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La thèse au LITEC 

Cet ouvrage résume le travail de 3 années de thèse que j’ai effectué au sein du 

Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et Cytokines (LITEC, EA-4331) de l’université de Poitiers en tant que doctorante. Le projet scientifique de l’équipe s’articule autour de l’étude du rôle des cytokines 
dans les mécanismes inducteurs de l’inflammation et des interactions entre les cellules de l’inflammation et les tissus épithéliaux. L’objectif est de développer une approche 
intégrée, incluant le développement de modèles expérimentaux in vitro et in vivo et leur 

confrontation à des situations cliniques, en allant des aspects fondamentaux (source et 

action physiologique des cytokines) vers des aspects appliqués : rôle des cytokines dans les maladies inflammatoires de la peau ou de l’estomac infection par Helicobacter pylori), 

la cicatrisation et les défenses antibactériennes et la valorisation scientifique potentielle 

associée. 

Le présent projet de recherche a bénéficié d’une allocation de Recherche attribuée 

par la Région Poitou-Charentes. Il est centré sur l’étude des interactions entre Helicobacter 

pylori et les cellules épithéliales gastriques par analyse des profils responsables de la 

réponse inflammatoire. La réalisation de ce travail a été le fruit de plusieurs collaborations 

avec : 

- Le Centre Hospitalier Universitaire de Poitiers 

- La Polyclinique de Poitiers 

- Le laboratoire de « Cellules souches leucémiques et thérapeutiques INSERM 

U935 » à Poitiers 

- Le Laboratoire de « Biologie et Génétique de la paroi bactérienne » équipe )NSERM AVEN)R de l’)nstitut Pasteur à Paris 

Ce projet a permis la mise en œuvre de diverses approches méthodologiques et comprend trois types d’études : 

- Une étude in vivo sur un modèle d'infection par Helicobacter. pylori chez la 

souris 

- Une étude in vitro sur des cultures primaires de cellules épithéliales gastriques 

infectées ou non par H. pylori 

- Une caractérisation préliminaire de cellules gastriques à phénotype de cellules 

souches L’étude in vivo sur un modèle d’infection par H. pylori chez la souris a permis de 

décrire un profil de la réponse antimicrobienne liée à cette bactérie et a fait objet d’une 
communication orale lors de la 17ème réunion annuelle du Groupe Français d’étude sur 
Helicobacter (GEFH) à Poitiers en Janvier 2009. 

La grande partie de mes travaux de thèse a été dédiée à l’établissement d’un 
protocole expérimental de culture primaire de cellules épithéliales gastriques humaines à partir d’estomacs obtenus après gastrectomie partielle chez des sujets atteints d’obésité morbide. L’objectif étant de développer un modèle d’infection par H. pylori afin d’établir 
un profil des médiateurs associés à la réponse inflammatoire déclenchée par cette 
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bactérie. Plusieurs étapes de mise au point du protocole expérimental d’isolement et de 
culture de ces cellules ainsi que la définition des conditions d’infection ont été nécessaires 
pour la réalisation de ce travail. Les résultats présentés constituent une première étape dans l’élaboration et la maturation de ce projet scientifique qui vise à apporter des 
éclairages nouveaux sur la physiopathologie liée à H. pylori en utilisant un nouvel et 

pertinent outil d’étude. Une partie des résultats obtenus a fait l’objet d’une communication 
orale lors de la 19ème réunion annuelle du GEFH à Bordeaux en Janvier 2011, d’une 
présentation Poster au XXIVème séminaire international sur Helicobacter tenu à Dublin du  au  Septembre  ainsi que d’une publication en cours de soumission. 

Une attention particulière a également été apportée à la caractérisation de cellules 

gastriques à phénotype de cellules souches qui ont été obtenues grâce au modèle de 

culture primaire que nous avons développé. Ce travail fait partie d’une collaboration avec 

le laboratoire de « Cellules souches leucémiques et thérapeutiques INSERM U935 » à 

Poitiers. Des analyses complémentaires sont actuellement en cours au sein du laboratoire 

afin de confirmer les résultats obtenus. 

Plan du mémoire 

Ce travail porte sur l’étude des interactions entre Helicobacter pylori et les cellules 

épithéliales gastriques. 

Dans une première partie, une analyse bibliographique décrit le contexte scientifique de l’étude. Sont décrits brièvement l’anatomie de l’estomac, sa constitution 
cellulaire, les processus de régénération et réparation tissulaire gastriques ainsi que l’opération de « sleeve gastrectomie ». Le deuxième chapitre rappelle les principales 

caractéristiques biochimiques et microbiologiques de H. pylori. Les principaux facteurs de 

virulence bactériens sont détaillés ainsi que les diverses pathologies associées à la bactérie. Une section est consacrée à l’analyse du déterminisme pathologique associé à l’infection par H. pylori. Le troisième chapitre porte sur l’inflammation liée à H. pylori et 

expose les réponses immunitaires innée et acquise mises en place au cours de l’infection 
par la bactérie. 

La deuxième partie décrit les différentes approches expérimentales utilisées pour 

la réalisation de cette étude. La troisième partie est dédiée à la description et à l’analyse des résultats obtenus 

dans les modèles in vivo et in vitro réalisés. Le chapitre cinq décrit la colonisation des 

souris par H. pylori ainsi que l’expression des peptides antimicrobiens dans la muqueuse 
murine infectée. Le chapitre 6 est consacré à la description des principales étapes de 

développement et mise au point du protocole expérimental de culture primaire de cellules épithéliales gastriques humaines à partir d’estomacs obtenus après sleeve gastrectomie 
effectuée chez des sujets obèses. Des caractérisations phénotypiques et 

immunocytochimiques de la nature des cellules ont été réalisées. La mise en place du modèle d’infection par H. pylori est également décrite. Les profils des médiateurs 

inflammatoires (cytokines, chimiokines, peptides antimicrobiens) établis après infection 

des cellules primaires par deux souches de H. pylori sont analysés et comparés aux 

données cliniques et in vitro de la littérature. Dans le dernier chapitre, la caractérisation 
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de cellules gastriques à phénotype de cellules souches est décrite. Une analyse 

phénotypique des structures cellulaires obtenues à partir du modèle de culture de cellules 

primaire a été réalisée. Plusieurs propriétés communes avec les cellules souches 

(croissance sans ancrage, marquage à la phosphatase alcaline) ont été examinées. L’analyse de l’expression de gènes de pluripotence dans ces cellules a été réalisée par RT-

QPCR et microarrays. 

Ce mémoire se clôt sur une synthèse du travail effectué et une ouverture sur les 

potentielles applications du modèle cellulaire mis en place. 

L’après-thèse 

Au cours de ma thèse, j’ai suivi plusieurs modules proposés aux doctorants par l’école doctorale Biosanté N°  à laquelle je suis affiliée. 
Dans le cadre de mon allocation de Recherche, je me suis engagée à réaliser une 

action citoyenne visant à promouvoir et valoriser la Recherche et les études scientifiques 

auprès des collégiens et lycéens. J’ai participé à l’organisation d’un séminaire de 
vulgarisation scientifique au Lycée Jean Monnet de Cognac en Décembre 2009 où plusieurs doctorants ont pu présenter leurs projets. J’ai également animé une visite 
découverte scientifique au sein du LITEC pour les étudiants du Lycée M. Genevoix de 

Bressuire en Février 2010. J’ai suivi plusieurs formations de Gestion de projet et de management qui m’ont 
permis de découvrir les outils de base de la gestion de projet et de sa valorisation. Leur 

application à ma thèse m’a beaucoup aidé dans l’avancement de mon projet. J’ai participé aussi à l’école thématique en immunologie et infectiologie qui a eu lieu à l’île d’Oléron en Mai . Ce séminaire résidentiel avait pour objectif de favoriser la 

rencontre et les échanges scientifiques entre des chercheurs et des doctorants issus de 

plusieurs universités et travaillants sur une même thématique. Afin d’anticiper mon intégration professionnelle, j’ai participé en Juin 2009 aux 

Doctoriales® qui ont eu lieu à La Rochelle. )l s’agit d’un séminaire résidentiel, réunissant 

environ 80 doctorants multidisciplinaires des universités de Poitiers, La Rochelle et 

Limoges, qui vise à la préparation de l’insertion professionnelle des doctorants. J’ai été 

amenée à travailler en équipe sur un projet d'innovation avec l’aide de professionnels du 

monde socio-économique. J’ai participé aussi aux Ateliers Techniques de Recherche d’Emploi proposés par l’école doctorale aux doctorants en fin de thèse. 

Finalement, j’ai eu l’occasion au cours de ma thèse de faire des vacations au sein 

des Facultés de Médecine Pharmacie et de Sciences Fondamentales de l’université de 
Poitiers. En Septembre , je rejoins l’équipe pédagogique de la section CNU  de 
Biochimie de l’université de Poitiers en tant qu’attachée temporaire d’enseignement et de 
recherche (ATER) rattachée au LITEC pour un an. 
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Chapitre I.  Anatomie de l’estomac 

I.1.  Anatomie de l’estomac L’estomac est la portion du tube digestif en forme de poche, située entre l’œsophage et le duodénum. Chez l’adulte, il mesure  cm de long et se trouve en rapport 
avec le foie, la rate, le pancréas, le diaphragme et les intestins. L’estomac permet d’assurer 
une partie de la digestion par des fonctions mécaniques (brassage) et chimiques, et par 

mélange des aliments au suc gastrique. Le pH de l’estomac varie entre ,5 et 5. L’estomac se caractérise de face par une forme en J et présente deux sphincters : le sphincter œsophagien situé au niveau du cardia permettant la jonction avec l’œsophage et 
le sphincter pylorique situé au niveau du pylore permettant la sortie vers le duodénum 

(Figure 1). Il présente deux courbures. La petite courbure est courte, siège sur la face postérieure de l’estomac, et elle est la continuation vers le bas de la paroi postérieure de l’œsophage. Juste avant le sphincter pylorique, elle s’incurve vers la droite et le haut pour réaliser la forme de J. Là où l’œsophage rejoint l’estomac, la région antérieure forme un 
angle aigu vers le haut puis s’incurve vers le bas, formant la grande courbure, qui se dirige ensuite vers le sphincter pylorique. Grâce à sa musculature, l’estomac malaxe les aliments 
et les transforme en substance semi-fluide constituée d’aliments partiellement digérés, d’eau, de diverses enzymes de digestion et d’acide chlorhydrique (Cl , le chyme. Celui-ci 

est éjecté dans le duodénum par relâchement du pylore. Le pylore a pour fonction essentielle la formation d’un réservoir assurant la continence gastrique. Cette fonction 
disparaît en grande partie après les gastrectomies larges, qui enlèvent plus de la moitié de l'estomac. Les replis gastriques sont des plissements de la muqueuse permettant d’offrir 
une plus grande surface de contact avec les aliments. Ces replis agissent mécaniquement 

sur la dégradation des aliments au cours du processus de brassage assuré par les 

contractions musculaires. L’estomac est composé de  régions : le fundus, le corps et l’antre qui se distinguent 

par une composition cellulaire et fonctionnelle différentes (Helander, 1981). Sur le plan histologique, la paroi interne de l’estomac est constituée de différentes couches : 

La muqueuse : c’est la première couche en contact avec le bol alimentaire. Elle est constituée par l’épithélium composé de cellules épithéliales) et la lamina propria 

(composée de tissu conjonctif lâche  ainsi que d’une fine couche de muscle lisse la 

séparant de la sous-muqueuse. Elle est recouverte de mucus. 

La sous-muqueuse : constituée d’une couche de tissu conjonctif fibreux et vascularisé assurant l’irrigation des cellules gastriques. 

La couche musculaire elle-même constituée de 3 couches de fibres : 

- La couche musculaire oblique interne : elle est responsable du mouvement de 

brassage mécanique des aliments. Cette couche est spécifique à l’estomac et n’est présente dans aucun autre organe du système digestif. La paroi musculaire interne de l’antre est plus épaisse que celle du fundus assurant des 
contractions plus forcées. 
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- La couche musculaire circulaire qui est également plus forte au niveau de l’antre. Cette couche est concentrique à l’axe longitudinal de l’estomac. 

- La couche musculaire longitudinale externe 

La séreuse : elle est composée de plusieurs couches de tissu conjonctif en continuité avec le péritoine qui recouvre la totalité de la paroi externe l’estomac. 

 

Figure 1.  Anatomie de l’estomac 

(modifiée d’après Encyclopedia Brittanica, 2010) 

L’estomac est constitué de  couches musculaires : une couche longitudinale externe, une couche 

intermédiaire circulaire et une couche interne oblique. La paroi interne de l’estomac est composée de 
4 couches : la séreuse, le muscle, la sous-muqueuse et la muqueuse. La muqueuse est densément 

munie de glandes gastriques composées de cellules produisant les enzymes digestives, de l’acide 
chlorhydrique et du mucus. 

I.2.  (istologie de l’épithélium gastrique 

Les glandes gastriques sont identifiées en fonction de leur localisation et sont 

enchâssées dans l’épithélium cylindrique sous forme d’invaginations tubulaires ou cryptes 

gastriques. Les unités antrales et fundiques sont très différentes sur le plan histologique. 

Les glandes fundiques constituent entre 70% et 80% du total des glandes présentes dans l’estomac et sont les plus complexes. Elles comprennent 5 types majeurs de cellules 

épithéliales matures (Figure 2) : les cellules à mucus (ou mucocytes), les cellules 

pariétales, les cellules principales, les cellules endocrines et les cellules régénératrices. Les 

glandes pyloriques, situées au niveau du pylore, ne présentent que 15% des glandes 

gastriques et sont essentiellement constituées de cellules endocrines, de cellules à mucus 

et de cellules régénératrices. 

Les cellules à mucus (ou mucocytes) : ces cellules sécrètent un mucus riche en 

glycoprotéines : les mucines. Le mucus joue un rôle dans la lubrification et la protection de la muqueuse contre l’autodigestion en formant un film protecteur neutralisant l’acidité et empêchant la pepsine d’entrer en contact direct avec la paroi gastrique (Allen et al., 2005). 
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Les mucines joueraient également un rôle dans la défense antimicrobienne contre le 

pathogène gastrique Helicobacter pylori (Kawakubo et al., 2004; Fukuda et al., 2006). 

Les cellules pariétales qui produisent du HCl nécessaire à la conversion du pepsinogène en pepsine, à l’absorption du fer et à maintenir l’environnement gastrique 
suffisamment acide pour assurer la dénaturation et digestion des protéines issues de l’alimentation. Le HCl limite également le développement de microorganismes au niveau gastrique et joue un rôle dans l’équilibre des populations cellulaires. Les cellules 
pariétales produisent également une protéine particulière : le facteur intrinsèque, qui se 

lie sous forme de complexe à la vitamine B12 et qui est indispensable à l’absorption 
intestinale de cette vitamine. 

Les cellules principales qui sécrètent deux molécules nécessaires à la digestion 

gastrique, le pepsinogène, précurseur de la pepsine et une lipase gastrique. Le 

pepsinogène est une proenzyme dénuée d’activité protéolytique et convertie en pepsine en présence d’acide. La pepsine est une protéase digestive assurant la dégradation des 
protéines en acides aminés (Dunn, 2001). La lipase est impliquée dans la dégradation des 

lipides en acides gras (Canaan et al., 1999). 

Les cellules endocrines principalement situées au niveau de l’antre, responsables de la sécrétion de gastrine, d’histamine, de somatostatine ainsi que d’autres hormones qui 
régulent les différents processus associés à la digestion. 

Les cellules régénératrices (ou cellules souches) présentes au niveau des 

glandes antrales et fundiques, sont impliquées dans les processus de réparation tissulaire, 

de régénération et auto-renouvellement de l’épithélium gastrique. 
Certains peptides et neuropeptides gastriques, en plus de leur rôle de régulateurs 

des fonctions gastriques, possèdent des propriétés de facteurs de croissance et interviennent à ce titre dans le processus de renouvellement des cellules épithéliales. C’est 
notamment le cas de la gastrine qui possède un effet prolifératif et de la somatostatine qui 

possède un effet antiprolifératif. 

 

Figure 2.  Composition cellulaire de l’épithélium gastrique 
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I.3.  Renouvellement tissulaire épithélial L’épithélium gastrique assure plusieurs fonctions physiologiques lui permettant de 

maintenir son intégrité fonctionnelle : la production de mucus et de peptides 

antimicrobiens, la régulation des réponses immunitaires et inflammatoires, la 

régénération (auto-renouvellement) et la réparation tissulaire. Le maintien de l’intégrité tissulaire épithéliale est assuré par deux processus 

complémentaires (Figure 3) : 

La régénération continue qui se fait via la prolifération et la différenciation des cellules souches progénitrices. Ce processus est responsable de l’auto-renouvellement de 

la muqueuse épithéliale et dure tout au long de la vie adulte. La régénération tissulaire à 

partir des cellules souches somatiques multipotentes est un mécanisme proéminant au 

niveau des muqueuses épithéliales (Alison et al., 2006; Blanpain et al., 2007). La 

différenciation des cellules souches progénitrices peut être dérégulée suite à certaines 

infections chroniques entraînant éventuellement des transformations néoplasiques 

malignes et des tumeurs. 

La réparation tissulaire (restitution) qui permet la restitution rapide des lésions 

superficielles de la muqueuse. La ré-épithélialisation se fait par migration des cellules 

avoisinantes vers le site de la lésion. Ce processus commence quelques minutes après la 

lésion (Silen et al., 1985; Hoffmann, 2005). L’auto-renouvellement tissulaire de l’épithélium gastrique antre et fundus  se fait 
par la prolifération et la différenciation de cellules souches somatiques multipotentes 

adultes présentes dans une zone germinative isthme  à l’intérieur de chaque glande 
gastrique (Gordon et al., 1994; Karam, 1999). Cette zone se présente sous forme de niche 

(ou microenvironnement protégé) le long de la membrane basale (Watt et al., 2000; Fuchs 

et al., 2004; Moore et al., 2006). Les cellules souches somatiques multipotentes sont 

entourées par les fibroblastes subépithéliaux auxquels elles adhèrent fortement (Powell et 

al., 1999; Powell et al., 2005; Andoh et al., 2007) (Figure 3). Les fibroblastes 

subépithéliaux secrètent une multitude de facteurs de croissance en particulier le (epatocyte Growth Factor (GF , le transforming growth factor  TGF-  ainsi que des 
protéines morphogénétiques osseuses, des métalloprotéinases matricielles (MMPs), des 

inhibiteurs de métalloprotéinases (TIMPs) et du collagène de types I, III et IV (Wagner, 

2007; Hoffmann, 2008). 
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Figure 3.  Représentation schématique des deux mécanismes majeurs de régénération 

et restitution épithéliales 

La régénération se fait à partir des cellules souches et la réparation est réalisée par migration de 

cellules épithéliales avoisinantes (modifiée d’après (offmann, . 

 

La division des cellules souches peut être symétrique permettant la génération de 

deux cellules-filles souches (du même type) ou asymétrique permettant de générer une 

cellule souche et une cellule plus différenciée (Morrison et al., 2006) (Figure 3). A partir de l’isthme, les cellules souches somatiques migrent d’une manière bidirectionnelle pour se 
différencier via des mécanismes de maturation assez complexes en mucocytes (de surface 

ou du collet), en cellules pariétales, principales ou endocrines (Quante et al., 2009) (Figure 

4). 
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Figure 4.  Représentation schématique de la génération des différents types 

cellulaires à partir des cellules souches dans les glandes gastriques antrale et 

fundique 

(modifiée d’après (offmann,  

 

La dynamique de régénération des différents types cellulaires gastriques a été 

étudiée intensément chez la souris. La génération hiérarchique des différentes lignées 

cellulaires épithéliales est réalisée à partir de plusieurs précurseurs et pré-précurseurs 

(Karam et al., 1995; Karam, 1999) (Figure 5). A la différence de l’homme, chez qui les 

cellules pariétales sécrètent le facteur intrinsèque et le morphogène Sonic Hedgehog 

(SHH), la sécrétion de ces protéines se fait par les cellules principales chez la souris (Van 

den Brink et al., 2001). La discrimination entre les lignées de cellules principales et celles des cellules pariétales semble plus précise chez l’homme que chez les rongeurs ; l’expression du facteur intrinsèque, du S(( et du pepsinogène A surviendrait 
probablement plus tardivement au cours de la différenciation (Hoffmann, 2008). La 

différence histologique marquée entre les glandes antrales et fundiques serait donc due à 

une régulation différente au niveau moléculaire des mécanismes de différenciation. Les 

processus de migration et maturation des cellules souches gastriques sont assez 

complexes; leur régulation est assurée par des voies de signalisation très spécifiques ainsi que par la sécrétion d’une multitude de facteurs tels que PDX , NOTC( , NEUROD, TGF-, TFF …  indispensables à la différenciation épithéliale (Hoffmann, 2008). 



Partie 1. Etude Bibliographique 

17 

 

Figure 5.  Génération hiérarchique chez la souris des différents types cellulaires 

matures constituant la glande gastrique fundique 

MS : mucocytes de surface ; MC : mucocytes du collet 

(modifiée d’après (offmann, 2008) 

I.4.  « Sleeve » gastrectomie 

La « sleeve » gastrectomie (ou gastroplastie verticale calibrée avec résection gastrique  est une opération chirurgicale de l’appareil digestif qui s’effectue chez des sujets atteints d’obésité sévère )ndice de masse corporelle (IMC) supérieur à 35) ou 

morbide (IMC supérieur à 50). Cette intervention, mise au point récemment (2001) et 

basée sur l’ablation d'une majeure partie de l'estomac, possède un caractère restrictif provoquant une perte systématique de poids de l’ordre de % de l’excès de poids  et 
diminue considérablement le taux de ghréline, hormone stimulante de l'appétit. La sleeve 

est proposée comme une procédure de remplacement de la gastroplastie et possède l’avantage de permettre la réalisation d’un by-pass gastrique (modification du circuit 

alimentaire), quand cela est nécessaire, dans de bonnes conditions de sécurité. La sleeve 

consiste en une résection verticale de plus des deux-tiers de l'estomac suivant la grande 

courbure (Figure 6). Les bords ouverts sont ensuite attachés ensemble avec des agrafes 

chirurgicales pour former un manchon ou tube avec une forme de banane (Karmali et al., 

2010). L’opération se fait sous cœlioscopie, nécessite une anesthésie générale et dure environ deux heures. Après résection de l’estomac, celui-ci est mis dans un sac et sorti du 

ventre du patient. La procédure est donc permanente et irréversible. Le tube gastrique 

résultant peut néanmoins dans de rares cas se rétrécir ou se dilater. L’intérêt porté à cette opération est qu’elle permet de collecter suffisamment de tissu biologique pour le 

développement de modèles cellulaires qui visent à améliorer les connaissances de la 

physiologie et des pathologies gastriques. 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&langpair=en%7Cfr&rurl=translate.google.fr&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Greater_curvature_of_the_stomach&usg=ALkJrhjcfGPPlG9Yh5x5zgsswhLtA3trdw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&langpair=en%7Cfr&rurl=translate.google.fr&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Surgical_staple&usg=ALkJrhgNNzMft4LvIgQ_ugUNCeIDRaj9Mg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&langpair=en%7Cfr&rurl=translate.google.fr&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Surgical_staple&usg=ALkJrhgNNzMft4LvIgQ_ugUNCeIDRaj9Mg
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Figure 6.  Schéma illustratif de l’opération de sleeve gastrectomie et photo de l’estomac réséqué 

(A) Sleeve gastrectomie; (B) Estomac réséqué 
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Chapitre II.  Helicobacter pylori et pathologies 

associées 

II.1.  Historique 

Bien que de rares pathologistes aient reporté dès le 19ème siècle la présence de bactéries spiralées dans l’estomac, Helicobacter pylori (H. pylori  n’a pu être cultivé pour la première fois qu’en  par Barry Marshall et Robin Warren (Marshall et al., 1984). En 

1994, H. pylori est classé carcinogène de type ) par l’Organisation Mondiale de la Santé et aujourd’hui, il est considéré comme l’agent étiologique principal des cancers liés aux 
infections bactériennes (Parkin et al., 2005). La découverte de H. pylori a valu le prix Nobel 

de médecine à ces deux chercheurs australiens et maintenant, il est clairement établi que 

toute colonisation de la muqueuse gastrique par H. pylori entraîne un état inflammatoire de gastrite, pouvant évoluer vers des formes plus sévères d’ulcération ulcères gastriques 
et duodénaux) ou de transformation maligne (cancer gastrique et lymphome du MALT). 

II.2.  Microbiologie de H. pylori 

H. pylori est un pathogène qui colonise sélectivement l’épithélium gastrique humain. C’est un bacille Gram-négatif spiralé mesurant 2 à 4 µm de long et 0,5 à 1 µm de 

large et qui peut également exister sous une autre forme ronde dite coccoïde viable mais 

non cultivable (Enroth et al., 1999). H. pylori est une bactérie microaérophile, uréase, 

catalase et oxydase positive. Elle possède 3 à 5 flagelles polaires et engainés conférant une 

motilité et permettant un mouvement rapide dans la muqueuse gastrique visqueuse lui 

assurant ainsi une meilleure colonisation (O'Toole et al., 2000) (Figure 7). H. pylori résiste à l’acidité gastrique en hydrolysant l’urée en ammoniac, grâce à son uréase. Elle est 
également capable de résister au stress oxydatif généré par la réponse immunitaire grâce 

à la catalase ainsi que d’autres éléments de défense tels que la superoxide dismutase et l’alkylhydroperoxide réductase (Kusters et al., 2006). 

II.3.  Diversité génétique et prévalence 

H. pylori compte parmi les espèces bactériennes présentant le plus grand 

polymorphisme génétique (Taylor et al., 1992; Jiang et al., 1996; Linz et al., 2007). Cette 

diversité génétique permet à H. pylori d’adapter son génotype à celui de son hôte (Israel et 

al., 2001b; Giannakis et al., 2008) et est probablement à l’origine de la variabilité de son 

pouvoir pathogène. L’infection par H. pylori est très répandue et touche environ 50% de la population 

mondiale. Sa prévalence est très élevée dans les pays en voie de développement où elle peut atteindre % alors qu’elle peut ne pas dépasser % dans les pays industrialisés 

(Krejs, 2010). L’augmentation du niveau de vie, l’amélioration des conditions d’hygiène et l’importante utilisation des antibiotiques sont parmi les facteurs qui contribuent 
vraisemblablement à la diminution de la prévalence de H. pylori dans les pays 

industrialisés. 
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L’homme est le réservoir exclusif de cette bactérie et la transmission se fait par 

voir interhumaine (oro-orale ou féco-orale), familiale et très probablement dès l’enfance 
(Megraud, 2003). L’éradication de H. pylori est réalisée via une trithérapie de 7 à 10 jours associant deux antibiotiques et un inhibiteur de la pompe à protons. L’augmentation des résistances aux antibiotiques conduit à des échecs d’éradication ce qui rend le traitement 
de plus en plus difficile. 

 

Figure 7.  Helicobacter pylori  

Photos de H. pylori prises en microscopie électronique. A. Une bactérie H. pylori ; B. Amas de H. pylori 

au niveau des cellules épithéliales gastriques (Tan et al., 2009) 

II.4.  Facteurs de virulence majeurs 

H. pylori possède une multitude de facteurs de virulence codés par des gènes dont le polymorphisme est à la base d’un déterminisme pathologique plus ou moins sévère. Ces 
facteurs de pathogénicité peuvent déclencher et moduler la nature de la réponse inflammatoire et altérer l’intégrité de la muqueuse gastrique conférant à cette bactérie un 

caractère carcinogène et pro-inflammatoire. H. pylori colonise très efficacement la 

muqueuse grâce à sa motilité, son chimiotactisme, sa résistance à l’acidité gastrique et sa capacité d’adhésion aux cellules épithéliales. La persistance de l’infection par H. pylori est rendue possible par des stratégies d’échappement aux défenses immunitaires incluant des 

mécanismes enzymatiques, des capacités à faire varier les motifs antigéniques présents à sa surface et le relargage d’antigènes immuno-dominants servant de leures aux anticorps. 

II.4.a.  L’îlot de pathogénicité cag cag PAI) et ses constituants L’îlot de pathogénicité cag (cag PA)  est un fragment d’ADN de  kb composé d’environ  gènes (Covacci et al., 1999). Cet îlot code un système de sécrétion de type IV 

(SSTIV) ainsi que des protéines de la famille Cag. Le SSTIV permet la translocation de la 

protéine CagA, du peptidoglycane PG  ainsi que d’autres éléments à l’intérieur de la 
cellule épithéliale (Covacci et al., 1993; Censini et al., 1996; Akopyants et al., 1998; Asahi et 

al., 2000; Christie et al., 2000; Covacci et al., 2000; Odenbreit et al., 2000; Fischer et al., 

2001). Associé aux pathologies cliniques les plus sévères, cag PAI est un facteur de 

virulence déterminant de H. pylori. Les souches comportant cet îlot augmentent le risque 

de développement de gastrite atrophique et de cancer gastrique par rapport aux souches 
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qui en sont naturellement dépourvues (Kuipers et al., 1995a; Peek et al., 1995; Parsonnet 

et al., 1997; Rudi et al., 1997; Torres et al., 1998). L’îlot cag PAI code pour des protéines (Vir) qui possèdent des séquences similaires 

à celles de Agrobacterium tumefaciens. Ces protéines sont nécessaires pour l’induction de la sécrétion de l’interleukine  )L-8) par les cellules épithéliales infectées par H. pylori 

(Censini et al., 1996; Akopyants et al., 1998; Audibert et al., 2001). L’ordre génétique dans 

cag PAI est en général conservé (Figure 8) mais quelques variations de cet arrangement 

existent chez certaines populations. Des souches isolées chez des sujets amérindiens par 

exemple, possèdent une duplication du gène cagA (forme non fonctionnelle) et le cagB 

inséré entre cagP et cagQ (Mane et al., 2010). 

