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Abréviations 

 

APC : Adenomatous Polyposis Coli  

APRIL : a proliferation-inducing ligand 

BabA : Blood group antigen-binding adhesin  

BMDC : Bone Marrow-Derived Cell 

cagPAI : îlot de pathogénicité cag 

CSC : Cellule Souche Cancéreuse (Cancer Stem Cell) 

DC: cellules dendritiques 

EMT : Transition Epithélio-Mésenchymateuse 

GGT : gamma-glutamyl transpeptidase  

IL : interleukine 

LLC : leucémie lymphoïde chronique 

LGM : Lymphome Gastrique du MALT 

LLE : lésions lympho-épithéliales  

LPS : Lipopolysaccharide 

LTreg : lymphocytes T régulateur 

MALT : Mucosa Associated Lymphoid Tissue, tissu lymphoïde associé aux muqueuses 

miR : microARN 

NF-ĸB : Facteur Nucléaire Kappa B 

NK : Cellules Natural Killer 

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Patterns, profils moléculaires associés aux 

Pathogènes 

PNN : polynucléaire neutrophile 

ROS : dérivés actifs de l’oxygène 

RNS : dérivés actifs de l’azote 

RT-qPCR : Reverse Transcription- quantitative Polymerase Chain Reaction 
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SabA : Sialic acid-binding adhesin  

SH2 : Src Homology 2 

SST4 : Système de Sécrétion de Type 4 

TLR : Toll Like Receptor 

TNFα : Tumor Necrosis Factor α   
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Plus de trente ans se sont écoulés depuis la découverte de Helicobacter pylori (246). Cette bactérie, 

strictement adaptée à l’estomac humain, est unique à plus d’un titre et l’importance reconnue de cette 

infection dans diverses pathologies gastriques a valu à ces deux médecins d’être lauréats du Prix 

Nobel de Médecine. Depuis sa découverte, elle a fait l’objet de nombreuses études et le domaine de 

la gastro-entérologie a vécu plusieurs révolutions dans le traitement de pathologies liées en fait à 

H. pylori. Ainsi, le traitement de l’ulcère ou du lymphome gastrique du MALT (tissu lymphoïde 

associé aux muqueuses) ou LGM passe à présent par un traitement d’éradication de H. pylori en 

première ligne. 

Le développement du LGM est directement lié à l’infection par H. pylori mais n’apparaît que chez 

un nombre très restreint de sujets infectés (moins de 0,1% des sujets infectés) (213). Dans cette 

pathologie la stimulation antigénique chronique exercée par H. pylori sur la muqueuse gastrique 

entraîne un recrutement de lymphocytes et entretient une prolifération monoclonale de lymphocytes 

B s’organisant en follicules lymphoïdes de type MALT normalement absents de la muqueuse 

gastrique. Cette infiltration est associée à des lésions lympho-épithéliales (LLE) impliquant les 

lymphocytes B. La prolifération des lymphocytes B néoplasiques est activée par les lymphocytes T 

CD4+ non néoplasiques via la costimulation CD40L-CD40. Les lymphocytes T CD8+ présents au 

sein des infiltrats perdent dans cette pathologie leur capacité d’induire l’apoptose des cellules B 

(104). L’éradication de la bactérie par des antibiotiques permet, dans 60 à 80 % des cas, la régression 

du LGM au stade de faible degré de malignité de la maladie (446). Cependant, des translocations 

chromosomiques peuvent apparaître et conduire à une lymphoprolifération indépendante de la 

stimulation antigénique bactérienne (320). Toutefois, les mécanismes physiopathologiques 

conduisant au LGM notamment les réponses inflammatoires, immunologiques et cellulaires ne sont 

pas clairement élucidés. 

Afin de mieux comprendre la physiopathologie de ce lymphome et faute de pouvoir avoir accès à des 

pièces chirurgicales post-gastrectomies de patients atteints de LGM, plusieurs équipes se sont 

attachées à reproduire cette pathologie chez l’animal. Trois espèces du genre Helicobacter : 

Helicobacter felis (275), Helicobacter heilmannii (114) et H. pylori (58), et trois hôtes différents, la 

souris BALB/c, la souris C57BL6 ou la gerbille de Mongolie, ont été principalement utilisées. 

L’équipe INSERM « Helicobacter infection: inflammation and cancer » (INSERM U1053-UMR 

BaRITOn) au sein de laquelle j’ai réalisé ma thèse, a récemment décrit un modèle basé sur 

l’utilisation de souris BALB/c thymectomisées à 3 jours de vie infectées par H. pylori pour étudier la 

physiopathologie du LGM (58).  

A partir du matériel d’étude de ce travail, l’objectif de ma thèse a tout d’abord été de participer à la 

caractérisation de la réponse inflammatoire impliquée dans le recrutement, la prolifération et le 
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développement d’infiltrats lymphoïdes au sein de la muqueuse gastrique des souris développant un 

LGM (Article n°1).  

Nous avons ensuite tenté de clarifier l’effet de la thymectomie néonatale sur les réserves en 

Lymphocytes T régulateurs au niveau des organes de réserve et tenté d’évaluer leur présence et leur 

rôle au niveau du site de lymphomagénèse (Article n°2). 

Lors de la troisième partie de notre travail, nous nous sommes intéressés aux mécanismes 

moléculaires conduisant au développement du LGM via l’étude des microARNs (Article n°3). En 

effet, ces petits ARNs non codant sont des acteurs majeurs de la régulation post-transcriptionnelle 

des gènes et sont impliqués dans le développement, la prolifération et la différenciation cellulaire 

ainsi que dans la régulation de la réponse immune. 

La dernière étape de notre travail a consisté au développement d’un modèle alternatif de LGM, plus 

facile à mettre en place que celui basé sur la thymectomie néonatale (Article n°4).  

Ce manuscrit est composé d’une partie bibliographique composée de quatre chapitres (une partie 

générale sur H. pylori, une deuxième dédiée à la réponse inflammatoire induite par la bactérie, suivie 

d’une partie générale sur le lymphome gastrique du MALT et pour terminer, la présentation des 

modèles animaux d’étude de l’infection) suivie de quatre publications originales récapitulant les 

principaux résultats obtenus pendant ces trois années de préparation. 
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I. Helicobacter pylori 

Des études phylogénétiques indiquent que H. pylori colonise l’estomac humain depuis au moins 

88 000 à 116 000 ans (267). Si cette bactérie semble aussi âgée que l’homme, elle a été isolée et 

cultivée pour la première fois en 1982 par deux chercheurs australiens, R. Warren et B. Marshall. La 

première description de la présence d’une bactérie hélicoïdale dans les estomacs humains date 

pourtant de la fin du XIXème siècle (193) et a été suivie par plusieurs descriptions chez des patients 

souffrant d’ulcères ou de cancers gastriques au cours du XXème siècle, mais la culture de cette 

bactérie avait jusqu’alors échoué. R. Warren et B. Marshall démontrèrent par la suite que cette 

bactérie causait des ulcères gastriques en remplissant efficacement les postulats de Koch (246). Cette 

découverte leur valut le prix Nobel de physiologie et de médecine en 2005. En 1994, H. pylori a été 

classée parmi les agents carcinogènes de classe I par l’agence internationale de recherche contre le 

cancer (IARC) pour son implication dans les cancers de l’estomac. Il s’agit de la première bactérie 

carcinogène reconnue. L’infection à H. pylori représente en effet la principale cause de cancers 

induits par un agent pathogène. Environ 5,5% des cancers dans le monde sont attribuables à cette 

bactérie (311). 

 

I.1  Caractères généraux  

H. pylori est un bacille spiralé à Gram négatif de 0,5 à 0,9 μm de large et de 2 à 4 μm de long 

appartenant à la superfamille des epsilonprotéobactéries et à la famille des Helicobacteraceae. 

Initialement nommé Campylobacter pyloridis, il fut renommé ainsi en 1989 à cause de sa forme 

spiralée (139). Il est doté de 2 à 6 flagelles qui lui permettent de se déplacer dans le mucus qui 

recouvre la paroi de l’estomac (Figure 1). Sa principale caractéristique sur le plan biochimique est 

son uréase qui est très active. Il possède également une catalase, une cytochrome oxydase et une 

gamma-glutamyl transpeptidase (GGT). Il ne fermente pas les sucres et n’hydrolyse pas l’hippurate 

(256) (309) (253). Ex vivo, la croissance de H. pylori est difficile et nécessite des milieux riches 

additionnés de sang, de sérum ou de suppléments d’enrichissement (309). La bactérie est sensible à 

la composition gazeuse de l’environnement et pousse dans une atmosphère microaérobie à une 

température comprise entre 33 et 40°C (256) (309). Il possède un génome de petite taille (environ 1,6 

Mégabases) (395). 
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Figure 1 : Morphologie de H. pylori en microscopie électronique (x 30 000). 
D’après http://www.u-bordeaux.fr/Actualites/De-la-recherche/Clouer-Helicobacter-
pylori-au-pilori. H. pylori est un bacille spiralé de 0,5 à 0,9 μm de large et de 2 à 4 μm 
de long possédant 2 à 6 flagelles lui permettant de se déplacer dans le mucus 
gastrique. 

 

Le genre Helicobacter regroupe actuellement 30 espèces validées (258). En fonction des niches 

spécifiques auxquelles ils sont associés, les Hélicobacters sont divisés en deux groupes : les 

Hélicobacters gastriques comprenant H. pylori et H. felis notamment et les Hélicobacters entéro-

hépatiques colonisant le tractus gastro-intestinal et les voies biliaires (Figure 2).  

http://www.u-bordeaux.fr/Actualites/De-la-recherche/Clouer-Helicobacter-pylori-au-pilori
http://www.u-bordeaux.fr/Actualites/De-la-recherche/Clouer-Helicobacter-pylori-au-pilori
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Figure 2 : Arbre phylogénique représentant les différents taxons du genre 
Helicobacter. Figure reproduite d’après Ménard et al. (258). L’arbre phylogénique 
présenté est basé sur l’alignement d’environ 700 résidus de la protéine GyrA. Il a été 
réalisé avec la méthode du neighbor-joining. La séquence du gène GyrA de 
Mycobacterium tuberculosis a été utilisée comme séquence de groupe externe. Cet 
arbre permet une séparation des Hélicobacters gastriques et entéro-hépatiques, et 
différencie parmi ces derniers les espèces dont les flagelles sont gainés (sheathed) de 
celles qui ont des flagelles non-gainés (unsheathed).  
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I.2  Epidémiologie 

L’infection à H. pylori est l’infection bactérienne chronique la plus répandue. Elle s’acquiert 

généralement pendant l’enfance mais persiste toute la vie tant qu’il n’y a pas d’éradication (254). Le 

taux d’infection varie en fonction de nombreux critères comme l’âge, l’origine géographique et les 

conditions de vie. L’homme peut être contaminant par deux moyens : la voie orale ou par ses selles. 

Le mode d’infection est lié à la promiscuité qui constitue un terrain favorable à la transmission de 

personne à personne de manière oro-orale et surtout gastro-orale. La contamination peut en effet se 

faire par un contact direct avec la salive infectée par des régurgitations ou lors des 

vomissements. C’est pourquoi H. pylori se transmet le plus souvent au sein d’une même famille, en 

particulier dans le sens parent-enfant ou entre enfants car ces derniers sont plus sensibles. Parmi les 

facteurs favorisant la transmission de l’infection, on retrouve la vie en collectivité, le partage des 

couverts ou l’habitude de mastiquer les aliments donnés aux nourrissons (40). La transmission par 

les selles, suite à un contact par l’intermédiaire des mains ou encore à cause de l’eau et d’aliments 

contaminés, est plus rare et se rencontre plutôt dans les pays en voie de développement où l’hygiène 

est déficiente.  

Ainsi, dans les pays en voie de développement, l’infection est très rapidement acquise en raison des 

conditions d’hygiène et de la promiscuité : on estime que 80 % de la population y est touchée avant 

l’âge de 20 ans (94) (Figure 3). En revanche, dans les pays développés, 1 adulte sur 5 est infecté à 

l’âge de 20 ans (254). En France, 5 à 10 % des enfants sont infectés et l’infection est rare avant 4 ans. 

Ce chiffre atteint 20 à 50 % chez les adultes. Après 60 ans, c’est près d’un français sur deux qui est 

infecté (406). Avec l’amélioration des conditions de vie et d’hygiène dans les pays développés, 

l’infection est moins fréquente pour les nouvelles générations que pour les anciennes (254) (241). En 

Europe, les migrants sont plus fréquemment infectés que les populations d’origine et le taux 

d’infection est plus important quand le niveau socio-économique est bas (349).  

H. pylori est l’espèce inféodée à l’homme et ne vit que dans l’estomac humain. La transmission est 

interhumaine. Certains animaux ont été incriminés, la bactérie a en effet été détectée chez le chat 

domestique et quelques primates mais ces réservoirs anecdotiques ne jouent pas de rôle dans la 

transmission à l’homme (52). Les animaux ont d’ailleurs leur propre flore de Helicobacter qui 

colonise leur tube digestif. La bactérie pourrait également survivre plusieurs jours dans un milieu 

aquatique (200) (379). 
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Figure 3 : Prévalence de l’infection à H. pylori dans le monde. D’après Azevedo et 

al. (15) La carte est basée sur les données collectées par Lunet et al. (237) et 
complétée par d’autres études (410) (291) (21) (203) (62) (2) (163) (431). Les 
données ont été obtenues principalement par sérologie. N. D. absence d’étude de la 
prévalence de H. pylori. 

 

I.3  Pathologies induites par H. pylori 

H. pylori est une bactérie pathogène qui entraîne toujours une réaction inflammatoire de la muqueuse 

gastrique. L’inflammation gastrique ou gastrite liée à H. pylori est asymptomatique dans la majorité 

des cas. Pour environ 0,1% des personnes infectées, la gastrite évolue vers le lymphome gastrique du 

MALT. Pour 5 à 10% des patients, la gastrite évolue vers un ulcère gastrique ou duodénal. Enfin, 

pour les patients qui présentent une gastrite atrophique, 1% auront une évolution de la gastrite vers 

un adénocarcinome (Figure 4). 
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Figure 4 : Pathologies induites par l’infection à H. pylori. Figure reproduite d’après 
Megraud et al. (255).  

 

I.3.1  Gastrite 

La bactérie provoque chez la personne infectée une gastrite chronique qui persiste toute la vie si 

l'infection n'est pas traitée. Elle aboutit à une diminution du nombre de glandes gastriques (79). Le 

plus souvent, elle est d'évolution silencieuse sans manifestations ou symptômes particuliers mais elle 

peut évoluer dans 5 à 10 % des cas d’infections vers des pathologies plus graves. 

 

I.3.2  Ulcères 

La gastrite peut évoluer vers des formes pathologiques non malignes comme l’ulcère gastrique ou 

duodénal (164). Il est aujourd’hui estimé que 5 à 10% des patients infectés par H. pylori développent 

un ulcère gastrique ou duodénal au cours de leur vie. Le mécanisme pathologique supposé passerait 

par une augmentation de l’inflammation gastrique, avec une augmentation de la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8, l’IL-1β et le Tumor Necrosis Factor α (TNFα) (205). 

Concernant l’ulcère duodénal, l’infection serait responsable d’une augmentation de l’acidité 

gastrique, due à une modification de la synthèse hormonale de somatostatine. L’hyperchlorhydrie 

gastrique conduirait à une augmentation de l’acidité au niveau du duodénum qui produirait alors une 



18 
 

métaplasie antrale protectrice. Alors qu’en condition physiologique H. pylori ne peut infecter le 

duodénum, cette métaplasie permet la colonisation par H. pylori, provoquant une inflammation 

locale qui fragilise la muqueuse et prédispose à l’apparition d’un ulcère duodénal (13).  

 

I.3.3  Adénocarcinome gastrique 

L’adénocarcinome gastrique est un cancer hétérogène. D’un point de vue anatomopathologique, il est 

nécessaire de distinguer deux grands groupes d’adénocarcinomes en fonction de leur localisation : 

les tumeurs du cardia, situées au niveau de la jonction avec l’œsophage (partie proximale de 

l’estomac), qui pour la plupart ne sont pas liées à l’infection à H. pylori, et celles de la partie distale 

de l’estomac, situées au niveau du corps ou de l’antre gastrique. L’infection par H. pylori est 

associée uniquement aux cancers distaux. 

Selon des critères histologiques établis par Lauren, il existe deux types d’adénocarcinomes 

gastriques : le type intestinal et le type diffus (219). Le type intestinal est le plus fréquent et présente 

sur le plan anatomo-pathologique une structure identique au cancer du côlon. Une évolution lente est 

observée : suite à l’inflammation chronique de la muqueuse gastrique induite par H. pylori, des 

lésions prénéoplasiques se développent successivement, atrophie gastrique, métaplasie intestinale, 

dysplasie puis carcinome gastrique (429) (Figure 5). L’évolution de ces lésions histopathologiques 

est connue sous le nom de «cascade de Correa», en référence à l’auteur qui fut le premier à la décrire 

avant la découverte de H. pylori (66). Il avait déjà été noté qu’au terme de ce processus, 1% des 

gastrites chroniques évoluent vers le cancer (65). Il est admis que l’éradication de H. pylori a le 

potentiel de prévenir l’évolution vers l’adénocarcinome gastrique (243). Il n’y a pas de profils de 

mutations successives typiques de cette évolution, contrairement aux mutations APC (Adenomatous 

Polyposis Coli) et autres décrites dans le cancer du côlon, ou aux mutations KRAS décrites dans le 

cancer du poumon et présentes dès le stade de métaplasie intestinale. En revanche, il a été démontré 

dans un modèle murin que l’infection par H. pylori est un agent mutagène. Cette génotoxicité peut 

être attribuable aux dommages oxydatifs de l’ADN impliqués dans la réponse inflammatoire de 

l’hôte (413). De plus H. pylori affecte les mécanismes de réparation de l’ADN rendant les cellules 

épithéliales gastriques plus sensibles à l’accumulation de mutations (239). H. pylori a par ailleurs un 

effet carcinogène direct via la production de facteurs de pathogénicité comme la protéine CagA. Cet 

aspect sera développé dans le paragraphe I.4 Facteurs de virulence.  

Lors de la carcinogénèse gastrique H. pylori induit une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) 

générant ainsi des cellules possédant des propriétés de cellules souches cancéreuses (CSC) (32). Ces 

cellules cancéreuses ont pour origine pour deux tiers des progéniteurs locaux mais peuvent 
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également se développer à partir de cellules dérivant de la moelle osseuse (bone marrow–derived 

cells ou BMDC). En effet suite aux lésions inflammatoires induites par l’infection à H. pylori, des 

cellules mésenchymateuses circulantes de type BMDC sont recrutées au sein de la muqueuse 

gastrique et contribuent à la régénération des tissus. Le processus infectieux étant toujours présent, 

les cellules ne se différencient pas correctement pour réparer la muqueuse gastrique et se 

transforment en CSC (428). 

 

L’adénocarcinome gastrique de type diffus ne présente pas ces différentes étapes et survient plus 

fréquemment chez les personnes plus jeunes. Des mutations du gène codant pour l’E-cadhérine 

(cdh1) sont retrouvées chez environ 30% des cas. Cette protéine joue un rôle fondamental dans 

l’adhésion cellulaire et assure le maintien de l’architecture cellulaire. Certaines formes familiales de 

ce type de cancer existent et la prédisposition évolue selon un mode autosomique dominant. Des 

mutations somatiques au niveau des gènes codant pour la ß-caténine ou l’APC ont également été 

retrouvées dans ce type de cancer. De même, une publication rapporte la présence de mutations au 

niveau de la séquence du gène codant pour la protéine IQGAP1, dans de rares cas de cancers 

gastriques de type diffus (273). 
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Figure 5 : Cascade des lésions histologiques induites par l’infection à H. pylori 
menant à l’adénocarcinome gastrique de type intestinal. Figure reproduite d’après 
Megraud et al. (255). Une muqueuse gastrique normale présente des glandes de 
structure normale. Lors d’une gastrite aiguë, l’épaisseur de la muqueuse est 
augmentée (hyperplasie). Au cours d’une gastrite chronique (A), des dilatations 
glandulaires sont observées. La gastrite chronique peut évoluer en gastrite atrophique 
avec perte des cellules pariétales et une perte variable des glandes gastriques. La 
métaplasie intestinale (B) correspond à l’acquisition d’un phénotype intestinal avec 
apparition de cellules caliciformes. La métaplasie intestinale peut évoluer en dysplasie 
(C) caractérisée par des glandes de forme et de taille irrégulières. Enfin, le stade 
cancer (D) associe des néoplasies intra-épithéliales et une invasion de la musculaire 
muqueuse et de la musculeuse. 

 

I.3.4  Lymphome gastrique du MALT 

Dans moins de 0,1% des cas, la gastrite induite par H. pylori peut évoluer après de nombreuses 

années en un lymphome gastrique du MALT. Le chapitre III sera consacré à cette pathologie. 
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I.3.5  Pathologies extra-gastriques 

Du fait de la chronicité de l’infection à H. pylori et du modèle d’inflammation chronique qu’elle 

représente, son rôle dans le développement et la progression de pathologies extra-digestives a été 

rapporté dans de nombreuses études (121). Les hypothèses de mécanismes sous-jacents incluent 

l’induction d’une inflammation chronique et sa persistance locale et systémique, l’induction d’un 

mimétisme moléculaire, c'est‐à‐dire la production d’anticorps dirigés contre des protéines de 

H. pylori capables de reconnaître des antigènes de l’hôte (auto-immunité) et la modification de 

l’absorption de certains nutriments comme la vitamine B12. De nombreuses pathologies 

extra‐digestives seraient concernées telles que des pathologies cardiovasculaires, neurologiques, 

respiratoires, hématologiques, ophtalmologiques, dermatologiques, uro-génitales ou encore 

métaboliques (137). 

 

I.4  Facteurs de virulence 

Le rôle carcinogène de H. pylori a d’abord été considéré comme indirect via l’inflammation 

chronique induite par la colonisation de l’estomac. Il est maintenant admis que le rôle de l’infection à 

H. pylori dans les pathologies digestives et en particulier dans la carcinogénèse tient 

vraisemblablement à la présence de facteurs de virulence. Ces derniers ont de multiples fonctions, ils 

permettent d’une part à la bactérie de survivre à l’acidité de l’estomac, se déplacer dans le mucus et 

coloniser la muqueuse gastrique en échappant à la réponse immunitaire de l’hôte. D’autre part 

certains facteurs de virulence peuvent entraîner des pathologies plus graves via des mécanismes pro-

inflammatoires entraînant une altération tissulaire gastrique notamment. 

 

I.4.1  Facteurs de virulence importants pour la colonisation de l’hôte 

a) Uréase et survie à l’acidité de l’estomac 

L’environnement gastrique est un environnement hostile à la majorité des microorganismes, 

cependant H. pylori est capable d’y survivre et de s’y développer. Cette résistance à l’acidité 

gastrique est essentiellement due à la présence d’une uréase. H. pylori produit en effet une 

importante quantité de cette enzyme qui représente 6 à 10% de la masse protéique totale de la 

bactérie (217). Cette enzyme transforme l’urée en ammoniac et carbamate, ce dernier étant 

spontanément dégradé en une seconde molécule d’ammoniac et en bicarbonate (35). Ces composés 
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agissent comme un tampon et neutralisent l’acidité gastrique créant ainsi un micro-environnement 

protecteur de pH neutre autour de H. pylori (391). Ainsi H. pylori peut survivre et se multiplier dans 

l'estomac (88) (357). L’uréase de H. pylori est retrouvée à la fois à la surface de la bactérie et dans 

son cytoplasme. C’est une métallo-enzyme de structure hexapolymérique contenant du nickel. Elle 

est composée de deux sous-unités UreA et UreB liées à deux ions nickel et c’est Ure B qui est la 

partie active (262). Elle s’organise sous la forme d’un complexe dodécamérique (4 trimères 

d’hétérodimères UreA-B) de 1,1MDa contenant 24 ions nickel (142). 

Cette enzyme est indispensable à la colonisation gastrique, bien que la bactérie se développe en fait 

essentiellement dans le mucus où le pH est moins acide, plutôt que dans la lumière gastrique (88) 

(415). Cette uréase permettrait par ailleurs à H. pylori d’échapper à la réponse macrophagique (371). 

Elle pourrait également jouer un rôle dans le chimiotactisme bactérien (153) (281) et induire 

l’apoptose des cellules épithéliales gastriques (101). 

 

b) Flagelles et mobilité 

H. pylori doit sa mobilité à la présence de 2 à 6 flagelles polaires. Plus de 40 protéines seraient 

impliquées dans leur biosynthèse et leur activation (228). Ces flagelles, principalement constitués des 

flagellines FlaA et FlaB (90), sont recouverts d’une gaine de composition similaire à celle de la 

membrane externe de la bactérie permettant une protection contre l’acidité gastrique (183). De plus, 

cette gaine diminuerait le relargage d’épitopes immunogènes expliquant l’absence d’activation de la 

voie immunitaire innée du Toll Like Receptor 5 (TLR) qui reconnaît normalement les flagellines 

(133). Ceci pourrait donc contribuer à la persistance de la bactérie chez l’hôte infecté. Ces flagelles 

et la forme spiralée de la bactérie lui permettent de pénétrer dans le mucus jusqu’à atteindre les 

couches muqueuses profondes et les cellules épithéliales. On estime que la majorité des bactéries se 

multiplient dans le mucus alors qu’une plus petite partie colonise la surface des cellules épithéliales 

(244). Les flagelles sont indispensables à la mobilité et aux capacités de colonisation de la bactérie 

(183) (91). La mobilité de la bactérie dépend d’un tropisme particulier pour certains acides aminés, 

l’urée ou le bicarbonate de sodium (409). Ce chimiotactisme permettrait à la bactérie de se déplacer 

dans un milieu favorable à son développement.  

Outre la présence de flagelles, la forme hélicoïdale de H. pylori semble cruciale pour la mobilité et la 

colonisation. Certaines peptidases, les Ccrps (coiled-coil-rich proteins) sont nécessaires à la 

formation du peptidoglycane et donc à la forme de la bactérie. Une mutation d’un des gènes codant 

pour ces protéines entraînant une baisse de la mobilité et de la pathogénicité des souches (365). 
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c) Adhésines et attachement aux récepteurs cellulaires 

Les capacités d’adhérence bactérienne sont indispensables à une bonne colonisation et à la 

persistance de l’infection. H. pylori se multiplie au niveau du mucus gastrique et une faible 

proportion de bactéries atteint la surface des cellules épithéliales et y adhère grâce à l’expression 

d’adhésines (236). H. pylori doit être capable d’adhérer aux cellules épithéliales gastriques pour 

éviter d’être éliminé par les mouvements péristaltiques gastriques et le renouvellement du mucus 

(107). Plusieurs adhésines ont été décrites parmi lesquelles les plus étudiées sont BabA (Blood group 

antigen-binding adhesin) et SabA (Sialic acid-binding adhesin). Ces protéines se lient aux antigènes 

Lewis qui sont similaires à ceux des groupes sanguins et qui sont présents à la surface des cellules 

épithéliales gastriques (174) (424). Il existe 2 allèles pour le gène babA, babA1 et babA2. Les 

souches babA2 sont associées aux pathologies plus graves comme l’ulcère et l’adénocarcinome (328) 

(305). SabA serait également l’agent agglutinant des érythrocytes et des neutrophiles (422) (12). La 

reconnaissance des neutrophiles par SabA permettrait leur activation, et donc un relargage de 

radicaux oxygénés et azotés, induisant des lésions épithéliales (422) (461). Les adhésines majeures 

BabA et SabA, ainsi que les différentes protéines de membranes externes, semblent pouvoir moduler 

leur expression en fonction du contexte environnemental (455). Ainsi, la protéine BabA pourrait être 

modulée par variation de phase et variation antigénique in vivo facilitant l’adhérence à l’épithélium 

et permettant une infection chronique (387). De la même façon, l’expression de SabA semble très 

dépendante du pH (138). 

H. pylori possède d’autres adhésines qui sont des protéines de membrane externe (OMP, Outer 

Membrane Protein). Leur rôle est difficile à estimer dû au manque de connaissances de leurs 

récepteurs spécifiques. Au sein de ces OMP, il a été montré que la protéine HomB joue un rôle 

important dans l’adhérence cellulaire et dans la réponse pro-inflammatoire. Cette protéine est 

également associée à l’ulcère et constitue un éventuel nouveau facteur de virulence (304). Les 

protéines OipA, HopZ (H. pylori outer membrane protein), LabA (lacdiNAc-binding adhesin), NAP 

(neutrophil-activating protein), Hsp60 (heat shock protein 60), AlpA et AlpB (adherence-associated 

proteins) participeraient également à l’adhérence de H. pylori (Tableau 1). 

 

d) Rôle de la gamma-glutamyl transpeptidase 

La gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) de H. pylori est présente chez 100% des souches et est 

exprimée de manière constitutive (433). Elle est exprimée tout au long de la croissance bactérienne et 

est capable d’exercer son activité enzymatique au pH de la muqueuse gastrique de l’hôte (433). Elle 

a un rôle important dans le métabolisme de H. pylori permettant à la bactérie l’utilisation de 
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nutriments fondamentaux (382). Elle permettrait de priver les cellules épithéliales en glutathion, les 

rendant ainsi plus sensibles aux substances oxydantes ce qui pourrait conduire à des dommages au 

niveau de l’ADN, une apoptose et participer au processus de carcinogénèse.  

La GGT n’est pas indispensable à la bactérie, une délétion du gène ggt n’inhibe pas la croissance 

bactérienne mais apporte un avantage dans la colonisation gastrique. En effet, dans une première 

étude, Chevalier et al. (56) ont montré qu’une délétion du gène ggt rendait la souche H. pylori SS1 

incapable de coloniser la muqueuse gastrique de souris Swiss, ce qui n’était pas le cas de la souche 

sauvage. D’autres études ont montré qu’une délétion du gène ggt conduisait à une réduction 

importante de la colonisation par rapport à la souche sauvage (252) (300). In vitro, la GGT favorise 

la croissance de H. pylori, des souches ayant une forte activité enzymatique poussant mieux que 

celles ayant une activité enzymatique plus faible (135). Elle jouerait par ailleurs un rôle dans la 

maladie ulcéreuse (136).  

La GGT a également un rôle dans l’inhibition de la prolifération lymphocytaire T en arrêtant le cycle 

cellulaire en phase G1 (132) (368) (102) et permettant ainsi à H. pylori d’échapper à la réponse 

immunitaire ce qui pourrait participer à la chronicité de l’infection. L’arrêt du cycle cellulaire en 

phase G1 est caractérisé par une augmentation du taux de p27, inhibiteur des Cdk et une diminution 

des cyclines. La voie Ras semble être la cible de la GGT.  

La GGT de H. pylori est également capable d’agir sur les cellules dendritiques et d’orienter la 

réponse cytokinique induisant une réponse T régulatrice (300). 

Plusieurs études ont par ailleurs montré que la GGT de H. pylori participe à l’apoptose des cellules 

épithéliales gastriques humaines via l’activation des caspases 3 et 9, de Bax, la diminution 

d’expression de Bcl-2 et Bcl-xl, protéines anti-apoptotiques, et la libération du cytochrome c (197) 

(196) (113). Une autre voie possible d’apoptose est l’augmentation de la concentration d’H2O2 due 

au catabolisme du glutathion par la GGT (136). Cette génération d’H2O2 est également responsable 

de dommages au niveau de l’ADN cellulaire ainsi que d’une activation de l’inflammation 

(augmentation de la synthèse d’Il-8 et activation de la voie du NFκB en présence de la GGT de 

H. pylori) (113) (468). 
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Facteur de 

virulence 

Fonctions  Référence 

AlpA  Adhérence cellulaire (299) 

AlpB 

DupA Activité pro-inflammatoire (induction production IL-8, IL-12) 

Association avec ulcère duodénal 

(171) (383) 

HopZ Adhérence cellulaire (315) 

Hsp60  Activité pro-inflammatoire (induction production IL-6, IL-8, 

TNF-α, activation voie du NF-κB) 

 

(232) (473) 

LabA Adhérence cellulaire (348) 

NAP Activité pro-inflammatoire (stimule production des ROS, IL-6, 

IL-8, IL-12, IL-23) 

Induction de lésions épithéliales, altération des jonctions 

épithéliales  

Adhésion cellulaire 

(99) (324) 

OipA Adhérence cellulaire 

activité pro-inflammatoire (induction production IL-8) 

association avec adénocarcinome gastrique 

(454) (123) 

 
Tableau 1 : Autres facteurs de virulence de virulence de H. pylori et fonctions 
associées. ROS : dérivés actifs de l’oxygène. 

 

I.4.2  Ilot de pathogénicité cag 

Présent chez 60 à 70% des souches, l’ilot de pathogénicité cag (cagPAI) correspond à une région 

génomique de 40kb acquise au cours de l’évolution contenant environ 30 gènes dont cagA 

(cytotoxin-associated gene A) et des gènes codant pour un système de sécrétion de type IV (SST4) 

composé de plusieurs protéines (19). CagA est considérée comme étant la première oncoprotéine 

bactérienne.  
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a) Le système de sécrétion de type 4 (SST4) 

Le SST4 présente une structure comparable à celui des autres bacilles à Gram négatif qui sont 

composés de l’assemblage de 11 protéines (VirB 1 à 11) couplées à une NTPase (VirD4). Le SST4 

de H. pylori comprend des protéines avec des séquences compatibles avec les protéines VirB mais 

également 5 composants ne présentant aucune similarité avec ceux des SST4 des autres bactéries 

(111). Les protéines formant le SST4 peuvent être séparées en trois parties, celles qui s’assemblent 

pour former le complexe central où se situe le canal, les protéines du pilus et celles permettant de 

fournir l’énergie nécessaire à la translocation. Le complexe central serait composé de CagT (VirB7), 

CagX (VirB9), CagY (VirB10), et CagU, et le complexe de la membrane interne de CagE (BirB3/4), 

CagW (VirB6) et CagV (VirB8). La partie associée à la membrane externe comprend deux 

composants essentiels, CagM et Cag3 interagissant avec les composants du complexe central pour 

former une extension (214). D’autres composants ont été décrits, comme CagH, CagC, CagL ou 

CagI (17) (Figure 6). Le rôle de la majorité des protéines formant le SST4 n’est pas clair même si la 

plupart d’entre elles sont essentielles pour la sécrétion de CagA ou l’induction de l’IL-8 (112). 

Ce système de sécrétion peut être comparé à une seringue permettant la translocation de facteurs de 

pathogénicité bactériens dont CagA au sein des cellules épithéliales gastriques (53) (3). Des études 

par microscopie électronique ont montré que le SST4 formait une structure comparable à un pilus à 

la surface bactérienne (344) (401) (216) toujours localisé à un pôle et induit par le contact avec les 

cellules cibles. Le rôle exact des protéines composant le SST4 n’est pas bien défini. Il a été décrit 

que CagF, une protéine chaperonne, a un rôle crucial dans la translocation de CagA (67) (314). CagI 

et CagL seraient indispensables à la formation du pilus (378). La composition exacte du pilus n’est 

cependant pas connue, tout comme le composant principal de cette structure. CagL agirait d’autre 

part comme une adhésine connectant le SST4 aux cellules cibles (216) via l’intégrine α5ß1. Cette 

interaction est indispensable pour la translocation de CagA. Elle va induire une modification du 

potentiel de membrane de la cellule hôte, premier effet du SST4. CagL va également stimuler 

l’intégrine α5ß1 et la tyrosine kinase FAK (focal adhesion kinase) permettant l’activation de Src, la 

tyrosine kinase phosphorylant CagA. Le SST4 va donc jouer un rôle direct dans la phosphorylation 

de CagA au niveau du site d’injection. Ces effets seront développés dans le paragraphe suivant. Le 

SST4 a par ailleurs des effets indépendants de CagA via l’injection d’autres molécules bactériennes 

dans le cytoplasme cellulaire. En effet, il permet à certaines molécules du peptidoglycane de 

rejoindre le cytoplasme des cellules hôtes conduisant à l’activation de la voie du NF-κB via le 

récepteur NOD1 (430) et donc à une réponse pro-inflammatoire. Le SST4 active également certaines 
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GTPases (61), récepteurs et voies de signalisation (191) indépendamment de CagA sans que les 

effecteurs aient été mis en évidence pour l’instant. 

 

 

Figure 6 : Système de sécrétion de type 4 de H. pylori. D’après Backert et al. (17). 
A) Le SST4, codé par l’îlot de pathogénicité cag, est un complexe multi-protéique 
localisé au niveau des membranes interne et externe de H. pylori et présentant une 
homologie structurale avec le SST4 de Agrobacterium et d’autres bactéries à Gram 
négatif. (B) Image par microscopie électronique de l’infection par H. pylori de 
cellules de la lignée épithéliale gastrique AGS sur laquelle on peut observer la 
présence de pili correspondant au SST4 connectant la bactérie à la membrane 
cellulaire de l’hôte. 
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b) CagA 

CagA est une protéine monomérique de 135-145 kDa dont l’activité dépend de son extrémité C-

terminale de 35-45 kDa comportant jusqu’à 5 répétitions du motif EPIYA (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala) 

(152) (Figure 7). Ce domaine présente un polymorphisme qui affecte sa structure et sa virulence et 

coïncide avec une répartition géographique des souches bactériennes. En effet, 4 segments EPIYA 

peuvent être distingués en fonction des séquences flanquantes des motifs EPIYA : EPIYA-A, 

EPIYA-B, EPIYA-C et EPIYA-D (11) (198). Des recombinaisons entre ces séquences peuvent 

expliquer la variabilité de CagA. Dans les pays Occidentaux, les régions contenant les motifs EPIYA 

des souches de H. pylori correspondent à un arrangement des segments EPIYA-A, EPIYA-B et 

EPIYA-C (présent pour ce dernier en 1 à 3 copies) alors que les souches de H. pylori d’Extrême 

Orient (Japon, Chine, Corée) ne possèdent pas de segment EPIYA-C mais un segment EPIYA-D. 

L’activité de CagA est hétérogène, dépendant du nombre et du motif de phosphorylation. Les types 

C et D ont été associés à un risque plus important de cancer (339). 

 

 
Figure 7 : Diversité structurale de CagA. D’après Hatakeyama et al. (151). (A et B) 
Les souches d’Asie de l’Est (A) et occidentales (B) sont caractérisées par la présence 
d’un segment EPIYA-D et EPIYA-C respectivement. Les souches occidentales 
peuvent posséder une à trois répétitions du segment EPIYA-C. (C) Il existe quelques 
variants de CagA comprenant des combinaisons atypiques parmi les souches 
asiatiques et occidentales. 
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La structure tridimensionnelle de CagA a été décrite récemment. CagA est constituée d’une partie 

carboxy-terminale non structurée et d’un large fragment amino-terminal structuré contenant des 

éléments de structure secondaire. La structure d’un fragment de CagA (résidus 1 à 884 sur 1186 au 

total) a été déterminée par cristallographie (187). Elle contient 4 domaines, D1, D2, D3 et D4, 

interagissant entre eux assez faiblement (Figure 8). D1 est un domaine hélical dont la séquence 

exacte n’est pas connue. Le cœur de la protéine est le domaine D2, formé d’un long feuillet bêta 

incurvé (single layer beta sheet ou SLB) soutenu sur sa face convexe par un petit domaine globulaire 

(D2’) et par trois hélices formant une épingle. D2 est prolongé par une hélice alpha amphipatique 

(D3) qui sépare D2 du domaine carboxy-terminal D4. L’analyse des résidus exposés et conservés 

indique plusieurs régions d’intérêt pouvant correspondre aux domaines de liaison avec différentes 

cibles de CagA (188). 

 

 
Figure 8 : Structure de CagA. D’après Kaplan-Türköz et al. (187). (A) 
Représentation schématique de CagA (souche 26695). Les rectangles représentent les 
domaines définis lors de l’analyse par cristallographie des résidus 1 à 884 de CagA, 
avec D1 en rouge, D2 en cyan, violet et bleu, D3 en vert et D4 en jaune. Les positions 
des motifs EPIYA sont indiquées par A, B et C et ceux des motifs liant la kinase 
PAR1-MARK par MKl1 et MKl2. (B) Représentation en ruban de la structure du 
domaine N-terminal de CagA. Les couleurs des différents domaines correspondent à 
celles de (A). (C) Diagramme de topologie de la structure du domaine N-terminal de 
CagA. 
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CagA est présente chez 90% des souches asiatiques (240) et chez 50 à 70% des souches occidentales 

(425). Une fois dans la cellule hôte, CagA se localise au niveau de la membrane plasmique, et c’est 

au niveau de la tyrosine du motif EPIYA que CagA va être phosphorylée par les kinases cellulaires 

de la famille des Src (373) (390) et des Abl (c-Abl, Arg) (325) (400). H. pylori contrôle l’activité de 

ces kinases (400). 

