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INTRODUCTION

« La salive » : outre ses nombreuses fonctions connues dans I'absorption et la digestion, le
réle qui nous intéresse est son pouvoir de diagnostic médical.

L'avenir de la médecine personnalisée est bien réel, on parle de « médecine 4 P »:
Prédictive, Préventive, Personnalisée et Participative. Elle passe par une détection
universelle, un dépistage généralisé et un traitement s’il s’avere nécessaire, unique, adapté a
I'individu et a sa génétique.

L'avancée des nanotechnologies et des nano-puces aux nanocapteurs laisse espérer que
dans un futur trés proche les patients a risque seront suivis en temps réel et surtout de
facon moins invasive. Cela nous permet de réver a la création d’un nanocapteur biologique,
incorporé a une dent au contact de la salive et au service de la santé.

L'intérét pour les biomarqueurs et pour les biocapteurs dans la salive est en plein essor, mais
encore a ses débuts. C'est donc un sujet propice et innovant sur lequel nous nous
interrogeons.

Pour tester les capacités détectrices de la salive, nous nous sommes intéressés aux maladies
métaboliques, particulierement au diabéte, dont la prévalence a été multipliée par 4 en 35
ans selon 'OMS. En effet, les dépenses ont augmenté de 108 millions de dollars en 1980 a
422 millions de dollars en 2014.

Dans ce travail, nous traiterons tout d’abord de la salive dans sa composition et sa fonction,
puis nous étudierons certains biomarqueurs et biocapteurs potentiels ainsi que leurs
applications.

Notre derniére partie est une étude clinique pilote portant sur I'évaluation des parametres
salivaires en lien avec la glycémie sanguine. Pour répondre a cet objectif, nous avons étudié
une cohorte de 20 patients (10 femelles /10 males) avec analyse des parameétres salivaires
(biochimiques et du microbiote oral) a jeun et nourris.

Notre travail s’est articulé autour des connaissances sur la salive et de son potentiel de bio-
indicateur de la santé afin d’identifier de nouvelles stratégies de médecine personnalisée
pour la cavité buccale.
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1 LA SALIVE : UN « BIOFLUIDE » UNIQUE

1.1 L'origine de la salive

La salive est un liquide incolore, insipide et légérement alcalin, qui est continuellement
sécrétée, (0,7 a 1 L par jour) (1) (2). Cette sécrétion salivaire est régulée par I'activité des
nerfs sympathiques et parasympathiques.

La salive est produite a 90% par les trois glandes salivaires principales (parotides, sous-
maxillaires et sublinguales), tandis que les glandes accessoires contribuent a hauteur de 10%
de cette sécrétion salivaire. En se déversant directement dans la bouche, la salive a pour
fonction d’humecter les muqueuses buccales (langue, joues et pharynx) et joue un role
mécanique en humectant les aliments, facilitant la mastication et la déglutition du bol
alimentaire, ainsi que la phonation.

Figure 1: Anatomie des glandes salivaires

1.2 La composition de la salive

La richesse de la composition de la salive pourrait permettre un dépistage de nombreuses
pathologies, dépistage plus aisé et moins onéreux a pratiquer que les prises de sang.

Composée a 99% d’eau et de 1% de composés inorganiques, organiques et de protéines, la
salive peut devenir isotonique ou bien hypertonique dans certains états pathologiques.
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Comparée au plasma sanguin, la composition en sels de la salive varie selon I'état

d’activation comme I'indique le tableau ci-dessous (2) :

Non . ,
lons stimulée Stimulée Plasma
(mEa/L) (mEqg/L) (mEq/L)
Na* 2.7 54.8 143.3
K* 46.3 18.7 4.1
cl 31.5 35.9 100.9
HCOs- 0.6 29.7 27.5

Tableau 1 : Variation salivaire selon sa composition ionique

Les analyses des composés organiques de la salive (3) révelent la présence :

d’urée a environ 2mM.

de glucose a environ 0.056mM en comparaison avec le plasma qui donne une
concentration comprise entre 3.6 et 6.1 mM.

de trés faibles concentrations d’acide urique, d’acide citrique, d’acides aminés, de
créatinine, de cholestérol et de phospholipides.

d’hormones, par exemple le dosage de la progestérone salivaire (a faible
concentration) sert d’indicateur du cycle menstruel.

de molécules d’ARN et d’ADN. Par exemple les dosages de certains des quelques
3000 types d’ARNm présents, permettraient le dépistage d’'un marqueur du cancer
de la bouche, comme nous allons le voir plus loin.

...et de nombreuses protéines dont la majorité est impliquée dans les réactions
infectieuses ou les lésions organiques signalées par le corps. On note la présence
d’une amylase responsable de la transformation de I'amidon en maltose assimilable,
ainsi que d’une lipase linguale, de lysozyme, de protéines riches en proline (PRP)...

1.3 L’utilité de la salive pour la santé orale et générale

La salive, est un biofluide aux multiples fonctions (2) (3) (4):

v
v

mécanique,

d’humidification liée a la lubrification des tissus buccaux, en imprégnant le bol
alimentaire, facilitant la mastication et la déglutition.

protectrices des dents et des muqueuses jusqu’a I'cesophage, donc des fonctions
digestives, en neutralisant I'acidité buccale.

des fonctions trophiques pour les dents liées aux fonctions d’élimination et de
détoxification de la bouche. (5)
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1.4 Fonction de lubrification

La lubrification des tissus buccaux est assurée par les mucines de la salive et les protéines
glycosilées (PRP-g). Avec son caractére viscoélastique, la salive maintient un film uniforme
sur les tissus mous et durs de la cavité buccale. La dégradation de ce film entraine des
ulcérations des muqueuses et ces zones non protégées deviennent tres sensibles a
I'abrasion.
La salive agit telle une barriere contre :
- les traumatismes occasionnés par la mastication, la déglutition et la phonation des
tissus mous,
- les irritants comme les enzymes protéolytiques et hydrolytiques bactériennes
d’origine alimentaire ou non (alcool, tabac, produits chimiques...) (4) (5).
Cette lubrification salivaire protege ainsi la substance dentaire. On parle d’'un concept de
« bouclier salivaire".

1.5 Fonction de protection

Ce concept de bouclier salivaire, protecteur de la santé orale dépendrait des quatre
propriétés suivantes: un pouvoir tampon, un flux salivaire, un réservoir d’ions et des
propriétés antibactériennes.

1.5.1 Le pouvoir tampon

La salive neutralise I'acidité buccale.
v' ’émail est sensible a un environnement dont le pH est inférieur a son pH critique
a I'égard des minéraux dentaires (compris entre 5,5 et 6,5). La régulation du pH
de la salive est maintenue par ce pouvoir tampon assuré par la présence de
bicarbonates, de phosphates et d’urée.
v' Le bicarbonate joue un rdéle tampon important en se diffusant dans la plaque
pour neutraliser les attaques acides.
v' L'Urée, aprés son métabolisme par les uréases bactériennes, se transforme en
ammoniaque et dioxyde de carbone qui augmentent le pH de la salive.
v Des peptides de bas poids moléculaires riches en histidine assurent plus de 90%
du pouvoir tampon de la salive. (6)
Ce rble de tampon inhiberait les phénomenes de déminéralisation et serait aussi important
vis-a-vis des chocs thermiques en limitant les dommages sur les muqueuses.

1.5.2 Le flux salivaire

L'augmentation du flux salivaire est corrélée a I'amélioration de la santé
buccodentaire de par son réle de pouvoir tampon, d’ou I'importance de stimuler
cette production salivaire par divers moyens tels que le bain de bouche, brossage
régulier ou par la simple mastication d’un chewing-gum.
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Comme nous venons de le voir, il existe un pH critique au-dela duquel I'émail se

dissout et on assiste a une déminéralisation. Si le débit salivaire est faible, la
susceptibilité aux caries et gingivites augmente parce que le flux ne permet pas la
remontée du pH au-dela de ce seuil critique.

Ce volume de sécrétion salivaire est influencé par des facteurs tels que le degré
d’hydratation et la position du corps, I'exposition a la lumiere, les stimulations
antérieures, les rythmes circadiens et circannuels et bien entendu par la taille des

différentes glandes salivaires et les médicaments ou drogues absorbés. (7)

Le tableau ci-dessous montre ces variations : (5)

Sécrétion non

Sécrétion stimulée

Sécrétion stimulée

Sécrétion au cours

stimulée acide mécanique .
. .. du sommeil
(de repos) (gustation) (mastication)
. de 0.12-0.16 a . ,” . R . . .
Débit moyen 0.3-0.4mL/min jusqu’a 7mL/min de 335 mL/min environ 20uL/min

Tableau 2 : Débit salivaire en fonction de sa stimulation

On voit que la variabilité du flux salivaire est liée aux besoins corporels. Une

corrélation a pu étre établie entre le nombre de caries et le flux salivaire.

1.5.3 Le réservoir d’ions

Les phénomeénes de déminéralisation sont inhibés par le pouvoir tampon de la salive.

Le renforcement de la charge minérale de surface est assuré par la sursaturation

locale d’électrolytes salivaires : le calcium, les phosphates et le fluor.

Figure 2 : Echanges d’électrolytes entre le fluide interstitiel et I'émail

La figure ci-dessus montre les échanges d’électrolytes entre le fluide interstitiel et

I’émail dentaire.
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Ces processus de maturation et de reminéralisation des cristaux d’hydroxyapatite de
I’émail aprés une attaque acide sont assurés par la salive qui a cette capacité a
former la pellicule exogéne acquise en protégeant les tissus dentaires touchés par le
processus carieux ou gingivaux. Cet effet protecteur de I'’émail via la salive peut étre
renforcé par I'utilisation de produits contenant du fluor ou du phosphate de calcium
qui a pH salivaire, précipitent a la surface des dents, renfor¢ant le composant naturel
de la dent. On trouve ces produits sous forme de gels, de vernis, de dentifrices, voire
de compresses ou de compléments alimentaires.

1.5.4 Les propriétés antibactériennes

v’ La salive est une piéce maitresse dans le dispositif de I’héte contre toute agression
physicochimique, virale, bactérienne et fongique. Des agents immunologiques ou
non sont sécrétés par les glandes salivaires conférant a la salive ses propriétés
antibactériennes notamment par la présence d’enzymes (lysozyme,
lactoperoxydase...), de protéines (mucines, cystatines, histatines...), de thiocyanate et
d’immunoglobulines (IgAs, IgG et IgM). Le réle de médiateur anti inflammatoire est
assuré par ces molécules.

v’ Le processus antimicrobien :

- facilite la reconnaissance des éléments pathogénes (par leurs molécules de
surface) et des cellules immunitaires entrainant I'agrégation par les mucines
et les IgAs de ces germes (bactériens, viraux ou fongiques)

- et permet leur élimination par la déglutition.

v' Lélimination de cette flore pathogeéne est assurée par les mouvements mécaniques
de la langue et des lévres et par la lubrification du flux salivaire (5).

En plus de ses activités anti bactériennes et anti inflammatoires, la salive intervient
dans la cicatrisation des tissus car elle contient des facteurs de croissance,
notamment le nerve growth factor (NGF) et I'epithelial growth factor (EGF) dont la
sécrétion augmenterait au cours de certaines maladies parodontales, des insulin-like
growth factor (IGF), des cytokines qui peuvent se retrouver dans la salive comme
tumor necrosis factor (TNF)-a, les interleukines (IL)2, 4, 6, 10,l'interféron (IFN)-y et
transforming growth factor (TGF)-B (8).
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1.5.5 Le bol alimentaire

v’ La salive est indispensable pour la préparation du bol alimentaire et sa déglutition.

v Les substances mucilagineuses sécrétées par les glandes salivaires accessoires ainsi
gue les enzymes, telles que I'a-amylase et la lipase sont les éléments déclencheurs
de la digestion des sucres et des graisses.

v' Le go(t des mets en bouche est la conséquence de linteraction des enzymes
digestives salivaires avec les substances gustatives diverses (minéraux, ions,
polysaccharides et acides aminés) contenues dans les aliments. Ces substances
interagissent chimiquement avec la salive avant leur fixation aux sites récepteurs du
go(t.

La salive aurait un role de protection des récepteurs gustatifs ou I'amylase salivaire jouerait
un role dans la perception du go(t (5).

1.6 Ce que votre salive peut dire de votre santé ...

On connait la fonction dépistage du test salivaire dans la détection des produits stupéfiants
par exemple mais beaucoup moins bien les applications a caracteres de diagnostic.

Mais depuis une dizaine d’années de nouveaux dosages salivaires a caracteres biologiques
sont validés ou en cours de validation, on parlera pour la salive d’'une fonction diagnostic
pour la santé d’un individu (9).

Les tests salivaires utilisés pour la détection de médicaments, de drogues, de toxines,
d’hormones stéroides ou de composants immunologiques ont été validés car les résultats
refletent fidélement les concentrations retrouvées dans les niveaux tissulaires par les voies
classiques de dosage (10).

Il existe des tests pour le diagnostic et I'évaluation des risques vis-a-vis de la maladie
carieuse (11), de pathologies et du dysfonctionnement des glandes salivaires et d’infections
fongiques.

D’autres applications connues comme la mesure du cortisol dans la salive, qui fournit aux
praticiens un moyen fiable d’investigation de I'axe hypotalamo-hypophyso-surrénalien, ou
encore comme |'a-amylase salivaire qui a été proposée comme biomarqueur sensible aux
changements liés a un stress corporel.

Les tests salivaires sont en train d’acquérir un avantage majeur par le seul fait que cette
technique de prélévement soit non invasive et qu’elle puisse s’effectuer en dehors de toute
structure médicalisée.

La salive par ses multiples fonctions, par sa réactivité face aux événements, par sa
disponibilité, par la facilité de son préléevement représentera dans un avenir trés proche un
domaine de détection, de dépistage pour le diagnostic, la recherche médicale et plus
spécialement I'odontologie.
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Le but de cette thése sera de vous convaincre en partageant nos idées et nos quelques
résultats préliminaires du grand avenir de la salive et de ses biomarqueurs pour le diagnostic
médical.