 

Figure 8.  Arrangement génétique de l’îlot de pathogénicité cag de H. pylori 26695 

Insertion de cagPAI dans un locus chromosomique flanqué par le gène hp0519. Les jonctions gauches 

(LJ) et droite (RJ) du cag PAI représentent une répétition directe de 31 pb. 

(Tomb et al., 1997; Fischer, 2011) 

 

Le système de sécrétion de type IV (SSTIV) 

Le SSTIV appartient à une famille de transporteurs responsables du transfert de 

diverses macromolécules (protéines, ADN, complexes protéiques) à travers la membrane 

cellulaire (Fronzes et al., 2009). Le SSTIV possède une structure similaire à une seringue et permet l’injection ou la translocation de facteurs de virulence bactériens à l’intérieur de 
la cellule hôte (Terradot et al., 2011). L’appareil consiste en une douzaine de protéines 

(VirB 1-11 et VirD4) assemblées pour former 3 sous-parties interconnectées : un 

complexe cytoplasmique/intracellulaire, un canal couvrant la double membrane et un 

pilus externe (Figure 9). Les protéines constitutives du SSTIV peuvent former des 

complexes homo ou hétérotypiques (Busler et al., 2006) dont plusieurs sont 

indispensables au bon fonctionnement de la machinerie du système. Parmi les protéines essentielles pour la translocation de CagA et/ou l’induction de l’)L-  au cours de l’infection 
on peut citer les protéines Cag , CagZ, CagS et CagM (Cendron et al., 2011). 
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Figure 9.  Architecture proposée du système de sécrétion de type IV de H. pylori 

Le SST)V permet la translocation de CagA et du peptidoglycane à l’intérieur de la cellule hôte  
modifié d’après Tegtmeyer, 2011) 

La protéine CagM 

CagM est une protéine de 43,7 kDa codée par cagM. Les analyses de mutagenèse 

systématique des gènes appartenant au cag PAI ont montré que les mutants ΔcagM ne 

peuvent pas accomplir une translocation efficace de CagA ni du PG (Segal et al., 1997; 

Fischer et al., 2001; Viala et al., 2004) ce qui indique un rôle essentiel de cagM dans la 

virulence de H. pylori. Des études récentes avec des mutants ΔcagM, ΔcagE et ΔcagA 

montrent une implication de ces gènes dans la répression du gène codant la sous-unité 

catalytique de la pompe H/K-ATPase gastrique humaine (Cendron et al., 2011). En 

général, cet effet est stimulé par le système Cag-SSTIV fonctionnel qui permet à H. pylori d’inhiber la sécrétion acide par les cellules pariétales et d’induire des épisodes d’hypochlorhydrie qui facilitent la colonisation bactérienne. Un modèle suggérant l’association de CagM avec les protéines CagX et CagT sous forme d’un complexe ternaire 
stable au niveau de la membrane externe du SSTIV a été récemment proposé (Kutter et al., 

2008; Pinto-Santini et al., 2009; Fischer, 2011) (Figure 10). 
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Figure 10.  Assemblage et modèle d’interaction du système de sécrétion de type 
IV de H. pylori 

Les protéines Cag sont désignées par leurs lettres respectives. Les composants essentiels au 

fonctionnement de l’appareil sont indiqués en verts et bleu, les facteurs de translocation en orange et 

la protéine effectrice CagA en rouge. ME, membrane externe bactérienne; PG, couche de 

peptidoglycane ; MI, membrane interne bactérienne  

(modifiée d’après Fischer, . 

La protéine CagA 

Les souches de H. pylori sont souvent classées en souches cagA+ ou cagA-, en 

fonction de la production ou non de la protéine bactérienne CagA codée par le gène cagA présent à l’extrémité de l’îlot cag (Covacci et al., 1993). Cette protéine de 120 à 240 kDa est injectée à l’intérieur de la cellule épithéliale par le SST)V. Une fois injectée, elle est 
phosphorylée par les kinases de la famille Abl et Src au niveau de la tyrosine des motifs 

glutamate-proline-isoleucine-tyrosine-alanine (EPIYA) ce qui va entraîner des altérations 

morphologiques cellulaires nommés  « becs de colibris » (Segal et al., 1999; Asahi et al., 

2000; Odenbreit et al., 2000; Stein et al., 2000; Stein et al., 2002). La protéine CagA phosphorylée interagit avec plusieurs effecteurs à l’intérieur de la cellule hôte. Son 

association avec la tyrosine phosphatase SHP-  induit l’activation des Extracellular 

Signalling regulating kinase (ERK) 1 et 2 (Higashi et al., 2002). Le taux de CagA 

phosphorylée est régulé négativement par sa propre interaction avec l’extrémité C-
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terminale de la kinase Src (Tsutsumi et al., 2003). CagA perturbe également le cycle de la 

cellule épithéliale par l’activation du facteur de transcription AP-1 (Naumann et al., 1999) qui est à l’origine de l’expression des proto-oncogènes tels que c-fos et c-jun (Meyer-ter-

Vehn et al., 2000). La protéine CagA non phosphorylée peut aussi avoir des effets pathogènes à l’intérieur de la cellule. Sa simple translocation entraîne l’activation 
aberrante de la -caténine, des altérations au niveau des jonctions cellulaires apicales et 

une perte de polarité cellulaire (Amieva et al., 2003; Bagnoli et al., 2005; Franco et al., 

2005; Suzuki et al., 2005; Saadat et al., 2007). 

II.4.b.  Le peptidoglycane (PG) 

Le peptidoglycane (PG) forme la paroi des bactéries Gram négatives et Gram positives. C’est une macromolécule très complexe essentielle au maintien de l’intégrité de 
la bactérie et à la résistance à la pression osmotique. Le PG est composé d’une partie 
peptidique (acide N-acétyl-muramique  et d’une partie saccharidique N-acétyl-D-

glucosamine) liés par des liaisons  (1-4). La complexité de cette molécule est la résultante de l’action de plusieurs types d’enzymes, glycosyltransférases, hydrolases et 

peptidases, qui façonnent sa structure tridimensionnelle (Holtje, 1998; Boneca, 2005). Le 

PG présente plusieurs fonctions biologiques et ses dérivés constitués de petits fragments 

de PG (muropeptides) sont impliqués dans plusieurs mécanismes cellulaires tels que l’activation des macrophages (Pabst et al., 1980) et l’induction de cytokines (Gold et al., 

1985; Dokter et al., 1994; Chamaillard et al., 2003; Girardin et al., 2003) et de peptides 

antimicrobiens (Dunn et al., 1985). Au cours de l’infection par H. pylori, le PG est un acteur fort de l’induction de la réponse immunitaire innée et de l’inflammation. La translocation 
du PG de H. pylori à l’intérieur de la cellule épithéliale dépend de la présence chez la bactérie d’un SST)V fonctionnel (Viala et al., 2004). L’interaction du PG injecté avec la 
protéine intracellulaire motifs-reconnaissante Nod-1 (Nucleotide-binding oligomerization 

domain-containing protein , détectrice spécifique du PG, induit l’activation d’une 
réponse inflammatoire Nuclear Factor-κB (NF- κB )-dépendante entraînant la sécrétion de l’)L-8 (Viala et al., 2004) et de la -défensine 2 (Boughan et al., 2006; Grubman et al., 

2010). 
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Figure 11.  Représentation schématique du rôle du système de sécrétion de type 

IV dans les changements morphologiques, la prolifération cellulaire et l’immunomodulation au cours de l’infection à H. pylori 

(modifiée d’après Kusters,  

II.4.c.  La cytotoxine vacuolisante A (VacA) 

La cytotoxine vacuolisante VacA est codée par le gène vacA présent chez toutes les 

souches de H. pylori. Cette protéine hautement immunogène induit in vitro une 

vacuolisation intracellulaire (Hotchin et al., 2000) et est capable d’immunosuppression en bloquant l’activation des lymphocytes T ce qui contribue à la persistance et à la longévité de l’infection (Boncristiano et al., 2003; Gebert et al., 2003; Sundrud et al., 2004). La 

séquence de vacA présente du polymorphisme au niveau de deux régions, la région 

centrale (allèles m1 et m2) et la région codant la séquence signal (allèles s1 et s2). Les 

souches associant les allèles s1/m1 présentent une forte activité cytotoxique alors que 

celles de génotype s2/m2 n’ont pas d’activité cytotoxique (Cover et al., 1992; Atherton et 

al., 1995; Atherton et al., 1997; Miehlke et al., 2000; Rhead et al., 2007). VacA altère la 

structure de la cellule épithéliale, agit sur le cycle cellulaire et joue un rôle dans la 

modulation de la réponse inflammatoire (Cover et al., 2005). Elle peut s’accumuler au 
niveau de la membrane interne des mitochondries induisant une diminution du potentiel transmembranaire mitochondrial, une libération du cytochrome c, l’activation des 
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caspases  et  et l’induction de l’apoptose (Figure 12) (Peek et al., 1999; Galmiche et al., 

2000; Cover et al., 2003; Willhite et al., 2003; Manente et al., 2008). 

 

Figure 12.  Les différentes actions cellulaires de VacA au cours de l’infection 
chronique par H. pylori 

(1) Attachement de VacA à la surface de la cellule épithéliale, (2) Fixation de VacA sur son récepteur 

et initiation de la réponse inflammatoire, (3) Accumulation de vacA à la membrane mitochondriale et 

induction de l’apoptose,  )nduction de la vacuolisation,  Formation d’un canal membranaire 
constitué de plusieurs molécules VacA entrainant une libération des nutriments hors de la cellule 

épithéliale,  Vac A traversant les jonctions serrées intercellulaires et inhibition de l’activation et 
prolifération des lymphocytes T. 

(modifiéee d’après Kusters, 6) 

II.4.d.  Les Adhésines et protéines de la membrane externe (OMP, Outer 

membrane proteins) L’adhérence de H. pylori à l’épithélium gastrique facilite la colonisation, la persistance de l’infection et la délivrance des facteurs de virulence à l’intérieur des cellules 

épithéliales. Environ 4% du génome de H. pylori code pour des protéines de la membrane 
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externe dont l’expression est fortement associée aux pathologies gastroduodénales ce qui 
augmente le risque du cancer (Dossumbekova et al., 2006). 

BabA (Blood group antigen binding adhesin)  

BabA est une adhésine codée par le gène babA2 qui se lie à l’antigène de groupe 
sanguin Lewisb fucosylé situé à la surface des cellules épithéliales (Boren et al., 1993; Ilver 

et al., 1998). La présence de BabA2 est associée à l’ulcère duodénal et au cancer gastrique 
(Gerhard et al., 1999). 

SabA (Sialic acid binding adhesion)  

SabA est une adhésine qui se lie à la structure sialylée de l’antigène Lewisx exprimé 

à la surface des cellules épithéliales. Elle est associée au risque de développement de cancer gastrique mais pas au risque d’ulcère duodénal (Yamaoka et al., 2006). L’expression de l’antigène sialylé Lewisx est induite durant l’inflammation gastrique 
chronique, ce qui indique que H. pylori peut moduler les motifs de glycosylation des cellules de l’hôte pour améliorer l’adhérence et la colonisation (Mahdavi et al., 2002). 

SabA est régulée par variation de phase de façon à ce que son expression soit rapidement 

induite ou désactivée pour s’adapter aux changements de la niche gastrique (Yamaoka et 

al., 2006). 

OipA (Outer inflammatory protein) 

OipA est une protéine membranaire inflammatoire de la famille OMP (Yamaoka et 

al., 2000). La présence chez H. pylori du gène oipA fonctionnel est fortement associée aux 

ulcères duodénaux, au cancer gastrique et à des infiltrations accrues de polynucléaires 

neutrophiles (Yamaoka et al., 2006; Franco et al., 2008). L’expression de OipA est associée à une production élevée d’)L-8 in vitro (Yamaoka et al., 2004). OipA joue un rôle dans l’induction de l’inflammation gastrique et la production des cytokines inflammatoires IL-1, 

IL-17 et TNF  chez les gerbilles de Mongolie (Sugimoto et al., 2009). Elle contribue également à l’induction de la métalloprotéase matricielle MMP-1 (matrix 

metalloproteinase 1) fortement associée au cancer gastrique (Wu et al., 2006). 

DupA (Duodenal ulcer promoting gene) 

Le gène dupA est situé dans la zone de plasticité du génome de H. pylori et semble 

être un marqueur de virulence. In vitro, DupA augmente la production d’)L-8 (Lu et al., 

2005). L’association entre la présence de dupA et le risque élevé de développement d’ulcère duodénal et/ou cancer gastrique est très variable d’une population à l’autre 

(Wroblewski et al., 2010). 

II.4.e.  La Flagelline (FlaA) 

H. pylori possède 3 à 5 flagelles unipolaires, engainés par une double couche 

phospholipidique. La rotation des flagelles assure la propulsion de la bactérie à travers le 

mucus gastrique très visqueux lui conférant ainsi la capacité de se mouvoir facilement 

dans la muqueuse. La rotation flagellaire est assurée par la protéine flagellaire motrice 

MotB codée par le gène motB (Ottemann et al., 2002). Les filaments flagellaires sont constitués d’un co-polymère de flagellines FlaA (sous-unité majeure) et FlaB (sous-unité 
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mineure) (Leying et al., 1992; Suerbaum et al., 1993). La présence d’une forme tronquée 
de FlaA due à une mutation du gène flaA diminue in vitro la mobilité de H. pylori 

(Josenhans et al., 1995). In vivo, la présence de FlaA est indispensable pour la persistance de l’infection chez les rongeurs et porcelets gnobiotiques (Eaton et al., 1996; Kavermann 

et al., 2003). Contrairement à la flagelline des Salmonelles et autres pathogènes Gram-

négatifs, FlaA de H. pylori possède une très faible capacité pour activer le Toll-like receptor 

5 (TLR5), ce qui permet à H. pylori d’échapper à la réponse immunitaire et de persister 
dans la muqueuse gastrique (Lee et al., 2003; Gewirtz et al., 2004; Andersen-Nissen et al., 

2005). La motilité de H. pylori est indispensable pour assurer une meilleure colonisation 

gastrique et contribue à la pathogenèse liée à la bactérie. 

II.4.f.  Le Lipopolysaccharide (LPS) 

La majorité des souches de H. pylori expriment le LPS qui contient des antigènes 

oligosaccharidiques fucosylés structuralement similaires aux antigènes du groupe sanguin 

humain. Ces antigènes bactériens (Lewis) présentent des variations antigéniques 

permettant à H. pylori d’échapper à la réponse immunitaire (Kusters et al., 2006). Le LPS 

de H. pylori a été décrit comme faible activateur de la réponse immunitaire innée comparé à celui d’autres bactéries Gram-négatif (Muotiala et al., 1992; Bliss et al., 1998). Mais très 

récemment, il a été montré que le LPS de H. pylori pourrait être un ligand du TLR2 dont l’activation induit, via une cascade de voies de signalisation, l’activation de NF-κB et l’induction de chimiokines (Smith et al., 2011). 

II.4.g.  L’uréase L’uréase est une métallo-enzyme présente dans la majorité des souches de 

H.°pylori. Cette enzyme catalyse l’hydrolyse de l’urée en ammoniac ce qui permet à 
H.°pylori de résister à l’acidité gastrique (Suerbaum et al., 1999). L’uréase est un 
déterminant essentiel de la colonisation et de la persistance de la bactérie. L’ammoniac produit sous l’action de l’uréase est cytotoxique et peut aussi générer des dommages 
cellulaires (Kuwahara et al., 2000). Les gènes codant pour l’uréase sont organisés en deux 
opérons ureAB et ureIEFGH. Le gène ureAB code pour les sous-unités structurales de l’enzyme et le gène ureIEFGH code pour les protéines accessoires qui activent l’enzyme 
par incorporation des ions nickels (Suerbaum et al., 1999). L’activité enzymatique de l’uréase dépend indirectement du gène ureI codant pour une porine membranaire qui forme un canal dont l’ouverture est contrôlée par le p( externe. Un p( acide induit l’ouverture du canal permettant le passage de l’urée hydrolysée par l’uréase dans le cytoplasme bactérien. L’augmentation du pH provoque la fermeture du pore et empêche le passage de l’urée (Weeks et al., 2000; Toledo et al., 2002). L’inhibition de Ure) pourrait être une cible pour l’éradication de H. pylori (Weeks et al., 2000). 

II.5.  Aspects cliniques des pathologies associées à H. pylori L’infection par H. pylori provoque systématiquement une gastrite aiguë 

majoritairement asymptomatique mais pouvant évoluer vers des pathologies plus sévères 

telles que les ulcères gastriques et duodénaux (10 à 20%), le cancer gastrique (1 à 2%) et 
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le lymphome du MALT. H. pylori est actuellement la seule bactérie responsable d'un 

cancer chez l'homme. L'adénocarcinome gastrique est la conséquence d'une évolution 

lente et prolongée de la gastrite chronique vers une atrophie de la muqueuse puis le 

développement sur cette atrophie de métaplasies suivies de dysplasies pour aboutir au 

cancer (Figure 13). 

 

 

Figure 13.  Rôle de H. pylori dans le développement des pathologies gastro-

duodénales 

(Basé sur la cascade proposée par Correa, 1996) 

II.5.a.  Gastrites aiguë et chronique L’infection par H. pylori induit une infiltration massive de polynucléaires 

neutrophiles au niveau de la muqueuse gastrique. La phagocytose des bactéries provoque 

la libération de substances toxiques induisant des lésions (Graham et al., 2004). Cet état 

inflammatoire ainsi que la persistance de la bactérie sont des étapes clé dans le passage de 

la gastrite aiguë vers une gastrite chronique (Kusters et al., 2006). A ce stade, une forte corrélation existe entre le niveau de sécrétion d’acide, la distribution de la gastrite et l’évolution vers l’ulcère ou le cancer (Kusters et al., 2006). La gastrite touchant l’ensemble de l’estomac est généralement associée à une hypochlorhydrie pouvant évoluer vers une 
atrophie puis un cancer gastrique (Atherton, 2006). 
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II.5.b.  Ulcères 

Les ulcères gastriques et duodénaux se caractérisent par des lésions d’au moins ,  cm de diamètre pénétrant jusqu’à la couche musculaire. Ces deux types d’ulcères sont 
fortement associés à H. pylori et se développent dans les sites où l’inflammation est la plus 
sévère (Kusters et al., 2006). 

L’ulcère gastrique est localisé vers l’antre, plus précisément dans la région de transition entre le corps de l’estomac et l’antre. L’ulcère gastrique résulte d’une 
pangastrite associée à une normochlorhydrie ou une hypochlorhydrie (Atherton, 2006). 

L’ulcère duodénal est localisé au niveau du bulbe duodénal qui le plus exposé à l’acidité gastrique. La gastrite à prédominance antrale associée à une hyperchlorhydrie 
entraîne le développement de l’ulcère duodénal (Atherton, 2006). Les patients atteints d’ulcère duodénal présentent des scores d’inflammation très élevés, des niveaux élevés de gastrine et d’acidité (el-Omar et al., 1995). La combinaison de ces facteurs physiopathologiques ainsi qu’un défaut de rétrocontrôle de la sécrétion acide contribuent fortement au développement de l’ulcère duodénal qui finalement est la résultante directe de l’inflammation et indirecte de H. pylori. Les sujets qui développent des ulcères 

duodénaux sont protégés du risque de développement du cancer gastrique. L’éradication de H. pylori constitue la base du traitement antiulcéreux (Treiber et 

al., 1998) et l’effet de l’éradication de H. pylori sur la cicatrisation des ulcères est différent selon qu’il s’agit d’un ulcère duodénal ou d’un ulcère gastrique. Une analyse incluant  essais a montré que l’éradication seule permettait un taux de cicatrisation plus élevé des 
ulcères duodénaux que des ulcères gastriques (Ford et al., 2004). L'éradication de la 

bactérie avait un effet bénéfique majeur dans la prévention de la récidive des ulcères qu’ils soient duodénaux ou gastriques. 

II.5.c.  Gastrite atrophique et métaplasie intestinale L’inflammation chronique induite par H. pylori peut entrainer une destruction des glandes gastriques et une perte de l’architecture normale de la muqueuse gastrique ce qui 
provoque la mise en place d’un épithélium de type intestinal. Cet état de gastrite 
atrophique et métaplasie intestinale a lieu chez 50% des patients infectés par H. pylori et aux endroits où l’inflammation est la plus sévère (Kuipers et al., 1995b). Le risque de développement de gastrite atrophique dépend de la distribution de l’inflammation chronique active. Les patients chez qui la production d’acide est diminuée montrent une progression plus rapide vers l’atrophie (Kuipers et al., 1996). Les régions de métaplasie intestinale s’amplifient au cours du temps et augmentent considérablement le risque de cancer gastrique en fonction de la sévérité de l’atrophie (El-Omar et al., 1997). 

II.5.d.  Cancer gastrique 

Environ 1 million de cas de cancer gastrique sont diagnostiqués par an, classant ce 

cancer 4ème à l’échelon mondial. En France, le cancer gastrique est la troisième cause de 
mortalité par le cancer digestif (Ferlay et al., 2010). L’association entre H. pylori et le 

cancer gastrique est clairement établie (Forman et al., 1991; Nomura et al., 1991; 

Parsonnet et al., 1991; Munoz, 1994; Lin et al., 1995; Aromaa et al., 1996; Webb et al., 
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1996; Siman et al., 1997; Wald et al., 1997; Watanabe et al., 1997; Hansen et al., 1999; 

Limburg et al., 2001). Sur le plan histologique, le carcinome gastrique se présente sous 

deux formes : le cancer gastrique diffus composé de cellules néoplasiques individuelles 

infiltrantes qui ne forment pas de structures glandulaires et l’adénocarcinome de type intestinal qui progresse à travers une série d’étapes histologiques (Correa, 1996; 

Wroblewski et al., 2010). Ce dernier est initié par la transition d’une muqueuse normale vers une gastrite chronique superficielle suivie d’une atrophie gastrique et d’une 
métaplasie intestinale pour enfin engendrer une dysplasie et un adénocarcinome 

(Sipponen et al., 2000). 

Le rôle de H. pylori dans la genèse de l'adénocarcinome gastrique a été clairement 

démontré par la mise en évidence de mécanismes cellulaires de carcinogenèse par la bactérie. Le stress oxydatif généré au cours de l’infection peut contribuer à un 
dysfonctionnement cellulaire et H. pylori induit des dommages oxydatifs directs au niveau de l’ADN (Baik et al., 1996; Farinati et al., 1998; Obst et al., 2000). La génération d’espèces oxygénées réactives dans l’épithélium gastrique est associée à la présence de facteurs de virulence tels que la protéine CagA et l’îlot cag ce qui suggère leur forte contribution au 

processus de carcinogenèse (Ding et al., 2007). La fréquence des polymorphismes 

génétiques plus ou moins virulents des gènes cagA et vacA dans les différentes populations du globe est bien corrélée avec le taux d’incidence de cancers (Rhead et al., 

2007; Basso et al., 2008; Jung et al., 2009; Jang et al., 2010). Plusieurs polymorphismes de 

l'hôte tels que celui de l'interleukine 1 peuvent accroitre la réponse inflammatoire à la bactérie favorisant l’évolution vers le cancer (El-Omar et al., 2000). Ces polymorphismes 

sont détaillés dans la section II.6.b. 

Le développement de la gastrite et du cancer gastrique suite à l’infection par H. 

pylori a été modélisé et étudié chez les rongeurs. Les gerbilles de Mongolie développent 

des duodénites, des ulcères et un cancer gastrique après infection par H. pylori mimant très étroitement l’infection chez l’homme (Honda et al., 1998a; Honda et al., 1998a; 

Watanabe et al., 1998). Chez la souris, le développement de gastrite atrophique et de métaplasies en réponse à l’infection par H. pylori (souche SS1) et H. felis est observé. En 

revanche, la progression vers la dysplasie et le cancer gastrique a été démontrée avec l’infection par H. felis (Wang et al., 1998; Fox et al., 2002; Cai et al., 2005). Plusieurs voies relient l’inflammation au cancer mais dont les mécanismes moléculaires ne sont pas 

entièrement élucidés. Le stress oxydatif généré par les macrophages et les leucocytes au cours de l’inflammation peut endommager fortement les cellules et leur prolifération. L’apoptose et la sécrétion abondante de cytokines sont également des acteurs majeurs 

dans le développement du cancer (Allavena et al., 2008). 

Cellules souches et cancer 

La théorie du cancer généré à partir des cellules souches est aujourd’hui un 
paradigme suggérant que la majorité des cancers sont liés à une transformation de 

cellules souches aberrantes ayant perdu la capacité de différenciation normale. Des travaux publiés sur les dix dernières années lient la carcinogenèse à l’accumulation d’altérations génétiques des cellules souches somatiques ou de leurs progéniteurs qui se transforment en cellules cancéreuses malignes en réponse aux processus d’inflammation 
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chronique (Yen et al., 2006; Morrison et al., 2008; Quante et al., 2009; Rosen et al., 2009). 

La métaplasie intestinale et la métaplasie spasmolytique (SPEM, spasmolytic polypeptide-

expressing metaplasia) résultent respectivement du remodelage de l’épithélium gastrique en un épithélium intestinal et d’une antralisation des unités fundiques (Yuasa, 2003; Fox 

et al., 2007). Ces deux phénomènes sont fortement associés à une inflammation chronique 

de la muqueuse gastrique suite à l’infection par H. pylori et cette inflammation chronique 

joue un rôle central dans la pathogenèse du cancer gastrique (Correa et al., 2007). Les 

tumeurs forment des unités morphologiques et fonctionnelles hétérogènes. Une partie de 

ces unités est constituée de cellules souches cancéreuses (Reya et al., 2001) qui, une fois 

transplantées dans un tissu hôte approprié, ont la capacité de reconstituer la tumeur 

(Huntly et al., 2005). De plus, il a été montré que les premières étapes de la carcinogenèse gastrique résultent de l’expansion d’un clone muté dans sa propre niche succession de la niche  suivie d’une colonisation de l’ensemble de l’unité gastrique par les mutants 
descendants de ce clone (conversion monoclonale) (McDonald et al., 2008). La 

propagation de la mutation se fait par une fissure glandulaire où un bourgeon apparait dans la niche des cellules souches et le bourgeonnement s’expand jusqu’à la formation d’une nouvelle glande (McDonald et al., 2008). L’origine précise des cellules souches cancéreuses n’est pas tout à fait établie. Elles peuvent être issues d’une transformation des cellules souches normales, ou d’une migration de cellules souches hématopoïétiques qui 
ont été décrites comme cellules fondatrices du cancer gastrique (Figure 14) (Houghton et 

al., 2004; Houghton et al., 2007). 

 

Figure 14.  Modèle de la génération du cancer épithélial gastrique par les 

cellules souches 

(modifiée d’après Houghton et al., 2005) 

II.5.e.  Lymphome du MALT 

Le lymphome du MALT se caractérise par une infiltration massive de cellules 

lymphoïdes dans la lamina propria entrainant une destruction des glandes gastriques et la 

formation de lésions lympho-épithéliales (Capelle et al., 2008). L’association entre le 
lymphome du MALT et la présence de H. pylori est bien établie puisqu’environ  % des 
sujets atteints de lymphome du MALT sont infectés par H. pylori (Eidt et al., 1994; Kusters 

et al., 2006). Des études prospectives ont montré que l'éradication de H. pylori permet la 
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régression du lymphome du MALT de bas grade chez 60 à 90% des patients (Montalban et 

al., 2006). Une analyse poolée à partir de 34 études incluant 1271 patients a montré une 

régression des lésions chez 77,8 % des patients ayant un lymphome gastrique du MALT dont l’infection avait été traitée avec succès (Zullo et al., 2009). 

II.6.  Déterminisme pathologique associé à H. pylori L’évolution d’une infection asymptomatique à H. pylori et d’une inflammation 
chronique vers des pathologies gastroduodénales plus sévères est la conséquence d’une 
interaction complexe entre les facteurs de virulence et la diversité génétique de la souche bactérienne, les polymorphismes génétiques et les prédispositions de l’hôte et les facteurs 

environnementaux. Le déterminisme pathologique associé à H. pylori est donc dépendant des facteurs bactériens, de l’hôte et de l’environnement Figure 15). 

II.6.a.  Facteurs bactériens Les facteurs de virulence bactériens jouent un rôle déterminant dans l’issue de l’infection et ceci est dû à la vaste hétérogénéité génétique présente chez H. pylori. Les 

polymorphismes génétiques touchant VacA et CagA, parmi d’autres, influent sur l’évolution clinique de la pathologie. Les souches associant les allèles s1/m1 de VacA 

présentent une forte activité cytotoxique et sont associés aux lésions graves (Tee et al., 

1995). La présence de CagA est également associée au développement d’ulcère duodénal et d’adénocarcinome gastrique (Parsonnet et al., 1997). 

II.6.b.  Facteurs de l’hôte  

Les facteurs de virulence bactériens ne sont pas les déterminants absolus de l’évolution de l’infection vers des stades pathologiques sévères. Les polymorphismes génétiques de l’hôte touchant les gènes impliqués dans la réponse inflammatoire sont 
associés à une prédisposition au cancer gastrique et sont aussi impliqués dans le 

déterminisme pathologique. 