Suite à sa phosphorylation, CagA va interagir avec différentes protéines dont la première identifiée a 

été la tyrosine phosphatase SHP-2 qui inhibe la déphosphorylation de Src (160). Une dizaine de 

protéines ont été répertoriées comme étant capables d’interagir avec CagA sous sa forme 

phosphorylée, comme FAK qui régule l’adhésion à la matrice cellulaire ou c-Met, MAPK et d’autres 

régulateurs du cytosquelette d’actine (16) (18). Toutes ces protéines contiennent un domaine SH2 (« 

Src homology 2 ») qui correspond au site majeur d’interaction des tyrosines phosphorylées. Ainsi, 

CagA va mimer les effets des tyrosines phosphorylées des protéines endogènes à la cellule hôte. Ces 

différentes interactions de CagA vont jouer un rôle dans le réarrangement du cytosquelette, les 

cellules vont d’ailleurs acquérir un phénotype particulier dit « hummingbird » évoquant les ailes d’un 

colibri et correspondant à un allongement cellulaire important associé à des réarrangements du 

cytosquelette et à une augmentation de la mobilité cellulaire (372) (160) (263). CagA peut induire cet 

allongement cellulaire en inhibant la rétractation cellulaire au niveau des jonctions focales (37), en 

déphosphorylant et inactivant FAK (417) et en activant la voie de signalisation Erk (159). CagA est 

capable d’inactiver Src, entraînant un rétrocontrôle négatif sur sa propre phosphorylation (374) 

(416). L’acquisition du phénotype « hummingbird » mime la transition épithélio-mésenchymateuse 

(EMT) avec une augmentation de l’expression des marqueurs des cellules mésenchymateuses et une 

diminution des marqueurs des cellules épithéliales. D’autre part, ces cellules expriment à haut niveau 

CD44, marqueur des CSC gastriques, et possèdent des caractéristiques identiques aux CSC telles 

qu’une plus grande capacité de migration, d’envahissement et de formation de tumeursphères (24) 

(32).  

Les effets de CagA ne nécessitent pas tous une phosphorylation : CagA peut en effet interagir avec la 

E-cadhérine, c-Met, la phospholipase PLC-γ, la kinase Par1 notamment sous sa forme non 

phosphorylée (260) (60) (467). Si la forme phosphorylée a un rôle important au niveau les voies de 

signalisation du cytosquelette, la forme non phosphorylée induit des modifications au niveau des 

jonctions serrées et adhérentes, une perte de la polarité cellulaire et une réponse pro-inflammatoire.  

Les jonctions serrées et adhérentes ont un rôle essentiel pour l’intégrité de l’épithélium gastrique. 

CagA interagit avec les protéines des jonctions serrées ZO-1, JAM conduisant à un rassemblement 

des composants des jonctions serrées au niveau du site de fixation des bactéries (6). CagA se lie 

également à la kinase Par1, régulateur important de la polarité cellulaire, et inhibe son activité kinase 
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ce qui conduit à une perte de la polarité cellulaires une déstabilisation des jonctions serrées (356). 

CagA interagit par ailleurs avec la E-cadhérine, protéine de jonction cellule-cellule, conduisant à une 

déstabilisation des jonctions adhérentes et donc de l’épithélium gastrique (278).  

CagA est aussi capable d’augmenter la transcription du NF-ĸB ce qui induit une sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires notamment de l’interleukine IL-8 et le TNFα (38). La production d’IL-

8 est dépendante de la présence du cagPAI, aucun autre facteur capable d’entraîner la production 

d’IL-8 chez les souches cagPAI négatives n’a été décrit (103). CagA activerait également la voie de 

la ß-caténine entraînant une accumulation de la ß-caténine au niveau nucléaire aboutissant à une 

augmentation de transcription de facteurs mitogènes impliqués dans la carcinogénèse (122). CagA 

active certains facteurs de transcription comme le « Serum Responsive Factor » qui joue un rôle dans 

la prolifération cellulaire, l’apoptose ou encore l’inflammation (161). CagA serait par ailleurs 

capable d’inhiber le suppresseur de tumeur p53, ce qui aurait un rôle dans la carcinogénèse (442). 

Les voies de signalisation de CagA sont récapitulées dans la figure 9. 

 

Les souches CagA positives sont associées à des lésions inflammatoires de la muqueuse gastrique 

plus marquées que les souches CagA négatives et elles augmentent ainsi le risque de cancer gastrique 

(34) (207) (312) (298). Le potentiel oncogénique de CagA a été démontré via la production de souris 

transgéniques exprimant CagA de manière ubiquitaire ou spécifiquement au niveau du tissu 

gastrique. Ces souris développent, sans infection par H. pylori, des polypes hyperplasiques et dans 

des cas limités un adénocarcinome gastrique (302). De plus, il a été montré que l’infection par une 

souche CagA positive chez la gerbille de Mongolie entraîne la cascade d’évènements conduisant à un 

adénocarcinome gastrique contrairement à l’infection par un mutant isogénique CagA négatif (123). 

Le rôle de CagA dans la physiopathologie du LGM sera discuté dans un paragraphe spécifique (I.4.5 

Spécificité des couches de LGM). 
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Figure 9 : Rôle de CagA dans la signalisation cellulaire induite via le système de 
sécrétion de type 4. D’après Backert et al. (17). CagA est injecté dans le cytoplasme 
des cellules épithéliales et agit sur de nombreuses cascades de signalisation associées 
à la prolifération cellulaire, l’inflammation, la mobilité, des réarrangements du 
cytosquelette, la destruction des jonctions adhérentes et l’inhibition de l’apoptose ou 
de la sécrétion acide. Des récepteurs des tyrosines kinases tels que EGFR et c-Met, 
des facteurs de transcription comme NF-κB et AP-1, ou les GTPases Rac1 et Cdc-42 
sont activés. 
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I.4.3  VacA 

La toxine vacuolisante VacA tire son nom de sa capacité à induire la formation de vacuoles dans 

certaines lignées cellulaires in vitro (229). Le gène vacA code pour une protéine de 140 kDa. 

L’ensemble des souches de H. pylori possède une copie de ce gène, mais seulement 50% possèdent 

la capacité vacuolisante in vitro. Ceci s’explique par son polymorphisme, le niveau variable de 

transcription du gène (116) et le niveau de sécrétion de la protéine (70). Trois grandes régions de 

diversité dans la séquence de VacA ont été décrites aboutissant à différents allèles (Figure 10) : la 

région s au niveau de la séquence signal compte 4 allèles différents (s1a, s1b, s1c, s2), la région 

centrale m 3 allèles (m1, m2a, m2b) et la région intermédiaire i 3 allèles (i1, i2, i3). Chaque gène 

présente une combinaison entre ces différents allèles qui conditionne l’activité de la toxine (14). Des 

études épidémiologiques ont montré une corrélation entre les allèles présents et le risque de 

développer une pathologie duodénale. Le risque d’adénocarcinome gastrique ou d’ulcère gastro-

duodénal est augmenté chez les personnes infectées par des souches portant les allèles s1, m1 ou i1 

par rapport à celles infectées par des souches s2, m2 ou i2 (14) (341) (106) (68). Ce risque est 

probablement lié à la présence d’autres facteurs de virulence associée. En effet la présence de l’allèle 

s1 de vacA est souvent associée à la présence de l’îlot de pathogénicité cag et de l’adhésine BabA, 

alors que les souches présentant l’allèle s2 sont dépourvues la plupart du temps de ces deux facteurs 

de pathogénicité (68). 

La protéine de 140 kDa subit au cours de sa sécrétion un clivage aux extrémités C-terminale et N-

terminale (342) conduisant à une protéine mature de 88 kDa (Figure 10) qui va transloquer à travers 

la membrane externe et pourra ensuite être sécrétée dans le milieu extracellulaire ou rester à la 

surface bactérienne où elle pourra jouer le rôle d’adhésine (70) (288) (42) (432). Cette protéine peut 

ensuite être clivée en deux sous-unités A et B de 33 et 55 kDa liées de façon non covalente (402) 

(411). La toxine se lie aux cellules épithéliales par l’intermédiaire de la plus grande sous-unité, puis 

elle est internalisée et localisée autour du noyau (129). 
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Figure 10 : Organisation et diversité génétique de VacA. (A) organisation de la 
protéine de 140 kDa, incluant un peptide signal, la protéine sécrétée de 88 kDa, un 
peptide de 12 kDa dont la fonction est inconnue et un auto-transporteur β-barrel. (B) 
La toxine VacA sécrétée de 88kDa qui peut subir un clivage en deux sous-unités de 
respectivement 33 (bleu) et 55 (rouge) kDa. Les régions s, i et m sont des régions 
hypervariables. D’après Foegeding et al. (115) 

 

Les effets de la cytotoxine VacA sont nombreux sur les cellules, que ce soit in vivo ou in vitro. 

D’une part VacA peut activer des voies de signalisation cellulaire pro-inflammatoires après liaison à 

des récepteur cellulaires comme RPTP-β (Receptor-type Protein Tyrosine Phosphatase β), le 

récepteur de l’EGF ou diverses lipides (69) (125) (286) (376). VacA stimule par exemple 

l’expression de COX-2, une enzyme pro-inflammatoire par les macrophages et les polynucléaires 

neutrophiles (36). D’autre part, il a été montré que VacA induit l’apoptose de cellules épithéliales à 

la fois in vitro et in vivo (316) (128) (206). VacA serait en effet capable de pénétrer à l’intérieur des 

mitochondries provoquant à un relargage du cytochrome C qui activerait une voie de signalisation 

pro-apoptotique (128) (456). VacA inhiberait l’activation et la prolifération des lymphocytes B et T 

(36) (130) (412) et pourrait interférer avec la présentation antigénique des lymphocytes B (265). 

VacA induit une voie impliquant une cascade de phosphorylation/activation menant à l’activation de 

la GTPase Rac et à une réorganisation du cytosquelette d’actine (166). VacA aurait également un 

effet sur les cellules pariétales en contribuant à la diminution de la sécrétion acide au niveau 

gastrique, ce qui favoriserait la persistance de H. pylori (202) (435). 

Comme nous l’avons vu précédemment, VacA tient son nom de la capacité à former des vacuoles 

dans les cellules cibles. Ces vacuoles proviendraient des vésicules d’endocytose présentes après la 

liaison de VacA au niveau de la membrane cellulaire (77) (69). Après cette liaison, plusieurs 

monomères de Vac A forment des oligomères qui s’organisent en canaux permettant le passage 

d’ions chlorure. Ce passage anionique serait compensé par l’entrée d’ions hydrogènes par les canaux 
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cellulaires. Les vacuoles seraient alors une conséquence du rétablissement de la pression osmotique 

(69). VacA aurait par ailleurs un rôle dans l’autophagie induite par H. pylori (403) via la formation 

de canaux membranaires. Enfin, VacA peut pénétrer dans le cytoplasme des lymphocytes après 

reconnaissance du CD18 et interférer avec la sécrétion d’IL-2 (377). In vivo, l’administration de la 

protéine purifiée à des souris est à l’origine d’une dégénération de la muqueuse gastrique et d’un 

recrutement de cellules inflammatoires (134) (245) (398). Enfin, VacA joue donc un rôle important 

dans la capacité de colonisation de la bactérie (361). 

 

H. pylori possède également trois gènes « VacA-like » dont le produit correspond à l’extrémité C-

terminale de la protéine VacA qui ne correspond pas à une part active de la toxine VacA. Ces gènes 

sont appelés imaA (immunomodulatory autotransporteur A), faaA (flagella-associated 

autotransporteur A) et vlpC (VacA-like protein C) (363) (332). Chacun de ces gènes augmente la 

capacité de colonisation de H. pylori dans des modèles de rongeurs (189) (22) (363) (332).  

 

I.4.4  Lipopolysaccharide 

Les lipopolysaccharides (LPS) sont des lipoglycanes phosphorylés retrouvés au niveau de la 

membrane externe des bactéries à Gram négatif et qui possèdent des propriétés immunomodulatrices 

et immunostimulantes. Le LPS est composé de 3 éléments (Figure 11) : une chaîne polysaccharide 

ayant une partie constante (« core ») et une autre variable correspondant à l’antigène O et le lipide A.  

Le lipide A est responsable de l’activité biologique et immunologique du LPS. Le LPS de H. pylori 

est considéré comme un facteur de virulence important. Le lipide A du LPS de H. pylori est tétra-

acétylé et 1000 fois moins actif biologiquement que le LPS hexa-acétylé de Escherichia coli (270). 

Ce LPS peut résister à certains peptides antimicrobiens (comme la polymyxine B) et échapper à la 

reconnaissance des Toll-like receptors (TLRs) (73). Suite à des modifications constitutives par 

différentes enzymes, de fortes concentrations du LPS de H. pylori sont nécessaires pour activer le 

TLR4 comparativement à ce qui est observé pour le LPS de E. coli (73). Ces modifications du lipide 

A permettent à H. pylori d’échapper à la réponse immunitaire innée et ainsi favorisent ainsi la 

persistance bactérienne. Elles résultent d’un processus complexe passant par 5 voies enzymatiques 

successives. 

La partie centrale du LPS située entre le lipide A et l’antigène O appelée « core » peut être divisé en 

2 parties, le « core » interne et externe. Sa structure est conservée entre les différentes bactéries à 

Gram négatif (333). Le « core » contribue à la pathogénicité et la colonisation bactérienne (149). Le 
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« core » interne peut se lier à la laminine, une glycoprotéine de la matrice extra-cellulaire retrouvée 

au niveau de la membrane basale (423). Cette liaison inhibe la reconnaissance de la laminine par les 

récepteurs des cellules épithéliales (intégrine) ce qui entraîne une perte de l’intégrité de la muqueuse 

gastrique et par la suite une apoptose cellulaire (385).  

 La chaîne O du LPS de H. pylori a une composition similaire aux antigènes de type Lewis X (Lex) 

ou Y (Ley) des groupes sanguins, retrouvés également au niveau des cellules épithéliales gastriques 

(426). Ce mimétisme bactérien a pour conséquence un échappement à la réponse immunitaire, 

H. pylori n’étant plus reconnu comme du non-soi ce qui favorise la colonisation et contribue à la 

chronicité de l’infection (9) (269). D’autre part, ce mimétisme est impliqué dans le phénomène 

d’auto-immunité conduisant à une atrophie gastrique (10). La nature de l’antigène de Lewis exprimé 

par le LPS de H. pylori détermine l’interaction avec les cellules dendritiques via une lectine de type 

C appelée DC-SIGN présente à la surface des cellules dendritiques (29). Cette interaction avec DC-

SIGN pourrait influencer la réponse pro-inflammatoire. Les souches Lewis négatives échappent à la 

liaison avec les cellules dendritiques et induisent une réponse de type Th1, tandis que les souches 

exprimant Lex et/ou Ley se lient aux DC-SIGN entraînant la production d’IL-10 en faveur d’une 

réponse de type T régulatrice et bloquant la réponse de type Th1. D’autre part, un switch de 

l’antigène de Lewis pourrait être possible notamment avec le pH, celui-ci favorisant l’adhérence aux 

cellules épithéliales ou permettant à la bactérie de persister dans la couche muqueuse (268).  
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Figure 11 : Structure possible du LPS de la souche de référence 26695 de 
H. pylori. Les 3 éléments du LPS sont indiqués : antigène O, « core » (séparé en 
« core » externe et interne) et lipide A. D’après li et al. (230) 

 

I.4.5  Spécificité des souches de lymphome gastrique du MALT 

Les souches de LGM, comme l’ensemble des souches de H. pylori, sont capables de survivre dans 

l’estomac grâce à la production d’une uréase, possèdent des flagelles permettant leur mobilité dans le 

mucus et sont capables d’adhérer aux cellules épithéliales. 

Contrairement à ce qui est observé dans les ulcères et l’adénocarcinome gastrique, le rôle de CagA 

dans la physiopathologie du LGM reste controversé. Certaines études ont montré une association 

entre les souches CagA positives et la survenue du LGM (93) (319) (367) (80) (459), d’autres non 

(78) (225) (457). Il a par ailleurs été montré que la prévalence des souches CagA positives est plus 

importante dans les lymphomes B à grandes cellules que dans le LGM (319) (80). Toutefois, CagA 

serait capable de transloquer dans les lymphocytes B humains via SST4 in vitro (234). Une fois dans 

le cytoplasme, la protéine se lie à SHP-2 ce qui stimule la prolifération lymphocytaire B et inhibe 
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l’apoptose via la régulation de voies intracellulaires, notamment par l’activation de ERK ½ 

(endoplasmic reticulum kinase 1 et 2) et la MAP kinase p38 et l’augmentation de l’expression de 

Bcl-2 et Bcl-XL (234) (474). La corrélation entre la présence de CagA et celle des facteurs de 

signalisation de ces voies a été confirmée chez l’homme (210). Chez des souris transgéniques 

exprimant CagA de manière ubiquitaire ou spécifiquement au niveau du tissu gastrique, CagA 

induirait une hyperleucocytose mais également des leucémies myéloïdes et des lymphomes B via la 

dérégulation de SHP-2, ce qui est en faveur du rôle de cette protéine dans la physiopathologie du 

LGM. Cette activité serait dépendante de la phosphorylation de CagA (302). CagA agirait également 

en inhibant l’accumulation de p53, important régulateur de l’apoptose et suppresseur de tumeur, et 

permettrait ainsi aux lymphocytes B d’échapper à l’apoptose conduisant à l’accumulation de 

mutations génétiques (421). Contrairement à ce qui a été observé précédemment, cet effet de CagA 

serait indépendant de sa phosphorylation (421). CagA aurait également une activité inhibitrice sur la 

prolifération lymphocytaire B via la suppression de la voie de signalisation JAK-STAT ce qui 

permettrait à la bactérie d’éviter une réaction immunitaire spécifique (421). Concernant l’expression 

de CagA dans le LGM, Kuo et al. (208) ont détecté la protéine chez la moitié des patients. Il a été 

observé dans cette étude que les patients développant un LGM et infectés par une souche CagA 

positive, répondaient significativement plus rapidement à une éradication que ceux infectés par une 

souche CagA négative (208). L’absence de CagA chez environ la moitié des patients développant un 

LGM lié à l’infection à H. pylori suggère cependant l’existence d’autres mécanismes dans la 

lymphomagénèse. 

L’association du facteur de virulence VacA avec le LGM a également été étudiée. L’allèle vacAm2, 

correspondant aux souches les moins biologiquement actives, prédomine et semble associé aux 

souches isolées de LGM (204) (224). 

Lehours et al. ont étudié la présence de neuf gènes de virulence, cagA, cagE, vacA, IceA, babA, 

hopQ, oipA, sabA et hopZ, chez 43 souches de LGM en comparaison avec 39 souches isolées de 

gastrite (225). Aucun de ces gènes considéré individuellement ne semblait associé avec le LGM. Le 

groupe de gènes comprenant l’allèle iceA1, sabA et hopZ a été identifié chez les souches avec 

lesquelles le risque de développement de LGM était dix fois plus important que pour les souches 

associées à une gastrite. La faible prévalence de ces souches parmi les souches MALT en fait 

cependant un marqueur de faible sensibilité. 

Le LPS est l’un des effecteurs essentiels des TLR4 et il a été démontré que la nature des antigènes de 

type Lewis exprimés à la surface du LPS de H. pylori conditionne l’interaction avec les cellules 

dendritiques par reconnaissance avec une lectine de type C (nommée DC-SIGN) (29). Ces 

interactions participeraient à la polarisation de la réponse T. Les antigènes exprimés par le LPS des 
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souches de LGM ont été étudiés (227). Les souches de MALT cagPAI négative expriment très 

fortement les antigènes de type Lewis Y. Ces antigènes de type Y ont été par le passé associés à des 

manifestations auto-immunes, ce qui suggère une composante de ce type dans la physiopathologie du 

MALT gastrique. 

Par hybridation soustractive, le gène JHP950 (présent à l’extrémité de la zone de plasticité du 

génome de H. pylori de la souche de référence J99) a été identifié comme étant associé au LGM et 

serait un marqueur spécifique des souches à haut risque d’entraîner cette pathologie même si sa 

fonction reste inconnue (224). 

Enfin par une approche protéomique nommée Blue Native-Poly Acrylamide Gel Electrophoresis 

(BN-PAGE), les complexes protéiques cytosoliques et membranaires d’une souche de lymphome ont 

été étudié (30). Au niveau membranaire, 16 complexes protéiques multi-hétérooligomériques et 2 

complexes homooligomériques ont été identifiés et comprennent en particulier les lipoprotéines 

AlpA et AlpB, les adhésines majeures BabA et SabA. Ces complexes protéiques constituent des 

candidats potentiellement reconnus in vivo par les cellules de l’immunité adaptative notamment les 

lymphocytes T. 

 

  



40 
 

II. Réponse inflammatoire et infection à H. pylori 

H. pylori est responsable d’une inflammation gastrique chronique symptomatique ou non chez 

l’ensemble des personnes infectées. La réponse de l’hôte comprend une réponse immune innée et 

adaptative conduisant au recrutement au niveau de l’estomac de cellules pro-inflammatoires telles 

que cellules dendritiques, macrophages, polynucléaires neutrophiles, mastocytes, cellules NK 

(natural killer), lymphocytes B et T (343). Ces cellules produisent des cytokines pro-inflammatoires, 

telles que l’IL-1, TNFα, IFNγ (interferon γ), IL-17, ainsi que des dérivés actifs de l’oxygène (ROS) 

et de l’azote (RNS), conduisant à une inflammation active chronique caractéristique de l’infection à 

H. pylori pouvant aboutir à une altération de l’épithélium. 

La plupart des patients infectés par H. pylori sont incapables d’éliminer le pathogène, ce qui suggère 

que la bactérie est capable de détourner la réponse immune de l’hôte. D’autre part, si l’éradication de 

H. pylori conduit à une régression des lésions, une nouvelle infection est accompagnée d’un retour 

de la pathologie. Une première infection ne conduit donc pas à une réponse immune protectrice vis-

à-vis d’une nouvelle rencontre avec le pathogène. 

 

II.1  Immunité innée et inflammation 

H. pylori est essentiellement une bactérie extracellulaire qui n’envahit pas la muqueuse gastrique de 

l’hôte, la réponse de l’hôte est donc d’abord médiée par l’interaction avec les cellules épithéliales 

gastriques. Ce sont en effet les premières cellules jouant un rôle dans l’immunité innée. La 

reconnaissance par les cellules épithéliales et la modulation de cette réponse par H. pylori ont un rôle 

clé dans la colonisation de l’épithélium gastrique.  

Les PRRs (pattern recognition receptors) exprimés par les cellules épithéliales et les cellules de 

l’immunité innée interagissent avec H. pylori et activent l’expression de gènes pro-inflammatoires 

(Figure 12). Ces molécules, incluant les TLRs, reconnaissent les profils moléculaires spécifiques des 

pathogènes ou PAMPS (pathogen-associated molecular patterns) comme le LPS ou les flagellines 

(386). Les TLRs sont exprimés à la surface cellulaire ou au niveau des endosomes et peuvent 

reconnaître différents PAMPs. Parmi eux, le TLR4 se lie au LPS, TLR2 aux acides lipotechoïques et 

aux lipoprotéines, TLR3 aux ARNs double-brin, TLR5 à la flagelline et le TLR9 aux CpG non-

méthylés. H. pylori évite la reconnaissance par les TLRs via la modification de certains PAMPS pour 

limiter l’activation des PRRs, comme le LPS tétra-acétylé faiblement reconnu par le TLR4 ou la 

flagelline FlaA ayant moins d’affinité pour le TLR5 (360). Le TLR2 et/ou le TLR4 semblent être les 

principaux récepteurs pour détecter le LPS de H. pylori.  
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Figure 12 : Reconnaissance et échappement de H. pylori aux PRRs. D’après 
Salama et al. (360). H. pylori possède des PAMPS (pathogen-associated molecular 

patterns) capables d’échapper à la reconnaissance et la réaction pro-inflammatoire des 
TLRs (Toll-like receptors). H. pylori exprime un LPS tétra-acétylé moins actif que le 
LPS hexa-acétylé des autres bacilles à Gram négatif diminuant sa reconnaissance par 
le TLR4. La flagelline de H. pylori n’est pas détectée par le TLR5 suite à des 
mutations au niveau du site de liaison. L’ADN bactérien ainsi que d’autres agents 
bactériens sont détectés par le TLR9 et le TLR2 qui activent principalement des voies 
de signalisation anti-inflammatoires. Les ARNs triphosphorylés peuvent activer des 
RLRs (RIG-like helicase receptors) conduisant à la production d’IFNα et IFNβ. 
L’ARN bactérien pourrait aussi être détecté par le TLR8 au niveau des endosomes. 
Les ligands DC-SIGN (dendritic cell-specific intracellular adhesion molecule-3 

gabbing non-integrin) fucosylés de H. pylori inhibent cette voie de signalisation via 
les CLRs (C-type lectin receptors) et induisent des gènes anti-inflammatoires. Les 
TLRs, RLRs et CLRs ne sont pas tous exprimés par le même type de cellule. 
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D’autre part, H. pylori est capable d’entraîner grâce à l’îlot de pathogénicité Cag une réponse pro-

inflammatoire des cellules épithéliales via l’activation de la voie NF-κB (112) résultant en la 

production de chimiokines telles que CXCL2 et l’IL-8, responsables du recrutement et de l’activation 

des polynucléaires neutrophiles au niveau du site de l’infection. L’îlot de pathogénicité Cag est 

également responsable de la production des chimiokines CXCL1-3, CXCL5, CLL20, beta-défensine 

2 (BD2) et du TNFα (280). Outre les dommages associés à l’ilot de pathogénicité Cag, d’autres 

composants de H. pylori peuvent induire une réponse pro-inflammatoire, comme le LPS, les 

lipoprotéines via la production de cytokines et une augmentation de l’expression du CMH de type II.  

L’interaction de H. pylori avec l’épithélium conduit à l’augmentation de production de nombreuses 

chimiokines et cytokines pro-inflammatoires, parmi lesquelles l’IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNFα et 

IFNγ participant au recrutement des polynucléaires neutrophiles, macrophages, cellules dendritiques, 

cellules NK et lymphocytes. La toxine VacA conduit par ailleurs à des altérations de la muqueuse 

gastrique facilitant le passage des antigènes bactériens et contribuant à l’activation des macrophages 

(265).  

Les macrophages et cellules dendritiques expriment, tout comme les cellules épithéliales, des PRRs 

dont les NLRPs (NOD-like receptors), qui détectent un large éventail de PAMPs et sont essentiels 

pour détecter les motifs moléculaires libérés par l’hôte suite à la perturbation de l’homéostasie 

tissulaire induite par la colonisation bactérienne (392). Parmi les NLRs, NOD1 et NOD2 

reconnaissent les métabolites et activent la voie de signalisation de NF-κB (199) tandis que la plupart 

des autres NLRs favorisent l’assemblage de complexes protéiques oligomériques appelés 

inflammasomes qui activent la caspase 1 (Figure 13) (41). NOD1 participe à la reconnaissance du 

peptidoglycane injecté au sein des cellules de l’hôte via le SST4 (430). Des vésicules de membrane 

externe (OMV) peuvent également permettre l’interaction du peptidoglycane et de NOD1 (185). 

L’activation de NOD1 conduit l’induction de la voie du NF-κB ainsi qu’à l’activation du facteur de 

transcription AP1 via les voies de signalisations dépendantes de ERK et p38 (5). H. pylori présente 

des ligands non caractérisés à l’heure actuelle capables d’activer l’inflammasome et la caspase 1, une 

cystéine protéase qui contrôle la production et la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 (369). Une 

augmentation de ces facteurs est observée lors de l’infection par H. pylori (49). 

De manière identique aux autres caspases, la caspase 1 est synthétisée sous la forme d’un précurseur 

inactif qui est activée par auto-clivage suite à l’assemblage de l’inflammasome. Cet assemblage est 

régulé par la reconnaissance des ligands par les NLRs qui induit l’oligomérisation des NLRs avec la 

molécule adaptatrice ASC (apoptosis-associated speck-like protein contening a caspase activation 

and recruitment domain (CARD)) et la pro-caspase 1 (392). La plupart des ligands des NLRs ne sont 

pas identifiés, cependant il a été montré que le LPS de H. pylori est capable d’activer 
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l’inflammasome via NLRP3 dans les cellules dendritiques et entraîne la production d’IL-1β (375). 

L’IL-1β, cytokine pro-inflammatoire, entraîne la différenciation Th1 et Th17 (162). L’IL-18, 

seconde cytokine sécrétée suite à l’activation de l’inflammasome est essentielle pour l’induction de 

la réponse inflammatoire T régulatrice suite à l’infection par H. pylori (301). La part de 

l’inflammasome dans la réponse à l’infection à H. pylori est encore mal comprise. Le développement 

de modèles murins de souris KO pour certains composants de cette réponse permettra à l’avenir de 

mieux en comprendre son importance. 

 

Les macrophages recrutés au sein de la muqueuse gastrique infectée exercent un rôle pro-

inflammatoire via la production de cytokines et d’oxyde nitrique, des souris déplétées en 

macrophages ayant une gastrite à H. pylori moins sévère que des souris sauvages (186). Les 

polynucléaires neutrophiles contribuent également à la gastrite via la sécrétion de cytokines et de 

facteurs créant des lésions tissulaires dont les ROS et les RNS lors de la dégranulation. Ils 

participent, tout comme les macrophages, à la phagocytose bactérienne à laquelle H. pylori peut 

résister en interférant avec les protéines lysosomales (4). Des souris infectées déplétées en 

polynucléaires neutrophiles sont en effet colonisées de la même façon par H. pylori que des souris 

normales (179).  

H. pylori peut par ailleurs détoxifier les radicaux oxygénés libres grâce à sa catalase et sa superoxyde 

dismutase et limiter leur production grâce à son arginase. 
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Figure 13 : Activation des NLRs, de la voie du NF-κB et de la caspase 1 suite à 
l’infection par H. pylori. D’après Salama et al. (360). Le peptidoglycane de H. pylori 
se lie aux NLRs cytoplasmiques via le SST4 ou des OMVs. L’activation de NOD1 
conduit à l’expression de cytokines pro-inflammatoires, de β-defensine et d’interféron 
via les voies du NF-κB, AP1, IRF3 et IRF7. Des ligands non-identifiés des NLRs 
activent l’inflammasome conduisant au clivage de la pro-caspase 1 et la sécrétion 
d’IL-1β et d’IL-18. L’IL-18 favorise la différenciation des lymphocytes T naïfs en 
lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25+. L’IL-1β induit la différenciation Th1 ou 
Th17. Cette figure représente une cellule dendritique, même si l’activation de NOD1 
par le peptidoglycane a été décrite chez les cellules épithéliales gastriques. 
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Des mastocytes sont aussi présents au niveau de la muqueuse gastrique infectée (23), leur rôle n’est 

pas élucidé mais ils pourraient participer à la réparation tissulaire et à l’inflammation.  

Les cellules dendritiques et les cellules épithéliales gastriques produisent de l’acide rétinoïque, 

important facteur de régulation de l’inflammation. Suite à l’infection par H. pylori, la production 

d’acide rétinoïque au niveau de la muqueuse est diminuée, conduisant à une augmentation de 

l’inflammation et possiblement un risque de développement d’un ulcère ou d’un adénocarcinome 

gastrique (33). 

Des cellules NK sont également présentes au niveau de la muqueuse gastrique des patients infectés et 

dans le sang périphérique (293) (351), mais leur rôle dans la physiopathologie de l’infection n’est pas 

établi. Les perforines et granzymes issues de ces cellules pourraient induire des lésions tissulaires. In 

vitro, les cellules NK répondent à l’infection par H. pylori en sécrétant des cytokines telles que 

l’IFNγ, et le TNFα (464). 

L’autophagie, voie de dégradation lysosomale des constituants cellulaires, est essentielle à 

l’homéostasie cellulaire qui participe à la régulation de la réponse inflammatoire. Une dérégulation 

de l’autophagie peut conduire à la production de ROS et des altérations de l’ADN. Il a été montré 

que H. pylori était capable de perturber l’autophagie, notamment via VacA (338) ou via l’interaction 

entre les OMVs et NOD1 (175). 

 

II.2  Immunité adaptative 

La chronicité de l’infection à H. pylori est associée à l’induction d’une réponse adaptative à la suite 

de la réponse innée. 

Les macrophages jouent un rôle important dans la coordination de cette immunité adaptative en 

particulier via la production d’IL-12 favorisant une réponse Th1. L’infection à H. pylori induit en 

effet une réponse T importante incluant la présence de lymphocytes T CD4+ et CD8+. Les 

lymphocytes T CD8+ présents au niveau de la muqueuse gastrique contribuent à l’inflammation, leur 

rôle est moins connu que celui des lymphocytes T CD4+.  

Les lymphocytes T CD4+ ou helper peuvent se différencier en deux sous-types principaux : T helper 

1 (Th1) sécrétant IL-2 et IFNγ, favorisant la réponse macrophagique, et T helper 2 (Th2) sécrétant 

IL-4, IL-5, et IL-13 qui ont un rôle dans la croissance et différenciation des lymphocytes B, mais 

également T régulatrice (Treg) via la production d’IL-10. 

La réponse immunitaire induite par H. pylori est dans un premier temps de type Th1 avec la 

production d’IL-1β, IL-12, IL-18, TNFα et IFNγ (148). Ces cytokines régulent leur propre 
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expression par des mécanismes autocrines afin d’amplifier la réponse inflammatoire (292). Les 

lymphocytes T régulateurs (LTreg) participent à la régulation de la réponse Th1 par la production 

d’IL-10 et de TGFβ et ainsi permettent la persistance de l’infection via leur action anti-inflammatoire 

(334). Ils protègent la muqueuse gastrique d’une inflammation exagérée et de lésions tissulaires 

(336) (335). Les LTregs peuvent être recrutés par des chimiokines comme CCL17 et CCL22 (72), 

CCL20 et CXCL13 (63), ou l’IL-18 sécrétée suite à l’activation de l’inflammasome. Une déplétion 

en LTregs chez des souris infectées par H. pylori conduit à une gastrite sévère, un afflux de 

lymphocytes B, T et de macrophages dans la muqueuse gastrique et diminue la colonisation par 

H. pylori (329). 

Ainsi, in vivo chez l’homme, la réponse obtenue est majoritairement polarisée Th1 notamment dans 

les ulcères et l’adénocarcinome. Elle devrait permettre l’élimination du pathogène mais cette réponse 

est inadaptée pour une bactérie essentiellement extracellulaire. Elle est par ailleurs contrebalancée 

par la réponse Treg qui se met en place. Cette réponse Treg est en particulier très intense au cours 

des premières années de l’infection naturelle. Certains auteurs pensent d’ailleurs qu’elle pourrait 

avoir des effets bénéfiques indirects, notamment protecteurs, contre certaines manifestations 

allergiques (301) (300). Cette balance Th1/Treg est contrôlée par les cellules dendritiques (DC) 

infiltrant la muqueuse gastrique. On considère que ces DC orientent vers une réponse Treg par 

plusieurs mécanismes simultanés : la reconnaissance par le DC-SIGN, la stimulation de TLRs 

intracellulaires et l’action de la GGT de H. pylori. Les conséquences de la coopération DC-LT sont 

donc le fruit d’un subtil équilibre qui se met en place in vivo. Une stratégie vaccinale, actuellement 

en cours d’évaluation en Allemagne (Pr M Gerhard, Munich), vise à induire la production 

d’anticorps neutralisant la GGT ce qui permettrait de libérer la réponse Th1. 

 

L’infection est caractérisée mais d’une manière beaucoup moins importante, par une réponse de type 

Th2 notamment via la production d’IL-4 et d’IL-13. Dans le LGM les deux réponses Th1 et Th2 sont 

cependant présentes et il existerait un certain équilibre entre les deux (294). La présence de 

lymphocytes de type Th17 est également observée. Ces cellules produisent des cytokines pro-

inflammatoires dont l’IL-17A, IL-17F, IL-21 et IL-22 et favorisent l’expression de peptides 

antimicrobiens, ROS, RNS et chimiokines conduisant à une augmentation de l’inflammation et au 

recrutement des polynucléaires neutrophiles (443).  

 

H. pylori induit l’expression de BAFF, un membre de la famille du TNF ayant un rôle dans la 

différenciation Th17 par les macrophages (276). D’autre part, les souches cagA positives sont 

capables d’induire une réponse de type Th17 en augmentant l’expression d’IL-23 (165). Chez les 
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souris infectées par H. pylori, une réponse Th17 est observée avec la réponse Th1 et conduit à une 

gastrite sévère (381). Lors de l’infection par H. pylori, une accumulation de lymphocytes de type 

Th22 au sein de la muqueuse gastrique humaine et murine (475). Son rôle dans l’inflammation 

induite par H. pylori n’est pas bien défini. La polarisation Th22 serait favorisée par l’IL-23 produite 

par les cellules dendritiques. 

 

L’infection à H. pylori induit également une réponse humorale, caractérisée principalement par la 

production d’IgM, d’IgG et d’IgA (396). La muqueuse gastrique peut en effet être infiltrée par des 

lymphocytes B, lymphoplasmocytes et plasmocytes. La réponse B en dehors du contexte du LGM est 

considérée comme bénéfique pour compenser la réponse T. Elle ne confère aucune protection contre 

le pathogène. Une production locale d’immunoglobulines muqueuses est présente, notamment d’IgA 

mais non stables en milieu acide. La forte réponse humorale à IgG, notamment au stade chronique de 

l’infection, est utilisée comme un marqueur indirect de l’infection. Ces anticorps ne parviennent pas 

à éradiquer le pathogène et pourraient contribuer à maintenir une charge bactérienne faible (140). 

 

L’infection à H. pylori peut être associée à des gastrites auto-immunes. Plusieurs études cliniques et 

épidémiologiques indiquent en effet que la plupart des patients présentant une gastrite auto-immune 

sont colonisés par H. pylori (76). La bactérie induit la production d’anticorps reconnaissant les 

antigènes de la muqueuse gastrique chez environ la moitié des individus (100). La pompe à proton 

gastrique, H+K+ ATPase, est la cible principale de ces auto-anticorps. La gastrite auto-immune est 

médiée par les lymphocytes T CD4+ avec un TCR reconnaissant les antigènes de la pompe à proton 

(27). La gastrite auto-immune peut être induite par une réponse de type Th1, Th2 ou Th17 (393). Les 

lymphocytes Tregs auraient un rôle dans l’initiation de cette gastrite en inhibant l’activation des 

cellules dendritiques présentant les auto-antigènes (84). 

 

Les principales étapes de la réponse immunitaire sont résumées dans la figure 14. 
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Figure 14 : Réponse immune suite à l’infection par H. pylori. D’après Portal-
Celhay et Perez-Perez (326). 
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III. Lymphome gastrique du MALT 

III.1  Introduction  

Le terme « lymphome » évoque en premier lieu une pathologie ganglionnaire. Cependant, on 

retrouve la présence de tissu lymphoïde au niveau de certains organes, notamment le tube digestif. 

Ainsi les lymphomes surviennent dans 25% des cas en dehors des ganglions et la localisation la plus 

fréquente est le tube digestif (124).  

Certains organes, comme l’estomac, les glandes salivaires, les poumons ou la thyroïde sont 

normalement dépourvus de toute structure lymphoïde et peuvent cependant être le siège de 

lymphomes regroupés sous le nom de lymphomes de type MALT (Mucosa Associated Lymphoid 

Tissue). Ce sont des lymphomes extra-ganglionnaires non hodgkiniens (394) (176). Les lymphomes 

primitifs gastro-intestinaux (LPGI) représentent 30 à 40% des lymphomes extra-ganglionnaires et 

regroupent différentes entités anatomo-pathologiques définies selon l’origine cellulaire (B ou T), la 

présentation clinique ou le traitement. Le site de développement est l’estomac dans deux tiers des 

cas. Dans les pays occidentaux, 90% des LPGI se développent à partir de lymphocytes B. Parmi les 

lymphomes B, on peut distinguer selon la taille des cellules les lymphomes de bas degré de malignité 

ou de bas grade (petites cellules) de ceux de haut degré de malignité ou haut grade (grandes cellules), 

beaucoup plus agressifs (355). 

Le lymphome gastrique du MALT (LGM) est un lymphome non Hodgkinien caractérisé par la 

prolifération de lymphocytes B au niveau de la muqueuse gastrique. Ce lymphome est peu agressif, 

reste localisé au niveau de l’estomac et a une évolution lente. Son développement est directement lié 

à l’infection à H. pylori bien que cette évolution survienne seulement chez un nombre très faible de 

sujets infectés. L’incidence de cette pathologie est faible, en Europe elle est estimée entre 0,2 et 0,8 

personnes pour 100 000 personnes, l’âge médian de diagnostic est de 60 ans et le sexe ratio est en 

faveur de l’homme (1,27 pour 1) (420).  