2 LES BIOMARQUEURS

2.1 Qu’est-ce qu'un biomarqueur ? Sa définition

Figure 3 : Nanotechnologies et Médecine : les biomarqueurs (Chad A. Mirkin, North Western
University)

Dans le domaine médical, un biomarqueur peut étre utilisé pour le dépistage, le diagnostic,
I’évaluation de la réponse ou de la tolérance a un traitement. Un biomarqueur peut étre une
molécule (enzyme, hormone, métabolite ...), ou un type de cellule, dont la présence ou la
concentration anormale dans le sang, les urines ou la salive signale un événement ou un
statut physiologique particulier.

La découverte d’un biomarqueur part d’une corrélation statistique entre la quantité
mesurée du biomarqueur et I'état d’'une pathologie. Grace aux dosages de ce biomarqueur
dans un fluide corporel, il est possible de déclencher des interventions préventives ou
thérapeutiques susceptibles de réduire la pathologie.

Il est tres important de déterminer une valeur seuil pour chaque biomarqueur, a partir de
laguelle des actions cliniques seront entreprises. Il est nécessaire d’évaluer la variabilité
statistique de la mesure et la variabilité de concentration du biomarqueur.

Il faut insister sur le fait que, pour qu’un biomarqueur soit utile, il n'est pas forcément
nécessaire de connaitre sa fonction dans la cellule.

Ce concept de biomarqueur n’est pas récent : par exemple, la glycémie, identifiée des 1848
avec les mesures de taux de glucose, caractérise le diabéte et sert a évaluer I'efficacité des
médicaments antidiabétiques.
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Comme nous allons le voir, le dosage des biomarqueurs peut correspondre a des procédures
extrémement simples, dosage de la glycémie, du cholestérol ou a des procédures beaucoup
plus complexes comme l'identification d’'une mutation spécifique dans le génome.

2.2 Historique de quelques biomarqueurs

v La chaine légére de I'immunoglobuline (IgG): En 1848, la chaine légére de

I'immunoglobuline (igG) est identifiée comme étant présente dans les urines
de 75% des patients atteints d'un myélome par Henry Bence Jones (12). Elle
peut également étre retrouvée dans la maladie de Waldenstrom et I'amylose
AL. Le suivi de son taux permet de contrOler I'efficacité du traitement et
I’évolution de ces maladies.

v' L'a-feetoprotéine et I'antigéne carcino-embryonnaire : Les années 1970 ont vu

la découverte de I'a-feetoprotéine et de I'antigeéne carcino-embryonnaire
comme marqueurs des pathologies hépatiques tumorales ou non (13) et (14).
v/ CA 125 et PSA : Plus récemment viennent les découvertes du CA 125 comme
marqueur dans le cancer de l'ovaire (15) et de I'antigéne prostatique

spécifique (PSA) dans le cancer de la prostate (16).

La découverte de nouveaux biomarqueurs est souvent liée au développement de nouvelles
technologies, par exemple celles de I'a-feetoprotéine et de I'antigéne carcino-embryonnaire
ont suivi le développement des techniques immunologiques. Actuellement, des techniques
telles que les bio-puces, souvent disponibles a partir de plateformes commerciales (par
exemple https://biopuce.insa-toulouse.fr) ou la protéomique offrent d’intéressantes
perspectives.

2.3 Développement et validation des biomarqueurs

La stratégie de développement de biomarqueurs est discutée par plusieurs auteurs
(17) (18). Le EDRN (Early Detection Research Network) qui peut se traduire par
« Réseau de recherche sur la détection précoce »), du National Cancer Institute
Américain, recommande un processus en cing étapes pour le développement d'un
biomarqueur :

v' Une premiére phase de recherche exploratoire de biomarqueurs potentiels
lors d'une étude préclinique impliquant quelques dizaines ou centaines de
patients dans un groupe « malade » comparés a un groupe « sain ».

v' La deuxiéme étape sera une étude statistique sur un nombre important de
patients qui déterminera la possibilité d'un test clinique reproductible.

v' Ensuite une étude clinique rétrospective qui doit permettre de valider la
capacité du biomarqueur a détecter la maladie avant I'apparition des
symptoémes.

v' On termine par une étude clinique prospective qui peut durer plusieurs
années sur la population ciblée pour confirmer I'utilité du biomarqueur.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Alpha-f%C5%93toprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antig%C3%A8ne_carcino-embryonnaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alpha-f%C5%93toprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antig%C3%A8ne_carcino-embryonnaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/CA_125
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cancer_de_l%27ovaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cancer_de_la_prostate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alpha-f%C5%93toprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antig%C3%A8ne_carcino-embryonnaire
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2.4 Types de biomarqueurs

2.4.1 Les marqueurs enzymatiques : Définition

Figure 4 : « Lingual lipase catalytic triad highlighted center »

Une enzyme est définie comme une protéine aux propriétés catalytiques. |l s’avere que
pratiguement toutes les biomolécules capables de catalyser des réactions chimiques dans
les cellules sont des enzymes: une enzyme abaisse I'énergie d'activation d'une réaction
chimique et cette derniere devient plus rapide.

Dans une cellule, presque tous les processus métaboliques requiérent des enzymes pour se
dérouler suffisamment vite pour maintenir la cellule en vie. Les enzymes catalysent plus de
5000 réactions chimiques différentes. Surveiller I'augmentation ou la baisse des taux
d'enzymes peut aider a diagnostiquer un grand nombre de pathologies.

2.4.2 Deux exemples :

v' Le CPK: La créatine phosphokinase ou CPK (ou créatine kinase ou CK) est une
enzyme importante dans le métabolisme de I'énergie, que I'on trouve dans de
nombreux tissus et organes (cerveau, coeur, muscles...). Son dosage dans le sang
permet d’envisager une atteinte musculaire, cardiaque ou cérébrale (19) (20).
On connait trois types de créatine phosphokinase : CPK-BB dans le cerveau et les
poumons, CPK-MB dans le cceur et CPK-MM dans les muscles.

L'augmentation des taux de CPK-BB peut étre provoquée par :

- Un cancer du cerveau

- Un traumatisme cranien, accident vasculaire cérébral,
hémorragie du cerveau

- Uninfarctus pulmonaire (mort d'un tissu pulmonaire)

- Une crise d'épilepsie

- Une thérapie électro-convulsive


https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biomol%C3%A9cule
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89nergie_d%27activation
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme
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On peut remarquer que dans ce cas, comme souvent, les niveaux élevés du

biomarqueur ne sont pas caractéristiques d’une seule pathologie.
v' Des enzymes hépatiques : Les élévations des enzymes hépatiques (phosphatases

alcalines, transaminases,..) peuvent étre liées a une inflammation ou a une lésion

du foie (21).

En régle générale, cette augmentation n'est pas due a une maladie hépatique grave

ou chronique, mais elle est plutét causée par un ou plusieurs facteurs exogenes

tels que :

les médicaments sur ordonnance et en vente libre (les statines
ou le paracétamol)

I'alcool

I’accumulation de cuivre dans le corps : la maladie de Wilson

le cytomégalovirus (CMV) ou le virus Epstein-Barr

I’exces de fer dans le sang : I’'hémochromatose

v" Un grand nombre d’autres pathologies peuvent aussi influées sur ces niveaux, par

exemple :

les maladies inflammatoires (la dermatomyosite, la pancréatite,
et I'inflammation de la vésicule biliaire)

les maladies musculaires (la myopathie ou la polymyosite)
I’"hypothyroidie

les maladies cceliaques (pathologie digestive)

les maladies hépatiques (les hépatites, la stéatose hépatique, le
cancer, la cirrhose).

La modulation de leur taux n’est donc pas synonyme d’une seule pathologie, soulevant un

des problémes majeurs dans l'utilisation de biomarqueurs. Il est alors nécessaire d’envisager

une approche avec de multiples marqueurs.
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2.5 D’autres protéines

2.5.1 Etude du protéome

Figure 5 : Du génome au protéome (par Jean Pierre Lavergne VieS des Sciences, Sociétés,
ArtS)

La protéomique c’est la science du protéome qui étudie I'ensemble des protéines de la
cellule, d’organites, de tissus, d’organes ou d’organismes a un instant précis et dans des
conditions définies.

Les protéines dans un échantillon biologique tel que la salive peuvent étre étudiées
individuellement, par exemple avec les analyses par anticorps et ELISA, et ceci avec rapidité
et précision. Alternativement, elles peuvent étre examinées dans leur ensemble. Dans ce
deuxieme cas on parle du protéome, et I'on procede alors a une analyse en spectrométrie de
masse.

Le décryptage du protéome salivaire a révélé la présence d’au moins 1166 protéines (22).
Ces études sont plus lourdes et plus longues mais beaucoup plus riches en informations.

2.5.2 Etude de quelques protéines

Depuis prés de 50 ans, les protéines sont utilisées maintenant comme biomarqueurs dans le
cancer (exemples de I'a-feetoprotéine et de I'antigene carcino-embryonnaire) (23) (24).

On peut s’attendre a ce que le nombre de protéines étudiées comme biomarqueurs explose
dans les années a venir. Il n’est nul besoin de connaitre la fonctionnalité d’'une protéine pour
gu’elle soit considérée comme un biomarqueur utile. Par exemple un peptide de la protéine
ZNF 510 dosée dans la salive peut prédire I'OSCC (Oral Squamous Cell Carcinoma) (25).
L'important est que son niveau dans le fluide analysé, par exemple la salive soit mesuré avec



https://fr.wikipedia.org/wiki/Alpha-f%C5%93toprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antig%C3%A8ne_carcino-embryonnaire
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précision, et fiabilité enfin que son taux varie de facon significative avec I'état ou I'évolution
de la pathologie suivie.

Par exemple, I'évolution de la maladie d’Alzheimer est suivie par les biomarqueurs du
Liqguide Cérébro-Spinal (LCS). Ce liquide est obtenu apres réalisation d’une ponction
lombaire. Dans un profil typique, des biomarqueurs du LCS de la maladie d’Alzheimer (MA)
sont associés a une diminution de la concentration du peptide AB4, et une augmentation des
protéines Tau et de leurs formes phosphorylées P-Tau.

De nombreuses études montrent I'intérét de ces biomarqueurs :

- pour le diagnostic positif (maladie d’Alzheimer versus sujets controles
sains),

- pour le diagnostic différentiel (MA versus autres types de démences,
démences fronto-temporales, maladie a corps de Lewy, démences
vasculaires)

- pour le diagnostic dés les stades précoces de la maladie (26)

2.6 Des métabolites

Figure 6 : Tracé de métabolites

2.6.1 Définition d’'un métabolite

Un métabolite peut étre un composé organique intermédiaire ou un produit du
métabolisme. Ce terme désigne en général des petites molécules ou monomeres, par
opposition aux macromolécules. Par exemple le glucose est un métabolite, contrairement au
glycogéne, qui est un polysaccharide de poids moléculaire tres élevé.
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On peut distinguer les métabolites primaires des métabolites secondaires.

v' Les métabolites primaires sont directement impliqués dans les processus
indispensables a la cellule ou I'organisme. Ce sont par exemple des acides aminés,
des alcools, des acides carboxyliques, des nucléotides, des antioxydants, des
polyols ou encore des vitamines.

v' Les métabolites secondaires ne participent pas directement aux processus vitaux
mais assurent cependant des fonctions importantes. Ce sont par exemple les
antibiotiques et les pigments biologiques.

Certains métabolites ont déja été étudiés dans la salive (27).

2.6.2 Exemple d’étude

Dans une étude de I'Université de Marseille, I’équipe de chercheurs, dirigée par le Dr Amélie
Marsot, décrit en détail les profils pharmacocinétiques du THC (A9-tétrahydrocannabinol) et
de ses métabolites dans la salive, le plasma sanguin et ['urine (28).
Cette étude montre les difficultés potentielles a étudier un métabolite comme biomarqueur
dans la salive. En effet :

v/ 18 fumeurs de tabac et de cannabis, agés de 20 a 45 ans, ont pris part a cette
étude. Chaque participant a regu soit une cigarette de tabac pour contréle, soit
une cigarette de tabac avec 0,5g de cannabis (20mg de THC). Ces patients ont été
prélevés 16 fois pour la salive et le sang et 6 fois pour 'urine.

v' La présence de THC, 11-0H-THC (principal métabolite psychoactif du THC) et de
THC-COOH (un métabolite inactif) a été recherchée dans tous ces échantillons.
Les analyses ont montré une grande variabilité de résultats. Les concentrations
maximum de THC variaient de 55,4 a 120 000 ng/mL dans la salive et de 1,6 a
160 ng/mL dans le plasma.

Les auteurs en ont conclu que le contenu de la salive en THC n’était pas indicatif du contenu
du sang en THC ou de ceux des échantillons d’urine. Cela va-t-il dans le sens d’une remise en
guestion du test salivaire ?

2.7 Le microbiome et/ou microbiote

D'apres Pascale Cossart, microbiologiste a I'Institut Pasteur, « on parle de "microbiote" pour
désigner I'ensemble des espéces microbiennes présentes dans un environnement défini, et

de "microbiome" quand il s'agit de I'ensemble des génes présents dans ce microbiote (29).

D’aprés Vincent Blasco-Baque, docteur en science de l'université Paul Sabatier, on parle
essentiellement de microbiote, en faisant la distinction entre les différents microbiotes du
corps humain (intestinal, buccal...) (30).


https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite_primaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcool_%28chimie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_carboxylique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9otide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antioxydant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polyol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite_secondaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiotique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pigment
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Figure 7 : Les différents microbiotes du corps humain

DEFINITION

Le microbiome est 'ensemble des génomes des bactéries présentes dans I'organisme d'un
individu (31). Ces bactéries, qui vivent en symbiose avec leur hote, jouent des roles divers
aussi bien dans la digestion que dans la défense contre les organismes pathogénes, ou
méme I'équilibre psychique !

Le nombre de bactéries hébergées par le corps humain est dix fois plus élevé que le nombre
de ses propres cellules. Les microbiotes peuvent maintenant étre brevetés en tant que
biomarqueurs, par exemple I'EP 2102350 A2 (Univ. of Washington, St. Louis): « La présente
invention concerne le microbiote intestinal en tant que biomarqueur et cible thérapeutique
pour la récupération d'énergie, la perte ou le gain de poids, et/ou I'obésité chez un sujet».

