphalique, Car une étude mener en paralléle sur le sérum
sanguin n’a pas montré une augmentation de concentration protéique dans le sang des sujets
tumoraux. toutefois, nos résultats ne concordent pas avec la littérature (Bauer et al., 2010).
Dictant que la BHE peut étre dérégulée lors des tumeurs cérébrale. Ce dysfonctionnement est
probablement di au type histologique et |alocalisation spécifique des tumeurs.

La concentration protéigue diminue avec |I'age dans le cas non tumoral, néanmoins,
comme nous avons remargué que lors d’ une tumeur la concentration proté que augmente chez
des patients adultes, ceci s explique par la surexpression de protéines due probablement a la

tumeur elle-méme ou al’ action de latumeur.

Suite a ce gque nous avons obtenue comme résultat, nous avons procéder a une
identification de protéines par éectrophorese SDS-PAGE. Cette technique nous permet
d’ observé que I’augmentation de concentration protéque dans les urines est due non pas au
dysfonctionnement glomérulaire mais, plutt a une augmentation de la production protéique.
En effet lesrésultats d’ él ectrophorese, montrent que lorsd’ utilisation d’ un gel 210% une bande
majoritaire unique qui apparait a un poids moléculaire avoisinant les 40kDa. De ce fait, la
filtration glomérulaire chez les patients atteint de tumeurs cérébrales du moins ceux que nous
avons dans notre étude est toujours fonctionnelle. L’utilisation d'un gel permettant
I” augmentation de larésolution (15%) apermis de faire apparaitre des mol écules de faible poids

moléculaire.

L’ électrophorese des échantillons du LCR, nous a montré que les patients présentent
une variation de migration protéque qui n’est pas liée alapathologie. En effet, les échantillons
présentent des bandes de bas poids moléculaire, constituant une en commun dans les environs
de 30 kDa, on observe aussi des proteines a haut poids moléculaire. Mais aussi, des proteines
inférieur a 30 kDa. Comme nous |'avons déa décrit, plusieurs proteines dont le poids
moléculaire avoisinant les 30 kDa son présentes dans le cerveau. Notamment, BDNF, NGF,
BMP-2, Endotheline, FGF-2.

Ceda nous a conduit a posé I'hypothése suivante : les résultats obtenue, sont

probablement la conséquence d’ une surexpression de ces facteurs-1a, qui sont impligué dans
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Discussions et Conclusions

I’activation de la neurogenese. Ce déréglement engendre positivement la réactivation de
cellules souches ou des cellules ayant des caractéristiques souches. Le résultat obtenue
concorde avec la littérature (Ginéstier et al., 2007). Qui stipule gu’une tumeur peut étre
déclenchée par des cellules souches capable de donner naissance aux différentes cellules de la

masse tumorale.

Lamigration protéique des échantillons correspondant ades sujets ayant un ageinférieur
a20 ans présente des profilsriches en protéines par rapport aceux supérieure a20ans, le patient
adulte tumora présente plus de proteines que le non tumora adulte. Un profil semblable est
observé entre un patient de 40jours non tumora et un autre de 23 ans tumoral, chez qui
normalement la neurogenése n’est plus activée, ce qui nous a menés a émettre |’ hypothese
selon laguelle : 1e mécanisme de la neurogenése ainsi que la plasticité neuronal est déclenché

suite aun processus tumoral ou al’ action de latumeur.

Lesrésultats d’ él ectrophorese nous ont permis de confirmeé ceux obtenue lors du dosage
protéiques. C’ est-a-dire, labande majoritaire au environ de 30 a40 KDadansleliquide urinaire
est toujours présente, ainsi, au niveau du LCR, il existe des proteines de haut poids moléculaire
(PM> 60kDa) qu'on ne retrouve pas dans les urines, ce qui confirme que la filtration
glomérulaire n’est pas dysfonctionnante. La concentration protéique diminue avec |’ age, sauf
dans le cas d’'une tumeur ; al’&ge adulte, les tumoraux présentent plus de proteines, ce qui
confirme I” augmentation de la production protéique due alatumeur ou al’ action de latumeur.

Des éudes de caractérisation des altérations géniques dans les gliomes malins
récemment publiés dicte que, la théorie sur les changements moléculaires pendant la
tumorigenése est fondée sur I'idée qu’ une seul cellule soit al’ origine de ce gliome, les cellules
souche adulte serait donc a I’ origine de la majorité des tumeurs cérébrales. Il serait donc

intéressant de les caractériser (Tao, S et al 2012).