IL1-  

La progression vers la carcinogenèse dépend de la nature de la réponse inflammatoire de l’hôte et d’une diminution de la sécrétion gastrique d’acide. La cytokine 
pro-inflammatoire IL1-  est une molécule qui interagit avec ces 2 paramètres. Son 

expression est augmentée dans la muqueuse gastrique infectée par H. pylori (Noach et al., 

1994). Les sujets ayant des polymorphismes d’expression élevée de l’)L -  ont un risque 
plus élevé de développer une hypochlorhydrie, une atrophie gastrique et un 

adénocarcinome gastrique (El-Omar et al., 2000). De plus, l’)L-  semble moduler la 
sécrétion acide dans la muqueuse enflammée en la diminuant (Takashima et al., 2001). L’augmentation d’expression d’)L-  est également fortement associée à l’intensité de l’inflammation et de l’atrophie gastriques (Hwang et al., 2002). L’induction de l’)L-1-  pro-inflammatoire au cours de l’infection par H. pylori associée à sa capacité d’inhibition de 
sécrétion acide et sa régulation par des promoteurs ayant des polymorphismes 

particuliers mettent en avant le rôle critique que joue cette cytokine dans le 

développement de cancer gastrique. 
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TNF  

Le Tumor necrosis factor  TNF ) est aussi une cytokine pro-inflammatoire inhibant la sécrétion acide et surexprimée au cours de l’infection par H. pylori (Crabtree et 

al., 1991). Des polymorphismes génétiques de cette cytokine sont associés au risque élevé 

de développement de cancer gastrique (El-Omar et al., 2003). La contribution du TNF  au 
développement du cancer gastrique se fait probablement par des mécanismes de signalisation impliquant la voie de la -caténine (Oguma et al., 2008). 

IL-10 Les polymorphismes réduisant l’expression des cytokines anti-inflammatoires telles que l’)L-10 sont associés à un risque plus élevé de développement de cancer 

gastrique. Les effets combinatoires des polymorphismes touchant les gènes de l’)L - , du 
TNF-  et de l’)L-10 sur le développement de cancer ont également été mis en évidence (El-

Omar et al., 2003). 

IL-8 

Les polymorphismes génétiques touchant les gènes de la réponse immunitaire 

innée sont aussi liés à un plus grand risque de développement de cancer gastrique, tels que les polymorphismes de l’)L-8 ou ceux du TLR-4 (Wroblewski et al., 2010). 

COX2 

H. pylori active les enzymes pro-inflammatoires de la famille cyclo-oxygénases 

(COX). Les cyclo-oxygénases catalysent des étapes clés dans la conversion de l’acide 
arachidonique en endoperoxide (PGH2), substrat de nombreuses prostaglandines 

synthases qui catalysent la formation de prostaglandines (Gupta et al., 2001). Les 

prostaglandines régulent une multitude de processus physiologiques, y compris l’immunité et le développement (Gupta et al., 2001). L’expression de COX2 est inductible 

et stimulée par plusieurs facteurs de croissance et cytokines pro-inflammatoires telles que 

le TNF , l’)FN-  et l’)L-1 (Williams et al., 1997). L’expression de COX2 est augmentée in 

vitro (Romano et al., 1998; Juttner et al., 2003) en présence de H. pylori et dans la 

muqueuse gastrique des sujets infectés (Sawaoka et al., 1998; Fu et al., 1999). COX2 est 

également surexprimé au cours des lésions malignes (Ristimaki et al., 1997; Sung et al., 

2000). La capacité des produits de COX2 à provoquer la néoplasie est démontrée. Ces 

molécules stimulent la prolifération cellulaire en inhibant l’apoptose ce qui induit une 
rétention des cellules mutées, stimulent l’angiogenèse et la transformation cellulaire 
(Ohnishi et al., 2008; Ogiwara et al., 2009). 

Sécrétion Acide 

La pompe H+/K+ ATPase est la pompe à proton gastrique primaire localisée dans 

des tubulo-vésicules dans le cytoplasme des cellules pariétales non stimulées. Après 

stimulation, la pompe H+K+ ATPase  est recrutée vers la membrane apicale pour médier la 

sécrétion acide (Forte et al., 1996). H. pylori peut inhiber ou stimuler la sécrétion d’acide 
en fonction du contexte de l’infection. L’infection aiguë est souvent associée à une hypochlorhydrie résultant d’une surproduction de la cytokine pro-inflammatoire IL-1  et 

de l’inhibition du promoteur de la sous-unité  de la pompe H+/K+ ATPase (Schubert et al., 
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2008). VacA induit aussi une hypochlorhydrie via la protéolyse de l’ezrine ce qui perturbe 

les interactions entre le cytosquelette et la membrane apicale, celles-ci étant nécessaires 

pour la translocation de la pompe H+/K+ ATPase afin d’assurer la sécrétion acide (Wang et 

al., 2008). H. pylori peut également diminuer la sécrétion acide en réprimant l’expression 
de la sous-unité  du gène codant l’ H+/K+ ATPase via l’activation et la translocation 

médiée par ERK1 et 2 de NF-κB dans le noyau (Saha et al., 2008). L’infection chronique 
par H. pylori peut induire une hypochlorhydrie ou une hyperchlorhydrie selon la 

distribution et sévérité de la gastrite. La gastrite touchant l’ensemble de l’estomac est 
généralement associée à une hypochlorhydrie pouvant évoluer vers un cancer gastrique. 

A l’inverse, la gastrite à prédominance antrale provoque une hyperchlorhydrie qui peut conduire au développement d’un ulcère duodénal (Atherton, 2006). 

II.6.c.  Facteurs environnementaux 

La consommation excessive de sel semble être associée à un risque plus élevé de 

développement de cancer gastrique (Wroblewski et al., 2010). Des travaux effectués chez 

les gerbilles de Mongolie montrent un effet synergique entre un régime alimentaire riche en sel et le développement de lésions malignes et du cancer gastrique d’une part (Kato et 

al., 2006; Gamboa-Dominguez et al., 2007) et l’augmentation de l’expression des cytokines 
pro-inflammatoires IL-1, IL-6 et TNF  d’autre part (Sun et al., 2006). Les mécanismes via 

lesquels le sel augmenterait le risque de développement de cancer ne sont pas 

entièrement élucidés. Il diminuerait probablement le seuil pour la transformation maligne au niveau de l’épithélium gastrique et permettrait l’accès d’éléments carcinogènes dans le 
tissu gastrique par altération de la muqueuse. La production de cytokines en réponse à un 

régime riche en sel pourrait également contribuer au processus de carcinogenèse. Une possibilité soulevée récemment est la modulation de l’expression génique de H. pylori par le sel. Des études récentes montrent en effet une augmentation de l’expression de CagA en 

fonction de la concentration saline (Loh et al., 2007; Gancz et al., 2008). 

Le tabagisme augmente aussi le risque de développement de cancer gastrique. Les 

antioxydants naturels joueraient au contraire un rôle protecteur (Wroblewski et al., 

2010). Aujourd’hui il est clairement établi que les effets combinatoires de plusieurs 

facteurs environnementaux augmentent les risques de développement du cancer 

gastrique chez les sujets infectés par H. pylori. 
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Figure 15.  Déterminisme pathologique lié à H. pylori 

L’évolution vers le cancer gastrique est la conséquence d’une interaction complexe entre les facteurs 
bactériens, de l’hôte et environnementaux (modifiée d’après Wroblewski et al., 2010). 
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Chapitre III.  L’inflammation liée à H. pylori 

H. pylori est un pathogène qui réside au niveau de la couche de mucus recouvrant 

la muqueuse gastrique. En revanche, plusieurs études ont démontré sa capacité à envahir 

les cellules épithéliales in vitro (Amieva et al., 2002; Chu et al., 2010) et in vivo chez l’homme et les singes (Semino-Mora et al., 2003) ainsi que chez les souris ayant développé 

une gastrite atrophique (Oh et al., 2005). H. pylori peut entrer en contact direct avec les 

cellules immunitaires de la lamina propria dans la majorité des cas de gastrite et de cancer 

gastrique (Moese et al., 2007). L’infection par H. pylori induit chez l’hôte, l’activation des 
réponses immunitaires innée et acquise. Plusieurs chimiokines, cytokines et peptides 

antimicrobiens sont impliqués dans la modulation de ces réponses. 

III.1.  Généralités sur les chimiokines et cytokines 

Les chimiokines sont des petites protéines (de 8 à 17 kDa) ayant pour fonction 

principale de stimuler et d’orienter la migration des leucocytes vers les sites d’inflammation. Elles sont produites d’une manière constitutive par plusieurs cellules ou 
en réponse à des infections bactériennes ou virales. Les chimiokines jouent un rôle dans 

plusieurs processus physiologiques et pathologiques tels que le développement embryonnaire ou l’inflammation (Rollins, 1997). Environ 50 chimiokines ont été identifiées chez l’homme et elles sont classées en  groupes basés sur la conservation d’un 
motif N-terminal impliquant des cystéines: les chimiokines CXC (CXC ligands : CXCL), les 

chimiokines CC (CCL), les chimiokines CX3C (CX3CL) et les chimiokines C (XCL) où le X représente un acide aminé autre qu’une cystéine (Zlotnik et al., 2000). Potentiellement, 

toutes les cellules immunitaires expriment des récepteurs pour au moins une chimiokine. 

Le niveau d’expression élevé des récepteurs permet d’établir des gradients de 
concentration vers lesquels migrent les leucocytes (Zlotnik et al., 2000). 

Les chimiokines CXCL1, CXCL2 et CXCL3 sont membres de la famille de l’)nterleukine  )L-8, également connue sous le nom de CXCL8) et participent activement 

au recrutement des cellules immunitaires vers le site inflammatoire (Luster, 1998). Au cours de l’infection par H. pylori, l’expression de CXCL  est augmentée dans la muqueuse 
gastrique des patients infectés (Shimoyama et al., 1997; Shimoyama et al., 1998; Yamaoka 

et al., 1998; Eck et al., 2000). H. pylori induit aussi l’expression de CXCL  dans les cellules 

AGS et KATO-3 (Sieveking et al., 2004). 

CXCL5 (aussi connue sous le nom de « Epithelial-derived neutrophil-activating 

peptide 78) est une chimiokine activatrice des polynucléaires neutrophiles (PN) équivalent à l’)L-8 même si elle semble moins active dans le relargage de granules des PN. 

Elle joue un rôle dans la mise en place d’un gradient chimiotactique au cours de l’inflammation (Walz et al., 1991; Walz et al., 1997). L’expression de CXCL  et augmentée 
dans la muqueuse gastrique des patients infectés par H. pylori et est également associée à 

une infiltration de neutrophiles dans la muqueuse (Shimoyama et al., 1998). L’expression 
de l’ARNm de CXCL  a également été observée in vitro par les cellules AGS stimulées par 

H. pylori (Rieder et al., 2001). 
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L’)nterleukine 8 (IL-8 ou CXCL8) a été identifiée comme un facteur chimiotactique 

induisant la migration de PN, de basophiles et de Lymphocytes T (LT) (Baggiolini et al., 

1989). L’expression de l’)L-8 est régulée par le facteur de transcription NF-κB. La production de l’)L-  au cours de l’infection par H. pylori se fait essentiellement par les 

cellules épithéliales gastriques (Crabtree et al., 1994a; Crabtree et al., 1994b; Crabtree et 

al., 1994c; Noach et al., 1994; Fan et al., 1995; Sharma et al., 1995; Jung et al., 1997; 

Katagiri et al., 1997; Ogura et al., 1998; Nakachi et al., 2000). Cette chimiokine joue un rôle majeur dans le recrutement des cellules immunitaires vers le site de l’inflammation 
déclenchant une production abondante de médiateurs inflammatoires. 

CCL20 est une chimiokine qui participe au recrutement des cellules dendritiques 

(CDs) et de LT mémoires sur les sites inflammatoires (Dieu et al., 1998). Elle possède une 

activité antibactérienne contre E. coli et S. aureus (Hoover et al., 2002). L’expression de 
CCL20 est augmentée au niveau de la muqueuse gastrique infectée par H. pylori (Wen et 

al., 2004; Wu et al., 2007; Yoshida et al., 2009). In vitro, l’exposition de la lignée cellulaire 
gastrique AZ-521 à H. pylori provoque l’induction cag-dépendante de CCL20 (Yoshida et 

al., 2009). 

Les cytokines sont des médiateurs inflammatoires pléiotropiques qui sont 

impliquées dans un vaste réseau d’interactions et qui présentent des effets régulateurs 

positifs ou négatifs sur des cibles cellulaires. L’)L-1 et le TNF-  ont été identifiés comme 
les premières cytokines pro-inflammatoires. Pour contrebalancer l’effet de ces 
médiateurs, des cytokines anti-inflammatoires telles l’)L-4, sont capables de réprimer 

certaines activités pro-inflammatoires. Une production abondante de cytokines pro-inflammatoires, telles que l’)L- , le TNF  et l’)L- , a lieu au cours de l’infection par H. 

pylori. 

Le Tumor Necrosis Factor  (TNF-  est une cytokine multifonctionnelle qui régule l’inflammation, la réponse immunitaire et l’apoptose (Locksley et al., 2001). Le TNF-  
membranaire participe aux effets cytotoxiques et inflammatoires au cours des contacts 

cellulaires. Il est produit par de nombreux types cellulaires dont les cellules immunitaires 

(LT, LB, basophiles, éosinophiles, DC, PN et mastocytes), les cellules tumorales et les cellules non immunitaires astrocytes, fibroblastes, kératinocytes…  (Bazzoni et al., 1996) L’expression du TNF  est induite par l’)L-17 dans les cellules épithéliales et les fibroblastes et par le LPS et l’)L-17 dans les monocytes/macrophages (Bazzoni et al., 

1996). La réponse inflammatoire induite par le TNF-  peut augmenter la production de cytokines telles l’)L- , l’)L- , l’)L- , l’)L- , et l’)FN- , ainsi que d’autres molécules telles les 
radicaux oxygénés libres ou les prostaglandines (Schottelius et al., 2004). Le TNF-  joue 
aussi un rôle important dans la régulation de la réponse immunitaire de type Th1 

(Schottelius et al., 2004). L’expression du TNF-  est augmentée lors de la stimulation des 
cellules AGS (Kim et al., 2007) et KATO III (Nakachi et al., 2000) par H. pylori ainsi que 

dans la muqueuse gastrique des patients infectés (Crabtree et al., 1991; Fan et al., 1993; 

Noach et al., 1994; Yamaoka et al., 1996; Ierardi et al., 2003). L’)L-6 est une cytokine appartenant à une famille de protéines qui possèdent des 

activités pro- ou anti-inflammatoires et qui activent l’expression de gènes cibles impliqués dans la différenciation, la survie, l’apoptose et la prolifération. L’)L-6 est produite par les 

LT et LB, les monocytes/macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les 
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kératinocytes (Naka et al., 2002). Elle est surexprimée dans la muqueuse gastrique des 

patients infectés par H. pylori (Crabtree et al., 1991; Gionchetti et al., 1994; Yamaoka et al., 

1996; Yamaoka et al., 1997; Ando et al., 1998; Furukawa et al., 1998; Yamaoka et al., 

2001). L’)L-  est surtout produite par les monocytes/macrophages, les DC, les LB et les 

cellules Natural killer (NK) (Dinarello, 2009). Cette cytokine est produite dans la 

muqueuse épithéliale gastrique des patients infectés par H. pylori (Noach et al., 1994; 

Lindholm et al., 1998; El-Omar et al., 2000). De plus, la stimulation des cellules AGS avec H. 

pylori provoque une surexpression de l’ARNm codant l’)L-  (Kim et al., 2007). 

III.2.  Réponse immunitaire innée au cours de l’infection par H. pylori 

La réponse immunitaire innée est la première ligne de défense contre les pathogènes. L’activation non-spécifique des cellules épithéliales par plusieurs composants 

des microorganismes (LPS, flagelline et PG  entraîne d’importants effets antimicrobiens et 
induit une inflammation et des lésions cellulaires via la production abondante de 

médiateurs pro-inflammatoires tels que des cytokines, des espèces réactives oxygénées ou 

encore de l’oxyde nitrique ON  (Wroblewski et al., 2010). La colonisation de la muqueuse 

gastrique par H. pylori déclenche chez l’hôte l’activation des mécanismes de défense innée, 

notamment en activant les voies de signalisation des TLRs (Toll-like receptors) et des 

protéines cytoplasmique Nod1 et Nod2 (Nucleotide-binding oligomerization domain 

protein 1 and 2), stimulant ainsi l’expression de facteurs pro-inflammatoires et 

antimicrobiens par les cellules épithéliales (Jung et al., 1997; George et al., 2003; Robinson 

et al., 2007; Kawai et al., 2009; Kumar et al., 2009). 

III.2.a.  Activation des Toll-like Receptors (TLRs) et de Nod-1  

TLRs 

Les TLRs sont des protéines membranaires appartenant à la famille des récepteurs 

de reconnaissance de pathogènes (PRR, pathogen-recognition receptors) qui se fixent 

spécifiquement à certains motifs moléculaires des microorganismes, les PAMPs 

(pathogen-associated molecular patterns) (Kawai et al., 2011). Jusqu’à présent, dix TLRs fonctionnels ont été identifiés chez l’homme. Parmi les PAMPs reconnus par les TLRs, on 
peut citer les lipoprotéines (reconnues par les TLR1, TLR2 et TLR , l’ARN double-brin TLR , le LPS TLR , la flagelline TLR , l’ARN simple-brin TLR  et TLR  et l’ADN 
(TLR9) (Akira et al., 2006). La reconnaissance des PAMPs par les TLRs induit le recrutement d’un ensemble de molécules adaptatrices telles que MyD  et TR)F et l’initiation d’un ensemble de cascades de signalisation qui entraînent la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires, de l’interféron )FN) de type I, de chimiokines et de 

peptides antimicrobiens (Kawai et al., 2010). Ces réponses conduisent au recrutement des 

neutrophiles et à l’activation des macrophages qui provoquent ainsi une élimination 

directe des pathogènes par phagocytose (Kawai et al., 2011). L’activation des voies de 

signalisation médiées par les TLRs entraîne la maturation des CDs et NK et contribue à l’induction de la réponse immunitaire acquise (Kawai et al., 2011). Les TLR1, TLR2, TLR4, 

TLR5, et TLR6, impliqués dans la reconnaissance des composants microbiens 
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membranaires, sont exprimés à la surface des cellules immunitaires (telles que les cellules 

B, les cellules NK, les CDs et les macrophages) et à la surface des cellules non-

immunitaires (telles que les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales). Les 

TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 reconnaissant les acides nucléiques sont localisés dans des 

vésicules intracellulaires (Blasius et al., 2010; Kawai et al., 2011). 

Les cellules épithéliales gastriques expriment les TLR2, TLR4, TLR5 et TLR9 (Smith 

et al., 2003; Ishihara et al., 2004; Schmausser et al., 2004; Schmausser et al., 2005). Les 

données évoquant la contribution des TLR2, TLR4 et TLR5 dans la reconnaissance de H. 

pylori par les cellules épithéliales gastriques sont contradictoires. L’investigation autour 
du rôle du TLR4, principal détecteur des bactéries Gram-négatif, après infection par H. 

pylori montre que ce récepteur n’est pas impliqué dans la réponse cellulaire associée à la 
bactérie (Maeda et al., 2001; Backhed et al., 2003; Smith et al., 2003). A l’inverse, Ishihara 

et al. lui ont attribué en 2004 un rôle dans la reconnaissance du LPS de H. pylori (Ishihara 

et al., 2004). 

Les données concernant les TLR2 et TLR5 sont également partagées (Lee et al., 

2003; Smith et al., 2003; Gewirtz et al., 2004; Ding et al., 2005; Torok et al., 2005; Kumar 

Pachathundikandi et al., 2011; Smith et al., 2011). Une étude très récente réalisée sur des 

cellules HEK293 transfectées avec les TLR2 et TLR5 montrent une augmentation de l’expression de ces deux TLRs après infection par H. pylori ainsi que l’induction via ces deux récepteurs d’une cascade de signalisation activant NF-κB et provoquant la sécrétion d’)L-8 et de TNF-  indépendamment de cag (Kumar Pachathundikandi et al., 2011). Une étude similaire a également démontré une augmentation de la sécrétion de l’)L-8 dans les 

cellules HEK293 (transfectées avec TLR2 et TLR5) exposées à H. pylori via des 

mécanismes dépendants de TLR2 et TLR5 (Torok et al., 2005). D’autre part, Smith et al. ont identifié récemment la protéine Tribbles  comme régulateur de l’induction de NF-κB médiée par la reconnaissance du LPS par le TLR  durant l’infection avec H. pylori (Smith et 

al., 2011). 
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Figure 16.  Reconnaissance des pathogènes par les TLRs 

L’activation des TLRs et des récepteurs intracellulaires (Nod1) par les motifs moléculaires spécifiques 

des microorganismes (PAMPs) cible plusieurs voies de signalisation intracellulaires qui induisent au 

final l’activation de NF-κB et la production d’effecteurs inflammatoires et immunitaires tels que l’)L-8 

(modifiée d’après Peek et al., 2010) 

Nod1 Nod  est un PRR exprimé dans les cellules présentatrices d’antigènes et dans les 
cellules épithéliales exposées aux microorganismes (Strober et al., 2006). Elle reconnait 

spécifiquement le PG des bactéries Gram-négatif et participe activement à l’induction des 
mécanismes de défense antimicrobienne de l’hôte, notamment contre Shigella, Escherichia 

coli, et H. pylori (Kim et al., 2004; Fukazawa et al., 2008). La reconnaissance du PG de 

H.°pylori, injecté dans la cellule épithéliale via le SSTIV, par Nod1 induit la production de 

chimiokines (Viala et al., 2004) et de peptides antimicrobiens (Boughan et al., 2006). Au 
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niveau moléculaire, deux mécanismes de défense antimicrobienne médiés par Nod1 au cours de l’infection par H. pylori ont été décrits. 

Le premier mécanisme est basé sur la production de défensines par les cellules 

épithéliales. Grubman et son équipe ont montré que la régulation de l’expression 
génétique de hBD2 dans les cellules épithéliales gastriques est Nod1/cagPAI-dépendante 

et que hBD2 exerce une action antimicrobienne directe sur H. pylori (Grubman et al., 

2010). Les auteurs suggèrent que l’induction de hBD  par Nod1 suite à l’infection par une 
souche de H. pylori cag PAI-positive pourrait être médiée par l’activation de NF-κB ou celle d’AP  par les Mitogen-Activating Protein Kinases (MAPKs). Ils ont également démontré 

que H. pylori induit l’activation de la voie de ERK, appartenant à la famille des MAPKs, via Nod  d’une manière dépendante de cag PAI (Grubman et al., 2010). Boughan et al, ont précédemment reporté une diminution de l’activité du promoteur de hBD2 suite à l’exposition à H. pylori dans des cellules transfectées avec Nod1 (Boughan et al., 2006). Ils ont également montré une diminution de l’expression de l’homologue murin de hBD  
dans la muqueuse gastrique de souris Nod-  déficientes suggérant l’implication de Nod-1 dans l’expression de hBD2 médiée par NF-κB. Une hypothèse postulant que la modulation de l’expression de hBD  au cours de l’infection par H. pylori résulte d’une synergie ou d’une interaction entre les voies de signalisation ERK et c-Jun N-terminal kinase (JNK) et l’activation de NF-κB via Nod  a été établie. L’epidermal growth factor receptor EGFR  est le candidat potentiel initiant l’activation de la voie ERK (Boughan et al., 2006). Toutes 

ces données soulignent la nécessité de la présence de cag PA) pour l’activation de Nod1 

(Viala et al., 2004) et l’expression de hBD  dépend de ces deux paramètres. L’élimination 
directe de H. pylori par hBD2 met en évidence le rôle majeur de Nod1 au cours de la réponse innée, en tant que régulateur des mécanismes de détection microbienne de l’hôte. 

Un second rôle a été attribué à Nod1 par Watanabe et al au cours de l’infection par 
H. pylori. )l est basé sur la production d’)FN de type  et l’activation de la voie de 

signalisation du « facteur génétique  stimulé par l’)FN », (IFN-stimulated gene factor 3, )SGF  entrainant la génération d’une réponse Th  protectrice. Par ailleurs, cette étude a 

montré que l’activation de NF-κB induite par l’infection par H. pylori est indépendante de 

Nod1 (Watanabe et al., 2010a). L’équipe de Hirata et al. a montré que H. pylori pouvait 

activer NF-κB dans les lignées épithéliales par des mécanismes dépendants de MyD  et 
non pas de Nod1 (Hirata et al., 2006). L’équipe de Viala et al. a aussi reporté une 

production de chimiokines indépendante de la translocation nucléaire de la sous-unité 

p65 de NF-κB par des cellules épithéliales gastriques primaires infectées par H. pylori 

(Viala et al., 2004). L’augmentation du taux de colonisation dans les estomacs des souris 

déficientes en Nod1 par rapport aux souris contrôles est plutôt corrélée à une diminution 

de production de cytokines et chimiokines associées à ISGF  telles que l’)FN- , l’)P-10, et l’)FN-  qu’à une diminution de cytokines associées à NF-κB telles que le TNF (Watanabe et 

al., 2010a). Les auteurs suggèrent que l’activation de l’)FN de type 1 et de ISGF3 par Nod1 jouerait un rôle protecteur contre l’infection par H. pylori (Watanabe et al., 2010b). D’un autre côté, il a été montré que la reconnaissance du PG par Nod1 et son activation sont essentielles dans l’induction des réponses immunitaires spécifiques T-helper Th , Th  et Th  au cours de l’infection par H. pylori, soulignant l’implication de ce 
récepteur dans la défense immunitaire de l’hôte (Fritz et al., 2007). 
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Figure 17.  Mécanismes moléculaires de défense de l’hôte médiés par Nod  
contre H. pylori 

L’infection des cellules épithéliales gastriques par H. pylori active les voies de signalisation de l’)FN de 
type I générant ainsi une réponse protective de type Th1. H. pylori induit la production de hBD-2 par 

les cellules épithéliales via l’activation des TLRs  
(modifiée d’après Watanabe et al., 2010a) 

III.2.b.  Peptides antimicrobiens 

Les défensines sont des peptides identifiés par leur activité antimicrobienne contre 

des bactéries à Gram positif et à Gram négatif, des champignons et des virus (Jager et al., 

2010). Une caractéristique commune et fondamentale à ces peptides est la présence de 3 

ponts disulfures intramoléculaires. Les -défensines sont majoritairement produites par 

les cellules épithéliales et 4 sous-types, désignés hBD1, hBD2, hBD3 et hBD4 ont été 

identifiés dans la muqueuse humaine (Jager et al., 2010). Les propriétés biochimiques des 

défensines humaines comprennent une masse moléculaire allant de 3 à 6 kDa et une 

charge cationique permettant à ces molécules de se fixer sur les groupes 

phospholipidiques chargés négativement présents à la surface microbienne. Le mécanisme d’action précis des défensines n’est pas entièrement élucidé mais il est clairement admis que leur action n’est pas uniforme (Jager et al., 2010). 
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Les peptides antimicrobiens, y compris les défensines, sont produits en tant qu’éléments de la défense innée en réponse à l’infection par H. pylori. Des niveaux élevés 

de hBD2, et des -défensines 1, 2 et 3 sont produits dans la muqueuse gastrique de sujets 

infectés par H. pylori (Isomoto et al., 2004) et une expression élevée de hBD2, hBD3 

(George et al., 2003) et du peptide antimicrobien cationique humain 18 (LL-37) (Hase et 

al., 2003) a été montré dans des cellules épithéliales gastriques infectées par H. pylori. Des 

études in vivo dans un modèle de Macaques Rhésus, ont également montré une forte 

induction cag PAI-dépendante d’un panel de peptides antimicrobiens de la famille de BD  
(Hornsby et al., 2008). 

III.2.c.  Rôle des macrophages  

Les monocytes et macrophages sont des coordinateurs importants des réponses 

immunitaires contre les pathogènes. Les macrophages sont les effecteurs essentiels dans 

la réponse innée contre H. pylori (Wroblewski et al., 2010). 

Production d’oxyde nitrique Les macrophages produisent de l’ON à partir de la L-Arginine (L-Arg) via l’enzyme inductible Oxyde Nitrique Synthase iNOS . L’expression de cette enzyme est induite par 
H. pylori dans les macrophages in vivo (Mannick et al., 1996; Fu et al., 1999) et in vitro 

(Wilson et al., 1996; Gobert et al., 2001; Gobert et al., 2002; Bussiere et al., 2005). Des co-

cultures H. pylori-macrophages montrent que H. pylori peut être éliminé par les 

macrophages et que cette défense dépend de l’ON (Gobert et al., 2001; Bussiere et al., 

2005). D’autre part, H. pylori possède une arginase capable d’entrer en compétition avec 
les macrophages pour le substrat de l’iNOS, la L-Arg. La production d’ON est ainsi 
diminuée entrainant la survie et la persistance de H. pylori (Gobert et al., 2001). De plus, cette compétition peut réguler négativement la synthèse d’iNOS puisque sa translation est 
fortement dépendante de la disponibilité de la L-Arg dans le macrophage (Chaturvedi et 

al., 2007). L’arginase bactérienne est également impliquée dans la génération d’urée à 
partir de la L-Arg. L’hydrolyse de l’urée par l’uréase bactérienne entraine la production d’ammoniac qui va tamponner l’environnement proche de la bactérie et lui permettre de 
survivre à l’acidité gastrique. D’autres mécanismes biochimiques médiés par H. pylori ont également lieu afin de limiter la production d’ON par les macrophages, ce qui lui permet de persister et d’augmenter le risque de développement de transformation néoplasique 

(Wroblewski et al., 2010). 

