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Préface

La thése au LITEC

Cet ouvrage résume le travail de 3 années de théseeqUE i f < 1~ ad sein-dut
Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et Cytokines LUTEC, EA4331) de

Zi—ec"frecmt TH fcmcF"e fo —fem “—f t—"fe—%fa
P OUUE Lo e cte—< "t T1 it Hinifrtt 710t
dans les mécanisnte <ot —. ... —f—"¢ t1 Zice Zfoof—c'e t-Ztbe «$ZWF 7%«

Zice Zfoeef—c'e f— Zte —coo—e +' - S+tAdfF&AT7ET —& .
intégrée, incluant le développement de modeles expériemtaux in vitro et in vivo et leur
confrontation a des situations cliniques, en allant deaspects fondamentaux (source et
action physiologique des cytokines) vers des aspects ajmplés : role des cytokines dans
Zte ofZftcte «o"Zfoef—'<"Fe t1 Zf "% [ — ~HifichBhacter pyfori), <o
la cicatrisation et les défenses antibactériennes et halorisation scientifique potentielle
associée.
Le présent projet de recherchef ,*e+"«<... <tllotdtierrde Recherche attribuée
par la Région Poitou-Charentes. It s — ... fe—"+ «—" Zdraetiond entreHelicobacter
pylori et les cellules épithéliales gastriqgues par analysdes profils responsables de la
réponse inflammatoire. La réalisation de ce travail a été ffruit de plusieurs collaborations
avec :
- Le Centre Hospitalier Universitaire de Poitiers
- La Polyclinique de Poitiers
- Le laboratoire de « Cellules souches leucémiques etéthpeutigues INSERM
U935 » a Poitiers
- Le Laboratoire de « Biologie et Génétique de la paroattérienne » équipe
T Zi eo—c——— fo—ft—" o f ce
Cep ' @3- [ "f7ece Zf ocof te a—""1 t1 $t4SetZ Pl =8¢
Lot tet Ve s Fertixr——t1e
- Une étudein vivo sur un modele d'infection parHelicobacter. pylorichez la
souris
- Une étudein vitro sur des cultures primaires de cellules épithéliales gastiues
infectées ou non paH. pylori

- Une caractérisation préliminaire de cellules gastriqgues ahénotype de cellules

souches
i+——ntvivo e —” —e o t°Z1 t1iceH pyleri‘chezfla souris a permis de
décrire un profil de la réponse antimicrobienne liéea cette bactérie et a fait objett i1 — -« %
communication orale lors de la 1#me "+ —ec‘e fee—+t77F t— "'—'f "foe-fco

Helicobacter (GEFHA Poitiers en Janvier 2009.
La grande partie de mes—"f " f—8§ t1f —S°et f x—% txtcxi o Zit—{
protocole expérimental de culture primaire de cellules éphéliales gastriques humaines a
TfU—<” tTite—tef .ot —fe—e 7% %ofe-SH o Pt¥ £ EHLZF——Fco—
ot «tta i, EF..—< t—fe— ti TETIZT U EcaH WA Z ot iRkiE—f,Z<”
un profil des médiateurs associés a la réponse inflamrtre déclenchée par cette
5
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wf =27t Z—ect—"e t—f'te T oiFH fES #Vcotetf7 ik 2 ot T
culture de ces cellules ainsi que la définition des cditions d <" ... —c‘e ‘o— +—+ ot Feef”
pour la réalisation de ce travail. Les résultats pr&ntés constituent une premiére étape
Tfee ZixZf, "f—c'o $— Zf of——"f—c' &ttt " T oo ft8—%" T1o
éclairages nouveaux sur la physiopathologie liéa H. pylori en utilisant un nouvel et
pertinent ‘ ——«<Z tTitd—ftact tfe "#e—7Z_f—e ‘' —fe—e f “fam fLAGET- Ti-
orale lors de la 19me réunion annuelle du GEFH a Bordeaux en Janvier 2041 t1—-«%
présentation Poster au XXI¥"e séminaire international sur Helicobactertenu a Dublin du
SS f— SU T'—Fe,"F trss fcoec “—F FTi—ed " 7 o' Ffoxo'nc'Ph

Une attention particuliere a également été apportéa la caractérisation de cellules
gastrigues a phénotype de cellules souches qui ont étbtenues grace au modele de
culture primaire que nous avons dévelopgd + —"f " f<Z “f<«= 'f"—<t tdvweet ...'ZZf,
le laboratoire de « Cellules souches leucémiques et théeyiqgues INSERM U935 » a
Poitiers. Des analyses complémentaires sont actuellemteen cours au sein du laboratoire
afin de confirmer les résultats obtenus.

Plan du mémoire

Ce travail porte surZit——13 t1e <o—1"Ifelicobaeter pyleriet les cellules
epithéliales gastriques.

Dans une premiére partie, une analyse bibliographiquedécrit le contexte
ccto—<"t—1 tieZitt"KkEA "< tete— Zifef—‘ect Ti—Zitesof 4
cellulaire, les processus de régénération et réparatiotissulaire gastriques ainsi que
Zi''+” f—< «slegve gastrectomie ». Le deuxiéme chapitre rappelles principales
caractéristiques biochimiques et microbiologiques deH. pylori Les principaux facteurs de
virulence bactériens sont détaillés ainsi que les derses pathologies associées a la
Jf.o—x"c¢tda of % ... —<'e fe—_lyse'du flétetmihismediafhofogique associé a
Zice f . —Hepylpri + —7"'cec®et . Sf'c<—"% "1 o iBeAiH.pyofietf—< .
expose les réponses immunitaires innée et acquise sa@is en placef — ... *—"¢ T3 Zice "t .. =<
par la bactérie.

La deuxieme partie décrit les différentes approches expénentales utilisées pour

la réalisation de cette étude.
f ="'cecoef "f ot foe— txtcxt o ZfifPfZork T wolitenusZ —f —-

dans les modelesn vivo et in vitro réalisés. Le chapitre cing décrit la colonisation des
souris parH. pylori fceec “—3F Zit8 "feoc'e Tie "F'—ctte fAfcoclZifctod tfoo
murine infectée. Le chapitre 6 est consacré a la descript des principales étapes de
développement et mise au point du protocole expérimental deutture primaire de cellules
+'«—S+7<fZte %ofo—"<c"—Fe S—efcotootdfre ' PhteZ P Lo %ofo—"1F ... "
effectuée chez des sujets obéses. Des -caractérisationshémotypiques et
immunocytochimiques de la nature des cellules ont été réaliséeka mise en place du
«'t°Z% Tice "t ... -H. pylofi’est également décrite. Les profils des médiateurs
inflammatoires (cytokines, chimiokines, peptides antimirobiens) établis aprés infection
des cellules primaires par deux souches dél. pylori sont analysés et comparés aux
données cliniques etin vitro de la littérature. Dans le dernier chapitre,d caractérisation

6
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de cellules gastriques a phénotype de cellules souches esécdte. Une analyse
phénotypique des structures cellulaires obtenues a partdu modeéle de culture de cellules
primaire a été réalisée. Plusieurs proprietés communesvec les cellules souches
(croissance sans ancrage, marquage a la phosphatase @&l ont été examinées.

ifefZoet T3 Zit8 "Feec'e T %°ete t1. 12— WEBFéaidEe paroRT-
QPCR et microarrays.

Ce mémoire se clot sur une synthése du travail effectué¢ ene ouverture sur les

potentielles applications du modele cellulaire mis en plae

i f’ 7 *these

Au cours de ma théseETf <« e—< <« 'Z—ect—" sés' dux-dbttordrits’ par
Zix . 'Z% t .= fZ2f <tefe—x 1wty <« ¥HF“—F377F EF o—<o <2
Dans le cadre de mon allocation de Recherche, je méssengagée a réaliser une
action citoyenne visant a promouvoir et valoriser la Reddrche et les études scientifiques

auprés dee ...'ZZ+%octee F— Z>..xteed ifc fHicmo dteceF T %o [«
vulgarisation scientifique au Lycée Jean Monnet de Cagn en Décembre 2009ou
az_.(:t_n. .l_t.“_t”f._. S iui.i.F(iui%:r_v}i).i‘u_t@'i(_“ﬁ _|_.:t

découverte scientifique au sein du LITEC pour les étiahts du Lycée M. Genevoix de
Bressuire en Février 2010.

Tfe o—<T¢ "Z—oct—"0 T Vef_clee T free'pefrotViEL S oif
permis de découvrir les outils de base de la gestioredorojet et de sa valorisation. Leur
application amathésesif ,ff—..'—' f<tx tfee Zif fo..fofe— T1 o " E

ifc¢ "fr—fook o Zix .. 'ZFt —S+ef—<"—inféctiolegiequi Z e¥diet - <
« Z1AZt ti Z+7'e fe sEminaisr Eésidentiel avait pour objectif de favoriser la
rencontre et les échanges scientifiques entre des clareurs et des doctorants issus de
plusieurs universités et travaillants sur une méme thématjue.

T FTife—c..<'E" ete co—x% " f—<'e di'participé ‘ern JuirY 2009 @ik
Doctoriales® qui ont eu lieu & La Rochelle. Z i f %o séminiiresrésidentiel, réunissant
environ 80 doctorants multidisciplinaires des universités de Poitiers, La Rochelle et
Limoges, qui “<eF e« Zf '"x’f” finseriort proiessionnelle des doctorants. @i été

amenées —"f f<ZZt" teo £ —t o—" —o " Eilf< THS fodp  TfhRlSwf S T ..
monde socio-économique. Tf< 'f"—«<...< aux fAtellers Techniques de Recherche
Ti e Ztc¢ ' ek ' f7 Zi% ... ' Aux doctorantsfed fin de thése.

Finaltete—a Eifc t— Zi'..... fec's fdefaire'des vadations au-Sefre 1

des Facultés de Médecine Pharmacie et de Sciencesmdemnentales T+ Zi—ec< "t "ec—+*
Poiters4 ¢ f'—Fe¢,"f trssd €1 "t E ‘cee ZixtEZF odT.f%e %o —xv
Biochimie T+ Zi—e< " t"ec—% T3 ‘c—ct”e fo —fo 1t Fiifestf % Shette—F42"
recherche (ATER) rattachée au LITEC pour un an.
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Chapitrel. ef—‘ect T+ Zifoe—‘eof ..
1. ef—‘ect T Zife—‘eof..

ife—tef ... fe— Zf ""—c'e T— —— f 1<% B -sifuéd entte” et Ti
Zias"'Sf%t f— Zf T—‘tte—ed Stoe ZiftZioBbotta «Zf et —"H tfe.f
avec le foie, la rate, le pancréas, le diaphragme eslintestins. Tfe—‘ef ... "F"ef— tifee—"’
une partie de la digestion par des fonctions mécanigse(brassage) et chimiques, et par
mélange des aliments au suc gastrique. LepH deife—‘of ... “f " Fett>2-"% sa

ite—tof .. o L f'f..—x"¢et tE Tf. P Efte—lit T leF fcef—1
'Sce —F" Ae 'Sf%octe oi——t f— oZhffaTZFf Eftef L. Zia
le sphincter pylorique situé au niveau du pylore permdant la sortie vers le duodénum
(Figure 1). Il présente deux courbures. La petite courye est courte, siege sur la face
e—xVc¢t—"1% tf Zife—‘of .. 4 t-tichX&rg letbas défa parci-postérigure de
Zias’Sf%tad —e—1f f fe— 2% o' Sedcotr "3 " T4 TZ7%+t t- 7%
"t fZcot” Zf "ot TE A o 1 ZiAe s FLUATZfI EEYe < ol fRt"E—"F 7

angle aigu vers le haut puisi<es ... —""F ~“1”e Z1 | fgrande’ toyrbure Zgfi se dirige
Tee—c—F "F7e ZF 8o —F" HZ U fFH IR . Z1Te =P o f2fET 7T
et les transforme en substance semi-Z —«<tf .. ‘ee—«——+t TifZcete—o "f"_cF7

Titf—a t1 t<"f7ete femrete t1 t<WGriies—3+ tiZ.4cLt ciSZéta
est éjecté dans le duodénum par relachement du pylore. Leylpre a pour fonction
Toeete—«tZ7% Zf "'Vef—<'e Ti—e "xef T floo%of falcZfL A ‘of<—1
disparait en grande partie aprés les gastrectomies lagg, qui enlévent plus de la moitié de
Z5Fe—‘ef .. & Fe "1'Zce %ofo—"< —FoteteZftda "Zchodotoldem et —fo_
une plus grande surface de contact avec les aliments. Ceslisspgissent mécaniquement
sur la dégradation des aliments au cours du processus degabsage assuré par les
contractions musculaires.

ite—‘ef ... fe— . te'tex T H "Ukieed Z1 ..dUi'ge distinglignt—" 1
par une composition cellulaire et fonctionnelle différetes (Helander, 1981). Sur le plan

Lamuqueuse: ...ife— Zf '"tec°"F ...'— ... St Fe .. e—ffta@effAZ.. 7t
L tee—<«——xt f" Zit’ «poSét de -eellules..épithéliales) et la lamina propria
(composée de kee— .. ‘eE‘s...—<" ZY..UuBe& fing couche -detmdsile lisse la

séparant de la sous-muqueuse. Elle est recouverte de mucus.
La sous-muqueuse: cone—<——+F Fi—eF . '— .St Ti —cee— . tef
“fe..—Zf"<ot foe—"foe— Zi<""<UHof—<'e Tte . FZZ—ZFe %ofe—"<"—7F
La couche musculaire elle-méme constituée de 3 couches de fibres :

- La couche musculaire oblique interneelle est responsable du mouvement de
brfeef%f ot .. foc*—3F Tie fZcofo—0d F—1% o. ZiteSHfie—1
*ife— ""tete—F TFfee f—  —e f—-"1F ""Hef«xIA TF fICe
s—e —Zf<"F comtTet TF Zife-"1 1AF TZ—3-gifereifiadr e
contractions plus forcées.
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- La couche musculaire circulairequi est également plus forte au niveau de
Zife—"1ta T——7F ...'— .. ST Fe— e tetrP«ZidP o fif St Z e %o<——
- La couche musculaire longitudinale externe

La séreuse: elle est composée de plusieurs couches de tissu comjtif en
Lie—ce—<—% TR Zf TxVc—tcot “— 2P TR A L ZfiZ—wftL A

Régions de I'estomac
= Couche - s I
Fundus // circulaire e -

- Cryptes gastriques
- - g
Couche &

longitudinale .
Séreuse [ —— Glandes gastriques

\
/ é 7  Mugueuse
\ \ ( I ‘ ~— Muqueuse musculaire

s
‘

| :
Cardia cesophiage

pylore -
corps. -

«
|
Antre _‘
Petite
L courbure
,h""\

et /// Lumiére .,‘ " l_',""- LA LS. S Vaisseaux sanguins p Sous-muqueuse
/ // / M — - Couche oblique ]
replis // Grande 3 . . q Couche circulaire (" Muscle
Sphincter _ courbure '
lori Couche musculaire = 1
pylorique obligue N Couche longitudinale
- s | — Tissu conjonctif }Séreuse
Péritoine viscéral
Figure 1. ef—‘ect t3 Zite—‘of ..
(modifiée 11 f ' "Encyclopedia Brittanica, 2010)
fto—‘ef . foo tee—cm—t ty o SteSet R e %ol fithe Ve 4E—T"0T4 —o
oo T f T L2 e L B TOmd T 2Tt e f A Fem e e

4 couches : la séreuse, le muscle, la sous-muqueéisenequeuse. La muqueuse est densément
munie de glandes gastriques composées de cellules isady- Z e teoesete T<%ote—<"ted t1 Zif
chlorhydrique et du mucus.

2. <o—'Z'%<t T+ Zi+'«<—=S+Z<c—> %o fe—"<"“—1

Les glandes gastriques sont identifiées en fonction diur localisation et sont
enchieette tfoee Zit'«—StZc—e . >Zcot <" —1F ' —sajretabchypteSf %ocef—<'e
gastrigues. Les unités antrales et fundiques sont trédifférentes sur le plan histologique.

Les glandes fundiques constituent entre 70% et 80% dwtal des glandes présentes dans
Zite—'of .. - «'ecomplexesZElles comprennent 5 types majeurs de cellules
epithéliales matures (Figure 2): les cellules a mucugou mucocytes), les cellules
pariétales, les cellules principales, les cellules endocrinesles cellules régénératrices. Les
glandes pyloriques, situées au niveau du pylore, ne p&Estent que 15% des glandes
gastrigues et sont essentiellement constituées de dealles endocrines, de cellules a mucus
et de cellules régénératrices.

Les cellules a mucus (ou mucocytes) : ces cellules sécretent un mucus riche en
glycoprotéines: les mucines. Le mucus joue un role dans la lubrification et lagtection de
Zf o—"—F—ef . te—"F Zif——"Tc%ote ¢ atto "t aFod —o"Fllwfe— Zif..
Fe'2  Sfe— Zf "tlecoed Tite—"1" o . te—f %ofotd(Menbtdl;2005).2f 'f" <

12
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Les mucines joueraient également un role dans la défense tianicrobienne contre le
pathogéne gastriqueHelicobacter pylori(Kawakubo et al, 2004; Fukuda et al, 2006).

Les cellules pariétales qui produisent du HCI nécessaire a la conversion du
"Flece %ot Fe 'Flecetd o Zif o —<fxotFo "t Zitte "€ e oo Y%of e
suffisamment acide pour assurer la dénaturation et dige&in des protéines issues de
Zi f Z <+ ion-lfe-HCI limite également le développement de microganismes au niveau
%o fo—"¢<"—t F— E'—F —e "@Z%F tTfof Qi —<ZL7+ 7RVt vd—2Z-
pariétales produisent également une protéine particuére : le facteur intrinseque, qui se
lie sous fame de complexe a la vitamine B12 et qui estetce’ Foef ZF o Zif, o"" —<
intestinale de cette vitamine.