Apreés cette étude préliminaire mais néanmoins riche en résultats, On constate que, pour
analyser les urines, les échantillons devront étre bien centrifugé, filtrer, et analyser sur un gel
de haute résolution (15%). De plus, la richesse de LCR et au vu des résultats obtenues, on
suggere que les urines ne semble pas étre le meilleure liquide biologique a analyser lors d’une
étude sur la détection de marqueurs tumoraux de nature protéque concernant les tumeurs

cérébrales, tandis que le liquide cérébro-spinale arévéler des résultats prometteurs.
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Discussions et Conclusions

L’utilisation d'un gel de 15% pour augmenter la résolution nous a permis de faire
apparaitre des bandes a PM< 30 KDa dans les deux liquides biologique, il se trouve que
plusieurs protéine notamment, les facteurs influencant le développement du systeme nerveux
centra cités précédemment semble avoir des poids moléculaire au environ de 30KDa, donc ce
gue nous avons retrouve peut effectivement s agir de ces proteines. Ainsi il serait intéressant
de poursuivre I’ &ude notamment, par I’identification de ces proteines par des méthodes plus
sensibles et plus précisestelle que laméthode d ELISA et le Western Blot basés sur I’ utilisation
des anticorps monoclonaux, ce qui permettra ainsi d éablir une signature moléculaire

différentielle entre les différentes tumeurs cérébral es.

De plus, lors de notre éude, il nous a été permis de réaliser une analyse quantitative
chez le méme patient pré & post-opératoire. Nous avons remarqué que la concentration
protéique dans le LCR diminue aprés une ablation tumorale. Le patient numéro 213 dont la
concentration protéique pré-opératoire est de 4702 pg/ml présentant une concentration post-
opératoire de 131,23 pg/ml.

Malgré les résultats préliminaires trés intéressants que nous avons pu avoir, il est
nécessaire toutefois d’ augmenter lacohorte de patientsimpliqués dans|’ étude, celaafin d avoir
des résultats statistiquement significatifs, mais aussi réaliser d'autres tests biochimiques
notamment I’ Elisa ou le western-blot afin d’identifier les molécul es différentielles dans chaque
échantillons, ainsi que leur concentrations. De ce fait, il est intéressant de suivre la
concentration proté que chez les mémes patients pré et post-opératoire dans le liquide cérébro-

spinal.
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Annexe 1:Tableau des fonctions proposées pour les principaux congtituants du systéme
Endotheline.

Fonctions Constituantsimpliqués

Roles Benéfiques::

-Développement embryonnaire et néonatal | Et-1, ECE-1( ?), Et-A

Créte neurae cardiague et céphalique Et-3, ECE-1( ?), Et-B( ?)
Croissance néonatale et fonction Et-2, ECE-1, Et-A, Et-B
intestinales
-Homéostasie Rénale Et-1, ECE-1( ?), Et-B
Homéostasie sodéee Et-1, ECE-1, Et-B
Equilibre acido-basique Et-1, ECE-1( ?), Et-A++
-Maintien du tonus vasculaire Et-1, ECE-1( ?), Et-A++
-Réparation du tissu cardiaque apres| Et-1, ECE-1( ?), Et-A++
ischémie Et-1++, ECE-1 et ECE-2( ?), Et-A+
-Régulation delarespiration Et-1, ECE-1++, Et-A++

Roéles Déléteres: (Dans plusieurstissus)
-Condition physiopathologique impliquant | Et-1, ECE-1++, Et-A et Et-B
un tonus vasculaire anormalement éleveé.

-Tissu endommagés/ remodelage/ Réponse

inflammatoire

(La présence d’un point d’interrogation correspond : a un role possible. ++ Sgnifie:
essentiellement) (Pinet, 2004)

Annexe 2: Tableau de la composition du Réactif de Bradford.

Composition Volumes
Bleu de Coomassie G250 57mg
M éthanol 28,5ml
Acide phosphorique 57ml
dH20 484,5ml




Annexe 3: Représentation graphique du spectre d’ absorbance du Blanc
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Annexe 5:Protocol e de préparation de solution d’ acrylamide et de bisacrylamide (30%)

Dissoudre 30g du mélange Acrylamide, bisacrylamide dans 100ml de dH20, et agiter

pendant 30min.

Annexe 6 : Protocole de préparation du TrissHCL (PH 8,8 ; Vf = 50ml)

- 9,086g du Tris + 40ml dH20 ; laisser agiter pendants 10mn et mesurer le PH.

- Ajout goute a goute du HCL (environ 1,07ml) et mesure du PH au fur et & mesure

jusqu’aavoir un PH de 8,8.