 

III.2  Infection à H. pylori et lymphome gastrique du MALT 

Il est maintenant admis que le lymphome de type MALT est directement associé à l’infection par 

H. pylori (320) (404).  

Tout d’abord plusieurs études épidémiologiques ont appuyé ce lien dans les années 1990. La 

prévalence de l’infection à H. pylori dans le LGM était de 92 % dans les premières études publiées 

alors que la prévalence de l’infection dans la population française était de 25% (448) (177) (92). Une 
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augmentation des cas à priori H. pylori négatif est cependant rapportée (86). Des études 

épidémiologiques ont trouvé une corrélation entre la fréquence de l'infection à H. pylori et celle des 

lymphomes gastriques dans certaines régions (en Italie notamment) (85). En outre, le risque de 

développer un LGM est six fois plus élevé en cas d’infection par H. pylori selon deux larges cohortes 

(313). Cette infection n’augmente pas les risques de lymphomes nodaux, soulignant le lien 

spécifique entre H. pylori et LGM. Qui plus est, quinze ans avant le diagnostic du LGM, 88% des 

patients possédaient déjà des anticorps anti-H pylori au niveau sérique : l’infection est donc 

chronologiquement antérieure à l’apparition du lymphome.  

 

En ce qui concerne la physiopathologie du LGM, il a été montré que les follicules lymphoïdes 

apparaîtraient après une stimulation antigénique chronique exercée par H. pylori sur la muqueuse 

gastrique. Cette hypothèse a été validée in vitro en montrant que des lymphocytes T purifiés de 

gastrectomies de patient LGM sensibilisés par H. pylori produisent des cytokines stimulant la 

prolifération lymphocytaire B (75) (173) (172). Cette prolifération était spécifique de H. pylori, elle 

n’a été observée qu’avec certaines souches et uniquement avec des cellules de lymphome gastrique 

(173). 

 

La preuve définitive de l’implication de H. pylori dans la physiopathologie du LGM a été apportée 

par l’effet de l’éradication de la bactérie sur la régression des lésions lymphomateuses. Une première 

étude décrite par Wotherspoon et al. a permis de démontrer la possibilité de faire régresser le LGM 

après éradication de la bactérie par des antibiotiques (446) : une régression à 22 mois du LGM a été 

observée chez 5 des 6 patients de l’étude. Plusieurs études ont confirmé ces résultats (441) et il est 

maintenant admis que dans 60 à 80% des cas le LGM de faible degré de malignité peut être traité par 

l’éradication de H. pylori (242). Si une réinfection a lieu, le LGM reprend son développement de 

manière plus rapide, les cellules néoplasiques étant déjà sensibilisées au stimulus antigénique de la 

bactérie (46). Au stade de haut degré de malignité les chances de guérison par éradication semblent 

beaucoup plus aléatoires, sans doute du fait de l’accumulation d’anomalies génétiques cellulaires 

irréversibles (287). 

 

L’infection par H. pylori n’est pas détectée dans environ 5 à 10% des LGM (86), pourtant une 

régression du LGM peut être obtenue suite à l’éradication de H. pylori chez une proportion des 

patients concernés variable selon les études (285) (330) (331). Une des hypothèses expliquant la 

réponse au traitement d’éradication est que les patients pourraient être infectés par une bactérie autre 

que H. pylori qui serait éliminée lors du traitement antibiotique, comme « Helicobacter heilmannii » 
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(272). La seconde hypothèse la plus probable est liée à la difficulté à diagnostiquer l’infection à 

H. pylori chez certains patients LGM (226). En effet, aucune méthode diagnostique n’est sensible à 

100% que ce soit les méthodes invasives (culture, biologie moléculaire et histologie) ou non-

invasives (test respiratoire à l’urée marquée, sérologie). Les méthodes invasives peuvent être 

facilement prise en défaut notamment en cas d’inoculum faible. La méthode la plus adaptée dans le 

LGM semble être l’histologie et la sérologie même si cette dernière n’est pas le reflet d’une infection 

toujours active. La culture et la PCR étaient moins sensibles dans l’étude de Lehours et al., mais 

cependant à cette époque le format de PCR utilisé (PCR en point final) était moins sensible que les 

PCR en temps réel utilisées maintenant en routine (226) (306). 

 

III.3  Clinique 

Les symptômes des patients souffrant de LGM sont peu spécifiques (394) (104) ce qui complique le 

diagnostic précoce de l’infection pourtant essentiel à la mise en place d’un traitement adapté. Les 

symptômes se résument souvent à des douleurs épigastriques pouvant évoquer une maladie 

ulcéreuse. Une dyspepsie, des saignements et des brûlures d’estomac peuvent être observés. Plus 

rarement des symptômes plus sévères tels qu’une anémie, des mélénas, hématémèses, vomissements 

et perte de poids sont retrouvés. Le LGM peut être découvert à l’occasion d’une perforation gastrique 

ou d’hémorragies (353). L’altération de l’état général est le plus souvent modérée. Le LGM évolue 

très progressivement et reste longtemps localisé dans l’estomac. Compte-tenu du peu de spécificité 

de la présentation clinique, le diagnostic est réalisé par l’analyse de biopsies gastriques réalisées par 

endoscopie. 

 

III.4  Aspects endoscopiques 

Tout comme la clinique, les aspects endoscopiques peuvent ne pas être évocateurs de LGM pour un 

endoscopiste non spécialisé. Des lésions malignes claires peuvent être présentes, comme des ulcères, 

masses, mais fréquemment seuls des érosions, des petits nodules ou un épaississement des plis 

gastriques peuvent être observés. La muqueuse gastrique peut également être normale (480). 

Compte-tenu du peu de spécificité des signes cliniques et endoscopiques, un nombre suffisant de 

biopsies à la fois de lésions macroscopiques et de muqueuse normale doit être effectué (354). Cette 

procédure est appelée « Gastric mapping » (Figure 15), au moins 10 biopsies doivent être réalisées 

au niveau des lésions macroscopiques, tandis que le nombre de biopsies au niveau de la muqueuse 
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normale n’est pas spécifié. Ce type de protocole n’est pas réalisé en première intention, mais souvent 

suite à une première endoscopie faisant suspecter un LGM. 

 

 

Figure 15 : Gastric mapping. D’après Fischbach (109). Compte-tenu du peu de 
spécificité des signes cliniques et endoscopiques, un nombre suffisant de biopsies à la 
fois de lésions macroscopiques et de muqueuse normale doit être effectué. 

 

 III.5  Aspect anatomopathologique 

L’estomac est normalement dépourvu de tissu lymphoïde de type MALT. Un infiltrat lymphoïde 

peut cependant apparaître lors d’une gastrite aiguë ou chronique. Dans certains cas, cette 

inflammation s’accompagne de l’apparition de follicules lymphoïdes (tissus lymphoïdes organisés) à 

partir desquels émerge le lymphome du MALT. Le LGM se caractérise par une infiltration au niveau 

de la muqueuse gastrique de cellules lymphoïdes, faite de petites cellules B monomorphes d’allure 

centrocytique. Parfois une différenciation plasmocytoïde peut être observée parmi les petits 

lymphocytes (104). Les cellules sont organisées en follicules lymphoïdes organisés à l’image d’une 

plaque de Peyer (Figure 16). Le LGM est aussi caractérisé par la présence de lésions lympho-

épithéliales (LLE) dues à une prolifération excessive de cellules B résultant en une infiltration de 

l’épithélium et une destruction des cellules épithéliales gastriques (178) (Figure 17). Il est établi que 

l’on peut retrouver, au sein d’un LGM de faible degré de malignité, une proportion variable de 

grandes cellules transformées, sans pour autant porter le diagnostic de LGM de haut degré de 

malignité.  
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Figure 16 : Caractéristiques histologiques des plaques de Peyer : les plaques de 
Peyer constituent le meilleur exemple de tissu lymphoïde associé aux muqueuses. 
Elles sont principalement retrouvées au niveau de la partie terminale de l’iléon et sont 
caractérisées par des follicules lymphoïdes avec des centres germinaux bien définis 
(GC), entourés d’une zone composée de petits lymphocytes monomorphes appelée 
zone du manteau. Cette zone est entourée de la zone marginale composée de 
lymphocytes B mémoires, plasmocytes et lymphocytes T. L’épithélium entourant ce 
tissu lymphoïde est composé de cellules épithéliales membranaires appelées cellules 
M qui transportent les antigènes de la lumière de l’intestin vers la lamina propria. Des 
lymphocytes sont présents au sein de l’épithélium, principalement des lymphocytes T 
cytotoxiques. Cette zone forme avec la zone marginale le lymphoépithelium. D’après 
Ferreri et al. (104) 
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Figure 17 : Aspect anatomopathologique caractéristique du LGM. Biopsie 
gastrique montrant un infiltrat de petits lymphocytes monomorphes d’allure 
centrocytique au sein de la lamina propria (a, grossissement X100) et la présence de 
lésions lympho-épithéliales (b, coloration H&E, grossissement X200). Figure 
reproduite d’après Hu et al. (169)  



55 
 

Les changements histologiques observés entre la muqueuse gastrique normale, la gastrite chronique 

active et le LGM ont été décrits par Wotherspoon et al. (Tableau 2) (446). Mais s’il existe une 

continuité dans les stades histologiques, le diagnostic peut être délicat si les variations sont minimes. 

Les infiltrats lymphoïdes sont composés majoritairement de lymphocytes B ne présentant pas de 

profil antigénique spécifique mais ayant le même immunophénotypage que les lymphocytes B de la 

zone marginale présents dans la rate, les plaques de Peyer et les ganglions lymphoïdes. Ils expriment 

donc des marqueurs de surfaces bien spécifiques et typiques de la zone marginale : CD20, CD79a, 

Bcl2 et une immunoglobuline membranaire de type M et ont un marquage IgD, CD5, CD10, Bcl6 et 

cycline D1 négatif. Un réarrangement monoclonal du gène des chaînes lourdes des 

immunoglobulines (IgH) est observé dans les LGM, avec une monotypie lambda ou kappa des 

chaînes légères (212). Cette monoclonalité peut être détectée par méthodes moléculaires. 

L’apparition de cette monoclonalité des cellules B lors d’une gastrite annonce souvent l’évolution 

vers un LGM (283). Des lymphocytes T CD3+ non néoplasiques accompagnent souvent ces infiltrats 

avec une prédominance des LyT helpers (CD4+). En effet, la prolifération des lymphocytes B est T-

dépendante par l'interaction CD40-CD40L avec les LyT helpers activés par H. pylori. 
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Score Diagnostic Caractéristiques histologiques 

0 Normal Plasmocytes disséminés dans la lamina propria. 

Absence de follicules lymphoïdes. 

1 Gastrite chronique active Petits clusters de lymphocytes dans la lamina propria. 

Absence de follicules lymphoïdes ni de LLE. 

2 Gastrite chronique active 

avec formation de follicules 

lymphoïdes 

Follicules lymphoïdes importants entourés de cellules 

de la zone du manteau et de plasmocytes 

3 Infiltrat lymphoïde suspect, 

probablement réactif 

Follicules lymphoïdes entourés de lymphocytes 

d’allure centrocytique infiltrant de manière diffuse la 

lamina propria et occasionnellement l’épithélium. 

4 Infiltrat lymphoïde suspect,  

probablement lymphomateux 

Follicules lymphoïdes entourés de lymphocytes 

d’allure centrocytique infiltrant de manière diffuse la 

lamina propria et l’épithélium par petits groupes. 

5 Lymphome du MALT de bas 

grade 

Présence d’infiltrats denses et diffus de lymphocytes 

d’allure centrocytique dans la lamina propria avec 

des LLE importantes. 

 

Tableau 2 : Score de Wotherspoon décrivant les critères histologiques de 
diagnostic de LGM (446) 

 

Le LGM est un lymphome B de bas grade avec un infiltrat de petits lymphocytes, sa transformation 

vers un lymphome de haut grade n’est pas classique. Les lésions lympho-épithéliales et les follicules 

lymphoïdes disparaissent pour laisser place à des grandes cellules à l’allure de centroblastes ou à des 

immunoblastes avec parfois une différenciation plasmocytaire. Dans ce cas, l’infiltrat peut être 

mineur ou majeur selon le stade de transformation. La transformation en LGM de haut grade est de 

moins bon pronostic. 

Le LGM reste le plus souvent localisé au niveau de l’estomac, mais peut présenter comme tout 

lymphome d’autres localisations tumorales, d’où l’intérêt d’un bilan d’extension. Les localisations 

secondaires concernent en particulier les muqueuses hébergeant des lymphocytes de type MALT, 

soit à l’état physiologique (poumon, intestin), soit à l’état pathologique (thyroïde, cavum, parotide). 

L’atteinte médullaire et la présence d’adénopathies périphériques sont rares.  
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Le bilan de ces examens permet de classer le lymphome en différents stades. Plusieurs classifications 

existent comme celle de Lugano utilisée depuis une vingtaine d’années (Tableau 3) (478) ou des plus 

récentes comme la classification modifiée d’Ann Arbor (Musshoff) (354). A l’heure actuelle, le 

système à utiliser pour évaluer les stades du LGM reste controversé (478). 

 La plupart des LGM sont localisés au niveau de la muqueuse et sous-muqueuse gastrique, plus 

rarement au niveau de la couche supérieure de la musculaire (stade I). Un envahissement des 

ganglions lymphatiques peut également être observé. La présence simultanée d’un LGM et d’un 

adénocarcinome gastrique est exceptionnelle au stade du diagnostic (45) (54) (184). 

 

Classification  Extension tumorale 

Stade I : tractus gastro-intestinal uniquement Muqueuse 

Sous-muqueuse 

Musculeuse 

Séreuse 

Stade II : Extension à l’abdomen 

II1 : envahissement ganglions adjacents 

II2 : envahissement ganglions distants 

Ganglions lymphatiques peri-gastriques 

Ganglions régionaux plus distants 

Stade IIE : pénétration de la séreuse pour 

envahissement des organes ou tissus adjacents  

Envahissement des structures adjacents +/- 

ganglions lymphatiques abdominaux 

Stade IV : envahissement extra-ganglionnaire 

disséminé ou envahissement ganglionnaire 

supra-diaphragmique 

Ganglions lymphatiques extra-abdominaux 

+/- organes distants abdominaux ou extra-

abdominaux 

 +/- moelle osseuse 

 
Tableau 3 : Système de classification de Lugano (478) 

 

III.6  Anomalies moléculaires 

La prolifération crée des conditions favorables à l’apparition d’une instabilité génétique dans les 

cellules B. Des translocations chromosomiques peuvent ainsi apparaître induisant une 

lymphoprolifération alors indépendante de la stimulation antigénique exercée par H. pylori et donc 

ne régressant plus après antibiothérapie (394). Les anomalies cytogénétiques les plus souvent 

retrouvées dans le lymphome gastrique du MALT sont des translocations entraînant l’activation du 
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facteur de transcription nucléaire NF-κB. Ce facteur de transcription est impliqué dans 

l’inflammation mais aussi dans la survie, la différenciation et la prolifération cellulaire. Cinq 

translocations ont été décrites dans les lymphomes du MALT (Tableau 4). Aucune de ces 

translocations n’est cependant suffisante pour induire à elle seule un lymphome du MALT, suggérant 

le rôle d’autres facteurs associés, dont les facteurs immuns, génétiques et environnementaux (87). 

  

 
Tableau 4 : Translocations chromosomiques récurrentes décrites dans les 
lymphomes du MALT. API2 : Apoptosis inhibitor 2 ; MALT1 : Mucosa-associated 

lymphoid tissue translocation protein 1 ; BCL10 : B-cell chronic lymphocytic 

leukemi/lymphoma protein 10 ; IGH : Immunoglobulin heavy chain ; IGK : 
Immunoglobulin kappa light chain ; FOXP1 : Forkhead box protein P1. 
 

La translocation t(11;18)(q21;q21) conduisant au gène de fusion API2/MALT1 est la mieux 

caractérisée, elle est retrouvée dans 20 à 60% des lymphomes gastriques du MALT. Elle n’est pas 

détectée dans les LGM de haut degré de malignité ni dans les autres lymphomes gastriques (20), 

mais elle peut être retrouvée dans des lymphomes de la zone marginale d’autres sites muqueux. Cette 

translocation conduit à une expression constitutive de NFκB par fusion des gènes API2 (apoptosis 

inhibitor 2) et MALT1 (mucosa-associated lymphoid tissue translocation protein 1) (320). Plusieurs 

zones de fusion ont été identifiées au sein des exons 7 et 8 du gène API2, et 3 sites majoritaires dans 

le gène MALT1. Cette translocation est associée à des stades plus avancés, en particulier aux tumeurs 

ayant commencé à envahir la sous-muqueuse. Cette translocation est plus significativement associée 

à des souches CagA positives (459). Les patients ne possédant pas cette translocation présentent une 

meilleure réponse au traitement d’éradication et une médiane de survie plus importante (55).  

La translocation t(1;14)(p22;q32) a également été caractérisée et est retrouvée dans environ 5% des 

lymphomes gastriques (449) (1). Elle entraîne la surexpression de la protéine Bcl-10 (B Cell 

Lymphoma 10) dont le gène est placé sous le contrôle du promoteur du gène des chaînes lourdes des 

Translocation Protéine de fusion 

t(11;18)(q21;q21) API2-MALT1 

t(1;14)(p22;q32) BCL10-IGH 

t(1;2)(p22;p12) BCL10-IGK 

t(14;18)(q32;q21) IGH-MALT1 

t(3;14)(p14;q32) FOXP1-IGH 
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immunoglobulines. Cette protéine possède un domaine de recrutement des caspases CARD et peut 

donc jouer un rôle dans la régulation de l’apoptose. La protéine Bcl-10 sauvage a un rôle 

proapoptotique et anti-tumoral, tandis que Bcl-10 tronquée produite suite à la translocation est 

capable d’activer NF- κB et la prolifération cellulaire (469) (352). Elle possède une activité 

oncogénique (444). La translocation t(1;2)(p22;p12) est une variante, le gène de Bcl-10 étant 

juxtaposé au gène IGK (chaîne légère kappa des immunoglobulines) conduisant à une surexpression 

de Bcl-10. 

Les translocations t(14;18)(q32;q21) et t(3;14) (p14;q32) ont également été mises en évidence mais 

leur signification clinique n’a pas été établie. 

Les gènes induits par NF-κB et favorisant la survie cellulaire commencent à être identifiés. Ils 

incluent un membre de la famille Bcl-2 (B Cell Lymphoma 2) aux propriétés anti-apoptotiques, des 

inhibiteurs de caspases et les facteurs TRAF1 et TRAF2 (membres de la famille des Facteurs 

Associés au Récepteur du TNF) impliqués dans l’inflammation, la réponse aux pathogènes et 

l’apoptose (59) (434) (476). 

Dans certains cas de LGM de faible degré de malignité, d’autres anomalies moléculaires peuvent être 

retrouvées. La protéine p53, impliquée dans le maintien de l’intégrité du génome, est partiellement 

inactivée dans 28% des cas (317). Des mutations sur les régions régulatrices de l’oncogène c-myc 

ont été observées et concernent 16% de LGM (318) ainsi que des délétions dans le gène A20 (ou 

TNFAIP3, TNF-alpha-induced protein 3) conduisant à l’inactivation de la protéine inhibitrice de NF-

κB (167). L’inactivation des gènes peut également être due à une hyperméthylation comme ce qui est 

observé pour les gènes TP15 (10%) et TP16 (44%) (248) (249). Des anomalies génétiques 

surnuméraires au niveau des chromosomes 3, 8 et 12 ont également été décrites. La trisomie 3 est 

notamment présente dans 30% des LGM mais son importance fonctionnelle dans la progression de la 

pathologie est mal établie (447). Cette trisomie n’est d’ailleurs pas spécifique du LGM et retrouvée 

dans d’autres lymphomes. 

 

III.7  Traitement 

Le traitement du LGM ne fait pas toujours l’objet d’un consensus. Il repose d’abord sur l’éradication 

de H. pylori et en cas d’absence de régression ou de progression tumorale sur des traitements 

locorégionaux (radiothérapie) ou généraux (chimiothérapie) (Figure 18) (478). 
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Figure 18 : Algorithme de traitement du LGM. Algorithme établi selon le stade du 
LGM défini selon la classification de Lugano décrite tableau 3. Figure reproduite 
d’après Zucca et al. (478) 
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III.7.1 Traitement d’éradication de H. pylori 

Des études prospectives ont montré que l’éradication de H. pylori permet la régression du lymphome 

chez 60 à 90 % des patients (266) avec maintien de la rémission à 5 ans chez 87 à 97 % des patients 

initialement répondeurs (450) (284). La régression tumorale est plus fréquente en cas de lymphome 

du MALT localisé (stade I) (110) (211), tandis que les lymphomes de stade IIE ainsi que ceux 

présentant la translocation t(11;18) sont moins répondeurs. Les auteurs s’accordent pour 

recommander l’éradication de H. pylori chez tous les patients présentant un LGM quel que soit le 

stade du lymphome ou le statut H. pylori (478). En effet, comme évoqué plus haut, une régression du 

LGM peut être observée après éradication de l’infection à H. pylori chez des patients à priori négatifs 

(331) 

 

Le traitement d’éradication de H. pylori dans le LGM est identique à celui utilisé dans les autres 

pathologies induites par la bactérie et doit se conformer aux recommandations nationales ou 

internationales (242). Il comprend classiquement une association entre un inhibiteur de la pompe à 

proton et deux antibiotiques pendant 10 à 14 jours. Il tient par ailleurs compte de la résistance aux 

macrolides de la souche pouvant être détectée par méthodes phénotypiques et génotypiques. En cas 

d’échec de la première ligne de traitement, une seconde ligne comportant des antibiotiques non 

utilisés précédemment doit être mise en place. 

Une rémission complète peut être observée chez certains patients présentant un LGM de haut grade. 

Bien que la chimiothérapie soit recommandée en première ligne, il peut être intéressant de proposer 

un traitement antibiotique compte tenu des effets indésirables limités et du bénéfice possible en 

particulier dans les stades précoces de LGM de haut grade (51) (479) (211) (261). De plus, ce 

traitement d’éradication pourrait éviter une résurgence de la pathologie après chimiothérapie due à la 

présence de H. pylori.  

 

III.7.2 Alternatives thérapeutiques 

Ces alternatives sont proposées chez les patients pour lesquels l’éradication de H. pylori n’a conduit 

à aucune modification endoscopique et histologique ou à une évolution des lésions. La stratégie 

actuelle est de favoriser des traitements permettant la conservation de l’estomac. Bien que la 

gastrectomie soit curative dans le traitement du LGM (209), d’autres traitements sont privilégiés tels 

que la radiothérapie ou la chimiothérapie compte-tenu des conséquences de cette pratique notamment 

sur la qualité de vie du patient (460). 
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La radiothérapie est indiquée pour les patients présentant un stade précoce de LGM réfractaire aux 

traitements d’éradication (stade I et II). Les doses de radiations ont été diminuées ces dernières 

années. Une radiothérapie (30-40Gy) de 4 semaines au niveau de l’estomac et des ganglions 

adjacents donne une rémission de 90 à 100% avec une survie à 5 ans sans rechute de 80% (452) 

(414). 

Une chimiothérapie doit être envisagée chez les patients présentant un stade avancé avec 

envahissement des ganglions lymphatiques et/ou de la moelle osseuse et les patients ayant un LGM 

de haut grade transformé réfractaires au traitement d’éradication. Plusieurs molécules ont été 

évaluées seules ou en association dans différentes études avec des résultats dépendants du stade de 

lymphome (Tableau 5). Les associations rituximab, chlorambucil ou fludarabine semblent donner de 

très bons résultats (362) (7). Il a en effet été montré que 95% des patients dont le LGM n’avait pas 

régressé suite à l’éradication de H. pylori ont présenté une rémission complète après une 

immunochimiothérapie par chlorambucil et rituximab, dont l’efficacité était supérieure à celle du 

chlorambucil ou du rituximab utilisé en monothérapie (247) (147) (307) (477).  

Une chimiothérapie est recommandée pour les lymphomes de haut degré de malignité comme 

traitement de première intention. Le protocole R-CHOP (Rituximab, Cyclophosphamide, 

Hydroxydaunorubicine (adriamycine), Oncovin (vincristine), prednisone) est recommandé pour le 

LGM de haut grade (81).  
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Tableau 5 : Molécules disponibles pour le traitement par chimiothérapie du 
LGM selon les recommandations Américaines et européennes. D’après Pereira et 

al. (320). Les recommandations actuelles proposent plusieurs molécules en 
monothérapie, association de chimiothérapies ou associées à une immunothérapie 
comme le Rituximab. 1 European Society for Medical Oncology 2013 guidelines; 2 
National Comprehensive Cancer Network 2011 guidelines. 

 

III.7.3 Suivi post-traitement 

Un suivi post-traitement est nécessaire. Tout d’abord l’éradication de H. pylori doit être vérifiée 2-3 

mois après le traitement antibiotique compte-tenu du risque d’échec thérapeutique afin de pouvoir 

mettre en place une deuxième ligne d’antibiotiques. De plus, le traitement d’éradication ne permet 

pas la rémission de la totalité des LGM, d’où l’intérêt d’un suivi endoscopique avec des biopsies 

répétées afin de démontrer la rémission complète.  

Cette évaluation doit être faite selon les recommandations du Groupe d’Etude des Lymphomes de 

l’Adulte (GELA) (Tableau 6). Afin d’établir correctement la rémission, au moins 2 endoscopies et 

analyses histologiques (à 1 et 3 mois) doivent être réalisées (354) (478). Quand la rémission est 

établie, plusieurs endoscopies de contrôle avec des biopsies de tous les sites gastriques doivent être 

réalisées tous les 6 mois pendant les deux premières années puis tous les 12 mois pendant les 5 

années suivantes (354) (478). Il n’y a pas de recommandations précises sur la fin du suivi. Chez 

certains patients une maladie résiduelle peut persister au niveau histologique sans lésions 

Famille thérapeutique Nom de la molécule 

Alkylants Chlorambucil1 

 Cyclophosphamide1,2 

 Bendamustine1,2 

Analogues nucléosidiques des purines Fludarabine1,2 

 Cladribine1 

Anthracyclines Doxorubicine2 

 Mitoxantrone2 

Alkaloïdes Vincristine2 
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macroscopiques, une stratégie « watch and wait » peut alors être pratiquée (108). Malgré une 

rémission complète, une rechute est possible après plusieurs années chez environ 7% des patients 

(480), d’où l’importance du suivi. Cette rechute peut être due à une réinfection par H. pylori même si 

ce risque est faible étant donné que l’infection à H. pylori s’acquière très majoritairement pendant 

l’enfance. Il a par ailleurs été montré dans une étude épidémiologique aux Pays-Bas que les patients 

ayant développé un LGM ont 6 fois plus de risque de développer un adénocarcinome par la suite 

(48) ; la présence simultanée d’un LGM et d’un adénocarcinome gastrique est par contre 

exceptionnelle au stade du diagnostic (45) (184). 

 

Score Infiltrats lymphoïdes LLE Aspect du stroma 

Rémission 

histologique 

complète 

Absents  

ou plasmocytes et petites 

cellules lymphoïdes 

dispersées dans la LP 

Absentes Normal 

ou LP vide et/ou 

fibrose 

Maladie résiduelle 

minimale probable 

Agrégats de cellules 

lymphoïdes 

ou follicules lymphoïdes 

dans la LP/MM et/ou SM 

Absentes LP vide et/ou 

fibrose 

Maladie résiduelle Denses, diffus ou nodulaires 

en expansion autour des 

glandes de la LP 

LLE focales ou 

absentes 

LP focale vide 

et/ou fibrose 

Pas de 

modification 

Denses, diffus ou nodulaires Présentes (peuvent 

être absentes) 

Pas de changement 

 
Tableau 6 : Critères d’évaluation post-traitement du LGM selon le GELA 
(Groupe d’Etude des Lymphomes de l’Adulte) (64). (MM : musculaire muqueuse ; 
LP : lamina propria ; SM : sous-muqueuse ; LLE : lésion lympho-épithéliale) 
 

III.8  Physiopathologie 

A l’heure actuelle, les mécanismes physiopathologiques conduisant à l’initiation et au 

développement du lymphome gastrique du MALT sont encore mal connus.  
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Les lymphocytes B et T sont recrutés au niveau de la muqueuse suite à la colonisation chronique par 

H. pylori qui induit la formation de follicules lymphoïdes de type MALT au niveau gastrique, 

première étape de la lymphomagénèse (384). Il a été démontré que la gastrite à H. pylori est la 

première cause d’apparition de MALT au sein de la muqueuse gastrique (131). Le développement de 

MALT dans cette muqueuse peut donc être considérée comme pathognomonique de l’infection à 

H. pylori. Tous les patients auraient donc un risque potentiel de développer un lymphome gastrique 

du MALT. Cependant étant donné la prévalence élevée de l’infection dans la population mondiale 

par rapport à la prévalence faible du LGM, d’autres facteurs entrent en considération dans le 

développement de cette pathologie.  

La prolifération B est au départ secondaire à l’activation des lymphocytes T par les antigènes de 

H. pylori. En effet, dans le LGM des lymphocytes T non néoplasiques, majoritairement de type 

CD4+ infiltrent la tumeur et sont une aide importante pour l’activation et la prolifération des 

lymphocytes B via la costimulation CD40L-CD40 ainsi que par la production de cytokines de type 

Th2 (173) (141). Dans l’étude de Hussell et al., il a cependant été observé que seule une des treize 

souches testées était capable d’induire une prolifération lymphocytaire B et que ce n’était pas la 

même selon le patient (173). Le rôle de l’interaction CD40L-CD40 pour la stimulation des 

lymphocytes B a été toutefois remis en question, Craig et al. ayant montré que les lymphocytes T 

CD4+ étaient essentiels à la prolifération lymphocytaire B mais indépendamment de l’interaction 

CD40-CD40L, une prolifération B étant toujours observée après blocage du CD40L par un anticorps 

spécifique (72). Ces données suggèrent que les facteurs solubles produits par les lymphocytes T sont 

plus importants que l’interaction CD40L-CD40 pour induire la prolifération lymphocytaire B. 

D’autres molécules semblent nécessaires pour l’interaction B et T : CD80 et CD86 chez les 

lymphocytes B néoplasiques et CD28 ou CTLA-4 pour les lymphocytes T (274). Lors de la 

lymphomagénèse, l'orientation du système immunitaire initialement de type Th1 évolue vers le type 

Th2 avec la sécrétion d’IL-4 et d’autres cytokines de type Th2. Une population hétérogène de 

lymphocytes T helper est présente avec la sécrétion de cytokines de type Th1 et Th2 (74). 

Parmi les lymphocytes T CD4+ infiltrant la tumeur, les lymphocytes T-régulateurs (Tregs) semblent 

également avoir un rôle dans la physiopathologie du LGM. L’infection par H. pylori stimule en effet 

la réponse T régulatrice (337) et il a été montré un enrichissement en Tregs au sein du lymphome du 

MALT par rapport à une muqueuse gastrique présentant une gastrite (72). Les lymphocytes Tregs 

sont recrutés sur le site de lymphomagénèse par les cellules B tumorales via la sécrétion de CCL17, 

CCL22, CCL20 et CXCL13 (72) (63). Une déplétion de ces Tregs ou de l’ensemble des lymphocytes 

T CD4+ induit une régression de la tumeur, ces populations lymphocytaires sont donc indispensables 

à la lymphomagénèse (72). Ils participent à la persistance du pathogène au sein de la muqueuse 



66 
 

gastrique en limitant la réaction inflammatoire et les lésions tissulaires, permettant une stimulation 

antigénique chronique (336). Les Tregs pourraient par ailleurs favoriser la prolifération 

lymphocytaire B (72). 

 

Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ sont également présents en moindre proportion que les 

lymphocytes T helper CD4+ sur le site de lymphomagénèse et semblent avoir un rôle dans la 

physiopathologie du LGM (28). En effet, contrairement à ce qui est observé dans la gastrite auto-

immune à H. pylori, les lymphocytes T CD8+ sont déficients en perforines impliquées dans la 

cytotoxicité et la majorité des clones ne possède plus la fonction Fas-FasL permettant d’induire 

l’apoptose de la cellule cible. Ces caractéristiques ne sont présentes que chez les lymphocytes T 

CD8+ présents sur le site de lymphomagénèse, tandis que les lymphocytes T circulants présentent la 

même activité cytotoxique et pro-apoptotique que ceux présents chez les patients atteints d’une 

gastrique chronique (75). Ces altérations de la réponse T cytotoxique favorisent l’activation accrue et 

non contrôlée des lymphocytes B néoplasiques au niveau du MALT (394) (104). 

 

Les lymphocytes B possèdent des immunoglobulines de surface ayant subi des réarrangements 

somatiques (71). Ces immunoglobulines recombinantes sont capables de reconnaître un panel 

d’antigènes du soi et du non soi avec la même affinité. Ceci a été montré chez l’homme et dans un 

modèle animal de souris BALB/c. Les récepteurs de surface des lymphocytes B ou BCR (B-cell 

Receptor) sont par ailleurs stimulés directement par les antigènes de H. pylori et des auto-antigènes 

ce qui aboutit à la prolifération des cellules tumorales (72). Dans un modèle de souris BALB/c 

infectées par H. felis, il a été montré que la prolifération lymphocytaire B était à la fois dépendante 

de la stimulation des BCR et de la présence des lymphocytes T CD4+ au sein des infiltrats. Après 

une prolifération oligoclonale des lymphocytes B, un clone est sélectionné et prolifère de manière 

monoclonale. La prolifération lymphocytaire est accompagnée d’une augmentation du relargage 

d’immunoglobulines monoclonales et d’IL-2.  

 

Les chimiokines ainsi que leurs récepteurs jouent un rôle dans la lymphomagénèse. Elles permettent 

l’initiation de la réponse immune, exercent une activité chimiotactique pour attirer les lymphocytes T 

au niveau de site d’inflammation (238). Ce sont les principaux régulateurs de la migration des 

cellules dendritiques et des lymphocytes, du développement de follicules lymphoïdes et de 

l’homéostasie lymphocytaire (238) (168). Une étude a tout d’abord montré que l’expression de 

CXCL13 ou BCA-1 et de son récepteur CXCR5 était augmentée dans le LGM (251). Pendant 

l’infection à H. pylori, CXCL13 favorise le recrutement et la transformation des lymphocytes B et 
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induit la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8. CXCL13 semble avoir un rôle 

important dans la formation des follicules lymphoïdes, l’utilisation d’un anticorps anti-CXCL13 

permettant d’éviter leur formation dans un modèle animal de LGM (453). De même, des souris 

déficientes pour CXCR5 ne développent pas de follicules lymphoïdes suite à la colonisation par 

H. pylori (445). D’autres études ont montré que l’expression de CXCR3 dans le LGM était corrélée 

avec la migration des lymphocytes B vers la circulation sanguine et d’autres organes lymphoïdes 

suggérant que cette chimiokine pouvait être liée à l’autonomie du LGM vis-à-vis de H. pylori (303). 

Une étude a montré que l’expression de CCR7, CXCR3 et CXCR7, chimiokines impliquées dans le 

recrutement leucocytaire et l’activation lymphocytaire B, était augmentée au stade LGM par rapport 

au stade gastrite, tandis que l’expression de CXCR4, qui est liée à l’apparition de métastases dans de 

nombreuses tumeurs solides, était diminuée (82). 

 

D’autre part, les membres de la famille du TNF pourraient jouer un rôle important dans la 

lymphomagénèse, de par leur activité pro-inflammatoire d’une part, mais également via leur rôle 

dans la régulation de la prolifération cellulaire. Il a été montré que les macrophages infiltrant la 

tumeur produisaient la cytokine APRIL (a proliferation-inducing ligand), membre de la famille du 

TNF ayant un rôle dans le développement, la maturation et la survie des lymphocytes B (277). Le 

rôle spécifique de APRIL sera développé en chapitre introductif à l’article n°4 de ce manuscrit. Le 

microenvironnement tumoral semble donc essentiel au développement du LGM.  

 

Contrairement à ce qui est observé dans les ulcères et l’adénocarcinome gastrique, les facteurs de 

virulence de H. pylori semblent jouer un rôle minime dans la physiopathologie du LGM. Cet aspect a 

été développé dans le paragraphe précédemment (I.4.5 Spécificité des souches de LGM). 

 

La prolifération chronique des lymphocytes B crée des conditions favorables à l’apparition d’une 

instabilité génétique dans les cellules B conduisant à l’apparition de mutations. L'hyperméthylation 

de p15 et p16 favorise l'expansion clonale Ag-dépendante des LB. La lymphomagénèse est aussi 

facilitée par les dommages à l’ADN provoqués par la libération de dérivés réactifs oxygénés par les 

neutrophiles lors de la réponse à H. pylori (31). La production importante de ROS conduit à des 

erreurs durant la mitose et une accumulation de mutations (413). De plus, H. pylori induit des 

mismatch lors des réparations ADN (195). Ces données permettent d’expliquer la présence dans le 

LGM d’aberrations génétiques incluant les translocations, les mutations ponctuelles, l’amplification 

de gènes voir la délétion de gènes suppresseurs de tumeurs (394). 
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La réponse inflammatoire médiée par les cytokines joue un rôle majeur dans la physiopathologie de 

l’infection à H. pylori et il est possible qu’un déséquilibre soit responsable de la progression et 

oriente la pathologie induite par la bactérie. Certains facteurs impliqués dans la réponse cytokinique 

pourraient promouvoir la lymphomagénèse ou au contraire protéger l’hôte contre une évolution en 

LGM. Un simple polymorphisme dans les régions codantes ou dans le promoteur d’une cytokine ou 

d’un récepteur peut conduire à une augmentation ou une diminution de ces facteurs. Ainsi plusieurs 

équipes se sont attachées à étudier les polymorphismes dans le LGM. Rollinson et al. ont par 

exemple montré une association entre un allèle du gène codant pour l’IL-1 ra (IL-1 receptor 

antgonist) et le LGM (345). D’autre part, la présence de l’allèle TNF-857 T a été associée à un risque 

plus élevé de développement d’un lymphome gastrique de bas grade (157). Des polymorphismes de 

l’IL-22 sont également associés au LGM et à la réponse au traitement d’éradication de H. pylori 

(231). La présence de la mutation R702W dans le gène NOD2/CARD15 augmente le risque de 

développement de lymphome gastrique (347). Le complexe majeur d’histocompatibilité joue un rôle 

important dans la réponse immunitaire d’où un intérêt pour les antigènes du HLA. La prévalence des 

allèles HLADQA1*0103 et HALDQB1*0601 et de l’haplotype DQA1*0103-DQB1*0601 est 

augmentée chez les patients développant un LGM (190). L’allèle G du Toll-like Receptor 4 (TLR4 

Asp299Gly), impliqué dans la reconnaissance du LPS bactérien, apparaît également comme un 

potentiel facteur de prédisposition dans les lymphomes gastriques (156). Des polymorphismes dans 

les gènes codant pour des enzymes anti-oxydantes telles que la glutathion S-transférase (GST) ont 

été décrits (345). Ces différents polymorphismes seuls ou associés pourraient donc contribuer à la 

lymphomagénèse gastrique induite par certaines souches de H. pylori. Le principal problème réside 

cependant dans le fait que ces polymorphismes ne sont pas transposables d’une population de malade 

à une autre d’origine géographique différente. 

 

Les principales étapes de la physiopathologie du lymphome gastrique du MALT sont résumées dans 

la figure 19. 
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Figure 19 : H. pylori et lymphomagénèse gastrique du MALT. Figure reproduite 
d’après Suarez et al. (394) (A) Les antigènes de H. pylori entraînent une réponse 
lymphocytaire B polyclonale. Les lymphocytes T CD4+ et les cellules dendritiques 
produisent des signaux de costimulation tels que CD40, des cytokines et des membres 
de la famille du TNF comme BAFF ou APRIL. (B) Des évènements génétiques tels 
que l’hyperméthylation de p15 ou p16 permet la sélection d’un clone de lymphocytes 
B. (C) La prolifération devient antigène-indépendante suite à l’apparition de 
translocations génétiques telles que t(14 ;18), ou de mutations. 
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IV. Modèles animaux d’étude de l’infection à H. pylori 

Depuis la découverte de l’implication de H. pylori dans les pathologies gastriques dont 

l’adénocarcinome et le LGM, de nombreux modèles animaux ont été développés afin de mieux 

comprendre la physiopathologie de l’infection ou développer de nouvelles stratégies de prévention. 

L’étendue des modèles utilisés est large, allant des primates aux rongeurs. Chacun de ces modèles 

présente des avantages et des inconvénients, le choix du modèle adapté dépend de la question posée.  