Les cellules principales qui sécrétent deux molécules nécessaires a la digestion
gastrique, le pepsinogene, précurseur de la pepsinet aune lipase gastrique. Le
pepsinogéne est une proenzymet e —+1 Tif ... —<"c—% Vit Z>—<"—F H— ‘e
Teo ""rete f Fif..ctfad f 'flecet fe—<Tdeff Wi fat 7Y« Wt %o [ TS -
protéines en acides aminésunn, 2001). La lipase est impliquée dans la dégradatiates
lipides en acides gras (Canaaet al, 1999).

Les cellules endocrines " "<s...<'fZtefo— oc——tte f— oc"ff 2tk Zife
Tt Zf ex.."2—c'o tf %ofe—"cofa TiSco—ffecoont &I PIff—r9Ff-See'ot
régulent les différents processus associés a la digestion.

Les cellules régénératrices (ou cellules souches) présentes au niveau des
glandes antrales et fundiques, sont impliquées dans Igsocessus de réparation tissulaire,
de régénération et auto-renouvelle Fo— T+ Zi+'«—S+tZ¢—e %ofe—"<*"—1t4a

Certains peptides et neuropeptides gastriques, enys de leur rdle de régulateurs
des fonctions gastriques, possedent des propriétés déacteurs de croissance et
co—t""ctestoe— o Lt <"1 tfee ZF ' fdehee THIT7EaZEVIHRESHZ
notamment le cas de la gastrine qui posséde un effatolifératif et de la somatostatine qui
possede un effet antiprolifératif.

- » .
o Type de cellule Fonction Localisation
Xl Mucocytes Mucus

; A
~ ! Hormones N F

- Cellules endocrines | (gastrine, somatostatine, | T
cholecystokinine...) o

R
Cellules Renouvellement E N
régénératrices tissulaire D
e HCI et facteur U

Cellules pariétales S
intrinséque S
= Cellules principales Enzymes‘
(lipase, pepsinogene)
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[.3. Renouvellement tissulaire épithélial

i+ ' «—S+Z<c—e % f+—"<"—us fprctiens phyZielegiqlies lui permettant de
maintenir son intégrité fonctionnelle : la production de mucus et de peptides
antimicrobiens, la régulation des réponses immunitaiegs et inflammatoires, la
régénération (auto-renouvellement) et la réparation tissudire.

T efce—cte tI Ziceulaifb Epithéliale est assuré par deux processus
complémentaires (Figure 3) :

La régénération continue qui se fait via la prolifération et la différenciation des
27 —7Fe o — .. Ste " %otec—"c.. tTeH 2T L. Enbuveldment Uhe ' oo
la muqueuse épithéliale et dure tout au long de la vie alfe. La régénération tissulaire a
partir des cellules souches somatiques multipotentes e€sin mécanisme proéminant au
niveau des muqueuses épithéliales (Alisoret al, 2006, Blanpain et al, 2007). La
différenciation des cellules souches progénitrices peut étreérégulée suite a certaines
infections chroniques entrainant éventuellement des #insformations néoplasiques
malignes et des tumeurs.

La réparation tissulaire (restitution)  qui permet la restitution rapide des Iésions
superficielles de la muqueuse. La ré-épithélialisatiorse fait par migration des cellules
avoisinantes vers le site de la lésion. Ce processus coemuoe quelques minutes apres la
lésion (Silenet al, 1985, Hoffmann, 2005).

If—2fe ' —"FZZ2%ete— —coo—Zf<"F tF 21t «—StZeatInf et " f<
par la prolifération et la différenciation de cellulessouches somatiques multipotentes
adultes présentes dans une zone germinatiy <e—Sef o Zice—+"<¢i—" tf ...Sf —1¢t
gastrique (Gordonet al, 1994; Karam, 1999). Cette zone se présente sous forme de niche
(ou microenvironnement protégé) le long de la membranéasale (Wattet al, 2000, Fuchs
et al, 2004, Moore et al, 2006). Les cellules souches somatiques multipotergesont
entourées par les fibroblastes subépithéliaux auxquels el adherent fortemen (Powell et
al., 1999 Powell et al, 2005 Andoh et al, 2007) (Figure 3). Les fibroblastes
subépithéliaux secretent une multitude de facteurs de cresance en particulier le
Frf-t.o—Ff "t™M_S f . - A& ZF —"fee " eco%msho FIVeS 2t FEY >

protéines morphogénétiques osseuses, des métalloprotéses matricielles (MMPSs), des
inhibiteurs de métalloprotéinases (TIMPs) et du collagee de types I, Il et IV (Wagner,
2007; Hoffmann, 2008).
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Figure 3. Représentation schématique des deux mécanismes majeurs @génération
et restitution épithéliales
La régénération se fait a partir des cellules souclet$a réparation est réalisée par migration de
cellules épithéliales avoisinantes (modifiéei f *"°e ‘""efeed xvv~ &

La division des cellules souches peut étre symétriqueepmettant la génération de
deux cellules-filles souches (du méme type) ou asymétriqgue paettant de générer une
cellule souche et une cellule plus différenciée (Morrisont al, 2006) (Figure 3). A partir de
Zice—Setd Zte .. FZ7—7%e o' — . Ste efeek 2%t _1¥¥d%o o aeF VT ZETL "
différencier via des mécanismes de maturation assez c@mexes en mucocytes (de surface

ou du collet), en cellules pariétales, principalesu endocrines (Quanteet al, 2009) (Figure
4).
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Figure 4. Représentation schématique de la génération des différemtypes
cellulaires a partir des cellules souches dans les glandes gagies antrale et
fundique
(modifiée T f "% ‘"Tefeed xvvVv~

La dynamique de régénération des différents types cellules gastriques a été
étudiée intensément chez la souris. La génération higrchique des différentes lignées
cellulaires épithéliales est réalisée a partir de plusurs précurseurs et pré-précurseurs
(Karam et al, 1995 Karam, 1999) (Figure 5). Zf t< "+"fe..f 11 ZiSiesata ..Stce
cellules pariétales sécrétent le facteur intrinséque etel morphogéne Sonic Hedgehog
(SHH), la sécrétion de ces protéines se fait par ledloges principales chez la souris (Van
den Brink et al, 2001). La discrimination entre les lignées de celluseprincipales et celles
the 127 Zte 'frct—fZ%e ofe 7t Z—e "+ 840k 215160 BiS It
Zit8 "teecte FT— Tf.—F—" <e—"coel  _thcot%eet To—T=<toH"f -
probablement plus tardivement au cours de la différenation (Hoffmann, 2008). La
différence histologique marquée entre les glandes antra$ et fundiques serait donc due a
une régulation différente au niveau moléculaire des mécegsmes de différenciation. Les
processus de migration et maturation des cellules souchegastriques sont assez
complexes; leur régulation est assurée par des voies dignalisation tres spécifiques ainsi
“—F f" Zf et "%t—c'e tTi—ef o—7_«——*tgatt "fsa-t—"4& -7 “—t
=¥ s tndispensables a la différenciation épithéliale (Hoffman, 2008).
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Figure 5. Génération hiérarchique chez la souris des différents tygecellulaires
matures constituant la glande gastrique fundique
MS: mucocytes de surface ; MC : mucocytes du collet
(modifiée tif'"°« ‘e 2008)

l.4. « Sleeve » gastrectomie

La «sleeve » gastrectomie (ou gastroplastie verticale litmée avec résection
%ofe—"<"—1F Fe— —ef “x"f_c'e S FlUpte—kZTFt ARFTHII<LT
eo— EF— f——Fcoe—e Ti‘,xec—x ox7°"Iporetld (IMQ) dupérrefi® 6135)..0uU
morbide (IMC supérieur a 50). Cette intervention, miseau point récemment (2001) et
basée surZif,Zf—<'s t5—ef ofEf—"%1 | pdssétle tif caractere regrictif
T fe— et "E—% ese—def_<*—% tHFxTe tHEZESEIE T o<t
diminue considérablement le taux de ghréline, hormonetisnulante de I'appétit. La sleeve
est proposée comme une procédure de remplacement da bastroplastie et posséde
Zif " fe—f%t Tt 't7et——"1 Zf Ipaggagtrigques (mddificatign du circuit
alimentaire), quand cela est nécessaire, dans de bormeonditions de sécurité. La sleeve

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

courbure (Figure 6). Les bords ouverts sont ensuite athés ensemble avec dj

pour former un manchon ou tube avec une fare de banane (Karmalkt al,

2010)4 PV E"f—<'e of “fc— o'—e AZ<'e.  Vhk&EAS*rTIWetat £704 Hf—
Te ¢"'e 11 —8 St—"Fed '"°¢ "ol . —«bbedtimiZ ddns-Un gac. ét sortitdli—
ventre du patient. La procédure est donc permanente etréversible. Le tube gastrique

résultant peut néanmoins dans de rares cas se rétréaiu se dilater. T<e—+"2— """—+ o -
" f—c'e Fe— ‘pemngtZdeicollecter suffisamment de tissu biologique paule
développement de modeles cellulaires qui visent a amélier les connaissances de la
physiologie et des pathologies gastriques.
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Figure 6. ...S+ef «Z7Z—e—"f—<" ftsteeXé ‘dastréctarhie &tiphoto de
Zite—tof .. "doex" —x

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

associees
[I.1. Historique
Bien que de rares pathologistes aient reporté des I&9eme siecle la présence de
Wf .—x7c¢te o’ fZ+1te tHelicoBacterpiiofi(H.gpylori «if '— 2-"f ... —7Z—<"x "’
MEeco "t Ttce “—ite s{zt 'f" "> f7ef'fZEatshall efal, 1984). En
1994, H. pylori fe— . Zfeex . f7... <o %°F tF —>'f TFZZi1T'%of fcofoscs
f—E —"1TiIS—<ca <Z teoe— .. teectx"x .. 'Sek ZTfFottebe t—-f L. %o 2%

infections bactériennes (Parkinet al, 2005). La découverte dél. pyloria valu le prix Nobel

de médecine a ces deux chercheurs australiens et maingat, il est clairement établi que

toute colonisation de la muqueuse gastrique paH. pylori entraine un état inflammatoire

Tt %ofe—"<—1a ""—"fo— 7' Z—3" "f"e st Fi LT o2t oxT7 L e
et duodénaux) ou de transformation maligne (cancer gastriquet lymphome du MALT).

[1.2. Microbiologie de H. pylori

H. pylori $e— —e "f—=S‘%°et “—« ..‘Z'ecet o+7%1 Y%of idts—177
S—efced Tte— —e fiégatispitalé’niesurant 2 & 4 um de long et 0,5 ayin de
large et qui peut également exister sous une autre fiore ronde dite coccoide viable mais
non cultivable (Enroth et al, 1999). H. pylori est une bactérie microaérophile, uréase,
catalase et oxydase positive. Elle posséde 3 a 5 flagelles polagesngainés conférant une
motilité et permettant un mouvement rapide dans la mgueuse gastrique visqueuse lui
assurant ainsi une meilleure colonisation (O'Toolet al, 2000) (Figure 7). H. pylorirésiste
o« Zif .. <tc—% %ofe—"<"—3F teo S>t" Zsrefe%o"Hi—F+ef ofe forotofceffd 4 7
€galement capable de résister au stress oxydatif gé@épar la réponse immunitaire grace
AZf ...f=fZf*t fcoec “—nts Hefdéfense tels que 44 superoxide dismutase et
ZifZe>7ZS>t7" " 17§t {Kustdrset al-F008).

[1.3. Diversité génétigue et prévalence

H. pylori compte parmi les especes bactériennes présentant le plugrand
polymorphisme génétique (Tayloret al, 1992 Jianget al, 1996; Linzet al, 2007). Cette
diversité génétique permet aH. pylori Tif T f —3” o‘e %oxe‘—>"'F o .. flZrackett § ‘o S
al., 2001k, Giannakiset al, 2008) 1t — fe— "' f,ZFeFe— o Zi'"<%illitdtlesdn Zf ~f"
pouvoir pathogene.
T<e™ F ... —<H. pPyidriest tres répandue et touche environ 50% de la popaition
mondiale. Sa prévalence est tres élevée dans les paysveae de développement ou elle
"f—— fo—tcet"E {7 fZ'7e “—i1Z71 tF-Ffed Zftee fhflufnialibds
(Krejs, 2010). Tf —%oete—f—<'e T— o™t f— T1 "<totkife2Z FTE>% et oL
Zice'"—fo—F ——<Zcof—c<'e tie fe—¢ ‘s fte—%ale flac ZFe_"c¢
vraisemblablement a la diminution de la prévalence deH. pylori dans les pays
industrialisés.
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iSteet Ffe— Z% "xei" (" t§...72—e VI .siiision seffait par’ <t -
voir interhumaine (oro-orale ou féco-orale), familialeet trés probablement désZite"fe ...t
(Megraud, 2003). i+ f T «... f +k pyldriest réalisée via une trithérapie de 7 a 10 jours
foe' . <fe— TE—8 fo—c,¢'—c“—Fe F— o1Pp «oSQiladd— "t @b f -
"deco—fo e f—8 foe—¢ =" —Fe et —f—coettet ST LettIH"ETf -1
de plus en plus difficile.

Figure 7. Helicobacter pylori
Photos de H. pylori prises en microscopie électronigheUne bactérie H. pylarB. Amas de H. pylori
au niveau des cellules épithéliales gastriques (Tanlgt2009)

[I.4. Facteurs de virulence majeurs

H. pylori possede une multitude de facteurs de virulence codésmpdes genes dont
Zt "tZ>e'"'Sceet toe— o Zf fef Ti—e tEx—F"ecoceater fosSIE "R G- —>
facteurs de pathogénicité peuvent déclencher et moduler laature de la réponse
<o Zfeef—'<"t f—inféfrité 8¢ Ia diiqueuse gastrique conférant a cette basie un
caractere carcinogene et pro-inflammatoire.H. pylori colonise trés efficacement la
muqueuse grace a sa motilité, son chimiotactisme, sarésis ... T o Zif..<t<—% %ofe—"<“—1
[ f..adhéed'y f—8 . tZ27—7%e £'«—S*t7fZfea e ffH pyloriept...T TT Zic<
"fet—1 "teec ZF 'f7 the e—"f—2%oc<Fe TizteSKprtetaificlfidiSles "t
mécanismes enzymatiques, des capacités a faire varles motifs antigéniques présents a
of e—""f...F t— Zt "TZ[" % f %odoriingints sébvantide leures-aux anticorps.

N4a. TAZ'— t1 'f—S % +e<.PAY £t sesfcBastituaftso

TAZ'— t1 "f-Scgfeag...<«—+te— —e “"fUhoefe— Ti Tf uy o, ..t
Tife " e t{ %CoOvdcciet al, 1999). Cet ilot code un systeme de sécrétion de type
(SSTIV) ainsi que des protéines de la famille Cdge SSTIV permet la translocation de la
protéine CagA, du peptido@ > ... f « £ feooc “—3F Fif—="1%e tZxeZf—0 o Zice
cellule épithéliale (Covacckt al, 1993 Censiniet al, 1996, Akopyants et al, 1998, Asahi et
al., 200G, Christie et al, 2000; Covaccikt al, 200G Odenbreit et al, 2000, Fischer et al,
2001). Associé aux pathologies cliniques les plus séveresag PAI est un facteur de
virulence déterminant de H. pylori.Les souches comportant cet flot augmentent le risque
de développement de gastrite atrophique et de cancegastrique par rapport aux souches
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qui en sont naturellement dépourvues (Kuiperset al, 1995 Peeket al, 1995, Parsonnet
et al, 1997, Rudi et al, 1997, Torres et al, 1998).

i A ZagPAl code pour des protéines (Vir) qui possédent des séences similaires
a celles deAgrobacterium tumefacienst te '"‘—xcefe ofe— ok  Ffeeofc"te " Zj
Zf ot.."2—c's Tt Zics—8)[dat lesecelltiles épithéliales infectées paH. pylori
(Censiniet al, 1996, Akopyants et al, 1998 Audibert et al, 2001)a T‘"t"f %otet—<“—1 T
cag PAI est en général conservé (Figure 8) mais quelqueariations de cet arrangement
existent chez certaines populations. Des souches isolégsez des sujets amérindiens par
exemple, possédent une duplication du geneagA (forme non fonctionnelle) et lecagB
inséré entrecagP etcagQ(Mane et al, 2010).