Apoptose et phagocytose Les réponses inflammatoires de l’hôte sont augmentées par l’activation des macrophages dont l’apoptose peut avoir des conséquences délétères. Les cellules apoptotiques stimulent l’infiltration des neutrophiles qui engloutissent les débris, entrainant la potentialisation de l’inflammation et l’augmentation du stress oxydatif par la production d’oxy-radicaux par les neutrophiles. La déplétion des macrophages fragilise la défense de l’hôte. La génération de polyamines ainsi que la production de (2O2 sont aussi directement associées à l’apoptose des macrophages (Chaturvedi et al., 2004; Wroblewski 

et al., 2010). 
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H. pylori peut échapper à la phagocytose par les macrophages entraînant un échec 

de la réponse immunitaire innée contre cette bactérie (Allen et al., 2000; Zheng et al., 

2003). Les phagosomes sont des vésicules sécrétées par les macrophages et capables d’internaliser H. pylori. Les phagosomes peuvent fusionner entre eux et former des 

mégasomes contenant un grand nombre de bactéries vivantes. Les souches cag PAI-

positives capables de produire une protéine VacA fonctionnelle peuvent interrompre la 

maturation des phagosomes ainsi que leur fusion avec les lysosymes empêchant ainsi l’élimination des bactéries (Zheng et al., 2003). 

Rôle dans l’activation des cellules T et implication des cellules dendritiques CDs  

Les macrophages et les cellules dendritiques (CDs) sont à cheval entre les réponses 

immunitaires innée et acquise. Au cours de l’infection par H. pylori, les macrophages et les 

CDs activent la mise en place de la réponse immunitaire acquise en produisant plusieurs 

facteurs (tels que l’)L-12) (Haeberle et al., 1997; Meyer et al., 2000; Meyer et al., 2003) qui 

stimulent les cellules Th1, induisant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires notamment l’)FN-  (Haeberle et al., 1997; Meyer et al., 2000; Meyer et al., 2003). Les macrophages sont aussi impliqués dans l’amplification de la réponse inflammatoire par la 
production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’)L-1, le TNF-  et l’)L-6 (Harris et 

al., 1998; Gobert et al., 2004; Lytton et al., 2005). Les altérations des jonctions cellulaires 

apicales par H. pylori facilitent les interactions de la bactérie avec les CDs (Amieva et al., 

2003; Fedwick et al., 2005). Après l’activation des TLRs, les CDs activent les cellules T par 

différents mécanismes induisant ainsi la polarisation des réponses immunitaires en T 

helper 1 (Th1) ou Th2/T régulator (Treg) par la génération d’)L-12 ou d’)L-10 

respectivement (Banchereau et al., 2000). L’identification d’un nouveau récepteur de 
H.°pylori, le Dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN) permettrait de 

mieux comprendre la régulation de la balance Th1/Th2 en faveur d’une persistance de l’infection (Appelmelk et al., 2003). L’expression de l’antigène Lewis par le LPS de H. pylori 

peut bloquer la réponse Th1 par fixation au DC-SIGN des CDs induisant ainsi une forme d’immunosuppression (Appelmelk et al., 2003). 

III.3.  Réponse immunitaire acquise au cours de l’infection à H. pylori 

La réponse immunitaire acquise est une réponse prédéterminée à un stimulus immunologique précédemment identifié par l’organisme. La réponse acquise est 
spécifique à un pathogène particulier et nécessite une mémoire immune. La distinction 

entre les réponses immunitaires innée et acquise est souvent embrouillée du fait de l’étroite interaction entre les voies qui entraînent l’activation et le recrutement des 
lymphocytes et le développement des réponses cellulaires spécifiques T-helper (Th). 

Les cellules Th CD4+ peuvent être divisées en deux sous-populations majeures. D’une part, les cellules Th  impliqués dans l’immunité protectrice contre les parasites intracellulaires. Ces cellules produisent un ensemble de cytokines telles que l’)FN-  et l’)L-. D’autre part, les cellules Th2 qui produisent majoritairement les cytokines IL-4, IL-5 et 

IL-10 et qui sont associées à l’immunité humorale (Farrar et al., 2002; Murphy et al., 

2002). Une nouvelle population de cellules T CD4+, les Th17, distincte des Th1 et Th2 a été 

récemment décrite (Harrington et al., 2005). Ces cellules sont activées par l’)L-23 et 
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produisent l’)L- , l’)L-  et l’)L-22 (Khader et al., 2009). Le rôle des cellules Th17 versus les cellules Th  au cours de l’infection par H. pylori est aujourd’hui sujet d’investigations 
intenses. 

III.3.a.  Réponses Th1/Th2 

La réponse T cellulaire à H. pylori est prédominée par une réponse de type Th1 

caractérisée par une production abondante d’)FN-  et des cytokines telles que le TNF- , l’)L-  et l’)L-12 (Fan et al., 1994; Karttunen et al., 1995; D'Elios et al., 1997; Bamford et al., 

1998). Une faible production des cytokines Th2 (IL-4 et IL-5) est observée au cours de l’infection par H. pylori (D'Elios et al., 1997). Les patients infectés par H. pylori possèdent des taux élevés de cellules T productrice d’)NF-  et les clones T spécifiques de H. pylori présentent un profil Th  chez les sujets atteints d’ulcère gastro-duodénal. La sévérité de la gastrite est fortement corrélée avec l’expression de TNF-  et d’)FN-  chez les sujets 
infectés par H. pylori (Lehmann et al., 2002). La production d’)L-12 par les macrophages, 

les CDs et les monocytes est cruciale pour l’induction de la réponse Th  (Haeberle et al., 

1997; Meyer et al., 2000; Guiney et al., 2003; Meyer et al., 2003; Hafsi et al., 2004; Kranzer 

et al., 2004) et le rôle des cellules épithéliales gastriques dans l’activation des cellules Th 
CD4+ est primordial (Ye et al., 1997). Plusieurs facteurs de virulence bactériens sont 

impliqués dans la polarisation des cellules Th1, notamment la protéine activatrice des 

neutrophiles (NAP) de H. pylori qui stimule la sécrétion de l’)L-  et de l’)L-23 par les 

neutrophiles et les monocytes (Amedei et al., 2006). Des travaux dans des modèles murins d’infection ont montré que l’activation insuffisante de la réponse Th  est associée à une 
colonisation bactérienne plus exacerbée. Cela suggère que le développement d’une très 
forte réponse Th1 aurait un effet protecteur et pourrait atténuer la colonisation de 

H.°pylori (Eaton et al., 2001a; Eaton et al., 2001b; Akhiani et al., 2002). 

H. pylori utilise une diversité de mécanismes pour réguler négativement l’induction 
des cellules T. Plusieurs protéines de H. pylori, notamment CagA sont capables d’interrompre le cycle cellulaire des lymphocytes T (Knipp et al., 1996; Paziak-Domanska 

et al., 2000; Gerhard et al., 2005). VacA peut bloquer l’activation des réponses T 
(Boncristiano et al., 2003; Gebert et al., 2003). In vivo, l’expression de la molécule co-

stimulatoire B7-H1 par les cellules épithéliales gastriques est induite au cours de l’infection par H. pylori. Cette molécule peut interagir avec les cellules T et supprimer leur 

activation (Das et al., 2006). 

III.3.b.  Réponse Th17 Les cellules Th  sont caractérisées par la production d’un ensemble de cytokines dont l’IL- A, l’)L- F, l’)L- , et l’)L-26 (Wilson et al., 2007; Kabir, 2011). L’)L-17 induit l’expression d’une variété de gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires telles que l’)L-6, le TNF- , l’)L -  (Iwakura et al., 2006), pour des chimiokines telles que le 

CXCL1, le CXCL5, le CXCL8 (IL-8), le CXCL10, le CCL2, le CCL20 (Weaver et al., 2007; Shen 

et al., 2008), pour des peptides antimicrobiens tels que les -defensins et la famille des 

S100 (Ganz, 1999; Kao et al., 2004; Liang et al., 2006) ainsi que pour des substances de 

remodelage tissulaire telles que les métalloprotéases matricielles (MMP1, MMP3 et 

MMP13). 
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L’)L-17 joue un rôle essentiel dans le chimiotactisme, le recrutement et l’infiltration des neutrophiles au cours de l’infection par H. pylori (Mizuno et al., 2005; Algood et al., 

2007; Xu et al., 2010). La production de cette cytokine est augmentée dans la muqueuse 

gastrique des sujets infectés par H. pylori (Luzza et al., 2000; Mizuno et al., 2005; Caruso et 

al., 2007; Caruso et al., 2008). L’infection expérimentale de souris et de Gerbilles de 
Mongolie par H. pylori induit une forte induction de l’)L-  ainsi qu’une infiltration 
massive de cellules inflammatoires (Algood et al., 2007; Shiomi et al., 2008; Sugimoto et 

al., 2009; Shi et al., 2010). L’analyse fonctionnelle des voies intracellulaires impliquées dans l’induction de la synthèse de l’)L-  par l’)L-17 montre que cette dernière est médiée 

par la voie des MAPK ERK 1 et 2 (Sebkova et al., 2004). 

Quelques études ont suggéré des effets anti-inflammatoires de l’)L A au cours de l’infection par H. pylori par la suppression de la differenciation des cellules Th1 (Algood et 

al., 2009; Otani et al., 2009). Cependant, la réponse cellulaire Th17 semble précéder et 

moduler la réponse Th1 chez les souris infectées par H. pylori (Shi et al., 2010). L’immunisation des souris avec des lysats de H. pylori induit l’expression de l’)L-17 dans la 

muqueuse gastrique ainsi que dans les cellules T CD4+ isolées de la rate et co-cultivées 

avec des CDs/macrophages stimulés par H. pylori. Cette augmentation du taux de l’)L-17 

est associée à une plus forte inflammation et une moindre colonisation bactérienne de la 

muqueuse gastrique (DeLyria et al., 2009). Ces données suggèrent qu’une déficience de la 
réponse IL-17/Th17 peut contribuer à la persistance chronique de H. pylori. 

III.3.c.  Réponse Treg 

Les Treg sont une population de cellules T impliqués essentiellement dans les mécanismes d’allergie et d’auto-immunité et régulent aussi certains processus 

immunitaires au cours des infections. Les Treg sont majoritairement des cellules CD4+ et 

peuvent être divisés en plusieurs sous-types en fonction de leur mode d’action. Au cours de l’infection par H. pylori, les Treg semblent avoir un rôle d’immunosuppression 
contribuant au maintien de la pathologie. Les cellules T mémoires issues de sujets infectés 

par H. pylori présentent une plus faible prolifération ainsi qu’une plus faible production d’)FN-  après co-culture avec des CDs stimulés par H. pylori, par rapport aux cellules T 

issues de sujets sains (Lundgren et al., 2003). Cette déficience est entièrement supprimée 

par la déplétion des cellules T régulatrices  CD4+ CD25high ce qui indique que les réponses 

Treg spécifiques de H. pylori peuvent supprimer les réponses cellulaires T mémoires contribuant ainsi à la persistance de l’infection (Lundgren et al., 2003). Les sujets infectés 

par H. pylori présentent des niveaux élevés de cellules T CD4+ CD25high dans les 

muqueuses gastrique et duodénale exprimant le gène FOXP3 impliqué dans le 

développement des Treg, ainsi que des niveaux élevés de la protéine antigénique 

cytotoxique associée aux lymphocytes T (CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated 

antigen 4) (Lundgren et al., 2005). La déplétion des cellules Treg Foxp3+ renforce l’inflammation et augmente la sévérité de la gastrite et les taux de cytokines chez la souris 

(Rad et al., 2006). Ces observations, associées à l’expression élevée de FOXP3 dans les 

lymphocytes gastriques des sujets infectés par H. pylori, suggèrent que l’induction d’une réponse Treg contribue à l’établissement d’un équilibre entre l’hôte et la bactérie, 
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permettant simultanément la survie de H. pylori et la prévention du risque d’inflammation 
destructrice (Rad et al., 2006). 

III.3.d.  Les cellules B 

Les cellules B sont des lymphocytes fortement impliqués dans l’immunité 
humorale et qui produisent les anticorps (Vaughan et al., 2011). Ces cellules semblent 

jouer un rôle important au cours de la pathogenèse liée à H. pylori. Dans les souris 

déficientes en cellules B et infectées par H. pylori, une réduction de l’ordre de deux log de 

la colonisation a été reportée et a été associée à une inflammation gastrique plus sévère ainsi qu’à une infiltration de cellules T CD + (Akhiani et al., 2004). Les niveaux d’immunoglobulines A et G dans le sérum et dans la muqueuse gastrique infectée semblent être impliqués dans l’immuno-protection. Certaines études suggèrent que les réponses cellulaires de type B médiant la sécrétion d’anticorps peuvent être 
contreproductives (Akhiani et al., 2004; Akhiani et al., 2005). Les splénocytes de souris 

naïves exposés à H. pylori sont protégés contre l’apoptose spontanée, prolifèrent en 

réponse à de faibles doses infectieuses de H. pylori et les cellules actives dans la réponse 

sont dérivées de populations de cellules B (Bussiere et al., 2006). De plus, l’infection 
chronique par H. pylori protège les cellules B spléniques contre l’apoptose. Ceci indique qu’une activation/survie des cellules B pourrait avoir des conséquences sur l’évolution du 
lymphome de MALT qui se développe à partir des cellules B activés (Bussiere et al., 2006). 

Enfin, les cellules B sont capables de produire des anticorps auto-réactifs qui peuvent être 

pathogènes (Yamanishi et al., 2006). 

 

Les interactions complexes entre H. pylori et les cellules immunitaires durant l’infection sont résumés dans la Figure . 
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Figure 18.  Interaction entre les facteurs de virulence de H. pylori et la réponse de l’hôte 

H. pylori adhère aux cellules épithéliales gastriques grâce à BabA et autres adhésines. Le système de 

sécrétion de type IV permet la translocation dans la cellule épithéliale de CagA induisant la 

production d’)L-  et d’autres chimiokines. Ces chimiokines recrutent  les polynucléaires neutrophiles 
provoquant une inflammation. Le SSTIV permet aussi la translocation du Peptidoglycane reconnu 

spécifiquement par Nod1. CagA détruit la barrière épithéliale et entraîne des altérations 

morphologiques cellulaires. L’altération des jonctions permet le passage de la protéine apoptotique 
VacA dans la sous-muqueuse. La phase chronique de gastrite associe la réponse lymphocytaire à la 

réponse innée initiale. Les cytokines produites par les macrophages notamment l’)L-12 active les 

cellules recrutées telles que les cellules Th0, Th1, Th2 et les cellules B induisant une réponse Th1 

prédominante. Une induction des Th  produisant l’)L-17 est également observée. Cette voie est 

induite par l’activation des cellules dendritiques et la sécrétion d’)L-23. Les cytokines altèrent aussi la 

sécrétion de mucus et induisent des altérations de sécrétion acide. H. pylori inhibe la réponse 

immunitaire en bloquant la production d’oxyde nitrique par les macrophages modifiée d’après 
Monack 2004). 
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Chapitre IV.  Matériel et Méthodes 

IV.1.  Microbiologie 

IV.1.a.  Souches de H. pylori 

Les souches de H. pylori utilisées pour l’infection des souris C BL/  sont les 
souches HP WT et (P ∆cagA. HP141WT est une souche sauvage isolée et 

caractérisée au Centre Hospitalier Universitaire de Poitiers en 1997 chez une patiente de 

22 ans souffrant de gastrite. Cette souche est sensible à la Kanamycine et possède un gène 

cagA fonctionnel. (P ∆cagA est le mutant isogénique de la souche HP141WT. Cette 

souche est mutée pour le gène cagA par insertion d’une cassette de résistance à la 

Kanamycine. Une PCR contrôle a été réalisée afin de vérifier cette mutation (Ayraud et al., 

2002). 

Les souches de H. pylori utilisées pour l’infection des cellules épithéliales gastriques sont les souches B  et B ∆cagM. La souche B128 (cagA, vacA : s1/m2) est 

une souche isolée chez un patient souffrant de gastrite (Peek et al., 1998; Israel et al., 

2001a). Cette souche adaptée au modèle de Gerbille de Mongolie, possède un îlot cag entièrement fonctionnel. B ∆cagM est le mutant isogénique de la souche B128. Cette 

souche est mutée pour le gène cagM par transformation naturelle, échanges alléliques et insertion d’une cassette de résistance au Chloramphénicol. La mutation a été vérifiée par 

une PCR contrôle (Akopyants et al., 1998; Israel et al., 2001a). La souche de H. pylori X47 

est une souche naturellement résistante à la streptomycine isolée à partir d’un chat 
domestique et adaptée à la souris (Ermak et al., 1998). Cette souche ne possède pas l’îlot 
cag PA) et a été utilisée lors des expériences préliminaires d’établissement de la dose 
infectieuse.  Les souches B , B ∆cagM et X47 ont été fournies par le Dr. Ivo BONECA 

(Laboratoire de Biologie et Génétique de la paroi bactérienne, équipe INSERM AVENIR, 

Institut Pasteur, Paris). 

IV.1.b.  Culture de H. pylori 

Les milieux de culture 

Milieu de Skirrow : ce milieu sélectif est utilisé pour la culture de H. pylori, il est composé d’une base Columbia Oxoid, France  contenant  g de peptones, g/l d’amidon, 
5g/l de NaCl (Sigma-Aldrich, France) et de 10g/l d’agar Oxoid , supplémentée avec % de sang de mouton Eurobio, France  et un mélange d’antibiotiques TVPA (Triméthroprime 5 

mg/l, Vancomycine 10 mg/l, Polymyxine B 50 mg/l, Amphotéricine B 2 mg/L (Oxoid). 

Milieu de Skirrow modifié : ce milieu est utilisé pour l’isolement de H. pylori à partir de broyat d’estomac. )l est composé d’une base Columbia Oxoid  à  % de sang de 
mouton supplémentée de Bacitracine  mg/l  et d’Amphotéricine B  mg/l). 

Bouillon Brucella : ce milieu est utilisé pour la congélation des souches, la 

préparation des suspensions bactériennes et la culture en milieu liquide. Il contient : 28 g 

de Brucella Broth (DIFCO, Becton Dickinson, France) constitué d’une digestion 
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pancréatique de caséine à 10 g/l et de peptamine à 10 g/l, de dextrose à 1 g/l, d’extrait de 
levure à 2 g/l, du NaCl à 5 g/l et du bisulfite de sodium à 0,1 g/l. Pour la culture en milieu liquide, ce milieu est additionné de % de sérum de veau fœtal SVF, Eurobio, France). 

Conditions de culture 

Les cultures de H. pylori sont réalisées en jarre dans une étuve à 37°C sous atmosphère microaérophile établie à l’aide des sachets CampyGen Oxoid . La durée de culture classique est de h. Pour l’isolement de H. pylori à partir de biopsies murines et humaines, l’incubation dure entre  et  jours. 
Préparation de l’inoculum infectieux Pour l’infection murine, 8 UFC/ml de H. pylori (P WT ou de (P ∆cagA en 

suspension sont préparées en Bouillon Brucella à partir de cultures sur milieu de Skirrow n’excédant pas h. Pour l’infection cellulaire, les suspensions bactériennes de H. pylori B128 et B ∆cagM sont préparées dans le milieu de culture des cellules gastriques (am’s F12, 

DMEM v/v (Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies Cergy Pontoise, France)) à partir de cultures bactériennes réalisées sur du milieu Skirrow n’excédant pas h. Les doses 
infectieuses de H. pylori utilisées sont de 10 et 100 bactéries/cellule. Le comptage des 

cellules viables de H. pylori dans l’inoculum infectieux ont été effectués par des mesures 

spectrophotométriques, des mesures au néphélémètre ainsi que des dilutions en série. Les 

suspensions sont étalées sur milieu gélosé et incubées pendant 3 à 5 jours à 37 °C et 

dénombrées par la suite. 

Culture de H. pylori à partir des biopsies murines L’euthanasie des souris est réalisée par dislocation cervicale. L’estomac est prélevé dans des conditions d’asepsies maximales sous hotte à flux laminaire puis ouvert dans le 
sens longitudinal. Le bol alimentaire est éliminé, et l’estomac est ensuite coupé 
longitudinalement en deux lambeaux. Le premier lambeau a servi à la culture de H. pylori, il est broyé dans  ml de Bouillon Brucelle à l’aide d’un piston en téflon. Deux dilutions 
successives au 1/10ème et au 1/100ème sont effectuées puis 100 µl de chaque suspension 

sont étalés sur des milieux de Skirrow modifiés. Les boîtes sont placées dans une enceinte 

à 37°C et le dénombrement des bactéries émergentes est réalisé après 7 jours de culture. 

Afin de vérifier la nature des bactéries issues des estomacs de souris, des tests biochimiques indicateurs de la présence d’uréase, de catalase et d’oxydase ainsi qu’un 
Gram sont réalisés. Le 2ème lambeau est immédiatement congelé et conservé en azote 

liquide avant de réaliser une extraction d’ARN. 
Culture de H. pylori à partir de biopsies gastriques humaines 

Un diagnostic de la présence de H. pylori ainsi qu’un traitement préalable en cas de 
positivité du diagnostic sont effectués chez les patients hospitalisés avant de procéder à l’opération de gastrectomie. Afin de contrôler l’absence de H. pylori dans les échantillons 

reçus, une culture bactérienne est réalisée de façon systématique à partir de biopsies 

antrales et fundiques issues de tous les prélèvements. Brièvement, la biopsie est divisée en deux fragments d’environ mm. Un des fragments est mis en présence de  µl de 
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milieu urée/indole (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Le virage de couleur du milieu 

du jaune au rose après environ 10 min d’incubation témoigne de l’activité uréasique de H. 

pylori. Le deuxième fragment est dilacéré au scalpel puis étalé sur gélose Skirrow à l’aide d’une pipette Pasteur. La gélose est incubée dans des jarres à °C en microaérophilie. La 
croissance de H. pylori se fait au bout de 3 à 4 jours. 

Infection murine 

Les souris utilisées sont des C57BL/6J, femelles, âgées de 6 semaines (Charles River, L’Arbresle, France  et certifiées exemptes de bactéries spiralées au niveau 
gastrique. Les souris sont mises à jeun pendant 18h puis infectées directement en intra-gastrique avec  ml d’une suspension bactérienne de H. pylori (P WT ou (P ∆cagA 

à 108 UFC/ml à l’aide d’une sonde de gavage reliée à une seringue. Un groupe constitué de 
5 souris non gavées est utilisé comme contrôle. Les souris sont gardées de 3 à 180 jours 

par groupe dans des cages placées dans des armoires compartimentées et ventilées. 

IV.2.  Biologie Cellulaire 

IV.2.a.  Isolement et expansion de cellules épithéliales gastriques humaines 

CEG(  à partir d’estomacs humains issus de patients sains  Les cellules épithéliales gastriques sont issues d’estomacs humains provenant de 

déchets opératoires générés lors de réductions gastriques (Service de Chirurgie Viscérale, C(U de Poitiers et Polyclinique de Poitiers . Les pièces d’estomac sont transportées en 
milieu DMEM (Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies) contenant, 100 U/ml de penicilline Gibco BRL, )nvitrogen Life Technologies ,  μg/ml de Streptomycine Gibco BRL, )nvitrogen Life Technologies  et  μg/ml d’Amphotéricine B Sigma-Aldrich). Le morceau d’estomac est rincé abondamment avec du sérum physiologique afin d’éliminer 

toutes les traces de sang et de mucus. Il est découpé longitudinalement suivant le sillon 

chirurgical, ouvert et étalé. La graisse, la couche musculaire et la sous-muqueuse sont éliminées mécaniquement. L’épithélium gastrique est rincé de nouveau dans du sérum 

physiologique puis découpé en fins lambeaux de quelques millimètres. Une première 

digestion enzymatique est réalisée avec 0,5 mg/ml de Collagénase B (Roche diagnostics, 

Meylan, France), 2,5 mg/ml de Pronase (Roche Diagnotics) et 3U/ml de Dispase (Sigma-

Aldrich) pendant 40 minutes à 37°C. Le surnageant est éliminé et les cellules sont 

dissociées grâce à deux digestions successives dans une solution contenant de la trypsine 

1X et , % d’acide Tétra Acétique Diamine Ethylène EDTA  Gibco BRL, )nvitrogen Life 

Technologies) pendant 15 min à 37°C. La suspension cellulaire est ensuite filtrée à travers un tamis de  μm en présence de DMEM complémenté avec % de sérum de veau 
foetal (Sigma-Aldrich). Après centrifugation (400g, 5 min), le culot cellulaire est repris 

dans du milieu DMEM, lavé 2 fois par centrifugation, puis à nouveau repris dans du 

DMEM. La suspension cellulaire est alors à nouveau filtrée à travers un tamis de 100 µm. 

Après centrifugation, le culot cellulaire est repris dans le milieu de culture constitué de (am’s F12 et de DMEM (v/v  complémenté avec % de Sérum de Veau Fœtal Sigma-

Aldrich), 0,5 ng/ml de EGF («Epidermal Growth Factor», BRL, Invitrogen Life 

Technologies) et 15 ng/ml de HGF («Hepatocyte Growth Factor», Miltenyi Biotec SAS, 
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Paris, France). Les cellules sont ensuite comptées en présence de bleu Trypan et la 

concentration cellulaire est ajustée à 4.105 cellules/ml dans des plaques de culture 24 

puits « pré-coatées » au collagène de type I (BD Biocoat, Becton Dickinson, Le Pont-De-

Claix, France) puis mises en culture à 37°C sous une atmosphère contenant 5% de CO2. Le 

milieu de culture est changé après 24 h puis est renouvelé tous les 2 jours. La culture 

primaire des CEGH est poursuivie pendant  jours jusqu’à l’obtention d’un tapis cellulaire 
avoisinant 80% de confluence avant d’être infectée par une suspension bactérienne. 
IV.2.b.  Infection des CEGHA par H. pylori 

La monocouche de CEGH est lavée en milieu Ham’s F12/DMEM seul puis gardée 

dans ce milieu dépourvu de facteurs de croissance pendant 12h avant d’être mise en 
contact avec une suspension de H. pylori souches B  et B ∆cagM) à une dose 

infectieuse allant de 10 ou 100 bactéries/cellule pendant 3h ou 24h sous atmosphère 

humide à 37°C contenant 5% de CO2. Les surnageants de culture sont ensuite récupérés, 

centrifugés (400 g, 5 min, 20°C) puis congelés à -80°C avant de réaliser un dosage protéique. Pour l’extraction des ARN totaux, la monocouche de CEG( est lavée deux fois 
avec un milieu PBS puis lysée en présence de  μl de tampon RA  et  μl de TCEP Tris 
2-Carboxylethyl Phosphine Hydrochloride) selon les instructions données par le 

fournisseur (kit Macherey Nagel RNA XS, Hoerd, France). Le lysat cellulaire est congelé à    

- °C avant de procéder à l’extraction des ARN. 
IV.2.c.  Stimulation des CEG(A par l’acide lipoteichoïque LTA  et blocage du 
Toll-Like Receptor 2 (TLR2) 

La monocouche de CEGH est mise en présence soit de  µg/ml d’acide 
lipoteichoïque purifié à partir de Staphylococcus aureaus (Invivogen, San Diego, Etats-

Unis) soit avec une suspension de H. pylori (souche B128 à la dose infectieuse de 100 bactéries/cellule  avec ou sans  µg/ml de l’anticorps monoclonal neutralisant du TLR  
(Anti-hTLR2-IgA) (Invivogen) pendant 24h sous atmosphère humide à 37°C contenant 

5% de CO2. Les surnageants de culture sont ensuite récupérés, centrifugés (400 g, 5 min, 

20°C) puis congelés à -80°C avant de réaliser un dosage protéique. 

IV.2.d.  Culture et expansion de la lignée cellulaire gastrique humaine AGS 

Les cellules AGS sont cultivées dans des flasques de 25 ml en présence de DMEM 

supplémenté de 10% de SVF (v/v) (Sigma-Aldrich), 50 U/ml de pénicilline (Gibco BRL, 

Invitrogen Life Technologies) et 50 mg/ml de streptomycine (Gibco BRL, Invitrogen Life 

Technologies). Les cultures sont maintenues à 37°C sous une atmosphère contenant 5% 

de CO2 pendant 3 jours. A confluence, les AGS sont trypsinées, comptées au bleu de trypan 

et ensemencées dans des plaques de culture de 24 puits à une densité de 

4.105°cellules/puits avant d’entamer les marquages immunochimiques. 
IV.2.e.  Culture et expansion de cellules gastriques à phénotype de cellules 

souches (CPS) 

Les cellules gastriques à phénotype de cellules souches (CPS) sont obtenues à 

partir de cultures vieillissantes de cellules épithéliales gastriques. En effet, le maintien en 
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culture pendant 3 à 4 semaines des primo-cultures de cellules épithéliales gastriques 

comme décrit ci-dessus permet d’observer d’une part la dégénérescence des cellules épithéliales et d’autre part une prolifération de cellules de type fibroblastique sur 
lesquelles est observé le développement de structures tridimensionnelles en forme de sphères, les CPS. L’expansion et le maintien des cultures de CPS sont réalisés dans des plaques  puits dans un milieu constitué d’un mélange de (am’s F12/DMEM (v/v) 

complémenté avec 10% de SVF à 37°C sous une atmosphère contenant 5% de CO2. 