De nombreux animaux, dont les primates, chats, porcs, chiens, peuvent être colonisés par des espèces 

du genre Helicobacter. La physiologie proche de l’homme de ces modèles constitue un des 

avantages de leur utilisation. Cependant, outre la disponibilité, le prix de ces animaux et la difficulté 

de disposer d’animaleries adaptées, il y est parfois impossible (ulcères) ou difficile (cancers 

gastriques) d’y reproduire les pathologies humaines liées à ces infections. 

Les rongeurs sont donc les hôtes de choix pour l’étude de l’infection à H. pylori, ils peuvent être 

infectés aisément expérimentalement par gavage oral au sein d’animaleries adaptées. De plus ils 

développent des infections chroniques étudiables sur de longues périodes. Des manipulations 

génétiques sont par ailleurs possibles en modèles murins afin d’étudier la physiopathologie de 

l’infection. Seuls les modèles de rongeurs seront développés dans ce paragraphe. 

 

IV.1  Quelle espèce ? 

H. pylori n’est pas un pathogène naturel des rongeurs. Cette bactérie colonise difficilement l’estomac 

murin et la gastrite induite est moins intense que chez l’homme, d’où l’intérêt d’avoir recours à des 

pathogènes de l’animal, tels que le groupe « Helicobacter heilmannii », Helicobacter felis ou 

Helicobacter mustelae pour l’étude de la physiopathologie de l’infection. 

H. felis et le groupe « H. heilmannii » sont les Hélicobacters les plus adaptées pour l’infection des 

modèles de rongeurs (275) (71), ils sont capables de coloniser les souris mais également les gerbilles 

de Mongolie. Les données obtenues in vivo montrent que l’infection par H. felis et « H. heilmannii » 

est capable de reproduire les changements histologiques observés lors de l’infection à H. pylori chez 

l’homme (72). H. felis et « H. heilmannii » induisent une inflammation gastrique plus sévère que 

H. pylori.  

 

Le groupe « H. heilmannii » est composé de plusieurs espèces très hétérogènes capables d’infecter 

différents hôtes et d’entraîner une inflammation gastrique importante. Cependant, ces espèces sont 

très difficilement cultivables in vitro ce qui complique leur utilisation et ne possèdent pas les 
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principaux facteurs de virulence de H. pylori. Helicobacter suis (« H. heilmannii type 1 »), le plus 

fréquent des Hélicobacters-non pylori retrouvé chez l’homme (1% des cas d’infection), est présent 

dans l’estomac des porcs (jusqu’à 90%) et peut coloniser certains primates (143). Le sous-groupe 

« H. heilmannii type 2 » est un groupe hétérogène comprenant les espèces H. felis, H. bizzozeronii, 

H. salomonis, H. heilmannii s.s., H. cynogastricus, H. baculiformis et H. ailurogastricus parfois 

isolées chez l’homme mais le plus fréquemment retrouvées chez le chat et le chien. Elles sont 

responsables de gastrite active chronique et de vomissements. Plusieurs équipes ont développé des 

modèles animaux avec « H. heilmannii » qui correspondent en fait à l’utilisation de différentes 

espèces : O’Rourke et al. ont par exemple infecté des souris BALB/c avec 10 espèces H.heilmannii-

like (296), Flahou et al. se sont intéressés à H. suis (H. heilmannii type 1) chez la gerbille de 

Mongolie ainsi que chez des souris BALB/c et C57Bl6 (114) et d’autres équipes ayant utilisé 

« Candidatus Helicobacter heilmannii » chez la souris C57Bl6 (282) (358).  

 

H. felis est une espèce qui a été initialement isolée de l’estomac d’un chat (222) qui a ensuite été 

adaptée à l’estomac de la souris (221). La souche H. felis CS1 (ATCC 49179) est la souche utilisée 

dans les modèles animaux (97) (275). Elle présente l’avantage d’être facile à cultiver, contrairement 

aux espèces du groupe « H. heilmannii » et de pouvoir coloniser différents hôtes. C’est une espèce 

fortement pro-inflammatoire in vivo qui est associée à des lésions de type dysplasie ou lymphome. 

Toutefois, cette espèce n’est pas pathogène pour l’homme et n’exprime pas les principaux facteurs 

de virulence de H. pylori. 

 

H. mustelae a également participé à la compréhension de l’infection à H. pylori chez l’homme. 

H. mustelae est naturellement responsable de LGM chez le furet (98) et a été utilisé comme modèle 

pour l’étude de la physiopathologie de la gastrite, la maladie ulcéreuse et l’adénocarcinome 

notamment (118) (120) (463).  

 

L’étude de la physiopathologie de l’infection à H. pylori passe également par le développement de 

modèles animaux utilisant des souches de H. pylori, principale espèce de Helicobacter responsable 

de pathologies gastriques chez l’homme. Cette bactérie est facilement cultivable et présente 

l’avantage d’être naturellement transformable. Toutefois, toutes les souches isolées chez l’homme 

n’ont pas la capacité à infecter la souris ce qui nécessite des étapes d’adaptation afin d’augmenter la 

capacité de colonisation de ces souches. De plus, des réarrangements génétiques ainsi qu’une 

instabilité ou perte de fonctionnalité de certains facteurs de virulence sont observés in vivo chez 
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H. pylori. L’ensemble des souches de H. pylori arrivent cependant à coloniser la gerbille de 

Mongolie. 

Plusieurs souches de H. pylori ont été utilisées pour générer des modèles animaux avec des capacités 

de colonisation variables chez la souris (439). La souche SS1 (Sydney strain 1) a été adaptée à la 

souris et possède une capacité de colonisation importante d’où son utilisation dans de nombreuses 

études (223). L’adaptation de cette souche humaine (pre-SS1) à la souris suite à des passages 

successifs in vivo a induit des recombinaisons génétiques et inactivé l’îlot cagPAI initialement 

fonctionnel chez la souche pre-SS1. D’autres souches de H. pylori colonisant la souris sans 

adaptation préalable ont été utilisées dont la souche TNF2G4, isolée d’un ulcère et présentant un îlot 

cagPAI fonctionnel (126), la souche 7.13 associée à l’adénocarcinome et possédant également un îlot 

cagPAI fonctionnel (123), ou les souches B38 et B47 (405) (58), cagPAI négatives, isolées de 

patients présentant un LGM.  

 

Un des principaux avantages de l’utilisation de modèles animaux infectés par H. pylori est la 

possibilité de déterminer les facteurs bactériens essentiels au pouvoir pathogène de la bactérie (297). 

Les premiers facteurs identités furent l’uréase et la mobilité par mutagénèse ou sélection 

phénotypique chez une souche donnée (88) (90). Depuis des techniques de mutagénèse dirigée ont 

permis d’évaluer l’importance de certains gènes comme flaA et flaB (91) (8). Des techniques de 

complémentation ont également été utilisées pour démontrer le rôle de UreB notamment (89). Le 

rôle de la GGT, CagA et VacA dans la physiopathologie de l’infection à H. pylori a également pu 

être étudié via l’utilisation de mutants (56) (105) (123). 

 

IV.2  La gerbille de Mongolie 

La gerbille de Mongolie développe des pathologies similaires à l’homme suite à l’infection par des 

souches de H. pylori sauvages. Elle a été utilisée par de nombreuses équipes pour étudier les 

conséquences de l’infection par H. pylori. Des gastrites sévères, métaplasies intestinales, ulcères 

gastriques et adénocarcinomes gastriques ont été reportés chez des gerbilles infectées par H. pylori 

(470).  

La gerbille de Mongolie semble notamment être un modèle intéressant pour l’étude de la 

physiopathologie de l’adénocarcinome gastrique induit par l’infection à H. pylori. Watanabe et al., 

ont en effet montré l’apparition de lésions néoplasiques gastriques 62 semaines après l’infection avec 

la souche H. pylori TN2GF4 avec le développement d’un adénocarcinome chez un tiers des animaux 

(440). Ces résultats ont été confirmés par la suite par plusieurs études (123) (346), mais des résultats 
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contradictoires ont également été observés avec l’absence d’adénocarcinome malgré une période de 

suivi allant de 40 à 70 semaines après l’infection (397) (95) (47). Ces disparités peuvent s’expliquer 

d’une part par l’utilisation de souches différentes de H. pylori. En effet, Franco et al., qui ont utilisé 

la souche 7.13 adaptée à la gerbille de Mongolie et dérivée d’une souche isolée d’un patient (123), 

ont obtenu des tumeurs beaucoup plus rapidement que dans les études ayant utilisé les souches de 

H. pylori ATCC43504 et TN2GF4. D’autre part, le fond génétique des gerbilles de Mongolie, 

initialement créé au Japon puis exportées aux Etats-Unis et enfin en Europe, peut très bien avoir 

évolué différemment et influencé le développement des tumeurs. Les conditions d’élevage et 

d’hébergement ainsi que la flore associée à l’environnement dans lequel évoluent les animaux 

peuvent également influer sur le développement de tumeurs. La lecture anatomopathologique et plus 

précisément les critères utilisés pour définir les lésions observées peuvent également entraîner des 

disparités (95). La gerbille de Mongolie semble être un modèle prometteur sans être un modèle 

infaillible pour l’étude de la physiopathologie de l’adénocarcinome gastrique. Il est également 

intéressant de noter que dans le modèle de la gerbille de Mongolie, aucune métastase n’a été 

rapportée, l’évolution de la pathologie restant relativement limitée par rapport à la situation chez 

l’homme. 

La gerbille de Mongolie semble un modèle intéressant pour l’étude de la physiopathologie de 

l’infection à H. pylori, en particulier de l’adénocarcinome, mais le manque de souches transgéniques 

ou délétées d’un gène spécifique et la difficulté d’avoir des anticorps utilisables en 

immunohistochimie ou cytométrie en flux, ont limité son utilisation par rapport aux modèles murins. 

 

IV.3  Modèles murins 

De nombreuses équipes se sont intéressées au développement de modèles murins de par la facilité 

d’accès à ces animaux, l’existence de modèles transgéniques ainsi que la courte durée de 

reproduction. La réponse de l’hôte dans la physiopathologie de l’infection à H. pylori est essentielle 

d’où l’étude de différents fonds génétiques. Les souris BALB/c et C57BL6 sont les plus utilisées 

pour l’étude de l’infection à H. pylori, mais d’autres fonds génétiques comme les souris Swiss, les 

C3H ou les FVB/N ont également fait l’objet d’études. Seuls les fonds génétiques BALB/c et 

C57BL6 seront abordés dans cette partie. 
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IV.3.1 BALB/c 

Les souris BALB/c ont été très utilisées pour l’étude de la physiopathologie de l’adénocarcinome et 

de la réponse immunitaire à l’infection. Ces souris présentent une réponse immunitaire T 

majoritairement Th2 suite à l’infection par H. pylori, avec un niveau de colonisation important et peu 

de lésions épithéliales (264) (407). La présence d’infiltrats lymphocytaires a été observée 15 mois 

post-infection par H. pylori (407), ce qui en ferait plutôt un modèle d’étude de LGM. Malgré un suivi 

de 80 à 100 semaines, aucun adénocarcinome gastrique n’a pu être observé dans ce modèle (437). 

 

IV.3.2 C57BL6 

Les souris C57BL6 ont été très utilisées pour étudier le rôle de H. pylori dans la carcinogénèse 

gastrique notamment. A la suite d’une infection par H. pylori ou H. felis, la réponse immunitaire T 

est principalement de type Th1, contrairement à ce qui est observé dans le fond génétique BALB/c, 

avec l’induction lésions épithéliales importantes compensées par une augmentation de la 

prolifération cellulaire associée à une diminution de la charge bactérienne (223) (437). H.felis induit 

une inflammation gastrique plus sévère que H. pylori dans le fond C57BL6 (359). Chez l’homme 

l’inflammation induite par H. pylori est caractérisée par l’accumulation de polynucléaires 

neutrophiles (PNN) et de cellules mononuclées au sein de la muqueuse gastrique, tandis que le 

recrutement des PNN est moins important chez les souris infectées par H. felis ou H. pylori. Un 

influx de cellules mononuclées est détecté dans les deux modèles (359) (407).  

L’infection à H. felis peut évoluer en adénocarcinome, via de la métaplasie et une dysplasie (43), 

reproduisant ainsi les changements morphologiques observés durant la carcinogénèse gastrique chez 

l’homme. De plus, un traitement d’éradication précoce permettait d’éviter l’apparition 

d’adénocarcinomes gastriques dans ce modèle. Les souris C57/BL6 infectées par la souche H. pylori 

SS1 n’ont par contre pas présenté de lésions dysplasiques de haut grade malgré un suivi à 80 

semaines post-infection (194). 

L’utilisation de modèles animaux a de plus permis d’étudier l’effet de l’éradication de la bactérie sur 

l’évolution des lésions et de montrer que l’inflammation, la métaplasie et la dysplasie sont 

réversibles suite à un traitement antibiotique précoce et qu’une éradication plus tardive peut 

permettre de limiter la progression de la dysplasie (43). 
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IV.4  Modèles alternatifs 

De nombreux modèles de souris génétiquement modifiées ont été utilisés pour étudier la 

physiopathologie des infections à Helicobacter et développer des modèles murins d’adénocarcinome 

gastrique. La plupart de ces modèles ont été développés en fond génétique C57BL6.  

Plusieurs modèles de souris transgéniques ont notamment été utilisés comme modèles d’étude de 

l’adénocarcinome gastrique lié à l’infection par H. pylori. Le premier modèle décrit a utilisé des 

souris déficientes pour le TGF-ß et infectées par H. pylori (144). Un second modèle dans lequel des 

souris surexpriment la gastrine (INS-GAS) a permis de développer des adénocarcinomes suite à 

l’infection par H. pylori SS1 en 30 semaines (119). Des souris transgéniques déficientes en p27 et 

infectées par H. pylori développent une métaplasie, dysplasie puis des adénocarcinomes gastriques 

(215). Par ailleurs des souris transgéniques surexprimant l’IL-1ß infectées par H. felis développent 

des adénocarcinomes gastriques mais avec une incidence faible (418). 

Des modèles animaux ont également été développés pour étudier la physiopathologie de l’infection 

et la relation hôte-pathogène. Une gastrite moins sévère, ainsi que des lésions épithéliales réduites 

ont été observées chez des souris C57BL6 déficientes en IFNγ infectées par H. pylori ou H. felis par 

rapport à des souris sauvages (364), démontrant le rôle de l’IFNγ dans la réponse inflammatoire à 

l’infection. Le rôle du TNFα a pu être également étudié via la génération de souris KO (knock-out) 

(150). De même pour l’IL-10, dont le rôle anti-inflammatoire et immunorégulateur lors de l’infection 

à H. felis a pu être mis en évidence (26). De nombreux mutants KO ont donc été infectés par des 

espèces du genre Helicobacter participant ainsi à la compréhension de la physiopathologie de 

l’infection. 

Des modèles de souris transgéniques ont également été générées, comme les souris transgéniques 

CagA exprimant l’oncoprotéine ubiquitairement ou au niveau de l’estomac seulement (302). 

L’utilisation de souris transgéniques Big Blue possédant le transgène lacI au niveau du phage λ a par 

ailleurs permis d’étudier les lésions de l’ADN induites par l’infection et de démontrer le pouvoir 

mutagène direct de H. pylori (413) 

Afin d’étudier des facteurs environnementaux, des équipes ont également utilisé des cofacteurs 

connus pour favoriser la carcinogénèse, comme des agents alkylants (N-nitroso-N-methylurea) ou 

des régimes hypersalés (117) (146). 
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IV.5  Modèles animaux et lymphome gastrique du MALT 

Afin de mieux comprendre la physiopathologie du LGM et faute de pouvoir avoir accès à des pièces 

chirurgicales post-gastrectomie de patients atteints de LGM, plusieurs équipes se sont attachées à 

reproduire cette pathologie chez l’animal. Trois espèces de Helicobacter : H. felis (97) (96) (275) 

(274), groupe H. heilmannii (275) (296) (114) (358) et H. pylori (438) (275) (439) (407) et trois 

hôtes différents, la souris BALB/c (274) (97) (275) (96) (296) (407) (438) (439), la souris C57BL6 

(358) (438) ou la gerbille de Mongolie (114), ont été principalement utilisés. Ces modèles animaux 

miment les caractéristiques cliniques et anatomopathologiques des LGM humains, dont la régression 

de la pathologie suite à l’éradication de la bactérie. 

En effet, la souris BALB/c infectée par H. felis permet de reproduire à 22 mois post-infection, des 

lésions histologiques évocatrices de LGM caractérisées par des infiltrats lymphoïdes multiples 

composés de lymphocytes B d’allure centrocytique et de quelques lymphocytes T essentiellement 

CD4+, associées à des LLEs (97) (275). Ces lymphomes régressent sous antibiothérapie (96) ou 

réémergent de façon rapide et agressive lors d’essais de réinfection des souris confirmant le caractère 

Ag-dépendant de la lymphomagénèse (96) (274). 

 

Les espèces du groupe H. heilmannii induisent chez la souris BALB/c (275) (296), la souris C57BL6 

(358) ou la gerbille de Mongolie (114) le développement de LGM à des degrés différents. Les 

espèces du groupe H. heilmannii sont capables d’induire chez les souris BALB/c des lésions 

comparables à ce qui est observé dans le LGM chez l’homme (275), (296) (399). Des LLEs ont été 

observées chez 40 à 100% des souris 18-20 mois post-infection selon l’espèce et la souche de 

H.heilmannii inoculée, et un LGM a été diagnostiqué chez un quart des animaux environ (296). 

Mueller et al. ont observé le développement d’un LGM chez 60% des animaux 22-24 mois post-

infection (275), tandis que Suzuki et al. ont décrit 80% de LGM à 19 mois (399). Ces disparités 

peuvent s’expliquer par l’espèce et la souche utilisée ainsi que les conditions environnementales 

notamment la diète des animaux. En règle générale, plus de LLEs sont observées chez les animaux 

infectés par H. heilmannii que chez ceux infectés par H. felis ou H. pylori (295). La gerbille de 

Mongolie semble être un modèle plus productif que les modèles murins, elle développe en effet un 

LGM à 8 mois post-infection (114). H. heilmannii colonise principalement l’antre de l’estomac de la 

gerbille identiquement à ce qui est observé chez l’homme. Le groupe H. heilmannii semble 

également capable d’induire un LGM en fond génétique C57BL6 même si le délai d’apparition des 

lésions semble dépendant de l’espèce : Nakamura et al. ont observé l’apparition d’un LGM chez 

100% des souris 6 mois post-infection (282), tandis que dans l’étude de Flahou et al. ce type de 
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lésion est absent chez les C57BL6 8 mois post-infection (114). Park et al. ont noté également 

l’apparition de follicules lymphoïdes 18 mois post-infection sans développement de LGM (310). 

 

Pour H. pylori, espèce principalement impliquée chez l’homme dans les LGM, la situation est plus 

complexe. La souris C57BL6 semblerait être un modèle d’étude de LGM de haut degré de malignité 

(438) (439) alors que la souris BALB/c a été décrite comme un modèle de LGM de faible degré de 

malignité (439) (275) (407). Cette dichotomie reflète probablement le fond génétique respectivement 

de type Th1 et Th2 de ces deux lignées. La moitié des souris C57BL6 infectées par H. pylori 

développent un lymphome de haut grade 13 mois post-infection (438). Ces lésions sont dépendantes 

de la souche inoculée, la souche SS1 n’entraînant pas de lymphome contrairement aux souches 119p 

et G50 (439). Chez la souris BALB/c seul un faible pourcentage (inférieur à 20%) de souris 

développent à 24 mois post-infection des lymphomes ce qui en fait un modèle peu productif et trop 

tardif (439) (275) (407). Par ailleurs, toutes les études publiées ont utilisé un nombre limité de 

souches dont la souche SS1 adaptée à l’estomac de souris. Cette souche ne semble d’ailleurs pas la 

plus intéressante pour l’induction d’un LGM chez les souris BALB/c (439) (407). Dans l’étude de 

Wang et al., seule la souche 119p était capable d’entraîner des lésions lymphomateuses, non 

observées suite à l’infection par la souche SS1 (439) 

Un modèle alternatif a été décrit il y a une quinzaine d’années par une équipe Japonaise (308) (419) 

(289) (126). Il s’appuie sur l’utilisation de souris BALB/c thymectomisées dès la naissance. Ces 

souris infectées par la souche TN2GF4 de H. pylori développaient dès deux mois post-infection une 

gastrite avec l’apparition de follicules lymphoïdes (qui précèdent le développement d’un LGM chez 

l’homme) associée à la production de cytokines correspondant à une réponse inflammatoire de type 

Th1 (IFNγ) mais également Th2 (IL-4) dans environ 60% des cas (308) (289). Quelques mois après 

l’infection, les souris thymectomisées montrent des LLEs caractéristiques du LGM, et une 

infiltration B oligoclonale ou monoclonale (126). Une majorité de souris reproduisaient les lésions 

histologiques caractéristiques des LGM à 12 mois post-infection. L’apparition de follicules 

lymphoïdes n’a par contre pas été observée suite à l’infection par H. pylori chez des souris C57BL/6 

thymectomisées (126). Notre équipe a souhaité, préalablement à mon arrivée au laboratoire, évaluer 

le modèle de la souris BALB/c normale (NTx) et thymectomisée à 3 jours de vie (d3Tx) infectées 

par H. pylori comme modèle de lymphomagénèse gastrique du MALT en utilisant deux souches 

associées à cette pathologie (B38 et B47) et deux souches témoins (SS1 et TN2GF4) (58). Ces 

modèles n’avaient jamais été évalués ni sur un grand nombre de souches, ni après infection par des 

souches associées au LGM. Le développement de tissu lymphoïde de type MALT a été observé suite 

à l’infection avec des souches isolées ou non de patients atteints de LGM. L’infiltrat de lymphocytes 
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B était monoclonal ou oligoclonal chez 60% des souris thymectomisées infectées. La présence 

d’infiltrats B monoclonaux ou oligoclonaux ainsi que de LLEs permettait de conclure à l’évolution 

vers un LGM. Le modèle de la souris BALB/c thymectomisée semble donc être un modèle d’étude 

intéressant de la physiopathologie du LGM malgré sa complexité de mise en œuvre. 

  



79 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objectifs 

  



80 
 

Les objectifs de ma thèse ont été de participer à la caractérisation de la réponse inflammatoire 

gastrique dans le modèle murin de LGM préalablement développé au laboratoire (Article n°1). Nous 

avons également tenté de clarifier les conséquences de la thymectomie néonatale sur les réserves en 

lymphocytes T régulateurs et tenté d’élucider leur rôle dans la lymphomagénèse gastrique (Article 

n°2). D’autre part nous avons essayé de comprendre comment celle-ci est contrôlée ou favorisée via 

l’étude des microARNs dérégulés au stade de LGM et d’en préciser leurs rôles (Article n°3). 

Le dernier objectif du travail a consisté au développement d’un modèle alternatif de LGM, plus 

facile à mettre en place que celui basé sur la thymectomie néonatale, basé sur l’utilisation de souris 

transgéniques exprimant la forme humaine de la cytokine APRIL et infectées par des bactéries du 

genre Helicobacter (Article n°4). 
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Article n°1 

 

Characterisation of inflammatory processes in Helicobacter pylori-induced gastric 

lymphomagenesis in a mouse model. 

Pauline Floch*, Amandine Marine Laur*, Victoria Korolik, Delphine Chrisment, David Cappellen, 

Yasmina Idrissi, Pierre Dubus, Francis Mégraud, Philippe Lehours. (*co-premiers auteurs) 

Oncotarget 2015 Oct 27;6(33):34525-36. doi: 10.18632/oncotarget.5948. 
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Résumé des principaux résultats 

Le rôle de l’inflammation dans la physiopathologie du LGM et la manière dont elle contribue à sa 

régulation et/ou à son développement ne sont pas clairement définis. Nous avons dans ce contexte 

entrepris l’étude des mécanismes inflammatoires au sein des estomacs des souris d3Tx pour 

caractériser l’environnement favorable au développement d’un LGM. Nous avons utilisé deux 

approches complémentaires : d’une part des PCR arrays traduisant les variations d’expression de 

nombreuses cytokines et chimiokines, et d’autre part des protéines arrays afin de vérifier au niveau 

protéique la surexpression des cibles observées au niveau moléculaire. 

De nombreuses cibles étaient surexprimées au niveau moléculaire chez les souris d3Tx infectées au 

stade LGM, notamment : 1) des cytokines de type Th1 comme IFNγ, IL-12, et de type Th2 telles que 

IL-4, IL-6 et IL-13 ; 2) des activateurs ou régulateurs de la réponse lymphocytaire tels que le signal 

de co-stimulation CD40L, la lymphotoxine (LT) β, l’antagoniste du récepteur à l’IL-1, IL-1 α et β, 

IL-16, le FasL et d’autres membres de la famille du TNF comme le TNF, TRAIL, BAFF ou 

RANKL ; 3) de nombreuses chimiokines de type CCL (CCL1, 2, 3, 4, 5) ou CXCL (9, 10, 11, 13). 

La surexpression significative dans les souris d3Tx infectées de l’IL-4, INFγ, LTα et LTβ a été 

validée par qPCR et nos résultats ont été corrélés aux scores inflammatoires. Parmi les cibles 

surexprimées au niveau moléculaire, 60% étaient surexprimées (ou bien leurs récepteurs respectifs) 

au niveau protéique. La surexpression de cytokines dont la surexpression n’avait pas été détectée au 

niveau moléculaire a été observée au niveau protéique, tels que des cytokines de type Th17. 

Toutes ces cytokines et chimiokines identifiées par PCR arrays ou protéines arrays sont compatibles 

avec le recrutement, l’entretien et le maintien d’une prolifération lymphocytaire. De nombreux 

membres de la famille du TNF étaient surexprimés suggérant un rôle central de cette famille dans le 

microenvironnement du LGM en particulier via leur action sur la prolifération et l’activité 

fonctionnelle des différentes populations lymphocytaires, ainsi qu’avec une activité pro ou anti-

apoptotique. Une balance entre ces différents facteurs pourrait contribuer à un environnement 

favorable au développement d’un LGM.  

 

Ce travail a été publié en 2015 dans Oncotarget.  
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ABSTRACT
Gastric MALT lymphoma (GML) can be induced by Helicobacter pylori infection 

in BALB/c mice thymectomised at day 3 post-birth (d3Tx). This represented a unique 
opportunity to investigate the inflammatory process involved in the recruitment, 
proliferation and structuration of lymphoid infiltrates in the gastric mucosa of mice 
developing GML. Complementary molecular and proteomic approaches demonstrated 
that Th1 and Th2 cytokines were upregulated, along with activators/regulators 
of the lymphoid response and numerous chemokines. Interleukin-4, interferon 
γ, lymphotoxin-α and -β were significantly upregulated and correlated with the 
inflammatory scores for all the d3Tx mice. GML lesions in d3Tx mice infected with 
H. pylori were associated with the presence of the inflammatory response. The 
dysregulation of numerous members of the tumour necrosis factor superfamily was 
also evident and suggests that they could play an important role in GML pathology, 
especially in light of their ability to promote and control lymphocyte proliferation.

INTRODUCTION

Helicobacter pylori is a helical rod-shaped Gram-
negative bacterium that colonises the human gastric 
mucosa with colonisation rates of about 50% worldwide. 
The infection causes inflammation (gastritis) which is first 
superficial and asymptomatic but may evolve, under the 
influence of virulence factors, towards other pathologies 
such as gastric or duodenal ulcer, gastric adenocarcinoma 
or gastric mucosa associated lymphoid tissue (MALT) 
lymphoma (GML) [1] [2] [3].

GML is a rare consequence of chronic inflammation 
in the gastric mucosa caused by H.pylori infection [4]. 
This pathology is characterised by organised lymphoid 
infiltrates (similar to intestinal Peyer’s patches), mainly 
constituted of neoplastic B cells from the marginal zone. 

Chronic inflammatory diseases caused by pathogens or 
even autoimmune-induced processes are often associated 
with the neogenesis of lymphoid tissues in non-lymphoid 
organs such as the stomach [5] [6].

Several studies have clearly demonstrated that 
human GML biopsies are infiltrated by large numbers of 
T-helper cells expressing interleukin-4 (IL-4) and other 
T-helper cell type 2 cytokines. Intratumoural T cells 
sustain tumour B cell proliferation in a CD40/CD40L 
dependent manner [7] [8] [2] [9]. As a general rule, 
the tendency of a response to become polarized toward 
Th1 or Th2 effectors is influenced by a combination of 
host genetic factors and the type and amount of antigen 
that is encountered. Chemokines also play well defined 
roles in the initiation of T cell immune responses and 
homing of effector T cells to sites of inflammation [10]. 
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Furthermore, chemokines are the principal regulators of 
lymphocyte and dendritic cell migration, lymphoid organ 
development, and lymphoid homeostasis [10] [6]. The 
investigation of the gastric inflammatory response at a 
GML stage was therefore of major importance in order 
to better characterise the driving forces that could favour 
the emergence of lymphoid infiltrates in an organ that is 
naturally devoid of lymphoid tissue.

Here we have used the material previously obtained 
using BALB/c mice in which we showed that H. pylori 
infection can induce the emergence of GML lesions 12 
month post-infection in thymectomised 3 days after birth 
(d3Tx) only, but not in non-thymectomised (NTx) infected 
mice [11]. 

The main goal of the present study was to compare 
inflammatory responses of GML model d3Tx mice 
and NTx mice. An extensive investigation of the pro-
inflammatory local response in animals presenting a 
lymphoid infiltration was conducted in order to obtain 
more information on the effectors stimulating B cell 
expansion. First, the expression of inflammatory molecules 
was evaluated by a global approach using a qRT-PCR 
array on selected samples to identify dysregulation of 

relevant genes. Then the gastric overexpression of some 
identified target genes was confirmed on a larger number 
of samples. To verify these data, the inflammatory 
response was investigated by protein array. Our results 
indicate that GML-developing mice developed a local 
inflammatory response that is likely to trigger the 
recruitment of leukocytes and promote lymphocyte 
proliferation and the emergence of lymphoid structures. 
We postulate that tumour necrosis factor superfamily 
members may play a pivotal role in the emergence and 
proliferation of lymphoma cells. 

RESULTS

Investigation of the gastric inflammatory response 
by PCR array

To establish a baseline, the gastric inflammatory 
responses in the 3 non-infected (NI) non-thymectomised 
(NTx) and the 3 NI thymectomised (d3Tx) mice were 
first compared. There was no significant upregulated 

Figure 1: Relative expression levels of IL-4, IFNγ and lymphotoxins α and β in infected NTx and d3Tx mouse stomachs 
in comparison with expression levels in NI mice. Expression levels for infected NTx (n = 40) and d3Tx (n = 29) mouse groups were 
normalised in comparison with respective NI NTx (n = 10) and NI d3Tx (n = 8) control group expression levels. Data are plotted as bar 
graphs displaying the average/mean ± standard deviation for each group, *p < 0.05, ns = not significant. Gusb was used as housekeeping 
gene. Similar results were obtained with HPRT (not shown).
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or downregulated target genes among the two groups 
(data not shown). Therefore the Ct values of these 6 
NI were considered as a single control group and used 
for identification of the dysregulated expression of 
chemokines and cytokines in each infected group (NTx 
and d3Tx). The distribution of dysregulation values higher 
or lower than cut-off of 2 are shown in Table 1. 

A total of 3 chemokine encoding genes (CCL12, 
CCL20 and Xcl1) were found upregulated in infected NTx 
mice when compared to the NI control group. In contrast, 
a total of 25 genes were found specifically upregulated in 
infected d3Tx mice (Table 1): 1) Th1 associated cytokines 
such as IFNγ, IL-12, and Th2 associated cytokines such 
as IL-4, IL-6 and IL-13, as well as the lymphocyte 
chemoattractant factor IL-16; 2) activators or regulators 
of the lymphocytic response such as co-stimulation 
signaling molecule CD40L, LTβ, IL-1 (IL-1α, IL-1β and 
IL-1 receptor antagonist), FasL and other members of 
the TNF-superfamily such as TNF, TRAIL, RANKL and 

BAFF; and 3) numerous chemokines of CCL (CCL1, 2; 
3, 4, 5) or CXCL type (9, 10, 11, 13). The presence of 
all of these cytokines/chemokines is in agreement with 
a mixed Th1/Th2 response and with the recruitment and 
sustainment of a lymphocytic proliferation. Neither Th17 
(such as IL-17, IL-21, IL-23) cytokines, nor regulatory T 
cells (Tregs) (IL-10 or TGFβ) targets were upregulated in 
infected animals. In conclusion, mice developing GML 
exhibited an inflammatory response that could trigger 
leukocyte recruitment and B lymphocyte proliferation. 
The inflammatory background appeared Th1 and Th2 
polarized.

Relative expression levels of IL-4 and IFNγ 
cytokines and lymphotoxins in NTx and d3Tx 
mice

A set of the upregulated targets identified above 
were investigated further using a larger number of 

Table 1: Upregulated targets in thymectomised and non-thymectomised infected mice.
Target Symbol d3Tx NTx
Chemokine (C-C motif) ligand 1 CCL1 3.3776 1.1702
Chemokine (C-C motif) ligand 12 CCL12 4.3967 3.2908
Chemokine (C-C motif) ligand 2 CCL2 4.8391 1.6392
Chemokine (C-C motif) ligand 20 CCL20 2.1021 5.7411
Chemokine (C-C motif) ligand 3 CCL3 12.0991 1.3768
Chemokine (C-C motif) ligand 4 CCL4 15.1562 1.3756
Chemokine (C-C motif) ligand 5 CCL5 9.0041 -1.3194
CD40 ligand CD40L 2.997 1.3188
Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 CXCL10 2.213 -1.4186
Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 CXCL11 2.4126 1.2647
Chemokine (C-X-C motif) ligand 13 CXCL13 2.8116 1.5674
Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 CXCL9 8.9471 1.5075
Fas ligand (TNF superfamily, member 6) FasL 2.5457 1.178
Interferon gamma INFγ 6.0846 1.4778
Interleukin 12B IL-12b 4.2728 1.3981
Interleukin 13 IL-13 3.6621 1.3101
Interleukin 16 IL-16 3.4635 1.4876
Interleukin 1 alpha IL-1a 2.323 1.3689
Interleukin 1 beta IL-1b 3.2729 1.5132
Interleukin 1 receptor antagonist IL-1rn 4.9337 1.4163
Interleukin 4 IL-4 4.9508 1.6454
Interleukin 6 IL-6 3.0502 1.1797
Lymphotoxin B Ltb 6.726 1.7984
Tumour necrosis factor TNF 3.6536 1.4453
Tumour necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 (TRAIL) TNFsf10 4.6554 -1.16
Tumour necrosis factor (ligand) superfamily, member 11 (TRANCE/RANKL) TNFsf11 3.8508 1.2266
Tumour necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b (BAFF) TNFsf13b 2.3759 1.567
Chemokine (C motif) ligand 1 XCL1 5.4538 2.1276

For each group 8 mice were included and fold-regulation values were compared to 6 non-infected animals. Those higher or 
lower than 2 are highlighted in bold for both infected groups of mice. The complete designation of each target is indicated as 
well as the common symbol. d3Tx: thymectomised infected mice; NTx: non-thymectomised infected mice.
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samples in order to evaluate more precisely their specific 
dysregulation at the lymphoma stage. The relative 
expression level of IL-4 (associated with a Th2 immune 
response) in stomachs of infected NTx mice was found 
to be approximately twice that of NI NTx mice (*p < 
0.05). In infected d3Tx mouse stomachs, it was 4 times 
higher than in the NI d3Tx control group (*p < 0.05), and 
approximately 2 times higher in infected d3Tx mice in 
comparison with infected NTx mice (*p < 0.05) (Figure 
1).

The same phenomenon was observed for INFγ 
(associated with a Th1 immune response) with relative 
expression levels 15 and 22 times superior to controls in 
infected NTx and d3Tx mice, respectively (*p < 0.05). 
The expression level was again higher in infected d3Tx 
mice in comparison with infected NTx (*p < 0.05).

Among the TNFα superfamily members, LTα and 
LTβ were both investigated even though LTβ only was 
upregulated in the PCR array. Indeed it has been suggested 
that these lymphotoxins, working together, represent key 
molecules in the development of lymphoid structures in 
general [12] [13] and in the stomach specifically [14]. 
It is noteworthy that the expression levels of LTα were 
unchanged in infected NTx mice in comparison with the 
NI controls, but were significantly elevated in infected 
d3Tx mice (*p < 0.05). The expression levels of LTβ in 
infected NTx mice were 4 to 5 times higher to that of the 

NI control (*p < 0.05), and 10 times higher to that of the 
infected d3Tx control (*p < 0.05). The relative level of 
LTβ in infected d3Tx mice was approximately twice that 
of the infected NTx group (*p < 0.05) (Figure 1).

These relative expression levels obtained for 
each infected d3Tx mouse were classified according 
to histological scores of inflammation and lymphoid 
infiltrates as described previously [11]. In general, a 
positive correlation was observed with the scores for 
all cytokines/LTs investigated (Figures 2A and 2B). 
In comparison with the NI d3Tx control group, the 4 
targets were all significantly overexpressed in mice with 
inflammation and lymphoid infiltrate scores of 2 or higher 
which correlated with mice with GML lesions. 

Hence, infected d3Tx mice seemed to develop a 
more pronounced Th2 (IL-4) and Th1 (IFNγ) response 
than infected NTx mice. Overexpression of the 2 active 
subunits of LT only appears in d3Tx mice and correlated 
with the structuring of lymphoid follicles in their 
stomachs.

Analysis of the gastric inflammatory response by 
cytokine antibody array

Overexpression of genes encoding cytokines 
and chemokines was verified at the protein level by 
cytokine antibody arrays. Inflammatory response in 4 

Table 2: Targets upregulated at transcriptional and translational levels in infected thymectomised mice.
A B C D E

Chemokines CCL (1, 3, 5, 20)
CXCL (10, 13)

CCL (11, 17, 19)
CXCL (1, 5, 12, 16)

CCL (2, 12)
CXCL (9, 11)
Xcl1

CCL (25, 27)
CXCL2 CCL4

Th1 cytokines IFN-γ
IL-12B

IL-2
IL-12A IL-2 Rα

Th2 cytokines IL-13 IL-4
IL-6 IL-6 R

Th17 cytokines IL-17
IL-21

Lymphocyte activation
and regulation factors

CD40 L
IL-1α
IL-1β
TNFα

IL-3
FasL
IL-1 RA
TRANCE

CD27 (+L)
CD30 (+L)
CD40
Fcg RIIB
GITR (+L)
GAS 6
IL-3 Rβ
IL-20
IL-28
sTNF RI
sTNF RII
TACI
TWEAK(+L)

IL-16
LTβ
TRAIL
BAFF

Number of targets (13) (12) (10) (22) (5)

A: over-expressed targets by PCR and cytokine antibody array; B: over-produced targets by cytokine antibody 
array only; C: over-expressed targets by PCR array only; D: over-produced targets by cytokine antibody array (not 
determined by PCR-array), E: over-expressed targets by PCR array (not determined by cytokine antibody array). 
Members of the TNF-superfamily are underlined. (cytokine antibody array and PCR array : fold change > or =2).
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Figure 2: Correlation between relative expression levels of IL-4, IFNγ and lymphotoxins α and β and histological 
scores of infected d3Tx mice. Relative expression levels for each gene of interest were classified according to histological scores 
obtained for each infected d3Tx mouse. A. Correlation of relative expression levels in comparison with inflammation scores (n = 8, 9, 9 and 
3 respectively for scores of 1, 2, 3 and 4). B. Correlation of relative expression levels in comparison to lymphoid infiltrates scores (n = 5, 8, 
12 and 4 respectively for scores of 0, 1, 2 and 3). Graphic representations as box plots, with the box representing 50% of values around the 
median (horizontal line) and the whiskers representing the minimum and maximum of all the data, *p < 0.05, ns = not significant. In blue 
not significant expression levels when compared to the NI d3Tx control group, in red significant expression levels when compared to this 
same group (p < 0.05). Gusb was used as housekeeping gene. Similar results were obtained with HPRT (not shown).
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infected versus 3 NI d3Tx mice (as described in material 
and methods) was therefore compared to the relative 
abundance of cytokines and chemokines in the stomach.