Figure8. ""fe%otete— %otex—<“—1 t1 ZiAdagdeHIpylpridb69 +ec...c—*
Insertion de cagPAI dans un locus chromosomique flanga€le géne hp0519. Les jonctions gauches
(LJ) et droite (RJ) du cag PAI représentent une répétititirecte de 31 pb.
(Tomb et al., 1997; Fischer, 2011)

Le systeme de sécrétion de type IV (SSTIV)

Le SSTIV appartient & une famille de transporteunesponsables du transfert de
diverses macromolécules (protéines, ADN, complexes protgies) a travers la membrane
cellulaire (Fronzeset al, 2009). Le SSTIV posséde une structure similaire a useringue
T— "fref— ZiceEF...—<'e — Zf = fP¥COFZE et Jf ... —Fictee o Zic
la cellule héte (Terradotet al, 2011)a 1 f 'éif onsiste en une douzaine de protéines
(VirB 1-11 et VirD4) assemblées pour former 3 sous-pass interconnectées: un
complexe cytoplasmique/intracellulaire, un canal couvrantla double membrane et un
pilus externe (Figure 9). Les protéines constitutivesdu SSTIV peuvent former des
complexes homo ou hétérotypiques (Busleret al, 2006) dont plusieurs sont
indispensables au bon fonctionnement de la machinexidu systeme. Parmi les protéines
Toeefo—ctZZFe " —" Zf = feeZ' . f—c'o THIfE ff— AT icHEZicel'P
on peut citer les protéines Cad\ CagZ, CagS et CagM (Cendatral, 2011).
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Figure 9. Architecture proposée du systeme de sécrétion de type IV # pylori
+ fret— Zf —VfeeZt . f—c'e TE >f%fedte FieodHIH-ZT Zf .. %
o ' T <" «tprés ffegtmeyer, 2011)

N«

N«
|

Nl

La protéine CagM

CagM est une protéine de 43,7 kDa codée peaigM Les analyses de mutagenése
systématique des génes appartenant acag PAI ont montré que les mutants cagM ne
peuvent pas accomplir une translocation efficace deaGA ni du PG (Segadt al, 1997,
Fischer et al, 2001, Viala et al, 2004) ce qui indique un réle essentiel deagM dans la
virulence de H. pylori Des études récentes avec des mutantscagM, cagEet cagA
montrent une implication de ces génes dans la répreism du géne codant la sous-unité
catalytique de la pompe H/K-ATPase gastrigue humain€Cendron et al, 2011). En
général, cet effet est stimulé par le systtme Cagi®& fonctionnel qui permet aH. pylori
TiceSce, 17 Zf ex.."t—c'e [ttt f" Zik- HCA—Z&td T« fcEete
T8> . 87 "Er 17t < “f..«Zc—tfom Efeta‘ZvecoftoP4 of Yo%k [ o
Zifee' i cf=<'o tt f% [fTf.. Zte Vi—tecfeef Ui Fo fHZEST —Fef "
stable au niveau de la membrane externe du SSTIV a été recemmnaaposé (Kutter et al,
2008; Pinto-Santini et al, 2009; Fischer, 2011) (Figure 10).
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Figure 10. sete Zf%F F— '1°ZF Tice—1"f...—c'o T—fesmriped t1
IV deH. pylori
Les protéines Cag sont désignées par leurs lettresaetiges. Les composants essentiels au
“te L —<teefete— TE Zif' f i<Z o eetbleu tesfacteurs«de tidnskocation en orange et
la protéine effectrice CagA en rouge. ME, membrane extdractérienne; PG, couche de
peptidoglycane ; MI, membrane interne bactérienne
(modifiée tif'"°e <o...St"a& xvww &

La protéine CagA

Les souches deH. pylori sont souvent classées en souchasmgA+ ou cagA-, en
fonction de la production ou non de la protéine baérienne CagA codée par le géreagA
"mtefe— o 775"+ e cag(Covactied dl, 1993). Cette protéine de 120 & 240 kDa
fo— «e@®F...—xF o Zico—t"<t—" VI ZPZLt. 1225824 £« S*xEF L1178
phosphorylée par les kinases de la famille Abl et Sau niveau de la tyrosine des motifs
glutamate-proline-isoleucine-tyrosine-alanine (EPIYA) e qui va entrainer des altérations
morphologiques cellulaires nommeés « becs de colibris(Segalet al, 1999, Asahi et al,
2000; Odenbreit et al, 2000, Stein et al, 2000, Stein et al, 2002). La protéine CagA
108 57t <o—tf%o<— [ E.. 'Z—eetst 17" I huleRHots. SENT <
association avec la tyrosine phosphatase SHP-<st—«— Zif ... — Exfracellart 1 o
Signalling regulating kinase (ERK) 1 et 2 (Higashet al, 2002). Le taux de CagA
phosphorylée est régulé négativement par sa propre intaction avec (1S —"+ e«
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terminale de la kinase Src (Tsutsumet al, 2003). CagA perturbe également le cycle de la

cellule épithéliale par Zif ... —<~ f —<‘+ T —rangcriptioh-AP-1Li(Nauwmann et al, 1999)

“—<¢ fe— o Zi'"<%o<ot T1 Zi730ridogenes télg que’cfos et c-jun (Meyder-

Vehn et al, 2000). La protéine CagA non phosphorylée peut aussi avoir desffets
"f—=S ' %oC°ete o Zico—x"<t—" Yt Zf .$ZZFZt'a ff-VfALt ZTfs.—<f
aberrante de la >caténine, des altérations au niveau des jonctions celaites apicales et

une perte de polarité cellulaire (Amievaet al, 2003, Bagnoli et al, 2005, Franco et al,

2005; Suzukiet al, 2005; Saadatet al, 2007).

II.4.b. Le peptidoglycane (PG)

Le peptidoglycane (PG) forme la paroi des bactéries Gramégatives et Gram
ec—<"Fed Tfe— —ef of e Zx . —7F PP dfBLETetb et L0 <
la bactérie et a la résistance a la presse ‘ee¢‘—<“—1a I feo— ..fe'fex FTi—et 'f
peptidique (acide N-acétyle—"fec*—1% t— Fi—et 'f"—cF ogcétyDEf"ctc*—1
glucosamine) liés par des liaisons> (1-4). La complexité de cette molécule est la
"te—7—fe—t T1 Zif..—<'e Tienzines; glycodyliranstérasesi hydrolases et
peptidases, qui faconnent sa structure tridimensionnellgHoltje, 1998, Boneca, 2005). Le
PG présente plusieurs fonctions biologiques et ses dééis constitués de petits fragments
de PG (muropeptides) sont impliqgués dans plusieurs mécames cellulaires tels que

Zif..—<"f—=<'e Tie o(PabsteSql,o80) 1 — Zicet—...—<'e f@Goldetalecets

1985; Dokter et al, 1994; Chamaillard et al, 2003, Girardin et al, 2003) et de peptides
antimicrobiens (Dunn et al, 1985)4 — ... —"« t1 ZiKspylori leP& égt'un acteur

ot Zicet— . —<te TE Zf "t teet PE-ZicaTAThofood¥ATf —"feeZ' . f
du PG deH. pylori « Zi<e—x"<t—" t1 Zf .. tiépEnd de latprésehee/cheZ fa

wf oo —2"¢t tTi—o Viela et &b,e3004)a Tco—F"f ... —<'o T — <o EF...—% f
protéine intracellulaire motifs-reconnaissante Nod-1 (Nicleotide-binding oligomerization
domain-...“s—fcecoe% '"'—tce s & Tx—t.. "¢t —atk ATf KT fr—'e ATt

réponse inflammatoire Nuclear FactorHB (NF- HB )-dépendante entrainant la sécrétion de
Zi-8 (Viala et al, 2004) et de la >défensine 2 (Boughanet al, 2006, Grubman et al,
2010).
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Figure 11. Représentation schématique du réle du systeme de sécrétiate type
IV dans les changements morphologiques, la prolifératioretiulaire et
Zicoo—ste t—Zfocte fe— "M PO i<t . —cte
(modifiée tif'"°e —e—F"ea xVvV|

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

La cytotoxine vacuolisante VacA est codée par le gevecAprésent chez toutes les
souches deH. pylori Cette protéine hautement immunogéne induitin vitro une
vacuolisation intracellulaire (Hotchin et al, 2000) 3+ — fe— ... f'f,Zf Ticoe—o‘e—"""10.
Lt —fe— Zif..—<"f—c'e The Z>¢’S >dte Zf. H M eenx—fo oA G- o Zf
T+ Zi<s" {{Borcristiano et al, 2003, Gebert et al, 2003, Sundrud et al, 2004). La
séquence devacA présente du polymorphisme au niveau de deux régionga region
centrale (allelesml et m2) et la région codant la séquence signal (allélesl et s2). Les
souches associant les allelesl/m1 présentent une forte activité cytotoxique alors que
celles de génotypes2/m2 «i‘e— 'fe t1if .ytetoXique: (Caveret al, 1992 Atherton et
al., 1995, Atherton et al, 1997, Miehlke et al, 2000, Rhead et al, 2007). VacA altére la
structure de la cellule épithéliale, agit sur le cycleellulaire et joue un réle dans la

modulation de la réponse inflammatoire (Coveret al, 2005)a ZZf '+—— if ... .. — -
niveau de la membrane interne des mitochondries indsant une diminution du potentiel
—Vfeeete "fefc"t ec—'.. . S'et"«fZA4 —ef B pYf-c@ Fif..=eifogcte



Partie 1. Etude Bibliographique

o fefete z - { - Zicet—  (Figure 12} (BeEKet &k ‘19P9 Galmicheet al,
2000; Coveret al, 2003, Willhite et al, 2003, Manente et al, 2008).

Figure 12. Lesd<™ "&£ Ffe—fe f ... —<‘oe Y77 —7f<"fe tHef... f— .. '-
chronique par H. pylori
(1) Attachement de VacA a la surface de la cellule éflitde, (2) Fixation de VacA sur son récepteur
et initiation de la réponse inflammatoire, (3) Accumuian de vacA a la membrane mitochondriale et

ot — . =<' T Zif ''—'etd z ot—<ish&cf TPFETP. JTi—ZcoffofZ oefe, " foefc
constitué de plusieurs molécules VacA entrainant uibédation des nutriments hors de la cellule
+'«—S*7<fZta& | f.. ="fTfi"efecr I EZZ—Afoo"tE xRS «—c'e TT Zif.
prolifération des lymphocytes T.
(modificee Tif'"°e —e—@)"¢«& XVV

Il.4.d. Les Adhésines et protéines de la membrane externe (OMP, Outer
membrane proteins)

ifTS+"fe . H phlori © Zix'«—SxZc—e %ofe-"<"—t "f..<Z<=%t Zf .
"frece—feo . Tt Zice Tt~ - Zf TR ti T OV mHRE 2 TS L.
épithéliales. Environ 4% du génome dél. pyloricode pour des protéines de la membrane
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TE—1"eF Tlo— ZiF& "feecte Fo— "' _FeteZ Fooote Yo f B fEASf T
augmente le risque du cancer (Dossumbekowet al, 2006).

BabA (Blood group antigen binding adhesin)

BabA est une adhésine codée par le gébabA2 quise lie e Zife—<%o°ef T3 %o”"-
sanguin Lewi® fucosylé siué a la surface des cellules épithéliales (Boreet al, 1993, liver
et al, 1998). La présence dBabA2fe— fee' ... <xF o ZT1—Z7..°"Ff t—'t+efZ - f
(Gerhard et al, 1999).

SabA (Sialic acid binding adhesion)

SabAest une adhésine quise liealadt—...——"f o<fZ>7Z+1 T eXprfrmé < %o° o1
a la surface des cellules épithéliales. Elle est asgmr au risque de développement de
Lfe " %ofe—"<“—3F efce 'fe f— "co“{Yhmdoka—et.al>”2008)— t+ef
TE8 "feec'e Tt Zifo—<%o®ed FefZxZft—GEFMcd—"fe— Zice Zfoof—c'e
chronique, ce qui indique queH. pylori peut moduler les motifs de glycosylation des

127 —7%e t1 ZiS@-1 —" fexZ "3V PifMEHAVE et.al, 2D02) 2 f ... 7
SabA est régulée par variation de phase de fagon a egon expression soit rapidement

induite 0 — txef ... —<"xF "—" oiftf 1" f—& 1 Fff%ot¥dmadkattt Zf e«
al., 2006).

OipA (Outer inflammatory protein)

OIipA est une protéine membranaire inflammatoire de lé&amille OMP (Yamaokaet
al., 2000). La présence chell. pylori du géneoipA fonctionnel est fortement associée aux
ulceres duodénaux, au cancer gastrigue et a des itritions accrues de polynucléaires
neutrophiles (Yamaokaet al, 2006, Francoet al, 2008)a 118 "feec‘'e T <« Fe— foo'

o —ef "t — . —<'e Bintvitat (Viainaoka et al, 2004). OipA joue un role dans
Zicoet— ... —c'e Tt Zice " Zfeof—c'e %ofe—te"—f—Fo<fi@pmatoitesIl-1-< s T
IL-17 et TNF= ...Stoe Zies %ot”,<ZZ(Bugimbto ét %o Z009). Elle contribue

+% fZFete— o Zicet—...—<'e tt Zf ex:FZIZ-Hfratfix of—"<.

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

DupA (Duodenal ulcer promoting gene)
Le genedupA est situé dans la zone de plasticité du génome #k pylori et semble

étre un marqueur de virulence.ln vitro & —' f—%oefe—F Zf ’"-8t(ku.et-ak'e Ti
2005) &4 ifes‘..<f—<'e fe_"% 7 fupAetlesrisque ftevé de développement
tTi—Z...°"F t—'txefZ t— ‘— . feo.. 1" Rolf ebi<tedt ‘Fo 7 f220e "of"ZFf

(Wroblewski et al, 2010).

Il.4.e. La Flagelline (FlaA)

H. pylori posséde 3 a 5 flagelles unipolaires, engainés par eurdouble couche
phospholipidique. La rotation des flagelles assure la ppulsion de la bactérie a travers le
mucus gastrique tres visqueux lui conférant ainsi la cap@é de se mouvoir facilement
dans la muqueuse. La rotation flagellaire est assurée p& protéine flagellaire motrice
MotB codée par le genemotB (Ottemann et al, 2002). Les filaments flagellaires sont

.. tee—¢«——+ opblymere de'flagellines FlaA (sous-unité majeure) et &B (sous-unité
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mineure) (Leying et al, 1992 Suerbaumet al, 1993). f '"xefe. .. Ti—ef "'Tef Ve __+

de FlaA due a une mutation du gendlaA diminue in vitro la mobilit¢ de H. pylori
(Josenhanset al, 1995). In vivqg la présence de FlaA est indispensable pour la peitsisce

Tt Zice t...—<'e .. Stoe Zfe "' e% I—"4& (Eaton &t al} 79P6 Ka¥erhanh— < “ —
et al, 2003). Contrairement a la flagelline de$Salmonelleset autres pathogénes Gram-
négatifs, FlaA deH. pyloripossede une tres faible capacité pour activer le Tdlke receptor

5 (TLR5), ce qui permet &H. pylori ti+...Sf’'1” o Zf "+''eet coo—ec—fc"f £ t1

dans la muqueuse gastrique (Leet al, 2003, Gewirtz et al, 2004; Andersen-Nissenet al,
2005). La motilité de H. pyloriest indispensable pour assurer une meilleure colonigen
gastrigue et contribue a la pathogenése liée a la bactéri

II.4.f. Le Lipopolysaccharide (LPS)

La majorité des souches dél. pyloriexpriment le LPS qui contient des antigénes
oligosaccharidiques fucosylés structuralement similaires augntigénes du groupe sanguin
humain. Ces antigénes bactériens (Lewis) présententles variations antigéniques
permettant aH. pylori Ti£...Sf’ £ o Zf "+’ ee7 (Kustersetaf,<2006). Le LPS
de H. pyloria été décrit comme faible activateur de la réponsemunitaire innée comparé
e . FZ—< tif—-="1%¢ -negatif Muctiala étfal, 1992 Bliss et al, 1998). Mais trés
récemment, il a été montré que le LPS de. pylori pourrait étre un ligand du TLR2 dont
Zif..—<" f—< viacarte—eascade de voies de signalisatior i f...—<~f—<:H t 4 -
Zicet—. .. —<'e t1 (SKithetak2D11).

l.4.9. T—"xfe%
i—"+fef fe— —ednzyme- préséhte dans la majorité des souches de

H.pylorida t——3F fece>et .. f—fZset ZiSs>t" ' Zredf . Tt. Ai—22ac " Fhodfactenc

H.pylori T3 "tece—1" o Zif .. <t(Suerbalisyf et-ak*“1999)a T1—"+fef feo—
déterminant essentiel de la colonisation et de la psistance de la bactérie. Tfee‘e<f ...

et ef—e Zif.—<te TE Zi—tfel—da—fomocc %&k¥2E " TEEL T oo f %o

cellulaires (Kuwaharaet al, 2000)& 1+ %o°ete .. ‘tTfe— ''—" Zi—"*fet o'o— "% f o
opérons ureAB et urelEFGH.Le géne ureAB code pour les sous-unités structurales de

Zitee>e}d f- WMAERGMHe: 11 ' —" Zfe "i—tcete f.. .. Foee'c"3% "—c¢ f...—<
par incorporation des ions nickels (Suerbaumet al, 1999)&4 if...—<"«—x Feoesef—<"—1%

Zi—"%fef Tx'fet <ot<”fneuret todant peur%uife porine membranaire qui

“tret —e L fefZ Tre— Zi'—Ti"——"F fe— —Fred®dZett 'fl.ZH <ot E-<—
Zi'—"F3"——"F t— L fefZ 't et——fe-SZH Zpretfihotf "t LTIt 2t t[foeo

L>=""Zfeet f..—x"cted |fpHPrevogud laderméture du pore et empéche

Zt "feef %t IWedkiset'sk 200C Toledoet al, 2002)4 T<eS«c, <—<‘e T+ "F "' —""f (-

2_"f —ef <, 2% ' —" MpYlpriWeekset al, 2G00).
[1.5. Aspects cliniques des pathologies associées a H. pylori

<ot ... —<"o H’ fpylori provoque systématiquement une gastrite aigué
majoritairement asymptomatique mais pouvant évoluer ves des pathologies plus séveres
telles que les ulcéres gastriques et duodénaux (10 a %), le cancer gastrique (1 a 2%) et
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le lymphome du MALT.H. pylori est actuellement la seule bactérie responsable d'un
cancer chez 'homme. L'adénocarcinome gastrique est larsgquence d'une évolution

lente et prolongée de la gastrite chronique vers unatrophie de la muqueuse puis le

développement sur cette atrophie de métaplasies suiviede dysplasies pour aboutir au

cancer (Figure 13).