Les premiéres analyses des microbiotes a partir de la salive ont été publiées récemment (32).

L’équilibre entre « bonnes » et « mauvaises » bactéries est critique. La bouche est constituée
de plusieurs habitats dont les occupants sont différents: la salive, les dents, la langue, le
palais, les gencives. On étudie de plus en plus le role d’autres types de micro-organismes,
tels que les champignons microscopiques et les levures. Il existe des effets bénéfiques de
certains micro-organismes présents dans la bouche.

De plus l'introduction d’appareillages liés aux soins dentaires (protheéses, résines, etc.)
modifie les relations entre les différentes espéces présentes dans les niches concernées.


http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-genome-154/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-bacterie-101/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-digestion-3249/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-pathogene-5179/
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Récemment une « nouvelle forme de vie » y a été découverte par hasard lors d’un screening
de I'ADN et d’ARN (par analyse métagénomique de la microflore buccale).
Il s’agirait d’une bactérie parasite, habituellement présente dans les sols, du nom
d’Actinomyces odontolyticus que I'on retrouve fréquemment dans la cavité buccale.

Cette bactérie est pathogéne pour I'héte, elle est liée a certaines pathologies de type
gingivites et fibrose kystique. Les dosages de 'ADN de cette bactérie se révélent beaucoup
plus élevés chez les patients victimes de ces maladies buccales. Sa présence serait due aux
mécanismes de résistances aux antimicrobiens présents dans la salive (33).

2.8 Les micro-ARN circulants

& Enzyme
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Figure 8 : Schéma de la fonction d’un miRNA

Depuis longtemps, I'existence dans la circulation d’acides nucléiques libres a été décrite et
imaginée comme outil de diagnostic. Depuis la découverte des microARN (miARN) chez
I’lhomme en 2000 et leur détection dans la circulation en 2008, la caractérisation des miARN
circulants est en plein essor. De nombreuses études récentes suggerent un fort potentiel
prédictif a ces molécules qui pourraient bien constituer une nouvelle catégorie de
biomarqueurs trés utile en clinique (34).

2.8.1 Définition d’'un miRNA

Les découvertes issues du séquencage du génome humain ont permis de constater que
seulement 1 a 2% de sa séquence codent pour des protéines. Le reste du génome était, il y a
peu, encore considéré comme dépourvu de fonction. Il s’avere finalement que pres de 90 %
de cet ADN est aussi transcrit.

Les ARN non codants (ARNnc) qui en résultent sont impliqués dans des mécanismes visant a
réguler I'expression des génes. Le mode d’action d’un sous-type d’ARNnc, appelés microARN
(miARN), a été I'un des premiers mis au jour.
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Ces petits ARN intracellulaires longs de 22 nucléotides sont capables de bloquer I'expression
de génes par des mécanismes de régulations post-transcriptionnelles, en se fixant de
maniére ciblée aux parties 3’non traduites (3’UTR) des ARNm et en provoquant un blocage
de la traduction ou la dégradation de ceux-ci. (Voir figure 8)

2.8.2 Fonctions des miARN

La présence de miARN dans le milieu extracellulaire a été mise en évidence en 2008 par
Gilad (35). On sait a présent que les cellules sont capables de sécréter ces miARN. Cette
sécrétion est complexe et finement régulée.

Les miARN sont envisagés comme biomarqueurs dans de nombreuses pathologies
tumorales. Par exemple, dans le cas des cancers du sein, le niveau de miR-195 dans le sang
semble corrélé a la taille de la tumeur et retourne méme a un niveau basal deux semaines
apres I'ablation de la tumeur, indiquant le potentiel important de ce miR-195 pour le suivi
des patientes (34).

Les techniques de reconnaissance de ces microARN sont bien maitrisées dans les fluides
corporels classiques mais quel pourrait étre le potentiel de ces microARN comme
biomarqueurs dans la salive ? (35)

3 METHODES DE DETECTION DES BIOMARQUEURS

3.1 Analyses enzymatiques
Les enzymes représentent la premiére catégorie de biomarqueurs étudiée (36) (37).

Une activité enzymatique est mesurée par la transformation d’un substrat qui donne un
produit, directement ou par une réaction couplée a une émission de lumiére ou de
fluorescence. Ce produit est facilement quantifiable en temps réel.

Figure 9 : Coloration d’une activité enzymatique

Cette activité enzymatique peut étre visible a I'ceil nu comme le montre la photo ci-dessus.
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Ces analyses enzymatiques sont rapides, faciles et d’'un colt modeste, accessibles a
beaucoup de laboratoires. Une analyse enzymatique est limitée cependant a un seul
marqueur.

3.2 Analyses protéomique

Les premieres analyses du protéome d’une cellule ou d’un liquide biologique ont été
effectuées sur des gels de polyacrylamides  dits  « bidimensionnels ».
Dans ces analyses, les protéines de I’échantillon sont tout d’abord séparées selon leur point
isoélectrique puis de nouveau séparées selon leur poids moléculaire. Cette technique a été
introduite par Patrick O’ Farrell en 1975, et son article a été cité plus de 20000 fois ! (38).

Ce genre d’analyses qui, comme les analyses enzymatiques, ne nécessite pas d’appareillage
lourd, a été supplanté depuis quelques années par une analyse en spectrométrie de masse.

Figure 10 : Spectrometre de masse

Contrairement aux analyses sur gels bidimensionnels ou enzymatique les analyses par
spectrométrie de masse nécessite un matériel hyper sophistiqué et trés onéreux ainsi
gu’une grande expertise technique et théorique.

Les différentes molécules d’un échantillon sont détectées par la mesure de leur masse et il
est possible ainsi de caractériser leur structure chimique. Le principe de la spectrométrie de
masse réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction
de leur rapport masse/charge (m/z). Il est ainsi possible de séparer, identifier et quantifier
des milliers de protéines différentes dans un échantillon biologique (39) (40).

3.3 Analyses des métabolites

L'analyse de métabolites s’effectue aussi par des techniques de spectrométrie de masse
adaptées pour les plus petit poids moléculaire de ces molécules (41).

Si 'on veut étudier I'ensemble du « métabolome » il faut, bien sir, un laboratoire bien
équipé. Par contre pour certains métabolites fréquemment étudiés, il existe des petits
appareils, des kits d’analyses, facilement manipulable.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Structure_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gaz
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion
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Figure 11 : Kits d’analyses

Comme pour toutes ces méthodes de dosage, le fluide de prélevement utilisé est critique.
Selon différentes études, I'analyse d’urine ou de salive peut étre, ou pas, aussi fiable que la
prise de sang (41) (42). L'avenir des biomarqueurs métaboliques reste grand ouvert (43).

3.4 Analyses par PCR

La réaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction ou PCR) a été inventée
en 1983 par Kary Mullis (44) un chercheur de Cetus Corporation en Californie.
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Figure 12 : Schéma de 'amplification d’un brin d’ADN
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Figure 13 : Appareil de PCR

Le principe décrit par Mullis consiste a amplifier successivement sur plusieurs cycles un
deuxieme brin d’ADN a partir de deux brins séparés d’ADN, contenant la séquence d’intérét,
afin de produire une quantité trés importante de copies de cette séquence d’origine.
Cette technique (45) permet soit :

v'la détection d’un alléle pour un géne d’intérét
v la quantification du niveau d’un ARN messager ou d’un miARN dans les différents
échantillons.

3.5 Analyses du microbiome

Inconnu il y a 10 ans, le microbiome prend aujourd’hui sa place comme organe a part entiere
dans le corps humain, ceci par l'avancée des techniques de séquencage massive.
Le séquencage des génomes des microbes (microbiome) présents dans un organe humain
permet d’identifier ces micro-organismes (46) et (47).

Figure 14 : Startups spécialisées dans la connaissance du microbiome
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Une base de données répertoriant le microbiote oral a été ouverte début 2008 par |'Institut
Américain de Recherche Dentaire et Craniofaciale (NIDCR). Grace au séquencage de I'ARNr
16S, les chercheurs pourront peu a peu classer les micro-organismes dans un arbre
généalogique et mieux comprendre leur importance, par exemple pour |'expression des
caries dentaires ou des divers troubles de la digestion.

3.6 Analyses des biomarqueurs dans la salive
3.6.1 Conditions de prélevement de la salive stimulée ou non-stimulée

Le prélevement de salive pour effectuer des dosages de biomarqueurs est de plus en plus
répandu pour de nombreuses pathologies (48). Par exemple, en 2014 I'équipe du professeur
Joe Herbert de I'Université de Cambridge a montré qu’un dosage salivaire du cortisol chez
les garcons adolescents pourrait prédire un risque de dépression a I’adge adulte (49).

Il existe deux conditions au prélevement de la salive: stimulée et non-stimulée.
La stimulation de la production de salive par le fait de macher (par exemple du chewing gum
ou un bloc de paraffine) augmente la production de salive d’un facteur dix. Il faut noter que
cette stimulation n’est pas anodine car la composition de la salive change dans ces
conditions (voir Figure 15). La figure ci-dessous décrit les variations de pH avant, pendant et
aprés la mastication d’un chewing gum. Ces changements sont dus a 'augmentation de la
concentration du bicarbonate dans la salive.

Figure 15 : Variation de pH avant et apres la mastication d’un “gum”

Le patient peut lui-méme effectuer ses prélévements salivaires, mais les parameétres de
prélevement doivent étre déterminés en fonction de [I'analyse a réaliser.
Il faudra prendre en considération les volumes recueillis ainsi que les questions de stérilité et
de contamination éventuelle avec d’autres tissus de I’h6te (notamment la contamination par
du sang). Ces prélevements sont généralement stables a température ambiante.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Base_de_donn%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carie_dentaire
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Plusieurs facteurs peuvent influencer le volume du flux salivaire :

ANERNERN

<

des problémes de salivation associés a la prise de certains médicaments

le stress et les syndromes anxio-dépressifs,

la radiothérapie cervico-faciale (qui détruit les glandes salivaires principales),

la maladie de Gougerot-Sjogren ou syndrome sec qui est une maladie systémique
auto-immune avec atteinte des glandes salivaires principales.

d’autres maladies auto-immunes comme la sarcoidose, 'amylose, le diabete ou
le SIDA peuvent également étre a I'origine d’une hyposialie.

3.6.2 La préparation de I'échantillon

Le protocole de préparation d’un échantillon pour le dosage de biomarqueurs (50) doit étre:

v
v
v

reproductible

d’une sensibilité maximale

simple d’utilisation, le moins de manipulations possible réduisant la variabilité du
prélévement, surtout si celui-ci est réalisé par le patient et non par du personnel
qualifié.

Pour ces différentes raisons, la salive assure ces critéres puisque le prélevement et le

stockage sont trés faciles et que le patient peut lui-méme effectuer ses préléevements.

Toutefois certaines précautions sont parfois conseillées:

v

Ne pas avoir mangé ou bu dans les 30 minutes qui précédent le recueil de la
salive.

Il est recommandé de se rincer la cavité buccale avec de I'eau juste avant la
collecte salivaire.

Oter toute trace de produits sur les lévres (baume, rouge..) si nécessaire

Tout échantillon suspect ou coloré (par du sang...) est refusé, une contamination
entrainant des résultats d’analyses erronés.

3.6.3 Le choix des populations a étudier et I’analyse des résultats

Lors du développement d’une étude clinique sur des biomarqueurs, susceptibles d’étre liés a

une pathologie, les conditions de réalisation de I’étude doivent étre clairement établies. Un

cahier des charges aux multiples considérations est rédigé (51).

3.6.3.1 Choix des cohortes

Parmi les multiples considérations, on relevera :

v
v
v

le nombre de cohortes différentes,

la taille de la population dans chacune de ces cohortes,

leur composition (hétérogénéité ou homogénéité par rapport a I'age, au sexe, au
poids, a I’ethnie, a I'activité...).
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Dans le choix des populations a étudier et participant a I'étude, il peut étre judicieux de
choisir trois types de populations:

v des individus supposés hormaux,

v des individus porteurs de la pathologie a évaluer

v' et un troisitme type d’individus correspondant a une deuxiéme maladie (ou
famille de pathologies) reliée.

De ce fait, il sera possible de déterminer, par exemple, si la baisse de lactoferrine constatée
dans la maladie d’Alzheimer (AD) est une caractéristique propre a cette maladie ou plutot un
signe général d’une maladie neurodégénérative.

3.6.3.2 Evaluation des résultats

Ces résultats seront confortés et validés par des tests statistiques adaptés qui permettront
de dire si oui ou non les différences constatées sont significatives ou s’ils auraient pu étre
obtenus par le seul fait du hasard.

L’évaluation de ces valeurs expérimentales sera réalisée par une mesure statistique en
déterminant la valeur de « p » (comprise entre 0 et 1) qui signifie valeur de probabilité. Plus
cette valeur « p » est proche de zéro, moins il y a de probabilité que la différence constatée
entre les différents sujets de la cohorte ait été obtenue par hasard.

3.6.4 La corrélation de l'augmentation (ou la diminution) du
biomarqueur, ou des biomarqueurs, et I'apparition de la maladie

Etablir un test prédictif c’est notre but ! Pour se faire il faut pouvoir identifier les marqueurs
qui apparaissent avant ou avec les premiers signes de la maladie. Ceci suppose d’avoir

d’autres moyens d’identifier les individus en phases précoces de la maladie, ou de pouvoir
faire une étude prospective d’'une population dont un certain nombre d’individus seront
identifiés par la suite comme malades.

Par exemple, le dosage du L-leucine semble étre prometteur pour le diagnostic chez les
personnes susceptibles d’avoir un Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) précoce (52).

Dans cette étude de Wang et al, (52) les auteurs notent que la sensibilité et la fiabilité des
résultats sont augmentées par l'analyse en parallele d’un deuxiéeme marqueur, la L-
phénylalanine.

Ceci est un constat général : plus on étudie de marqueurs, plus les résultats obtenu seront
fiables et précis dans la détermination du diagnostic et de la pathologie a traiter ou a
prévenir.