The fold-regulation values equal to or higher than 2 
are shown in Supplemental Table 1 (Table S1). A total of 
65 proteins among the 144 examined, were overproduced 
in infected d3Tx mice: 1) Th1 cytokines such as IL-2 
and its receptor IL-2 Rα, IL-12A and IL-12B, INFγ; Th2 
cytokines such as IL-13 and Th17 cytokines such as IL-
17 and IL-21; 2) numerous activators or regulators of 
the lymphocytic response such as co-stimulation signal 
CD40L and its receptor CD40, IL-1 (IL-1α, IL-1β), IL-3 
and its receptor IL-3 Rβ, IL-20, IL-28, TNFα and its 
receptors (sTNF RI and RII) and other members of the 
TNF-superfamily such as GITR, TWEAK, CD27, CD30 
(and their respective ligands) and TACI; 3) numerous 
chemokines of CCL- (1, 3, 5, 11, 17, 19, 20, 25, 27) or 
CXCL-type (1, 2, 5, 10, 12, 13, 16); 4), as well as other 
proteins (Table S1). Production of these cytokines and 
chemokines correlates with a mixed Th1/Th2/Th17 
inflammatory response and with the recruitment and 
sustainment of a lymphocytic proliferation.

Among the 28 targets identified at the transcriptional 
level in infected d3Tx mice, 13 (46.4%) were also found 
to be over-produced in the cytokine antibody array 
(Table 2). Over-production of twelve target genes that 
were not detected at the transcriptional level (likely due 
to high turnover of mRNA) were detected by cytokine 
antibody array (Table 2). Presence of cytokines such as 
Th17, IL-17 and IL-21, suggests a role for Th17 response 
in the inflammatory process leading to development of 
GML. Of the 4 targets that were found over-expressed 
by PCR array, but not determined by cytokine array, 
BAFF was investigated further. We confirmed by ELISA 
quantification that it was over-produced (around 16.6 
times higher in infected d3Tx mice compared to NI 
controls) in mice developing GML (Figure 3). Moreover, 
the cytokine antibody array allowed the identification of 
22 targets that were not included in the PCR array panel 
and, among these, numerous members of TNF-superfamily 
(Table 2). Considering the respective pro-inflammatory, 
proliferative and/or pro-apoptotic activities of these latter 
targets, it is likely that they may play an important role 
in the GML microenvironment. Finally, Tregs (IL-10 or 
TGFβ) cytokines were never found to be upregulated in 
infected animals in our analyses.

In conclusion, antibody array results confirmed and 
complemented those obtained by qRT-PCR array and 
highlighted the putative involvement of members of the 
TNF-superfamily in the inflammatory process.

DISCUSSION

This study focused on the gastric inflammatory 
response involved in the emergence of GML. By using 
the gastric biopsies obtained in our previous study [11] 

from H. pylori-infected d3Tx mice that developed 
GML, we showed the upregulation at transcriptional and 
translational levels of numerous gene targets which, when 
considered together, highlight the molecular processes 
likely to trigger emergence of lymphoid structures in the 
gastric mucosa.

Three genes were found to be dysregulated in both 
NTx and d3Tx models, a common signature of H. pylori 
infection in BALB/c mice. Xcl1, a T cell attractant factor 
[15], CCL20, implicated in the formation and function 
of mucosal lymphoid tissues via chemoattraction of 
lymphocytes (including regulatory T cells) and dendritic 
cells [16], and CCL12, involved in the recruitment of 
eosinophils, monocytes and lymphocytes [17] were 
all upregulated in infected NTx and d3Tx animals. 
This common inflammatory trait could initiate the 
recruitment of leukocytes at the site of infection in both 
models. However, the inflammatory response within the 
structuration of lymphoid infiltrates was highly evident in 
infected d3Tx mice only [11]. Considering the role of the 
target genes that we found to be specifically upregulated in 
d3Tx mice developing GML, several mechanisms of how 
GML is controlled or favoured could be hypothesised.

Some of the inflammatory factors identified in this 
study could favour the recruitment of leukocytes and 
promote lymphocyte proliferation in mice developing 
GML. Th1 (IFNγ) and Th2 (IL-4 and IL-13) mixed 
inflammatory response was indeed observed in both of our 
NTx and d3Tx mouse models. IFNγ and IL-4 transcript 
levels were significantly higher in the d3Tx model and the 
increase in expression of these pro-inflammatory factors 
correlates with the increase of the histological scores of 
inflammation and lymphoid infiltrates. Our results are 
in agreement with previous data found in GML patients, 
in which tumour infiltrating T cells were comprised of a 

Figure 3: Determination of BAFF overproduction in 
gastric biopsies from thymectomised mice. BAFF levels 
for non-infected d3Tx (NI, n = 5) and infected d3Tx (I-d3Tx, n = 
6) mouse groups were determined by ELISA. Each sample was 
tested in duplicate. Data are plotted as bar graphs displaying the 
average/mean ± standard deviation for each group, *p < 0.05, ns 
= not significant.
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heterogenous population consisting of multiple functional 
subsets which secreted different combinations of both 
cytokines, Th1- and Th2-type [18].

Cytokines, in particular IL-12 and IL-4, are 
dominant factors that regulate T cell differentiation. 
However, alternative pathways for Th1 and Th2 
polarization exist [10]. For example, T cell-derived 
chemokines might influence T cell priming and 
differentiation and are likely to be especially important at 
sites of inflammation. 

CCL2 is considered to be a Th2-inducing chemokine 
via two major pathways: either the reduction of IL-12 
production by antigen presenting cells or the enhancement 
of IL-4 production by activated T cells. Aside from CCL2 
activity, it has been shown that, when high amounts of 
CCL3 or CCL5 are present at a site of T cell activation, 
a cell-mediated Th1-type response is favoured [19] 
[10]. Finally, CCL19 may play a role in dampening an 
inflammatory Th1-type response [10].

TNFα is a very strong stimulus for chemokine 
expression. It has been shown specifically that that 
TNFα synergized with IL-4, and to a lesser extent with 
IFNγ and IL-13, to release chemokines such as CCL1 
or CXCL1. [20] There probably is a local crosstalk 
between all of these partners that induces and sustains the 

inflammatory response. While T cell cytokines may, in the 
end, be driving this activation, the role of the early innate 
response and macrophage/dendritic cell/epithelial cell 
activation in recruiting the T cells to the gastric tissue has 
to be investigated further. The study of the inflammatory 
response at earlier time points after infection could be very 
interesting to determine if the early events are different in 
NTx and d3Tx mice.

A range of factors has been related to the 
structuration of lymphoid infiltrates in gastric mucosa. 
CCL1 has been implicated in leukaemia and lymphoma, 
in particular via an autocrine loop that protects cells from 
apoptosis [21]. It also promotes migration of tumour cells 
towards lymph nodes [22]. LTs, CXCL13 and CCL19 have 
been shown to influence the organisation and function of 
tertiary lymphoid structures and maintenance of lymphoid 
tissue microarchitecture [5] [6].

Similarly, LT-mediated (TNF-superfamily) 
signalling has been shown to actively contribute to effector 
immune responses and is present in different heterotrimeric 
(LTα1β2 or LTα2β1) or soluble homotrimeric (LTα3) 
forms. It is interesting to note that in the present study, 
only infected d3Tx mice overexpressed both LTα and LTβ 
subunits, both necessary for its biological action. This 
overexpression was also correlated to inflammation and 

Figure 4: Roles of the upregulated members of the TNF-superfamily in our study. Each member of the TNF-superfamily can 
exhibit various functions. (In red: members upregulated at molecular and protein levels; in blue: members overproduced at the protein level 
(mRNA expression not determined); in green: members overexpressed at molecular level (protein production not determined); in black 
framed in green: members overexpressed at transcriptional level but not at protein level)
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lymphoid infiltrate scoring. Lack of significant lymphoid 
infiltrates in NTx mouse stomachs is therefore consistent 
with previous observation that a deletion of LTα leads to 
a defect in lymphoid organ development [23]. Moreover, 
LT might also be essential for Th2 cell development, 
similar to that shown for helminth infection [24]. Even 
more interesting is the evidence of a positive feedback 
loop between CXCL13 and the upregulation of LTα1β2 
on B cells for the maintenance of B cell follicles which 
has been suggested previously [5] [6]. Migration of 
lymphocytes into the gastric mucosa and structuration of 
lymphoid infiltrates in GML could therefore be influenced 
by presence of LT. These results are in line with previous 
reports, where CXCL13 was shown to be crucial for 
lymphoid infiltrate formation in GML [25] in other animal 
models [26].

Finally, it has been shown that in GML CD40 and 
its receptor CD40L, play an important role in the co-
stimulation of B cells [8]. CD40 signalling in B cells is 
also known to promote germinal centre formation, and to 
be essential for the survival of many cell types including 
gastric cancer B cells under normal and inflammatory 
conditions [27]. Therefore, the upregulation of these 
factors could favour the emergence of lymphoid structures 
in GML.

TNF-superfamily members could play important 
roles in GML pathogenesis. Interestingly our study also 
revealed upregulation of numerous members of the TNF-
superfamily, suggesting an important role of this family 
in the GML microenvironment. All members of the TNF-
superfamily, without exception, exhibit pro-inflammatory 
activity, in part via activation of the transcription factor 
NF-κB. This ability to activate a pro-inflammatory 
transcription factor provides members of the TNF-
superfamily with carcinogenic activities by regulating 
the expression of genes linked to tumour cell survival, 
proliferation, invasion, angiogenesis and metastasis [28].

Several members such as BAFF, CD27, GITR, 
LTα and LTβ, and RANKL which are upregulated in 
mice developing GML (either at the transcriptional 
or translational level), exhibit proliferation activation 
of haematopoietic cells, in part by activating various 
mitogen-activated kinases. In contrast, other members 
of this family such as CD40, FasL, TRAIL and CD30, 
play a role in apoptosis. TRAIL can regulate lymphocyte 
functions in the periphery by inhibiting T cells cell-
cycle progression [29]. Other members such as TNFα, 
FasL and TWEAK display both pro-apoptotic and 
proliferative activities (Figure 4). In some cell types, 
TWEAK functions not as a death factor but as a cell 
survival [30] or proliferation factor [31]. Therefore, most 
members of the TNF-superfamily have both beneficial 
and potentially harmful effects [32] and a disbalance 
between their respective proliferative and/or pro-apoptotic 
activities would create a favourable environment for GML 
development.

Specific attention needs to be directed to BAFF, a 
member of the TNF-superfamily, as it appears to play a 
critical role in GML development and critical to B-cell 
survival and maturation [33] [34]. BAFF expression is 
known to be regulated in response to cytokines such as 
INFγ and CD40L that we also found to be upregulated 
in GML-developing mice. Numerous studies have 
demonstrated that BAFF-signalling induces expression 
of anti-apoptotic molecules such as Bcl-2 in B cells, 
confirming its significant role in promoting B-cell survival 
[35] [36]. Furthermore, BAFF plays a role in lymphocyte 
differentiation as B-cell differentiation is completely 
abolished in BAFF-deficient mice [37]. Aberrant BAFF 
expression was reported to be associated with H. pylori 
independant growth of GML [38]. Here were propose 
that dysregulation of BAFF could play a major role in 
stimulation of B cell proliferation even in H. pylori GML 
positive cases.

BAFF is also able to drive Th17 response during H. 
pylori infection; the Th17 response that was characterized 
in our model involves upregulation of IL-17 and IL-21 
at the protein level [39]. Interestingly, it has been shown 
that IL-21 has a role in sustaining both Th1 and Th17 
effector cell responses [40]. It was also shown that IL-
21 contributes to H. pylori specific antibody responses, 
suggesting this cytokine may have an effect on B cell 
proliferation [40].

It has been shown that in human gastric biopsies 
of GML patients, a chemokine related to BAFF, called 
APRIL (A Proliferation Inducing Ligand) or TNFSF 13a, 
was produced by the infiltrating macrophages adjacent to 
neoplastic B cells [41]. APRIL is involved in the induction 
and maintenance of B and T cell responses, as well as in 
the promotion and survival of neoplastic cells [42]. It 
could therefore be interesting to investigate APRIL further, 
using our model, as this chemokine was absent of our 
panels of PCR and cytokine antibody arrays.

Autoimmune processes may be important in 
gastric lymphomagenesis. Indeed, BAFF is also known 
to affect the onset and severity of several autoimmune 
diseases [43]. Excessive production of BAFF helps the 
survival of low affinity and self-reactive B cells leading 
to a collapse of B cell tolerance [44]. Increased levels 
of this factor have been observed in the sera of patients 
with different types of autoimmune diseases, as well as in 
lymphoproliferative B cell diseases [45] [43]. Therefore 
the upregulation of BAFF in our GML mouse model may 
suggest involvement of an autoimmune attribute in this 
disease. The dysregulation of CD40 signalling has also 
been observed in multiple autoimmune diseases. The 
inhibition of LT and CD40 pathways has been shown to be 
effective in quieting inflammation in settings where DC-T 
cell interaction are key players of disease progression such 
as GML [46] [47].

In conclusion, the present study of the inflammatory 
response in mice developing GML following H. pylori 
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infection allowed us to highlight several driving forces in 
this pathology: 1) the induction of a mixed inflammatory 
response, probably in line with the chemokine environment 
found at the lymphoma stage; 2) the upregulation of B 
cell promoting factors that have key functions in lymphoid 
organogenesis and 3) signs of a possible involvement of 
autoimmune phenomena. Our study also paves the way for 
future work on genetic predisposition for the dysregulation 
of some of TNF-superfamily members as putative genetic 
markers for this rare disease.

MATERIALS AND METHODS

RNA extraction

RNA was extracted from gastric biopsies using 
DNA/RNA/miRNA Universal Qiagen kit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France): 50 and 40 RNA samples extracted 
from NTx (10 NI and 40 infected mice) and d3Tx mice (8 
NI and 32 infected mice) respectively. 

Chemokines and cytokines PCR Array

The expression of chemokines and cytokines in the 
gastric mucosa of NTx and d3Tx mice was evaluated by 
PCR array using the commercialised “Mouse Cytokines & 
Chemokines panel” PAMM-150ZA-2 (Qiagen). For each 
model, a specific subset of 3 NI and 8 infected mice were 
investigated (reported in Chrisment et al. [11]). For d3Tx 
infected mice, animals that exhibited typical GML lesions 
were included, i.e. mice with B lymphoid infiltrates 
associated with lymphoepithelial lesions [11]. Moreover, 
only RNAs of high integrity and appropriate concentration 
after analysis on the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA) were considered: 
the final selection included 8 H. pylori infected d3Tx mice 
and 8 infected NTx mice.

500 ng of RNA was reverse transcribed to single-
stranded cDNA using the RT2 First Strand kit (Qiagen) 
according to the manufacturer’s protocol. Analysis of 
the expression of 84 inflammation mediator genes as 
well as that of five housekeeping genes (HKG) using the 
RT² SYBR Green Mastermix (Qiagen) was performed 
according to manufacturer’s recommendations. PCR 
arrays were performed using the Stratagene MX3005p 
System (Agilent Technologies). Cycle thresholds were 
downloaded from the machine and analysed using the 
∆∆Ct method via Qiagen PCR array online system 
(http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.
php). Data was normalised to the mean values of the five 
HKG. Fold-regulation calculations were performed using 
SABiosciences’ data analysis softwares. Fold-regulation 
values greater or less than two indicate an upregulation or 
downregulation, respectively.

Quantitative real-time (RT)-PCR

Study of various genes’ expression in d3Tx and NTx 
mice stomachs was carried out by qRT-PCR.

Gastric RNA sample reverse transcription: the 
PrimescriptTM RT Reagent Kit with gDNA Eraser 
(Perfect Real Time) (Takara, Saint-Germain-en-Laye, 
France) was used for reverse transcription of all purified 
RNA samples (750 ng) Primers used: among targets 
previously identified as overexpressed by PCR array, 
IL-4, IFNγ, LTα and LTβ were selected. Commercial 
primers targeting IL-4, LTα and LTβ (PPM03013F, 
PPM03114A and PPM03119A, respectively) and HKG 
Gusb (PPM05490C) (RT2 qPCR Primer Assay, Qiagen) 
were used. Primers targeting IFNγ and HKG hypoxanthine 
guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), described by 
B. Flahou et al. [48] were synthesised by Eurofins MWG 
Biotech (Courtaboeuf, France). All of these primers 
allowed an evaluation of the relative expression levels for 
each target compared to HKG in stomachs. The primers 
were used at a concentration of 10 μM.

Amplification conditions: SYBR® Premix Ex TaqTM 
(Tli RNaseH Plus) (Takara) Mix was used for all qRT-
PCRs. PCR experiments to amplify IL-4, IFNγ, LTα and 
LTβ and HKG Gusb and HPRT were performed in 384-
well plates (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) with 3 
μl of diluted cDNA (1/10) in a total volume of 10 μl. Each 
target was tested in triplicate for each sample. PCRs were 
carried out using a RT-PCR thermocycler CFX384TM (Bio-
Rad) at the TBM-Core real-time PCR platform (University 
of Bordeaux).

PCRs started with a 95°C DNA denaturation 
step for 3 minutes, followed by 40 cycles comprising 
2 steps: a denaturation at 95°C for 5 seconds and a 
primer hybridisation at 60°C for 30 seconds. After each 
cycle, fluorescence was measured in order to quantify 
newly synthesised DNA. At the end of the procedure, 
a melting curve was generated by a slow elevation in 
the temperature from 65 to 95°C and the continuous 
measurement of fluorescence. The generation of this 
melting curve permitted the verification of one specific 
peak at the expected melting temperature for each product, 
which showed the PCR specificity. 

Relative quantification of the targets’ expression: 
Cycle threshold (Ct) values above 35 were considered as 
non-specific and therefore not considered for the analysis. 
For each sample, Ct values obtained for each gene of 
interest were normalised in relation to the average of 
Ct values obtained for each HKG (ΔCt = Ctgene of interest - 
Cthousekeeping gene). The 2-ΔCt value was then calculated, and 
enabled the results to be expressed as relative expression 
levels of genes of interest.

Relative expression levels of IL-4, IFNγ and 
LTα and LTβ genes for NI mice (control groups) were 
rationalised to 1, in order to normalise the expression 
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levels in groups of infected mice in comparison to the 
expression levels in corresponding NI controls.

Relative expression levels of each target gene for the 
d3Tx mice group were also correlated with the histological 
scoring previously obtained [11].

Cytokine antibody arrays

The expression of chemokines and cytokines in the 
gastric mucosa of d3Tx mice was evaluated at the protein 
level by cytokine antibody arrays (RayBio C-series, 
Mouse Cytokine Antibody Array C2000, RayBiotech, 
Inc, Norcross, GA, USA) according to the manufacturer’s 
instructions. Five NI and 6 d3Tx infected mice which 
exhibited typical GML lesions were included [11].

Briefly, tissues were lysed in the cell lysis buffer 
provided after addition of proteinase inhibitors (Complete 
Mini, Roche, Basel, Switzerland), homogenized, glass-
bead smashed (TissueLyser II, Qiagen) and centrifuged 
at 10,000 g for 10 min (4°C). The supernatants were 
recovered.

Protein extracts of each group of mice were pooled 
and pooled extracts diluted at least 10-fold in 1x blocking 
buffer to a total volume of 1.2 mL. After a blocking step, 
array membranes were incubated in pooled extracts at 4°C 
overnight. Each membrane was processed according to 
manufacturer’s recommendations, incubated in ECL-plus 
and imaged on ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare 
Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France).

Relative chemiluminescence intensity of each spot, 
corresponding to each protein, was recorded using ImageJ 
software. Data obtained with this software were analysed 
with RayBio Mouse Cytokine Antibody Array C Series 
2000 Analysis Tool according to the manufacturer’s 
instructions. Ratios of infected/NI d3Tx were calculated 
for each target and variation in expression was considered 
only when the ratio was > or equal to 2-fold.

ELISA

The concentrations of BAFF were measured in the 
same protein extracts as above, by using a mouse BAFF/
BLyS/TNFSF13B Immunoassay ELISA kit in accordance 
with the manufacturer’s protocols (R&D systems, 
Minneapolis, MN). Plates were read using the Spectrostar 
Nano reader (BMG Labtech, Champigny sur Marne, 
France). All samples were tested in duplicate. Results were 
expressed in pg/mL.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad 
Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA). 
Means were compared by the non-parametric Mann-

Whitney test. Differences were considered significant 
when p was inferior to 0.05 (*p < 0.05).
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Résumé des principaux résultats 

Les conséquences de la thymectomie néonatale chez les souris BALB/c sont : 1-une lymphopénie ; 

2-un défaut d’éducation thymique ; 3-potentiellement un déficit en lymphocytes T regulateurs 

(LTregs). Afin de déterminer si la thymectomie était responsable d’un déficit en LTregs (72), nous 

avons étudié les réserves en LTregs au niveau de la rate de nos souris thymectomisées à 3 jours de 

vie (d3Tx) non-infectées (NI) à 1 an post-chirurgie. Nous avons réalisé pour cela des qPCR et des 

marquages en IHC pour FoxP3 et CD3ε, qui nous ont permis d’estimer la quantité de LTregs 

présents par rapport au nombre de lymphocytes T (LT) total. Un déficit significatif en LT totaux a 

été observé dans les rates des souris d3Tx par rapport aux souris non thymectomisées (NTx), sans 

différence notable pour les LTregs, traduisant un enrichissement relatif en LTregs dans la rate suite à 

la thymectomie. Les souris d3Tx NI ont donc toujours 12 mois post-thymectomie un déficit en LT 

totaux, les LTregs continuant eux à s’expandre au sein de l’organe de réserve.  

Il a été suggéré qu’au niveau gastrique les LTregs pourraient participer à la lymphomagenèse en 

favorisant la prolifération des lymphocytes B tumoraux. Aussi l’infiltration gastrique a été vérifiée 

dans nos souris d3Tx. Une augmentation en LT totaux et LTregs a été observée par qPCR Foxp3 et 

CD3ε et IHC, dans les estomacs des souris développant un LGM par rapport aux souris NTx, en 

corrélation avec les scores d’inflammation. La présence de ces LTregs au niveau de la muqueuse 

gastrique pourrait avoir un rôle dans la protection contre une inflammation gastrique importante et le 

développement de lésions tissulaires. Ces LTregs participeraient d’autre part à la préservation d’un 

inoculum bactérien minimal pour maintenir une stimulation antigénique chronique nécessaire au 

maintien d’une prolifération lymphoïde antigène-dépendante. L’environnement inflammatoire était 

par ailleurs favorable au recrutement ou à l’induction de LTregs. Ces LTregs peuvent correspondre 

soit à des LTregs naturels produits par le thymus recrutés in situ pour contrôler l’inflammation, soit à 

des LTregs induits localement à partir de LT. Nous n’avons pas réussi à mettre au point en IHC un 

marquage anti-neuropiline (marqueur des Tregs naturels) qui aurait pu permettre de trancher entre 

ces deux possibilités. 

 

Ce travail a été publié en 2016 dans Oncotarget. 
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ABSTRACT
It has been postulated that the emergence of autoimmune gastritis in neonatal 

thymectomised (d3Tx) BALB/c mice may be a consequence of post-surgery deficit 
in Tregs. In this study, previously obtained samples from d3Tx mice were used in 
order to determine whether thymectomy creates a deficit in this T cell subset thereby 
allowing the emergence of autoimmune phenomena as a prerequisite for GML. The 
splenic Treg reserve and the local recruitment of these cells in the gastric mucosa 
were investigated using complementary molecular and immunohistochemistry 
approaches. Higher Foxp3/CD3 ratios were found in the spleen of non-infected 
d3Tx mice compared to non-thymectomised (NTx) controls. These results indicate a 
relative enrichment of Tregs following thymectomy in adult mice. The absence of Treg 
depletion in d3Tx mice is in line with the absence of auto-immune gastritis in non-
infected d3Tx mice. Higher levels of T cell and Treg infiltration were also found in the 
stomach of GML-developing d3Tx mice versus NTx mice. Surprisingly, inflammatory 
scores inversely correlated with the bacterial inoculum. The presence of a small Treg 
containing compartment among gastric biopsies of GML developing d3Tx mice may 
play a role in perseverance of a minimal bacterial numbers thereby maintaining an 
antigen-dependent stimulation and proliferation.

INTRODUCTION

A unique animal model, pioneered by a Japanese 
team, showed that murine autoimmune gastritis (AIG) 
spontaneously occurring in BALB/c mice subjected 
to thymectomy (Tx) 3 days after birth (d3Tx mice), 
predisposes these mice after Helicobacter pylori 
infection, to pathological changes similar to gastric MALT 
lymphoma (GML) [1] [2] [3]. We recently reproduced in 
the laboratory this mouse model [4]. A major difference 
with results from previous studies was the very low 
incidence of atrophic gastritis or overt inflammation in 

non-infected d3Tx mice, contrary to the high incidence 
reported in the previous studies. We postulated that the 
low incidence of autoimmune gastritis may be related to 
the infection protected status of our mouse colony and/or 
differences in diet.

During prenatal and early postnatal life the thymus 
generates a pool of naive T cells and thus establishes a 
high degree of diversity in the TCR repertoire, while 
also playing an important role for the negative selection 
of potentially self-reactive T cells, which is crucial to 
avoid the development of autoimmunity [5]. Autoimmune 
diseases had been shown to develop in some mouse strains 
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when thymectomy is performed at 3 days of age (d3Tx). 
This could be related to insufficient T cell regulation after 
thymectomy, possibly by creating a defect in regulatory 
T (Treg) cells [6]. Thymectomy at 3 days after birth is 
indeed thought to be followed by a lack of regulatory 
T cells. It has been proposed that Tregs are exported from 
the thymus to the periphery after the third day postnatal 
[7]. This hypothesis is based on the observation that this 
surgery can lead to the development of organ-specific 
autoimmune disorders in mice, which are prevented by 
the early transfer of adult CD25+CD4+ T cells [7].

In contrast, Monteiro et al. found that presence of 
Treg containing compartment is not affected by neonatal 
thymectomy and does not lead to a susceptibility to d3Tx-
induced autoimmune disease [8]. In fact, they showed 
that thymectomy-induced gastritis is not caused by the 
absence of Treg; instead the presence of “gastritogenic” 
T cell clones is responsible for susceptibility to disease. 
The expansion of such clones is favored by lymphopenic 
conditions and, in particular, the reduced Treg/effector 
T cell ratio that is insufficient to control gastritis 
development.

In humans, the innate immune response induced 
by H. pylori infection is not able to eliminate the 
pathogen [9]. An adaptive response follows, with 
the recruitment of B and T cells to the infection site. 
Most of these T cells are CD4+ T helper (Th) cells, 
polarized towards a Th1 phenotype under the influence 
of surrounding chemokines and cytokines. The Th1 
lymphocytes produce proinflammatory cytokines against 
H. pylori, but the pathogen is able to manipulate the 
immune response and to persist chronically [10]. Tregs 
recruited to the gastric mucosa during the infection play 
an important role in this persistence and development of 
a chronic inflammation via the production of regulatory 
cytokines such as TGFβ and IL-10 [11]. This hypothesis 
is based on the fact that H. pylori is not able to colonize 
the gastric mucosa of IL10−/− mice. The immune response 
is known to contribute to chronic gastritis, leading 
to the development of more serious diseases in some 
individuals [12] [13] [11].

It has been previously shown that human gastric 
MALT lymphoma biopsies are infiltrated by large 
numbers of Foxp3+ Tregs, which can exhibit a suppressive 
behaviour toward effector T cells and may be essential for 
optimal tumor B-cell proliferation [14].

This study utilised complementary molecular and 
immunohistochemistry approaches to investigate the effect 
of neonatal thymectomy on the Tregs repertoire using 
previously obtained samples from d3Tx mice, in order to 
determine whether thymectomy creates a deficit in this T 
cell subset thereby allowing the emergence of autoimmune 
phenomena as a prerequisite for GML. The presence of 
Tregs at the site of infection was also correlated with 
inflammatory response and bacterial inoculum.

RESULTS

Evaluation of total T cells (CD3ε+) and Tregs 
(Foxp3+) presence in spleens from  
non-infected mice

Relative expression levels of Foxp3 and CD3ε in 
non-infected (NI) mice spleens were used to estimate 
the amount of Tregs within the T cell compartment. 
The results of qRT-PCR showed a significant deficit of 
CD3ε transcripts in d3Tx mice compared to NTx mice, 
without a noticeable difference in the quantity of Foxp3 
transcripts. These results suggest that d3Tx mice which 
were originally selected based on their lymphopenic 
stage (evaluated 4 weeks post thymectomy) prior to 
H. pylori infection [4], maintained a long-lasting state of 
lymphopenia. However, when considering relative ratios 
of Foxp3/CD3ε expression levels, a significant enrichment 
in Tregs within the total T cell compartment was apparent 
in d3Tx mice spleens in comparison to NTx mice spleens 
(Figure 1A). A semi-quantitative evaluation of Foxp3 and 
CD3ε positive cells by immunohistochemistry (IHC) on 
the corresponding spleens confirmed that Foxp3/CD3ε 
ratios were higher in d3Tx mice spleens (Figure 1B). In 
conclusion, GML emergence in d3Tx infected mice is not 
related to a Tregs deficit.

Evaluation of the lymphocytic infiltration in 
infected d3Tx mice stomachs

To verify the local Treg infiltration, an evaluation 
of relative expression levels of Foxp3 and CD3ε was 
made for NI NTx and d3Tx mice (n = 10 for each model) 
and infected mice (n = 39 and n = 29, respectively) by 
qRT-PCR. A significant increase in the amount of CD3ε 
transcripts was found in both types of infected mice, with 
higher levels evident in d3Tx mice. This correlates with 
histological inflammatory scores described previously [4]. 
Foxp3 relative expression levels were significantly higher 
in d3Tx infected mice only (Figure 2A). When Foxp3 and 
CD3ε relative expression levels in d3Tx infected mice 
were stratified according to the inflammatory scores, they 
were statistically significant for mice with inflammatory 
scores higher that 1 (Figure 2B).

Detection of Foxp3, CD3ε and CD45R (B cell 
surface marker) was carried out by IHC in order to 
confirm the local presence of Tregs within gastric 
lymphoid infiltrates in d3Tx infected mice. An example 
of an IHC staining is presented in Figure 2C and shows a 
few infiltrating T cells, including a small number of Tregs, 
in a lymphoid infiltrate made of a majority of B cells in 
the stomach of an infected d3Tx mouse (Figure 2C). After 
semi quantification of the CD45R and CD3 IHC stainings 
in 11 d3Tx infected mice with the highest inflammatory 
scores (2 to 3 areas with lymphoid infiltrates were 
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Figure 1: Evaluation of total T cells (CD3ε+) and Tregs (Foxp3+) reserve in non-infected (NI) mice spleens. A. Relative 
expression levels of Foxp3, CD3ε and Foxp3/CD3ε ratio quantified by qRT-PCR in NI non-thymectomised (NTx) (n = 10) and  
NI thymectomised (d3Tx) (n = 10) mice spleens. B. CD3ε and Foxp3 IHC stainings in one representative spleen from a NI d3Tx 
mice at 12 months post-infection. The quantification of these stainings, performed as described in the material and methods, on NI 
NTx (n = 10) and NI d3Tx (n = 9) mice spleens are represented as a Foxp3/CD3 ratio. Graphic representations are box plots, with the box 
representing 50% of the values around the median (horizontal line) and the whiskers representing the minimum and maximum of all the 
data, *p < 0.05, ns = non significant.
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Figure 2: Evaluation of the lymphocytic infiltration in infected d3Tx mice stomachs. A. Relative expression levels of Foxp3 
and CD3ε quantified by qRT-PCR in NI d3Tx (n = 10) or NI NTx (n = 8) as well as infected d3Tx (n = 29) or infected NTx (n = 39) mice 
stomachs. B. Evolution of relative expression levels of Foxp3 and CD3ε in d3Tx mice stomachs in comparison with inflammatory scores 
(NI, n = 10) (infected, n = 8, 10, 8 and 3 for scores 1, 2, 3 and 4, respectively). In A and B: Data are plotted as bar graphs displaying the mean 
± standard deviation. ns: non-significant; *p < 0.05 versus NI mice for each group of mice (NTx or d3Tx); #p < 0.05 d3Tx compared to NTx. 
C. Example of B cells (CD45R+), T cells (CD3ε+) and Tregs (Foxp3+) after IHC staining on sections of a H. pylori-infected d3Tx mouse 
stomach (strain B47). Scale bars are indicated in μm. A higher magnification of Foxp3 IHC is shown (bar = 50 μm). D. Semi-quantitative 
evaluation of CD45R and CD3ε stainings in leucocyte infiltrates in d3Tx infected mice (n = 11). E. Semi-quantitative evaluation of Foxp3 
and CD3ε stainings in leucocyte infiltrates in d3Tx infected mice (n = 11). In D and E, the results are expressed as percentage calculated 
with the ratio of surface of positive cells/the total surface of selected area for each marker, analyzed with the software Mercator. Graphic 
representations are box plots, with the box representing 50% of values around the median (horizontal line) and the whiskers representing 
the minimum and maximum of all the data.
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considered for each mouse), the proportion of B cells and 
T cells was around 82.5% (± 8.1%), and 15.6 (± 10.2%) 
(Figure 2D). Using Ki67 IHC staining, the percentage of 
proliferating cells among these infiltrates was around 7.6% 
(± 4.4%) (data not shown). Using the same approach for 
semi quantification of the CD3ε and Foxp3 IHC stainings 
in the same infected d3Tx mice, the proportion of Tregs 
was estimated to be approximately 6.9% of the total T 
cells (min 1.5, max 19.4%) (Figure 2E). The proportion 
of Tregs compared to B cells was found to be minimal 
(around 0.74% ± 0.2%) (data not shown).

In conclusion, Tregs can be detected in gastric GML 
lesions in d3Tx H. pylori-infected mice.

Estimation of the bacterial load in gastric 
biopsies from infected mice

The comparison of bacteria-to-cell ratios between 
NTx and d3Tx mice groups had shown that the number 
of bacteria per cell was approximately ten times lower 
in d3Tx mice (average bacteria/cell = 0.037) than in 
NTx mice (average bacteria/cell = 0.35) (*p < 0.05) 

(Figure 3A). The same phenomenon was observed 
when data were separated according to the 4 infecting 
bacterial strains described previously [4]. For each strain, 
bacteria/cell ratios were 7 to 20 times lower in d3Tx mice 
compared to NTx mice. Colonization levels were higher 
for B47 and SS1 strains in both models, whereas for B38 
and TN2GF4 strains, the amount of bacteria per cell in 
the d3Tx model was close to the method’s detection limit 
(Figure 3B). Interestingly, B47 and SS1 were previously 
identified as strains with a high potential to induce gastric 
lymphomagenesis in d3Tx BALB/c mice [4].

For the B47- and SS1-infected d3Tx model, bacteria/
cell ratios decreased dramatically for mice in which 
inflammatory scores were higher than 1 (Figure 3C). 
At 6 months post-infection, there were no significant 
differences between the bacterial load in the infected NTx 
mice compared to NTx mice at 12 month post-infection. 
The ratio was, however, significantly higher in d3Tx mice 
(with low inflammation scores) [4] compared to d3Tx 
at 12 month post-infection at a GML stage (Figure S1). 
These results confirm the influence of the inflammation on 
the bacterial persistence.

Figure 3: Quantification of the bacterial load in gastric biopsies from infected mice. Results obtained by quantitative PCR. 
A. Bacteria/murine cell ratio in NTx (n = 40) versus d3Tx (n = 32) mice stomachs. B. Bacteria/murine cell ratio in NTx (n = 10 for each 
bacterial strain) versus d3Tx (n = 8 for each bacterial strain) mice stomachs classified according to the infecting bacterial strain: B38, B47, 
SS1 and TN2GF4. C. Bacteria/murine cell ratio in B47- and SS1-infected d3Tx mice stomachs only, classified according to inflammation 
scores obtained for each mouse (n = 3 and 11 for scores of 1 and 2–4, respectively). Data are presented as bar graphs displaying the mean 
± standard deviation for each group, *p < 0.05.
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DISCUSSION

This study showed that there was no deficit of 
Tregs in our d3Tx adult mice [4], which is consistent with 
previous studies conducted on mice 2 to 3 months post-
surgery [15] [8]. We confirmed that neonatal thymectomy 
leads to an enrichment of Tregs within the pool of T cells 
[15]. These lymphocytes probably multiply from the 
T cell “library” exported out of the thymus before surgery, 
despite a poor T cell receptor diversity. Indeed, Monteiro 
et al. showed that neonatal Tregs proliferate extensively 
after thymectomy during the first week of life and they are 
maintained throughout adulthood [8].

In the case of infection induced chronic 
inflammation, Tregs may be involved in pathogen’s 
persistence [13] [16]. On one hand, Tregs are important 
in protecting the H. pylori-infected host against excessive 
gastric inflammation and disease symptoms; while on 
the other hand, they may promote bacterial colonization 
which may increase the risk in H. pylori-infected animals 
to develop GML.

We postulate that Tregs could play a role in the 
physiopathology in H. pylori-induced GML. The presence 
of Tregs in gastric samples of d3Tx mice developing GML, 
could be considered as a strategy to protect the gastric 
mucosa from exaggerated inflammation and tissue damage 
[17] [16]. It is possible to hypothesise that these Tregs are 
recruited or induced in the mouse stomachs in order to 
control inflammation. As shown in a GML murine model 
involving a Helicobacter felis infection, Tregs might be 
recruited by chemokines such as CCL17 and CCL22 [14], 
CCL20 and CXCL13 [18]. Concurrent study demonstrated 
that most of these factors are significantly overexpressed 
in d3Tx mice developing GML [19]. Interestingly, the 
administration of anti-CXCL13 antibody has been shown 
to be promising in patients where the lymphoma does not 
regress after standard antibiotic treatment [20].

Alternatively, soluble signals derived from tumor 
B cells, (whose nature is still unknown), may allow the 
conversion of naive CD4+ T cells into Foxp3+ induced 
Tregs, similar to that reported for H. felis [14]. Indeed, 
in addition to natural Tregs (nTreg) produced by thymus, 
peripherally induced Tregs (iTreg) can develop under 
chronic inflammatory conditions caused by infections or 
tumours [16]. Unfortunately it was not possible to obtain 
a suitable commercial antibody for IHC staining which 
recognizes murine Neuropilin-1, previously described 
as a suitable marker for distinction between nTregs and 
iTregs [21].

In a parallel study, neither PCR arrays nor protein 
arrays [19] showed any overexpression of regulatory 
cytokines such as IL-10 or TGFβ, typically produced by 
Tregs. IL-10 is an important cytokine involved in reducing 
H. pylori-induced gastritis and is therefore a particularly 
important Treg effector at mucosal surfaces. It has also 
been shown that TGFβ can induce Foxp3 expression in 

naive T cells and stimulate differentiation into functional 
iTregs, if present during antigen presentation [16]. The 
absence of detectable IL-10 and TGFβ transcripts in this 
study could be explained by the very low level of Treg 
infiltration in the stomachs in comparison to the amount 
of CD4+ T cells producing pro-inflammatory cytokines. 
Previous studies showed that Tregs from d3Tx animals 
have normal suppressive properties both in vitro and 
in vivo [15] [8]. Therefore the local cytokine environment 
may have important influence. In particular, it has been 
shown that the presence of Th2 cytokines (which are 
upregulated in our model) [19] can inhibit the induction 
of Foxp3 and thus impair the generation of inducible Treg 
cells [22]. As for the anti-CXCL13 strategy [20], in vivo 
cytokine blocking experiments, for example anti-IL-4 or 
anti-IL-10, could be evaluated in this model.

The presence of Tregs could also be considered, as 
already suggested by others [14], as promoters of the B 
cell proliferation, either by directly stimulating B cells 
or suppressing T cells. Indeed, it was shown that CD4+ 
or CD25+ cell depletion in vivo induced a regression 
of the GML in mice, demonstrating that T helper cells 
are necessary for efficient induction of malignant B 
cell proliferation in vitro bringing into play CD40L in 
particular and in a suitable cytokine environment [14] as 
it was identified in our GML mice [19]. However, in our 
d3Tx mice, the proportion proliferating cells was low and 
moreover the proportion of Tregs compared to B cells 
was found to be minimal. Therefore the role of Tregs 
as promoters of the B cell proliferation may be of less 
importance in our GML model.

Interestingly, Tregs may also participate in H. pylori 
persistence in chronic inflammation of gastric mucosa. 
It was previously shown in C57BL/6 mice infected 
with Leishmania major that Tregs inhibited the immune 
response resulting in the persistence of the pathogen in 
a dormant state [23]. The results of this study indicate 
a potential role for Tregs in persistence of a minimal 
level of colonization allowing the antigenic stimulation 
process mandatory for B cell proliferation. Indeed, higher 
Foxp3/CD4 cell ratios and the absolute number of Foxp3 
cells in GML were previously found to be significantly 
higher in H. pylori eradication responders compared to 
non-responders, suggesting that Tregs have a function in 
regression mechanisms of MALT lymphoma [24] [25].