Figure 13. Réle deH. pyloridans le développement des pathologies gastro-
duodénales
(Basé sur la cascade proposée par Correa, 1996)

II.5.a. Gastrites aigué et chronique

T<e”jon.par H. pylori induit une infiltration massive de polynucléaires

neutrophiles au niveau de la muqueuse gastrique. Lah@gocytose des bactéries provoque
la libération de substances toxiques induisant degsions (Grahamet al, 2004). Cet état
inflammatoire ainsi que la persistance de la bactérie sont dedapes clé dans le passage de
la gastrite aigué vers une gastrite chronique (Kusterst al, 2006). A ce stade, une forte

LUUEZfocte $8cemt te—"t 2% e ifdA A ~Een2Ealgasthitg btk

Zix" 7 ——<'e “17e Zi—7 (KUStkrs etalZ 2006).fle.gastiite t — ... Sfe— Ziteets 7
Tt Zite—'ef... Fo— Yotex"fZtotoe— foo'rtlxt o —Tofp SH"ZSZ"S "
atrophie puis un cancer gastrique (Atherton, 2006).
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[1.5.b. Ulceres

Les ulcéres gastriques et duodénaux se caractérisen’ f” Tte Ztec'es Tif— e‘coe ra
Lo T tefec—"t Tkex_"fe E—e“—ie Zfe T —§Sh e oti—Z f A o
fortement associés 2. pyloriet se développent dans lessite ‘T Zice " Zfesf—<'e fo— Zf 'Z-
sévere (Kusterset al, 2006).
i—Z..°"% %o festlochkst “f"e Zife—"14 'Z—e "t .. .coxefe— tfee 7f
—"fesc—cte fe_nt Z% . '7e Tt Zite—'ef b fo—"Lfot"tHe —Z-% . TTE
pangastrite associée a une normochlorhydrie ou une hypochlorilyie (Atherton, 2006).
i—Z..°" 1 t—esttlacafise au niveau du bulbe duodénal qui le plus eogé a
Zif..ctc—t %ofe—"<"—1a [ %ofe—"fZY of st fo FotfeS33”...S72*"S
entraAet Zt tTx7fZ ' tete— T1 Zi-AAbhertori,f2006): ‘Lles paients atteints
Ti—Z..°"F t—'TxefZ ""tefe—Fe— tie @s.éleyds, tesn@dwedlevés-de
%o fe—"<et T-— f&lfOmar <et+al, 1995). La combinaison de ces facteurs
'Srec f—S 7 ' %o<“—*Fe fcoec “—7 comtrdle d¢ la-sécrétiori acide contribuent
“tY_fete— f— FxTEZFete— Tt Zi—Z .. 0k -Tiet Feff Zxe—Z Zfeef AT 4%
Tt Zice Zfeef—c'e t— <difpylbri. e shjpts qui développent des ulcéres
duodénaux sont protégés du risque de développement du canagastrique.
T+£” f t«... f-+H'pyldrifconstitue la base du traitement antiulcéreux (Treiberet
al, 1998) £ — Zit""t- ti Zi#. fpylorisyrdx ticatrisation des ulcéres est différent
efZ'e “—i<Z oif%o<— Ti—e —Z..°"% tfattd'fZa —odfifafpZoeZ. <% 172%f
Foeefce f ote_7x “—F Zix"flre. . f—c'e pEB7HE Lot —fcaf—doZ—0o £7]
ulcéres duodénaux que des ulceres gastriques (Foret al, 2004). L'éradication de la
bactérie avait un effet bénéfique majeur dans la pw@ntion de la récidive des ulcéres
“ —g soient duodénaux ou gastriques.

[1.5.c. Gastrite atrophique et métaplasie intestinale

ice"Zfoeef—cte ... S e —Hpylorpeutentfdiner une destruction des
%oZfette %ofe—"c"—te T— —ef "$"—F $HZIF]. oS<Ft—ed " Fofo=fZ—1
pro™'“—3 Zf ecof e 'Zf..f ti—e ' «—StffiZée tE 2> fi— cddtoKofoe—"-
atrophigue et métaplasie intestinale a lieu chez 50% dgsatients infectés parH. pylori et
f—3 Tet ' c—e 1 Zice Zfeof—c'e tfKkuiplrs étZak-1995b).°I'd risque de
T+ 17 Fete— Tt %ofe—"<—1 [f-""Sc"—f"d it i Zfict Lofoef <o
LS ec —t fL.—<"tA fe 'f—cte—e o Bifce <1 £ riibnirentupec:
Vi % " feecte "Z—e "f'ctt T {KuipErsfet Al $396). Les régions de métaplasie
co—Fe—cofZt oife’Z<cte— f— ..‘—’tentteconsidérablerdent [e—+istue fde
e E" Wofe—"¢ —F fe Tte—<'e t1 FEFOMaAtet’a109NE Zif-"""S<%

[1.5.d. Cancer gastrique

Environ 1 million de cas de cancer gastrique sont diagstiqués par an, classant ce
cancer &me o Zi+ . StZ'e etetcfZa o "fe..fd ZIf .=f'cocPoi%of f—Lot—HT T
mortalité par le cancer digestif (Ferlayet al, 2010)a 7ifee‘...<f—<H pyloretle
cancer gastriqgue est clairement établie (Formanet al, 1991, Nomura et al, 1991
Parsonnet et al, 1991, Munoz, 1994 Lin et al, 1995 Aromaa et al, 1996, Webb et al,
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1996; Siman et al, 1997, Wald et al, 1997, Watanabe et al, 1997, Hansen et al, 1999,

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

deux formes : le cancer gastrique diffus composé de keés néoplasiques individuelles
infiltrantes qui ne forment pas de structures ¢aet—Zf<"fe $— Ziftxe typp”..co'et
co—te—cofZ f—c "' %o Feet o —TfTE7e —at7'om¢YEotear 1996 Sco
Wroblewski et al, 2010)4 1 T37e<f” fe— coc—cx 'f" Zf —VfekcaklefFit—ot
“fre —ef Y%ofe—"<—1 ...S7'ec* —%f o —F"FellELY FWoofre” F—FT ST
métaplasie intestinale pour enfin engendrer une dysplas et un adénocarcinome
(Sipponenet al, 2000).

Le r6le deH. pyloridans la genése de lI'adénocarcinome gastrique a été atamirent
démontré par la mise en évidence de mécanismes celluleg de carcinogenese par la
Jfoo—x" <A f e—Tfee ‘E>Tf—<" Yoot 'of LE__t Teedh ZikB P ..
dysfonctionnement cellulaire etH. pyloriinduit des dommages oxydatifs directs au niveau
t+ Zi (Baik et al, 1996, Farinati et al, 1998, Obstet al, 2000)& f %o+e+”"f—<c‘s Tife’°
‘E>%otextte " f ... —< 1 Unfgastiue estBdsAgiée a la présence de facteuss d
“"—Zte. .t —fZe “—1% Zf ' ‘eagceiyui foggere eur iokt& tentribution au
processus de carcinogenése (Dinget al, 2007). La fréquence des polymorphismes
génétiques plus ou moins virulents des génesagA et vacA dans les différentes
72 f—<tee T — %oZ',t te— ,c<te . 'T%&ZxtifTit. tIRheafetat e
2007; Bassoet al, 2008, Junget al, 2009, Janget al, 2010). Plusieurs polymorphismes de
I'note tels que celui de l'interleukine 1 peuvent aaoitre la réponse inflammatoire a la
wf o —E7¢E TfT e fo— Zix7 7 —(H-GmatétealZ 2000). fGes. golymorphismes
sont détaillés dans la section I1.6.b.

Le développement de la gastrite et du... fe... 3" %ofe—"¢“—1F o—<c—H. o Zice’
pylori a été modélisé et étudié chez les rongeurs. Les gilds de Mongolie développent
des duodénites, des ulceres et un cancer gastrique apriggection par H. pylori mimant
—"% #_"'(—Fete— Zice t.. —<'dHondd &toal, 1993a Honda et al, 19985
Watanabe et al, 1998). Chez la souris, le développement de gastritér@hique et de
et —f'Zfecte To "x''eet o 7 oylori(souche $31) eH. felisest observé. En
revanche, la progression vers la dysplasie et le cancgastrique a été démontrée avec
Zi<e "t ... —H delig(Wanget al, 1998 Fox et al, 2002, Caiet al, 2005). Plusieurs voies
"tZcte— Zice 7 fir efincet \mdis dont les mécanismes moléculaires ne sont pas
entierement élucidés. Le stress oxydatif généré pardemacrophages et les leucocytes au
L=ttt Zice Zfeef—<te T —— tetieefU%HZ7 2 tmth— ZFo 7
if''’—‘et F— Zipnabondante de cytokines sont également des acteursajeurs
dans le développement du cancer (Allavenet al, 2008).

Cellules souches et cancer

La théorie du cancer généré a partir ¢ ...tZZ—Z7fe o' — . . Ste Fo— f—
paradigme suggérant que la majorité des cancers soned$ a une transformation de
cellules souches aberrantes ayant perdu la capacitée ddifférenciation normale. Des
—fTf—8 —,Z<te o—" Zte t<§ TiTecFUiecofUpttVe o ZifLf  ..m0
TifZ—x"f—c' oo %ot e+ —c"—sguehdstsomatitides -ouit deurs progéniteurs qui se
—Vfee tete— feo F77—7Fe .. fe..t"fedtoefa §f 7 %otBo—te THEIS oo
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chronique (Yenet al, 2006; Morrison et al, 2008, Quanteet al, 2009, Rosenet al, 2009).

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

expressing metaplasia) résultent respectivementt — "fe'tfZf %t t3 Zit'«—S+Z<—s %o
Fo —e £'«—S+Zc—e co—1e—coigdhion destiinitésifurfdiques ZYuasa, 200Fox

et al, 2007). Ces deux phénomeénes sont fortement associéarge inflammation chronique

de la muqueuse gastriques —<—1 « Zi<e" H..pyleriet cgtte inflammation chronique

joue un réle central dans la pathogenese du cancer gagqtie (Correaet al, 2007). Les

tumeurs forment des unités morphologiques et fonctionnelle hétérogenes. Une partie de

ces unités est constituée de cellules souches cancéresigReyaet al, 2001) qui, une fois

transplantées dans un tissu héte approprié, ont la gacité de reconstituer la tumeur

(Huntly et al, 2005). De plus, il a été montré que les premiéresa@es de la carcinogenese
%ofo—"¢"—1 "toe—Z—te— Tt Zit& feoc'oftiludt oZ' o 8F—o st Ffobeoc's t1
e¢..St e— Ttk Fi—et L Z'ecof—c'e tdt Z%dfediZE LTI 22 Fec o——f
descendants de ce clone (conversion monoclonale) (McDonaldt al, 2008). La

propagation de la mutation se fait par une fissure ghdulaire ou un bourgeon apparait

Tfee Zf o<...SF Tte .. 3Z27Z—7%e o' — . StefpF FEE— oo iZ fo o pef— ot
Ti—et o' —"fZ77McBoedafce dttal, 2008)4 i'"<%oc<ef " ..<ot tie . FZ7Z—Z71%e
cofex"t—ete oite— "fe —ZZFe "feTFe f2ZUtHcoe—TFe ti—of —"fee" "
o FZ7—7%e o' — . Ste e VefZ7ted ‘— Ti— oIS teUSFofie TRt LA Tiac

ont été décrites comme cellules fondatrices du canceastrique (Figure 14) (Houghtonet
al., 2004, Houghton et al, 2007).

Figure 14. Modeéle de la génération du cancer épithélial gastrique p¢es
cellules souches
(modifiée T 1 f ' "Feughton et al., 2005)

[I.5.e. Lymphome du MALT

Le lymphome du MALT se caractérise par une infiltration assive de cellules
lymphoides dans ldamina propria entrainant une destruction des glandes gastriques ¢t
formation de lésions lympho-épithéliales (Capelleet al, 2008)4 Tfee‘...<f—<'e Fe—"%1 7%
lymphome du MALT et la présence del. pylori fe— ,<fe +—f Z<t '—co“—ite " e {1 =
sujets atteints de lymphome du MALT sont infectés pad. pylori(Eidt et al, 1994; Kusters
et al, 2006). Des études prospectives ont montré que I'éradication dEl. pyloripermet la
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régression du lymphome du MALT de bas grade chez 60 a 90% designts (Montalbanet
al., 2006). Une analyse poolée a partir de 34 études inalot 1271 patients a montré une
régression des lésions chez 77,8 % des patients ayam lymphome gastrique du MALT
tle— Zice f.. —<'s fTfc— x—* @Uffcetal} 2p09.... +— ... ... °e

11.6. Déterminisme pathologique associé a H. pylori

27 Z——c'e Ti—ef <ot . —c'e fhrepyon fl—<“Fid—ok <o Zfoef—<"
chronique vers des pathologies gastroduodénales plus séres est la conséqute ...+ fti—-e1F
interaction complexe entre les facteurs de virulence et la dérsité génétique de la souche
wf...—t"cteetd Zte ""Z>0'" Sceete Yptfect Lok—dt oottt AT MtedrsT —
environnementaux. Le déterminisme pathologique associ&H. pylori est donc dépendant
tte "fo—t—"¢ f..—2"c¢eed T3 ZiSO~<%eft5) T Zite <" oeteto—

[l.6.a. Facteurs bactériens

fo "fo.—ft—"e Tt T —Zte.f f.. —#2dPecofB—tfae Zici@ZY
Zicoe f.—c'e F— Lt Fe— 1O o ZdifeF £t 1S Hdte Bho fiylark $ds09%o
polymorphismes génétiques touchant VacA et f % a 'f”eautres) influent sur
21277 ——c'e . Zco< —t tF Zf "f-S'Z:%fetd ZttesWAEZAZYACA f oo
présentent une forte activité cytotoxique et sont assocg&aux lésions graves (Teet al,
1995)4 f '"xete. F Tt f% fe— x%ofZtetddefes Tk foIt 471
F— Tiftxet .. f7.. <o o@PailBghnett a-1D97).

1.6.b. f..-+t—"¢ t1f ZiS@O-1%

Les facteurs de virulence bactériens ne sont pas lefeterminants absolus de
Zit™ Z——ce tf Zicetfiiocte TH7e fie exTPReda f48 2 e oot
Yotet—c“—Fe Tt ZiS@B—F — — . Sfe— Zfe "W miffe «oZfbafrs tif ea'e;
associés a une prédisposition au cancer gastrique et foaussi impliqués dans le
déterminisme pathologique.

IL1- >

La progression vers la carcinogenese dépend de la naturde la réponse
<o Zfeef—'<"t t1 ZiS@—1f f— Ti—ef FcraoUhofuatdctZfriefr. . ta f
pro-inflammatoire IL1- > 1 e+—e +n0olécule qui interagit avec ces 2 parameétres. Son
expression est augmentée dans la muqueuse gastrique inféetparH. pylori (Noachet al,
1994)4 te e—ET—o frfe— the "“Zre'" Scoeotd HiHEZPiG< e—>7F74—1
plus élevé de développer une hypochlorhydrie, une atropé gastrigue et un
adénocarcinome gastriqgue El-Omar et al, 2000)a f 'Z—& Aife, 72t o't—7%" Z
sécrétion acide dans la muqueuse enflammée en la diminua(Takashima et al, 2001).

'|'f_%oo:l:o_f_(‘o 'l'T:té’_”g:)o('_t‘-_T:T:%ofZioio_ A‘”_:l:o:t._ f.o‘___(i:t [ )
Zice Zfeof—c'e t— t1 Zif-"(HBany Sbcaf,2002)4—fieet — .. —cle>t F'77
<o Zfesf—'<"t f— .t—"e TH.DOM Feecioxtf™ of _f'f..<—% ticeS

sécrétion acide et sa régulationpar des promoteurs ayant des polymorphismes
particuliers mettent en avant le réle critigue que joue cette cytokine dans le
développement de cancer gastrique.
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TNF=

Le T—e'” of .. 7"‘ece " f NF9”est aussi une cytokine pro-inflammatoire
oS, fe— Zf ox.."x—<'e f. <ttt f— o ZT¢Ztixpark. fylori(Crabtrée et t
al., 1991). Des polymorphismes génétiquede cette cytokine sont associés au risque élevé
de développement de cancer gastriques|-Omar et al, 2003). La contribution du TNF= f —
développement du cancer gastrique se fait probablemenpar des mécanismes de
ccY%os fZcof—cte <o’ Z " — focaiBfiine (CgubetZf, 2008).

IL-10

o 'tZ>e'"'Sceefe "ttt _cofe— Zi1E "teec'peinflammatoiréacete
—-t77%. “20%sonti associés a un risque plus élevé de développemedé cancer
gastrique. Les effets combinatoires des polymorphismes tehant les génest  Zi>& t—
TNF-= f— t410%ir le développement de cancer ont également été mis endamce EN-
Omaret al, 2003).

IL-8
Les polymorphismes génétiques touchant les genes da téponse immunitaire

innée sont aussi liés a un plus grand risque de ddeppement de cancer gastrique, tels
“—t Zte tZ>e'" SceeBoutckuXdu TLRE (Wroblewski et al, 2010).