C'est pourquoi les techniques qui étudient simultanément de multiples biomarqueurs
(protéomique, PCR quantitative, métabolomique,...) suscitent un intérét croissant dans les
domaines de la prévention et du diagnostic.
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3.7 Biomarqueurs et pathologies

3.7.1 Biomarqueurs et pathologies parodontales

Blasco-Baqué, V. en 2013 décrit «les maladies parodontales comme des infections
bactériennes associées a une inflammation des tissus de soutien de la dent » (53).

Il existe deux stades dans ces maladies parodontales :

v le premier stade avec une atteinte de la gencive marginale (voir partie gauche de
I'image) avant d’atteindre

v' dans un deuxiéme stade I'ensemble du parodonte profond (os, ligament et
cément) appelé Parodontite (voir partie droite de I'image) (53).

Figure 16 : Différents stades d’une maladie parodontale

Ces processus sont initiés par des bactéries, cependant la raison principale de cette
dégradation est une réponse immunitaire qui n’est pas suffisamment contrélée. Ceci
subvient souvent sans symptdéme marqué et, par conséquent, les malades demandent de
I'aide a un stade relativement avancé. Il en résulte souvent une perte conséquente de dents
comme l'on décrit Petersen et Ogawa (54) qui ont estimé que 10-15% des populations
adultes souffrent de maladies parodontales avancées. L'impact économique des pathologies
dentaires dans le monde était de 442 billion USS en 2010 (55) et de 144 billion USS en codts
indirects, d’ou l'intérét médical et financier d’'un diagnostic précoce et efficace de ces
pathologies.

L'analyse de la salive pour un diagnostic parodontal est de plus en plus utilisée (56), de
nombreuses données sont maintenant disponibles.
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L’existence de périodes d’exacerbation et de rémission, la coexistence d’autres maladies
systémiques telles que le diabéte, et la présence de facteurs d’aggravation comme le tabac,
I'alcool, les drogues... compliquent les analyses de biomarqueurs dans ces pathologies.

Pour faire face a ces perturbations dans les diagnostics, une détection simultanée de
biomarqueurs bactériens et de biomarqueurs venant de I’h6te a été proposée (57) (58).

De nombreuses propositions pour I'utilisation de biomarqueurs dans le diagnostic des
maladies parodontales sont publiées, en voici quelques-unes.

v Des protéines reliées aux inflammasomes NLRP3 (59).

v" Des métabolites liés au métabolisme des polyamines, de I'arginine, du proline et
de la lysine (60).

v' Des métabolites, des bactéries tel P. gingivalis, T. forsythia ou T. denticola dans la
salive par spectrométrie de masse (61).

v" Des microRNAs (miR-142-3p, miR-146a, miR-155, miR-203, and miR-223) qui
pourraient étre des marqueurs, bien que non spécifiques, des maladies
parodontales (62).

v" Un biocapteur colorimétrique pour mesurer I'élastase (HNE) et la cathepsine-G
(63).

v' Enfin, les effets croisés entre la Parodontite Chronique et d’autres pathologies de
la bouche tel I'Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) peuvent étre démontrés par
des analyses de biomarqueurs mRNA salivaires (interleukines IL-8, IL-1B, dual
specificity phosphatase 1...) (64).

3.7.2 Biomarqueurs de salive et cancers de la bouche
Une personne meurt d’un cancer de la bouche toutes les heures.

Les cancers de la bouche (cavité oral, lévre, pharynx...) représentent le sixieme type de
tumeur en termes de prévalence dans le monde (65). 90% sont des carcinomes OSCC (oral
squamous cell carcinomas). La mortalité due aux OSCC est plus élevée que dans tous les
autres carcinomes. Bien que la cavité orale soit facilement accessible, la plupart de ces
cancers sont détectées a un stade relativement avancé, ce qui explique en partie le faible
taux de survie.

3.7.2.1 Etudes protéomiques

Le développement des biomarqueurs dans la salive (ADN, ARN, protéines, métabolites,..) a
été particulierement axé sur ces pathologies et de nombreuses autres pistes sont en cours
d’exploration. Les recherches actuelles visent aussi bien le diagnostic précoce de ces
maladies que la définition des sous-types d’une pathologie qui peut présenter une
hétérogénéité importante.
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Chaque étude semble porter son lot de nouveaux marqueurs :
v' Par exemple, a partir d’études de protéomique, Yu et al (65) proposent quatre
marqueurs salivaires (MMP1, KNG1, ANXA2, and HSPA5).
v' Dans une étude semblable, Kawahara R et al (66) détectent quatre autres
protéines (CFB, C3, C4B, SERPINA1 and LRG1) qui pourraient étre des marqueurs
salivaires pour I'OSCC.

3.7.2.2 Etudes sur I’expression génétique

De plus en plus de recherches portent sur la détection des marqueurs liés a la régulation de
I'expression  génétique, plutét qu’a [I'expression des protéines elles-mémes
Les micro ARN (miARN) sont un champ fertile pour I'identification des marqueurs spécifiques
d’un tissu, d’'un organe, d’un état physiologique ou pathologique. Momen-Heravi F et al (67)
ont recherché I'expression de miARN salivaires spécifiques des cancers de la bouche. IlIs en
détectent 13, dont 11 étaient sous exprimés (miRNA-136, miRNA-147, miRNA-1250, miRNA-
148a, miRNA-632, miRNA-646, miRNA668, miRNA-877, miRNA-503, miRNA-220a, miRNA-
323-5p) et deux surexprimés (miRNA-24, miRNA-27b). De telles analyses salivaires sont
facilement généralisables a d’autres pathologies, ol les mutations dans les génes sensibles
peuvent étre suivies avec des capteurs électrochimiques (68).

3.7.2.3 Choix des cohortes

Les études de Cs6sz E et al (69) sur une population d’Europe de I’Est rappellent, s’il en est
besoin, I'importance du choix de la cohorte, de la population et de son ethnie.

Il s’avére délicat d’extrapoler des résultats d’analyses faites sur la salive des francais de race
blanche et d’en tirer des conclusions sur les résultats obtenus avec la salive des hongrois....


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawahara%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26552850
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Momen-Heravi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24718111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cs%C5%91sz%20%C3%89%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28545132
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3.7.3 Biomarqueurs de salive et diabetes

Figure 17 : La différence entre les deux diabétes

Le diabéte est un trouble de I'assimilation, de I'utilisation et du stockage des sucres apportés
par 'alimentation. Cela se traduit par une glycémie élevé : I'hyperglycémie.

Une glycémie a jeun fait suspecter un diabéte si elle se situe au-dela de 7mmol/I (1,26g/l).
Elle doit étre reprise une seconde fois pour confirmation (53).

3.7.3.1 Différents types de diabéte

On distingue principalement deux types de diabéete : le diabéte de type 1 qui touche environ
6% des diabétiques et le diabete de type 2 qui en touche 92 %.

Les autres types de diabéte ne concernent que les 2 % restants (diabétes secondaires a
certaines maladies ou prises de médicaments).

v' Le diabéte de type 1, appelé autrefois diabéte insulinodépendant (DID), est
habituellement découvert chez les personnes jeunes : enfants, adolescents ou
jeunes adultes. Ce diabéte résulte de la disparition des cellules B du pancréas
entrainant une carence totale en insuline. Le diabéte de type 1 est une maladie
auto-immune, soignée par un apport d’insuline.

v Le diabéte de type 2 apparait généralement chez les personnes agées de plus de
40 ans, bien que des premiers cas d’adolescents et d’adultes jeunes touchés
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apparaissent en France. Dans le diabéte de type 2, autrefois appelé non
insulinodépendant (DNID), le processus est différent de celui du diabéete de type
1. Deux anomalies sont responsables de cette hyperglycémie :
e soit le pancréas fabrique toujours de I'insuline mais pas assez, par
rapport a la glycémie, c’est I'insulinopénie : défaut de sécrétion.
e soit cette insuline agit mal, on parle alors d’insulinorésistance :
défaut d’action de I'insuline (53).

3.7.3.2 Dosages de la glycémie

Les dosages du glucose dans le flux salivaire se révelent trés prometteurs pour plusieurs
raisons.

v La rapidité du test, réalisation en temps réel, est permise par des biocapteurs (70)
et (71).

v' La facilité du prélévement salivaire constitue une révolution pour tous les
patients, (72) (73) (74).

Une étude bibliographique récente montre que l'usage du flux salivaire pour le dosage du
glucose dans le dépistage d’un diabéte devient possible. Des études de validation de ces
essais cliniques sont actuellement en cours (75).

Plusieurs équipes ont cherché et cherchent a identifier d’autres biomarqueurs pour le
diagnostic d’un diabete précoce.

v" Pour Rao PV et al. 65 marqueurs varient de plus du double chez les diabétiques
de type 2 par rapport aux sujets normaux (76).

v' Barnes VM et al réalise une étude croisée avec des patients sains et des sujets
diabétiques présentant ou pas de maladies parodontales (77).

v La glycosylation des protéines de la salive pourraient aussi servir comme témoin
de la glycémie (78).

v" Chung TJ et al montre I'association entre les taux de I'a-2 macroglobuline et les
caractéristiques cliniques d’un diabete de type 2 (79).

v' Dans I'étude réalisée par Yu-Hsiang Lee et al, quatre biomarqueurs (KRAS, SAT1,
EGFR, and PSMB2) pourraient servir a distinguer des malades T2DM des sujets
sains (80).

v Méme un parameétre aussi simple que la mesure du pH de la salive pourrait étre
un indicateur de l'incidence du diabete (81).

3.7.3.3 Validation des techniques

Un effort considérable a été investi pour et dans le développement des biocapteurs capables
de détecter le glucose dans la salive plutot que dans le sang. La démonstration de la fiabilité
et donc la validation de toutes ces méthodes pour le diagnostic des diabetes est en cours
dans de nombreuses équipes de recherches (70).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20PV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19118452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barnes%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25133529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chung%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27042270
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4 LES BIOCAPTEURS

4.1 Définition

Un biocapteur est un dispositif analytique qui convertit une réponse biologique en signal
électrique (82) (83).

Principe d’un biocapteur

Biocaprteur = élément de reconnaissance moléculaire + transducteur
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< L'élément de reconnaissance moléculaire réagit spécifiquement avec le bio-
analyte d'intérét.

< Le transducteur agit en tant que détecteur, convertissant 'événement de
reconnaissance moléculaire en un signal facilement mesurable.

Figure 18 : Principe d’un biocapteur

En général I'utilisation du terme biocapteur implique l'utilisation d’un systeme biologique au
départ, bien que certains journaux (par ex le journal Biosensors) parlent aussi de
« biocapteurs » quand ce critére n’est pas rempli. Le systeme biologique en question est le
plus souvent une réaction enzymatique, mais des métabolismes cellulaires complexes, les
liaisons de ligand et les réactions antigéne-anticorps sont aussi de plus en plus employées
(84) (85).

4.2 Les différents types de Biocapteurs

Le champ des biocapteurs est en plein essor avec une progression annuelle d’environ 60%.
Les moteurs principaux de cette croissance sont les industriels de la santé.
v’ par exemple 6% des habitants des pays développés sont diabétiques et
demandeurs d’un capteur rapide et simple pour le dosage du glucose.

Les autres domaines d’expansion pour |'utilisation des biocapteurs sont :
v" I'analyse et le contréle des aliments
v le monitoring des paramétres environnementaux
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L’estimation du marché pour tous les biocapteurs est de $12 000 000 000 par an, dont 30%
serait consacré au domaine de la santé. Pour l'instant, seul 0.1% de ce marché utilise des
biocapteurs.

Une grande part de la recherche en développement actuelle concerne les biocapteurs
potentiométriques et ampérométriques, ou alors des colorations enzymatiques.

4.2.1 Choix d’'un biocapteur

Pour qu’un biocapteur soit sélectionné, il doit posséder au moins les caractéristiques
suivantes (85):

v’ Etre trés spécifique

v" Avoir une réponse précise, linéaire et indépendante des paramétres physiques
(tel le pH)

Etre trés stable

Etre stérile pour I'utilisation en clinique

Etre peu couteux, petit et portable

Etre d’une utilisation facile par des opérateurs non-professionnels

AN NN

Avoir un marché prospectif bien défini
4.2.2 Fonctionnements

Enzymes, anticorps, ADN, cellules entiéres, microorganismes peuvent étre I'élément de
reconnaissance moléculaire immobilisé a la surface du transducteur par physisorption,
chimisorption ou par piégeage dans une membrane inerte (86). Cet élément de
reconnaissance offre une spécificité et une sensibilité élevées pour I'analyte et donne une
réponse rapide.

La détection des changements physiques de I'élément de reconnaissance est réalisée par le
transducteur. Ce composant du biocapteur convertit le substrat en un produit détectable et
qguantifiable. Aprés amplification celui-ci est affiché et sauvegardé, par exemple le
glycometre.

La réponse biologique d’un biocapteur est donc dictée par le substrat fixé sur cette
membrane biocatalytique.

Par exemple, les enzymes immobilisés sur ce type de membrane possédent plusieurs
propriétés intéressantes pour la fonction de biocapteur (86).

v Ces enzymes peuvent &tre réutilisés, ce qui garantit les résultats plus
reproductibles et qui rend le procédé moins colteux.

v" lls montrent une linéarité de plusieurs logs dans la concentration de substrat,
correspondant a des gammes de concentrations trouvées réellement dans des
fluides biologiques.

v" L’accessibilité de I'analyte peut &tre réglée par I'utilisation d’une membrane semi-
poreuse entre I'enzyme et la solution a examiner.

Les recherches évoluent trés rapidement, on parle des trois générations de biocapteurs.
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v' Dans la premiére, le produit de la réaction diffuse au transducteur pour
provoquer une réponse électrique. Le signal électrique du transducteur est
souvent trés bas. Il est superposé au « bruit de fond », et ce rapport signal - bruit
de fond doit étre optimisé pour que le biocapteur soit opérationnel.

v' Dans le deuxiéme, des médiateurs spécifiques passent entre la réaction et le
transducteur pour générer une réponse accrue.

v Dans le troisiéme, c’est la réaction elle-méme qui génére la réponse et il n’y a pas
de diffusion de produit ou de médiateur.