IV.2.f.  Culture des CPS sur les Fibroblastes Embryonnaires de souris (MEF, 

Murine Embryonic Fibroblasts) 

Les MEF sont des Fibroblastes Embryonnaires de souris dont l’activité mitotique 
est stoppée par traitement à la mitomycine. Ils sont utilisés préférentiellement comme cellules nourricières qui soutiennent l’auto-renouvellement des cellules souches 

embryonnaires et permettent leur maintien dans un état indifférencié (Thomson et al., 

1998; Reubinoff et al., 2000; Xu et al., 2001). 

Traitement des MEF à la mitomycine, conservation et remise en culture 

Les MEF sont cultivés dans des plaques de culture préalablement recouvertes de 

gélatine (Sigma Aldrich) dans du DMEM (Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies) 

complémenté avec % de Sérum de Veau Fœtal (Stemcell Technologies, Grenoble, 

France) qui empêche la différenciation des cellules souches et 10-4 M de -mercapto-

éthanol. A confluence, les cellules sont traitées à la mitomycine 1X (Sigma Aldrich) qui est 

un agent alkylant induisant la formation d’adduits d’ADN, pendant  heures. Les MEF sont 
ensuite remises en suspension grâce à une solution de 0,25% de trypsine , % d’EDTA 
(Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies) puis centrifugées 10min à 400g. Les cellules 

sont congelées à -80°C dans un milieu contenant 10% de diméthylsulfoxyde. Les MEF sont 

décongelées et remises en culture (7.104 cellules/cm2) dans un milieu contenant du 

DMEM-10% SVF en plaque 6 puits pour la réalisation de la coculture avec les CPS. 

Culture des CPS sur MEF 

Les sphères de CPS sont décrochées de leur matrice sous-jacente à l’aide d’une 
pipette spécifique au prélèvement (Stem cell cutting tool, VitroLife, Etats-Unis). Cet instrument permet le découpage précis de chaque sphère ; il est muni d’une poire 
permettant la récupération individuelle des sphères par aspiration. Les sphères sont dissociées dans  µl d’un milieu tamponné contenant 0,25% de trypsine et 0,05% d’EDTA Gibco BRL, )nvitrogen Life Technologies  pendant  min à °C. Après addition 
de deux volumes de (am’s F12/DMEM (v/v), 10% SVF, la suspension cellulaire est 

centrifugée à 400g pendant 10min et déposée sur le lit de MEF. 

Test de croissance sans ancrage Une solution d’agarose à , % est préparée dans du milieu de culture constitué d’un mélange de (am’s F12/DMEM (v/v) complémenté avec 10% de Sérum de Veau Fœtal. Elle est coulée en fine couche dans des plaques  de culture 6 puits et gardée à 37°C pendant  min jusqu’à gélification. Les boules prélevées sont dissociées dans 50 µl de 
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trypsine-0,05% EDTA (Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies) pendant 10 min à 37°C. 

Après centrifugation (6min, 600g), les cellules sont resuspendues dans 200 µl de milieu de 

culture ((am’s F12/DMEM complémenté avec 10% de Sérum de Veau Foetal) et déposées sur la fine couche d’agarose. Après  jours d’incubation à °C, du milieu de culture 
((am’s F12/DMEM complémenté avec 10% de Sérum de Veau Fœtal  est ajouté. Les 
colonies sont comptées après 7 à 10 jours de culture. 

IV.3.  Biologie Moléculaire 

IV.3.a.  Extraction d’ARN L’extraction des ARN totaux est réalisée à l’aide de kits commerciaux suivant les 
protocoles donnés par les fournisseurs avec quelques modifications. Les kits sont le MagNa pure Compact Roche  utilisé pour l’extraction d’ARN à partir des tissus murins 
congelés, le Nucleo-Spin XS (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) utilisé pour l’extraction de l’ARN des cellules épithéliales gastriques humaines (CEGH), et le kit Arcturus Picopure 

RNA Isolation kit (Applied Biosciences) utilisé pour l’extraction de l’ARN des CPS. 

Les tissus murins congelés sont broyés en présence d’azote liquide à l’aide d’un 
pilon dans un mortier préalablement refroidi sur un lit de carboglace. Le broyat est transféré dans  μl de tampon de lyse puis homogénéisé pendant  min à température 
ambiante. La suspension est ensuite centrifugée 5 min à 10 000g, le surnageant est prélevé et déposé dans des tubes d’extraction. L’extraction d’ARN est réalisée à l’aide de l’extracteur automatique MagNa Pure Compact (Roche Applied Science, Allemagne). Le principe de cette technique repose sur l’affinité des acides nucléiques ARN et ADN  pour 
la silice présente sur des billes magnétiques. L’ADN est dégradé par un traitement à la 
DNase I et les ARN sont élués avec  μl d’eau « RNase-free, DNAse free » (Gibco BRL) 

additionnée de 40 U de RNaseout® (Invitrogen) pour éviter leur dégradation. 

Les lysats de CEGH sont décongelés lentement sur glace. Est ensuite ajoutée une solution contenant ng/µl d’ARN « Carrier » permettant de précipiter de petites quantités d’acides nucléiques. La suspension est alors filtrée sur une première colonne 

«Nucleospin® filter column» permettant d’éliminer les gros débris cellulaires, puis les 
acides nucléiques sont précipités en présence d’éthanol à % v/v  avant d’être retenus 

sur une colonne de silice «Nucleospin® RNA XS column». La membrane de silice est dessalée et l’ADN est dégradé par digestion enzymatique pendant  min à température 
ambiante. La membrane est lavée et les ARN sont élués dans  μl d’eau «RNase-free, 

DNAse free» (Gibco BRL) additionnée de 40 U de RNaseout® (Invitrogen). 

Les acides nucléiques sont extraits des CPS après une lyse dans un tampon d’extraction de 30 min à 42°C. Ils sont précipités en présence d’éthanol à  % v/v) puis 

fixés sur les colonnes «Arcturus Purification Columns » préalablement conditionnées avec 

250 µl de tampon de conditionnement. La membrane est lavée et les ARN sont élués dans  μl d’eau «RNase-free, DNAse free» (Gibco BRL) additionnée de 40 U de RNaseout® 

(Invitrogen). La quantité d’ARN est déterminée en mesurant la densité optique DO  à  nm à l’aide d’un Nanodrop  Thermo Scientific, Cergy Pontoise, France . Une lecture 
complémentaire à 280 nm permet de vérifier la contamination protéique en calculant le 
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ratio /  nm. Tous les échantillons utilisés pour l’analyse quantitative des ARNm 
possédaient un ratio supérieur ou égal à 1,8. La qualité des ARN est analysée par électrophorèse sur un gel d’agarose à , % (p/v) contenant ,  μg/ml de GelRed® 

(Fluoroprobes, Interchim, Montluçon, France). 

IV.3.b.  Transcription inverse et quantification des acides 

désoxyribonucléiques complémentaires L’étape de transcription inverse est réalisée avec  à  μg d’ARN totaux en présence 
de 10 mM de désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP) (Invitrogen Life Technologies) et de ,  μg d’héxamères nucléotidiques générés de façon aléatoire )nvitrogen  suivant 
les instructions données par le fournisseur (kit Superscript®II). Le mélange est incubé 

5°min à °C puis refroidi  min à °C avant l’addition d’un tampon «First Strand Buffer» 

(Invitrogen) et de 10 mM de dithiothréitol (Invitrogen). La suspension est portée à 25°C pendant  min avant l’addition de U de transcriptase inverse suivie d’une incubation de 

8°min à 25°C puis 60 min à 42°C et enfin 15 min à 70°C. La transcription inverse des ARN 

totaux issus des CPS est réalisée avec 100 ng d’ARN totaux en utilisant le kit 
Superscript®III, (Invitrogen) suivant les instructions du fournisseur. 

IV.3.c.  Quantification de l’expression des ARNm par PCR quantitative  Cette technique permet d’amplifier des fragments d’ADN de façon exponentielle et 
de les quantifier grâce au « SYBR Green®», une molécule de cyanine assymétrique qui se 

fixe dans le petit sillon des ADN double brin. Lors de sa fixation, le SYBR Green émet une 

fluorescence à 525 nm. La PCR est réalisée dans des plaques 96 puits (LightCycler 480, 

multiwell plate 96, Roche, Applied Sciences, Mannheim, Allemagne  à l’aide du kit 
«LightCycler 480 SYBR GREEN I Master» (Roche, Applied Science) contenant de la Taq 

polymérase, du MgCl2, et des dNTP, auxquels sont ajoutés  μM de chaque amorce et ,  ng d’ADNc. La ADN polymérase est activée par incubation du mélange pendant 5 min à 

95°C, puis 40 (45 pour les CPS  cycles d’amplification comprenant  s à 95°C, 15 s à 64°C, 

20 s à 72°C pour les ADNc des CEGH, ou 20 s à 95°C, 15 s à 60°C et 20 s à 72°C pour les ADNc issus de tissus murins ou  s à °C,  s à °C et  s à °C pour l’amplification 
des ADNc des CPS, sont réalisés. La quantification des produits de PCR est réalisée par une mesure de l’intensité de fluorescence à la fin de chaque cycle de PCR. La température est 
enfin portée de 60 à 95°C et une mesure de la fluorescence est réalisée tous les 0,5°C afin d’obtenir une courbe de fusion du produit final de PCR permettant d’apprécier la qualité et la spécificité de l’amplicon. La température de fusion est obtenue au maximum de la 
dérivée négative de la fluorescence en fonction de la température.  

Une quantification relative par la méthode du ∆∆Ct est réalisée en utilisant des 
gènes de référence tels que celui codant la GlycérAldéhyde-Phospho-DésHydrogénase 

(GAPDH), enzyme constitutivement exprimée et intervenant dans la glycolyse. En effet, l’expression du gène d’intérêt dans l’échantillon est exprimée par rapport au gène de 
référence : Ct gène cible – Ct GAPD( = ∆Ct échantillon. Puis, cette valeur ∆Ct échantillon est comparée à celle obtenue pour l’échantillon « calibreur » ∆Ct calibreur  qui 
correspond dans nos études aux échantillons dits «contrôle» : ∆Ct échantillon - ∆Ct contrôle = ∆∆Ct. Cette valeur est ensuite élevée à la puissance 2 : 2-∆∆Ct ceci n’est possible 
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que si l’on a préalablement vérifié que l’efficacité de PCR obtenue avec chaque couple d’amorces permet d’obtenir un doublement de la quantité d’ADN à chaque cycle ; la valeur obtenue rend compte du facteur d’augmentation ou de diminution de la quantité d’ARN messager codant le gène cible présent dans l’échantillon par rapport à l’échantillon 

«contrôle». 

IV.3.d.  Analyse de l’expression des ARNm des CPS par micro-arrays  

Les ARN totaux congelés à -80°C sont envoyés au CHU de Poitiers dans le service d’hématologie et oncologie biologique Dr. Jean-Claude C(OMEL . L’analyse de l’expression des gènes de pluripotence est réalisée par la technique de « microarrays » 

grâce à une carte microfluidique dédiée (« TaqMan® Human Stem Cell Pluripotency Array 

», Applied Biosystems). Cette carte est composée de 4 rangées identiques de 96 gènes (90 

gènes cibles et 6 gènes contrôles). Les gènes cibles comprennent des gènes exprimés dans 

les cellules non-différenciées, des gènes impliqués dans le maintien de la pluripotence, des 

gènes à caractère souche et des gènes de marqueurs de différenciation. Brièvement, une 

transcription inverse de  µg d’ARN totaux est réalisée avec le kit (igh Capacity RNA-to-

cDNA (Applied Biosystems) selon les instructions données par le fournisseur. Chaque piste de la carte microfluidique est chargée avec  µl d’un mélange contenant l’ADNc et 

50 µl de 2X TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). La PCR quantitative est réalisée sur l’AB) PR)SM (T Applied Biosystems . L’expérience est réalisée en 

duplicates et les gènes cibles non amplifiés sont exclus. L’analyse des données d’amplification est réalisée avec le logiciel StatMiner 3.0 software (Integromics, Madrid, 

Espagne). La quantification relative des gènes cibles est déterminée par la méthode 2−ΔΔCt en utilisant le gène de ménage le plus stable GAPD(  comme contrôle et l’expression est 

normalisée par rapport à la lignée H1 « Embryonic stem cell line » (H1-ES). Les profils des 

clustering genes sont déterminés en utilisant des algorithmes hiérarchiques du logiciel 

StatMiner. 

IV.4.  Biochimie des protéines 

IV.4.a.  Dosage ELISA 

Le dosage ELISA permet de doser des protéines dans des lysats ou des surnageants de culture. Lors d’un dosage immunoenzymatique de type «sandwich», deux anticorps Ac  reconnaissant spécifiquement la molécule à doser sont utilisés. L’Ac de fixation 
permet la capture de l’antigène. L’anticorps de révélation souvent couplé à la peroxydase catalysera une réaction colorée. Les niveaux d’expression des protéines humaines sont déterminés grâce à des kits de paires d’Ac selon les indications données par les 
fournisseurs (Peprotech ; Rocky Hill, NJ, Etats-Unis pour hBD2, hBD3, CXCL8 et R&D 

systems Europe ; Lille, France pour CXCL  et TNF . 
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IV.4.b.  Immunohistochimie 

Etude de l’expression de la cytokératine 18 CK18 , la mucine 1 MUC1 , la mucine 
5AC (MUC5AC), le trefoil facteur (TFF-1/pS2)  

Les CEGH sont cultivées en plaques 24 puits pendant 4 jours. Après action de la 

trypsine, les CEGH sont déposées sur des lames de verre (5.104 cellules/lame, Superfrost®, 

Thermo Scientific) par cytocentrifugation (250g, 6min) et congelées à - °C jusqu’à la 
réalisation du marquage. Après décongélation, les CEGH sont fixées dans un bain 

contenant 4% de paraformaldéhyde en tampon phosphate, pH 7,4 (Sigma-Aldrich), 

pendant 20 min à température ambiante. Après 3 lavages en PBS, les sites non spécifiques 

sont saturés pendant 30 min à température ambiante avec un tampon PBS contenant soit 

5% de sérum d’âne Sigma-Aldrich) pour le marquage de la CK18 soit 5% de sérum de 

chèvre (Sigma-Aldrich) pour le marquage de MUC1, MUC5A et TFF-1. 

La solution de saturation est aspirée et les Ac spécifiques de chaque antigène 

recherché sont ensuite déposés et incubées 2h à température ambiante en chambre humide. L’Ac primaire monoclonal murin anti-Cytokératine 18 humaine (CK18, sc-58727, 

Santa Cruz Biotechnology) est dilué à 1 µg/ml dans une solution de PBS contenant 1% de sérum d’âne, les Ac primaires polyclonaux de lapin anti-Mucin 1, anti-Mucin 5AC et anti-

pS2 humains (MUC1, sc-15333 ; MUC5AC, sc-20118 ; TFF-1/pS2, sc-28925, Santa Cruz 

Biotechnology) sont dilués à 2 µg/ml dans une solution de PBS contenant 1% sérum de 

chèvre. Après un premier lavage rapide dans un tampon PBS contenant de 0,05% Tween, 

les CEGH sont lavés dans trois bains successifs de tampon PBS, 5 min à température ambiante, puis incubés avec l’Ac secondaire d’âne anti-)gG de souris couplé à l’Alexa®-fluor  )nvitrogen  ou l’Ac secondaire de chèvre anti-IgG de lapin couplé à la 

Rhodamine-RedX® Jackson )mmunoresearch  pendant  min à l’obscurité, à 
température ambiante et en chambre humide. Après un lavage rapide dans un tampon 

PBS contenant de 0,05% Tween, les cellules sont lavées 3 fois dans des bains de PBS avant d’être montées entre lames et lamelles avec un milieu de montage contenant du DAP) 
(UltraCruz Hard-set Mounting Medium, Santa Cruz Boitechnology), une molécule possédant une forte affinité pour l’ADN et permettant de visualiser les noyaux après une 

excitation par les UV. Les lames sont ensuite observées au microscope confocal Olympus Fluoview™ FV  Olympus  à l’objectif x40. 

Protocole de marquage à la phosphatase alcaline 

Les cultures de fibroblastes et de CPS en plaques 6 puits sont fixés au méthanol 

pendant 2 min à -20°C. Les cellules sont ensuite lavées pendant 10 min avec une solution 

tamponnée au pH 9,5 et constituée de Tris-HCl (0.16 g/ml), de NaCl (100 mM), et de 

MgCl2 (10°mM) puis incubées dans une solution constituée de 5 ml de tampon A, 16,5 µl 

de solution acqueuse 1 composée de 25mg/ml de 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl Phosphate 

(Sigma-Aldrich) et 16,5 µl de solution 2 composée de 10 mg de Nitro-Blue Tetrazolium 

(Sigma-Aldrich) dissouts dans 500 µl de Di-Méthyl Formamide (Sigma-Aldrich) pendant  min. Les cellules sont ensuite rincées à l’eau distillée et les noyaux marqués sont 
observés au microscope OLYMPUS CK X41. 
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IV.5.  Tests statistiques 

Les données présentées correspondent à la moyenne des données obtenues pour 

les expériences réalisées avec une erreur type SEM (Standard Error of the Mean). L’analyse statistique de la significativité est calculée en utilisant un t-test de student non 

paramétrique et non apparié (Mann-Whitney) ou un test de Kruskal-Wallis pour une 

analyse de variance non-paramétrique suivie d'un test de Dunn pour une comparaison 

entre groupes. Un résultat est dit généralement significatif lorsqu’il n’y a pas plus de 
5°chances sur 100 que ce même résultat ait été produit par les fluctuations du hasard ; ce 

qui correspond à une probabilité p de 5 % soit p = 0,05. Le logiciel REST a permis d’analyser la différence d’expression des gènes entre deux conditions en utilisant les données d’amplification en temps réel obtenues en QRT-PCR. Ce test statistique permet de déterminer si la variation d’expression des échantillons est significative après 
normalisation sur des gènes de ménage. Pour tous les tests statistiques utilisés les valeurs 

significatives sont représentées par *. 
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Chapitre V.  Modèle murin d’infection par H. pylori La première partie de mes travaux de thèse a été dédiée à l’étude cinétique de la 
modulation de la réponse antimicrobienne liée à H. pylori dans un modèle murin. Le but 

étant de mettre en évidence le rôle de la protéine CagA dans l’induction de l’expression de 

peptides antimicrobiens chez les souris infectées par H. pylori.  L’infection des souris C BL/ J a été réalisée avec une souche humaine de H. pylori 

HP141WT qui présente un cag PAI fonctionnel ou avec son mutant isogénique (P ∆cagA. La cinétique d’infection a duré entre  et  jours. Après sacrifice des 
souris et prélèvement des estomacs, une évaluation de la densité bactérienne des souches implantées et une étude de l’expression des gènes codant pour les différents médiateurs 

de la réponse antimicrobienne ont été réalisées. 

V.1.  Colonisation des souris par les souches (P141WT et (P141ΔcagA 

Deux lots constitués chacun de 6 souris femelles C57BL/6 ont été infectés par une 

suspension bactérienne de H. pylori HP141WT ou (P ∆cagA à 108 UFC/ml. Le 

dénombrement bactérien dans les biopsies gastriques murines après 3 à 180 jours infection ne montre aucune différence du taux d’implantation entre les deux souches à 3 et  jours. En revanche, après  jours d’infection, le taux d’implantation est 

significativement plus élevé chez les souris infectées par la souche HP ∆cagA 

(*p<0,001) (Figure 19) et atteint 4,22 104 UFC/ml contre 2,53 103 UFC/ml pour les souris 

infectées par la souche HP141WT. 

Au cours de ce protocole, 60% des souris gavées avec la souche HP141WT et 60% 

des souris gavées avec la souche (P ∆cagA ont été efficacement colonisés. H. pylori n’a 
jamais été isolée chez les souris témoins. L’évaluation du taux d’implantation bactérienne dans la muqueuse murine a 
montré que les souris infectées par la souche (P ∆cagA étaient plus colonisées que les 

souris infectées par la souche sauvage. Ce résultat est cohérent avec des études 

antérieures effectuées sur un modèle de gerbille qui démontrent une densité de 

colonisation plus élevée chez les gerbilles infectées par des souches de H. pylori délétées 

de manière isogénique des gènes cagA ou cagY par rapport aux animaux infectés par la 

souche sauvage (Rieder et al., 2005). De plus, Hornsby et al, ont également observé une 

densité de colonisation plus élevée chez des Rhésus macaques infectés par une souche de 

H. pylori entièrement délétée de cag PAI par rapport aux macaques infectés par la souche 

sauvage (Hornsby et al., 2008). Le rôle de la protéine CagA dans la colonisation bactérienne et l'induction de l'inflammation n’est toujours pas entièrement élucidé (Eaton 

et al., 2001a; Akanuma et al., 2002). Toutefois, il a été récemment démontré que la voie de 

signalisation Nod  régule l'induction des -défensines au cours de l'infection par H. pylori 

et ceci de façon cag PAI-dépendante, ce qui suggère une implication de cette voie dans la colonisation et l’implantation de la bactérie via la régulation de la production d'effecteurs 

antimicrobiens (Semple et al., 2006). Par conséquent, il est possible que la souche 

HP141WT ait induit une plus forte réponse antimicrobienne que la souche (P ∆cagA 
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ce qui a conduit à une diminution du taux de colonisation gastrique chez les animaux 

infectés par cette souche. L’échec de colonisation gastrique par H. pylori pour environ 40% des souris 

infectées peut également être lié à la réponse innée de l'hôte. 

 

Figure 19.  Taux d'implantation de H. pylori dans la muqueuse gastrique murine 

Implantation des souches (P WT et (P ∆cagA chez les souris C BL/  après 3, 30 et 180 jours 

d'infection (moyenne ± erreur standard du log UFC/estomac). *p<0,001 

V.2.  Expression des peptides antimicrobiens S100A9 et mBD3 L’expression relative des ARNm des peptides antimicrobiens S100A9 and mBD3 

par rapport aux témoins a été réalisée par RT-PCR chez les souris infectées et colonisées 

par HP141WT ou (P ∆cagA ainsi que chez les souris infectées mais non colonisées par 

HP141WT ou (P ∆cagA (Figure 20). La première observation qui à noter est que la 

présence de la protéine CagA fonctionnelle ne semble pas être déterminante dans la 

production de peptides antimicrobiens par la muqueuse gastrique murine. En effet, 

aucune différence significative de production de S100A9 ou de mBD  n’est observée entre 

les souris infectées par HP141WT et celles infectées par la souche (P ∆cagA tout au 

long de la cinétique. Dans ce modèle, la souche (P ∆cagA est délétée du gène cagA et non pas de l'ensemble de l’îlot cag PAI, ce qui suggère que d'autres éléments majeurs de 

cet îlot tel que le système de sécrétion de type IV qui permet la translocation du 

peptidoglycane et l’activation de la voie de signalisation Nod-1 pourraient être impliqués 

dans l'induction des molécules de défense de l'hôte (Boughan et al., 2006; Semple et al., 

2006; Grubman et al., 2010). 

En revanche, une augmentation significative de l’expression de S A  est 

observée chez les souris infectées mais non colonisées comparativement aux souris 

infectées et colonisées par HP141WT ou (P ∆cagA après  jours d’infection (*p<0.05) 
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(Figure 20). L’expression relative du transcrit de mBD3 chez les souris infectées non 

colonisées est, par rapport aux souris colonisées par HP141WT ou (P ∆cagA, plus élevée après  jours d’infection mais la différence n’est pas statistiquement significative. L’augmentation du taux d’expression de S100A9 observée chez les souris infectées 

non colonisées pourrait apporter un nouvel éclairage sur les fonctions biologiques de ce 

peptide. En fait, S100A9 est une protéine cationique de faible poids moléculaire connue 

pour être impliquée dans la génération d'un gradient chimiotactique pour le recrutement 

des neutrophiles au cours de l'inflammation, mais présente aussi des propriétés 

bactériostatiques (Steinbakk et al., 1990; Leach et al., 2008). Une étude récente a montré 

que S100A9 est essentiel pour la résistance des kératinocytes à l'invasion par Listeria 

monocytogenes et Salmonella Typhimurium (Zaia et al., 2009). En outre, le complexe 

hétérodimérique S1008/S100A9 dit calprotectine, peut inhiber la croissance de diverses 

espèces bactériennes et fongiques, et à ce jour, son activité microbicide a été décrite 

contre Esherishia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, 

Capnocytophaga sputigena et Borrelia burgdorferi, ainsi que contre la levure Candida 

albicans (Miyasaki et al., 1993; Murthy et al., 1993; Brandtzaeg et al., 1995; Lusitani et al., 

2003). La chélation et la séquestration de l’ion zinc Zn2+, la déplétion du taux d’acide 
arachidonique ou la lyse de la membrane cellulaire bactérienne sont parmi les mécanismes d’activité antimicrobienne qui ont été proposées pour le complexe 

calprotectine (Sohnle et al., 2000; Nacken et al., 2005; Leach et al., 2008). En ce qui 

concerne H. pylori, une étude récente a montré que S100A9 est fortement exprimé dans la 

muqueuse gastrique  des enfants infectés par H. pylori (Leach et al., 2008). Les auteurs ont 

suggéré une éventuelle propriété bactériostatique de ce peptide contre H. pylori. D’un autre côté, il est maintenant communément admis que hBD2 est fortement 

induit au cours de l'infection par H. pylori et qu'il possède une activité antimicrobienne 

directe contre cette bactérie, ce qui renforce du rôle des -défensines dans la défense 

antimicrobienne (Wehkamp et al., 2003; Hornsby et al., 2008; Grubman et al., 2010). Le 

système de défense de l'hôte contre les infections bactériennes implique un large éventail de composants essentiels, notamment les -défensines et les protéines de la famille S100. 

Dans ce modèle, nous supposons que la production accrue de S100A9 dans la 

muqueuse gastrique pourrait être impliquée dans l’échec de l’implantation et de la 

colonisation de H. pylori. Cette hypothèse concorde avec certaines propriétés 

antimicrobiennes précédemment décrites liées à ce peptide. Une meilleure 

compréhension des fonctions et des mécanismes de régulation de S100A9 et du complexe 

S100A8/S100A9 dans la muqueuse gastrique au cours de l'infection par H. pylori sont 

encore nécessaires. 
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Figure 20.  Expression des ARNm de S100A9 et mBD3 dans la muqueuse 

gastrique murine après infection par H. pylori 

Analyse par RT-PCR quantitative (moyenne ± erreur standard  de l’expression relative de l’ARNm de 
S100A9 (A) et de mBD3 (B) dans la muqueuse gastrique murine après ,  et  jours d’infection 

par les souches (P WT ou (P ∆cagA. *p< ,05 
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Chapitre VI.  Culture primaire de cellules 

épithéliales gastriques humaines et modèle 

d’infection par H. pylori 

VI.1.  Introduction 

La première infection expérimentale par H. pylori a été réalisée chez l'homme par 

manque de modèle animal de laboratoire (Marshall et al., 1985). Depuis, plusieurs 

modèles animaux ont été développés pour étudier l'infection par cette bactérie (O'Rourke 

et al., 2003) mais tous présentent certaines limites. Le modèle le plus prometteur est peut-

être le modèle de la gerbille de Mongolie qui permet de générer un état pathologique proche de celui observé chez l’homme. Néanmoins, ce modèle ne permet pas d’explorer l’implication fonctionnelle des facteurs de l'hôte dans la maladie du fait qu’il manque des 
outils génétiques, immunologiques et moléculaires destinés à une telle étude. Dans les 

modèles murins, où existent ces outils, l'infection par H. pylori ne provoque pas d'ulcères ou d'adénocarcinome gastrique. L’infection à long terme des souris BALB/c par d'autres 
souches de Helicobacter comme H. felis et H. heilmannii, et dans une moindre mesure avec 

une souche de H. pylori adaptée à la souris (SS1), peut conduire au développement du 

lymphome de MALT. H. felis peut accélérer le développement d’adénocarcinome gastrique 
chez des souris transgéniques exprimant des niveaux hormonaux élevés de gastrine 

(Wang et al., 2000). Cependant, ces souches ne possèdent pas l’îlot de pathogénicité cag et 

quand elles sont adaptées à la souris, elles encourent des mutations au niveau de ce locus, ce qui rend difficile l’étude de l’implication de ce facteur de virulence déterminant dans la 

physiopathologie de H. pylori dans les modèles murins (Philpott et al., 2002). 

Ainsi, pour étudier les interactions médiées par cagPAI entre H. pylori et les cellules de l’hôte, plusieurs modèles cellulaires, majoritairement issus d’adénocarcinome 
gastrique (AGS, KATO- , MKN… , ont été développés.  

Bien que ces modèles aient clarifié plusieurs aspects des modifications déclenchées 

par H. pylori au niveau cellulaire telles que les altérations de voies de signalisation et la mise en place de la réponse inflammatoire, il s’est avéré plus tard que ces lignées 

possèdent elles-mêmes des altérations dans leurs voies de signalisation et ont perdu 

certains éléments déterminants dans la réponse cellulaire gastrique liée à H. pylori. La 

lignée AGS, par exemple, ne produit ni le TLR2 ni le MD2 qui est un cofacteur 

indispensable à la reconnaissance du LPS par le TLR4 (Smith et al., 2003). Ces lignées sont 

donc limitées pour étudier les interactions entre H. pylori et l’hôte. D’autre part, aucune des lignées disponibles ne forme un épithélium polarisé. L’adaptation de H. pylori au 

modèle cellulaire canin rénal polarisé (Madin-Darby Canine Kidney cells, MDCK) a révélé 

de nouveaux aspects biologiques de H. pylori telles sa capacité à exister dans des vacuoles à l’intérieur des cellules (Amieva et al., 2002) et ses effets sur les jonctions cellulaires 

(Amieva et al., 2003). L'analyse des interactions de H. pylori avec des cellules 

immunitaires (macrophages) in vitro a également révélé de nouveaux effets 

immunomodulateurs de H. pylori (Gobert et al., 2001). 
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Plusieurs tentatives de développement de modèles de culture primaires de cellules 

épithéliales gastriques fonctionnelles sont décrites dans la littérature. L’objectif étant de disposer d’un modèle plus pertinent pour mieux définir et caractériser le processus physiopathologique lié à l’infection par H. pylori. Ces essais ont été réalisés à partir de 

biopsies (Smoot et al., 2000) , de donneurs d’organes (Campos et al., 1990) ou de tissu fœtal (Basque et al., 1999). Ces modèles, qui seront détaillés plus loin dans l’ouvrage, sont restés très limités en termes de rendement et n’ont pas été utilisés pour l’étude de la 
réponse inflammatoire liée à H. pylori. 