COX2

H. pylori active les enzymes pro-inflammatoires de la famille cjo-oxygénases
(COX). Les cyclo-8>%o e fete ...f—fZ>efe— Tie x—f'Fe .o Z8p Ziffs. Ift ...'
arachidonique en endoperoxide (PGE), substrat de nombreuses prostaglandines
synthases qui catalysent la formation de prostaglandes (Gupta et al, 2001). Les
prostaglandines régulent une multitude de processus phyalogiques, y compris
Zices—ec—+ T— 71 t+(Qupbtdetalf2001)a 118 "feec's Zdstinductible
et stimulée par plusieurs facteurs de croissance et cytakes pro-inflammatoires telles que
le TNF=&4 Zi@ 1 —1ZWilliams et al, 1997)a 1f3'"feec‘e Zdst augmentéen
vitro (Romano et al, 1998 Juttner et al, 2003) en présence deH. pylori et dans la
muqueuse gastrique des sujets infectés (Sawaolka al, 1998, Fu et al, 1999). COX2 est
€galement surexprimé au cours des lésions malignes (Ristaki et al, 1997, Sunget al,
2000). La capacité des produits de COX2 a provoquer la néagie est démontrée. Ces
molécules stimulent la proliférf —<*e ... fZ7Z—Z7f<"% te <eS«c, fo— ZifZéef'ef .. F *
rétention des cellules muéesd e—<s—Zte— Zifoe%o< %ote®ef f— Zf —"fee "ef—
(Ohnishi et al, 2008, Ogiwaraet al, 2009).

Sécrétion Acide

La pompe H/K+ ATPase est la pompe a proton gastrique primaire localisédans
des tubulo-vésicules dans le cytoplasme des cellules rggales non stimulées. Aprés
stimulation, la pompe HK* ATPase est recrutée vers la membrane apicale pour médier |

sécrétion acide (Forteet al, 1996). H. pylori " —— <o S<¢, §” ‘— e—ce—7%" Zf ox.. 7+
en fonction du contexte df Zic<e f...—<‘ed Tce . —<c'e fc%o— Feate _"Fe_
8> .. 8285t <t "te—TZ—fem ti—et o—" " tinflammateird l-Tfet...>— e co i
de ZiceS<,<—c'e t— "7 o' — 1t yritét +deld pompe MK + ATPase (Schuberet al,
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2008). VacA induit aussi une hypochlorhydrie via la protdlyse dt Z 11 aee quiiperturbe
les interactions entre le cytosquelette et la membranapicale, celles-ci étant nécessaires
pour la translocation de la pompe K+ ATPase f " < sadsurer la sécrétion acide (Wangt
al., 2008).H.pylori "t —— % fZfete— tcoce—t" Zf o+ .. "+ & Fleed's feo
de la sous-unité = t— %o °et ..HKfFATPASe "<f Zif ...— <l trahslotation
médiée par ERK1 et 2 de NFB dans le noyau (Sahat al, 2008)& T<e F...—<c'e ... S" ec"
par H. pylori peut induire une hypochlorhydrie ou une hyperchlorhydrie selon la
distribution et sévérité de la gastrite. La gastrite duchant Zifeete 73T T1 Zite—‘of ..
généralement associée a une hypochlorhydrie pouvant évolueers un cancer gastrique.
A i<+~ 1" aafgastfite & prédominance antrale provoque une hyperchthydrie qui peut

Lot —<"t f— tx71Z fete— T —{Atherdn,.2008).T — ‘' ttef Z

[1.6.c. Facteurs environnementaux

La consommation excessive de sel semble étre assoc#&en risque plus élevé de
développement de cancer gastriqgue (Wroblewsket al, 2010). Des travaux effectués chez
les gerbilles de Mongolie montrent un effet synergiquergre un régime alimentaire riche
Teo ofZ t— Z%t T271Z  Fodeo— T3 Ztec oo ePoffoYkord 1t tKatodt fF7 1
al., 2006, Gamboa-Domingue®t al, 2007) £ — Zif—%osFe—f—<'e T3 Zi1t& "Feec'e ¥
pro-inflammatoires IL-1, IL-6 et TNF= 11 f — =" {Sufi ét-al, 2006). Les mécanismes via
lesquels le sel augmenterait le risque de développeme de cancer ne sont pas
entierement élucidés Il diminuerait probablement le seuil pour la transformaton maligne
f— o< tf— t1 Zi2'«—=StZc—e %ofo-lqa-FtitZrdtete " fle, Zoi' P01t
tissu gastrique par altération de la muqueuse. La prodtion de cytokines en réponse a un
régime riche en sel pourrait également contribuer au pragssus de carcinogenése. Une
Meec «Zi—% o' —7ZF"+F "k . teete— Fe—ZFeelte Y facHpYlbligart 3
Zt of7Z8 te t——tte "t . fe—tfe oteatiaf KéeiTItZiES P poefl0 T [
fonction de la concentration saline (Loket al, 2007; Ganczet al, 2008).

Le tabagisme augmente aussi le risque de développemerd dancer gastrique. Les
antioxydants naturels joueraient au contraire un réleprotecteur (Wroblewski et al,
2010)a — huiHl €8t clairement établi que les effets combinatoegs de plusieurs
facteurs environnementaux augmentent les risques de délmppement du cancer
gastrique chez les sujets infectés pat. pylori.
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Figure 15.

i+ Z——<'e T17e Z% .

fo.

Déterminisme pathologique lié aH. pylori

£ %o f o047

bt ca—Zff. .o w718 Fe—"F ZFe

o f ... —%"<fesd fehvilonBemertadx{(modificet i f'"°« "', Z 2i¥ls 2010).
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Chapitre lll.  T<e~Z feef—c's Hcpylore

H. pyloriest un pathogene qui réside au niveau de la couche aeicus recouvrant
la muqueuse gastrique. En revanche, plusieurs études af#montré sa capacité a envahir
les cellules épithélialesin vitro (Amieva et al, 2002 Chu et al, 2010) et in vivo chez
Z1S "+« t essinges (Semino-Morat al, 2003) ainsi que chez les souris ayant développé
une gastrite atrophique ©h et al, 2005). H. pyloripeut entrer en contact direct avec les
cellules immunitaires de la lamina propria dans la majorité desas de gastrite et de cancer
gastrique (Moeseet al, 2007)a i< f .. —H! pylgfi'cet—<«— ...Sftoe Z2iS@-t4a Zif.
réponses immunitaires innée et acquise. Plusieurs chiwkines, cytokines et peptides
antimicrobiens sont impliqués dans la modulation de ceseponses.

[11.1. Geénéralités sur les chimiokines et cytokines

Les chimiokines sont des petites protéines (de 8 a 1kDa) ayant pour fonction
principale tf e—<e—Z%t” +t— fai‘ihigratioh” des leucocytes vers les sites
Tico Zfoof—c' o8 ZZ%e ote— " F—c—tom et iFekfPr P Z toct—"0
en réponse a des infections bactériennes ou viralelses chimiokines jouent un réle dans
plusieurs processus physiologiques et pathologiquesels que le développement
fTe,">'eefc"t ‘— Zice  Z(RoMifis;<1997). Environ 50 chimiokines ont été
¢tfe—c"cxte .. Stoe ZiS'eet t— fZ7%atte— foZfontteZfe v ¥Upt” ™ f—c
motif N-terminal impliquant des cystéines: les chimioknes CXC (CXC ligands : CXCL), les
chimiokines CC (CCL), les chimiokines CX3C (CX3CL) stdeimiokines C (XCL) ou le X
"f'rete—F —e f.<TT fecex f{ine(Zibtriik—et-ate 2000).>Rotentiellement,
toutes les cellules immunitaires expriment des réceptes pour au moins une chimiokine.
Le o<"ff— Tit& "feec'destrBcepteurs 'f7et— tTit—f,Z2¢" tie %"ft<t
concentration vers lesquels migrent les leucocytes (Zlotk et al, 2000).

Les chimiokines CXCL1, CXCL2 et CXCL3 sont membres alefamille de
Zi «—1"Z71— «8s8gatement connue sous le nom de CXCLS8) et participastivement
au recrutement des cellules immunitaires vers le siténflammatoire (Luster, 1998). Au

Lf—"e Tt ZiparH.pyloria Zif3 "teec'e T S fe— f—%oefe—otf tfoo

gastrique des patients infectés (Shimoyamat al, 1997, Shimoyamaet al, 1998, Yamaoka
et al, 1998 Ecket al, 2000). H. pylori <s T —<— f—eeoc Zi38 "feoc sleg telluless T foe
AGS et KATG-(Sievekinget al, 2004).

CXCL5 (aussi connue sous le nom de « Epithelial-derived trephil-activating
peptide 78) est une chimiokine activatrice des polynuclées neutrophiles (PN)
+“— " f Z1+8mérmdd si elle semble moins active dans le relargage genules des PN.
Elt E‘—1t —e "@Z% tfee Zf ocof to "Zf~Af Tic—%o"ficto—r—!
Zice " Zf e [Walzeet al, 1991 Walzet al, 1997)4 33" teec's 1% W F— f—%-
dans la muqueuse gastrique des patients infectés phk. pylori et est également associée a
une infiltration de neutrophiles dans la muqueuse (Shimogmaet al, 1998)a 138 " feec'e
de Zi + tt W [ % fZ1tete— invitro ‘paries eeflules AGS stimulées par
H. pylori(Rieder et al, 2001).
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interleukine 8 (IL-8 ou CXCLS8) a été identifiée comme un facteur chimiotactiq

induisant la migration de PN, de basophiles et de mphocytes T (LT) (Baggioliniet al,
1989)4 if3'"teec'e -8 destZregulée par le facteur de transcription NFH & f
Ut — L= <te REFZE ' —"e T 1 ZiHk pylorise fait’ gssentiellement par les
cellules épithéliales gastriques (Crabtreeet al, 1994g Crabtree et al, 1994b; Crabtree et
al., 1994¢ Noach et al, 1994, Fan et al, 1995 Sharmaet al, 1995 Junget al, 1997,
Katagiri et al, 1997, Oguraet al, 1998 Nakachiet al, 2000). Cette chimiokine joue un role
cfE@FT—" fTfee Z% "3 ..7——tete— Tie . BZZ7F AfefcopiAicpiZifos R
déclenchant une production abondante de médiateurs inflamntaires.

CCL20 est une chimiokine qui participe au recrutementles cellules dendritiques
(CDs) et de LT mémoires sur les sites inflammatoires (Rieet al, 1998). Elle possede une
activité antibactérienne contre E. coliet S. aureugHoover et al, 2002)a 38" feec'e t1
CCL20 est augmentée au niveau de la muqueuse gastdquafectée parH. pylori (Wen et
al., 2004 Wu et al, 2007, Yoshidaet al, 2009). Invito & Zif8 ' ‘ec—<'e t1 Zf Z<%ooxt ... 1.
gastrique AZ-521 aH. pylori '~ *“—1 Z7i<e teagdépehdante de CCL20 (Yoshidat
al., 2009).

Les cytokines sont des médiateurs inflammatoires pléiotqeiques qui sont
implig —x%e fTfee —e "fe—1f "xeff_—quiiprésehtent.dex effetstregulateurs
positifs ou négatifs sur des cible ... +ZZ —ZA«@tde ANFi= ‘e— +—% <t fe—< "cte . ‘eof
les premiéres cytokines pro<s Zfesf—‘<"ted ‘—" L te_"% fZfe..t” Zit "%
médiateurs, des cytokines anti<e~Z feef—‘<”fe —#7Joht capables de réprimer
certaines activités pro-inflammatoires. Une productio abondante de cytokines pro-
<o Zfeef—‘<"fed —fZEFATRETIZI XA [ Z<F— f— ..'—"¢ HE Zice 1. .-
pylori.
Le Tumor Necrosis Factor=(TNF-= est une cytokine multifonctionnelle qui régule
Zice Zfoeof—ctod Zf "+’ 'eet coo—ec— flLdtksldy-et Al f200D: L& TNF=
membranaire participe aux effets cytotoxiques et inflamratoires au cours des contacts
cellulaires. Il est produit par de nombreux types cellulaes dont les cellules immunitaires
(LT, LB, basophiles, éosinophiles, DC, PN et mastocytdes cellules tumorales et les
W FZZ—ZFe ete coo—ec—fe"te fe_"' sede > (BhAzdnfetal 1896} " f

TES " "Feecie T — = fe— <et-A7ddns’es céliules épithéliales et les
"¢, Zfe—te t— 'f” Z47 danstles mbnocytes/macrophages (Bazzorét al,
1996). La réponse inflammatoire induite par le TNF= "1 —— f—%osfe—3" Zf '"'t—..—¢
Lo—tecete _HEI M DNE 7928 t—-DBIA feoec “—F Tif——"fe o7t . —T%e

radicaux oxygéneés libres ou les prostaglandines (Schelius et al, 2004). Le TNF= E‘'—1

aussi un rdle important dans la régulation de la répgse immunitaire de type Thl

(Schottelius et al, 2004)&4 118" "Feec'e d=Feo— f—YooFe—xF Z'"e t1 Zf o—co—Z7f
cellules AGS (Kimet al, 2007) et KATO Ill (Nakachiet al, 2000) par H. pylori ainsi que

dans la muqueuse gastrique des patients infecté€rabtree et al, 1991; Fan et al, 1993,

Noachet al, 1994, Yamaokaet al, 1996; lerardi et al, 2003).

i -6 est une cytokine appartenant a une famille de proiées qui possédent des
activités pro-ou anti-ce " Z feef —‘<"Feo f— “—c¢ f ... —<"Fo— ZifBI FeeTu tE+%o ot e
Tfee Zf T< " x"fe. . <f—<'ed Zf o—""Z¢% 7fif Biestprauite/far 1&s
LT et LB, les monocytes/macrophages, les fibroblastetes cellules endothéliales et les
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kératinocytes (Nakaet al, 2002). Elle est surexprimée dans la muqueuse gastrigudes
patients infectés parH. pylori(Crabtree et al, 1991; Gionchetti et al, 1994, Yamaokaet al,
1996; Yamaokaet al, 1997, Ando et al, 1998 Furukawa et al, 1998 Yamaokaet al,
2001).

T-s> fo— «—"_"'— parled monedytes/macrophages, les DC, les LB et les
cellules Natural killer (NK) (Dinarello, 2009). Cette cytoike est produite dans la
muqueuse épithéliale gastrique des patients infectépar H. pylori (Noach et al, 1994;
Lindholm et al, 1998, EI-Omar et al, 2000). De plus, la stimulation des cellules AGS awéc
pylori provoque une sured’ "tesc'e T+ Zi o Zit$ KKim et al, 2007).

1.2, +’'eet coo—oc—fcf cookd f— .. '—"e TH. @G f.. —c'

La réponse immunitaire innée est la premiére ligne & défense contre les
"f-S‘%°eted if .. -spéfifique desecellules épithéliales par plusieurs congsants
des microorganismes (LPS, flagelline et  te—"fAed tice *"—fo—o $ " "F o fo_coc..
induit une inflammation et des lésions cellulaires via laproduction abondante de
médiateurs pro-inflammatoires tels que des cytokines, desspéces réactives oxygénées ou
encoredeZi‘$>1 1t ««—"<“(Wioblewski et al, 2010). La colonisation de la muqueuse
gastrique parH. pyloridéclen... S+ ...Stoe ZiS@ -1 Zif ... — 0 défemsd ihmée+ ... f o<
notamment en activant les voies de signalisationa$ TLRs (Toll-like receptors) et des
protéines cytoplasmique Nodl et Nod2 (Nucleotide-bindingoligomerization domain
protein 1 and 2), stimulant fcee< Zit&'"Feec's 11 “jhflammatoires ‘et
antimicrobiens par les cellules épithéliales (Jungt al, 1997, Georgeet al, 2003, Robinson
et al, 2007; Kawai et al, 2009, Kumar et al, 2009).

l1.2.a. Activation des Toll-like Receptors (TLRs) et de Nod41

TLRs

Les TLRs sont des protéines membranaires apparteniaa la famille des récepteurs
de reconnaissance de pathogenes (PRR, pathogen-recdigni receptors) qui se fixent
spécifiquement a certains motifs moléculaires des microorganismes, les PAMPs

(pathogen-associated molecular patterns) (Kawaet al, 2011)a —-e“—1Te ""tefe—34 1<§
Tte . —c'eefZe e 4 (Ffe—<"cte . Stoe YUS el Vof" e ca
peut citer les lipoprotéines (reconnues par les TLRITLR2 e— X & Zi tbrR, Z &

ua zt Va Z2f "Zf%tZZ<3747"«w & Ai t—ecoez f- Zi
(TLR9) (Akira et al, 2006). La reconnaissance des PAMPs par les TLRsuihde
"t ——fete— ti—e teete 7% ti o' Zt ZZYlt¢—fHf-p2"dFe -1

Zicec—<f—c'e Ti—e 1esdadeZ fe fsignalisftion qui entrainent la sécrétion de
cytokines pro-<s"Z fesf—‘<"fea tT1 ZikEN)}H& typeel, de chimiokines et de
peptides antimicrobiens (Kawaiet al, 2010). Ces réponses conduiseal recrutement des
neutrophiles et & Zif ...—<"f—<'e t1e ofui.prodguent ainsi une élimination
directe des pathogénes par phagocytose (Kawat al, 2011)a 1if ... —<"g5-~voles tle
signalisation médiées par les TLRs entraine la maturatiodes CDs et NK et contribue a
Zicoet—...—c'e T1 Zf "2’ eet cookawaigtal,i2011).'es TeR1, TLR2, TLR4,
TLR5, et TLR6, impliqués dans la reconnaissance des @@msants microbiens

39



Partie 1. Etude Bibliographique

membranaires, sont exprimés a la surface des cellules immunitairelles que les cellules
B, les cellules NK, les CDs et les macrophages) efaasurface des cellules non-
immunitaires (telles que les fibroblastes, les celluke épithéliales et endothéliales). Les
TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 reconnaissant les acides lgigries sont localisés dans des
vésicules intracellulaires (Blasiuset al, 2010, Kawali et al, 2011).