In summary, although neonatal thymectomy in 
BALB/c mice may lead to the emergence of GML 
induced by H. pylori infection, it cannot be linked to a 
global deficit in the Treg reserve. Tregs were detected 
among lymphoid follicles that form in the gastric mucosa 
of H. pylori-infected d3Tx mice suggesting that they 
may be induced directly in the stomach mucosa or they 
may be actively recruited. These cells may act on local 
T responses being induced in the lymphoid follicles. Local 
Tregs could also be of major importance for perseverance 
of a minimal bacterial persistence, thereby maintaining 
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an antigen-dependent disease that could regress after 
antimicrobial eradication. Tregs depletion by injecting 
CD25 antibody or the use of DEpletion of REGulatory 
T cells (DEREG) mice [26] would be useful in the future 
to assess more precisely the effect on the bacterial load 
and development of GML in the d3Tx mice.

MATERIALS AND METHODS

RNA extraction

RNA from paraffin-embedded spleens of 12-months 
non-infected (NI) mice were extracted using AllPrep DNA/
RNA FFPE Qiagen kit (Qiagen, Courtaboeuf, France): 
10 RNAs from NI NTx and d3Tx mice. Gastric RNAs 
were extracted from gastric biopsies using DNA/RNA/
miRNA Universal Qiagen kit (Qiagen): 50 and 40 RNA 
samples extracted from NTx (10 NI and 40 infected mice) 
and d3Tx mice (8 NI and 32 infected mice) respectively.

Pre-amplification of splenic RNA samples

A pre-amplification step of Foxp3 (forkhead box 
P3, Treg marker) and CD3ε (CD3 epsilon chain, T 
cell marker) along with a housekeeping gene (HKG) 
(beta-glucuronidase (Gusb)) was carried out with the 
RT2 PreAMP cDNA Synthesis kit (Qiagen). 250 ng 
of RNA were used for each sample. First, a genomic 
DNA elimination step was performed, followed by 
reverse transcription of RNA into complementary DNA 
(cDNA) according to the manufacturer’s instructions. 
With Foxp3 (PPM05497F), CD3ε (PPM04598A) and 
the HKG Gusb (PPM05490C) primers (RT2 qPCR 
Primer Assay, Qiagen), a PCR was performed in order 
to amplify these targets, according to the manufacturer’s 
instructions. PCR conditions were as follows: a 95°C 
DNA denaturation step for 10 minutes followed by 8 
amplification cycles of 2 steps, a 95°C denaturation step 
for 15 seconds and a 60°C primers’ hybridization step 
for 2 minutes. The cDNA samples obtained were then 
stored at −80°C.

Gastric RNA sample reverse transcription

The Primescript™ RT Reagent Kit with gDNA 
Eraser (Perfect Real Time) (Takara, Saint-Germain-en-
Laye, France) was used for reverse transcription of all 
purified RNA samples (750 ng) was performed according 
to the manufacturer’s instructions

Quantitative real-time (RT)-PCR

Primers used: Primers targeting Foxp3, CD3ε and 
Gusb (same as above) were used to assess the relative 
expression levels of Foxp3 and CD3ε genes in comparison 
to the HKG Gusb in stomachs of both mice groups (NTx 
and d3Tx) and spleens of NI mice groups.

The amplification conditions were as follows: 
SYBR® Premix Ex Taq™ Mix (Tli RNaseH Plus) 
(Takara) was used for all qRT-PCRs. Experiments 
concerning the expression of Foxp3, CD3ε and Gusb in 
spleens and stomachs were carried out in 96-well plates 
(Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) with 1 μl of 
pure cDNA in a final volume of 25 μl according to the 
manufacturer’s instructions. Each target was tested in 
triplicate on each sample. PCRs were performed in real-
time PCR thermocycler CFX96™ (Bio-Rad) at the TBM-
Core real-time PCR platform (University of Bordeaux).

Concerning the relative quantification of the 
targets’ expression, cycle threshold (Ct) values above 
35 were considered as non-specific and therefore not 
considered for the analysis. For each sample, Ct values 
obtained for each gene of interest were normalised in 
relation to the average Ct value obtained for each HKG 
(ΔCt = Ctgene of interest - CtHKG). The 2−ΔCt value was then 
calculated, to express the results as relative expression 
levels of genes of interest.

Relative expression levels of each target gene for the 
d3Tx mice group were also correlated with the histological 
scoring previously obtained [4].

CD45R, Ki67, Foxp3 and CD3ε 
immunohistochemistry (IHC)

Sections (3 μm thick) from stomachs of infected 
d3Tx mice and NTx mice and 20 spleens of NI d3Tx 
and NTx mice (10 in each group) were prepared, put on 
glass slides and deparaffined then rehydrated. Antigenic 
sites were uncovered with Tris EDTA (pH 9 for CD45R, 
Foxp3 and CD3ε IHC or pH6 for Ki67 IHC), 30 min 
at 100°C and then 30 min at room temperature. Three 
percent hydrogen peroxide (Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, France) was used to inactivate endogenous 
peroxidases. Rabbit anti-murine Foxp3 (1/1500, ab54501, 
Abcam, Paris, France) and goat anti-murine CD3ε (1/1000, 
M-20 clone, CliniSciences, Nanterre, France) polyclonal 
primary antibodies, along with rat anti-murine CD45R 
monoclonal primary antibody (1/100, RA3-6B2 clone, 
Santa Cruz, CA, USA) were used for detection of Tregs, T 
and B cells, respectively. Rat anti-murine Ki67 antibody 
(1/5, clone 16A8, BioLegend, San Diego, CA, USA) 
was used for detection of proliferating cells. After a hour 
long incubation, anti-rabbit (EnVision®+System-HRP 
(DAKO, Copenhagen, Denmark)), anti-goat (Immpress 
Goat Ig (MP 7405, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, 
CA, USA)) and anti-rat (Immpress Rat (MP7444, Vector 
Laboratories)) secondary antibodies were used to bind 
primary antibodies previously listed. Liquid DAB+ 
Substrate Chromogen (DAKO) reagent allowed the 
revelation of those secondary antibodies. Slides were 
then counterstained with hemalun (VWR International, 
Fontenay sous Bois, France), dehydrated and fixed with 
Eukitt medium (VWR). These slides were then scanned 
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with the MIRAX SCAN (3DHISTECH Ltd, Budapest, 
Hungary) scanner, and images were read with Panoramic 
Viewer (3DHISTECH Ltd) software. A semi-quantitative 
evaluation of the stainings in leucocyte infiltrates was 
carried out with Mercator (Explora Nova, La Rochelle, 
France) software. Slide scanning and semi-quantitative 
evaluation of stainings were performed at the histology 
platform of our University.

Quantitative PCR to determine of the bacterial 
load in gastric biopsies

A quantitative PCR using Fluorescence Resonance 
Energy Transfer technology targeting DNA coding 
for H. pylori 23S ribosomal RNA (rRNA) previously 
developed in the laboratory [27] was adapted to our 
project. Primers described by Oleastro et al. were used to 
amplify the 23S rRNA gene [27] and primers amplifying 
the GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 
gene were designed for the present study (mGapdh1-F: 
CTGCAGGTTCTCCACACCTATG; mGapdh1-R: GAA 
TTTGCCGTGAGTGGAGTC). Every target was tested in 
duplicate on all samples.

A standard curve was prepared using serial dilutions 
of a DNA extract from a CFU/mL calibrated bacterial 
suspension of the H. pylori SS1 strain and another 
from a DNA extract of the m-ICcl2 murine epithelial 
cell line available in the laboratory. The LightCycler® 
480 SYBR® Green I Master Mix (Roche Diagnostics, 
Basel, Switzerland), compatible with the LightCycler® 
480 (Roche Diagnostics) thermocycler was used 
according to the manufacturer’s instructions. The PCR 
started with a 95°C DNA denaturation step during 10 
min, followed by 45 cycles comprised of 3 steps: a 95°C 
denaturation step for 10 sec, a 60°C primers’ hybridization 
step for 10 sec and a 72°C elongation step for 15 sec. The 
final results were expressed as a ratio of bacteria/murine 
cells. The method’s detection limit was around 0.001 
bacteria/cell.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad 
Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, USA). 
Means were compared by the nonparametric Mann-
Whitney test. Differences were considered significant 
when p was inferior to 0.05 (*p < 0.05).
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Généralités sur les microARNs  

I. Définition 

Découverts il y a une vingtaine d’années, les microARNs (miARNs) reçoivent à ce jour une 

considérable attention par leur implication dans le développement, la prolifération et la 

différenciation cellulaire ainsi que dans la régulation de la réponse immune. Les miARNs sont des 

petits ARN non codants de 18 à 24 nucléotides de long qui régulent l’expression des gènes au niveau 

post-transcriptionnel. Leur rôle est d’inhiber les ARN messagers (ARNm) par hybridation 

(« silencing ») et éventuellement dégradation de ces derniers.  

Des analyses bio-informatiques prédisent la présence de plus de 1000 miARNs codés par le génome 

humain. Ces miARNs cibleraient approximativement 60% des gènes codant pour des protéines 

(388), chaque miARN pouvant cibler des centaines de gènes cibles. Des analyses fonctionnelles 

indiquent que ces petits ARNs participent à la régulation de quasiment tous les processus cellulaires, 

toute altération dans leur niveau d’expression est associée à des pathologies (201).  

Les séquences codant pour les miARNs sont dispersées dans tout le génome et peuvent être 

retrouvées au niveau des introns, de promoteurs indépendants, voir des exons (Figure 20) (472). 

Certains gènes codant pour des miARNs peuvent être organisés en « clusters » génomiques.  

 

 

Figure 20 : Organisation génomique des microARNs. La transcription se fait à 
partir d’un promoteur indépendant, d’introns ou d’exons. D’après Zhao et al. (472) 

 

Les miARNs sont transcrits par la polymérase II le plus souvent ou dans de rare cas par la 

polymérase III (Figure 21). Un transcrit primaire nommé pri-miARN est ainsi obtenu et va ensuite 

être coupé par le complexe MiPC (Nuclear Microprocessor Complex) pour former un fragment en 



88 
 

tige boucle de 70 nucléotides (pré-miARN). Ce complexe est composé d’une RNAse de type III 

appelée Drosha qui va cliver le pri-miARN à l’aide de DGCR8 (Di George Critical Region 8). Ce 

dernier possède un domaine de liaison à l’ARN et il permet ainsi de stabiliser l’activité de Drosha. 

L’exportine 5, un récepteur d’export nucléaire, exporte ce pré-miARN du noyau vers le cytoplasme 

et celui-ci est clivé en miARN de 18-24bp par un complexe comprenant en particulier une autre 

RNAse de type III appelée Dicer. Un duplex de miARNs est pris en charge par le complexe RISC 

(RNA induced silencing complex). Il est composé d’une protéine de la famille des argonautes, 

possédant une activité endoribonucléase et d’une hélicase permettant de dissocier le duplex de 

miARNs. La sélection d’un brin de miARN par RISC permet la liaison à un ARNm cible au niveau 

du 3’ UTR. Par cet attachement, le miARN inhibe la traduction ou dégrade l’ARNm cible suivant la 

complémentarité des brins. Lors de l’hybridation complète du miARN sur sa cible, le brin d’ARNm 

est déadénylé puis dégradé. En revanche, lorsque le miARN est partiellement complémentaire à sa 

cible, la traduction du brin d’ARNm est inhibée sans dégradation de l’ARNm cible. Le brin du 

miARN qui n’a pas été sélectionné est alors dégradé (388). Chez les mammifères il semblerait que la 

dégradation des ARNm cibles soit moins fréquente que l’inhibition de traduction des ARNm. En 

effet, la majorité des miARNs affecte le niveau d’expression protéique sans pour autant diminuer le 

niveau d’ARNm (39). 
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Figure 21 : Formation des microARNs et mécanismes d’action. D’après 
Tomankova T. et al. (408) 
(1) Transcription par polymérase II en pri-miARN ; (2) Clivage en pré-miARN par 
Drosha et DGCR8 ; (3) Export dans le cytoplasme par l’exportine 5 ; (4) Clivage en 
miARNs par Dicer ; (5) Prise en charge d’un brin par RISC et inhibition et/ou 
dégradation de l’ARNm cible. 
 

Il existerait également d’autres voies de formation des miARNs, notamment pour les miARNs 

introniques ou « mirtrons » où le « spliceosome » intervient pour la formation du pré-miARN (350). 

 

II. MicroARNs et inflammation 

Les miARNs ont un rôle important dans la réponse de l’hôte vis-à-vis d’un pathogène. Ils permettent 

le maintien de l’homéostasie ainsi que le contrôle cellulaire en réponse à un stimulus extérieur. 

Plusieurs miARNs ont déjà été décrits comme importants pour la régulation de facteurs impliqués 

1 

 

2 

 

5 

 



90 
 

dans l’immunité. Par exemple, miR-146 est augmenté lors d’infections à certaines bactéries, 

H. pylori compris (388). Son expression est dépendante de la reconnaissance de motifs bactériens par 

les TLR. Ainsi, NFκB est activé et va permettre l’expression de miR-146. Son rôle dans le système 

immunitaire est de réguler négativement des facteurs précis de la cascade de signalisation de la voie 

de NFκB (notamment TRAF6 et IRAK1) (388). miR-146 agit donc en diminuant la réponse 

inflammatoire afin d’éviter une activation trop excessive. miR-146 a aussi un rôle dans la 

maintenance de la tolérance. Les macrophages sont plus tolérants aux stimuli bactériens grâce à 

l’expression de miR-146 qui diminue MyD88, un acteur de la voie de NFκB. L’hôte évite ainsi un 

choc septique par une diminution de l’activité de NFκB et de la production de TNF-α (388).  

Un autre miARN a également un rôle très important : miR-155 est en effet induit par des composés 

bactériens (LPS) mais aussi viraux contrairement à miR-146. Son rôle est similaire à miR-146 en 

agissant comme un régulateur négatif de la réponse immune après infection mais ses cibles 

cellulaires sont différentes. Des composants de la cascade de signalisation des TLR tels que FADD 

(Fas-Associated protein with Death Domain) ou TAB2 (TAK1 binding protein 2), ont été identifiés 

comme des cibles directes de miR-155. L’augmentation de l’expression de miR-155 et miR-146 a 

notamment été décrite en parallèle de la production de cytokines pro-inflammatoires dans un modèle 

de co-culture de H. pylori avec des cellules dendritiques (165). Ils y contrôlent notamment la 

production de TNFα et d’IL-10. 

D’autres miARNs peuvent être réprimés pendant la réponse immunitaire. Par exemple miR-125b est 

réprimé suite à la stimulation de macrophages par du LPS bactérien ce qui conduit à l’induction du 

TNFα, cytokine pro-inflammatoire. 

 

III. MicroARNs et cancer 

Il a été décrit que les miARNs agissent sur la prolifération, la différenciation et l’apoptose cellulaire. 

Il existe des miARNs clairement associés à certains cancers et qui agissent comme des oncogènes ou 

comme des suppresseurs de tumeurs. En effet, certains miARNs contrôlent l’expression d’oncogènes 

et leur répression peut donc conduire à leur surexpression. Au contraire, d’autres miARNs peuvent 

inhiber l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs et favoriser la carcinogénèse, on les appelle 

des oncomiRs. L’association entre miARNs et cancers a été identifiée pour la première fois dans la 

leucémie lymphoïde chronique (LLC). La diminution du cluster suppresseur de tumeur, miR-15 et 

miR-16, cible notamment la protéine anti-apoptotique Bcl2, en lien avec la LLC. (44) (465). Les 

cellules de l’immunité ne sont pas les seules capables de produire des miARNs. Les cellules 

épithéliales sont la première ligne de défense contre les pathogènes et sont aussi capables de produire 

des miARNs (388). A ce jour, les miARNs ont été associés à d’autres types de cancer comme par 
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exemple le myélome multiple où l’augmentation de miR-21 bloque l’apoptose (321) ou bien la 

diminution de let-7 dans les cancers du poumon, du colon ou des ovaires (366). Un dernier exemple 

est la diminution de miR-145 dans la leucémie à cellules T adultes (451). 

 

IV. MicroARNs, H. pylori et lymphome gastrique du MALT 

miR-21 est le premier miARN décrit comme influencé par l’infection à H. pylori (471). Une 

augmentation de son expression a été observée lors de l’infection par cette bactérie et dans 

l’adénocarcinome gastrique. Ce miARN a un rôle important dans la régulation de la réponse 

inflammatoire (380) et est augmenté dans de nombreux cancers tels que les cancers hépatocellulaires 

mais aussi dans des lymphomes (lymphome diffus à grandes cellules B, lymphome folliculaire…) 

(220) (279). 

Plusieurs équipes ont cherché à caractériser le profil d’expression des miARNs dans la gastrite à 

H. pylori ou dans l’adénocarcinome gastrique permettant de révéler quelques miARNs mais 

également de nombreuses discordances. La variabilité des résultats montre qu’il est difficile d’établir 

un profil unique pour une situation donnée. Matshushima et al. ont caractérisé l’expression des 

miARNs dans les estomacs de patients infectés par H. pylori versus des témoins non-infectés (250). 

Ils ont montré une augmentation d’expression de miR-223 et une diminution de 7 autres miARNs. 

Ce miARN, produit par les macrophages, aurait un rôle anti-inflammatoire afin de contrôler la 

réponse à H. pylori (436). D’autres miARNs sont impliqués dans la régulation de l’inflammation 

suite à l’infection, comme miR-155 (458), ou encore miR-200 (180). Les miARNs induits par 

l’infection à H. pylori peuvent d’une part activer la réponse inflammatoire et d’autre part la contrôler 

négativement afin de permettre la persistance de la bactérie. 

 

Concernant la lymphomagénèse gastrique, miR-142a et miR-155 ont été décrits comme étant des 

marqueurs potentiels du LGM. À partir de biopsies gastriques de patients atteints de LGM, une 

augmentation de l’expression de ces deux miARNs par rapport à des biopsies saines a été identifiée. 

Ceci a été validé dans un modèle animal utilisant la souris C57BL/6 infectée par H. heilmanii. La 

cible moléculaire de ces deux miARNs est le gène codant pour la Tumor Protein P53 Inducible 

Nuclear Protein 1 (TP53IN1) qui est une protéine pro apoptotique. Son inhibition par les miARNs 

inhiberait l’apoptose et ainsi permettrait l’accélération de la prolifération des lymphocytes B dans le 

LGM (358). Une augmentation d’expression de l’un de ces microARNs serait associée à une moins 

bonne réponse au traitement d’éradication (358). 
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V. Objectifs de l’étude et principaux résultats 

Nous nous sommes intéressés à la caractérisation des miARNs dérégulés au stade de LGM, en 

utilisant le matériel d’études des souris d3Tx. Par PCR array, et qPCR, nous avons identifié 5 

miARNs (miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR-150, miR-155) surexprimés au sein des estomacs des 

souris au stade LGM. Seul miR-142a était surexprimé également au niveau sérique. miR-135b, miR-

142a, miR-150 et miR-155 ciblent tous potentiellement l’ARNm de TP53INP1 qui est une protéine 

pro-apoptotique. Nous avons vérifié par western blot l’extinction de l’expression de cette protéine à 

partir de protéines extraites de souris d3Tx au stade LGM, validant ainsi en modèle murin, la 

mécanistique anti-apoptotique de ces miRs dans la lymphomagénèse gastrique. 

 

Ces données sont présentées sous la forme d’un projet d’article. 
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Abstract 17 

Helicobacter pylori infection is considered an excellent model of chronic inflammation-18 

induced tumor development. Our project focuses on gastric MALT lymphoma (GML) related 19 

to H. pylori infection that originates from a chronic inflammatory process initiated by the 20 

infection. Recently, microRNAs (miRNAs) have emerged as a new class of gene regulators 21 

which play key roles in inflammation and carcinogenesis acting as oncogenes or tumor 22 

suppressors. Their precise characterization in the development of inflammation and their 23 

contribution in regulating responses of host cells to infection by H. pylori have been little 24 

explored. Our goal was to analyze the miRNAs specifically induced in a mouse model of 25 

GML previously developed by the laboratory, using BALB/c mice thymectomized at day 3 26 

post-birth (d3Tx model) and to clarify their implication in GML pathogenesis. 27 

By PCR array and RT-qPCR, five miRNAs overexpressed in the stomachs of GML-28 

developing d3Tx mice infected by H. pylori were identified (miR-21a, miR-135b, miR-142a, 29 

miR-150, miR-155). The analysis of their putative targets allowed us to identify TP53INP1, 30 

an antiproliferative and proapoptotic protein, as a common target of 4 of the 5 upregulated 31 

miRNAs identified. We propose a scenario by which these miRNAs may act in synergy to 32 

promote the development of GML. miR-142a was also overexpressed in sera samples and 33 

therefore could serve as a diagnostic marker. In situ hybridization on gastric samples revealed 34 

a global upregulation of this miRNA by the tumor microenvironment at the lymphoma stage. 35 

Overexpression of these 5 miRNAs could play a critical role in the pathogenesis of GML and 36 

might offer potential applications as therapeutic targets and novel biomarkers for this disease.  37 

 38 

Keywords: MALT lymphoma, Helicobacter pylori, microRNAs, apoptosis. 39 

 40 
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Introduction 41 

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacterium that colonizes the human gastric mucosa of 42 

about 50% of the world’s population. The infection causes an inflammation (gastritis) which 43 

is superficial and asymptomatic at first, but may evolve towards gastric or duodenal ulcer, 44 

gastric adenocarcinoma or gastric mucosa associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma or 45 

GML (14) (5) (15).  46 

GML is the extremely rare consequence of chronic inflammation of the gastric mucosa caused 47 

by H. pylori infection (less than 0.1% of infected subjects) (8). GML is a non-Hodgkin’s 48 

lymphoma characterized by infiltration and excessive proliferation of B lymphocytes in the 49 

gastric mucosa. H. pylori infection promotes recruitment and proliferation of B cells in 50 

organized lymphoid follicles similar to intestinal Peyer's patches. Mechanisms underlying the 51 

initiation and progression of GML are not fully understood. 52 

MicroRNAs (miRNAs) are small (18-24 nucleotides), non-coding RNAs that regulate the 53 

expression of target genes through translational repression or messenger RNA (mRNA) 54 

degradation (1). miRNAs are expressed in a tissue-specific manner and are involved in 55 

cellular development, proliferation, apoptosis and differentiation. They can also regulate 56 

immune response and their participation in many regulatory pathways has already been 57 

proven (18). Aberrant expression of miRNAs is frequently associated with cancers, 58 

particularly lymphomas (21) (12). They play an important role as tumor suppressor genes or 59 

oncogenes (oncomir) during human carcinogenesis. The association between miRNAs and 60 

cancer was first identified in chronic lymphocytic leukemia (CLL). In CLL, miR-15 and miR-61 

16 targeting anti-apoptotic protein Bcl2 and promoting lymphomagenesis exhibit a decreased 62 

expression (2) (28). miRNAs have been associated with other cancers such as multiple 63 

myeloma in which overexpression of miR-21 inhibits apoptosis (16) and lung, colon or 64 

ovarian cancer where let-7 expression is reduced (18). In GML miR-142a and miR-155 65 

potentially play a role by targeting mRNA coding for the pro-apoptotic protein, tumor protein 66 

P53 inducible nuclear protein 1 (TP53INP1). By inhibiting protein translation, these two 67 

miRNAs may be involved in lymphocyte proliferation in GML. This study was carried out on 68 

C57BL/6 mice infected with Helicobacter heilmanii and overexpression of miRNAs was 69 

confirmed on gastric biopsies of GML patients (17). 70 

In the present study, the deregulation of miRNAs at the GML stage was investigated in a 71 

mouse model of lymphomagenesis using the materials obtained in a GML mouse model 72 

previously developed in the laboratory (4) based on BALB/c mice thymectomized at day 3 73 
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post birth (d3Tx) and infected with H. pylori. These mice developed GML contrary to non-74 

thymectomized (NTx) infected mice. A set of 5 miRNAs (miR-21a, miR-135b, miR-142a, 75 

miR-150, miR-155) were identified as being overexpressed in the stomachs of these GML-76 

developing d3Tx mice. The analysis of their putative targets allowed us to propose that these 77 

miARNs act in synergy to inhibit lymphocyte apoptosis and proliferation. In situ 78 

hybridization on gastric samples suggests that the tumor microenvironment plays a role in the 79 

deregulation of miR-142a. We also propose that this miR could serve as a non-invasive 80 

diagnostic marker of GML.  81 

 82 
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Materials and methods 83 

miRNAextraction  84 

miRNAs were extracted from frozen gastric biopsies using the miRNeasy mini kit (Qiagen, 85 

Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s instructions. Fifty-two miRNA samples 86 

extracted from NTx (7 non-infected (NI) and 19 H. pylori infected mice) and d3Tx mice (7 NI 87 

and 19 H. pylori infected mice) were obtained. miRNAs were also extracted from paraffin-88 

embedded gastric tissues using the miRNeasy FFPE kit (Qiagen). Two 20 µm sections or four 89 

10 µm sections from 6 d3Tx mice stomachs (3 NI and 3 infected mice) were used according 90 

to the manufacturer’s instructions. MiRNAs were extracted from 500 µl of serum diluted 4-91 

fold by adding 750 µl of TRIzol® LS Reagent (Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA, 92 

USA) according to the manufacturer’s instructions.  93 

 94 

miRNA reverse-transcription 95 

The miScript II RT kit with the HiSpec Buffer (Qiagen) was used for reverse transcription of 96 

extracted miRNA samples (250 ng of retrotranscribed RNA per sample). The reaction was 97 

performed according to the manufacturer’s instructions. 98 

 99 

PCR Array 100 

The expression of 372 miRNAs among the gastric mucosa of infected and NI d3Tx mice was 101 

evaluated by PCR array using the commercially available panel "Mouse Cancer Pathway 102 

Finder 384HC" (Qiagen).  103 

First, a PCR array with miRNAs from frozen gastric biopsies was performed. 3 NI and 4 104 

infected d3Tx mice were included. Mice with the lowest and highest inflammatory scores in 105 

NI and infected d3Tx mice, respectively, were included. Only RNAs of high integrity and 106 

appropriate concentration after analysis on the Agilent 2200 Tape Station (Agilent 107 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) were included. An additional PCR array with miRNAs 108 

from paraffin-embedded gastric tissues was then performed. Two infected d3Tx mice 109 

exhibiting typical GML lesions were included and compared to 2 NI d3Tx mice. 110 

Analysis of expression of 372 miRNAs related to cancer research, as well as six reference 111 

miRNAs (SNORD61, SNORD95, SNORD96A, SNORD68, SNORD72, RNU6) was 112 

performed using the QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix and miScript Universal 113 

Primer (Qiagen), according to the manufacturer’s recommendations. Distribution in the plates 114 

was carried out with the robot Eppendorf epMotion M5073 (Eppendorf, Hambourg, 115 
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Germany). A quantity of 0.93 ng of cDNA was distributed per well. PCR arrays were 116 

performed using the CFX384TM Real-Time PCR detection system (Bio-Rad, Marnes la 117 

Coquette, France). Cycle threshold (Cq) values were downloaded from the machine and 118 

analyzed following the ∆∆Ct method using the online system available for Qiagen PCR arrays 119 

users (pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna/arrayanalysis.php). Data were normalized to 120 

4 of the 6 reference miRNAs by selecting the most stable ones between runs (variation <0.5 121 

Cq). Fold-regulation values were calculated to compare miRNA expression between NI and 122 

infected d3Tx mice. Values greater than or less than 3 indicated an upregulation or 123 

downregulation, respectively. Cq values above 30 were not taken into account for the analysis 124 

and were considered negative as the expression was too weak or inexistent. 125 

 126 

Quantitative real-time PCR 127 

A study on the expression of five miRNAs (miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR-150, miR-128 

155) in d3Tx and NTx mice stomachs was performed by RT-qPCR to confirm the results of 129 

the previous PCR arrays. 130 

Amplification conditions: SYBR® Green Premix Ex TaqTM (Tli RNaseH Plus) (Takara, 131 

Saint-Germain-en-Laye, France) was used for all RT-qPCR. miScript Universal Primer 132 

(Qiagen) and specific primers for each miRNA tested (Qiagen) were used at a final 133 

concentration of 0.25 µM. PCR reactions were carried out in 96-well plates (Bio-Rad) with 134 

1 μl of diluted cDNA (1/25, 1 ng/µl) in a total volume of 10 μl. Each target was tested in 135 

duplicate for each sample. SNORD72 and RNU6 were used as reference genes. PCRs were 136 

carried out using the CFX96TM Real-Time PCR detection system (Bio-Rad) at the 137 

Quantitative PCR Platform at the University of Bordeaux (TBM-Core Real-Time PCR 138 

Platform). 139 

This PCR consists of a 95°C DNA denaturation step for 1 min, followed by 40 cycles 140 

comprised of 2 steps:  denaturation at 95°C for 5 sec and primer hybridization at 55°C for 30 141 

sec. After each cycle, fluorescence was measured in order to quantify newly synthesized 142 

DNA. At the end of the procedure, a melting curve was generated by a slow increment in the 143 

temperature from 65 to 95°C and the continuous measurement of fluorescence. The 144 

generation of this melting curve allowed a verification of the PCR specificity by generation of 145 

one specific peak at the expected melting temperature for each product.  146 

Concerning the relative quantification of the miRNA expression, for each sample, Cq values 147 

obtained for each miRNA of interest were normalized in relation to the average of Cq values 148 

obtained for SNORD72 and RNU6, the most stable miRNAs in gastric tissues (ΔCq = Cqgene 149 

http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php
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of interest – CtSNORD72). The 2-ΔCq values were then calculated, enabling the results to be 150 

presented as relative expression levels of the miRNA of interest. 151 

Relative expression levels of each miRNA for the d3Tx mice group were also correlated with 152 

the previously obtained histological scoring (4). 153 

RT-qPCRs were also performed to study miRNA expression in sera samples from NI and 154 

infected d3Tx mice. Thirteen mice overexpressing at least 3 miRNAs of interest in their 155 

stomach were included and 7 NI d3Tx mice constituted the control group. The amplification 156 

conditions were the same as described above. Cq values obtained for each miRNA of interest 157 

were normalized in relation to the average of Cq values obtained for miR-16a (10). 158 

 159 

Bioinformatic analysis of predicted targets 160 

An analysis of putative targets by base complementarity and conservation between species 161 

was performed for the five miRNAs studied using the Targetscan website 162 

(http://www.targetscan.org/). 163 

 164 

Western blotting 165 

Gastric tissues (from 4 GML-developing infected d3Tx mice and 4 infected d3Tx mice 166 

showing no inflammation (inflammatory scores equal to 0) or lymphoid infiltration (lymphoid 167 

infiltration score equal to 0)) were lysed in the cell lysis buffer after addition of proteinase 168 

inhibitors (Complete Mini, Roche, Basel, Switzerland), homogenized, glassbead smashed 169 

(TissueLyser II, Qiagen) and centrifuged at 10,000 g for 10 min (4°C). The supernatants were 170 

recovered. 171 

Protein extracts were separated using SDS/polyacrylamide gel electrophoresis and transferred 172 

to a nitrocellulose membrane. The membranes were hybridized with the rat anti-mouse 173 

TP53INP1 monoclonal antibody (graciously offered by Dr. Alice Carrier, CRCM, Marseille, 174 

France). After blotting, membranes were stained with SYPRO Ruby Protein Blot Stain 175 

(Invitrogen) and scanned with the Molecular Imager PharosFX (Bio-Rad) for the 176 

quantification of protein load. Specific antibody signals were normalized by total protein 177 

amount for each entire lane. The signal intensities were analyzed using ImageJ software.  178 

 179 

In situ hybridization  180 

For in situ hybridization (ISH) of miR-142a, deparaffinized and rehydrated tissue sections of 181 

6 μm thickness were digested by Proteinase K (Invitrogen, 15 μg/ml in a 5mM Tris HCl (pH 182 

7.4), 1mM EDTA and 1mM NaCl buffer) for 20 min at 37°C, and postfixed in 4% 183 

http://www.targetscan.org/
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paraformaldehyde in PBS for 10 min at 4°C. After three washes in PBS, the tissues were 184 

prehybridized for 1 h at 55°C in 25% formamide, 4X SSC, dextran sulfate 200 mg/ml, and 185 

tRNA 220 μg/ml, and hybridized overnight at 55°C in the same buffer containing 100 nmol/l 186 

anti-miR-142a probe or 5 nmol/l anti-RNU6 probe labelled at both 3′ and 5′ ends with 187 

digoxigenin. After successive stringent washes (SSC 5X x2, SSC 1X x2, SSC 0.2X x2) at 188 

55°C, the slides were incubated with blocking solution for 1 h at room temperature. An anti-189 

digoxigenin antibody coupled to alkaline phosphatase (Roche, Meylan, France, 1/800 190 

dilution, overnight incubation at 4°C) was used to reveal hybridization of the anti-miRNA 191 

probes. After 3 washes, a 2 h incubation step at room temperature in 1-StepNBT/BCIP plus 192 

Suppressor Solution (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) was performed. Slides were 193 

dehydrated and mounted with Eukit-mounting medium (O. Kindler GmbH, Freiburg, 194 

Germany). 195 

Slides were scanned using a digital slide scanner (Panoramic SCAN; 3DHISTECH Ltd, 196 

Budapest, Hungary) equipped with a Zeiss objective (Plan-Apochromat 40; numerical 197 

aperture, 0.95; Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) and a high-resolution color 198 

camera (VCC-FC60FR19CL, 4MP, CIS Corporation, Japan) available at the Experimental 199 

Histopathology Platform, US 005 UMS 3427-TBM CORE. The images were read using the 200 

Panoramic Viewer software version 1.15.4 (3DHISTECH Ltd). 201 

 202 

Statistical analysis 203 

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., La 204 

Jolla, CA, USA). Means were compared by the non-parametric Mann-Whitney test. 205 

Differences were considered significant when p was inferior to 0.05 (*p<0.05). 206 

207 
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Results 208 

Investigation of miRNA expression by PCR array  209 

First, a PCR array with a pool of miRNAs of frozen gastric biopsies from 4 infected and 3 NI 210 

d3Tx mice was performed. Infected d3Tx mice with inflammatory scores between 3 and 4 211 

and lymphoid infiltration scores between 1.5 and 3 were included and compared to NI d3Tx 212 

mice with inflammatory and lymphoid infiltration scores between 0 and 1 (4). Among the 372 213 

miRNAs represented on the array, 110 were undetectable or weakly expressed (Cq value > 214 

30), leaving 262 miRNAs for the analysis. Among these, only 2 miRNAs (miR-135b and 215 

miR-155) were significantly increased in the infected group (Fold-regulation value >3), 216 

whereas 5 miRNAs (miR-206, miR-802, miR-122, miR-377, miR-33) were decreased (Fold-217 

regulation value <3). 218 

Considering this restricted number of deregulated miRNAs at the lymphoma stage using this 219 

first approach, a second PCR array was performed using paraffin-embedded gastric tissues. 220 

miRNA expression was studied in the 2 mice most representative of GML (inflammatory 221 

scores between 3 and 4 and lymphoid infiltration scores equal to 3). miRNAs were extracted 222 

from these paraffin-embedded gastric tissues, because of the lack of frozen gastric biopsies 223 

from these mice. miRNA expression from a pool of RNA of 2 infected d3Tx mice was 224 

compared to a pool of RNA from 2 NI d3Tx mice (2 of the 3 mice that were included in the 225 

first PCR array run). Among the 372 miRNAs represented on the array, 136 were 226 

undetectable or weakly expressed (Ct value >30), leaving 236 miRNAs for the analysis. 227 

Among these, 19 miRNAs were significantly increased at GML stage (Fold-regulation value 228 

>3), whereas 14 miRNAs were decreased (Fold-regulation value <-3) (Table 1). 229 

 230 

Relative expression levels of miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR150 and miR-155 in 231 

NTx and d3Tx mice 232 

Some of the upregulated miRNAs identified above were investigated further on a larger 233 

number of samples in order to evaluate more precisely their specific deregulation at the 234 

lymphoma stage. They were selected by comparing the results of both PCR arrays and using 235 

data from the literature. An overexpression of miR-135b and miR-155 was observed at GML 236 

stage in both PCR arrays, with fold-regulation values >3 (Table 1). miR-21a was also 237 

overexpressed with a fold-regulation >3 in the second PCR (Table 1). However, according to 238 

a previous study, miR-21a may play an important role in inflammatory response (19) and was 239 
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therefore included in our study. miR-142a and miR-150 were also included even if they were 240 

overexpressed only in the second PCR array, as their overexpression at the lymphoma stage 241 

was described by others (17) (6) (22). 242 

Overexpression of miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR-150 and miR-155 was confirmed at 243 

the GML stage (Figure 1) compared to NI d3Tx mice and to infected NTx mice. The relative 244 

expression levels of these miRNAs in stomachs of infected d3Tx mice were 4 to 11 times 245 

superior to that of NI d3Tx mice. None of these 5 miRNAs were increased in infected NTx 246 

stomachs compared to their NI counterparts.  247 

The relative expression levels obtained for these 5 miRNAs in infected d3Tx mice were 248 

classified according to histological scores of inflammation and lymphoid infiltrates 249 

determined previously in the laboratory (4) and compared to those obtained for NI d3Tx mice. 250 

A positive correlation was observed with those scores only for miR-21a (Figures 2A and 2B). 251 

This was not the case for the 4 other miRNAs studied (data not shown). In comparison with 252 

the NI d3Tx control group, miR-21a was significantly overexpressed in mice with 253 

inflammatory and lymphoid infiltrate scores equal or superior to 2 and 1 respectively which 254 

correlated with mice with GML lesions. Hence, miR-21a could be a marker of inflammation 255 

intensity during gastric lymphomagenesis induced by H. pylori infection.  256 

 257 

TP53INP1 is targeted by miRNAs overexpressed in gastric MALT lymphoma 258 

Identification of miRNA target genes is essential for determining miRNA function. Recent 259 

studies have indicated that a single miRNA may regulate more than 200 target genes. 260 

Furthermore, one target gene could be regulated by many miRNAs. A database for predicting 261 

target genes, TargetScan (http://www.targetscan.org), revealed that 4 of the 5 miRNAs 262 

upregulated in our model (miR-135b, miR-142a, miR-150 and miR155) are able to bind to the 263 

3’ UTR of the mRNA of the proapoptotic gene TP53INP1. A decrease in this protein 264 

expression would be associated with B cell survival.  265 

To confirm the activity of miR-135b, miR-142a, miR-150 and miR155 on TP53INP1 266 

production, we examined the expression levels of TP53INP1 by Western blot analysis in 267 

GML-developing infected d3Tx mice. These expression levels were compared to those of 268 

infected d3Tx mice showing no inflammation (inflammatory scores equal to 0) or lymphoid 269 

infiltration (lymphoid infiltration equal to 0). As expected, the expression of TP53INP1 was 270 

decreased in GML mice relative to control mice (Figure 5A). 271 

This target has already been validated for miR-142a and miR-155 (17). A luciferase reporter 272 

assay using a vector containing the putative TP53INP1 3’ UTR target sites downstream of the 273 

http://www.targetscan.org/


 11 

luciferase reporter gene would have to be done to confirm the target specificity of miR-135b 274 

and miR-150 for TP53INP1.  275 

Hence, these miRNAs could be involved in lymphocyte survival and act in synergy to 276 

promote the development of GML. 277 

 278 

miR-142a could be a diagnostic marker of gastric MALT lymphoma 279 

miRNAs have already been described as potential diagnostic markers of human diseases (3). 280 

Relative expression of miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR-150 and miR-155 was therefore 281 

evaluated in NI and infected d3Tx mice sera by RT-qPCR. Expression of these five miRNAs 282 

was detected in mice sera, but only miR-142a expression was significantly increased in the 283 

sera of GML-developing mice compared to the control group (Figure 3).  284 

Hence, miR-142a could be a non-invasive diagnostic marker of gastric MALT lymphoma. 285 

The same approach would have to be done on human sera samples for confirmation. 286 

 287 

miR-142a is expressed by lymphoid infiltrates and the tumor environment 288 

We also tried to understand which cells were producing miR-142a, either lymphocytes or 289 

cells from the tumor microenvironment such as epithelial cells. ISH for miR-142a was 290 

performed on sections from NI and infected d3Tx mice stomachs and showed that it was 291 

expressed by both lymphoid infiltrates and the tumor environment (Figure 4). 292 

293 
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Discussion 294 

miRNAs play an important role in the regulation of the immune system (13) and are involved 295 

in carcinogenesis (18). Our work focused on the deregulation of miRNAs that could favor the 296 

emergence of GML. By using the unique material obtained from a previous study (4) in which 297 

we were able to induce GML in H. pylori-infected d3Tx mice, we showed an overexpression 298 

of 5 miRNAs (miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR-150 and miR-155) in mice stomachs at 299 

the lymphoma stage. Studying their predicted targets allowed us to identify a common target 300 

which corresponds to a pro-apoptotic factor. Our work highlighted that miR-21a is a marker 301 

of intensity of gastric inflammatory scores and for the first time that miR142a could be a non-302 

invasive marker of GML. 303 

 304 

An overexpression of miR-21a was observed in infected d3Tx mice stomachs and relative 305 

expression levels of this miRNA were correlated to histological scores of inflammation and 306 

lymphoid infiltrates determined previously in the laboratory (4). Expression of miR-21a 307 

increased gradually with inflammation and MALT development. miR-21a targets PTEN 308 