Il est évident que la culture cellulaire primaire ne peut pas mimer toutes les 

interactions complexes entre les différents types de cellules présentes dans l'estomac, 

mais la nécessité de développer un modèle qui soit plus représentatif de la physiologie gastrique normale est d’une importance majeure pour l’étude des interactions avec 
H.°pylori et les mécanismes physiologiques et immunorégulatoires qui en découlent. L’objectif majeur de mon travail a été d’établir un protocole de culture primaire de cellules épithéliales gastriques humaines à partir de morceaux d’estomacs provenant de 
déchets opératoires générés lors de « sleeves » gastriques. L’obtention de ces cellules a été 
difficile et de nombreuses tentatives ont été nécessaires pour définir les conditions 

expérimentales nous permettant de les isoler et de les maintenir en culture. Mais nous avons finalement réussi à mettre au point une méthode d’isolement et de culture de 
cellules épithéliales gastriques humaines normales et à développer un nouveau modèle d’infection par H. pylori. La réalisation de ce projet a été le fruit d’une étroite collaboration 
entre le laboratoire LITEC et les services de chirurgie viscérale du CHU et de la 

Polyclinique de Poitiers. 

VI.2.  Premières approches expérimentales Etant donné que l’infection et le développement de la gastrite liés à H. pylori se font principalement dans la région de l’antre, et que la composition cellulaire diffère selon la 
localisation gastrique (antre ou fundus), nous avons choisi de collecter l’antre et le fundus 
et de réaliser les expérimentations séparément sur chaque localisation. 

Avant de commencer les essais de culture primaire de cellules épithéliales gastriques, nous avons voulu, dans un premier temps, examiner l’effet de H. pylori sur l’induction de l’expression de médiateurs inflammatoires directement sur les pièces d’estomac récupérées. En effet, pouvoir étudier les interactions de H. pylori avec un tissu 

entier comportant tous les types cellulaires organisés était particulièrement intéressant. Pour cela, des morceaux de taille identique d’antre et de fundus ont été découpés à l’aide d’un emporte-pièce et placés en présence de la bactérie. Les souches de H. pylori utilisées sont la (P WT et la (P ∆cagA. Plusieurs paramètres ont été testés au cours de cette 

première approche : un paramètre cinétique, la dose infectieuse, la forme de la souche 

(bacillaire/coccoïde), les milieux de culture et la taille des fragments découpés. A la fin de la stimulation, les morceaux d’estomacs et les surnageants de culture ont été récupérés et 
congelés à - °C. L’extraction d’ARN et le dosage EL)SA ont été réalisés. Les cytokines dosées sont l’)L- , l’)L- , l’)L- , le TNF- , l’)L-1 , l’)L- , l’OSM et les peptides 

antimicrobiens BD2 et BD3. Les résultats obtenus au cours de cette approche étaient non 
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reproductibles et très variables d’un patient à l’autre avec parfois des contrôles non 
stimulés avec H. pylori exprimant des taux plus importants d’)L-  et d’)L-6 que ceux des échantillons stimulés. Aucune tendance n’a donc pu être dégagée au cours de ces travaux. Ceci pouvant être partiellement expliqué par le fort stress lésionnel que subit l’estomac au 
cours de la « sleeve » ainsi qu’au cours de sa fragmentation mécanique et la forte réponse inflammatoire qui en découle empêcherait de voir l’effet bactérien. Cette approche fut 
rapidement abandonnée pour essayer de développer un modèle de culture primaire de 

cellules épithéliales gastriques humaines CEG(  pour l’étude des interactions gastriques 
avec H. pylori. 

VI.3.  Développement et mise au point du protocole de culture 

primaire des cellules épithéliales gastriques humaines  

VI.3.a.  Modèles de culture primaire de cellules épithéliales gastriques déjà 

mis en place 

La culture primaire des CEGH n’est jusqu’à présent pas entièrement maîtrisée 
malgré les tentatives de plusieurs équipes et ce modèle a été peu utilisé pour étudier les 

interactions avec H. pylori. Ceci est peut être lié aux difficultés d’isolement et d’expansion de ces cellules ainsi qu’à la disponibilité de matériel ou tissu de départ en quantité 
suffisante. Les modèles de culture primaire de CEGH déjà mis en place avant notre travail n’ont pas été très nombreux. Cependant, l’étude des données de la littérature sur ce sujet, 

permet de les classer en 3 approches expérimentales différentes. 

A partir de donneurs d’organes 

Les premiers essais de culture primaire de CEGH ont été les travaux de Campos et 

al en . L’isolement des cellules épithéliales gastriques était effectué à partir de donneurs d’organes par des digestions enzymatiques séquentielles Collagénases ) et )V  et l’utilisation d’un procédé de tri cellulaire élutriation  permettant la séparation des 

cellules selon leur taille, densité et vitesse de sédimentation. Ce modèle a servi dans un 

premier temps à l’étude de la sécrétion de la gastrine (Campos et al., 1990) et des effets de 

la cholécystokinine sur la sécrétion de somatostatine par ces cellules (Buchan et al., 1990). Dans un deuxième temps, le modèle a été repris pour étudier l’effet de H. pylori sur la 

sécrétion de gastrine (Richter-Dahlfors et al., 1998) ainsi que les caractéristiques d’attachement de H. pylori aux cellules cultivées (Heczko et al., 2000). Des modifications membranaires ont été observées chez les bactéries adhérées aux CEG( ainsi qu’une 
sécrétion de vésicules membranaires par H. pylori (Heczko et al., 2000). L’effet de l’infection par H. pylori sur les jonctions cellulaires a également été examiné (Conlin et al., 

2004). H. pylori induit l’expression de certaines protéines de régulation de l’adhésion 
bactérienne aux cellules épithéliales telles que les annexines II et IV ainsi que la séquestration dans des vésicules des protéines d’adhésion cellulaires E-cadhérine et 

IQGAP-1 (Conlin et al., 2004). Peu de données concernant la culture en elle-même prolifération des cellules, nombre de passages possible, durée de vie des cellules…  ont 
été fournies. 
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A partir de fœtus L’équipe de Ménard et al. a développé en 1999 un modèle de culture primaire de 

cellules épithéliales gastriques à partir de fœtus obtenus par avortement légal  en 
utilisant un produit non-enzymatique qui permet la récupération des cellules gastriques 

sous forme de feuillets intacts ou de gros agrégats : Le MatriSperse commercialisé par 

Collaborative Biomedical Products (Bedford, Massachusetts, Etats-Unis) (Basque et al., 

1999). La finalité des travaux utilisant cette technique a été l’étude de la synthèse et de la 

sécrétion du pepsinogène et de la lipase gastrique par ces cellules (Basque et al., 2000). D’autres études ont porté sur les effets de facteurs de croissance (EGF, TGF- , (GF) sur la 

prolifération et la régénération cellulaire (Tetreault et al., 2005). 

A partir de biopsies gastriques 

Plus récemment, l’équipe de Smoot et al., a développé un protocole de culture 

primaire de cellules épithéliales à partir de biopsies gastriques par digestions 

enzymatiques successives en utilisant un mélange de Collagénase, Dispase et Pronase 

(Smoot et al., 2000). Des travaux plus anciens basés également sur des digestions 

enzymatiques succesives de biopsies gastriques ont servi à étudier l’adhérence de 
H.°pylori aux cellules épithéliales gastriques. Ces études ont montré que H. pylori peut 

adhérer spécifiquement aux cellules primaires gastriques en stimulant la polymérisation de l’actine (Clyne et al., 1993; Smoot et al., 1993). L’étude de l’effet de VacA sur ces cellules 

montre une vacuolisation plus importante dans les cellules primaires que celle observée 

avec les cellules AGS et HeLa (Smoot et al., 1996). Des travaux plus récents ont étudié la 

translocation de CagA et sa phosphorylation dans des cellules épithéliales gastriques 

primaires ainsi que l’induction CagA-dépendante de réarrangements cyto-squelettiques et 

des altérations dans les jonctions cellulaires (Lai et al., 2006). Néanmoins, ces résultats 

étaient partiels et ont dû être complétés par des études parallèles sur le modèle AGS vu le 

faible rendement cellulaire obtenu. 

Toutes ces tentatives de culture primaire de cellules épithéliales gastriques ont 

bien évidemment apporté des éclairages sur le fonctionnement des cellules épithéliales 

gastriques humaines normales mais présentent beaucoup de limites en termes de 

quantité de cellules et de disponibilité de matériel. A ce jour, aucun de ces modèles n’a été 
repris pour étudier et établir le profil inflammatoire induit par H. pylori. L’isolement de cellules épithéliales gastriques primaires humaines (CEGH) directement à partir d’estomac est une approche originale qui a permis le développement d’un nouveau modèle cellulaire qui servira à l’étude des interactions avec H. pylori ainsi 

qu’à une meilleure compréhension de la physiologie gastrique  

VI.3.b.  Développement et mise au point du protocole expérimental 

Les CEGH étant des cellules très fragiles et nécessitant des conditions particulières de culture, les étapes de mise au point et d’optimisation du protocole expérimental ont été longues et difficiles. Une série d’expériences préliminaires a également été réalisée pour mettre au point le modèle, les conditions d’infection et les analyses qu’elles soient 
transcriptionnelles ou protéiques. 
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La dissociation cellulaire Les fragments d’estomac obtenus après « sleeve » sont particulièrement sanglants 

et visqueux dû au stress opérationnel et à la forte sécrétion de mucus. Des lavages 

abondants en sérum physiologique ont donc été nécessaires pour éliminer tout le sang et 

le mucus (Figure 21C).  La surface de l’épithélium gastrique est tapissée d’invaginations ou cryptes 
gastriques (Figure 21A). La première étape du processus de dissociation a consisté en l’élimination des épaisses couches séreuse et musculaire Figure D). La sous-muqueuse, fine couche blanche très vascularisée située en dessous de l’épithélium est également 
éliminée (Figure 21 E-F-G). L’épithélium gastrique a été découpé mécaniquement en de 
très fins morceaux et une digestion enzymatique à 37°C avec un mélange de Collegénase 

B, de Pronase et de Dispase est réalisée pendant 1 heure (Figure 21H). La Collagénase B 

est une enzyme protéolytique qui dégrade spécifiquement le collagène et certains 

éléments de la matrice extracellulaire composant les tissus. La Dispase est une enzyme 

protéolytique qui dégrade spécifiquement le collagène de type IV. La Pronase est constituée d’un mélange de protéases non spécifiques qui dégradent les protéines et 
peptides en acides aminés. Le surnageant était collecté, centrifugé (400g, 5min) et le culot 

mis en culture dans des plaques pré-coatées au collagène pour permettre l’adhésion et la prolifération. Aucune cellule n’a été obtenue à l’aide de ce procédé. 
Introduction de la trypsine 

Après plusieurs essais sans résultats, le surnageant de la première digestion a été éliminé et le tissu a été digéré à la trypsine pendant  minutes à °C. L’introduction de 
la trypsine 0,05 % EDTA fut déterminante parce qu’elle a permis un premier isolement de 

cellules épithéliales. Ces cellules se structuraient sous forme d’îlots et leur prolifération dépendait fortement de l’abondance et du contact entre ces cellules qui semblent s’auto-stimuler. L’introduction de deux étapes successives de digestion à la trypsine a permis l’obtention d’un meilleur rendement cellulaire. 

Milieux de culture 

Plusieurs milieux de culture et combinaisons de milieux de culture ont été testés 

pour la culture des cellules épithéliales gastriques. Les milieux testés ont été le RPMI, le 

DMEM, le Ham’s F  et le K-SFM (Serum Free Keratinocyte Medium). Le mélange équivolumique de DMEM/(am’s F  supplémenté de % de sérum de vœu fœtal a 
permis la meilleure expansion cellulaire. 

Facteurs de croissance et introduction du Hepatocyte Growth Factor 

Le milieu de culture des cellules épithéliales gastriques fut au début supplémenté avec  % de sérum de vœu fœtal et ,  ng/ml d’EGF La prolifération des îlots cellulaires n’était pas optimale. L’introduction de  ng/ml de (GF (Takahashi et al., 1995) ainsi que l’augmentation de la concentration d’EGF à ,  ng/ ml a permis une meilleure la 
prolifération des cellules épithéliales gastriques. 
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Optimisation des digestions enzymatiques 

La concentration des mélanges enzymatiques ainsi que la durée des digestions sont 

également des paramètres très importants à contrôler. Après plusieurs essais, la durée de 

la première digestion enzymatique a été fixée à 40 minutes à 37°C avec un mélange 

enzymatique constitué de 0,5 mg/ml de Collagénase B, 2,5 mg/ml de Pronase et 3U/ml de 

Dispase. 

Optimisation des étapes de filtrations et lavages 

Les étapes de filtration entre les différentes digestions enzymatiques jouent un rôle essentiel dans l’élimination du collagène dissous et du mucus très visqueux qui empêchent l’adhésion des cellules. Les lavages du culot cellulaire avant mise en culture permettent aussi l’élimination des débris et du collagène dissous. 

Mise en culture 

La présence de Collagène I est indispensable pour l’adhésion des cellules. 

Autres approches 

Plusieurs étapes de dissociation mécanique ont également été testées sur le 

dissociateur tissulaire automatique GentleMACS (Miltenyi Biotec, France) sans donner de 

résultats ; probablement à cause de la très forte action mécanique de cet automate qui a 

dû endommager les cellules. Des gradients de Ficoll et Percoll ont été testés pour éliminer le collagène et les débris cellulaires. L’utilisation d’un gradient de Percoll préformé a permis l’obtention de cellules épithéliales avec un rendement similaire à celui du 

protocole classique. Cependant, cette étape a été abandonnée afin de limiter au maximum 

tout stress supplémentaire pouvant altérer la prolifération des cellules. 

Les CEGH obtenues à partir de l’antre CEG(A  ou du fundus CEG(F  possèdent 
une morphologie similaire comme le montre la Figure 22. 

Le protocole expérimental détaillé de la culture primaire des CEGH est étayé dans 

la section IV.2.a de la partie 2 (Matériel et Méthodes) du présent ouvrage. 
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Figure 21.  Photos illustrant la dissection d’un morceau d’antre collecté après 
« sleeve » gastrique 

A.Antre ouvert, face intérieure; B.Face extérieure ; C.Après quelques rinçages au sérum physiologique 

; D. Elimination du muscle et graisse ; E,F,G. Elimination de la sous muqueuse et récupération de la 

couche épithéliale ; (. Première digestion enzymatique après dissociation mécanique de l’épithélium. 
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Figure 22.  Cellules épithéliales gastriques antrales et fundiques obtenues après 

48h de mise en culture 

A,D Gx40 ; B,E Gx100 ; C,F Gx200 

VI.4.  Caractérisation de la nature des cellules obtenues en culture 

VI.4.a.  Caractérisation préliminaire Le protocole expérimental mis au point a permis l’isolement de cellules gastriques 
de nature épithéliale, et plus précisément de mucocytes. La confirmation préliminaire du caractère épithélial des cellules obtenues en culture a été réalisée à l’aide d’une série de 
marquages immunocytochimiques qui ont visé à mettre en évidence la présence de 
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certains marqueurs spécifiques de la cellule épithéliale, ainsi que des protéines de la 

famille des mucines. La première série de marquage a été réalisée par le service d’anatomopathologie du C(U de Poitiers. )l s’agit d’une coloration classique à l’hématoxyline-Eosine 

(Figure°23A) pour mettre en évidence les cellules (noyau et cytoplasme), un marquage 

KL1 (Figure 23B) pour mettre en évidence la présence des cytokératines spécifiques des tissus épithéliaux et d’un marquage à l’acide périodique de Schiff (Figure 23C) qui marque 

spécifiquement les glycoprotéines présentes dans les cellules à mucus. 

 

Figure 23.  Caractérisation préliminaire des cellules gastriques primaires 

antrales après 72h de mise en culture 

A. Coloration à l'hématoxyline -Eosine Gx40; B. Marquage KL1 (cytokératines) Gx40 ; C. Marquage 

PAS (Periodic Acid Schiff) Gx40 

VI.4.b.  Etude de l’expression de CK18, MUC1, MUC5AC et TFF-1 par 

immunocytochimie 

La Cytokératine 18 (CK18) est une protéine cytoplasmique qui constitue les 

filaments intermédiaires au niveau des tissus épithéliaux monostratifiés. )l s’agit d’une 
cytokératine acide de type I exprimée spécifiquement dans les tissus épithéliaux 

glandulaires des voies respiratoires, digestives et urogénitales. Elle est également 

présente dans certaines cellules endocrines, exocrines et mésothéliales. Les cytokératines 

sont des marqueurs très utiles qui jouent un rôle critique dans la différenciation tissulaire et le maintien de l’intégrité structurale des tissus épithéliaux. 
Les mucines sont une famille de protéines, fortement glycosylées entrant dans la 

composition de nombreux mucus. Elles ont des fonctions importantes de protection des 

épithéliums des voies aériennes et digestives.  

La mucine 1 (MUC1) est associée à la membrane plasmique et est présente à la 

surface apicale des cellules épithéliales pulmonaires, gastriques et intestinale (Gendler et 

al., 1990). Elle possède des fonctions protectives contre les pathogènes. 

La mucine 5AC (MUC5AC) est exprimée sur les cellules à mucus présentes à la 

surface du fundus et de l'antre (Guyonnet Duperat et al., 1995). La sécrétion de MUC5AC est induite au cours de l’inflammation sous l’action des cytokines pro-inflammatoires IL-6 

et TNF- . 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cytoplasme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pith%C3%A9lium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mucus
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pith%C3%A9lium
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Le Trefoil Factor 1 (TFF-1)  (également nommé pS2) est exprimé sous forme de 

dimère spécifiquement dans la muqueuse gastro-intestinale. Sa fonction n’est pas 
entièrement définie mais il semble jouer un rôle protecteur et stabilisant de la muqueuse 

et est impliqué dans la régénération tissulaire (Gott et al., 1996). L’étude par immunofluorescence de l’expression de la CK  dans les cellules 
épithéliales gastriques humaines antrales (CEGHA) après 72h de mise en culture a montré 

une expression cytoplasmique de cette protéine dans quasiment toutes les cellules 

(Figure°24). Ces cellules expriment notamment les mucines MUC1, MUC5AC et le TFF-1 

(Figure°24). Les noyaux sont marqués en bleu à l’aide d’une coloration au DAP). Par 
ailleurs, comme le montre également la Figure 24, les AGS expriment la CK18, ainsi que les 

mucines MUC1, MUC5AC et le TFF-1. Ces données confirment la nature épithéliale des cellules primaires obtenues en culture et montrent qu’il s’agit principalement de cellules à 

mucus. 



Partie 3. Résultats et Discussion 

79 
 

Figure 24.  Analyse par 

immunofluorescence de l’expression de marqueurs 
spécifiques des tissus 

épithéliaux gastriques dans 

les cellules primaires antrales 

et les cellules AGS. 

Etude de l’expression de la CK18, 

MUC1, MUC5AC et TFF-1 dans les 

CEGHA et les cellules AGS à l’aide 
d’anticorps spécifiques. Mucin 1 

(C) et (D); Mucin 5AC (E) et (F); 

Trefoil Factor 1 (G) et (H); CK18 

(K) et (L). (I) et (J) sont les 

contrôles respectifs Rhodamine-

RedX® negative controls; (M) et 

(N) sont les contrôles respectifs 

Alexa®fluor 488 negative 

controls (magnification originale 

x100) 
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VI.5.  Stimulation avec H. pylori 

VI.5.a.  Changements morphologiques liés à la présence de H. pylori 

Les expériences de stimulation avec H. pylori ont été réalisées parallèlement sur les 

cellules antrales et fundiques. En revanche, vu la similarité des réponses obtenues, seuls 

les résultats obtenus avec les CEGHA sont présentées. 

La stimulation cellulaire avec les souches de H. pylori B128 et B1  ΔcagM à une 

dose infectieuse de 100 bactéries/cellule a induit de fortes modifications morphologiques altérant la structure et l’aspect des cellules en culture (Figure 25). Ces changements sont 

très similaires, indépendamment de la souche utilisée. Nous avons observé la formation de vacuoles à l’intérieur des cellules, probablement dues à la présence de la cytotoxine 
vacuolisante VacA, ainsi que des allongements cellulaires. Ces observations concordent 

avec les données de la littérature qui décrivent un phénomène similaire dans les lignées 

cellulaires AGS et MKN28 exposées à H. pylori (Segal et al., 1996; Segal et al., 1999; Cover 

et al., 2005; Argent et al., 2008). Les protrusions cellulaires allongées dites en bec de 

colibri (Segal et al., 1996; Segal et al., 1999) sont provoquées par la translocation et 

phosphorylation de CagA dans le cytosol (Selbach et al., 2002a; Stein et al., 2002) et l’interaction de CagA phosphorylée avec S(P-2 phosphatase (Higashi et al., 2002). Une 

étude récente a montré une vacuolisation plus importante dans les cellules stimulées par 

des souches de H. pylori mutées pour les gènes cagA et cagE, et un phénotype en bec de 

colibri plus exacerbé dans les cellules stimulées par des souches mutées pour VacA 

(Argent et al., 2008). Les auteurs proposent une modulation entre les effets induits par 

CagA et VacA sur les cellules épithéliales permettant potentiellement une interaction de 

H.°pylori avec les cellules épithéliales sans provoquer de dommages cellulaires excessifs 

(Argent et al., 2008). 

Dans notre modèle, les changements morphologiques similaires provoqués par les 

deux souches de H. pylori ne nous permettent pas de conclure quant au rôle de cag dans ce 

processus physiopathologique. La dose infectieuse étant très élevée, elle empêche 

probablement de voir les effets de cag sur le phénotype cellulaire. Une exposition moins 

longue des cellules avec H. pylori à des doses infectieuses plus faible permettrait de mieux 

discerner les altérations morphologiques cellulaires induites par chaque souche. 
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Figure 25.  Modifications morphologiques des cellules épithéliales gastriques après h d’exposition à H. pylori 

Les CEGHA sont stimulées ou non avec H. pylori B  et B  ΔcagM à la dose infectieuse de 

100°bactéries/cellule. A : CEGHA non stimulées, B : CEGHA stimulées avec B128, C : CEGHA stimulées 

avec B128°ΔcagM Gx  

VI.5.b.  Détermination de la dose infectieuse et des temps de stimulation Dans l’objectif d’établir un profil transcriptionnel et protéique des médiateurs inflammatoires induits au cours de l’infection par H. pylori, nous avons réalisé une 

stimulation des CEGHA (80% confluence) avec des souches de H. pylori après 72h de mise en culture. Une série d’expériences préliminaires nous a permis d’établir une cinétique d’infection et de déterminer les doses infectieuses qui seront utilisées au cours de l’étude. 

La détermination des doses infectieuses a été réalisée après analyse de la 

production protéique d’)L- , d’)L-6 et de hBD3 par des CEGHA stimulées pendant 24h avec les souches X  et B  à des doses allant de  jusqu’à  bactéries/cellule. Une partie de ces résultats est présentée dans la figure . L’infection des CEG(A par la souche X  
induit une production dose-dépendante d’)L- , d’)L-6 et de hBD3 (Figure 26A). Par 

ailleurs, la stimulation des CEGHA avec la souche B128 induit une production dose-dépendante d’)L-  et d’)L-6 mais qui atteint un seuil à partir de la dose infectieuse de 100 

bactéries/cellule (Figure 26B). En revanche, la production de hBD3 continue de croître avec l’augmentation de la dose infectieuse (Figure 26B). En revanche, nous avons observé 

une forte diminution de la production de ce peptide par les CEGHA après leur stimulation 

par la souche B128 à la dose infectieuse de 500 bactéries/cellule par rapport à la dose 

infectieuse de 100 bactéries/cellule (données non présentées). Cette diminution est très 

probablement liée à la cytotoxicité induite par cette forte dose infectieuse. 

Il semble que ces souches induisent l’)L- , l’)L-6 et la hBD3 quasiment au même taux alors qu’elles ne présentent pas les mêmes caractéristiques en termes de facteurs de virulence, la souche X  étant naturellement dépourvue de l’îlot de pathogénicité cag. Il 

serait intéressant de réaliser une comparaison plus approfondie des profils et taux d’expression des médiateurs inflammatoires entre ces deux souches. 
Nous avons choisi de stimuler les CEGHA avec les deux souches de H. pylori B128 et 

son mutant isogénique B128ΔcagM afin d’examiner l’effet de la présence d’un SST)V 
fonctionnel sur les profils inflammatoires induits. Nous avons également défini des 

conditions de stimulation à deux doses : une dose faible de 10 bactéries/cellule et une 

dose forte de 100°bactéries/cellule afin de comparer l’intensité de la réponse induite.  
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Une cinétique d’infection de , , et h a également été réalisée afin de suivre la variation d’induction des médiateurs inflammatoires au cours du temps. 

Nous avons choisi de comparer le profil transcriptionnel (RT-QPCR) des 

médiateurs inflammatoires après 3h et 24h de stimulation. Le dosage protéique (ELISA) 

de ces médiateurs est réalisé après 24h de stimulation. 

 

Figure 26.  Production d’)L- , d’)L-6 et de hBD3 par les CEGHA après stimulation 

par H. pylori 

Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec les souches de H pylori X47 et B128 aux doses 

infectieuses  et  bactéries/cellule et la concentration d’)L- , d’)L-6 et de hBD-3 dans les 

surnageants a été mesurée par dosage ELISA (n=1). 

VI.5.c.  Comparaison des profils transcriptionnels après exposition à H. pylori 

Les résultats de RT-QPCR et dosages ELISA présentés correspondent à des 

analyses réalisées sur des cultures primaires de CEGHA issues de 3 sujets H. pylori-

négatifs: 

Patient A Homme, 63 ans 

Patient C, Femme, 35 ans 

Patient D, Femme, 26 ans Le patient B, (omme de  ans, a été exclu de cette étude puisqu’il était H. pylori-

positif. 

Une induction cagM et dose-dépendante en début d’infection  L’analyse de l’expression d’un panel de gènes codant des médiateurs 

inflammatoires et peptides antimicrobiens après 3h de stimulation des CEGHA avec 

H.°pylori a été réalisée par RT-PCR quantitative. Les gènes analysés sont ceux codant pour 
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l’)L-8, le CXCL1, le CXCL2, le CXCL , le CXCL , l’)L-6, le TNF- , l’)L - , le COX , le CCL , le 
S100A7, le S100A8, le S100A9, la hBD1, la hBD2 et la hBD3. 

La stimulation des CEGHA avec la souche de H. pylori B128 pendant 3h induit de 

manière dose-dépendante l'expression relative des ARNm codant pour les médiateurs 

inflammatoires IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CCL20 et TNF-  par rapport aux 
contrôles non stimulés (Figure 27). Lors de la stimulation par la souche B128 à la dose infectieuse de  bactéries/cellule, l’expression des ARNm codant pour CCL20 est environ  fois plus élevée,  fois plus élevée pour l’)L-8, TNF- , CXCL , CXCL  et  fois plus 
élevée pour CXCL2 et CXCL5 par rapport à la dose infectieuse de 10 bactéries/cellule de la même souche. La variation de l’expression relative du transcrit codant pour COX2 est négligeable et aucune expression de l’ARNm codant l’)L-  ou l’)L-  n’a été observée. L’expression des ARNm codant les cytokines et chimiokines proinflammatoires IL-8, 

TNF , CXCL , CXCL , CXCL , CXCL  et CCL  par par les CEGHA stimulées avec la souche 

B128ΔcagM est environ doublée à la dose infectieuse de 100 bactéries/cellule par rapport à la dose de  bactéries/cellule Figure . L’expression des médiateurs cités ci-dessus 

est cagM-dépendante puisqu’ils sont tous plus fortement induits par la souche B128 que 

par son mutant isogénique indépendamment de la dose infectieuse. L’analyse de l’expression des médiateurs impliqués dans la réponse 
antimicrobienne notamment hBD1, hBD2, hBD3, S100A7, S100A8 et S100A9 après 

stimulation des CEGHA par les souches B128 et B128ΔcagM ne montre aucune induction de l’expression des ARNm codant pour les membres de la famille S  ni de hBD  Données non présentées . Parmi les -défensines analysées, on observe une induction 

dose et cagM-dépendante de l’expression de l’ARNm codant pour hBD2 après stimulation 

des CEGHA par H. pylori Figure . La hBD  n’est pas induite par H. pylori en phase précoce d’infection, et ce indépendamment de la souche (Figure 27). 
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Figure 27.  Profil d’expression des 
gènes associés à la 

réponse 

immunitaire par les 

CEGHA stimulés par 

H. pylori pendant 3h 

Les CEGHA ont été 

stimulées pendant 3h 

avec les souches de H. 

pylori B128 et B128 

ΔcagM aux doses 
infectieuses 10 et 100 

bactéries/cellule. Les 

niveaux d’expression 
relative des ARNm ont 

été déterminés par RT-

PCR quantitative. Les 

résultats obtenus ont 

été normalisés par 

rapport à deux gènes 

contrôles et exprimés 

en facteur de 

modulation par 

rapport aux cellules 

non stimulées 

(moyenne ± erreur 

standard) (n=3). 
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Induction tardive de l’expression de certains médiateurs 

Le profil des gènes codant les médiateurs inflammatoires et peptides 

antimicrobiens cités- ci-dessus après 24h de stimulation des CEGHA avec H. pylori est plus 

hétérogène. 