La figure ci-dessous de Martin Chaplin illustre le fonctionnement d’un biocapteur et ses
composants majeurs (87).

a b c d e

Reference

Figure 19 : Fonctionnement d’un biocapteur

Le biocatalyste (a) convertit le substrat S en produit P. La vitesse de cette réaction est
analysée par le transducteur (b) qui le convertit en signale électrique. La sortie du
transducteur est amplifiée (c) traitée (d) et affichée (e).

4.2.3 Différents types de Biocapteurs

Le transducteur exploite le changement physique qui accompagne la réaction. Ces réactions
peuvent étre exprimées sous différentes formes qui donneront sa spécificité au biocapteur
(85).

v La chaleur émise ou absorbée par la réaction : biocapteur calorimétrique.

v' Le changement dans la distribution de charges qui donne lieu a un potentiel
électrique : biocapteur potentiométrique.

v" Le mouvement d’électrons dans une réaction d’oxydo-réduction : biocapteur
ampérométrique.

v' ’émission ou I'absorbance de lumiére : biocapteur optique.

<

Les effets des masses des réactifs ou des produits : biocapteur piezo-électrique.
v" Les nanobiocapteurs dont les éléments sensibles sont des récepteurs olfactifs :
biocapteur olfactif (88).
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4.2.4 Autres utilisations des biocapteurs

Les cytokines interviennent dans de nombreuses réactions immunitaires et inflammatoires,
en agissant sur d’autres cellules immunitaires pour en réguler I'activité. L'utilisation de
biocapteurs est déja en cours d’investigation pour le dosage des cytokines dans les réactions
inflammatoires et immunitaires.

v Lutilisation d’IL6 et d’IL8 comme biomarqueurs a été proposé dés 2004 par St
John MA et al pour le diagnostic de I’OSCC (89).

v' En 2015, Zhang Y et al proposent un biocapteur a base de silice pour détecter des
changements dans ces cytokines (90). Il semble peu probable que ces molécules
soient spécifiques de I'OSCC mais leur dosage pourraient conforter des résultats
obtenus avec d’autres marqueurs. Le diagnostic est d’autant plus sir que les
différents résultats obtenus sont concordants. Le traitement médical associé n’en
est que plus adapté.

4.3 Biocapteurs du glucose et diabete : Exemples d’objets
connectés

Le dépistage précoce d’'un diabéte pour les sujets a risques est de nos jours trés répandu
dans les pays évolués. Les industriels de la santé essayent par tous les moyens aujourd’hui
disponibles d’initier ces contréles (91) (92) (93).

4.3.1 Une montre : La K'Watch

La société parisienne PKparis
vient de commercialiser |
K’'Watch Glucose, son bracelet
connecté analyse le taux de
glycémie sans prélevement de
sang.

Figure 20 : La K’"Watch (1)

Cette K'Watch, présentée au dernier Congrés de Technologie (CES) de Las Vegas, la
technologie SkinTaste® (qui est intégrée dans une gamme de biocapteurs) permet de tester
la composition chimique de la peau et de faire des analyses de glycémie sans prélevement
douloureux. Elle fonctionne grace a des micro-aiguilles d’a peine 0.5mm de long, et qui au
contact de la peau examinent le liquide interstitiel, un fluide qui enveloppe les tissus
cellulaires. La K'Watch Glucose se connecte alors a une application mobile dédiée qui
recense tous les résultats obtenus.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25746803
https://www.mac4ever.com/actu/116913_ces-pkparis-devoile-ses-nouveaux-traqueurs-et-gagne-trois-innovation-awards
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4.3.2 Un tatouage qui change de couleur

Figure 21 : Tatouage reflétant sa glycémie

Katia Vega et des chercheurs du MIT (Massachusetts Institute of Technology) ainsi que de la
Harvard Medical School ont récemment mis au point une encre de tatouage capable de
changer de couleur selon les variations du taux de glucose dans I'organisme.

Encore au stade de recherche, cette encre se nomme « DermalAbyss ». L'invention a déja
livré des résultats prometteurs sur des échantillons de peau de porc. Le changement de
coloris est généré par des biocapteurs intégrés dans I'encre. Lorsqu’ils détectent
I"augmentation de la concentration de glucose dans le sang, la couleur passe du bleu au brun
et indique donc au porteur qu’une injection d’insuline est nécessaire, (Projet DermalAbyss).

4.3.3 Les lentilles dotées de biocapteurs

Le professeur Gregory Herman qui
dirige I'équipe de recherche sur le
diabéte a I'Oregon State University, a
choisi de développer des lentilles
jetables.

Figure 22 : lllustration d’une lentille jetable

Ces lentilles de contact sont dotées d’un biocapteur constitué d’une feuille transparente
de semi-conducteur ainsi que d’une enzyme appelée glucose oxydase.
Cette recherche est également poursuivie par d’autres équipes (94).
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4.3.4 Des lectures multiples et connectées....

Figure 23 : Capteur glycémique relié a un smartphone

Plusieurs lecteurs de dosage de glucose sont déja commercialisés. lls permettent de doser a
la fois le glucose et d’autres parameétres d’importance pour le malade, comme le cholestérol.
En effet, toutes les grandes sociétés pharmaceutiques ont compris I'intérét de I’e-santé et se
sont mis a collaborer avec des sociétés émergentes du Web dans ce domaine, a l'instar de
Sanofi qui commence a collaborer avec Google, prévoyant de lancer leur plateforme de
médecine personnalisée en 2018.

L’avenir de la médecine personnalisé est bien réel, on parle de médecine 4 P : Prédictive,
Préventive, Personnalisée et Participative.

Cette évolution futuriste de la médecine repose sur les progres déja réalisés en matiére de
génétique, de pharmacologie, de nanotechnologie et d’informatique. Chaque patient serait
traité de fagon individualisée en fonction de ses spécificités génétiques et
environnementales.

Figure 24 : Principe expliquant I'intérét de la médecine personnalisée



La salive, avec tous ses potentiels physiques, chimiques, et biologiques deviendrait en
association avec ses biomarqueurs et les nouvelles nanotechnologies le fluide biologique de
référence pour cette médecine de demain élaborée pour l'individu et non plus liée a

48

I"application d’un protocole pour un groupe d’individu.

5

Ces dernieres années ont vu I'’émergence de la nanotechnologie et I'essor des startups avec

PROJET CLINIQUE

des idées plus ou moins révolutionnaires.

Dans le domaine médical, I'intérét pour les biomarqueurs, au vue du nombre d’articles
enregistrés sur Pub Med, a explosé ces dernieres années, comme le montre la figure ci-

dessous.
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Figure 25 :

Diagramme représentant I’intérét croissant pour les biomarqueurs
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Figure 26 : Diagramme représentant I'intérét croissant pour les biocapteurs

Le développement des biocapteurs a suivi I’explosion des progres en nanotechnologie. La
figure ci-dessus nous montre une seule publication en 1981 pour atteindre 4467 publications
en 2013 ! Il existe donc un essor réel et innovant de ce sujet dans la recherche médicale.

5.1 Objectifs
5.1.1 Objectif principal de I'étude

L'objectif principal de ce travail est d’étudier les variations du microbiote salivaire par
I’analyse taxonomique en fonction de la glycémie sanguine sur une cohorte de 20 patients.

5.1.2 Objectifs secondaires
Les objectifs secondaires de cette étude seront :

v" L’évaluation de la composition biochimique de la salive
v' L’évaluation de la composition microbiologique de la salive aprés culture
bactérienne

5.2 Matériels et Méthodes

5.2.1 La conception de I’étude et critéres d’inclusions.
5.2.1.1 Choix de notre cohorte

Nous avons donc réalisé une étude descriptive de la glycémie sanguine a jeun et post
prandiale comparée aux parametres salivaires étudiés dans une population de 20 jeunes
adultes avec un ratio de 50/50 femelles / méles.
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Pour cela, nous avons recruté de jeunes étudiants de la faculté de chirurgie dentaire de
Toulouse afin d’évaluer leur état bucco-dentaire, d’examiner leurs habitudes alimentaires,
leur hygiene bucco-dentaire ou encore leur ressenti vis-a-vis de leur santé et de leur bien-
étre. Cette évaluation s’est faite a I'aide d’un questionnaire individuel et anonyme. (Voir
Annexes)

Cela nous a permis d’obtenir des résultats témoins que I'on pourra dans le futur comparer a
ceux obtenus avec une cohorte de diabétiques.

Notre étude a permis d’inclure 20 sujets avec une moyenne d’age de 24,1 ans pour les
hommes et de 23,6 ans pour les femmes.

5.2.1.2 Critéres d'inclusion:

Etre un sujet sain

Etre d’accord pour répondre a un questionnaire hygiéno-diététique
Accepter des analyses biologiques

Comprendre le formulaire de consentement

Accepter de participer dans ces conditions

AN NI NN

5.2.1.3 Caractéristiques biologiques :

v'  La salive stimulée a été recueillie aprés avoir maché un bloc de paraffine stérile
pendant 1 minute.

5.2.1.4 Caractéristiques médicales et sociodémographiques:

La collecte des données médicales et sociodémographiques a été réalisée a I'aide d’'un
guestionnaire standardisé portant sur :

v' La fréquentation des services médicaux et dentaires (raisons pour la derniére
visite chez le dentiste, niveau de stress marqué sur une échelle de 10 points,
fréquence des visites).

v'  Les comportements liés a I'hygiéne buccale (nombre de brossage quotidien,
temps de brossage).
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5.2.1.5 Recueil des données

La mise en ceuvre de I'étude a eu lieu dans la journée du 13 mai 2017 dans le Service
d’Odontologie du Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse.
Toutes les données ont été recueillies selon les mémes conditions de procédure.

Lors de la consultation clinique, nous avons réalisé:

v' une prise de sang a jeun et un prélévement salivaire (dans les conditions
précédemment décrites) a 8h00.

v une autre prise de sang post prandiale suivie d’un prélévement salivaire a 14H00.

v la collecte du questionnaire hygiéno-diététique et nutritionnel complété par les
sujets participant a cette étude.

5.2.2 Types d’analyses réalisées

Afin de voir s’il y a une possible corrélation entre les facteurs métaboliques, protéiques et
microbiologiques du flux salivaire et la glycémie sanguine, il a été réalisé trois types
d’analyses. Les dosages biochimiques sur la salive ont été réalisés par la Société VAIOMER
implanté a Labége (31670).

5.2.2.1 Analyse des Métabolites

Les métabolites recherchés sont :

Cholestérol Glucose PAP Triglycérides AGL
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

L’analyse de la glycémie a été réalisée par des capteurs glycémiques prétés par I'INSERM.

Figure 27 : Capteur glycémique Performa utilisé pour notre étude
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5.2.2.2 Analyse enzymatique

‘ Protéines totales (g/L) ‘ Amylase (U/L) ‘ Lipase (U/L) ‘

Nb : C’était la premiére fois qu’il était demandé au laboratoire d’analyses Vaiomer de réaliser

la recherche de ces facteurs dans la salive, prouvant une nouvelle fois I'aspect novateur de

notre étude.

5.2.2.3 Analyse du microbiote

v La flore microbienne a été étudiée de facon guantitative par ensemencement sur
des plaques d’agar non sélectives ou sélectives, permettant ainsi la culture et
I'identification des bactéries présentes dans la salive analysée. La détermination
du nombre de bactéries putatives a été effectuée selon les critéres décrit dans le
«Bergey’s Manual of determinative Bacteriology » (95).

v'  La salive a été congelée a -80°C pour l'analyse qualitative, taxonomique du
microbiote oral.

Les extractions d’ADN a partir des préléevements salivaires ont été
réalisées dans le laboratoire de 'INSERM Unité 2 sous I'ceil averti des
chercheurs et techniciens de cette unité. J’ai pu donc extraire I’ADN de
ces échantillons en utilisant un kit d’extraction (QlIAamp cador Pathogen
Mini Kit 250). Le protocole détaillé est joint en annexes.

Une fois la réalisation de I’extraction faite, nous avons passé tous nos
échantillons au Nanodrop permettant ainsi de calculer le ratio
d’absorption a 260nm et a 280 nm, et d’estimer la quantité d’ADN
récupérée par échantillon. (Voir Tableau 10 en annexe)

Nous avons ensuite préparé les échantillons afin de les envoyer a
séquencer dans le laboratoire de la Société VAIOMER SAS. La totalité de
la région V2 de I’ADN bactérien 16S a été ciblée par les amorces 28F-519R
et la technique MiSeq a été appliqguée pour générer une moyenne de
10000 séquences par échantillon.

5.3 Résultats

Notre étude porte sur une cohorte de 20 étudiants (10 femmes et 10 hommes). Nous avons

prélevé la salive et le sang des participants dans deux conditions a jeun (8H du matin) et puis

nourris (14H de I'aprés-midi). Nous avons cherché a cibler les paramétres salivaires qui

varient dans cette étude dans le but de trouver les biomarqueurs les plus pertinents pour

une éventuelle application chez les diabétiques.
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5.3.1 Comparaison des parameétres généraux

Le tableau ci-dessous, nous présente les caractéristiques des participants a notre étude
selon les critéres préalablement décrits dans Matériel et Méthodes et le questionnaire joint
en Annexes.

Comparaison des parameétres généraux entre hommes et femmes

Parameétre Hommes (n=10) Femmes (n=10) Significativité
Moyenne () Ecart Moyenne () Ecart
type type
Age (ans) 23,67 1,12 24,08 2,60 0.8189
Poids (Kg) 72,33 10,74 53,00 4,51 | <0,0001 ***
Taille (cm) 178,00 6,36 163,92 4,91 0,0003 ***
Nbre de brossage de |, |, 0,33 2,29 0,43 0,2927
dents/jour
Temps de brossage 1,78 0,26 1,90 0,35 0,1060
en minutes
Fréquence de 0,64 0,28 1,25 0,56 0,0111*
consultation /an
Niveau de Stress/ 1,22 0,44 3,17 1,91 0,0031**

Echellede 1a 10

Tableau 3 : Comparaison des parameétres généraux entre hommes et femmes

v' Les résultats montrent, logiquement, une différence significative au niveau du
poids et de la taille entre les hommes et les femmes.

v' Les habitudes alimentaires données dans le Tableau 9 ne montrent pas de
différence en comparant les deux sexes, mise a part la consommation de sodas
plus élevée chez les hommes.
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I I

Femmes Hommes
Figure 28 : Indicateur de la consommation de sodas des sujets de I'étude

v' Une différence est notable au regard du nombre de consultations chez le
chirurgien-dentiste avec un p=0,0111 et au stress occasionné p=0,0031. Ces
résultats sont plus élevés chez la femme que chez ’lhomme.