Les cellules épithéliales gastriques expriment les TLR2, TLRALRS5 et TLR9 (Smith
et al, 2003, Ishihara et al, 2004, Schmausseret al, 2004; Schmausseret al, 2005). Les
données évoquant la contribution des TLR2, TLR4 et TLREans la reconnaissance del.
pylori " f” Zte tZZ—Z%te +'«—StZ<fZte % fVEVA" e Plac Yo flactof Femm
du réle du TLR4, principal détecteur des bactéries Gramegatif, aprés infection parH.
pylorimontre que ce rt ... £’ —F—" oifoe— "fo o’ Zc"—+ Tfoe Fefe"todte 2¥77—
bactérie (Maedaet al, 2001; Backhel et al, 2003 Smith et al, 2003).  Zi <<~ fIshihara
et al. lui ont attribué en 2004 un réle dans la reconnaismce du LPS dél. pylori (Ishihara
et al, 2004).

Les données concernant les TLR2 et TLR5 sont égalem@artagées (Leeet al,
2003; Smith et al, 2003, Gewirtz et al, 2004, Ding et al, 2005; Torok et al, 2005, Kumar
Pachathundikandiet al, 2011; Smith et al, 2011). Une étude tres récente réalisée sur des
cellules HEK293 transfectées avec les TLR2 et TLR5 marit une augmentation de
Zit8 "teecte tf .. fe t3—3 o [IHC pylOF ficsecc eI "2 ot — . —<te T(f
Tt—3 "2t —f—"¢ Ti—et . fe. fTT TdHec%oo fZ'Cef—fEerftidrf— o f o—
t1-8 et de TNF=indépendamment decag (Kumar Pachathundikandiet al, 2011). Une
+—— Tt ececZf<"t f 2%ofZFote— Thoe'o_"2 adet "f_GoeSidhngles's T3 Zf
cellules HEK293 (transfectées avec TLR2 et TLR5) expeséa H. pylori via des

mécanismes dépendants de TLR2 et TLR%Borok et al, 2005)a if——"% 'f’etal. «<«-S

Yo <tte—<Tct "E . feete— Zf "ot W M ity T Z T B— ... —<'e T1
extext "f7 Zf . teefcoofe t T— T IZE- b pYIEI(Bmith &t

al,, 2011).
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Figure 16. Reconnaissance des pathogénes par les TLRs
i f ... tiodes TLRs et des récepteurs intracellulaires (Noda) les motifs moléculaires spécifiques
des microorganismes (PAMPS) cible plusieurs voies deabiggtion intracellulaires qui induisent au
final Zif..—<" f—<b = Zf ""'tT—...—co Tt " F.. —Faleecslflfonf—tBE +5 &
(modifiee 11 f ' "Peek et al., 2010)

Nodl

‘tTs fe— —o 18 "coet tfoee Zte L tZ77FHiFdtecUotette df—"kfoke
cellules épithéliales exposées aux microorganismest(8ber et al, 2006). Elle reconnait
spécifiguement le PG des bactéries Grams %o f —<~ £— "f"—<...<'F f...—<"Foete— o 7
mécanismes de défense antimicrobiennd + Z i Si@aningent contre Shigella, Escherichia
coli, et H. pylori(Kim et al, 2004, Fukazawaet al, 2008). La reconnaissance du PG de
H. pylori, injecté dans la cellule épithéliale via le SSTIV, pllod1 induit la production de
chimiokines (Viala et al, 2004) et de peptides antimicrobiens (Bougharet al, 2006). Au

41



Partie 1. Etude Bibliographique

niveau moléculaire, deux mécanismes de défense antimitienne médiés par Nod1l au

. —"e 1t Ltidhi parH. pyloriont été décrits.

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

épithéliales. Grubman et son équipe‘s— e‘e—"+ “—% 7f "+% —Zf—<'e Tt Zit$§
génétiqgue de hBD2 dans les cellules épithéliales gastrigaiest Nod1/cagPAl-dépendante
et que hBD2 exerce une action antimicrobienne directsur H. pylori (Grubman et al.,
2010). Les auteurs suggeérentg—3 Zicet — ... —<'s T11SuUitt A7 T<¢ Tt ... —<'e "f7 —eof
souche deH. pyloricagPAI-" ‘e c— <" % "*—""fc— 2_7"% et text "fU-RAiIf — T F2LF T1
ti s 'f” Zte -<Actit@ting Protein Kinases (MAPKS). lls ont égalemenlémontré
que H. pylori <+ T —«— Zibf deda Vfie- de ERK, appartenant & la famille d&APKs, via

‘s ti—ed ofec°”i 11’ teadyfAt {Griudmanet al, 2010). Boughanet al, ont
h ot tieete— TPt —ef teece——<'e ti'-Zifé hBD2-stiteta— ‘e
Z1138’ " «<«—K: pyboridans des cellules transfectées avec Nod1l (Boughanal, 2006). Ils
‘o t%ofZtete— ote—"t —et froco——c'e S ZAINB Lo tn ot T4 S
dans la muqueuse gastrique de souris Nog- T+ ¢...<te—Fe ¢— % %o+” f NodAice ' Z<... f—<
Tfee Zit3 "feoc'2médi& parNFH & of S>''—S°ef "o —Zfe— “—f Zf o't
tf Zif8 "Feec's 11 S t f— ... —'pHipyldiits t—Z— o Tif—et o> " %ot
Ti—ed <o—f"f..—<'e Te"t ZFe “cte FHlund%bderrihat firase (INK)Et
Zif..—<f—<'M tTIf ‘ts f =% x—f Zctad if'<ti’efZ %" ™S "f.. ="
fe— Zf .. fet<tf— ''—1etivatich de ta-vofer ERK {Baughamt al.,2006). Toutes
ces données soulignent la nécessité de la présence cg " Zif =< fdcte T ft
(Vialaet al, 2004) £ — Zif& "feec'e 11 S t T2 tet T3 . teidZcadfflfoe° "1k
directe de H. pylori par hBD2 met en évidence le réle majeur de Nodl au csude la

"' 00t coetxtd Fo —foe— “—F "% —7f—fk—t Tiamteg fOloetestitt ZiSO
Un second réle a été attribué & Nod1 par Watanale¢al f — ... —”¢ t3 Zice F...—c‘e’
H. pyloria Z fe— [fex o—" Zf ""'F—. . =<' oifl..—<tfl—co et~ "2t

signalisation du «~ f ...— 1 —" %o*e+—<“—1 u »—KN-stuldted gérie factor 3,
U Te—"fcofe— Zf %otoex”f—c'o Ti—sif.. "2ParailleuS scette étude a
montré que Zif ...—<~ fNR'M tdt —<—1 ' f” Zi<+Aipyleriest indépendante de
Nodl (Watanabeet al, 2010a). T+“— <’ iHirata et al. a montré queH. pylori pouvait
activer NFFH T fee Zfe Z<%ootte £ «—StZcfZFet"fi% Hfire-wtf f oc oozt &
non pas de Nodl (Hirataet al, 2006). i+“—«<’1Vidld et al. a aussi reporté une
production de chimiokines indépendante de la translodzon nucléaire de la sous-unité
p65 de NF-H 'f” tte .. 3Z2Z—7%e £ «—S+ZfZ%ke %afot"tF-pyoFi ""cofc T
(Vialaet al.,2004) & if—%oete—f—c's T— —f—3& t1 .. 'Afecocfshturist fee Z1+ 1
déficientes en Nod1 par rapport aux souris contréles estlyitot corrélée a une diminution
de production de cytokines et chimiokines associées 4 1SG —+77%+ “—>4& A0, et
Z2i -@ “—is —ef tcoco——<te TF ...>—'eketsiffod s ‘e fWatdrtabeet
al., 2010a). Les auteurs suggerent—1+ Zif ... — <~ fN destypet1 £tide ISGF3 padodl

E'—1"fc— —e "@7% ' —1 .. -1 —H. pylori{\Whtansabeétial,.20400). f

i—e f—="% .. @—+aréduefla recannaizsance du PG par Nodl et son
fo.—< f—c'o oo teote_f77%te tfooedfeoton _acctfctie il "¢ —1fo
StZ'1” Ssa& St f- Ssy f— .. —HepylotiaZita"Z < Woxfo2fZice’ Zc...f—c'o ¥

récepteur dans la défense imm—e«— f <"1 1 (Frizi& @,-2007).
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Figure 17. + .. feceste o7+  —7fc"Fe tF t£ feet tHsZiS@ -1
contre H. pylori
ice™ . —c'e Tte ... fZZgasHifuestpartSpyiorif Zts"F Zfe “'cte Tt ec%ooflZcof—<"
type | générant ainsi une réponse protective de type Thlpybori induit la production de hBD-2 par
Zte X727 —7%¢ £ «—StZ<flte "<f Zif..—<f—<'e tite
(modifiée 11 f ' "Watanabe et al., 2010a)

l11.2.b. Peptides antimicrobiens

Les défensines sont des peptides identifiés par leur activité dnticrobienne contre
des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, désampignons et des virus (Jageet al,
2010). Une caractéristigue commune et fondamentale a ces pegis est la présence de 3
ponts disulfures <s—"f«*Z+ ... — 7 f-détendineg sont majoritairement produites par
les cellules épithéliales et 4 sous-types, désignés hBDhBD2, hBD3 et hBD4 ont été
identifiés dans la muqueuse humaine (Jaget al.,2010). Les propriétés biochimiques des
défensines humaines comprennent une masse moléculaire @it de 3 a 6 kDa et une
charge cationigue permettant a ces molécules de seixdr sur les groupes
phospholipidiqgues chargés négativement présents a la dace microbienne. Le
et ... fecoet Tif..—<'e ""x..co Tie tx teetbfefeifers  Hoilchat ofc
L Zf<Fete— frece “—t ZF—" f .. —(Jogerétid 200 — <" Ve
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Les peptides antimicrobiens, y compris les défensise sont produits en tant
“—fxZ+ete—e T Zf tx feed cooxi e "1 pyldri-Desinivedux.élevés
de hBD2, et des=défensines 1, 2 et 3 sont produits dans la muqueusegaque de sujets
infectés par H. pylori (Isomoto et al, 2004) et une expression élevée de hBDRBD3
(Georgeet al, 2003) et du peptide antimicrobien cationique humainl8 (LL-37) (Haseet
al,, 2003) a été montré dans des cellules épithéliales gases infectées paH. pylori Des
études in vivo dans un modéle de Macaques Rhésus, ont également méntne forte
induction cagPAI-t+ ' fet fe—F ti—e "fodZ T4 "t —ctte fofeedZt fcdtesttt Zf
(Hornsby et al, 2008).

[11.2.c. Réle des macrophages

Les monocytes et macrophages sont des coordinateurs imgpants des réponses
immunitaires contre les pathogenes. Les macrophages soleis effecteurs essentiels dans
la réponse innée contreH. pylori (Wroblewski et al, 2010).

Tt— i —e TS T e — 1
o of " 'Sf%Fe "'t —cote— tiladiArgining (L-ArG) VEf Ziteoesed
ot —. =, ZF S>ti «="<"—F s>e—Sfed T4 . &-FFSIeDRoet foe— ot —c—1

H. pylori dans les macrophage# vivo (Mannick et al, 1996, Fu et al, 1999) et in vitro
(Wilson et al, 1996, Gobert et al, 2001; Gobert et al, 2002 Bussiereet al, 2005). Des co-
cultures H. pylorimacrophages montrent que H. pylori peut étre éliminé par les

macropha%o fe - “—31 ..t——1F Tz 1.c@Sothert dgteat, 2001 Bussiere et al,
2005) 4 if——"H.pyloda ettt —et f %ocofot . f'f,ZF TiiefE k. te tez
les macrophage '‘—" Zt e—,e—"f— tlk "Zia § Zft—..—<'e tTi te— fco
diminuée entrainant la survie et la persistance déi. pylori (Gobert et al, 2001). De plus,
i —t ekt TE e " %o —ZF" edWof— ke — T fforafSSYH —c'e T

fortement dépendante de la disponibilité de la L-Arglans le macrophage (Chaturvedet

al, 2007). if"%o<efet ,f..—x"cteet Foe— +U%ofZfetreatlf L«—tHE "HHfPeeZf
partir de la L- "% & 1S>t"'Z>et t1 Zi—"2F "7 Zi—"fcpdt Z,ff . e fond ot
Tifoeetocf ... “—< "f —fo'toed” Zitoe "toetotfo 20" St AT Zf "F et——"1%
survi"f e Zif .. <tc—% %ofe—"<“—tA Tf——"1fe ekt fedtfiyloriont.. Scec —1
+%o fZtete— Z<t— foce tf Zcoc—%" Zf VP12 SF%et tHI perfnet L.

Tt "frece—37" - FTif—Y%oete—1" Z3F "cotHii TRt L L Fodue 7 f ot
(Wroblewski et al, 2010).

Apoptose et phagocytose
Te "+ cete (QAZfoof_‘("io Tt le.ég_i,f”._ZTfﬁ%d:#‘_(i.i.Ti.

ef ...""Sf% te T'e—seZpgut avoir des conséquences déléteres. Les cellules
frr—t—c"—te e—co—ZFe— Zice «Z-"f—c“—q oWl Edlote ZFe T2,
Toe—"fcoefo— Zf "—fe—<fZcof—c'e T Zowtlofofefcte' dtF—oZiFoe ‘St f—c" "
Tt — L=« erddicdux par les neutrophiles. La déplétion des maophages fragilise la

T+ teet T3 ZiSO—F4 [ %otet”f—c sttt 775 fiokotf 2B sSonthdssi

Tt —Fefe— foe' <xfe o Zif ' —*oChithrvedifet al,' 2808 %W roblewski

et al, 2010).
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H. pyloripeut échapper a la phagocytose par les macrophages &ihant un échec
de la réponse immunitaire innée contre cette bactée (Allen et al, 2000, Zhenget al.,
2003). Les phagosomes sont des vésicules sécrétées pas macrophages et capables
tice—1"e fHA.cpydri. Les phagosomespeuvent fusionner entre eux et former des
mégasomes contenant un grand nombre de bactéries vivasteLes souchesag PAI-
positives capables de produire une protéine VacA fiationnelle peuvent interrompre la
maturation des phagosomes ainsi que leur fusion avecsldysosymes empéchant ainsi
ZitZcocsf—<'e t1eZhengetal’,2003).

@ZF tfee Zif..—<"f—c'e tde . $Z272—7%e t— «o’Zc. . f—c'e tFe ... 1
Les macrophages et les cellules dendritiques (CDs) sontlzeval entre les réponses

immunitaires <ee+1 f— f..“—<efd — .. ‘—Hepidri, sxmadrophages éfflés
CDs activent la mise en place de la réponse immuaiite acquise en produisant plusieurs
facteurs (—f Z+ “—1R) Haeberleet al, 1997: Meyer et al, 2000, Meyer et al, 2003) qui
stimulent les cellules Thl, induisant ainsi la produion de cytokines pro-inflammatoires
o' —feete— ZigHaeberle et al, 1997, Meyer et al, 2000, Meyer et al, 2003). Les
of .7 S f%ofe ete— f—eec <o’ Zc " —to FTheV VBT s FL o f—"<"f ']
production de cytokines pro-<e~Z feef—‘<"te —1ZAfle TNF+ 125 BHi(Harris et
al., 1998 Gobert et al, 2004; Lytton et al, 2005). Les altérations des jonctions cellulaires
apicales parH. pylori facilitent les interactions de la bactérie avec les GYAmievaet al,
2003; Fedwick et al, 2005)& '"°e Zif..—< f—<'s Tte A4 21V 7~ FPare—<"fe—
différents mécanismes induisant ainsi la polarisationdes réponses immunitaires en T
helper 1 (Thl) ou Th2/T régulator (Treg) 'f” Zf Yoxex”f-42'« i 110
respectivement (Banchereauet al, 2000)a T<tfe—<"<...f—<c‘e fTi—e o' —"ff— 7
H. pylori, le Dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing nonintetin (DC-SIGN) permettrait de
mieux comprendre la régulation de la balance Th1l/Th2refaveu” ti—et "f7ece—fe. . T
Zice "t (Appelmelk etal, 2003)a 18 "feec‘e T3 Zife—<%°e: HMylorf” Z%
peut bloguer la réponse Thl par fixation au DC-SIGN des Lidduisant ainsi une forme
Ticee—ete—"""16Apgelmelk et al, 2003).

3. +''eef coo—oc—fe"t fo“—cof f— .. —Fepfidri Zice 1t ..

La réponse immunitaire acquise est une réponse prédéterm@® a un stimulus
oo — o 7 %oc —F Uk . xtFeetoe— tre—<T<x U 2RT %off eceatdt fo
spécifique a un pathogene particulier et nécessite unmémoire immune. La distinction
entre les réponses immunitaires innée et acquise esouvent embrouillée du fait de
Z i+ te” interaction entre les voies qui entrain@t Zif..—«<"f—<‘'s t— Zt "f.."——
lymphocytes et le développement des réponses cellulaires égifiques T-helper (Th).