La stimulation des CEGHA avec la souche de H. pylori B128 induit de manière dose-

dépendante l'expression relative des ARNm codant pour les médiateurs inflammatoires 

IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CCL20, TNF-  et COX  par rapport aux contrôles non stimulés Figure . Aucune expression de l’ARNm codant l’)L-  ou l’)L-  n’a été observée. L’expression des ARNm codant les cytokines et chimiokines pro-inflammatoires 

IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CCL20, TNF-  et COX  par les CEG(A stimulées avec la souche B  ΔcagM est dose dépendante Figure . L’induction de l’expression de ces médiateurs ne semble pas dépendre de cagM à l’exception de COX  qui est beaucoup plus fortement induit par les CEGHA stimulées par 

la souche B128 à la dose infectieurse de 100 bactéries/cellules par rapport à la souche B  ΔcagM à la même dose Figure . L’expression de ce médiateur quasiment non détecté à h  par les CEG(A est plus tardive au cours de l’infection par H. pylori 

(Figure° . De plus, l’expression des ARNm codant CXCL  et CXCL  est augmentée à h 
par rapport à leur expression à 3h et ceci est observé avec les deux souches de H. pylori Figure . L’induction de ces médiateurs après h de stimulation des CEGHA est 

indépendante de cagM. L’expression de l’ARNm des autres médiateurs, notamment l’)L-8, le CXCL , le CXCL , le TNF , et le CCL , après h de stimulation avec H. pylori est 

légèrement modifiée par rapport au temps précoce de 3h (Figure 28). L’analyse de l’expression de hBD , hBD2, hBD3, S100A7, S100A8 et S100A9 a été également réalisée à h d’infection et aucune induction des ARNm codant pour les membres de la famille des S  ni de hBD  n’a été mise en évidence données non présentées . L’expression de l’ARNm codant hBD  et hBD3 par les CEGHA stimulées par H. 

pylori est fortement dose et cagM-dépendante Figure . L’expression de l’ARNm codant 
hBD2 est plus importante après 24h de stimulation. Ceci a été observé avec les 2 souches 

de H. pylori (Figure 28). La défensine hBD3 semble avoir une expression plus tardive lors de l’infection par H. pylori puisque son expression n’est quasiment pas détectée au temps précoce d’infection. La comparaison de l’expression des médiateurs inflammatoires au cours du temps 
a permis de mettre en évidence l’induction plus tardive de certains gènes tels que COX  ainsi que l’expression de certains médiateurs non détectés à  h tels que hBD . En 
revanche, une grande variabilité (écartypes) dans les résultats est notée à 24h par rapport 

au temps plus précoce h . L’augmentation de l’effectif dans les prochaines expériences d’infection permettra une meilleure analyse de cette réponse. 
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Figure 28.  Profil d’expression des 
gènes associés à la 

réponse 

immunitaire par les 

CEGHA stimulés par 

H. pylori pendant 

24h 

Les CEGHA ont été 

stimulées pendant 24h 

avec les souches de H. 

pylori B128 et B128 

ΔcagM aux doses 
infectieuses 10 et 100 

bactéries/cellule. Les 

niveaux d’expression 
relative des ARNm ont 

été déterminés par RT-

PCR quantitative. Les 

résultats obtenus ont 

été normalisés par 

rapport à deux gènes 

contrôles et exprimés 

en facteur de 

modulation par 

rapport aux cellules 

non stimulées 

(moyenne ± erreur 

standard) (n=3). 
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VI.5.d.  Comparaison des profils protéiques des CEGHA après exposition à 

H.°pylori 

La production des protéines inflammatoires par les CEGHA après 24 heures d’exposition à H. pylori a été analysée par dosage ELISA. Les chimiokines et cytokines dosées sont l’)L- , le CXCL , l’)L- , L’)L-  et le TNF- . Les peptides antimicrobiens dosés 

sont la hBD2 et la hBD3. 

Une forte production dose-dépendante de l’)L-8 est observée après 24h de 

stimulation des CEGHA avec H. pylori par rapport aux contrôles non stimulés (Figure 29). L’induction de l’)L-  au cours de l’infection par H. pylori est précoce et cagM-dépendante, 

comme le montre les résultats de RT-QPCR à h. Les niveaux protéiques d’)L-8 observés 

après 24h de stimulation des CEGHA avec les deux souches de H. pylori résultent d’une 
accumulation de la production de ce médiateur au cours du temps, et qui atteint un niveau 

similaire indépendamment de la virulence de la souche.  

Une production de la chimiokine CXCL1 a également été observée après 

stimulation des CEGHA avec H. pylori (Figure 29). La production dose-dépendante de l’)L-

8 et de CXCL1 par les CEGHA stimulées avec H. pylori est plus marquée avec la souche B  ΔcagM. En effet, cette production est multipliée d’un facteur de ,  pour l’)L-8 et 4,6 

pour CXCL1 avec l’augmentation de la dose infectieuse de la souche B128ΔcagM d’un facteur de , alors qu’elle n’augmente que d’un facteur de ,  pour l’)L-8 et 1,4 pour 

CXCL-1 avec la souche B128 (Figure 29). 

La production des chimiokines IL-8 et CXCL  au cours de l’infection par H. pylori ne 

dépendrait pas uniquement de CagM mais résulterait de l’interaction complexe entre plusieurs voies de signalisation inflammatoires médiées par d’autres facteurs de virulence 
de la bactérie. 

Seules les CEGHA issues du sujet A et stimulées par H. pylori ont présenté une production d’)L-6 et de TNF-  (Figure 30). Les CEGHA stimulées avec la souche B128 

produisent ces deux médiateurs au même taux indépendamment de la dose infectieuse. 

En revanche, la production de ces médiateurs est fortement dose-dépendante après 

stimulation des cellules avec la souche B128ΔcagM (Figure 30 . L’)L-  n’a jamais été détectée dans les surnageants de culture dans toutes nos expériences et d’une façon 
surprenante, aucune expression protéique de hBD2 ni de hBD  n’a été détectée chez ces  
sujets. 
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Figure 29.  Production d’)L-8 et de CXCL1 par les CEGHA après stimulation avec 

H. pylori 

Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec les souches de H. pylori B  et B ΔcagM aux doses 
infectieuses de 10 et 100 bactéries/cellule. La concentration d’)L-8 et CXCL1 dans les surnageants a 

été mesurée par dosage ELISA (moyenne ± erreur standard) (n=3). 

 

Figure 30.  Production d’)L-6 et de TNF-  par les CEG(A du sujet A après 

stimulation avec H. pylori 

Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec les souches de H. pylori B128 et B  ΔcagM aux doses 
infectieuses de 10 et 100 bactéries/cellule. La concentration d’)L-6 et de TNF-α dans les surnageants 

a été mesurée par dosage ELISA (n=1). 

Expression et blocage du TLR2 dans les CEGHA  Dans une série d’expériences préliminaires, nous avons voulu vérifier la présence 

de certains TLRs au niveau des CEGHA par RT-PCR quantitative. Et en effet, nous avons détecté l’expression des gènes codant pour le TLR , TLR3 et TLR4 dans nos cellules 

(Données non montrées). 

La stimulation des CEGHA avec l’acide lipoteichoïque purifié à partir de 
Staphylocoocus aureus (LTA-SA  montre une forte production d’)L-8 et de CXCL1 (Figure . L’acide lipoteichoïc LTA  est un composant des bactéries Gram-positives qui possède 

des effets immunostimulants. Le LTA possède des propriétés biochimiques et 
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physiologiques similaires au LPS des bactéries Gram-negative. C’est une molécule amphiphile formée d’un polymère hydrophile de polyphosphates lié à un glycolipide 
neutre. Le LTA stimule les cellules immunitaires à produire le TNF-  ainsi que d’autres cytokines inflammatoires par l’activation de la voie du TLR  Schwandner et al., 1999). Le blocage de l’activité du TLR  avec un anticorps neutralisant anti-hTLR2 en 

présence de H. pylori B128 montre une diminution de production d’)L-8 et de CXCL1 

(Figure 31 . Ce résultat préliminaire prouve d’une part que ces cellules répondent à des ligands spécifiques du TLR  et d’autre part une implication du TLR  dans l’induction de certains médiateurs inflammatoires au cours de l’infection par H. pylori. L’analyse de l’expression d’autres TLRs au niveau des CEG(A est actuellement en cours. Et d’autres 
expériences complémentaires sont nécessaires pour valider ce résultat. 

 

Figure 31.  Production d’)L-8 et de CXCL1 par les CEGHA du Patient C après 

stimulation avec LTA-SA ou H. pylori B128 ou B128 + anti-hTLR2 

Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec un ligand spécifique du TLR2, le LTA-SA ou avec la 

souche de H. pylori B128 à la dose infectieuse de 100 bactéries/cellule avec ou sans anticorps 

neutralisant anti-hTLR2-IgA. La concentration d’)L-8 et de CXCL1 dans les surnageants a été mesurée 

par dosage ELISA (n=1). 

VI.6.  Discussion 

Le développement de modèles de culture primaires de cellules épithéliales 

gastriques fonctionnelles présente de nombreux intérêts. )l permet d’une part d’étudier 
les caractéristiques de ces cellules et d’autre part de développer des modèles d’infection 
bactériens qui permettent de mieux caractériser certains processus physiopathologiques 

liés aux infections gastriques. Plusieurs essais de culture de CEGH primaires ont été réalisés à partir de divers modèles biopsies gastriques, tissu fœtal, donneurs d’organes . 
En revanche, la culture primaire de cellules épithéliales étant difficile et jusqu’à présent 
pas entièrement maîtrisée, ces modèles sont restés limités et n’ont pas permis d’effectuer des analyses plus poussées, notamment pour l’étude de la réponse inflammatoire 
déclenchée par H. pylori. Nous avons réussi au cours de ce travail à développer un modèle 

de culture primaire de CEG( à partir de morceaux d’estomacs générés lors de « sleeves » 

gastriques. Les CEGH primaires obtenues ont servi pour le développement et la mise en 
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place d’un modèle d’infection avec H. pylori afin d’étudier les interactions de ces cellules 
avec la bactérie. Bien que plusieurs modèles cellulaires, majoritairement issus d’adénocarcinome gastrique AGS, KATO- , MKN… , ont été développés et ont pu clarifier 
plusieurs aspects des modifications cellulaires déclenchées par H. pylori, ils présentent 

plusieurs limites, et notamment une physiologie altérée compte tenu de leur origine 

tumorale. Le principal avantage de notre modèle est qu’il permet de travailler avec des 
CEGH primaires « saines » dont la réponse vis-à-vis de l’infection par H. pylori est très 

proche de celle observée chez l’homme. Le modèle d’infection établi a permis de dégager 
dans un premier temps certains aspects de la réponse inflammatoire des CEGH primaires 

après infection avec H. pylori. )l permettra ultérieurement, l’étude de plusieurs autres aspects de l’infection avec ce pathogène. Les cellules épithéliales gastriques sont la source majeure de production d’)L-8 au cours de l’infection par H. pylori (Crabtree et al., 1994a; Crabtree et al., 1994b; Crabtree et 

al., 1994c; Noach et al., 1994; Fan et al., 1995; Sharma et al., 1995; Jung et al., 1997; 

Katagiri et al., 1997; Ogura et al., 1998; Nakachi et al., 2000). La production de ce facteur 

chimiotactique induit l’activation et le recrutement des neutrophiles vers le site de l’inflammation déclenchant ainsi une production accrue de cytokines pro-inflammatoires 

et de peptides antimicrobiens. Cette chimiokine joue donc un rôle majeur dans la 

mobilisation des mécanismes de défense contre H. pylori.  La régulation de l’expression de l’)L-8 ainsi que de plusieurs cytokines et médiateurs inflammatoires au cours de l’infection par H. pylori se fait essentiellement suite à l’activation des voies de signalisation cellulaires NF-κB, AP-1 et MAP kinases 

(Keates et al., 1997a; Backert et al., 2010). L’induction de l’expression de l’)L-8 au cours de l’infection par H. pylori a longtemps été décrite comme étant directement liée à la 

translocation de la protéine CagA dans la cellule épithéliale via le SSTIV. Plusieurs études ont décrit une production de l’)L-8 cagA-dépendante dans les lignées cellulaires AGS, 

KATO-3, MKN28 et ST-42 après 24h de stimulation avec H. pylori (Crabtree et al., 1994a; 

Crabtree et al., 1995; Sharma et al., 1995). Au niveau transcriptionnel, l’induction de ce 
médiateur a été décrite comme étant dépendante de CagA et ceci à des temps précoces 

(3h) (Crabtree et al., 1994a; Crabtree et al., 1995) et tardifs (24h) de stimulation (Sharma 

et al., 1995). Plus récemment, il a été montré que CagA peut activer NF-κB via la voie ERK et induire la sécrétion de l’)L-8 par des cellules épithéliales gastriques exposées à H. pylori 

pendant 36 à 48h (Brandt et al., 2005). La transfection des cellules AGS avec CagA induit également une augmentation de la production de l’)L-8 (Kim et al., 2006). 

Certes, la protéine CagA joue un rôle déterminant dans la sécrétion de l’)L-8 au cours de l’infection par H. pylori, mais elle n’est pas indispensable à l’induction de cette 
chimiokine puisque des souches de H. pylori CagA-déficientes sont capables d’induire la sécrétion de l’)L-8 par plusieurs lignées cellulaires à des taux similaires de ceux des 

souches sauvages (Crabtree et al., 1995; Sharma et al., 1995; Censini et al., 1996). La 

mutagenèse systématique de certains gènes de l’îlot cag a également confirmé que CagA n’est pas indispensable à la production de l’)L-8 par les cellules épithéliales (Fischer et al., 

2001). De plus, la mutation de cagA n’affecte pas la capacité de la souche à induire l’activation de NF-κB dans les cellules (EK  (Viala et al., 2004). 
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En effet, c’est la présence d’un SST)V fonctionnel qui est indispensable à l’induction de l’expression de l’)L-  et d’autres cytokines pro-inflammatoires au cours de l’infection 
par H. pylori (Backert et al., 2010), soit par l’activation de NF-κB (Crabtree et al., 1999; 

Fischer et al., 2001; Nozawa et al., 2002; Selbach et al., 2002b; Viala et al., 2004) ou celle de 

AP-1 (Keates et al., 1999; Naumann et al., 1999; Meyer-ter-Vehn et al., 2000; Yamaoka et 

al., 2004; Allison et al., 2009). Plusieurs mécanismes d’activation de NF-κB cag-

dépendants mais aussi CagA-indépendants ont été proposés, impliquant au moins six 

voies de signalisation différentes (Backert et al., 2010). Parmi ceux-ci, il a été montré 

récemment, que le PG est la molécule activatrice de NF-κB. La reconnaissance par Nod1 du PG injecté dans la cellule épithéliale par le SST)V induit l’activation de NF-κB et la production d’)L-8 (Viala et al., 2004). 

Le gène cagM est un élément de l’îlot cag dont le produit est essentiel pour le bon 

fonctionnement du SSTIV notamment au cours de la translocation de CagA et du PG dans la cellule épithéliale, mais également dans l’induction de l’)L-8 (Segal et al., 1997; Fischer 

et al., 2001; Viala et al., 2004; Cendron et al., 2011). La mutation de ce gène abroge l’induction de l’activité Luciferase de NF-κB dans les AGS et les HEK293 (Fischer et al., 

2001; Viala et al., 2004). L’exposition des CEG(A à H. pylori B128 (CagA+, VacA+) ou à son mutant 

isogénique B128ΔcagM entraîne une induction précoce dose et cagM-dépendante de l’expression de l’)L- . Après h d’exposition, la production de ce médiateur semble ne 
plus dépendre de cagM. Il semble que cagM joue un rôle plus déterminant en phase précoce au cours de l’infection par H. pylori. La production d’)L-8 par les cellules 

épithéliales gastriques stimulées par la souche B128ΔcagM pourrait être due à d’autres 
facteurs de virulence de H. pylori.  

Une hypothèse alternative est que le SSTIV favorise les interactions intimes entre la bactérie et les cellules épithéliales de l’hôte ce qui facilite l’endocytose de certains 
produits de H. pylori. De ce fait, en l’absence d’un îlot cag fonctionnel, la translocation du 

PG pourrait toujours se faire mais avec une moindre efficacité, déclenchant ainsi la sécrétion de l’)L-8. Cette hypothèse fut établie par Viala et al. pour expliquer la détection 

de PG marqué radioactivement à l’intérieur des cellules AGS stimulées par des mutants 
cagM de H. pylori (Viala et al., 2004). 

De plus, il semble que H. pylori puisse assurer la translocation du PG à l’intérieur de 
la cellule hôte via des vésicules de la membrane externe qui sont constamment libérés par 

la bactérie (Kaparakis et al., 2010). L’activation de Nod1 par le PG délivré par ces vésicules pourrait aussi être à l’origine de la production d’)L-8 par les cellules épithéliales 

gastriques infectées par H. pylori. Ceci peut donc en partie aussi expliquer la production de 

ce médiateur par les CEGHA stimulées avec la souche B128ΔcagM. D’autre part et malgré les données contradictoires sur ce sujet (Maeda et al., 2001; 

Lee et al., 2003; Smith et al., 2003; Gewirtz et al., 2004; Andersen-Nissen et al., 2005), l’implication des TLR  et TLR  dans la reconnaissance de H. pylori jouerait un rôle dans l’activation de certaines voies de signalisation inflammatoires. 
Les TLRs possèdent des fonctions fondamentales de reconnaissance de 

composants microbiens, tels que les lipoprotéines (TLR2) et la flagelline (TLR5) au cours 
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la réponse innée de l’hôte (Akira et al., 2006). Des travaux très récents réalisés sur des 

cellules HEK293 transfectées avec les TLR2 et TLR5 montrent une augmentation de l’expression de ces deux TLRs après infection par H. pylori ainsi que l’induction par le biais 

de ces deux récepteurs d’une cascade de signalisation activant NF-κB. Ceci a pour 
conséquence la sécrétion d’)L-8 et de TNF-  par ces cellules d’une façon indépendante de 

cag (Kumar Pachathundikandi et al., 2011). Une étude similaire a également démontré une augmentation de la sécrétion de l’)L-8 dans les cellules HEK293 (transfectées avec 

TLR2 et TLR5) exposées à H. pylori par des mécanismes dépendants de TLR2 et TLR5 

(Torok et al., 2005). Contrairement aux AGS, (EK  et autres lignées cellulaires qui n’expriment pas le 
TLR2 les CEGHA expriment les gènes codant pour le TLR2. Dans notre étude, le blocage de l’activité du TLR  avec un anticorps neutralisant anti-hTLR2, a provoqué une diminution 

de moitié de la production de l’)L-8 et du CXCL1 dans les CEGHA stimulées par H. pylori. Ce 

résultat préliminaire prouve une implication du TLR2 probablement via le LPS dans l’induction de certains médiateurs inflammatoires au cours de l’infection par H. pylori. Et 

très récemment, il a été montré que le LPS de H. pylori est un ligand classique du TLR2 qui, 

une fois activé, induit une cascade de voies de signalisation amenant à l’activation de NF-κB et l’induction de chimiokines (Smith et al., 2011). Ceci pourrait expliquer l’induction de l’)L-8 par les CEGHA après stimulation par la souche B128ΔcagM.  Finalement, la sécrétion d’)L-  au cours de l’infection par H. pylori serait également induite par d’autres facteurs de virulence de la bactérie tels que l’uréase. En effet, l’interaction de l’uréase avec le récepteur de surface CD74 peut activer NF-κB et induire aussi une production d’)L-8 (Beswick et al., 2006). En résumé, les niveaux d’expression de l’IL-8 observés après 24h de stimulation dans les surnageants de CEG(A exposées à B ΔcagM pourraient être dus à l’activation 
de NF-κB via le TLR , à la translocation progressive de fragments de PG via le SSTIV ou 

aux vésicules de la membrane externe de H. pylori ou à d’autres facteurs de virulence 

bactériens tels que l’uréase. 
Plusieurs autres chimiokines, notamment la CXCL5, la CXCL1, la CXCL2, la CXCL3 et la CCL  sont également produites au cours de l’infection par H. pylori. 

Les chimiokines CXCL1, CXCL2 et CXCL3 sont membres de la famille de l’)L-8 et 

participent activement au recrutement des cellules immunitaires vers le site 

inflammatoire (Luster, 1998). Au cours de l’infection par H. pylori, l’expression de CXCL  
aux niveaux transcriptionnel et protéique est augmentée dans la muqueuse gastrique des 

patients infectés (Shimoyama et al., 1997; Shimoyama et al., 1998; Yamaoka et al., 1998; 

Eck et al., 2000). H. pylori induit aussi l’expression de CXCL  dans les cellules AGS et 
KATO-3 (Sieveking et al., 2004). Dans notre modèle, l’exposition des CEG(A à H. pylori 

montre une induction précoce dose et cagM-dépendante de l’expression des gènes codant 
pour CXCL1, CXCL2, CXCL3. Ce résultat est concordant avec quelques données cliniques 

qui montrent une expression de CXCL1 dans les biopsies gastriques fortement associée à CagA et à l’infiltration des cellules mononuclées et des neutrophiles au niveau de la 
muqueuse (Shimoyama et al., 1998; Yamaoka et al., 1998; Eck et al., 2000). Par ailleurs, l’expression et la production de ce médiateur n’est plus dépendante de cagM après 24h d’exposition à ce pathogène. La protéine CagM jouerait donc un rôle plus déterminant 
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dans l’induction des chimiokines CXCL , CXCL  et CXCL  en phase précoce d’infection par 

H. pylori. 

CXCL5 est une chimiokine activatrice des polynucléaires neutrophiles (PN) équivalent à l’)L-8 même si elle semble moins active dans le relargage de granules des PN. Elle joue un rôle dans la mise en place d’un gradient chimiotactique au cours de l’inflammation (Walz et al., 1991; Walz et al., 1997). L’augmentation de l’expression de l’ARNm de CXCL5 est associée à une infiltration de neutrophiles dans la muqueuse 

gastrique antrale de patients infectés (Shimoyama et al., 1998). L’association entre l’augmentation de l’expression de ce médiateur inflammatoire et le phénotype CagA+ dans 
les biopsies gastriques antrales est controversée (Bliss et al., 1998; Shimoyama et al., 

1998; Rieder et al., 2001). In vitro, une induction de l’expression de l’ARNm de CXCL  est 
observée dans un modèle de cellules AGS stimulées par H. pylori (Rieder et al., 2001). Dans notre étude, l’exposition des CEG(A à H. pylori induit de manière précoce et dose-dépendante l’expression de CXCL5. Cette induction est plus marquée après 24h de 

stimulation et semble être indépendante de cagM. L’induction tardive de CXCL  par rapport à celle de l’)L-8 a également été observée dans les cellules AGS (Rieder et al., 

2001), dans les monocytes (Schnyder-Candrian et al., 1997) et dans la lignée intestinale 

épithéliale humaine Caco-2 (Keates et al., 1997b). La différence de cinétique d’induction entre l’)L-  et la CXCL  pourrait s’expliquer par la différence des sites d’activation des promoteurs de chacun de ces gènes. En effet, l’induction de l’expression de CXCL  ne dépend pas que de l’activation de NF-κB mais aussi de celle d’AP-2 (Corbett et al., 1994). Parallèlement aux autres chimiokines, l’expression de CCL  augmente en phase précoce d’infection par H. pylori de manière dose et cagM-dépendante. CCL20 est une 

chimiokine qui participe au recrutement des CDs et de LT mémoires sur les sites 

inflammatoires (Dieu et al., 1998). Elle possède une activité antibactérienne contre E. coli 

et S. aureus (Hoover et al., 2002). Une attention particulière a été accordée récemment à cette chimiokine dont l’expression est augmentée au niveau de la muqueuse gastrique 
infectée par H. pylori (Wen et al., 2004; Wu et al., 2007; Yoshida et al., 2009). L’exposition 
de la lignée cellulaire gastrique AZ-521 à H. pylori provoque l’induction cag-dépendante 

de CCL20 (Yoshida et al., 2009). L’expression de cette chimiokine est également augmentée en présence de l’)L-  et du TNF-  dans un modèle de culture primaire de 
CEGH stimulées avec H. pylori (Wu et al., 2007). L’activité chimiotactique de recrutement 
des LT et DCs de CCL20 se fait par l’interaction avec son récepteur CCR  (Dieu et al., 

1998). L’expression de CCR  au niveau des LT infiltrant la muqueuse gastrique infectée 

par H. pylori (Wu et al., 2007; Yoshida et al., 2009) révèle une possible implication de cette chimiokine dans l’attraction des cellules immunitaires vers les sites enflammés de la muqueuse gastrique au cours de l’infection par H. pylori (Tsai et al., 2010). La défense innée mise en place en réponse à l’infection par H. pylori implique la participation d’autres facteurs, notamment les peptides antimicrobiens. Les -défensines 

sont des peptides antimicrobiens secrétés au niveau des muqueuses et fortement impliqués dans l’immunité innée. L’analyse de l’expression de hBD , hBD  et hBD3 dans 

notre modèle cellulaire après exposition à H. pylori montre une induction dose et cagM-dépendante de l’ARNm codant pour les défensines hBD2 et hBD3. Par ailleurs, aucune 

induction de l’expression de hBD  n’a été observée. Ce peptide exprimé constitutivement 
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dans plusieurs tissus, notamment dans l’épithélium gastrique (Zhao et al., 1996) possède une expression modulée au cours de l’infection par H. pylori dans les lignées AGS, MKN7 et 

MKN45 et dans les biopsies de patients infectés (Bajaj-Elliott et al., 2002). Une activité 

bactéricide modeste contre H. pylori a été attribuée à hBD1 (George et al., 2003). H. pylori 

peut probablement être peu sensible à la présence constitutive de hBD1, ou même 

posséder une résistance naturelle vis-à-vis de ce peptide. 

hBD2 est très fortement induite dans les tissus épithéliaux gastriques et intestinaux après infection bactérienne ou stimulation avec l’)L-1 (O'Neil et al., 1999; 

Wada et al., 1999; O'Neil et al., 2000; Bajaj-Elliott et al., 2002). L’évaluation du potentiel 

antimicrobien de hBD2 a révélé une activité hautement bactéricide de ce peptide sur H. 

pylori (Hamanaka et al., 2001). L’expression de l’ARNm codant hBD  a été observée dans 
les tissus épithéliaux et non-épithéliaux (Garcia et al., 2001; Harder et al., 2001) notamment dans l’épithélium gastrique et son expression est augmentée suite à l’infection 
par H. pylori (George et al., 2003). Dans notre modèle, nous avons observé une induction plus tardive de l’expression du gène codant pour hBD  par rapport à celui codant pour 

hBD2 lors de la stimulation avec H. pylori. Les données de littérature concernant la cinétique d’induction de l’expression de ces  peptides concordent avec nos observations. En effet, l’induction de hBD  est plus précoce avec une réponse maximale après h d’infection alors que l’expression de hBD  est maximale après h d’infection (Bajaj-

Elliott et al., 2002). Ceci suggère une régulation différentielle de l’expression de ces  peptides dans l’épithélium gastrique au cours de l’infection. En effet, il a été montré 

récemment que l’expression de hBD2 et pas celle de hBD3 est médiée par Nod1 au cours de l’infection par H. pylori d’une façon cag-dépendante (Boughan et al., 2006). De plus, 

Nod  régule l’éradication directe de la bactérie par hBD2 (Grubman et al., 2010). L’induction de l’expression des gènes codant pour les peptides de la famille S100 au cours de l’infection des CEG(A par H. pylori n’a pas été observée. Ces peptides, 
auxquels ont été attribués des propriétés antimicrobiennes et antifongiques (Steinbakk et 

al., 1990; Miyasaki et al., 1993; Murthy et al., 1993; Brandtzaeg et al., 1995; Sohnle et al., 

2000; Lusitani et al., 2003; Glaser et al., 2005; Schroder et al., 2006; Zaia et al., 2009) 

pourraient avoir une activité microbicide contre H. pylori. Il a même été montré 

récemment que S100A9 est fortement exprimé dans la muqueuse gastrique inflammée 

des enfants infectés par cette bactérie (Leach et al., 2008). Une éventuelle propriété 

bactériostatique de ce peptide contre H. pylori par un mécanisme de séquestration du zinc 

a été proposée. Le rôle et l’implication des peptides de cette famille au cours de l’infection 
par H. pylori restent à confirmer. 

La réponse inflammatoire liée à H. pylori est également caractérisée aussi par une 

production abondante de cytokines pro-inflammatoires comme l’)L- , le TNF-  et l’)L-6.  