5.3.2 Bilan lipidique salivaire et glycémie sanguine a jeun

Dans un premier temps, sur les échantillons recueillis, nous avons analysé des parametres
métaboliques et enzymatiques. Nous avons étudié plus en détail les résultats obtenus sur les
hommes et sur les femmes a jeun. Les données obtenues aprés une prise alimentaire
montraient une trop grande variabilité, qui en compliquait I'interprétation.

Nous n’avons pas pu mesurer le glucose salivaire par manque de sensibilité de la technique
utilisée. Néanmoins de nombreuses études ont déja montré que la salive pouvait étre
représentative de la circulation générale (96), en particulier le taux de glucose salivaire pour
les diabétiques et non diabétiques.



Le tableau ci-dessous, donne les résultats des bilans lipidiques obtenus dans les deux

populations d’hommes et de femmes a jeun.

Comparaison bilan lipidique salivaire et glycémie sanguine a jeun

entre les hommes et les femmes

Parameétre Hommes (n=10) Femmes (n=10) Significativité
Moyenne (+) Ecart type Moyenne (+) Ecart type
Glycémie
sanguine 88.00 6.38 87.00 8.07 0,9149
(mg/dL)
Amyl
r(‘:Jy/f)se 792,14, 444,19 1107,50 343,30 0,1658
Lipase (U/L) 3510 27,52 22,49 23,00 0,3554
Cholestérol 0,71 0,26 0,40 0,27 0,0329*
(mmol/L)
Glucose PPA 0,05 0,03 0,03 0,02 0,2933
(mmol/L)
Proteines 13,83 2,55 12,74 5,12 0,5458
Totales (g/L)
Triglycerides 0,24 0,15 0,09 0,04 0,0060**
(mmol/L)
AGL 0,25 0,18 0,08 0,06 0,0049%*
(mmol/L)

Tableau 4 : Comparaison bilan lipidique salivaire et glycémie sanguine a jeun

entre les hommes et les femmes

v' 'étude montre que le taux de cholestérol (p=0,0329), d’acides gras libres

(p=0,0049) et de triglycérides (p=0,0060) a jeun chez

les hommes est

significativement plus augmenté que chez les femmes. Cette constatation peut
s’expliquer par une alimentation plus grasse et plus sucrée des hommes que des

femmes. (sodas, fast food, etc...).
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Cholestérol Triglycérides

Figure 29 : Indicateur de la différence entre les hommes et les femmes : cholestérol,
triglycérides

Acides Gras Libres

Figure 30 : Indicateur de la différence entre les hommes et les femmes : acides gras libres

Ces résultats sont en partie confirmés dans la littérature, notamment le taux de cholestérol a
jeun chez ’homme est supérieur a celui constaté chez la femme (97).
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5.3.3 Bilans lipidiques salivaires et glycémie sanguine a jeun et nourri

Nous avons prélevé la salive et le sang des participants dans deux conditions a jeun (8H du
matin) et puis nourris (14H de I'apres-midi). Dans le tableau ci-dessous, on présente la
comparaison des taux de certains métabolites et de certaines activités enzymatiques dans
ces deux types d’échantillons.

Comparaison bilans lipidiques salivaires et glycémie sanguine a jeun et nourri
des hommes et des femmes confondus
Hommes et Femmes confondus
Parameétres étudiés Taux a jeun Taux nourri Significativité
Glycémie sanguine 87,50 109,68 <0,0001 ***
(mg/dL)

Amylase (U/L) 949,82 962,40 0,9338
Lipase (U/L) 28,79 12,37 0,0093 **
Cholesterol 0,56 0,15 <0,0001 ***

(mmol/L)
Glucose PPA 0,04 0,71 0,3428
(mmol/L)
AGL (mmol/L) 0,16 0,07 0,0231*
Triglycérides 0,15 0,11 0,3431
(mmol/L)
Protéines totales 13,20 9,03 0,0248*
(g/L)

Tableau 5 : Comparaison bilans lipidiques salivaires et glycémie sanguine a jeun et nourri des
hommes et des femmes confondus

Nous présentons ici les résultats sur la glycémie sanguine. Malheureusement nous n’avons
pas pu calculer la glycémie salivaire, di au manque de sensibilité des capteurs utilisés pour
la détection du glucose. (Coffret set performa Lecteur glycémie mg/dL avec pour méthode
de conversion: mg/dL x 0.0555 = mmol/L).

v' Trois paramétres varient de facon significative aprés une prise de nourriture :
e Lalipase
e Lecholestérol
e Les acides gras libres (AGL)
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Figure 31 : Comparaison Glycémie sanguine, Lipase sur les sujets a jeun et nourris
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Figure 32 : Comparaison AGL salivaires sur les sujets a jeun et nourris

Vu les changements d’activité lipase apres la prise alimentaire, il nous paraissait primordial
d’analyser de possibles différences dans les taux de lipase entre les individus en fonction de
leur niveau de glycémie.

La glycémie sanguine varie-t-elle positivement ou négativement en lien avec un des
paramétres évalués ? On appelle cela une étude de « Corrélation linéaire ».

Deux parameétres de notre étude semblent étre corrélés avec la glycémie sanguine :
L'activité lipase et le nombre de bactéries, ce que nous allons traiter plus tard.
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La figure ci-dessous présente les résultats des sujets a jeun pour I'activité lipase.

Figure 33 : Corrélation entre I’activité lipase salivaire et la glycémie sanguine

On peut constater une corrélation inverse entre la glycémie sanguine et la lipase salivaire.
Ces résultats confortent I’hypothése que les dosages salivaires pourraient se révéler étre des
indicateurs de I'état de santé de l'individu et cela laisse entrevoir des dosages de lipase en
tant que biomarqueurs des maladies métaboliques

Nous reviendrons sur le réle de cette lipase salivaire dans la régulation de I'appétit dans la
discussion.

5.3.4 Résultat de I'’Analyse en Composantes Principales (PCA)

D’aprés le questionnaire sur leurs habitudes alimentaires et leurs hygiénes bucco-dentaires
ainsi que grace aux analyses lipidiques effectuées sur chacun des 20 étudiants, nous avons
réalisé ce que I'on appelle une PCA ou ACP (Analyse en composantes principales).

Ce type d’analyse permet une étude multivariée qui a pour caractéristique de s’intéresser a
la distribution conjointe de plusieurs variables, regroupant les parametres les plus similaires
entre eux tout en, en opposant d’autres. Notre analyse PCA permet d’étudier un éventuel
lien entre : habitudes alimentaire/ hygiéne de vie/bilan lipidique et la glycémie.
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/lecémie sanguine a jeun

\Activité lipase a jeun

Figure 34 : Analyse en Composantes Principales (PCA)

On constate sur cette PCA avec les valeurs a jeun et nourri, une distinction hommes femmes,
apres avoir enlevé les parameétres de taille et de poids qui faussaient un peu les résultats. Les
résultats nous montrent deux groupes presque totalement distincts. On pourrait ainsi
distinguer un homme d’une femme rien que sur leurs bilans lipidiques !

On note aussi une relation opposée entre le taux en amylase et en glucose chez les sujets
nourris. De méme on constate une totale opposition entre 'amylase et le taux de glucose,
de cholestérol et des triglycérides chez un sujet a jeun.

Mais il faut surtout remarquer I'opposition entre le taux de lipase salivaire et la glycémie
sanguine chez un sujet a jeun, comme indiquée sur la figure ci-dessus.
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Le role principal de cette lipase n’est peut-étre pas essentiellement celui de la digestion mais
plutét celui de la production d’acides gras libres (AGL), jouant un réle dans la régulation de
I'appétit.

Nous reviendrons sur le réle non défini de cette lipase salivaire dans la discussion.
5.3.5 Dosages microbiologiques

La flore microbienne des échantillons salivaires a été étudiée de facon quantitative par
ensemencement sur des plaques d’agar. Voici les résultats du nombre de bactéries
comptées dans les échantillons salivaires dilués & 10°, exprimés en UFC/mL (Unité Formant
Colonie).

Nombre de Bactéries comptées dans les échantillons salivaires

Parametre Hommes (n=10) Femmes (n=10) Significativité
Moyenne () Ecart Moyenne () Ecart
type type
CURC/mL 9044 | 199,10 | 415,83 | 172,96 0,1537
Unité Formant Colonie

Tableau 6 : Nombre de bactéries comptées dans les échantillons salivaires

On constate que le nombre de bactéries trouvées aussi bien chez les hommes que chez les
femmes n’est pas significativement différent.

Ce nombre varie-t-il avec la glycémie sanguine ?

Dans la figure ci-dessous, nous avons effectué le méme type d’analyse PCA, utilisée
précédemment, pour répondre a cette question.

Figure 35 : Nombre de bactéries en fonction de la glycémie sanguine a jeun
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Cette analyse nous montre que le nombre de bactéries dans un échantillon de salive semble
corrélé a I'état de la glycémie sanguine du sujet. On constate une tendance a la corrélation
positive entre le nombre d’unité formant colonies (UFC) et la glycémie sanguine.

Dans le chapitre suivant nous allons voir que ces résultats doivent étre nuancés car certaines
espéces bactériennes augmentent tandis que d’autres diminuent. Le microbiote salivaire
pourrait donc étre un biomarqueur utilisable dans le suivi des pathologies liées aux diabeétes.

5.3.6 Résultats taxonomique du microbiote oral par séquencage de
I’ADN salivaire total

Voici maintenant les résultats de notre étude taxonomique du microbiote oral des 20 sujets,
nous avons choisi de séparer hommes et femmes pour éviter les biais et pour en étudier les
possibles différences.

Nous cherchons ici a identifier si une bactérie particuliére est significativement trés présente
dans les échantillons salivaires chez ’lhomme et la femme et si son taux varie en fonction du
statut nutritionnel du sujet.

Ainsi on pourrait espérer que cette bactérie évoluerait avec la glycémie et ainsi pouvoir
I'utiliser en tant que biomarqueur dans des maladies métaboliques comme que le diabéte
caractérisé par une hyperglycémie.

5.3.6.1 Males versus Femelles

Figure 36 : Marqueurs de la diversité du microbiote oral entre les hommes et les femmes
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On remarque que tous les marqueurs de diversité sont augmentés dans le groupe bleu
représentant les hommes comparés aux groupes des femmes. Cela montre une différence
significative quant a la diversité du microbiote entre sexes opposés.

Figure 37 : Top 15 Genres retrouvés dans les échantillons de notre étude.

On constate une légere différence qualitative entre les hommes et les femmes notamment
pour le genre Haemophilus plus présent chez les femmes que chez les hommes ainsi qu’une
légere augmentation du genre Streptococcus chez I’homme.

Ces résultats ne sont pas suffisants pour montrer une différence dans le microbiote entre les
hommes et les femmes.
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Figure 38 : Analyse par cladogramme du microbiote des hommes et des femmes

L’analyse par cladogramme permet d’identifier le genre Porphyromonas (appartenant au
Phylum des Bactéroidetes) ainsi que Prevotella (appartenant au méme phylum), bien plus
représentés chez ’lhomme.

Ceci peut étre considéré comme une signature du microbiote oral chez I’'homme.

A linverse le phylum Xl des Gamma-proteobacteria et en particulier la famille
Pasteurellaceae avec le genre Haemophilus semble caractériser le groupe des femmes.
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5.3.6.2 Hommes nourris versus a jeun

Figure 39 : Marqueurs de la diversité du microbiote oral entre des hommes nourris vs a jeun.

On remarque une plus grande diversité dans le groupe male-nourri selon tous les marqueurs
de diversité par rapport au groupe male a jeun. Cette grande diversité est intéressante pour
notre étude dans I'espoir de nouvelles cibles diagnostic.
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Figure 40 : Top 15 Genres retrouvés chez les sujets mdles de notre étude

On constate que le rapport change entre les genres Prevotella 7 (Phylum Bactéroidétes) et
Streptococcus (Phylum Firmicutes) entre a jeun et nourris. En effet Prevotella 7 est fortement
représenté chez les sujets a jeun. A l'inverse, Streptococcus est plus présent dans les
échantillons nourris.
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Figure 41: Analyse par cladogramme du microbiote des hommes a jeun et nourris

On remarque que le microbiote oral évolue en fonction de I'état nourri ou a jeun et il est

caractérisé par le genre Prevotella 7, a jeun. Les hommes nourris ont tendance a étre
caractérisé par le genre Streptococcus.
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5.3.6.3 Femmes nourries versus a jeun

Figure 42: Marqueurs de la diversité du microbiote oral des femmes nourries vs a jeun

La diversité est moins importante que dans le groupe des males, confirmant les résultats de
la figure 36.

On constate aussi que la diversité a l'intérieur du groupe femelle varie selon le type de
margqueurs utilisés ce qui ne nous permet pas de conclure a une quelconque diversité entre a

jeun et nourris chez les femmes.
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Figure 43: Top 15 Genres retrouvés dans les échantillons femelles de notre étude

On constate ici aussi chez les femmes que le rapport change, entre les genres Prevotella 7
(Phylum Bactéroideétes) et Streptococcus (Phylum Firmicutes), entre a jeun et nourris.

En effet Prevotella est fortement représenté chez les sujets a jeun. A I'inverse Streptococcus
est plus présent dans les échantillons nourris. On obtient donc des variations identiques a
celle du groupe des hommes.
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Figure 44: Analyse par cladogramme du microbiote oral des femmes a jeun et nourries

On remarque que le regroupement des femmes a jeun est caractérisé par I'espéce Prevotella
et que les femmes nourries sont caractérisées par I'espece Streptococcus.