Les cellules Th CD4+ peuvent étre divisées en deux sougpplations majeures.

et "fP_& Zfe 477 —7%e 85 <o'Z i —taltfoh ZikmelieZfre TP

co="f . FZ272—7fc"ted e . FZ7Z—7%fe N5tlacete 7@t A0
ta if——"1es ¢ellulés Zh2 qui produisent majoritairement les cytokies IL-4, IL-5 et
IL-10 et qui *‘e— fee'...cxtte o Ziceo—e(FatraSetal,”FaZ Murphy et al,
2002). Une nouvelle population de cellules T CB4les Th17, distincte des Thl et Th2 a été
récemment décrite (Harrington et al, 2005)4 1t ... fZZ—Z1fe o‘e— {3 et "xfe
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it —cetesyEd A6 t-—-Z2%(Khaderet al, 2009). Le role des cellules Th17 versus
Zte .t727Z—7%e Ss f— CHpYDAEIZEfEECITIS—< o —EF— tice e
intenses.

[1l.3.a. Réponses Th1/Th2

La réponse T cellulaire &H. pylori est prédominée par une réponse de type Thl
caractx"<exf 'f" —ef "'t — . —<'e f@bddgsecytbkihés telles que le TNE
Zi-t $— 12 (Fanet al, 1994, Karttunen et al, 1995, D'Elios et al, 1997; Bamford et al,
1998). Une faible production des cytokines Th2ll-4 et IL-5) est observée au cours de
Zic<e 1t ... —H.opylgr’(D'Elios et al, 1997). Les patients infectés paH. pylori possédent
tfe —f—8 £Z% %« T1 .. 17Z7—Z4@t les"¢lones.T-spécifiques del. pylori

"tefe—te— —e " "cZ Ss .St uckre gastEduodérfiakLa sévéritd de la
%o fe—"<—F te— "U—fete— 7+ % fTiziZitB@feeS¥od il c—EL-
infectés parH. pylori(Lehmannet al, 2002). f '"‘t—... — <12 par les macrophages,
lesCDs etlese ‘e ...>5—Fe Fo— ."— . «fZ%1 '"—" ZicetS{Haechededtfal,Zf "+ ‘et

1997; Meyer et al, 2000, Guineyet al, 2003, Meyer et al, 2003, Hafsi et al, 2004; Kranzer
etal,2004) t— 721 "@Zt tie . fZZ—7%e 2 «—BifZfLHfo—%oof s« 12 ZHF V]
CD4 est primordial (Ye et al, 1997). Plusieurs facteurs de virulence bactériens sont
impliqués dans la polarisation des cellules Thl, notamnm la protéine activatrice des
neutrophiles (NAP) deH. pyloriqui s—<s—2Z71 Zf e+ .. "5t tH2ZAdar les
neutrophiles et les monocytes (Amedeet al, 2006). Des travaux dans des modéles murins
Tice f . —cvdotand “F Zif . —<"f—c'e coo—""cofe_t fhReZfchH ‘et e Fs ]
colonisation bactérienne plus exacerbée. Cela— %o %0°"F “—+t ZF T+ 1272 fete— fi—
forte réponse Thl aurait un effet protecteur et pourrd atténuer la colonisation de
H. pylori (Eaton et al, 2001g Eaton et al, 2001k, Akhiani et al, 2002).

H. pyloriutilise une diversi—+ 11 e+ .. foecoofe "*—" "+ % —71" e+%of—< foefe—
des cellules T. Plusieurs protéines deH. pylori notamment CagA sont capables
tice—t""'e’"t Z% .>...2% ...17ZZ7—Z(Knipp et &ls 1896 PaziaksBomanska

et al, 2000, Gerhard et al, 20054 f.. ‘'ft—— ,Z'“—3F” Zif..—<f—<c'e Tfe .
(Boncristiano et al, 2003, Gebert et al, 2003). In vivoa Zif§'"teec'e tf Zf-o'Z+..—271%
stimulatoire B7-H1 par les cellules épithéliales gastrique est induite au cours de

Zic<e "t ... —H pylgil Cette molécule peut interagir avec les cellules T aipprimer leur

activation (Daset al, 2006).

[11.3.b. Réponse Thl7

fo .tZ27Z—7%¢ Ssy e'e— L fUf.. "7tk dee TFITL 7 HE— < oo T
Tt e—IlZ§y & Zsy & Ata f—2B{Wilson et al, 2007; Kabir, 2011)& ¥17 induit
Zit3' " feeyhe vhiiété de génes codant pour des cytokines pro-inflamrtaires telles
“—1t -Bile TNF-=& Z-i>(Iwakura et al, 2006), pour des chimiokines telles que le
CXCL1, le CXCL5, le CXCLS8 (IL-8), le CXCL10, |I2,@CCCLR2 (Weaver et al, 2007, Shen
etal, 2008)a '*—" tife 'f'—<tfe fe—cec..” <idefensihg et tafamilé tes >
S100 (Ganz, 1999Kao et al, 2004, Liang et al, 2006) ainsi que pour des substances de
remodelage tissulaire telles que les métalloprotéases atricielles (MMP1, MMP3 et
MMP13).
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i -17 joue un role essentiel dansle.. S<ec' —f ... —coefd ZF "f..."——Fefe— f

Tte ef——7"""ScZte f— ..'—"e«Ht pyldi(izdno. et<dls 2005, Algood et al,
2007; Xu et al, 2010). La production de cette cytokine est augmentée dans tauqueuse
gastrique des sujets infectés pa. pylori(Luzzaet al, 2000, Mizuno et al, 2005; Carusoet
al., 2007: Caruso et al, 2008)a ice "t ...—c‘e F& +"cofe—f7F tF e —"co F-—
Mongolie par H. pylori <et—<— —et ~*"—F <ot-sy.fcloect¥—Fi—ef <o <Z-"
massive de cellules inflammatoiregAlgood et al, 2007, Shiomi et al, 2008, Sugimoto et
al., 2009, Shiet al, 2010). fefZ>et “‘e...—c'eetZ77% Tfe “'cte S—HfetZ7-
tfee Zicot—...—<'e T1 Zf-2>%£SAvimdriredjie cette derniére est médiée
par la voie des MAPK ERK 1 et(3ebkovaet al, 2004).

Quelques études ont suggéré des effetmiti-<o~Z fee f —' <" T+ T tawdoursyle
Zice 1 ... —K pylgiipar la suppression de la differenciation des celluléBh1 (Algood et
al., 2009, Otani et al, 2009). Cependant, la réponse cellulaire Thl7 sembpgrécéder et
moduler la réponse Thl chez les souris infectées patd. pylori (Shi et al, 2010).

Tcoo—ecof—c'e The o' —"co fiH.pyidrie« Zhof—s Aitt 5" f «+17 daristlaZ i

muqueuse gastrique ainsi que dans les cellules T CD4+ é&ad de la rate eto-cultivées
avec des CDs/macrophages stimulés pat. pyloria f—-—3% f—%oete—f—c'e-37— —f—:
est associée a une plus forte inflammation et une moingl colonisation bactérienne de la
muqueuse gastriqgue (DeLyriaet al, 2009)& feo T'eette ¢ — % %o°"Ffo— “—iT—ef T2’
réponse IL-17/Th17 peut contribuer a la persistance chonique deH. pylori

l1l.3.c. Réponse Treg

Les Treg sont une population de cellules T impliquésssentiellement dans les
ot ... fecoete TifZZ3"% cilnmunité &fi frégulént aussi certains processus
immunitaires au cours des infections. Les Treg sont rjmitairement des cellules CD4+ et
peuvent étre divisés en plusieurs sous-types en forion df Zf—" ‘1% tif..—<e&d —
tt Zice"t.. . —H'epylofid ZFe "% etfe,ZFe— [T —e "@ZF tices—
contribuant au maintien de la pathologie. Les celluleE mémoires issues de sujets infectés
par H. pylori présentent une plus faible prolifératc‘s fceec “—i—ef 'Z—e “fc¢ 71 7
t1 - @prés co-culture avec des CDs stimulés phat. pylori par rapport aux cellules T
issues de sujets sains (Lundgreet al, 2003). Cette déficience est entierement supprimée
par la déplétion des cellules T régulatrices CBALD2%igh ce qui indique que les réponses
Treg spécifigues deH. pylori peuvent supprimer les réponses cellulaires T mémoires
Lol —fe— fcoec o Zf '17eceAlfundgtentet dZ 2OO3) Les-sujets infectés
par H. pylori présentent des niveaux élevés de cellules T CDLD2%ig" dans les
muqueuses gastrique et duodénale exprimant le génd-OXP3 impliqué dans le
développement des Treg, ainsi que des niveaux élevés ¢k protéine antigénique
cytotoxique associée aux lymphocytes T (CTLA-4, cytotoxit-lymphocyte-associated
antigen 4) (Lundgren et al, 2005). La déplétion des cellules Treg Foxp3renforce
Zice Zfeef—<'e t— |pséierid de th gastrite et les taux de cytokinedez la souris
(Rad et al, 2006). Ces observations, associée s Zif§'"teec's +ROXP8dans fes
lymphocytes gastriques des sujets infectés paf. pylor, S— %0 %0 ° " fe— “—3F Zicet—...—
"£''eet "t %o ...'e="<¢,—F o Zit—f, ZcootdPpe it VISOE 2, ZF . f
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permettant simultanément la survie deH. pylori £ — Zf "7+ " fe—<‘e T— "co*—3F tice Zfeoo
destructrice (Radet al, 2006).

[11.3.d. Les cellules B

Les cellules B sont des lymphocytes fortement impliggs dans li<ee—e<c—+
humorale et qui produisent les anticorps (Vaugharet al, 2011). Ces cellules semblent
jouer un rble important au cours de la pathogenese k& a H. pylori Dans les souris
déficientes en cellules B et infectées pad. pyloria —ef "+t —...—<'s Tt bydd’t 1 t1—
la colonisation a été reportée et a été associée a umflammation gastrique plus sévere
feooc “—ie —ef «o"<Z-"f—c's t1(Akhidrd Zet-al,$ 2004). Le$ niveaux
tTicoe—e'%oZ', —Zcote t— mtgtedans a mutpeuse gastrique infectée
efe, Zfe— 2_"%f <o’'Zc¢*—++ fpretechdn. -Ceraines études suggerent que les
"+'teete 377 —7f<"te Tt —>'% cxtcfoe. Tfo od—"Hec o2 ffo
contreproductives (Akhiani et al, 2004; Akhiani et al, 2005). Les splénocytes de souris

naives exposés &H. pylori e‘e— ""'—+%ote ... ‘e—"1% Zif’ ‘e prolifereht-efie+
réponse a de faibles doses infectieuses dit pylori et les cellules actives dans la réponse
sont dérivées de populations de cellules B (Bussieret al, 2006)4 F 'Z—e& Zice f..—c'e
chronique par H. pylori protége les cellules o' Z+ec“—Fe . te—"F Zif'''—‘etd F..¢ <

T f =T f =<t et the L FAAZFert liE ) fe of ST L ——¢
lymphome de MALT qui se développe a partir des celkg B activés (Bussieret al, 2006).

Enfin, les cellules B sont capables de produire des artirps auto-réactifs qui peuvent étre

pathogénes (Yamanishet al, 2006).

Les interactions complexes entreH. pylori et les cellules immunitaires durant
Zicoe f .. —c'e ote_ "te__ote tfee 7f <%o—"Ff szé
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Figure 18. Interaction entre les facteurs de virulence dé. pyloriet la réponse
tt 2iS@-1%

H. pylori adhére aux cellules épithéliales gastrepigrace a BabA et autres adhésines. Le systéeme de
sécrétion de type IV permet la translocation dana tellule épithéliale de CagA induisant la
it — =t i FTif——"%e .. Scec'eceted fe—  TdeweAstee 't ZEFf Fe of .
provoquant une inflammation. Le SSTIV permet aussitianslocation du Peptidoglycane reconnu
spécifiqguement par Nodl. CagA détruit la barriere idgliale et entraine des altérations
oS 7 %ot —Fe L FZ7—7f<"Fed eief ZE T % Tfee otttk Zf " —tcet f
VacA dans la sous-muqueuse. La phase chronique deitgaassocie la réponse lymphocytaire a la
répoest oot coc—<fZFA te .o>—tecoefof VTS f%dPe - Zh# ectivE ies
cellules recrutées telles que les cellules ThO, TFi2 et les cellules B induisant une réponse Thl
"Matlecefe—FA of <ot—. . —<'e tie QW pst Eghlement obsefiée. Cette voie est
cof—<—% "f" Zif...—<f=c'e tie to{Z[7 47 1 3-2BH ek Hytokines hkérent aussi la
sécrétion de mucus et induisent des altérations de étion acide. H. pylori inhibe la réponse
immunitaire en blog—fe— Zf ""'t—..—<'e Ti'&>tL ec—"<f %o IMOGifi€1Z i fof e’ S
Monack 2004).

49






Partie 2. Matériel et Méthodes

Partie 2. Matériel et Méthodes

51






Partie 2. Matériel et Méthodes

Chapitre IV. Materiel et Méthodes

I\VV.1. Microbiologie

IV.1.a. Souches de H. pylori

Les souches deH. pylori ——«<Z<cetFe "*—" Zice "t .. —c'e tTie o' —"co W\
souches HRsvs T - seagA HP141WT est une souche sauvage isolée et
caractérisée au Centre Hospitalier Universitaire ded#tiers en 1997 chez une patiente de
22 ans souffrant de gastrite. Cette souche est sensiblégaaKanamycine et possede un géne
cagAfonction*tZ & scagh est le mutant isogénique de la souche HP141WT. Cette
souche est mutée pour le geneagA "f” <eet”"—<‘e Fi—ef . feet_——F T "te.
Kanamycine. Une PCR contrble a été réalisée afinvdifier cette mutation (Ayraud et al,

2002).

Les souches deH. pylori ——<Z«cexfe '*—" Zice f...—<'e tfe . t77
%ofe—"<“—1te oo Z%e o' —  SdoM lsat 2ouche BIPBEAQA, vacAsl/ m2) est
une souche isolée chez un patient souffrant de gagti (Peek et al, 1998, Israel et al,
2001a). Cette souche adaptée au modele de Gerbille Bwngolie, possede un ilotag
Te—c°"fete— "te . —<'eedgKidest &t mytant isogénique de la souche B128. Cette
souche est mutée pour le geneagM par transformation naturelle, échanges alléliques et
<ot <o ti—ef [ feet——F Ti "teco—fRATff—-FLZfifSpawe. """
une PCR controle (Akopyant®t al, 1998, Israel et al, 2001a). La souche dél. pylori X47
est une souche naturellement résistante a la streptongine isolée a partir Ti—e ...Sf—
domestique et adaptée a la souris (Ermakt al, 1998). Cette souche ne posséde pasi A Z ‘ —
cag T— f t—% ——<Zcoxf Z'"e Tie t5 +7Tehef, ZecdtrTeacetfk”EIf 1t
infectieuse.

feo o'—...Ste stzagMetX47 ont été fournies par le Dr. lvo BONECA
(Laboratoire de Biologie et Génétique de la paroi baaiénne, équipe INSERM AVENIR,
Institut Pasteur, Paris).

IV.1.b. Culture de H. pylori

Les milieux de culture

Milieu de Skirrow : ce milieu sélectif est utilisé pour la culture déd. pylori il est
Ltetter FTi—ef [ fel ‘Z—e <f S'<td "fe..f ‘stedibPifeth 9% TI
5g/l de NaCl (Sigma-Aldrich, France) et de 10g/tt i f %o f” §'<t & e—'""Zxefe—xt ™1

ofe% T1 o——*e 7' <& "fe.. I F- —gues IVPAGhsitéthigprime 5 —«
mg/l, Vancomycine 10 mg/l, Polymyxine B 50 mg/l, Amphotérime B 2 mg/L (Oxoid).
Milieu de Skirrow modifi€ :cf e<Z<f— te— ——<Zcox ''HpYoikad'ZFete-

ifu_(u T:t ,,”‘)f— Tl:l:.—‘.fa Z :t._ L.Z‘_._y.‘”.¢f_l_-l-_é_‘(:t ""'ﬂ:r . T:t .f.%c
mouton suppltetfe—+f T3 f..<—="f..<of trr e% Z - W) ZS'—+"<...cof
Bouillon Brucella : ce milieu est utilisé pour la congélation des souchesa |

préparation des suspensions bactériennes et la culturen milieu liquide. Il contient : 28 g
de Brucella Broth (DIFCO, Becton Dickinson, France)..‘se—<——+ fi—ef T<%o:
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pancréatique de caséine a 10 g/l et de peptamine ®b/l, de dextrosealg/lla ti1+S-"f«— T1%
levure & 2 g/l, du NaCl a 5 g/l et du bisulfite de sodim a 0,1 g/l. Pour la culture en milieu
Z<¢*—c<ttd . f ecZct— Fo— ftte—cleex tEfWl" tiabibZFkanck)t "1 f— "a

Conditions de culture

Les cultures deH. pylori sont réalisées en jarre dans une étuve a 37°C sous
f—e'e’S°"F ec. " f" " ScZt x—f,Z2<¢t o ZifHd T« A Bib—"FF t1
o—2Z——"1 L Zfeec —1t te— Tt vHJiloriapartd de-bidpsies murihgs et

& _efcoted Zico..—, foc's T— "% te—"ft w -y E‘—"e4
"t fUf—c'e tE Zice'...—Z—e <o"F .. —<t—38
‘7 Zice T f . —<'e BUFCImitdeHs pylori svs  ‘— t1  soagAen

suspension sont préparées en Bouillon Brucella a partir deuttures sur milieu de Skirrow
citS§...xtfe— "fe vzSa
‘—" ZiceTh <t L FZZ—7f<"ta ZitdeeHd pyleri‘Bi2g pt.. -+ ctee

stz gagM sont préparées dans le milieu de cult—"% tte ... 1Z2Z—Z%te %H12-"<“—Fe |
DMEM v/v (Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies CsrdPontoise, France)) a partir de
vo—Z——"%e f..—x"cfeete "t fZcotte §1E HFfecZiffetvEA" ™Mo of ‘ot
infectieuses deH. pylori utilisées sont de 10 et 100 bactéries/cellule. Le coptage des
cellules viables deH. pyloridans li<e‘ ... —Z —+ <ot été—effectuds par des mesures
spectrophotométriques, des mesures au néphélémeétre ainsi gues dilutions en série. Les
suspensions sont étalées sur milieu gélosé et incul®gendant 3 a 5 jours a 37C et
dénombrées par la suite.