(phosphatase and TENsin homolog), an mRNA which regulates the PI3K (phosphoinositide 309 

3-kinase)/Akt pathway, influencing apoptosis, cell growth and cellular cycle, and PDCD4 310 

(programmed cell death protein 4), an mRNA which regulates apoptosis and decreases 311 

expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 (19). This miRNA could control the 312 

inflammatory response as shown in vitro on cancer cell line AGS (29). However, miR-21a has 313 

both pro-inflammatory and anti-inflammatory activities in vivo, and its deregulation may 314 

influence homeostasis (19). In particular, miR-21a overexpression could regulate lymphoid 315 

infiltration in gastric mucosa. In hepatocellular, gastric carcinomas and in lymphomas such as 316 

follicular lymphomas (29) (9) (12), this miRNA was involved in invasion, cell migration and 317 

apoptosis inhibition. 318 

miR-135b is increased in various cancers such as colorectal cancers and acts as an oncomir 319 

(23) but was never studied in GML. In contrast, this miRNA is also considered a tumor 320 

suppressor in Hodgkin lymphoma by inhibiting JAK2 expression which is implicated in cell 321 

survival and proliferation (9). 322 

An overexpression of miR-150 has already been described in GML (6) (22) as well as in 323 

gastric carcinoma (25). This miRNA is considered a tumor suppressor gene in hematopoietic 324 

carcinoma. NK/T cell proliferation was also associated with a decrease in miR-150 expression 325 

(24). miR-150 regulates EGR2 production, inducing cell proliferation (25). miR-150 can also 326 

inhibit cell proliferation by targeting c-Myb mRNA which has a pro-oncogene activity (27). 327 
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miR-135b and miR-150 deregulation varies depending on the type of carcinoma suggesting 328 

that the tumor microenvironment could play a crucial role in carcinogenesis. The role of these 329 

miRNAs in GML remains to be defined. 330 

An overexpression of miR-142a and miR-155 has already been described in GML tissues of 331 

C57BL/6 mice infected by H. heilmanii and in gastric biopsies of GML patients (17). miR-332 

155 expression is increased with H. pylori infection (26) and miR-155 inhibits the NF-κB 333 

pathway by inhibiting TNF-α production (7). miR-155 is an oncomir in GML (17). This 334 

miRNA targets SHIP-1 (Src homology 2 domain–containing inositol-5-phosphatase 1), an 335 

mRNA which regulates the PI3K/AKT pathway (22). 336 

In theory, a single miRNA can target multiple mRNAs and one mRNA is often targeted by 337 

multiple miRNAs. The relative expression level of a protein can be considerably reduced if its 338 

corresponding mRNA is targeted by several miRNAs. miR-135b, miR-142a, miR-150 and 339 

miR155 are potentially able to bind to the 3’ UTR region of the proapoptotic gene TP53INP1 340 

mRNA. This target has already been validated for miR-142a and miR-155 (17). A luciferase 341 

reporter assay using a vector containing the putative TP53INP1 3’ UTR target sites 342 

downstream of the luciferase reporter gene is in progress to confirm the target specificity of 343 

miR-135b and miR-150 for TP53INP1. Expression of TP53INP1 miRNA in mice stomachs 344 

evaluated by RT-qPCR did not significantly differ between NI and infected d3Tx mice (data 345 

not shown) suggesting a post-transcriptional mechanism, but TP53INP1 production evaluated 346 

by Western blot analysis was decreased in GML-developing mice in comparison to control 347 

mice. Hence, miR-135b, miR-142a, miR-150 and miR155 seem to regulate TP53INP1 348 

production via mRNA translational repression but not mRNA degradation.  349 

A single miRNA can act both as an oncogene (miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR-150 and 350 

miR-155) or a tumor suppressor (miR-135b, miR-150) thus complicating the understanding of 351 

the mechanisms involved in lymphomagenesis. The five miRNAs overexpressed in our study 352 

could act synergistically by targeting multiple signaling pathways (Figure 5B). miR-21a, 353 

miR-135b et miR-155 target indirectly the PI3K/AKT signaling pathway. miR-21a and miR-354 

155 activate the PI3K/AKT signaling pathway by targeting PTEN and SHIP-1 mRNAs 355 

respectively, and promote cell survival (19) (22). On the contrary, miR-135b inhibits JAK2 356 

mRNA involved in the activation of this pathway (9). As mentioned previously, cell survival 357 

may also be mediated by inhibition of TP53INP1 by miR-135b, miR-142a, miR-150 and 358 

miR-155. Therefore, these five miRNAs overexpressed at the GML stage in mice could 359 

represent important molecular factors to inhibit lymphocyte apoptosis and promote B cell 360 

survival and proliferation. 361 
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Interestingly, an overexpression of miR-21a and miR-155 has also been described in NK/T 362 

cell proliferation induced by Epstein Bar Virus (EBV) (21). These miRNAs are involved in 363 

immortalization of lymphocytes. Lymphomagenesis induced by two different pathogens 364 

which have different mechanisms of action (indirect for H. pylori and direct for EBV) could 365 

be linked through common miRNA deregulation disrupting the same signaling pathways. 366 

 367 

Evaluation of miRNA expression in serum samples is considered a simple and non-invasive 368 

predictive tool in the diagnosis of certain cancers (11). In our study we observed that miR-369 

142a could be a potential biomarker of GML. It would be interesting to evaluate miR-142a 370 

expression prior to the development of GML. In the perspective of an animal model, the 371 

presence of serum markers will allow the detection of GML development in order to better 372 

adapt the time of sacrifice. miR-142a seems to be expressed in both lymphoid infiltrates and 373 

the tumor environment. This result is consistent with a previous study; both immune cells and 374 

epithelial cells are able to produce miRNAs (20) and this suggests an important role of tumor 375 

microenvironment in gastric lymphomagenesis. 376 

 377 

In conclusion, five miRNAs potentially involved in gastric lymphomagenesis were identified 378 

in our study. They could act synergistically and promote cell survival and lymphocyte 379 

proliferation, in particular by inhibiting lymphocyte apoptosis. Further analysis of these 380 

miRNAs in human biopsies or histological sections would validate their deregulation at the 381 

GML stage and define potential new therapeutic targets. miR-142a could also be a potential 382 

marker of GML and must now be validated in human sera samples.  383 

384 
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Figure legends 485 

Figure 1: Relative expression levels of miR-21a, miR-135b, miR-142a, miR150 and miR-486 

155 in Helicobacter pylori infected and non-infected (NI) NTx and d3Tx mice stomachs. 487 

Expression levels quantified by RT-qPCR for infected NTx (n=19) and d3Tx (n=19) mice 488 

groups (in gray) were normalized in comparison to expression levels for NI NTx (n=7) and NI 489 

d3Tx (n=7) control groups (in white), respectively. SNORD72 was used to normalize miRNA 490 

expression levels. The results were similar to those obtained with RNU6. Data are plotted as 491 

bar graphs displaying the mean ± standard deviation for each group, **p<0.01, ***p<0.001. 492 

 493 

Figure 2: Correlation between relative expression levels of miR-21a and histological 494 

scores of Helicobacter pylori infected d3Tx mice. Relative expression levels for miR-21a 495 

quantified by RT-qPCR were classified according to histological scores obtained for each 496 

infected d3Tx mouse. (A) Correlation of relative expression levels in comparison with 497 

inflammation scores (n= 8, n=11 for scores of 2 and 3/4, respectively). (B) Correlation of 498 

relative expression levels in comparison with lymphoid infiltrate scores (n= 4, 10 and 5 for 499 

scores of 1, 2 and 3, respectively). Data are plotted as bar graphs displaying the mean ± 500 

standard deviation for each group,*p<0.05. NS = non-significant; in red, significant 501 

expression levels when compared with NI d3Tx control group (n=7) (p<0.05). 502 

 503 

Figure 3: Relative expression levels of interest miRNAs in Helicobacter pylori infected 504 

and non-infected (NI) d3Tx mice sera. 505 

Expression levels in sera quantified by RT-qPCR for NI infected d3Tx mice group (n=12) 506 

were normalized in comparison to NI d3Tx (n=7) control group expression levels. miR-16a 507 

was used to normalize miRNA expression levels. Graphic representation as box plots, with 508 

the box representing 50% of values around the median (horizontal line) and the whiskers 509 

representing the minimum and maximum of all the data, ***p<0.001.  510 

 511 

Figure 4: miR-142a is expressed by lymphoid infiltrates and the tumor environment. In 512 

situ hybridization (ISH) of miR-142a. Images taken by light microscopy (Nikon Eclipse 50i) 513 

with a 20X objective, and using a camera (Nikon Digital Sight DS-Fi1). A) Example of ISH 514 

of miR-142a from a NI d3Tx mouse stomach: absence of labelling. B) Example of ISH of 515 

miR-142a from an infected d3Tx mouse stomach: miR-142a is expressed by lymphoid 516 
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infiltrates and the tumor environment. For this mouse, the gastric mucosa is clearly 517 

hyperplastic and dysplastic. The lymphoid infiltrates are visible at the basis of the slide. 518 

 519 

Figure 5: TP53INP1 expression levels in gastric mucosa associated lymphoid tissue 520 

lymphoma (GML) and potential action network of predicted targets of miRNAs 521 

overexpressed in GML mice stomachs. 522 

(A)Western-blot analysis of TP3INP1 in GML-developing, Helicobacter pylori infected d3Tx 523 

mice (n=4) compared to infected d3Tx mice showing no inflammation (inflammatory scores 524 

equal to 0) or lymphoid infiltration (lymphoid infiltration equal to 0) (n=4). Total protein 525 

normalization was performed using Sypro Ruby staining. The expression of TP53INP1 526 

decreased in GML-developing mice compared to that observed in control mice. Data are 527 

plotted as bar graphs displaying the mean ± standard deviation for each group, *p<0.05. 528 

(B) The five miRNAs overexpressed in our study (in yellow) could inhibit the expression of 529 

various targets such as TP53INP1. Activation of a signaling pathway is represented by blue 530 

arrows and inhibition by red arrows. Validated targets are in yellow and non-validated targets 531 

in gray. 532 

533 
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Table 1. Deregulated miRNAs in infected d3Tx mice compared to NI d3Tx mice. 534 

 535 

miRNA 
Fold-regulation value 

PCR Array 1 PCR Array 2 

miR-135b 4.655 15.614 

miR-142a 1.216 12.410 

miR-150 2.062 10.776 

miR-19a -1.914 8.495 

miR-153 -1.915 5.541 

miR-17 -1.531 5.483 

miR-340 -1.208 5.095 

miR-155 7.301 4.801 

miR-135a 1.276 4.695 

miR-19b -2.615 4.654 

miR-140 -1.482 4.595 

miR-190a -1.393 4.407 

let-7c-2 -1.367 3.950 

miR-101a -2.974 3.757 

miR-21a 2.415 3.735 

miR-342 1.06 3.571 

miR-376c -2.209 3.252 

miR-18a -1.213 3.171 

miR-126a -1.620 3.077 

let-7b 1.294 -3.064 

miR-323 -1.323 -3.232 

miR-125a -1.309 -3.320 

miR-615 2.212 -3.347 

miR-320 1.666 -3.454 

miR-375 -1.172 -3.490 

miR-382 -1.759 -3.565 

miR-193b -1.182 -4.116 

miR-762 -1.556 -4.502 
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miR-1224 -1.665 -5.071 

miR-494 -2.229 -5.181 

miR-802 -3.937 -5.374 

miR-217 -1.824 -17.816 

miR-216a -1.093 -41.184 

PCR array 1 was performed with a pool of miRNAs from frozen gastric biopsies from 4 536 

infected and 3 NI d3Tx mice. PCR array 2 was performed with a pool of miRNAs from 537 

paraffin-embedded gastric tissues from 2 infected and 2 NI d3Tx mice. 538 

miRNAs regulated in common between the two runs of PCR arrays are underlined in gray. 539 
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Généralités sur la cytokine APRIL  

I. Introduction 

APRIL (A proliferation inducing ligand ou TNFSF 13a) est une cytokine de la famille du TNF 

(Tumor Necrosis Factor) décrite pour la première fois en 1998. Elle est impliquée dans de multiples 

aspects de la physiologie des lymphocytes B via ses récepteurs appartenant à la famille des 

récepteurs des membres du TNF, TACI et BCMA (83) (Figure 22). APRIL peut aussi se lier aux 

Heparan Sulfate Proteo-Glycans (HSPGs) via un site différent de celui liant TACI et BCMA (158). 

APRIL présente 30% d’homologie protéique avec un autre membre de la famille du TNF, BAFF (B-

cell activating factor ou TNFSF 13b), qui peut aussi se lier à TACI et avec une affinité moindre à 

BCMA. BAFF possède également un récepteur spécifique, BAFF-R (ou BR-3). La partie N-

terminale de APRIL peut fusionner avec la partie C-terminale de TWEAK, autre membre de la 

famille du TNF, générant une protéine liée à la membrane, TWE-PRIL (327). APRIL et BAFF sont 

synthétisés sous forme de protéines transmembranaires de type II avec un domaine C-terminal 

caractéristique des membres de la famille du TNF. APRIL est produite par clivage en une protéine 

soluble par une furin-like protéase au niveau intracellulaire avant sa sécrétion. APRIL et BAFF 

peuvent former des homotrimères solubles et peuvent également s’associer en hétérotrimères 

biologiquement actifs.  

  

La forme APRIL humaine comporte environ 80% d’homologie protéique avec la forme murine, de 

plus il a été montré que la cytokine humaine se lie une affinité comparable aux récepteurs TACI et 

BCMA murins et humains (389). Ces données permettent d’envisager que la forme humaine soit 

biologiquement active chez la souris. 
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Figure 22 : APRIL et ses récepteurs. APRIL et BAFF peuvent être clivés et sécrétés 
comme facteurs solubles. APRIL peut se lier aux HSPGs, à TACI et BCMA. TACI est 
capable d’interagir avec APRIL et BAFF avec la même affinité. TACI peut interagir 
également avec les HSPGs. BAFF peut se lier avec BCMA avec une affinité moindre 
que APRIL. BAFF-R ou BR-3 est un récepteur spécifique de BAFF. 

  

APRIL est exprimée par de nombreuses cellules du système immunitaire dont les polynucléaires 

neutrophiles, monocytes, macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes T (145). L’expression de 

APRIL par les monocytes, macrophages et cellules dendritiques dépend de l’environnement 

cytokinique et de la présence de PRRs et CD40 à la surface cellulaire. APRIL est également 

exprimée par des cellules n’appartenant pas au système immunitaire, comme les cellules épithéliales, 

les ostéoclastes et des cellules tumorales (tumeurs solides, lymphomes hodgkiniens et non 

hodgkiniens, myélome multiple) (271) (155). 

APRIL est impliquée dans l’induction et le maintien des réponses B et T bien que ses fonctions 

soient moins bien caractérisées que celles de BAFF. APRIL a un rôle dans la survie et la 

prolifération des lymphocytes B (83). APRIL favorise la prolifération de lymphocytes B murins et 

humains in vitro (462) et promeut la présentation antigénique aux lymphocytes B via l’augmentation 

d’expression de molécules de co-stimulation comme CD40 et CMH II. APRIL favorise également la 
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recombinaison isotypique de classe des IgG et IgA (235). Dans un modèle de souris transgéniques 

APRIL, il a été observé une augmentation des titres d’IgM et d’IgA sériques pouvant être expliquée 

par l’augmentation de l’activité des lymphocytes B1 (322). Deux équipes ont généré des souris 

déficientes en APRIL (427) (50). Ce phénotype n’a pas induit de modification sur la prolifération et 

la réponse lymphocytaire T. Le développement lymphocytaire B semblait également normal, mais le 

titre d’IgA était diminué dans une des études. De plus en réponse à une stimulation antigénique des 

variations significatives dans le taux d’IgA et IgG ont été observées, APRIL semble donc jouer un 

rôle dans la recombinaison isotypique des classes (50). APRIL a également un rôle important pour la 

différenciation et la survie des plasmocytes (170) (25). 

L’augmentation de l’expression de APRIL dans des pathologies lymphoïdes comme la LLC, le 

lymphome du manteau, le lymphome folliculaire, le lymphome de Hodgkin mais également dans des 

tumeurs solides (cancer du sein), laisse entrevoir le rôle important de cette cytokine dans la 

promotion et la survie de cellule néoplasiques. 
 

II. APRIL et cancers  

Dès la première description de APRIL, son association à la carcinogénèse a été suspectée (145). 

Dans cette étude il a été montré que APRIL était exprimée par plusieurs lignées de cellules 

cancéreuses, dont des lignées coliques, thyroïdiennes et lymphocytaires, et que cette cytokine 

stimulait la prolifération cellulaire in vivo et in vitro. Depuis, de nombreuses études se sont 

intéressées au rôle de APRIL dans le cancer, majoritairement dans les lymphomes mais également 

dans des cancers solides. 

TACI et BCMA étant exprimés physiologiquement par les lymphocytes B, il n’est pas étonnant de 

les retrouver impliqués dans la LLC, les lymphomes du manteau, les lymphomes folliculaires ou 

encore les lymphomes B à grandes cellules (154) (370) (290) (192). L’expression de ces récepteurs 

varie parmi les patients présentant la même pathologie. Dans les lymphomes de Hodgkin, il a été 

montré que APRIL via les récepteurs TACI et BCMA entraînait une activation de la voie de NF-κB 

aboutissant à une augmentation de la survie et de la prolifération cellulaire (57). Le même 

phénomène a été observé dans la LLC, les lymphomes folliculaires et les lymphomes de Burkitt 

notamment. La concentration sérique de APRIL est augmentée dans la LLC, APRIL pourrait être un 

marqueur biologique de pronostic et/ ou de suivi de traitement de la LLC (Planelles, 2007). APRIL 

pourrait également jouer un rôle dans le myélome multiple, une ses fonctions physiologiques étant la 

survie des plasmocytes.  
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Bien que le rôle de APRIL dans les pathologies hématopoïétiques semble admis, seulement quelques 

études se sont intéressées à l’association entre APRIL et cancers solides. Rennert et al. ont observé 

qu’une inhibition de APRIL conduisait à un arrêt de prolifération de cellules cancéreuses coliques 

(340). Une augmentation de APRIL a été observée chez environ 50% de patients présentant 

différentes tumeurs solides (259). APRIL interagirait avec les HSPGs présents au niveau de ces 

tissus. Plus récemment, deux modèles murins d’étude de carcinogénèse colique exprimant la 

cytokine APRIL humaine ont été développé (218). L’expression ectopique de APRIL dans ces 

modèles augmente le nombre et la taille des lésions carcinomateuses coliques, ce qui est en faveur du 

rôle de APRIL dans le cancer colo-rectal.  

 

III. APRIL et lymphome gastrique du MALT 

Le rôle de APRIL dans le LGM a fait l’objet de très peu d’études. Planelles et al. ont observé une 

augmentation d’expression de cette cytokine dans le LGM (323). Les macrophages infiltrant tumeur 

produisent APRIL dans les LGM dépendants de H. pylori suite à la stimulation par les antigènes 

bactériens et les lymphocytes T (277) (Figure 23). Cette production est induite par H. pylori et les 

lymphocytes T spécifiques de H. pylori. Suite à l’éradication de H. pylori, il a été observé une 

diminution importante des macrophages produisant APRIL (277). 

 

 

Figure 23 : Production de APRIL par les macrophages infiltrant la tumeur. 
Coupes histologiques d’une muqueuse gastrique normale (A) et d’une muqueuse 
gastrique présentant des infiltrats lymphoïdes (B-D). Une faible quantité de APRIL est 
détectée par immunohistochimie dans la muqueuse gastrique normale au niveau de la 
lamina propria (A), alors que APRIL est présente en quantité importante en cas de 
LGM (B). Un co-marquage permet de démontrer que les cellules produisant APRIL 
expriment CD11c (D) (en plus de CD68 et CD163), phénotype des macrophages. 
D’après Munari et al. (277) 
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IV. Objectifs de notre étude 

Les données obtenues en modèle de souris d3Tx nous ont permis d’envisager un lien entre la 

dérégulation de certains membres de la famille du TNF et la lymphomagenèse gastrique. Pour 

vérifier cette hypothèse, nous avons souhaité développer un modèle alternatif de LGM, plus facile à 

mettre en place que celui basé sur la thymectomie néonatale. Notre choix s’est porté sur des souris 

C57BL6 et BALB/c exprimant APRIL humain au niveau des lymphocytes T grâce à un promoteur 

spécifique (389). Nous avons au préalable vérifié par qRT-PCR que cette cytokine était bien 

surexprimée dans les souris d3Tx au stade lymphome. Une collaboration a été établie avec l’équipe 

ayant généré ce modèle (Dr M Hahne, Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier (IGMM)-

UMR5535, Université de Montpellier). 

Nous avons en effet posé l’hypothèse que l’infection par Helicobacter dans des souris exprimant au 

niveau de leurs lymphocytes T une cytokine permettant d’aider in vivo les lymphocytes B à 

proliférer, permettrait de dépasser « le frein » observé dans les souris BALB/c non thymectomisées à 

développer un LGM. 

 

Nos objectifs étaient d’évaluer : 1-dans les 2 fonds génétiques C57BL6 et BALB/c l’inflammation et 

l’évolution histologique induites par deux espèces du genre Helicobacter (H. felis versus H. pylori) ; 

2- si APRIL favorise l’apparition de LGM chez ces souris. 

 

V. Résumés des principaux résultats 

Trois groupes égaux pour chaque modèle (WT ou Tg APRIL) ont été constitués avec H. pylori 

(souche de LGM, B47), H. felis, ou non infecté. Les souris ont été sacrifiées à 18 mois post-infection. 

Nous ne présentons ici, sous la forme d’un projet d’article, que les résultats obtenus dans la lignée 

C57BL6, les résultats en fond génétique BALB/c étant préliminaires. 

Par cytométrie, les souris WT infectées présentent une infiltration leucocytaire moins importante que 

les souris Tg APRIL, majoritairement T CD4+ pour H. pylori ou T CD8+ pour H. felis. Pour les 

souris Tg APRIL infectées, les infiltrats leucocytaires sont majoritairement B accompagnés de 

lymphocytes T, majoritairement CD4+. Les lymphocytes B expriment les marqueurs de surface de 

lymphocytes B de la zone marginale (CD5-, CD21+, IgM+). 

Ces données ont été confirmées par les analyses histologiques. Les souris WT infectées par H. felis 

présentent une inflammation gastrique plus importante que celles infectées par H. pylori. L’évolution 

histologique est particulièrement spectaculaire dans les souris Tg APRIL infectées par H. felis avec 

notamment la présence d’infiltrats lymphoïdes massifs. L’évolution histologique est moins extensive 
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pour H. pylori avec néanmoins des infiltrats B de grande taille. Les estomacs des souris non-

infectées ne présentent pas de signes d’inflammation.  

Ces résultats confirment notre hypothèse quant à l’importance de APRIL dans le fond génétique 

C57BL6, dans la genèse in vivo d’infiltrats lymphoïdes au sein d’estomacs infectés par des bactéries 

du genre Helicobacter. 

 

Ces données sont présentées sous la forme d’un projet d’article. 
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Abstract 17 

APRIL (a proliferation inducing ligand) is a TNF family member involved in the regulation of 18 

B cell immunity. In the present study, we studied the infection by Helicobacter species in 19 

transgenic (Tg) C57BL6 mice ectopically expressing the human form of APRIL. For this, 20 

wild type (WT) and APRIL Tg mice were infected or not with the two species 21 

Helicobacter felis and Helicobacter pylori. Mice were sacrificed 18-months post-infection 22 

and analyzed for inflammatory responses and histological alterations. Flow cytometry results 23 

showed that WT-infected mice exhibited less leukocyte infiltration than APRIL Tg-infected 24 

mice. In WT-infected mice, infiltrates were predominantly comprised of T cells, mainly CD4+ 25 

for H. pylori and CD8+ for H. felis. In APRIL Tg-infected mice, leukocyte infiltrates were 26 

composed of B cells with few CD4+ T cells for both species. B cells expressed B surface 27 

markers compatible with a marginal zone origin. These results were confirmed by 28 

immunohistochemistry. B cells were particularly involved in lymphoepithelial lesions, a 29 

hallmark of gastric MALT lymphoma. Monoclonality was observed in a minority of 30 

infiltrates when lymphoepithelial lesions were present. The APRIL Tg-infected mice harbored 31 

higher levels of bacterial colonization compared to the WT animals. 32 

These results confirm the importance of APRIL in vivo in the development of gastric 33 

lymphoid infiltrates induced by Helicobacter species. We believe that APRIL transgenic mice 34 

infected by Helicobacter species may represent an original animal model of gastric 35 

lymphomagenesis which is more convenient to use than previously described models. 36 

 37 

Keywords: MALT lymphoma, Helicobacter, APRIL, animal model. 38 
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Introduction 39 

Extranodal marginal zone lymphomas of the mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) 40 

type are indolent, low-grade, mature small B-cell non-Hodgkin lymphomas which occur in a 41 

number of extranodal organs including the gastrointestinal tract (19). Among these, the 42 

stomach is the most frequent site for MALT lymphoma development. Gastric MALT 43 

lymphoma (GML) in humans is directly related to infection by Helicobacter pylori, but it 44 

only appears in a small subset of infected individuals (39). H. pylori eradication leads to a 45 

complete remission in 60 to 80% of the cases (44). Chronic antigenic stimulation exerted by 46 

H. pylori on the gastric mucosa leads to the formation of dense lymphoid infiltrates 47 

containing small centrocytic B cells expressing surface markers typical of the marginal zone 48 

B cells of normal MALT. B cells are organized in lymphoid follicles, and are involved in 49 

lymphoepithelial lesions (LELs), characterized by the invasion of the epithelium of the gastric 50 

glands by proliferating B cells and epithelial cells destruction (45). Non-neoplastic T 51 

lymphocytes are associated with lymphoma cells with a predominance of CD4+ T-helper cells 52 

(12). 53 

To better understand mechanisms that promote gastric lymphomagenesis and due to the 54 

difficulty in obtaining primary xenografts from surgical specimens of GML patients, animal 55 

models were developed. Three Helicobacter species, Helicobacter felis (10) (9) (26) (25), 56 

Helicobacter heilmannii (26) (28) (13) (32) and H. pylori (42) (26) (43) (38) (6), and three 57 

rodents, C57BL6 (42) (32) and BALB/c mice (10) (9) (42) (26) (43) (28) (38) (25) and 58 

Mongolian gerbils (13), were mainly used.  59 

At 18 to 24 months post-infection (PI), H. felis-infected BALB/c mice develop histological 60 

lesions evocative of GML, composed of B cells with some infiltrating T cells (mainly CD4+) 61 

associated with LELs (10) (26). H. heilmannii induced the development of GML to various 62 

degrees (25 to 66% of infected animals) and at a later time after infection (18 to 24 months 63 

PI) in BALB/c (26) (28), C57BL6 (10) (32), or Mongolian gerbils (13). For H. pylori, the 64 

Helicobacter species mostly found in human GML, the situation is more complex. C57BL/6 65 

mice were first described as a model of high-grade GML (42), whereas BALB/c mice were 66 

described as a model of low-grade GML (26) (43) (38). Only a small percentage (<20%) of 67 

infected BALB/c mice developed lymphomas 24 months PI, rendering this model difficult to 68 

use. More recently BALB/c mice that underwent thymectomy at day 3 after birth (d3Tx) have 69 

been described as an alternative model with a much earlier onset of gastric lymphomagenesis 70 

(6). d3Tx BALB/c mice infected with H. pylori strains developed histological characteristics 71 
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of GML at 12 months PI in 60% of cases, whereas non-infected mice and infected non-72 

thymectomized mice did not (6). Neonatal thymectomy seems to be an interesting model to 73 

study the pathophysiology of GML but is very difficult to implement in practice. 74 

 75 

Previous studies have demonstrated the implication of a proliferation-inducing ligand 76 

cytokine named APRIL, in the induction and maintenance in vivo of B cell immunity and in 77 

the survival and proliferation of B cells (8). APRIL promotes antigen presentation to B cells 78 

via increasing expression of co-stimulatory molecules such as CD40 (47). In Hodgkin 79 

lymphoma APRIL activates the NF-kappa B pathway and promotes the expression of anti-80 

apoptotic proteins (BCL-2, BCL-xL and MYC) via TACI and BCMA receptors, resulting in 81 

an increased survival and cell proliferation (5). The same observation was shown in CLL, 82 

follicular lymphoma and Burkitt lymphomas. Recently, Munari et al. reported that high levels 83 

of APRIL were produced by tumor-infiltrating macrophages in a H. pylori dependent GML 84 

case, and that macrophages produced APRIL following direct stimulation with both H. pylori 85 

and H. pylori T cells (27). The number of APRIL-producing macrophages was reduced after 86 

lymphoma regression induced by H. pylori eradication. APRIL is a tumor necrosis factor 87 

(TNF) superfamily member known to be important for B cell development, maturation and 88 

survival. Interestingly, several members of the TNF superfamily such as APRIL, BAFF or 89 

TACI, a receptor for APRIL, were found to be overexpressed in H. pylori-d3Tx infected mice 90 

at the GML stage (14). 91 

To study the role of APRIL during Helicobacter infection we employed previously described 92 

APRIL Tg mice (35). APRIL acts as a secreted factor by T cells and therefore systemically in 93 

this mouse strain. We hypothesized that infection with Helicobacter (H. felis versus H. pylori) 94 

in mice ectopically expressing APRIL would override the natural "brake" observed in WT 95 

animals, and therefore allow lymphoid infiltration. The results presented in this study show 96 

that APRIL transgenic mice infected by Helicobacter species is indeed a novel animal model 97 

of gastric lymphomagenesis, which might be alternatively used to previously described 98 

models.   99 
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Materials and methods 100 

Mice 101 

Helicobacter-free C57BL6 mice were obtained from Charles River Laboratories (L’Arbresle, 102 

France). APRIL Tg C57BL6 mice were provided by Dr. Michael Hahne (Université de 103 

Montpellier, Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier (IGMM)-UMR5535) (35) and 104 

bred under specific pathogen-free conditions in level 1 facilities at the University of Bordeaux 105 

(Bordeaux, France). All experiments were performed in level 1 and level 2 animal facilities at 106 

the University of Bordeaux with the approval of institutional guidelines determined by the 107 

local ethical committee of the University of Bordeaux and in conformity with the French 108 

Ministry of Agriculture Guidelines on Animal Care and the French Committee of Genetic 109 

Engineering (approval number 50120143-A). Only female neonates were used for 110 

experiments. 111 

 112 

Helicobacter species strains and infection experiments 113 

H. pylori strain B47, a H. pylori cag pathogenicity island (PAI)-negative GML-associated 114 

strain, was used for its ability to colonize mice stomachs (24) (37) and to induce GML-lesions 115 

as previously described (6). H. felis CS1 (ATCC 49179) was used for its capacity to induce 116 

severe inflammation and GML-lesions in mouse models.  117 

H. pylori and H. felis strains were cultured under microaerobic conditions (N2, 85%; O2, 5%; 118 

CO2, 10%) at 37°C, as previously described (11). 119 

For infection inocula, H. pylori and H. felis strains were grown on selective agar plates and 120 

transferred to brucella broth medium. Six-week-old mice were fasted to facilitate bacterial 121 

colonization and then force-fed for 3 consecutive days with a dose of either 108 H. pylori or 122 

108 H. felis per mouse, as previously described (20 mice for each group) (40). 123 

At the end of the experiment, 18 months PI, half of the stomach of every mouse was fixed in 124 

formaldehyde, a small part was frozen at -80°C, and the remainder was used for flow 125 

cytometry analysis. 126 

 127 

Flow cytometry analysis of stomach samples 128 

Stomachs were cut into small fragments that were then subjected to two 20 min incubation 129 

cycles with gentle shaking at 37°C in 10 mL HBSS (Ca2+Mg2+ free) (Gibco, Life 130 

Technologies, Saint Aubin, France) + 1 mmol/L HEPES (Gibco, Life Technologies) + 131 

1 mmol/L dithioerythritol (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) + 10% fetal 132 
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bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich). Debris was removed by passage through a 70 µm 133 

Falcon Cell Strainer (BD Biosciences). After filtration, the cells were centrifuged at 1,870 x g 134 

for 5 min at 4°C, the supernatant was discarded, and the cells were washed twice in 10 mL of 135 

RPMI 1640 medium (GlutaMAX; Gibco, Life Technologies) + 8% FBS before staining. All 136 

cell suspensions were incubated with DAPI in order to assess cell viability (Invitrogen, Cergy 137 

Pontoise, France) in a volume of 10 mL PBS + 0.5% bovine serum albumin (BSA) (Gibco, 138 

Life Technologies) + 2 mmol/L EDTA (Sigma-Aldrich) for 15 min at 4°C. All labelled 139 

antibodies were purchased from PharMingen/BD Biosciences. T lymphocytes were 140 

characterized using CD45-APC (clone 30-F11), CD3e-FITC (clone 145-2C11), CD8a-PECy7 141 

(clone 53-6.7), and CD4-APC (clone RM4-5). B lymphocytes were characterized using 142 

CD21/CD35-APC (clone 7G6), CD5-FITC (clone 53-7.3), IgM-PECy7 (clone R6-60.2), and 143 

B220-PE (clone RA3-6B2). Cells were washed once and analyzed on a LSRFortessa flow 144 

cytometer (BD Biosciences) using FACS Diva software version 8.0.1 (BD Biosciences). 145 

 146 

Histological and immunohistochemistry experiments 147 

Tg and WT mice were sacrificed at 18 months PI. Half of the stomach was fixed in 148 

formaldehyde. Sections (3 µm thick) from paraffin-embedded tissues were processed for 149 

hematoxylin and eosin (H&E) staining. H&E stained sections were coded and examined 150 

blindly by a pathologist (P.D.) for the presence of lymphoid infiltrates and LELs. These 151 

features were graded on a 0 to 3-point scale, according to the following criteria (26): for 152 

lymphocytic infiltration: 0, no change; 1, single or few small aggregates of lymphocytes; 2, 153 

multiple multifocal large lymphoid aggregates or follicles; and 3, extensive multifocal 154 

lymphocytic infiltration often extending through the depth of mucosa, resulting in distortion 155 

of the epithelial surface, as previously described (6). Hyperplasia, oxyntic gland atrophy, and 156 

mucinous as well as pseudo-intestinal metaplasia were scored using a scale of 1 to 4, as 157 

previously described (40).  158 

For immunohistochemistry (IHC), sections (3 µm thick) from paraffin-embedded tissue were 159 

rehydrated, washed, and heated to 100°C for 30 min and then brought to room temperature for 160 

30 min for antigen retrieval using a buffer (pH 6 for CD45R staining; pH 9 for CD3ε and E-161 

cadherin staining). Endogenous peroxidases were inhibited with 3% hydrogen peroxide 162 

(Sigma-Aldrich) in water for 5 min, and blocking with 2.5% normal goat (for CD45R) or 163 

horse (for CD3ε and E-cadherin) serum (ImmPRESS Reagent kit peroxydase, vector 164 

laboratories, Burlingame, CA, USA) was performed for 30 min. B lymphocytes were 165 
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identified with the rat monoclonal antibody anti-CD45R (1:100, clone RA3-6B2; Santa Cruz, 166 

CA, USA), and T cells with a polyclonal goat anti-CD3ε (1:1000, clone M-20; Tebu-bio). A 167 

gastric cell-cell adhesion protein, E-cadherin, was detected by a polyclonal mouse antibody 168 

anti-E-cadherin (1:200, clone 36/E-cadherin; BD Biosciences, San Jose, CA, USA). After 1h 169 

incubation at room temperature, these primary antibodies were revealed using ImmPRESS 170 

reagent peroxydase (ImmPRESS Reagent kit peroxydase, vector laboratories), and revealed 171 

by an additional 10 min incubation with liquid diaminobenzidine Substrate-Chromogen 172 

System (Dako, Copenhagen, Denmark) at room temperature. All slides were counterstained 173 

with hematoxylin, dehydrated, and mounted with Eukitt mounting medium (Labonord; VWR 174 

International, Fontenay-sous-Bois, France).  175 

Slides were scanned using a digital slide scanner (Panoramic SCAN; 3DHISTECH Ltd, 176 

Budapest, Hungary) equipped with a Zeiss objective (Plan-Apochromat 40; numerical 177 

aperture, 0.95; Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) and a high-resolution color 178 

camera (VCC-FC60FR19CL, 4MP, CIS Corporation, Japan) available at the Experimental 179 

Histopathology Platform, US 005 UMS 3427-TBM CORE. The images were read using the 180 

Panoramic Viewer software version 1.15.4 (3DHISTECH Ltd). 181 

 182 

DNA extraction and PCR amplification of the immunoglobulin heavy chain 183 

DNA extraction and immunoglobulin heavy chain amplification were performed for all 184 

APRIL Tg mice sacrificed at 18 months PI. Genomic DNA was extracted with MagNA Pure 185 

96 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) from the murine stomach specimen stored at -186 

80°C.  187 

To detect immunoglobulin D-JH rearrangement, PCR was performed in a reaction volume of 188 

25 µL containing 5 µL of DNA extract (5 ng/µL), with a mixture of 1X PCR buffer (GoTaq; 189 

Promega, Charbonnières, France), 1 µmol/L of each primer [DSF, 5’-190 

AGGGATCCTTGTGAAGGGATCTACTACTGTG-3’, JH4, 5’-191 

AAAGACCTGCAGAGGCCATTCTTACC-3’ (Eurofins, Nantes, France), described by 192 

Kawamoto et al. (20)], 125 µmol/L of dNTPs (Promega), and 0.625 U of Go Taq G2 Hot 193 

Start polymerase (Promega). DNAs extracted from mice with B cell lymphoma were used as 194 

a positive control (a kind gift of Dr. Yves Denisot, University of Limoges, Limoges, France). 195 

PCRs started with a 95°C DNA denaturation step for 2 min, followed by 40 cycles comprising 196 

3 steps: a denaturation at 94°C for 30 sec, a primer hybridization at 58°C for 30 sec, and an 197 

elongation at 72°C for 1.5 min. Amplified DNA products were loaded onto a 1% agarose gel 198 
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containing Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics, Düren, Germany) and were 199 

also analyzed by Agilent D5000 ScreenTape System (Agilent Technologies, Santa-Clara, CA, 200 

USA) with a 2200 TapeStation instrument (Agilent Technologies) using TapeStation 201 

Controller Software (Agilent Technologies).  202 

A polyclonal profile was defined by the presence of several rearrangements on the CDR3 203 

region of the IgH gene and represented by amplicons of different sizes of comparable 204 

intensity. An oligoclonal profile was defined by the restriction of the number of PCR 205 

fragments and a monoclonal profile by one single PCR amplicon. 206 

 207 

Quantitative PCR to determine the bacterial load in gastric biopsies 208 

A quantitative PCR using Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) technology 209 

targeting DNA coding for H. pylori 23S ribosomal RNA (rRNA) previously developed in the 210 

laboratory (29) was performed. Primers described by Oleastro et al. were used to amplify the 211 

23S rRNA gene (29) and primers described by Laur et al. were used to amplify the 212 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene (22). Each target was tested in 213 

duplicate on all samples. A standard curve was prepared using serial dilutions of a DNA 214 

extract from a CFU/mL calibrated bacterial suspension of the H. pylori SS1 strain. The 215 

LightCycler® 480 SYBR® Green I Master Mix (Roche Diagnostics), compatible with the 216 

LightCycler® 480 thermocycler (Roche Diagnostics), was used according to the 217 

manufacturer’s instructions and as previously described (6). 218 

A quantitative PCR using FRET technology targeting DNA coding for H. felis flaA was 219 

developed. Primers described by Burkitt et al. were used to amplify the flaA gene (3). Each 220 

target was tested in duplicate on all samples. A standard curve was prepared using serial 221 

dilutions of a DNA extract from a CFU/mL calibrated bacterial suspension of the H. felis CS1 222 

strain. The SYBR® Premix Ex Taq™ Mix (Tli RNaseH Plus) (Takara, Saint-Germain-en-223 

Laye, France) compatible with the PCR thermocycler CFX96™ (Bio-Rad) available at the 224 