Pour conclure sur les résultats du microbiote oral, on constate que dans notre étude les
rapports entre Streptococcaceae du Phylum Xlll : Firmicutes et Prevotellacalae du Phylum
XX : Bactéroidétes, varient en sens inverse en fonction du moment de la journée (a jeun ou
nourri).

Nb : Plusieurs études ont montré le lien entre microbiote intestinal et le régime alimentaire
(98) (99) (100). Selon eux, Firmicutes et Prevotellacalae enterotype se retrouvent dans les
régimes riches en carbohydrates et sucres simples (comme glucose ou fructose), alors que
Bactéroidétes est plus développé dans les régimes riches et saturés en gras et en protéines
animales. Cela nous montre le lien entre microbiote oral et régime alimentaire, et donne une
explication au fait que Bactéroidétes soit davantage retrouvé chez les personnes obéses
(régime plus gras) (101) (102). Nous y reviendrons dans la discussion.
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5.4 Discussion
Tout d’abord deux aspects techniques de I’étude sont a considérer.

v' Les conditions de prélévement des échantillons. Nous avons prélevé de la salive
apres mastication. Le fait de travailler sur une salive « activée » peut influencer la
production de métabolites et les activités des enzymes.

v'  Le prélévement « post-prandial »: Les paramétres que nous avons étudiés
varient dans le temps apres un repas. Nous avons réalisé les prélevements
autour de 14h. Ce moment du prélevement correspond a des intervalles de
temps différents apres le repas pour les étudiants impliqués dans cette analyse...

Peu d’articles sont publiés au sujet des niveaux de cholestérol et/ou des lipases dans la
salive. Ce qui ne semble pas surprenant quand on sait que les analyses lipidiques salivaires
demandées a la société Vaiomer a Labéege ont été réalisées pour la premiére fois pour notre
étude. On apprend cependant que ces parametres peuvent étre influencés par de multiples
facteurs. Par exemple, une étude faite par Palmerini (103) met en évidence une grande
disparité due au simple fait d’étre fumeur ou non.

Nous pouvons cependant étre rassurés par le fait que certains de nos résultats ont déja été
rapportés dans la littérature, par exemple la différence en cholestérol salivaire entre
hommes et femmes (97).

5.4.1 Activités enzymatiques et métaboliques de la salive

Dans notre étude, nous avons vu une baisse significative, avec un p=0,0093, d’environ deux
fois de I'activité lipase présente dans la salive apreés le repas.
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Figure 45 : Indicateur de I'activité lipase a jeun et nourri
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Il serait intéressant de savoir a quoi correspond cette activité lipase ? En 1973, Hamosh (104)
a démontré une activité lipase a partir d’analyse de langue de rat qui hydrolysait des
triglycérides en diglycérides et acides gras libres (AGL) avec un pH optimum de 4,5 a 5,4.
Cette lipase a été appelée lipase lingual ou LIPF.

Un des roles principal pour cette activité est de libérer des AGL qui interagissent avec des
récepteurs (CD36 et GPR120) pour moduler le golt « gras », dans ce cas on pourrait dire que
« I'appétit vient en mangeant » ! (101) (102).

Bien qu’une activité de lipase lingual soit retrouvée également chez ’'homme, le géne et la
protéine responsable reste a étre déterminés, car Voigt et al (106) montre que LIPF n’est pas
exprimé chez 'homme dans la langue. D’autres lipases, tels les LIPK, LIPM, ou LIPN
pourraient étre responsables de cette activité lipase.

On constate que le géne impliqué dans cette activité lipase n’est pas encore identifié, ce qui
ne nous empécherait pas de |'utiliser comme biomarqueur.

L'activité des différentes lipoprotéines lipases (LPL) est régulée par I'insuline. Dans le tissu
adipeux, I'activité LPL est plus élevée aprés la prise de nourriture (105). Cependant les
lipoprotéines lipases du muscle squelettique et du cceur voient leurs activités diminuées
dans ces conditions (105). Nos résultats préliminaires pour la salive montrent aussi une
activité diminuée apres le repas.

Ceci nous laisse a penser que les patients diabétiques de type 1 ou 2 pourraient présenter
une activité lipase diminuée qui serait donc facilement dosable et détectable, ce qui
constituerait un biomarqueur pour la confection d’un biocapteur futur !

Au niveau de l'introduction nous avons énuméré quelques critéres pour une sélection de
biomarqueurs potentiels.

Un biomarqueur potentiel doit :

v Etre facilement dosable ce qui est le cas pour une activité lipase.

v" Ne pas montrer trop de variabilité entre les individus de la cohorte. En cela nos
premiers résultats sont encourageants.

v Varier de facon spécifique dans la pathologie qui nous intéresse (diabéte, par
exemple). Il ne semblerait pas que les variations de I’activité lipase pourraient
étre vraiment « spécifiques » d’un diabéte. Néanmoins les dosages de la
glycémie, un parametre relativement non spécifique, ont été exploités avec
succes dans le suivi des patients diabétiques depuis de nombreuses années.

Enfin, certains des marqueurs que nous avons étudiés (cholestérol, lipase,...) sont également
des déterminants clefs de la santé buccale (106) (107), ce qui ajoute un intérét
supplémentaire a nos recherches pour notre profession.
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5.4.2 Le microbiote salivaire
5.4.2.1 Modulation par la glycémie

Comme nous l'avons vu dans I'Introduction (1.2.7.), le microbiote est un indicateur de I'état
physiopathologie d’un tissu ou d’un organe. En effet, bien que chaque individu et chaque
organe présentent un profil microbien distinct, on peut néanmoins constater des
changements de microbiote qui permettraient de déceler une pathologie. Le microbiote
salivaire a été caractérisé précédemment par Evadson (108) et Goodson (109) qui trouvent,
comme nous, essentiellement des bactéries anaérobies. Dans nos études, des variations du
nombre de plusieurs types de bactéries sont constatées aprés la prise alimentaire. En
particulier, nous constatons une diminution de la proportion du Phylum Bactéroidétes ainsi
qu’une augmentation du Phylum Firmicutes.

Dans la littérature, les phylums Bactéroidetes et Firmicutes, décrits aussi dans notre étude,
sont étudiés, principalement dans le microbiote intestinal. Thomas et al (110) expliquent
I'intérét du phylum Bactéroidetes dans la digestion de certaines fibres qu’on ne pourrait pas
digérer sans elles. La plupart sont anaérobies, cette flore intestinale change donc en fonction
du régime alimentaire suivi. Le phylum Bactéroidétes (avec la présence sur sa membrane de
Lipopolysaccharides (LPS) impliqué dans I'inflammation) aide aussi a la digestion des sucres
complexes dans l'intestin, travail qu’on ne peut pas effectuer sans elles.

Le phylum Bactéroidétes serait lui, selon certaines études, moins représenté dans la flore
intestinale chez les souris et chez les hommes obeéses (plus disposés a avoir un diabéte de
type 2).0n ne sait pas encore de nos jours si Bactéroidétes peut prévenir cette obésité ou si
cette flore intestinale n’est pas plutot préférée par les intestins des personnes non obéses.
Ces résultats sont également rapportés dans l'article récent de Goodson et al (109).

L'autre phylum qui nous intéresse est le phylum Firmicutes, bactéries gram positif. L’article
de Ley (111) sur le microbiote intestinal confirme nos résultats trouvés dans le microbiote
buccal. Dans les deux cas, le taux de Firmicutes est bien plus élevé aprés un repas, et
pourrait donc jouer un réle notable dans I'obésité et dans le diabéte.

Cette observation peut surprendre sachant qu’un certain nombre de bactéries buccales sont
dépendantes du glucose pour leur croissance. L’hypothése proposée par Goodson et al (109)
est qu’une hyperglycémie perturbe le profil bactérien oral en changeant I'acidification de la
bouche (acidité bénéfique pour Firmicutes et néfaste pour Bactéroidétes)
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Figure 46 : Hypothese de Goodson & al pour expliquer les changements du microbiote
salivaire en réponse a des concentrations en glucose élevées

Un des intéréts de cette hypothese est la prédiction que I'hyperglycémie salivaire,
modulateur du microbiome dans notre étude et celle de Goodson, pourrait étre aussi
retrouvée dans le diabéte de type 2 (T2D). Nous aurions, dans ce cas, un biomarqueur
intéressant a suivre dans le cas du T2D. N’oublions-pas, non plus, I'intérét évident que
présentent les analyses de profils bactériens comme biomarqueurs de I'état de santé
buccodentaire (112) (113).

5.4.2.2 Biocapteurs et microbiote

Le développement des biocapteurs pour quantifier le microbiote in vivo est-il possible ?
Plusieurs techniques de quantification ont été utilisées, par exemple avec les dosages d’ADN
bactérien (114), mais ces techniques nécessitent une lyse bactérienne qui ne semble pas
facilement adaptables a une utilisation in vivo.

Cependant, quand une étude sur le microbiote oral aura permis d’identifier deux ou trois
espéces bactériennes cibles, il sera possible d’envisager I'utilisation de biocapteurs a
dosages optiques ou électrochimiques avec des anticorps dirigés contre ces bactéries cibles.
Ces méthodes plus simples ont déja permis la construction de biocapteurs « bactériens » qui
fonctionnent in vitro, par exemple leur utilisation pour des dosages d’eaux polluées (115) et
(116). Seraient-elles applicables in vivo ? (117).
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5.4.3 La dent « connectée » : réve ou réalité ?

En tant que chirurgien-dentiste, nous révons... d’un biocapteur inséré dans ou sur une dent
qui nous informerait en temps réel de notre santé bucco-dentaire, voire de notre état
général. Cet espoir a motivé ma these !

Depuis les années 1950, des avancées considérables sont réalisées dans le domaine des
« biocapteurs », comme l'illustre cette figure (118).

Figure 47 : Evolution des biocapteurs dans le temps
En 2012 une contribution majeure est proposée par Mannoor et al (119) pour la réalisation

d’'une dent connectée. Ces auteurs rapportent la «greffe» sur une dent d'un
« nanocapteur » en graphene :

Figure 48 : lllustration d’un capteur de bactéries sur une dent par Mansoor (119)
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Ces pionniers ont exploité I'existence de peptides antimicrobiens (antimicrobial peptides ou
(AMPs)) qui existent dans la nature pour détecter certaines espéces telles que E.coli, H.
pylori ou S.aureus. Ils montrent qu’il est possible de détecter la liaison d’une seule bactérie
sur un capteur: donc une technologie trés sensible, mais qui ne permet pas l'identification
de la bactérie.

La construction de biocapteurs pour la cavité buccale a été le sujet d’une revue récente par
Lakshmi et al (84) sur les différentes études de biocapteurs salivaires :

Tableau 7 : Tableau de Lakshmi sur les biocapteurs salivaires proposés pour le diagnostic de
diverses pathologies

Du réve a la réalité, notre future dent connectée, bien qu’elle ne soit ne pas encore une
réalité clinique, anime les recherches de nombreux curieux !
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CONCLUSION

« Oral fluid (saliva), which is the mirror of the body, is a perfect medium to be
explored for health and disease surveillance. » David T Wong

La pratique de I'odontologie présente un aspect de médecine générale non négligeable avec
I'avenement de la prise en charge globale du patient. Il est donc indispensable de connaitre
les aspects biologiques et systémiques de la pratique clinique du chirurgien-dentiste. Nous
ne pouvons pas résumer notre profession a de simples techniciens soignant les dents, en
effet le chirurgien-dentiste devient un acteur en premiere ligne de la prévention et du
dépistage des principales pathologies systémiques. C’est ainsi que j’ai voulu orienter ma
these sur le versant médical de notre profession et javoue avoir été encouragé par mes
proches et en particulier par un ami (H.M) qui m’a inspiré I'idée d’une « dent connectée ».

Au cours de cette thése, nous avons montré que l'utilisation de biomarqueurs et de
biocapteurs dans la salive est en plein essor mais en reste a ses prémisses. C'est donc un
sujet prometteur et innovant que je souhaite continuer en Master de Biologie.

Notre étude pilote a montré I'intérét du microbiote salivaire comme un biomarqueur de la
glycémie sanguine. De plus, nous nous sommes interrogés sur le réle des changements dans
le microbiote salivaire constatés et de leurs implications dans la survenue des pathologies
systémiques. Cette étude ouvre des pistes sur la validation de ces cibles que nous espérons
pouvoir tester sur une nouvelle cohorte de patients diabétiques et cela dans un futur
proche.

Ce travail m’a permis de découvrir le monde de la recherche odontologique en lien avec la
santé générale au travers une étude clinique pilote.

Je suis donc trés enthousiaste de ma premiére participation dans une équipe de recherche.
Je remercie tous ceux a I'INSERM Equipe 2 qui m’ont aidé, et en particulier le Dr. Vincent
Blasco-Baque a qui je dois toute cette initiation. Jespere que cette these sera le début d’un
« bout de chemin » ensemble dans le monde de la recherche et que je pourrai continuer ce
projet dans un futur proche, a travers un Master et une thése en Biologie.
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ANNEXES

QUESTIONNAIRE

Partie 1 : ORDRE GENERAL :

e Date de naissance :.../... .........

e Pays de naissance : .....cccceevieeveeveenenevecenn. Nationalité : ....ccooveeveeeeeeee

e Sexe : Femme J ou Homme [

e Quel est votre niveau d’étude ?
Primaire [] College/CAP/BEP [ Lycée [JBac [J Bac+la+3 [J Bac>+4

o Quel sport pratiqUez- VOUS : ....ccceeeererererireeirsrineereieree s

e Fumez-vous ? Oui [ Non []
Si oui depuis combien de temps : ..........

Et combien de cigarettes par jour: ..........

e Présentez-vous des allergies ? Oui L] Non []

Si oui, lesquelles :

e Quel est votre taille (cm) :................ Et votre poids (kg) :wcovevvvvnennns

e Quel est la date de votre derniére visite chez le Chirurgien-dentiste ?
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e Raison de cette visite :

e Bénéficiez-vous d’'une mutuelle complémentaire : Oui [1 Non []

Partie 2 : SANTE BUCCO-DENTAIRE :

e Quel est votre fréquence de brossage des dents :
Jamais [] Tous les mois [ Toutes les semaines [] Une fois par jour []

Au moins deux fois par jour [J Au moins trois fois par jour [

e Combien de temps vous brossez vous les dents :

Moins de 30 secondes [ Entre 30 secondes et 1 minute [] Entre 1 minute et 2 minutes
]

Plus de 2 minutes [

e Quel(s) moment(s) de la journée ?