Le TNF-  est induit en phase précoce au cours de l’inflammation (Schottelius et al., 

2004) et son expression semble être CagA et VacA-dépendante au cours de l’infection par 
H. pylori (Crabtree, 1996). Ces données concordent avec les observations que nous avons 

obtenus dans notre modèle de culture et dans lequel l’induction de l’expression de l’ARNm 
du TNF-  par les CEG(A exposées à H. pylori est précoce, dose et cag-dépendante. L’expression de cette cytokine multifonctionnelle qui régule l’inflammation, la réponse immunitaire et l’apoptose (Locksley et al., 2001) est augmentée lors de la stimulation des 
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cellules AGS (Kim et al., 2007) et KATO III (Nakachi et al., 2000) par H. pylori. Ces résultats 

sont également retrouvés au niveau des muqueuses gastriques des patients infectés 

(Crabtree et al., 1991; Fan et al., 1993; Noach et al., 1994; Yamaoka et al., 1996; Ierardi et 

al., 2003). Les cellules épithéliales gastriques produisent du TNF-  au cours de l’infection 
par H. pylori. Cependant, ce sont les monocytes/macrophages qui en sont les principales 

sources pendant la réponse inflammatoire (Schottelius et al., 2004). Le TNF-  initie l’apoptose des cellules épithéliales au cours de l’infection par H. pylori (Monack et al., 

2004) par l’activation de la voie NF-κB (Schottelius et al., 2004). Cette cytokine augmente également la production d’autres cytokines telles l’)L- , l’)L-1Ra, l’)L- , l’)L- , L’)L- , l’)L- et l’)FN  (Schottelius et al., 2004) et joue un rôle important dans la régulation de la 

réponse immunitaire Th1, ceci par l’induction de la synthèse d’)L-  et d’)L-18 par les macrophages conduisant à une différenciation des LT naïfs en LTh  produisant de l’)FN-  
(Schottelius et al., 2004). Dans notre modèle, la production du TNF-  n’a été détectée que chez un seul patient contrairement à l’ARNm de ce médiateur détecté chez tous les 
patients. 

La cytokine pro-inflammatoire IL-6 est surexprimée dans la muqueuse gastrique 

des patients infectés par H. pylori (Crabtree et al., 1991; Gionchetti et al., 1994; Yamaoka et 

al., 1996; Yamaoka et al., 1997; Ando et al., 1998; Furukawa et al., 1998; Yamaoka et al., 

2001). Cette cytokine n’est pas induite dans les AGS ou MKN  après exposition à H. pylori 

(Crawford et al., 2003; Hwang et al., 2003). Par ailleurs, la stimulation des MKN28 avec 

H.°pylori provoque une induction de l’)L-6 qui est augmentée en présence de l’îlot de cag 

et de OipA (Lu et al., 2005). L’)L-6 est produite par les LT et LB et les 

monocytes/macrophages (Naka et al., 2002) et la régulation de son expression se fait via 

plusieurs voies de signalisation tels AP-1, CRE et NF-κB. L’)L-  est également produite 
dans la muqueuse épithéliale gastrique des patients infectés par H. pylori (Noach et al., 

1994; Lindholm et al., 1998; El-Omar et al., 2000). La stimulation des cellules AGS avec H. 

pylori provoque une surexpression de l’ARNm de l’)L-  avec une réponse maximale après h d’exposition (Kim et al., 2007). L’)L-  est surtout produite par les 
monocytes/macrophages, les CDs et les LB (Dinarello, 2009). Les deux cytokines pro-

inflammatoires IL-6 et IL-1  sont également produites par les CDs co-cultivées avec H. 

pylori (Hafsi et al., 2004; Kranzer et al., 2005) et sont fortement impliquées dans le 

processus inflammatoire lié à H. pylori. La non-détection de l’expression de ces deux 
médiateurs dans notre modèle de culture suggère que leur expression est plus 

exclusivement liée aux infiltrats immunitaires. 

COX2 est une enzyme impliquée dans la production de prostaglandines au cours de l’inflammation (Gupta et al., 2001). Son expression est augmentée dans les cellules 

épithéliales gastriques exposées à H. pylori (Romano et al., 1998; Kim et al., 2001; Juttner 

et al., 2003) et dans la muqueuse gastrique des patients infectés (Sawaoka et al., 1998; Fu 

et al., 1999; McCarthy et al., 1999; Jackson et al., 2000). Au cours de notre étude, l’induction de l’ARNm de COX2 par les CEGHA exposées à H. pylori est tardive et cag-dépendante. Cette induction tardive concorde avec d’autres études réalisées sur des 

cellules AGS (Kim et al., 2001) ou MKN-28 (Romano et al., 1998). Par ailleurs, le rôle de l’îlot cag dans l’induction de COX2 est controversé (Romano et al., 1998; Juttner et al., 

2003; Chang et al., 2004) et l’implication de NF-κB dans la régulation de l’expression de 
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cette enzyme est également contestée (Kim et al., 2001; Juttner et al., 2003; Chang et al., 

2004). )l est probable que l’activation du TLR  par H. pylori induise l’expression de COX2 via l’activation de NF-κB (Chang et al., 2004). Une autre étude suggère une régulation de l’expression de COX2 par la voie de signalisation MEK/ERK1/-2 activée par des facteurs de 

virulence de H. pylori autres que l’îlot cag (Juttner et al., 2003). 

VI.7.  Conclusion Ce travail a permis d’établir un protocole de culture primaire de cellules 
épithéliales gastriques humaines à partir de tissu gastrique sain. Cette approche a également permis la mise au point d’un modèle d’infection par H. pylori afin de 

caractériser la réponse inflammatoire des cellules épithéliales gastriques en réponse à ce pathogène. Les résultats présentés sont la première étape dans l’élaboration et la 

maturation de ce projet scientifique qui vise à apporter des éclairages nouveaux sur la 

physipathologie liée à H. pylori en utilisant un outil d’étude très pertinent.  L’induction cagPAI-dépendante d’un panel de chimiokines, cytokines et peptides antimicrobiens par les CEG(A suite à l’exposition à H. pylori confirme l’implication ce facteur de virulence dans la réponse inflammatoire précoce. La régulation de l’induction et l’expression de chacun de ces médiateurs par cag PAI est différentielle en fonction du 

temps, et il est probable que les éléments de cag PAI tels que cagM jouent un rôle déterminant en phase précoce d’infection pour déclencher le processus inflammatoire. D’autres facteurs de virulence de H. pylori tels que les adhésines, VacA, l’uréase ou la flagelline participent aussi activement à l’inflammation par le biais de diverses voies de signalisation. L’induction et la production des médiateurs inflammatoires par les cellules 

épithéliales gastriques exposées à H. pylori se fait via des interactions complexes entre 

plusieurs cascades de signalisation impliquant plusieurs acteurs cellulaires, immunitaires 

et bactériens créant ainsi un scénario inflammatoire déroutant. L’avantage majeur de ce modèle est qu’il est plus représentatif de la physiologie cellulaire normale, contrairement aux lignées cellulaires dérivées d’adénocarcinomes qui 
reflètent une biologie (tumorale) altérée. Des travaux supplémentaires sont nécessaires 

pour déterminer le rôle de cag PAI dans la modulation de la réponse immunitaire et les 

voies de signalisation impliquées. Une identification plus approfondie du rôle respectif de chacune de ces cytokines dans l’inflammation gastrique et l’identification précise des 
cellules productrices dans le contexte inflammatoire chronique reste nécessaire. 
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Chapitre VII.  Caractérisation de cellules humaines 

gastriques à phénotype de cellules souches 

VII.1.  Introduction 

Les cellules gastriques à phénotype de cellules souches (CPS) sont obtenues à 

partir de cultures vieillissantes de cellules épithéliales gastriques. Le maintien en culture 

pendant 3 à 4 semaines des primo-cultures de cellules gastriques a permis d’observer d’une part la dégénérescence des cellules épithéliales et d’autre part une prolifération de 
cellules de type fibroblastique sur lesquelles se développent des structures 

tridimensionnelles en forme de sphères, les CPS. Cette appellation a été choisie du fait que 

ces structures possèdent des propriétés similaires à celles des cellules souches 

indifférenciées. En effet, nos travaux de caractérisation ont permis de mettre en évidence 

la présence de certains marqueurs spécifiques aux cellules souches dans ces structures. 

Les résultats présentés dans cette partie sont préliminaires et constituent une première 

étape de caractérisation. La détermination de la nature de ces cellules et l’examen de leur 
potentiel de régénération sont actuellement en cours. Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe )NSERM U  « Cellules 
souches leucémiques et thérapeutiques » à Poitiers. Nous remercions particulièrement le 

Pr. Ali TURHAN pour sa précieuse contribution à ce projet. 

VII.2.  Structures sphériques obtenues en culture Les CPS obtenues en culture s’organisent à la surface du tapis de fibroblastes de 
manière progressive et prolifèrent en adoptant une structure tridimensionnelle sphérique 

de taille variable (Figures 32 et 33 . Ces sphères sont constituées d’un amas de cellules capables de former de grosses structures en quelques jours. Au bout d’un mois maximum d’entretien en culture, les sphères finissent par perdre leur structure tridimensionnelle et s’aplatissent en fusionnant avec les fibroblastes leur servant de matrice. Cet état cellulaire 
pourrait être associé à une phase de nécrose ou à une étape de maturation de ces structures. L’apparition des CPS est quasi-systématique et a été observée dans la plupart 

des cultures vieillissantes. 
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Figure 32.  Structures sphériques cellulaires obtenues à partir de cultures 

vieillissantes de cellules épithéliales gastriques 

Gx40 A l’exception d’un article récent, l’isolement, la caractérisation et la différenciation de cellules souches gastriques humaines n’ont jamais été décrites. En , l’équipe de 
Yang et al, décrit l’obtention d’une lignée cellulaire gastrique possédant un phénotype de 
cellules souches à partir d’une biopsie gastrique humaine (Yang et al., 2007). La culture et l’expansion d’un clone cellulaire, le KMU-GI2, contenant majoritairement des cellules 

épithéliales non différenciées, a donné naissance à une population hétérogène de cellules après plusieurs passages. Des clones issus d’une cellule de départ ont montré un potentiel 
de différenciation spontanée important et ont été capables de générer en culture plusieurs types cellulaires morphologiquement différents épithélial, glial… . La caractérisation 
détaillée du KMU-GI2 a permis de mettre en évidence la présence de certains marqueurs 

tels que OCT4 ainsi que des propriétés spécifiques aux cellules souches adultes telles que 

la déficience de communication jonctionnelle intracellulaire GAP et la capacité de 

croissance sans ancrage (Yang et al., 2007). Ces propriétés sont communes aux cellules 

souches somatiques adultes (Chang et al., 1987; Chang et al., 2001; Matic et al., 2002; Lin 

et al., 2005; Tai et al., 2005). 

Chez la souris, seuls quelques marqueurs spécifiques des cellules souches 

somatiques gastriques adultes ont été identifiés récemment: Le DCLK1 (Doublecortin CaM 

kinase-like) (Giannakis et al., 2006), la villine (Qiao et al., 2007) et le LGR5 (Leucin-rich 

orphan G protein-coupled receptor) (Barker et al., 2007; Barker et al., 2010). D’autres 
marqueurs potentiels, peu explorés jusqu’à présent, ont également été identifiés tels que 
Prom1/CD133 (Prominin-1), CD44 (Cluster of differenciation 44) et TFF2 (Trefoil family 

factor-2) (Qiao et al., 2011). Ces marqueurs n’ont pas été identifiés chez l’homme. Nous avons réalisé une série d’expériences préliminaires pour étudier les 

propriétés des CPS afin de mieux caractériser leur nature. 
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Figure 33.  Structure sphérique constituée de cellules à phénotype cellule 

souche (CPS) 

(A) Gx40 ; (B) Gx100 ; (C) Gx200 ; (D) Gx400 

VII.3.  Culture des CPS sur les MEF 

Les MEF sont des fibroblastes embryonnaires de souris dont l’activité mitotique est 

stoppée par traitement à la mitomycine. Ils sont utilisés préférentiellement comme cellules nourricières qui soutiennent l’auto-renouvellement des cellules souches 

embryonnaires et permettant leur maintien dans un état indifférencié (Thomson et al., 

1998; Reubinoff et al., 2000; Xu et al., 2001). Ce modèle est donc communément utilisé pour la culture et l’expansion des cellules souches embryonnaires. Nous avons dans un premier temps analysé le potentiel des CPS à pousser sur les MEF afin d’examiner leur 

comportement. En effet, les CPS possèdent la capacité de pousser sur la matrice constituée 

de MEF et de reformer les mêmes structures observées sur le stroma fibroblastique d’origine. Néanmoins, la taille des sphères formées sur MEF est plus petite. Par ailleurs, 

comme sur le stroma d’origine, les CPS ont perdu leur structure tridimensionnelle et se 

sont aplaties au bout de 3 passages sur MEF (Figure 34). 



Partie 3. Résultats et Discussion 

100 

 

Figure 34.  Sphères obtenues sur MEF 

(A) Gx100 ; B  Gx . Une colonie de CPS est prélevée, dissociée et déposée sur MEF. L’apparition des 
sphères est observée au bout de 3 jours de culture dans un milieu spécifique aux cellules souches 

permettant leur maintien dans un état indifférencié. 

VII.4.  Croissance sans ancrage La culture d’une colonie de CPS dissociée sous l’action de la trypsine  sur une fine couche d’agarose à 0.5% (p/v) montre l’apparition de quelques colonies ou amas cellulaires à la surface de l’agarose. Cette propriété de croissance cellulaire sans ancrage 
est spécifique des cellules tumorales (Chang et al., 2001; Lin et al., 2005) et a également 

été observée dans les cellules gastriques KMU-GI2 à caractère cellules souches isolées en 

2007 (Yang et al., 2007). 

VII.5.  Marquage à la phosphatase alcaline 

La phosphatase alcaline est une enzyme hydrolytique catalysant les réactions de 

phosphorylation des nucléotides, protéines et alcaloïdes (Kim et al., 1991). L'activité 

phosphatase alcaline est un marqueur des cellules souches pluripotentes indifférenciées 

(De Vos et al., 2009).  

Un marquage biochimique à la phosphatase alcaline a été réalisé sur les CPS ; la 

majorité des sphères, mais pas toutes, ont été visiblement marqués en noir ce qui indique la présence d’une forte activité phosphatase alcaline qui pourrait être modulée suivant l’état de maturation des structures cellulaires. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrolyse
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9otide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Alcalo%C3%AFde
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VII.6.  Expression génétique de Nanog, SOX2 et OCT4 

Nous avons ensuite recherché une éventuelle expression dans les CPS de quelques 

gènes de pluripotence exprimés exclusivement dans les cellules souches par PCR 

quantitative. Ces gènes sont OCT4, Nanog et SOX2. Une forte expression de l’ARNm des 
gènes codant pour ces 3 marqueurs a été détectée dans les CPS cultivées sur MEF et dans 

les CPS cultivées sur le stroma d’origine par rapport au témoin extrait d’ADNc d’une 
culture primaire de kératinocytes humains) (Tableau . L’expression génétique de ces marqueurs dans les CPS indique qu’elles possèdent des caractères de pluripotence. Cette 
expérience a été réalisée une seule fois. Des tests supplémentaires, notamment en utilisant plusieurs échantillons d’origines différentes sont en cours pour confirmer cette 

hypothèse. 

 

Tableau 1.  Expression relative des transcrits des gènes codant pour Nanog, 

SOX2 et OCT4 dans les CPS 

Expression relative de l’ARN des gènes codant pour Nanog, SOX2 et OCT4 dans les CPS cultivés sur 

MEF (MEF  et ceux cultivés sur le stroma fibroblastique humain normal Stroma . L’expression des 
gènes est normalisée par rapport au gène de ménage GAPDH et le témoin négatif utilisé est un extrait 

d’ADNc issu d’une culture primaire de kératinocytes humains n=1). 

 La capacité des CPS à pousser sans ancrage, l’activité phosphatase alcaline associée et l’expression de gènes de pluripotence dans les CPS révèle des propriétés cellulaires particulières de ces cellules. L’hypothèse qu’il s’agisse de « cellules indifférenciées » ou de 

« cellules souches adultes » a été soulevée et des expériences complémentaires notamment l’analyse par microarrays de l’expression des gènes de pluripotence et de 
différenciation cellulaire ont été entamées. 

VII.7.  Analyse de l’expression des gènes de pluripotence dans les CPS 

par microarrays  L’expression de marqueurs spécifiques aux cellules souches dans les CPS a été 
analysée par microarrays ciblant 90 gènes humains de pluripotence (Adewumi et al., 

2007) dont la liste est fournie dans le tableau 2. Ce travail a été réalisé par le Dr. Jean-Claude C(OMEL de l’équipe )NSERM U  à Poitiers. 
Les types cellulaires étudiés sont le stroma gastrique (stroma) constitué des 

fibroblastes gastriques et les CPS. Les lignées de cellules souches embryonnaires (ES) 
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utilisées sont H1 p52, H9 p48 et CL01 p32. La quantification relative des gènes est réalisée 

par rapport au gène de ménage le plus stable, l’actine-  (ACTB) en utilisant la lignée 

ES°H1 p52 comme référence. Cette expérience a été réalisée une seule fois et aucun test statistique n’a été effectué. Des expériences supplémentaires sont donc nécessaires pour 

confirmer l’état de différenciation des structures étudiées. 

Tableau 2.  Liste par fonction des gènes composant les microarrays 

 

VII.7.a.  Classification génétique hiérarchique 

La classification hiérarchique des gènes de pluripotence exprimés 

différentiellement dans les CPS, dans le stroma gastrique et dans les deux lignées ES 

CL01P32 et H9 p48 par rapport aux gènes exprimés dans la lignée ES H1 p52 est illustrée 

dans la Figure 35.  L’expression génétique dans les lignées ES CL P  et (  p  est très proche. Une différence d’expression génétique entre les CPS et le stroma est observée. Sur cette échelle 

de TLDA (TaqMan Low Density Array), le profil génétique des CPS semble positionné 

entre celui du stroma et celui des cellules ES. Les CPS semblent présenter un phénotype 

intermédiaire entre celui des cellules souches embryonnaires (lignées ES) et celui des 

cellules différenciées (stroma). 
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Figure 35.  Classification hiérarchique des données d’analyse par microarrays 
des gènes de pluripotence dans les CPS et dans le stroma gastrique 

 Les échantillons ayant des motifs d’expression génétique similaires sont groupés ensemble comme 

l’indique le dendrogramme. La classification hiérarchique des gènes exprimés différentiellement dans 
le stroma gastrique et dans les CPS par rapport aux gènes exprimés dans la lignée ES H1 p52 est 

illustrée. La couleur rouge indique une surexpression et la couleur verte indique une sous-expression 

par rapport à la lignée de référence. 

VII.7.b.  Quantification relative de l’expression génétique 

Gènes de pluripotence et d’indifférenciation La quantification relative de l’expression des gènes de pluripotence dans les CPS et 

dans le stroma est réalisée en utilisant la lignée ES H1 p52 comme référence et par 

rapport au gène de ménage ATCB. 

Parmi les gènes de maintien de pluripotence et ceux exprimés dans les cellules 

indifférenciées, nous observons que les CPS expriment l’ARNm de OCT4 au même niveau que les cellules souches des lignées ES et avec une différence d’environ  fois plus par 

rapport au stroma (Figure 36 . Une remarquable différence d’expression des gènes de 
pluripotence SOX2 et Nanog est observée entre les CPS et le stroma qui expriment ces 

gènes plus faiblement (4 LOG de différence par rapport à la référence pour le stroma 

contre 1 LOG pour les CPS). Cette même observation est notée avec le gène d’indifférenciation TDGF1. La différence d’expression des gènes de pluripotence OCT4, 
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Nanog et SOX2 dans les CPS par rapport aux lignées de référence est relativement faible. 

Ceci indique que ces cellules possèdent un caractère de pluripotence assez affirmé. Les 

CPS ne sont pas complètement indifférenciées (elles expriment plus faiblement les gènes d’indifférenciation DNMT38, GABRB3 et GDF3) mais il semble quand même qu’elles aient 
gardé un certain caractère de pluripotence. 

 

Figure 36.  Expression relative (LOG) des gènes de pluripotence et d’indifférenciation dans les CPS, le stroma et les deux lignées ES H9P48 et CL01P32 

La quantification relative des gènes est réalisée par rapport au gène de ménage ATCB en utilisant la 

lignée ES H1P52 comme référence. 

Gènes corrélés au caractère souche (Correlation to stemness) 

Concernant les gènes corrélés au caractère souche, nous remarquons que les CPS et 

le stroma se comportent différemment des lignées ES. Ce qui indique que les CPS ne 

possèdent pas les mêmes caractères souches des lignées ES (Figure 37). Une différence d’expression assez importante entre les CPS et le stroma est notée pour les gènes corrélés 
au caractère souche FOXD3, LIFR, LIN28, NODAL, NR5A2, TERT, UTF1 (Figure 37). Ces gènes sont plus exprimés dans les CPS. Ceci indique que les CPS n’ont pas le caractère 

entièrement différencié du stroma. Les CPS ne sont donc pas des cellules souches. )l ne s’agit pas non plus de cellules 
différenciées. Ces structure semblent posséder des caractères de pluripotence qui les 

rapproche des lignées ES testées. Nous n’avons pas interprété les données d’expression 
relative des gènes de différenciation ectodermique, endodermique, mésodermique et trophoblastique parce que les résultats obtenus sont préliminaires, n’ont pas été validé 
statistiquement et nécessitent des investigations plus poussées pour approfondir l’analyse. 
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Figure 37.  Expression relative (Log) des gènes corrélés au caractère souche 

dans les CPS, le stroma et les deux lignées ES H9P48 et CL01P32 

La quantification relative des gènes est réalisée par rapport au gène de ménage ATCB en utilisant la 

lignée ES H1P52 comme référence 

VII.8.  Conclusion  L’épithélium gastrique dérivé de l’endoderme  comprend des glandes gastriques 
composées de plusieurs types de cellules épithéliales (cellules endocrines, cellules 

pariétales, cellules principales, mucocytes . L’existence de cellules souches résidentes 
dans les glandes gastriques capables de générer tous les types cellulaires composant l’épithélium gastrique a été démontrée chez la souris (Bjerknes et al., 2002). Il a été également montré récemment qu’il existe des sous-populations multiples de cellules souches gastriques impliquées dans l’auto-renouvellement. Ces sous-populations 

possèdent des caractéristiques différentes; elles peuvent avoir des cycles de division 

rapides ou être quiescentes (Qiao et al., 2011). 

En dehors des cellules épithéliales gastriques primaires, la méthode de culture que nous avons établie a permis l’isolement d’une population cellulaire ayant des propriétés 
assez particulières qui se rapprochent des propriétés des cellules souches. L’apparition des CPS sur le tapis de fibroblastes n’est pas fortuite puisque dans l’estomac, les cellules 
souches somatiques multipotentes sont entourées par les fibroblastes subépithéliaux 

auxquels elles adhèrent fermement (Powell et al., 1999; Powell et al., 2005; Andoh et al., 

2007) et ces fibroblastes sont la source de facteurs permettant la croissance, prolifération 

et différenciation des cellules souches (Wagner, 2007; Hoffmann, 2008). De plus, les CPS peuvent pousser sans ancrage, propriété qu’elles partagent avec les cellules tumorales 
(Chang et al., 2001; Lin et al., 2005). Elles présentent aussi une activité phosphatase 

alcaline qui est un marqueur des cellules souches indifférenciées. L’expression des gènes OCT4, Nanog et SOX2 plaide également en faveur d’un 
phénotype de pluripotence associé à ces cellules. OCT4 (ou POU5F1) est un facteur de transcription découvert dans les années . C’est un marqueur de pluripotence présent 
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dans les cellules souches adultes, dans les lignées cellulaires ainsi que dans les cellules 

tumorales (Tai et al., 2005; Zangrossi et al., 2007). Néanmoins, son expression n’est pas 
suffisante pour conclure à un caractère pluripotent puisque sa présence a été également 

détectée dans des tissus différenciés (Zangrossi et al., 2007). Nanog et SOX2 sont des 

facteurs de transcription impliqués dans le maintien de la pluripotence des cellules 

souches embryonnaires. SOX2 régule l’expression de OCT4 dans les cellules souches 

pluripotentes induites (iPs, induced pluripotent stem cells) (Masui et al., 2007; Zhao et al., 

2008) et induit l’expression du pepsinogène A dans les cellules gastriques (Tani et al., 

2007). Nanog agit en synergie avec OCT4 et SOX2 et ces 3 facteurs sont indispensables 

pour l’établissement de l’identité des cellules souches embryonnaires (Chambers et al., 

2003; Mitsui et al., 2003; Yates et al., 2005). L’analyse par microarrays de l’expression des gènes de pluripotence, d’indifférenciation et de caractère souche, révèle la présence d’un caractère de 
pluripotence assez affirmé dans les CPS. Néanmoins, ces cellules ne sont pas 

complètement indifférenciées. Elles semblent être dans un état de maturation 

intermédiaire entre les cellules souches et les cellules différenciées. Ces cellules 

pourraient possiblement correspondre à des cellules souches différenciées. )l s’agit 
probablement de progéniteurs engagés dans des voies de différenciation. 

Des analyses complémentaires sont actuellement en cours au laboratoire afin de 

confirmer les résultats obtenus. La recherche des marqueurs de pluripotence au niveau 

protéique est envisagée. La recherche dans les CPS de l’expression des homologues 
humains des marqueurs spécifiques caractérisant les cellules souches gastriques murines 

(ou leurs progéniteurs) tels que LGR5, la villine et le DCLK1 (Giannakis et al., 2006; Barker 

et al., 2007; Qiao et al., 2007) permettrait d’attribuer une nature plus précise à ces cellules. 
La capacité des CPS à former des corps embryoïdes EB  est en cours d’analyse. Les corps 

embryoïdes sont des agrégats cellulaires tridimensionnels obtenus par la différenciation 

initiée des cellules souches embryonnaires (Itskovitz-Eldor et al., 2000; Khoo et al., 2005). L’isolement, la caractérisation et la différenciation de cellules souches gastriques à partir d’estomac humain sain n’ont jamais été réalisées. Ces résultats constituent donc une 

première et quoique préliminaires, ils sont très prometteurs et offrent plusieurs pistes d’exploitation, notamment pour évaluer la capacité de différenciation des CPS mais aussi 

pour explorer l’hypothèse du cancer gastrique généré par les cellules souches décrit dans l’introduction de cet ouvrage (chapitre 2.) 
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L’étude in vivo sur un modèle d’infection par H. pylori chez la souris a permis de 

décrire un profil de la réponse antimicrobienne liée à cette bactérie. Une production 

accrue de S100A9 observée dans la muqueuse gastrique murine pourrait être impliquée dans l’échec d’implantation et de colonisation de H. pylori. En surmontant les contraintes liées au modèle animal d’infection par H. pylori, des études de la fonction et les 

mécanismes de régulation de S100A9 et du complexe S100A8/S100A9 dans la muqueuse 

gastrique au cours de l'infection par H. pylori sont nécessaires. 

Mes travaux de thèse ont permis d’établir un protocole de culture primaire de 
cellules épithéliales gastriques humaines à partir de tissu gastrique sain. La mise au point d’un modèle d’infection par H. pylori a permis de dégager plusieurs aspects sur le 

comportement des cellules épithéliales primaires humaines vis-à-vis de cette bactérie. L’induction cag-dépendante d’un panel de chimiokines, cytokines et peptides antimicrobiens par les CEG(A suite à l’exposition à H. pylori confirme l’implication de ce 
facteur de virulence dans la mise en place de la réponse inflammatoire précoce. En revanche, l’infection par le mutant isogénique B ΔcagM qui a également induit une 

forte réponse inflammatoire, suggère que cag ne semble pas être indispensable au déclenchement de la réponse inflammatoire au cours de l’infection par H. pylori. Ce travail 

devra être complété par l’établissement des profils d’expression des TLRs par les CEGH 

ainsi que celui des médiateurs inflammatoires par plusieurs approches méthodologiques FACS, Luminex  ce qui permettra également l’analyse de l’activation des voies de 

signalisation cellulaire au cours de l’inflammation. L’étude de la réponse inflammatoire 
liée à H. pylori devra être poursuivie en se focalisant sur d’autres facteurs de virulence de 
H. pylori tels que les adhésines, VacA, l’uréase ou la flagelline qui participent aussi activement à l’inflammation par le biais de diverses voies de signalisation. Le rôle du peptidoglycane, sa translocation dans la cellule épithéliale et l’induction de cascades 
inflammatoires pourraient également être investigués en utilisant des souches de H. pylori 

mutées pour les voies de synthèse du peptidoglycane. Il serait également pertinent d’étudier la capacité d’adhésion, de multiplication ainsi que de la survie de H. pylori dans 

des vésicules intracellulaire dans le modèle mis en place. 

Une limite à ce modèle est que la réponse étudiée est celle des cellules épithéliales 

provenant de sujets atteints d’obésité morbide qui possède quelques origines génétiques. L’étude de la variabilité interindividuelle de la réponse inflammatoire serait possible en 

augmentant le nombre des effectifs inclus. Les résultats concernant l’isolement et la caractérisation d’une population 
cellulaire gastrique ayant un phénotype de cellules souches sont très novateurs. Ces 

cellules, les CPS, partagent des propriétés communes avec les cellules souches telles que la croissance sans ancrage, l’activité phosphatase alcaline et l’expression de gènes de pluripotence. Ces résultats, quoique préliminaires, laissent penser qu’il pourrait possiblement s’agir de progéniteurs gastriques. Des analyses complémentaires sont 

actuellement en cours au laboratoire afin de confirmer ces résultats. Il serait également très intéressant ultérieurement d’évaluer et d’exploiter leur capacité de différenciation 
vers un phénotype épithélial. 
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