- Ajout du dH20 jusqu’ a avoir un volume finale de 50ml.

Annexe 7: Protocole de préparation du Sodium Dodécyl sulfate S 10%

Donc, on fait dissoudre 10g de SDS dans 100 ml de dH20, sous agitation a 50 °C.

Annexe 8:Préparation de la solution de persulfate d’ ammonium (10%).

Annexe 9: Lacomposition du gel de séparation de 10% et de 15% pour un volume totale de

10ml.

Compositions

Volumes (ml) pour le

Volumes (ml) pour le

10% 15%
Acrylamide (10%) + Bis- Acrylamide 34 5

(8%)

TrissHCL (PHS, 8) 2,6 2,6

SDS (10%) 0,1 0,1

APS (10%) 0,1 0,1

TEMED 0,01 0,01

H20 3,8 2,2

Annexe 10: Protocole de préparation du Tris- HCL (PH 6,8 ; Vf = 50ml)

- 3,029g du Tris + 40ml dH20 ; laisser agiter pendants 10mn et mesurer le PH.

- Ajout goute agoute du HCL (environ 2ml) et mesure du PH au fur et a mesure jusqu’a

avoir un PH de6,8.

- Ajout du dH20 jusqu’ a avoir un volume finale de 50ml.
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Annexe 11: Lacomposition du gel de concentration de 5% pour un volume totale de 5ml.

Compositions Volume (ml)
Acrylamide (10%) + Bis- Acrylamide (8%) 0,67
TrisHCL (PH 6, 8) 1,25
SDS (10%) 0,05
APS(10%) 0,05
TEMED 0,005
H20 2,975

Annexe 12: Lacomposition de solution de dénaturation (2X) pour un volume totale de 10ml.

Composition Quantités
TrisHCL (PH = 6,8) 1,25ml
SDS (10%) 4ml
Glycérol 2ml
Bleu de bromophénol amg
B-mércaptoéthanol 0,2ml
dH20 2,55ml

Annexe 13: La composition de la solution de migration (10X) d’un volume totale de 250ml.

Compositions Quantités
Tris-Base (PH =9) 7,569
Glycine 369
SDS(10%) 40ml
DH20 210m|

Annexe 14: Lacomposition de la solution de colorationde volume totale de 250ml.

Composition Quantités
Méthanol 30%
Acide acétique glacia 5%

d H20 65%

Bleu de Coomassie R250 0,59

Annexe 15: La composition de la solution de décoloration pour un volume totale de 500ml

Composition Quantités
Méthanol 30%
Acide acétique glacia 5%

d H20 65%
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Annexe 16:Profil éectrophorétique des échantillons du LCR sur gel de 15% a concentration
de 100pg/ml



Résumé

La caractérisation moléculaire des pathologies tumorales, notamment des tumeurs cérébrales
passe par I'identification de marqueurs tumoraux génomique et protéique présents dans
différents liquides biologiques telle que les urines et le LCR. Cette identification va permettre
non seulement, dobtenir une signature moléculaire différentielle, mais aussi une
classification de tumeurs cérébrales. Cela passe par |a réalisation de dosage de concentrations
protéiques dans les deux fluides notamment par la méthode colorimétrique de Bradford suivi
d’ électrophorése SDS-PAGE les résultats obtenus ont permis d’identifier certaines signatures
spécifigues aux tumeurs cérébrale, mais qui ne semblent pas liées aux sexe mais, al’ ége. A
travers cette étude, nous pouvons conclure que contrairement aux urines, le LCR représente

un meilleur liquide biologique candidat pour I’identification de marqueurs tumoraux.

Mots clés: Tumeur cérébrales, Marqueurs Tumoraux, Liquide biologique, LCR, Bradford,
électrophorése SDS-PAGE,

Abstract

Molecular characterization of tumor pathologies including brain tumors involves the
identification of genomic and protein tumor markers present in various biological fluids such
as urine and CSF. This identification will not only alow the obtainment of a differential
molecular signature, but also a classification of brain tumors. This requires the realization of
protein concentrations dosage in both fluids including by the colorimetric method of Bradford
followed by SDS-PAGE e€lectrophoresis, obtained results have identified some specific
signatures to brain tumors, but that do not seem related to sex, but to age. Through this study,
we can conclude that unlike urine, CSF represents a better candidate biological fluid for the

identification of tumor markers.

Keywords: Brain Tumor, Cancer Markers, Biological Fluid, CSF, Bradford, SDS-PAGE
electrophoresis.
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