Matin [ Midi O Soir I Aléatoire [

e Quel type de brosse a dent ?

Plutét souple [J Rigide [J Electrique [

o Décrivez le mode de brossage ?

o Quel est votre fréquence d’utilisation du fil dentaire :

Jamais [ Tous les mois []  Toutes les semaines [ Une fois par jour [
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Au moins deux fois par jour [J

e Quel est votre fréquence d’utilisation du bain de bouche :
Jamais [] Tous les mois [  Toutes les semaines [ Une fois par jour [
Au moins deux fois par jour []

Si oui quel produit utilisez-vous ?

e Quel est votre fréquence d’utilisation des brossettes inter-dentaires :
Jamais [  Tousles mois [] Toutes les semaines [] Une fois par jour [

Au moins deux fois par jour [

e Quelle est en moyenne votre fréquence de consultation chez le chirurgien-dentiste ?
Moins d’une fois tous les deux ans [ 1 fois tous les 2ans [ 1 fois par an [

Au moins 2 fois par an [

e Allez-vous chez le dentiste alors que vous n’avez pas mal (simple visite de controle) ?

Oui [ Non O

e Etes- vous a l'aise lorsque vous étes assis sur le fauteuil dentaire ou dans la salle
d’attente ?

Oui [ Non O

Sur une échelle de 1 a 10, a combien chiffreriez-vous votre anxiété ?

e Vous sentez vous assez informé sur les mesures d’hygiéne bucco-dentaire ?

Oui [l Non [
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e En dehors de cette visite avez-vous regu des informations concernant la santé bucco-
dentaire

Chez le sportif de haut niveau ? Oui [] Non []
Si oui par quelles voies,

Médecin [ Dentiste [ Média ] Caisse d’Assurance Maladie [
Mutuelle [

Famille/Amis [ Autres [ (précisez) :...cceceeeerereeerennen.

e Pour vous, c’est important d’avoir une bonne hygiéne bucco-dentaire ? Oui ] Non

O

oo U] o 10T T

Partie 3 : REGIME ALIMENTAIRE

e Dans une journée, combien de repas faites-vous ?

e Prenez vous des compléments alimentaires ou vitaminés ? oui-non

Et si oui lesquels :

e Prenez vous des compléments énergétiques (boissons, barre..) ? oui —non

Et si oui lesquels :

e Combien de collations ? De quel type ?

e Quelle est la durée d’un repas ?

e Avez-vous essayé de perdre du poids récemment ? oui-non

Si oui, dans quel but ?
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e Quelle est votre boisson préférée ? a quel moment de la journée buvez vous et en
quelle quantité ? Matin, midi et soir ?

e Combien de fois par semaine mangez-vous ?
-Des produits laitiers
-Fromage
-De la viande ou poisson ou ceufs ou jambon
-Des légumes

-Des fruits frais

e Combien de fois par semaine mangez-vous ?
-de la charcuterie
-des frites ou fritures
-des gratins
-une pizza
-une quiche
-des plats en sauce
-des patisseries et ou glaces
-du chocolat en barre ou tablette
-des gateaux secs ou biscuits apéritifs

-dans un fast food et quel type ?

e Combien de fois par semaine buvez-vous ?
-de jus de fruits et quel type ?
-des sodas et quel type ?

-de l'alcool et quel type ?
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Partie 4 : ALIMENTATION JOUR J ET VEILLE:

e Quels sont vos derniers repas sur les 2 derniers jours ? Quelle quantité et a quelle
heure ?

& Jour 1: Dimanche 14/05

Petit déjeuner :

Matinée :

Déjeuner :

Apres- midi :

Diner :

% Jour 2 : Lundi 15/05

Petit déjeuner : NEANT

Matinée : Petit déjeuner offert par la maison

Déjeuner :
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1 H 25 180 69 207 non oui 2 2 0,5 Ctrl* 1 3 0 1
2 H 23 176 70 127 non oui 2 1,5 1 Ctrl 2 3 0 1,5
3 F 22 166 63 295 oui oui 2 2 1 Ctrl 2 3,5 0 1
4 H 25 189 94 300 non oui 2 2 0,5 Ctrl 1 4 0 1
5 H 23 173 64 600 non oui 2 2 0,5 Dtt* 1 3 0 0
6 H 22 174 86 600 non oui 2 1,5 0,25 Trauma* 2 3 0 0
7 F 23 163 51 125 non oui 2 2 1 Dtt 1 3 0 1
8 F 23 173 56 299 oui oui 3 2 1 Ctrl 7 3 0 1
9 H 25 177 70 600 oui oui 2 1,5 1 Ctrl 1 3 0 1
10 H 24 168 60 600 non oui 2 2 1 Ctrl 1 3 0 0
11 F 25 168 60 125 non oui 3 2 2 Ctrl 2 3 0 0
12 F 23 168 52 583 non non 2,5 2 2 Dtt 7 3,5 0 0,5
13 F 22 162 51 450 non non 2 2 1 Dtt 3 3,5 0 1
14 F 25 155 50 600 non oui 2 2 2 Gingivite 1 2,5 0 1
15 F 23 167 54 571 non oui 2 2 1 Ortho* 4 2,5 0 0
16 F 32 160 46 583 non oui 2 2 0,5 Ctrl 3 2,5 1 0
17 F 23 158 49 450 oui oui 2 2 1 Ctrl 3 4 1
18 H 23 185 69 600 non oui 3 2 0,5 Ctrl 1 4 0 1
19 H 23 180 69 600 non oui 2 1,5 0,5 Ctrl 1 3 2 1
20 F 23 167 52 600 oui oui 3 2 0,5 Dtt 3 2 1 0
21 F 25 160 52 309 oui oui 2 0,75 2 Dtt 2 3 0 2

Légendes : Unité formant Colonie (UFC), Homme (H), Femme (F), Contréle (Ctrl), Détartrage
(Dtt), Traumatisme (Trauma), Orthodontie (Ortho)

Tableau 8 : Réponses aux questions d’ordre général et d’hygiéne buccale
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18|21 7 |14 |21 | 7 1 4 1 4 |05]/05]|05]| 3 6 7 0 |025| 7 |35]075|0,75
19 | 5 0 |14 |14 | 10 | 6 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 11010505
20 | 7 7 1357 7 7 1 2 0 1 2 7 25| 0 7 0 0 7101 0 5
21| 5 3 3 3 6 3 2 1 2 1 1 1 1 0 1 2 1 511 2 0

Tableau 9 : Réponses aux questions des habitudes alimentaires
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PROTOCOLE D’EXTRACTION DE L’ADN SALIVAIRE

Extraction d’ADN salivaire :

N

No v kw

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18

22.

23.
24.
25.
26.

Conserver les échantillons au congélateur,

Prélever un nombre d’échantillons (par exemple 12/24), laisser décongeler
lentement (dans de la glace pillée).

Centrifuger a 4°C pendant 5min a 14000 rpm.

Mettre le kit d’extraction d’ADN a température ambiante.

Eliminer complétement le surnageant a la pipette, ne pas toucher le culot.

Ajouter de 200uL de PBS. Resuspendre le culot au vortex.
Préparation de la solution de VXL/Carrier DNA : Dilution au 1000
tube de 5mL, 2mL de la Solution de VXL, 2uL de Carrier DNA a 1ug/uL, conservé a -

ieme

, Prélever dans un

20°C. Mélanger au vortex

Ajouter a chaque échantillon 100pL de la solution VXL/Carrier RNA préparée. Fermer
les tubes, pour assurer un bon mélange, passer rapidement au vortex et microfuger
15secondes (pour tout récupérer au fond des tubes).

Ajouter 20ulL de protéinase K.

Passer au Vortex afin d’assurer un bon mélange dans les échantillons pour
resuspendre les culots.

-Incuber 15min a 25°C dans un bain a SEC.

Ajouter 350uL de la solution ACB, puis vortexer et microcentrifuger.

Disposer le méme nombre de colonnes d’extraction que d’échantillons.

Déposer sur chaque colonne le contenu des échantillons (environ 700uL).

Centrifuger 2min a 12000 rpm.

Eliminer les tubes avec leur contenu.

Ne Transférer que les filtres des colonnes dans des tubes collecteurs, pour pouvoir
laver les colonnes a I’'Ethanol.

. Ajouter 600pL d’éthanol AW1.
19.
20.
21.

Centrifuger 3min a 12000 rpm.

Ajouter 600 pL d’éthanol AW2, centrifuger de nouveau 3min a 12000rpm.

Pour sécher la colonne et éliminer les traces d’éthanol, centrifuger 5min a 20000
rpom.

Prendre des tubes collecteur de 1,5 ml, reporter la numérotation de chacun des
échantillons sur les tubes collecteurs, positionner les colonnes sur ces tubes.

Pour extraire ’ADN, ajouter sur les colonnes 50uL de la solution AVE.

Laisser agir 2 min (pas plus) le temps que le filtre se lave a température ambiante.
Récupérer I’ADN des échantillons en centrifugeant 2min a 20000rpm.

Utilisation du Nanodrop pour la détermination de la concentration et de la pureté de
I’ADN préparé.
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Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau ci-apres.

. Acide Nucléique | Densité Optique
Echantillon base
ng/uL 260/280
la 110,1 1,98
2a 134,9 1,94
3a 128 1,89
4a 82,9 1,88
5a 112,6 1,93
6a 82,5 1,97
7a 10,3 1,63
8a 139,6 1,94
9a 60,1 1,96
10a 130 1,9
11a 55,3 1,99
12a 176,7 1,91
13a 87,6 1,96
14a 84,4 1,99
15a 103,6 1,93
16a 62,8 1,94
17a 98,5 1,96
18a 92,2 1,87
19a 88,3 2
21a 41,8 2,07
1n 118,4 2,02
2n 100,3 1,97
3n 100,9 1,93
4n 74,4 1,95
5n 92,9 2,04
6n 79,9 1,93
7n 107,5 1,93
8n 112,6 1,97
11n 47,5 2,1
9n 77,9 1,97
10n 82,1 1,95
12n 100,6 2,03
13n 50,4 1,97
14n 53,3 2,08
15n 159 1,97
16n 98,6 1,99
17n 88,6 2,01
18n 87,9 2,07
19n 1111 1,97
21n 92,6 1,98

Tableau 10 : Concentration des ADN ng/uL de nos échantillons salivaires
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RESUME EN FRANCAIS :

La salive est un "biofluide" idéal, de par son accessibilité non invasive, pour étudier des
biomarqueurs liés a une pathologie.

Notre travail a montré que la salive pourrait permettre un diagnostic précoce et un suivi
permanent de pathologie systémique comme le diabéete.

Nous avons réalisé une étude pilote sur les métabolites, les activités enzymatiques et les
profils microbiens de la salive et leurs variations avec la glycémie sanguine. Nous avons
comparé les parameétres salivaires selon la glycémie sanguine a jeun et post prandiale. Nos
résultats montrent une activité lipase évoluant avec la glycémie sanguine ainsi qu’un profil
microbien en correspondance avec les résultats publiés dans la littérature, confirmant
I'intérét croissant de la salive comme « fluide biologique de diagnostic ».

Ce travail a permis d’étudier le potentiel de la salive comme biomarqueur dans la prévention
des troubles de la glycémie et ouvre des perspectives pour la prise en charge des patients
diabétiques.

SUMMARY IN ENGLISH

Saliva is an ideal biofluid for studying disease-related biomarkers because of its easy
sampling.

Our work shows that studying saliva could allow an early diagnosis and a subsequent follow-
up in systemic diseases such as diabetes.

We have performed a pilot study on metabolites, enzyme activities and microbial profiles in
saliva, and their variation with blood glucose levels. We have compared salivary parameters
in fasting and fed individuals. Our results show changes in salivary lipase activity and in the
bacterial species present after feeding, in agreement with published results, confirming the
growing interest in saliva as a “diagnostic biological fluid”.

This work has allowed us to study the potential of saliva as a biomarker in pathologies
involving glycemia and opens perspectives for the treatment of diabetic patients.



MINTY Matthieu 2017 TOU3 3059

La salive et la santé :
des biomarqueurs aux biocapteurs

RESUME EN FRANCAIS :

La salive est un "biofluide" idéal, de par son accessibilité non invasive, pour étudier des
biomarqueurs liés a une pathologie.

Notre travail a montré que la salive pourrait permettre un diagnostic précoce et un suivi
permanent de pathologie systémique comme le diabete.

Nous avons réalisé une étude pilote sur les métabolites, les activités enzymatiques et les
profils microbiens de la salive et leurs variations avec la glycémie sanguine. Nous avons
comparé les parameétres salivaires selon la glycémie sanguine a jeun et post prandiale. Nos
résultats montrent une activité lipase évoluant avec la glycémie sanguine ainsi qu’un profil
microbien en correspondance avec les résultats publiés dans la littérature, confirmant
I'intérét croissant de la salive comme « fluide biologique de diagnostic ».

Ce travail a permis d’étudier le potentiel de la salive comme biomarqueur dans la prévention
des troubles de la glycémie et ouvre des perspectives pour la prise en charge des patients
diabétiques.

TITRE EN ANGLAIS: Saliva in disease diagnosis: from biomarkers to biosensors
RESUME EN ANGLAIS page 100

DISCIPLINE ADMINISTRATIVE : Chirurgie dentaire

MOTS-CLES : Salive, Glycémie sanguine, Diabéte, Biomarqueurs, Biocapteurs,
Santé buccale, Microbiome, Microbiote, Pathologie systémique

INTITULE ET ADRESSE DE L’'UFR OU DU LABORATOIRE :
Université Toulouse IlI-Paul Sabatier
Faculté de chirurgie dentaire 3 chemin des Maraichers 31062 Toulouse Cedex

Directeur de thése : Docteur Vincent BLASCO-BAQUE