TBMCore real-time PCR platform (University of Bordeaux) was used according to the 225 

manufacturer’s instructions. The PCR started with a 95°C DNA denaturation step for 3 min, 226 

followed by 40 cycles comprising 2 steps: a 95°C denaturation step for 5 sec and a 60°C 227 

primers’ hybridization step for 30 sec. After each cycle, fluorescence was measured in order 228 

to quantify newly synthesized DNA. At the end of the procedure, a melting curve was 229 

generated by a slow elevation in the temperature from 65 to 95°C and the continuous 230 

measurement of fluorescence. The generation of this melting curve permitted the verification 231 
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of one specific peak at the expected melting temperature for each product, which showed the 232 

PCR specificity. The final results were expressed as a ratio of bacteria/murine cells.  233 

DNA extracted from the m-ICcl2 murine epithelial cell line available in the laboratory was 234 

used to express results as a ratio of bacteria/murine cells. The method’s detection limit was 235 

around 0.001 bacteria/murine cell for H. pylori and 0.002 bacteria/murine cell for H. felis. 236 

 237 

Statistical analysis 238 

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., La 239 

Jolla, CA, USA). Means were compared by the non-parametric Mann-Whitney test. 240 

Differences were considered significant when p was inferior to 0.05 (*p<0.05).241 
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Results 242 

Macroscopic appearance of mice stomachs 243 

The external appearance of the stomachs of non-infected and infected mice did not differ 18 244 

months PI (Figure 1A, B and C). The thickness of the stomach was, however, larger in 245 

infected APRIL Tg mice, particularly in those infected by H. felis, compared to non-infected 246 

APRIL Tg mice (Figure 1A and C). All the 10 H. felis APRIL Tg mice and 9 of the 14 247 

H. pylori-infected APRIL Tg mice (64.3%) had a thicker and more rigid stomach. The gastric 248 

mucosa of non-infected mice (WT and APRIL Tg) showed less visible changes (6/13 H. felis 249 

APRIL Tg mice (46.2%) and 2/16 H. pylori-infected APRIL Tg mice (12.5%)). However, 250 

some infected APRIL Tg mice presented small (in H. pylori APRIL Tg mice) to numerous (in 251 

H. felis APRIL Tg mice) round nodules in the corpus (Figure 1B and C). These nodular 252 

aspects were compatible with the infiltration of the gastric mucosa by lymphoid follicles as 253 

described by others (25). 254 

 255 

Characterization of leukocyte infiltration located in the gastric mucosa of WT and 256 

APRIL Tg mice 18 months after infection determined by flow cytometry 257 

To provide quantitative information on the relative frequency of leukocyte subsets and to 258 

investigate surface markers that cannot be studied by IHC because of the lack of 259 

commercialized and/or validated antibodies for paraffin-embedded biopsy specimens from 260 

mice, flow cytometric analysis was systematically performed on non-infected and infected 261 

WT and APRIL Tg mice stomachs 18 months PI. 262 

Non-infected WT and APRIL Tg mice did not develop leukocyte infiltration (0.7% + 0.3 and 263 

0.6% + 0.4, respectively) (Figure 1D). Infected WT (2.5% + 1.4 for H. pylori-infected mice 264 

and 8.8% + 6.3 for H. felis-infected mice) and APRIL Tg mice (19.1% + 13.0 for H. pylori-265 

infected mice and 28.6% + 5.8 for H. felis-infected mice) developed significant leukocyte 266 

infiltration compared to their respective non-infected group. This infiltration was significantly 267 

higher in H. felis-infected mice compared to H. pylori-infected mice for WT and Tg mice 268 

(Figure 1D). 269 

For H. pylori- and H. felis-infected WT mice, most lymphocytes were T cells (CD3+) (71.5% 270 

+ 9.8% and 68.7% + 16.8, respectively), unlike APRIL Tg mice where a predominant B 271 

infiltration (B220+) was observed (64.6% + 19.9 for H. pylori-infected mice and 78.7% + 4.8 272 

for H. felis-infected mice) (Figure 1E). In infected APRIL Tg mice, B lymphocytes were 273 
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mostly CD5-, CD21+, and IgM+, a typical phenotype of marginal zone B cells (69.8% + 16.0 274 

for H. pylori-infected mice and 71.0% + 3.6 for H. felis-infected mice). In H. pylori-infected 275 

WT and APRIL Tg mice, CD4+ T cells predominated over CD8+ T cells (CD4/CD8 ratio: 2.2 276 

+ 1.2 and 2.0 + 0.8, respectively). Surprisingly, H. felis-infected WT mice exhibited a clear 277 

CD8+ T cell infiltration (CD4/CD8 ratio: 0.6 + 0.2) in opposition to their APRIL Tg-H. felis-278 

infected mice counterparts where a clear switch towards CD4+ T cells was found (CD4/CD8 279 

ratio: 2.8 + 1.3) (Figure 1F). 280 

In conclusion, APRIL promotes B cell infiltration with a marginal zone phenotype in 281 

H. pylori- and H. felis-infected mice as well as the recruitment of T helper lymphocytes 282 

(CD4+) in H. felis-infected mice. 283 

 284 

Histological and inflammatory aspects during H. pylori and H. felis infection in WT and 285 

APRIL Tg C57BL6 mice 18 months after infection 286 

Non-infected WT and APRIL Tg mice did not develop signs of gastric inflammation or any 287 

other pathological alterations 18 months PI (Figures 2, 3A and 3B). At 18 months PI, a 288 

moderate leukocyte infiltration (median scores <2) and a few scattered small lymphoid 289 

infiltrates were observed in stomachs of H. pylori-infected WT mice. No significant epithelial 290 

lesions and LELs were observed in this group. These histological aspects were compatible 291 

with a gastritis stage. H. felis-infected WT mice showed more inflammation and lymphoid 292 

infiltrates than H. pylori-infected WT mice. Leukocyte infiltration present at the base of the 293 

mucosa was composed of polymorphonuclears with some B lymphocytes and T lymphocytes. 294 

T lymphocytes were observed within the gastric mucosa, alongside glands (Figures 3C, 3E 295 

and 4A), an aspect compatible with a lymphocytic gastritis. 296 

At 18 months PI, H. pylori- and H. felis-infected APRIL Tg mice showed more inflammation 297 

and lymphoid infiltrates than their respective infected WT mice counterparts (Figure 3D, 3F). 298 

Extensive multifocal lymphocytic infiltrations deforming the gastric mucosa were observed in 299 

H. pylori- and H. felis-infected mice (Figure 3D, 3F). They were composed of a majority of B 300 

lymphocytes surrounded or including areas with T cells (Figure 4 B and 4D). The presence of 301 

LELs was investigated by using H&E and E-cadherin IHC staining (Figure 4B and 4D). 302 

Overall, LELs were found in 5/12 (41.7%) H. pylori-infected APRIL Tg mice and 7/10 (70%) 303 

H. felis-infected APRIL Tg mice, while no LELs were detected in WT mice. 304 

 305 
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Concerning epithelial disturbances, H. felis induced significant oxyntic gland atrophy 306 

associated with hyperplasia, mucinous metaplasia, pseudo-intestinal metaplasia and dysplasia 307 

in both the WT or APRIL Tg mice (Figure 3), a set of alterations compatible with established 308 

gastritis and the preneoplastic stage. H. pylori-infected WT mice showed no significant 309 

epithelial disturbances, however there was a clear effect of the APRIL Tg background on 310 

oxyntic gland atrophy associated with hyperplasia, mucinous metaplasia, pseudo-intestinal 311 

metaplasia and dysplasia scores, although less spectacular than for the H. felis-infected 312 

APRIL Tg mice (Figure 2). 313 

In conclusion, we confirmed by histological and immunohistochemistry experiments that 314 

Helicobacter infection promotes B cell proliferation and lymphoid infiltrate formation in 315 

APRIL Tg mice only. H. felis was more aggressive on the gastric mucosa as we found these 316 

lymphoid infiltrates often associated with preneoplastic lesions. Presence of LELs in the 317 

majority of the infected Tg mice supports the hypothesis that APRIL may promote B 318 

lymphoma development. 319 

 320 

Evaluation of B lymphocyte clonality 321 

Amplification of the CDR3 region of the IgH gene was used to study the level of clonality of 322 

infiltrating B cells in the stomachs of all APRIL Tg mice at 18 months PI. No amplification or 323 

polyclonal profile was observed in non-infected APRIL Tg mice (n=9). A polyclonal profile 324 

was found in 100% (14/14) of the H. pylori-infected APRIL Tg mice and 70% (7/10) of the 325 

H. felis-infected APRIL Tg mice. Ten percent (1/10) of H. felis-infected APRIL Tg mice 326 

showed an oligoclonal profile and 20% (2/10) had a monoclonal profile with a single band 327 

observed. LELs were present in the 3 mice with monoclonal or oligoclonal profiles. Thus 328 

H. felis appeared more efficient to induce GML-like lesions. 329 

 330 

Estimation of the bacterial load in gastric biopsies from infected mice 331 

The comparison of bacteria-to-cell ratios between H. pylori- and H. felis-infected WT and 332 

APRIL Tg mice is shown in Figure 5. WT and APRIL Tg mice were infected at 6 weeks of 333 

age with the same bacterial inoculum of H. pylori or H. felis per mouse for 3 consecutive 334 

days. At 18 months PI bacteria/cell ratios were more than 100 times lower in H. pylori-335 

infected WT mice (with 11 mice negative among the 16 mice analyzed) than in APRIL Tg 336 

mice (average bacteria/cell = 0.08635 (n=14, with H. pylori detected in all)) (p < 0.05) 337 

(Figure 5A). 338 
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To verify these results, DNAs were extracted from 5 mice sacrificed at 12 months PI in order 339 

to check the kinetics of the disease for both Helicobacter species in this new animal model. 340 

Again bacteria/cell ratios were 10 times lower in H. pylori-infected WT mice (with 2 mice 341 

negative among the 5 mice analyzed) than in APRIL Tg mice (average bacteria/cell = 342 

0.00258, with H. pylori detected in 4 of the 5 mice) (p < 0.05)) (Figure 5A). H. pylori 343 

colonization was also higher at 18 months PI versus 12 months PI in APRIL Tg mice (p < 344 

0.05). 345 

This phenomenon was even more marked in H. felis-infected mice (Figure 5B): at 12 months 346 

PI, bacteria/cell ratios were 100 times lower in infected WT mice (with 4 mice negative 347 

among the 5 analyzed) than in APRIL Tg mice (average bacteria/cell = 0.13644, with H. felis 348 

detected in 4 of the 5 mice) (p < 0.05)). At 18 months PI, bacteria/cell ratios were 1,000 times 349 

lower in infected WT mice (with 7 mice negative among the 13 analyzed) than in APRIL Tg 350 

mice (average bacteria/cell = 0.40870, with H. felis detected in all mice (n=10)) (p < 0.05). 351 

In conclusion, for most of the WT infected animals the bacterial inoculum was eliminated or 352 

under the detection limit. Altogether, these results highlight the influence of the inflammatory 353 

response on bacterial persistence in Helicobacter-infected APRIL Tg mice.   354 
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Discussion 355 

From the first time APRIL was described, its association with carcinogenesis was suspected 356 

(16). Overexpression of APRIL was detected in numerous B cell lymphomas including 357 

lymphocytic leukemia (CLL), diffuse large B-cell lymphoma, mantle cell lymphoma and 358 

Hodgkin lymphoma (31). High levels of APRIL were also observed in H. pylori dependent 359 

GML (27), in which it was produced by tumor-infiltrating macrophages upon direct 360 

stimulation with both H. pylori and H. pylori T cells (27). A model of APRIL transgenic mice 361 

specifically expressing human APRIL in T cells was previously described (35) but never after 362 

infection by Helicobacter species. In the present study, we showed that Helicobacter species 363 

infection promotes the development of some typical histological lesions (namely, massive B 364 

lymphoid infiltrates associated with LELs), considered as a characteristic of a lymphoma 365 

stage, in gastric mucosa of APRIL Tg C57BL6 mice. WT C57BL6 mice did not develop these 366 

lesions. These results confirm our hypothesis on the importance of the deregulation of APRIL 367 

in the development of gastric lymphoid infiltrates induced by Helicobacter species.  368 

 369 

Our first observation was the resistance of WT C57BL6 mice to develop GML-like lesions 370 

even 18 months PI by H. pylori or H. felis. Previous studies have indeed described that these 371 

mice developed high-grade GML after H. pylori infection (42) (43). Others found that H. felis 372 

induced GML-like lesions in BALB/c mice at 22 months PI (10) (26) or even gastric 373 

adenocarcinoma in C57BL6 mice (4). All of these descriptions should be considered with 374 

caution, as the criteria used to define GML or even gastric adenocarcinoma are sometimes 375 

lacking, e.g. only histological analyses were performed without precise characterization of 376 

infiltrating lymphoid cells (42). That is the reason why, as in our previous study, we took care 377 

to show not only big lymphoid infiltrates made of B cells, but also LELs and immunological 378 

surface markers for B cells of marginal zone origin such as those found in human GML. 379 

It should also be kept in mind that the H. pylori strain used in our study differs from those 380 

used by other groups, namely H. pylori strains 119/95, G50 or SS1 (42) (43) used to infect 381 

C57BL6 mice. Interestingly, in these studies the appearance of GML-like lesions was 382 

dependent on the strain: only H. pylori strains 119p and G50 were able to induce lymphoma-383 

like lesions, while H. pylori strain SS1 was not. H. pylori strain B47 used in our study was 384 

tested for the first time in the C57BL6 genetic background. It was originally isolated from a 385 

GML patient, and is known for its ability to efficiently colonize BALB/c mice stomachs and 386 

to induce GML-like lesions in neonatal thymectomized mice as described previously (6). The 387 
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fact that H. pylori strain B47 is cagPAI negative suggests that this important virulence marker 388 

is not required for MALT pathogenesis, as already suggested (36) (24) (6); hence GML 389 

appearance is possibly related to unknown stimulating bacterial antigens in a host with a 390 

favorable inflammatory response such as those found in APRIL Tg C57BL6 mice. Finally, 391 

the resistance of WT mice to develop GML lesions after H. pylori infection could be 392 

explained by an earlier sacrifice point. However, we are not allowed to keep mice alive 393 

beyond 18 months PI.  394 

As expected, more inflammation and gastric lesions were observed with H. felis compared to 395 

H. pylori in WT C57BL6 mice (33). Indeed H. felis is described as a more potent pro-396 

inflammatory species than H. pylori in mice (26). This is no doubt related to the incidence and 397 

severity of GML-like lesions which varied between H. pylori- and H. felis-infected APRIL Tg 398 

mice. Indeed, more extensive and severe lesions were found with H. felis compared to 399 

H. pylori. In particular, H. felis induced preneoplastic lesions such as dysplasia even in WT 400 

infected animals, whereas H. pylori induced lesions in infected APRIL Tg mice only.  401 

 402 

Surprisingly, we found that for both Helicobacter species, the level of colonization was lower 403 

in WT than in APRIL Tg animals. This was especially spectacular for H. pylori. As both 404 

groups of mice were infected the same day and with the same bacterial suspension, we can 405 

exclude a problem of oral gavage for the WT group. Our hypothesis is that the inflammatory 406 

response induced in WT C57BL6 mice, and especially the induction of Th1 response, may 407 

play an important role in bacterial clearance or reduction of colonization levels. It has been 408 

shown that Th1 cytokines, in particular IFN are essential for Helicobacter clearance in vivo 409 

(34). An inflammatory balance (Th2 or Treg) may be present in infected APRIL Tg animals 410 

which allows bacterial colonization, even if these mice harbored the highest inflammatory 411 

scores. These results are indeed very surprising, as we showed a decrease in the level of 412 

colonization with these scores in d3Tx infected animals (22). Nevertheless, for both species 413 

the levels of colonization were low or sometimes undetectable in APRIL Tg-infected animals, 414 

suggesting that GML appearance is dependent on a minimal level of bacterial antigens. This 415 

is no doubt related to the difficulty to diagnose H. pylori infection at the GML stage. The 416 

antigen-dependence of GML appearance in the APRIL Tg model should be tested after 417 

antibiotic eradication of Helicobacter as already done by others (9) (25). 418 

As in the C57BL6 background, the immune response is predominantly Th1-skewed following 419 

H. felis and H. pylori infection (23) (41). It is therefore also of major interest to compare the 420 
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inflammatory responses induced by both species in WT and Tg animals in order to understand 421 

the inflammatory driving forces in this new animal model and also to compare their pro-422 

lymphomagenesis properties. Some authors have indeed suggested that IFN is a key 423 

mediator for the initiation of lymphoid follicle appearance (30) (46). 424 

 425 

The second main point of our study is the confirmation of the importance of APRIL in the 426 

development of gastric lymphoid infiltrates and GML-like lesions after H. pylori or H. felis 427 

infection. Flow cytometry and histological analyses showed the presence of lymphoid 428 

infiltrates with a predominance of B cells with the phenotype expected for marginal zone B 429 

cell lymphoma (CD5-, CD21+, IgM+) (12). As previously described, there was an emergence 430 

of lymphoid infiltrates associated with LELs, which constitutes a characteristic criterion. Our 431 

in-depth histological analysis also revealed that H. pylori- and H. felis-infected APRIL Tg 432 

mice developed mucosal atrophy, metaplasia, and dysplasia, lesions that are frequently 433 

observed at the time of GML diagnosis in humans (17) (21). These lesions were not present in 434 

H. pylori-infected WT mice. Unfortunately, oligoclonality or monoclonality of the lymphoid 435 

infiltrates has been observed in only 30% of H. felis-infected APRIL Tg mice and in none of 436 

H. pylori-infected mice. Despite this characteristic not being a prerequisite for the diagnosis 437 

of GML (1), monoclonal B cell populations are detected in approximately 80 to 90% of 438 

human GML cases (2) (18). This absence of clonality could be explained by a lack of 439 

sensitivity of our detection method (DNA extraction being performed on the entire stomachs 440 

and not just on the lymphoid infiltrates) or a low abundance of the clonal population among 441 

the entire lymphocyte infiltrates. The sacrifices may also have been performed too early. 442 

However, regarding the severity of the gastric lesions and the extensive lymphoid infiltrates in 443 

APRIL Tg infected mice, it would have been difficult to keep the mice alive for a longer 444 

period of time. Another explanation could be a rapid B cell proliferation induced by APRIL 445 

without clonal selection.  446 

We also identified indicators related to infiltrating T cells that are similar to those described in 447 

human GML, especially the predominance of CD4+ over CD8+ T lymphocytes (15) (7). The 448 

predominance of the former subset is compatible with helper T cell-dependent B cell 449 

proliferation occurring early in low-grade GML, whereas the low number of CD8+ T cells is 450 

consistent with the impaired cytotoxicity of tumor-infiltrating T cells described in humans (7), 451 

both features contributing to lymphoma development. It is interesting to note the switch of T 452 

response between H. felis-infected WT and APRIL Tg mice, confirming the importance of 453 
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CD4+ T cells to promote marginal zone B cell proliferation. The effect of APRIL on T cells 454 

subsets during infection is novel and represents a new research axis to develop. Interestingly, 455 

these T cells were mainly found among the lymphoid infiltrates in GML-developing mice 456 

whereas they were scattered into the gastric mucosa in infected WT animals. This may be 457 

explained by the proinflammatory response that recruits T cells which in turn help B cells to 458 

proliferate in GML APRIL Tg mice or participate in epithelial disturbances in WT animals. 459 

 460 

Another major objective of our study was to compare the ability of H. pylori versus H. felis to 461 

induce GML-like lesions. H. pylori and H. felis were both able to induce lymphoid infiltrates, 462 

with a predominance of B cells displaying the phenotype expected for marginal zone B cell 463 

lymphoma in APRIL Tg mice, but more LELs were observed after H. felis infection 464 

compared to H. pylori infection. Moreover, monoclonality or oligoclonality of B infiltrates 465 

was detected only in H. felis-infected APRIL Tg mice. H. felis appeared prima facie more 466 

efficient to induce GML-like lesions promptly. Despite the finding that H. pylori seemingly 467 

induced GML-like lesions later than H. felis, preneoplasic lesions such as dysplasia were less 468 

present. Therefore, histological response after infection with H. pylori seems to be closer to 469 

that observed in humans. 470 

 471 

In conclusion, our model is original and confirms the implication of APRIL in GML 472 

development, consequently it will be easier to use and be more productive than all of the 473 

previous models. Perspectives arising from the present study are multiple, in particular, the 474 

understanding of inflammatory and molecular mechanisms involved in gastric 475 

lymphomagenesis. APRIL Tg mice also represent an interesting model to test different 476 

H. pylori knock-out strains for certain virulence factors associated with this disease.  477 
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Figure legends 660 

Figure 1: Macroscopic appearance of APRIL Tg mice and characterization of leukocyte 661 

infiltration in the gastric mucosa of WT and APRIL Tg mice 18 months after infection 662 

determined by flow cytometry.  663 

Macroscopic findings in the mice stomachs 18 months post-infection (external appearance 664 

and gastric mucosa aspect): (A) Non-infected APRIL Tg mice which did not show 665 

abnormalities such as non-infected WT mice, (B) H. pylori-infected APRIL Tg mice, (C) 666 

H. felis-infected APRIL Tg mice. Several small round protrusive lesions formed in the fundic 667 

area (indicated by black arrows) of infected mice, especially in mice infected by H. felis.  668 

Characterization of the leukocyte infiltration: (D) Viable leukocytes (CD45+/DAPI-) in the 669 

gastric mucosa of the non-infected (n=5 in each group), H. pylori (n=15 and n=13 in WT and 670 

Tg group) and H. felis (n=12 and n=10 in WT and Tg group) WT and APRIL Tg mice were 671 

evaluated as percentages of the total number of cells that were analyzed by the cytometer. (E): 672 

Percentage of infiltrating T lymphocytes (CD3+) and B lymphocytes (B220+ cells) in the 673 

H. pylori- (n=9 and n=13 in WT and Tg group) and H. felis- (n=12 and n=10 in WT and Tg 674 

group) infected WT and APRIL Tg mice among CD45+ cells. (F): Percentages of infiltrating 675 

T helper lymphocytes (CD4+) and T cytotoxic lymphocytes (CD8+) in the H. pylori- (n=4 and 676 

n=13 in WT and Tg group) and H. felis- (n=12 and n=10 in WT and Tg group) infected WT 677 

and APRIL Tg mice among CD3+ cells. Data were obtained with a LSRFortessa flow 678 

cytometer using FACS Diva software. WT: wild-type, Hp: H. pylori, Hf: H. felis. Graphic 679 

representations are box plots, with the box representing 50% of values around the median 680 

(horizontal line) and the whiskers representing the minimum and maximum of all the data. # p 681 

< 0.05 versus respective NI controls, *p<0.05.  682 

 683 

Figure 2: Scores of gastric histopathological lesions in non-infected and infected WT and 684 

APRIL Tg mice 18 months post infection. Inflammation (A), lymphoid infiltration (B), 685 

oxyntic gland atrophy (C), dysplasia (D), hyperplasia (E), mucinous metaplasia (F), and 686 

intestinal metaplasia (G). For the indicated lesions, scores range from 0 to 4, except for the 687 

lymphoid infiltration (scores 0 to 3) (Materials and Methods). Data are plotted as bar graphs 688 

displaying the average/mean ± standard deviation for each group,  689 

Non-infected (NI) wild-type (WT) (n = 9) and APRIL Tg (n = 9) mice, H. pylori (Hp) 690 

infected WT (n = 11) and APRIL Tg (n = 14) mice, H. felis infected WT (n = 8) and APRIL 691 
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Tg (n = 10) mice. For each group, the bar represents the arithmetic mean of scores. # p < 0.05 692 

versus respective NI controls, *p<0.05. NS = non-significant 693 

 694 

Figure 3: Histological and inflammatory aspects during H. pylori and H. felis infection in 695 

WT and APRIL Tg C57BL6 mice 18 months post infection. Sections (3 µm thick) from 696 

paraffin-embedded tissues were processed for H&E staining.  697 

Representative histopathological features of non-infected (NI) WT (A) and APRIL Tg (B) 698 

C57BL6 stomachs. The gastric mucosa has a normal aspect with no sign of inflammation or 699 

epithelial disorders. (C): Representative histopathological features of H. pylori (Hp)-infected 700 

WT mice. Few inflammatory infiltrates are observed. (D): Representative histopathological 701 

features of H. pylori-infected APRIL Tg mice. Lymphoid infiltrates are observed. (E): 702 

Representative histopathological features of H. felis (Hf)-infected WT mice. Inflammatory 703 

infiltrates composed of lymphocytes and polymorphonuclears are observed (F). 704 

Representative histopathological features of H. felis-infected APRIL Tg mice. Extensive 705 

multifocal lymphocytic infiltrations are observed. Scale bars: 1,000 µm, 200 µm (inset). 706 

 707 

Figure 4: Analysis by immunohistochemistry of the lymphoid infiltrates found in WT 708 

and APRIL Tg infected mice 18 months post infection  709 

Consecutive cuts of the same gastric biopsy specimen are showed. (A) Inflammatory 710 

infiltrate, composed mainly of polymorphonuclears accompanied with few B and T 711 

lymphocytes, found at the base of the mucosa of a H. pylori (Hp)-infected WT mouse. (B) In 712 

a H. pylori-infected APRIL Tg mouse, a representative infiltrate comprised of B lymphocytes 713 

with some infiltrating T cells. The B cells are involved in LELs. A higher magnification of the 714 

E-cadherin staining is shown. 715 

(C) In a H. felis (Hf)-infected WT mice, representative lymphoid follicle comprised of B cells 716 

with numerous T cells either in enriched areas of the follicle or present throughout the gastric 717 

glands, and T lymphocytes found at the base of the mucosa of a H. pylori-infected WT 718 

mouse. (D) In a H. felis-infected APRIL Tg mouse, representative infiltrate comprised of B 719 

lymphocytes with some infiltrating T cells. This infiltrate extends through the entire mucosa 720 

level resulting in distortion of the epithelial surface. The B cells are involved in LELs. A 721 

higher magnification of the E-cadherin staining is shown. 722 

Scale bars: 250 µm for CD45R and CD3ε stainings, 50 µm for E-cadherin staining. 723 

 724 
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Figure 5: Quantification of the bacterial load in gastric biopsies from infected mice. 725 

Results were obtained by quantitative PCR as described in Material and methods. (A) 726 

H. pylori/murine cell ratio in WT and APRIL Tg mice infected by H. pylori at 12 months 727 

post-infection (n=5 and n=4, respectively) versus 18 months post-infection (n=16 and n=14, 728 

respectively). (B) H. felis/murine cell ratio in WT and APRIL Tg mice infected by H. felis 12 729 

months post-infection (n=5 and n=4 respectively) versus 18 months post-infection (n=13 and 730 

n=10 respectively). Data are presented as bar graphs displaying the mean ± standard deviation 731 

for each group, *p < 0.05. NS = non-significant. The number of positive mice in each group is 732 

indicated under each bar.  733 
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Le lymphome gastrique du MALT émane d’une stimulation antigénique chronique exercée au sein 

de la muqueuse gastrique par H. pylori. La bactérie doit dans un premier temps être capable de 

persister et de coloniser la muqueuse gastrique. La production de facteurs de virulence tels que 

l’uréase va permettre la survie en milieu acide et la multiplication de H. pylori dans l’estomac (357) 

(391). Les flagelles de H. pylori et sa forme spiralée lui permettent par ailleurs de pénétrer dans le 

mucus jusqu’à atteindre les couches muqueuses profondes et les cellules épithéliales. H. pylori va 

également exprimer de nombreuses adhésines dont BabA et SabA indispensables à une bonne 

colonisation et à la persistance de l’infection. Contrairement à ce qui est observé dans les ulcères et 

l’adénocarcinome gastrique, les facteurs de virulence de H. pylori semblent jouer un rôle minime 

dans la physiopathologie du LGM (225). 

 

Outre la production de facteurs de virulence favorisant la persistance bactérienne, la réponse 

inflammatoire de l’hôte va jouer un rôle important dans la chronicité de l’infection à H. pylori. Elle 

comprend une réponse immune innée et adaptative conduisant au recrutement au niveau de l’estomac 

de cellules pro-inflammatoires telles que cellules dendritiques, macrophages, polynucléaires 

neutrophiles, mastocytes, cellules NK, lymphocytes B et T (343). La réponse de l’hôte est d’abord 

médiée par l’interaction avec les cellules épithéliales gastriques qui sont les premières cellules jouant 

un rôle dans l’immunité innée. Nous avons mis en évidence au stade LGM la surexpression de 

nombreuses chimiokines de type CCL (CCL (1,2,3,4,5,11,12,17,19,20)) et CXCL (CXCL 

(1,5,9,10,11,12,13,16)) impliquées dans le recrutement des leucocytes et notamment des 

lymphocytes T expliquant ainsi leur afflux au niveau du site de lymphomagenèse. Ces résultats 

confirment des résultats précédents ayant montré une augmentation de CXCL13 et de son récepteur 

CXCR5 dans le LGM (251). Pendant l’infection à H. pylori, CXCL13 favorise le recrutement et la 

transformation des lymphocytes B, induit la production de cytokines pro-inflammatoires et participe 

à la formation des follicules lymphoïdes (453). Nos résultats ont permis d’identifier de nouvelles 

chimiokines surexprimées au stade lymphome et pouvant être impliquées dans le développement du 

LGM. Cette surexpression devra être confirmée au niveau gastrique chez l’homme. Une 

collaboration a été mise en place avec des spécialistes français de la pathologie dans cette optique. 

 

Dans le LGM, la réponse immunitaire locale induit un recrutement et une polarisation des 

lymphocytes T. Il a été montré précédemment que l'orientation du système immunitaire initialement 

de type Th1 évoluait vers le type Th2 avec la sécrétion d’IL-4 et d’autres cytokines de type Th2 lors 

de la lymphomagenèse. Une population hétérogène de lymphocytes T helper est présente avec la 

sécrétion de cytokines de type Th1 et Th2 (74). Nous confirmons ces résultats dans notre modèle 
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animal de LGM basé sur la thymectomie néonatale. En effet, la réponse inflammatoire chez ces 

souris, au stade LGM, était localement équilibrée avec une augmentation de l’expression de 

chimiokines permettant de polariser la réponse inflammatoire Th1 (CCL(3,5,19)), Th2 (CCL2, 

CD30, lymphotoxine β) mais également Th17 (BAFF) et des cytokines qui en découlent (IFNγ, IL-

12 et IL-2 pour la réponse Th1 ; IL-4, IL-13 et IL-6 pour Th2 et IL-17, IL-21 pour Th17).  

Nous souhaitons à présent étudier la réponse inflammatoire en modèle transgénique APRIL. Elle 

pourra être réalisée au niveau gastrique selon les mêmes protocoles que ceux utilisés dans le modèle 

de souris thymectomisées mais de manière plus ciblée en nous focalisant sur les cytokines signatures 

des réponses Th1 (INFγ), Th2 (IL-4), Th17 (IL-17, IL-21) et T régulatrice (IL-10, TGF).  

 

La réponse inflammatoire induite dans le modèle de souris C57BL6 transgéniques est d’autant plus 

importante à définir puisque le développement de lésion type LGM semble dépendre du fond 

génétique de l’hôte. En effet, nous avons également développé un modèle de souris transgéniques 

APRIL en fond génétique BALB/c infectées de la même manière que les C57BL6 par H. pylori ou 

H. felis et qui, contrairement aux C57BL6, ne semblent pas développer de lésions caractéristiques de 

LGM 18 mois post-infection selon les résultats préliminaires obtenus par cytométrie en flux et 

histologie (coloration H&E). Une caractérisation exacte des infiltrats observés au sein de la 

muqueuse gastrique de ces souris par IHC est en cours. Ces différences pourraient être expliquées 

par une réponse immunitaire majoritairement de type Th1 en fond génétique C57BL6 et de type Th2 

en fond BALB/c. La comparaison des réponses inflammatoires induite par les espèces du genre 

Helicobacter dans ces 2 modèles de souris transgéniques devrait être informative.  

 

Parmi les lymphocytes T CD4+ infiltrant la tumeur, les lymphocytes Tregs semblent avoir un rôle 

dans la physiopathologie du LGM. Une augmentation de l’expression de CXCL13 a été observée 

dans notre modèle animal au stade LGM compatible avec un recrutement des LTregs (63). 

L’infection par H. pylori stimule en effet la réponse Treg (337) et il a été montré que les LTregs 

étaient indispensables à la lymphomagenèse (72). Un enrichissement relatif en LTregs par rapport 

aux LT totaux a été observé au niveau des organes de réserve (rate) post-thymectomie contrairement 

à ce qui avait été décrit précédemment (127). Au niveau du site de lymphomagenèse, la présence 

d’infiltrats T comportant des LTregs au sein des infiltrats lymphoïdes a été observée. Ces infiltrats en 

LTregs étaient corrélés aux scores inflammatoires mais inversement corrélés à l’inoculum bactérien 

évalué par qPCR. Ces LTregs pourraient participer à la préservation d’un inoculum bactérien 

minimal en modérant la réponse inflammatoire pour permettre une stimulation antigénique chronique 
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nécessaire au maintien d’une prolifération lymphoïde antigène-dépendante (213) (336). Les Tregs 

pourraient par ailleurs favoriser la prolifération lymphocytaire B comme suggéré par certains (72). 

Notre étude est un travail descriptif sur le rôle potentiel des lymphocytes LTregs dans le 

développement du LGM dans le modèle de souris thymectomisées. Pour caractériser plus 

précisément leur implication dans la lymphomagenèse gastrique, il faudrait par exemple isoler les 

LTregs des souris d3Tx afin d’en tester leur fonctionnalité régulatrice, ou encore les en dépléter avec 

un anticorps anti-CD25 puis les infecter. Ceci n’a pu être réalisé en pratique dans le temps imparti à 

ce travail de thèse mais pourrait être envisagé dans le nouveau modèle de souris C57BL6 

transgéniques développé. 

 

Dans le LGM, la réponse immunitaire locale induit donc un recrutement de lymphocytes T 

principalement CD4+ au sein de la muqueuse gastrique qui vont polariser la réponse inflammatoire et 

entraîner une prolifération lymphocytaire B sans parvenir à la contrôler. Une surexpression de 

nombreux facteurs impliqués dans la prolifération et la survie lymphocytaire B (CCL1, CD40 et 

CD40L, BAFF, CD27, GITR, TRANCE) a été observée au stade lymphome dans notre étude 

expliquant le recrutement et la prolifération des lymphocytes B au sein de la muqueuse gastrique. 

Dans les LGM, les lymphocytes s’organisent en un tissu de type MALT normalement absent de la 

muqueuse gastrique. La surexpression de facteurs permettant la formation de follicules lymphoïdes 

(lymphotoxines α et β, CXCL13, CCL(19,20), CD40, CD40L) expliquant l’organisation des 

lymphocytes en ilots lymphoïdes de type MALT a été observée. Parmi ces facteurs surexprimés, 

nous souhaitons étudier plus particulièrement en collaboration avec une équipe allemande (Prof M 

Gerhard, Université de Munich) le rôle des lymphotoxines, notamment la lymphotoxine β et les 

voies de signalisation afférentes (voie non canonique d’activation du NFB en particulier) (257), 

dans la genèse et la structuration d’infiltrats lymphoïdes, via l’utilisation d’un anticorps ciblant le 

récepteur de la lymphotoxine β (LTβR-Ig) dans notre modèle animal de souris C57BL6 

transgéniques. 

 

Parmi ces facteurs surexprimés au stade lymphome, de nombreux membres de la famille du TNF ont 

été identifiés suggérant un rôle central de cette famille dans le microenvironnement du LGM en 

particulier via leur action sur la prolifération et l’activité fonctionnelle des différentes populations 

lymphocytaires. Ces données nous ont permis d’envisager un lien entre la dérégulation de certains 

membres de la famille du TNF, notamment la cytokine APRIL, et la lymphomagenèse gastrique. 

APRIL est impliquée dans le maintien et la régulation des réponses B et T et son augmentation avait 
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été observée chez l’homme dans le LGM (323). Nous avons donc développé en collaboration avec 

l’équipe du Dr M Hahne (Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier (IGMM)-UMR5535, 

Université de Montpellier) un modèle basé sur l’utilisation de souris transgéniques C57BL6 

exprimant la forme humaine de APRIL (389) afin d’évaluer le rôle de APRIL dans l’émergence du 

LGM in vivo. Ces souris ont été infectées par H. pylori ou H. felis afin d’étudier l’influence de 

l’espèce. Une analyse par cytométrie en flux et histologie a permis de mettre en évidence au sein des 

estomacs des souris transgéniques infectées 18 mois post-infection la présence de lésions 

compatibles avec celles du LGM (infiltrats lymphocytaires composés majoritairement de 

lymphocytes B présentant un phénotype compatible avec une origine marginale et présence de LELs) 

ce qui n’était pas observé chez les souris WT infectées. Ces résultats ont confirmé l’importance de 

APRIL in vivo dans le développement du LGM induit par des espèces du genre Helicobacter. Ce 

modèle de souris C57BL6 APRIL infectées par des espèces du genre Helicobacter semble par 

ailleurs un modèle prometteur d’étude de la lymphomagenèse gastrique plus facile à mettre en place 

que la thymectomie néonatale et plus productif que les souris C57BL6 et BALB/c WT. L’étude de 

potentiels facteurs de virulence bactériens impliqués dans le LGM pourra en particulier être réalisée 

dans ce modèle via l’utilisation de souches KO. 

 

APRIL semble avoir un rôle crucial dans le développement du LGM et il pourrait être intéressant de 

réaliser une étude des polymorphismes génétiques de cette cytokine afin d’identifier des facteurs de 

prédisposition génétique au développement du LGM. Il a en effet été montré que des 

polymorphismes dans les gènes codant pour APRIL, BAFF ou leurs récepteurs communs TACI et 

BCMA pouvaient constituer des facteurs de risque pour le développement d’une LLC (182) (181). 

Des polymorphismes de BAFF ont également été associés à des pathologies auto-immunes (466) 

(233), mais n’ont pas été étudiés dans le contexte de l’infection à H. pylori. 

 

La réponse inflammatoire et la prolifération lymphocytaire peuvent par ailleurs être contrôlées au 

niveau moléculaire par les miARNs, petits ARNs non codants simples brin, considérés comme des 

acteurs majeurs de la régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes. La dérégulation de 

l’expression des miARNs est fréquemment associée à des cancers, en particulier les lymphomes 

(279). La caractérisation des miARNs dérégulés au stade de LGM a encore été peu étudiée. Nous 

avons identifié 5 miARNs (miR-21, miR-135b, miR-142a, miR-150, miR-155) surexprimés au stade 

LGM qui pourraient agir en synergie en inhibant l’apoptose et en induisant une prolifération 

lymphocytaire via des cibles distinctes décrites dans la littérature. Quatre de ces 5 miARNs agiraient 

notamment sur la synthèse de TP53INP1 une protéine antiproliférative et proapoptotique. Cette cible 



105 
 

a été validée dans le LGM pour miR-142a et miR-155 (358) et nous souhaitons à court terme valider 

cette cible pour miR-135b et miR-150 en système luciférase. L’évaluation de l’expression de ces 5 

miARNs au niveau sérique, nous a permis d’identifier miR-142a comme un marqueur non-invasif de 

LGM. 

Les perspectives de ce projet sont de valider la dérégulation de ces 5 miARNs au stade lymphome 

chez l’homme par RT-qPCR par rapport à la population témoin (patients présentant une gastrite) 

grâce à la collaboration mise en place avec des spécialistes français de la pathologie de l’Hôpital 

Henri Mondor. Nous souhaitons également vérifier la surexpression de miR-142a dans le sérum de 

patients au stade LGM. Si nous validons la surexpression au stade LGM de miR-142a, nous 

disposerons d’un premier outil prédictif et moins invasif de diagnostic utilisable notamment au 

laboratoire pour adapter la date de sacrifice de nos modèles animaux. Ces résultats pourraient 

permettre à l’avenir de cibler les miARNs impliqués dans la lymphomagenèse et ainsi révéler 

d’éventuelles futures cibles thérapeutiques sous la forme d’antisens/miRNAs synthétiques. 

 

En conclusion, ces travaux réalisés à partir de modèles animaux nous ont permis de participer à la 

compréhension de la physiopathologie du LGM. L’importance des différents acteurs de la réponse 

inflammatoire et lymphoproliférative mis en évidence dans notre étude doit à présent être confirmée 

chez l’homme d’une part et par une validation mécanistique d’autre part. Le modèle de souris 

transgénique APRIL en fond C57BL6 infecté par des espèces du genre Helicobacter décrit dans cette 

étude semble être un modèle prometteur pour préciser le rôle des différents éléments décrits dans le 

modèle de souris thymectomisées. 
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