Culture de H. pylori a partir des biopsies murines
TF——Sfefect The of—"co fo— "2 f725¢f fPTE B fpfclo fod ""27:
Tfoo TIe .foeTc—<cioe 'l"[fo:l:'O(:to ofé(onﬂvofo‘(.A_fo(”g‘_’_koo‘i~1'|:_’§_ Tfoo 2

sens longitudinal. Le bol alime—f <" fe— *Zcecexd F— Zife—‘ef.. Fo— oo
longitudinalement en deux lambeaux. Le premier lambeaa servi a la culture deH. pylori,
<Z fe— "5t tfee s o7 Tt ‘—<Z72'e "a_l@Ahi-&"ZifatH ¥ A——<"

successives au 1/16me et au 1/100éme sont effectuées puis 100 pl de chaque suspension

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

a 37°C et le dénombrement des bactéries émergentest @éalisé apres 7 jours de culture.

Afin de vérifier la nature des bactéries issues des estomm de souris, des tests

W<t Scect—tfe <ot f-t—"e Tt Zf vreapd. H THELHffdA R f—fZ
Gram sont réalisés. Le e lambeau est immédiatement congelé et conservé en aeot

liquide avantde "+ f Z<e3” —et F3-"f ... —<c's ti &

Culture de H. pylori a partir de biopsies gastriques humaines

Un diagnostic de la présence del. pylori f <ee¢ “—i—e —"fc—fofo— ""+f7Zf 2% Fo
positivité du diagnostic sont effectués chez les patms hospitalisés avant de procéder a
ZivE"f—c'e T %ofe—"%..—'ectd “<o T itH pyler@istés Bdtfaptittons.
recus, une culture bactérienne est réalisée de faconstgmatique a partir de biopsies
antrales et fundiques issues de tous les prélevementBrievement, la biopsie est divisée
e t1—38 ""f%oee—e Tite c<"'e weed o tie &V %oetferst thet treAZ ti
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milieu urée/indole (Biorad, Marnes-4a-Coquette, France). Le virage de couleur du milieu

du jaune au rose aprés environ 10 mint i<e ... — tgmeigne T+ Zif ... —<"«—x H *feoc"—
pylori. Le deuxiéme fragment est dilacéré au scalpel puisaé sur gélose S<””*™ o Zifctt
ti—ef "<’t——f foe—t—"A [ %otZ'et Pofe coo Uyl HP Ffo il BRZ<:
croissance deH. pylorise fait au bout de 3 a 4 jours.

Infection murine

Les souris utilisées sont des C57BL/6J, femelles, agéde 6 semaines (Charles
CFrA T U, teZta Ufe. i f— L FT—gfcxien St f 2 e f—
gastrique. Les souris sont mises a jeun pendant 18h puidfectées directement en intra-
%ofe—"<"—1% f"F... s oZ Ti—et o—e Hepylori, fSv.s +"teeisvchgA
alc oZ o Zifctt ti—ef o'ett T% %of %ot "ot Foc™t t ot o fo et can-
5 souris non gavées est utilisé comme controle. Les s@isont gardées de 3 a 180 jours
par groupe dans des cages placées dans des armoires comipaentées et ventilées.

I\VV.2. Biologie Cellulaire

IV.2.a. Isolement et expansion de cellules épithéliales gastrigues humaines
° ’f”_(" TT:to_‘of L. é_of<oo P 'l':l: ’f_<io_o of(oo

o . tZZ2—2Z%te 2'«—StZ<fZte %ofe—"<4—Shaoefoes (ViZthfetitfer
déchets opératoires généreés lors de réductions gastyues (Service de Chirurgie Viscérale,

TE c—<FTe F— Z>..Zcoc —F tTE oo difFTdef  fetde® Jffee’ 1
milieu DMEM (Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies) camant, 100 U/ml de
"foec...«ZZ<e% <ot A o <—""% 7t stttI% .o Bt L %olFs-Ae>... <ot <

4 " <—"'%te < f T..Se'Z'%c<te FT— w. d% 7 -Abdsiel ‘Let”

o Lt f— Tife—tef.. fe— <ot f et foedBoacfl Whost t—F ofEip—FiTE7 o
toutes les traces de sang et de mucus. Il est découpédiudinalement suivant le sillon
chirurgical, ouvert et étalé. La graisse, la coucheusculaire et la sous-muqueuse sont
+7cocoxte ok foc' —Foete—d T+ «—Stlu—n Fitf »tc"EfEsdrifhier T —
physiologique puis découpé en fins lambeaux de quelguesillimetres. Une premiére
digestion enzymatique est réalisée avec 0,5 mg/ml de {Tagénase B (Roche diagnostics,
Meylan, France), 2,5 mg/ml de Pronase (Roche Diagn&)cet 3U/ml de Dispase (Sigma-
Aldrich) pendant 40 minutes a 37°C. Le surnageant edliminé et les cellules sont
dissociées grace a deux digestions successives dans sp#ition contenant de la trypsine
IX t— rarw” Tif.. <ttt £="f . £—<*—3F <foecaot. —S>&°ebnlifedho
Technologies) pendant 15 min a 37°C. La suspension cédive est ensuite filtréee a travers
—e —fece TF twr Je Fe ""Eefe . F tF “foiesA¥etd_drf—e tI Tfj
foetal (Sigma-Aldrich). Aprés centrifugation (400g, Smin), le culot cellulaire est repris
dans du milieu DMEM, lavé 2 fois par centrifugation, puis aauveau repris dans du
DMEM. La suspension cellulaire est alors a nouveau fé& a travers un tamis de 100 um.
Aprés centrifugation, le culot cellulaire est repris das le milieu de culture constitué de

feisF12 et de DMEM (viv ...'¢’Zxete—+ f~%t ... sr” tf +"—e tF -ff— a2
Aldrich), 0,5 ng/ml de EGF («Epidermal Growth Factor», BRUnvitrogen Life
Technologies) et 15 ng/ml de HGF («Hepatocyte Growth &ar», Miltenyi Biotec SAS,
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Paris, France). Les cellules sont ensuite comptées enésence de bleu Trypan et la
concentration cellulaire est ajustée a 4.10cellules/ml dans des plaques de culture 24

puits « pré-coatées » au collagene de type | (BD BiocoBecton Dickinson, Le PonbDe-

Claix, France) puis mises en culture a 37°C sous une atmiodpe contenant 5% de C® Le

milieu de culture est changé aprés 24 h puis est reneelé tous les 2 jours. La culture

primaire des CEGH est poursuivie pendant E‘—"+ E —e“—ie Zi‘ —fe—c'e Ti—e —f'¢
avoisinant 80% de confluence &f e— T12-"% <o F ... —xF "f" —ef o—e'Foocte f %’

IV.2.b. Infection des CEGHA par H. pylori

La monocouche de CEGH est lavée en milieuf T +12/DMEM seul puis gardée
dans ce milieu dépourvu de facteurs de croissance pendafi2 S f~fe— 1Ti2-"% ecef fe
contact avec une suspension dél. pylori «‘—...Ste stz fcagMsézune dose
infectieuse allant de 10 ou 100 bactéries/cellule pend& 3h ou 24h sous atmosphére
humide a 37°C contenant 5% de GOLes surnageants de culture sont ensuite récupéres,
centrifugés (400 g, 5 min, 20°C) puis congeléa -80°C avant de réaliser un dosage
" —FA —" Z1tE-"f..—<'e tTie —t4f —SA4t ¥ Afoet +3.-S& "o
avec un milieu PBS puisZ>e+ 3 te ""xete .+ tF srr JZ Tt —fe'te sef—t JZ t1
2-Carboxylethyl Phosphine Hydrochloride) selon les instrations données par le
fournisseur (kit Macherey Nagel RNA XS, Hoerd, Franckg lysat cellulaire est congelé a

-Zrl fTfe— Tt vt xTE” ¢ ZiEE-"f ... —c'e T 3

IV.2.c. —<e—Zf—<'s THe fTZif ... <ttt Z< =t S'A*—1 1
Toll-Like Receptor 2 (TLR2)

La monocouche de CEGH est misen présence soit t+ s A% <Z *tif..<tt
lipoteichoique purifié a partir de Staphylococcus aureauginvivogen, San Diego, Etats-
Unis) soit avec une suspension deél. pylori (souche B128 a la dose infectieuse de 100
Jfoo—xcte L FZ272—7F fTE.. ‘— efee W A% oof/Z tedt Zif fLccofie Bl
(Anti-hTLR2-1gA) (Invivogen) pendant 24h sous atmosphére hmide a 37°C contenant
5% de CQ. Les surnageants de culture sont ensuite récupérés, centrifég (400 g, 5 min
20°C) puis congelés a -80°C avant de réaliser un dosagetpique.

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

Les cellules AGS sont cultivées dans des flasques de 25emlprésence de DMEM
supplémenté de 10% de SVF (v/v) (Sigmaddrich), 50 U/ml de pénicilline (Gibco BRL,
Invitrogen Life Technologies) et 50 mg/ml de streptomycine Gibco BRL, Invitrogen Life
Technologies). Les cultures sont maintenues a 37°C sawse atmosphére contenant 5%
de CQ pendant 3 jours. A confluence, les AGS sont trypsinéesmptées au bleu de trypan
et ensemencées dans des plagues de culture de 24 puits aeudensité de

~

4.106 cellules/puits f~fe— tTitoe—fef” Zfe of " —f%te coo—e'  Scoc*—Fea

IV.2.e. Culture et expansion de cellules gastriques a phénotype de cellules
souches (CPS)

Les cellules gastriques a phénotype de cellules souches 8}Fsont obtenues a
partir de cultures vieillissantes de cellules épithélials gastriques. En effet, le maintien en
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culture pendant 3 a 4 semaines des primo-cultures deellules épithéliales gastriques

comme décrit ci-t fee—e "fret— ti‘, et ti—et f'— Zf THBE2T7%e
+'«—StZ<fZte f— tif—="F "f'— —eFi ¢ Wk &L,V Z o122
lesquelles est observé le développement de structuresidimensionnelles en forme de
o’S°"fted Zto 8 Tf8 foeecte t— ZZ-ofltactd tteele—"2fZcote t
'Zf —1te X '—c—e Tfee —e ocZct— . ted—<«FfaiEI2IDMEM AL [ %ot -
complémenté avec 10% de SVF a 37°C sous une atmosphéreemant 5% de CQ.

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

Les MEF sont des Fibroblastes Embryonnaires de souris‘e— Zif ..—<"<—% ec<—'—
est stoppée par traitement a la mitomycine. lls sont uigés préférentiellement comme
Y272 —7Fe o —""c. <°"Fe “— cremouvellementt des Zélfdes— ‘souches
embryonnaires et permettent leur maintien dans un étaindifférencié (Thomson et al,
1998; Reubinoff et al, 2000, Xu et al, 2001).

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

Les MEF sont cultivés dans des plaques de culture préalement recouvertes de
gélatine (Sigma Aldrich) dans du DMEM (Gibco BRL, Invgen Life Technologies)
complémenté f~%.. sr” Tt +”—e« t1 (Sfemcell dFe¢hnologies, Grenoble,
France) qui empéche la différenciation des cellules soueb et 104 t $ -mercapto-
éthanol. A confluence, les cellules sont traitées aaitomycine 1X (Sigma Aldrich) qui est
unages— fZe>Zfe— <ot—cofo— Zf "“"ef—c'e TifutSE«Tottd 1o 'teffe
ensuite remises en suspension grace a une solution @25% de —">"e<e ¥ rarw”™ T1i
(Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies) puis centrifuggé 10min a 400g. Les cellules
sont congelées a -80°C dans un milieu contenant 108¢ diméthylsulfoxyde. Les MEF sont
décongelées et remises en culture (7.20cellules/cm?) dans un milieu contenant du
DMEM-10% SVF en plaque 6 puits pour la réalisation dedaculture avec les CPS.

Culture des CPS sur MEF

Les sphéres de CPS sont décrochées de leur matrice S@& f ... Fo—1 « Zif<t$ 1
pipette spécifique au prélevement (Stem cell cuttingool, VitroLife, Etats-Unis). Cet
coo—"—efe— "FUet— 7% tx.. —"f%I t..<eZtter SflcItilST P
permettant la récupération individuelle des sphéres paraspiration. Les sphéres sont
teoot . .cxtFe tTfoee wr AZ ti—e ocZenant 0;25%’ tes #ypsine et 0,05%

T ok 4 o «—""%te < f F..Se'Z%scEouyteffelesfttcc’
de deux volumes de f i*F12/DMEM (v/v), 10% SVF, la suspension cellulaire €s
centrifugée a 400g pendant 10min et déposée sur le tie MEF.

Test de croissance sans ancrage

of o' Z——<c'e Tif% f " ef o raw” te— "VE'fTEL FFELFIf e Tek-
ti—e exZfe% t 1FL2/DMEM (V/V) complémenté avec 10% de Sérum de Veau
a—fZa Z7%f fe— ...'—Z+f Fe “cof .1t .ulBPuifeet Jatdée A BTG T
"fetfe— Sr ece E—e“—ie %otZ< «.. ftede' de0diéesddns 504 de
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trypsine-0,05% EDTA (Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies) pendan® min & 37°C.

Aprés centrifugation (6min, 600g), les cellules sont resuspends dans 200 pl de milieu de

culture ( f 7+F12/DMEM complémenté avec 10% de Sérum de Veau Edget déposées

e—" Zf "ot ' — .St fTif%[f"'eta "°e wyEA—F- Pidci—, fidcs. —Z7
( fe+i*F12/DMEM complémenté avec 10% de Sérum de Ye— a—-fZ fe— fE‘'—-%4
colonies sont comptées apres 7 a 10 jours de culture.

IV.3. Biologie Moléculaire

IV.3.a. §="f..—<'s ti

TE8—"f...—c's Tie ——f—8 fe— "tfLcotbe P ZifftE FE " fo— 7
protocoles donnés par les fournisseurs avec quelques mifidations. Les kits sont le
f% f '—"% ‘o' f..— ‘..St ——<Zcot LIRSt —comfF o —"coo
congelés, le Nucleo-Spin XS (Macherey-Nagel, Hoerdarfee) utiZ<e+ ' —” Zit&—-"f ... —<'s T
Zi des cellules épithéliales gastriques humaines (CEGH], le kit Arcturus Picopure
RNA Isolation kit (Applied Biosciences) utZ <s+ '*—” Zit&§—"f ..des GP$.31 Zi
Lie —coo—o o —"coo  ‘e%fZte o'e— "kt e lacttPp o tZ0HfiflE Ti—
pilon dans un mortier préalablement refroidi sur un lt de carboglace. Le broyat est
—"fee "% FTfoee uwr JZ Tt —fe'te t1 ZoettfetfoSUrdpdresc—te' +"f——"%
ambiante. La suspension est ensuite centrifugée 5 mia 10 000g, le surnageant est
EZFT f— Txtex Tfee The —— te fRiESY R —cFB- TEYLcoxt o Zif<t
Z itta&teur automatique MagNa Pure Compact (Roche Applied Suie, Allemagne). Le
Moot TE L t——f —f . Sect —1% " lledt B ZifZ R« —%ette fE- T
la silice présente sur des billes magnétiques.iL  fe— Tx% "f1Tx "f7 —e —"fc—Fofe—
DNase letles A e‘e— +7—+e f~F .. wr JZfrde IDNAseifree § {®ibco BRL)
additionnée de 40 U de RNaseo@it(Invitrogen) pour éviter leur dégradation.

Les lysats de CEGH sont décongelés lentement sur gldest ensuite ajoutée une
o'Z——<'e . te—tefe_ N«BarAef »permettant de précipiter de petites quatités
Tif..<tfe o— . Z%c“—1Fed f o—-etiessur une— prgndiére colodne
«Nucleospir® filter columny 'f"ef——fe— TitZcocef” Zte %o"'e $to'<Zte. t727—.
acides nucléiques sont précipitést e '"+ete .t Tix—Sfe'Z o yr° T 7 ni§fe— tiz-"t%
sur une colonne de silice «Nucleospih RNA XS column». La membrane de silice est
tTheefZ+t - Zi Feo— T2%"fTx "f7 T Bodfefoccesivopos et ”f——"1
ambiante. La membrane est lavée et les ARe‘e— 7 —+e tfoee sr JZ flteff— U feof
DNAse free» (Gibco BRL) additionnée de 40 U de RNaséofihvitrogen).

Les acides nucléiques sont extraits des CPS aprés umgsel dans un tampon
tit8—"f de-30'min & 42°C. lls sont précipités en prése ...+ Ti+-Sfe'Z 9 puis”
fixés sur les colonnes «Arcturus Purification Columns >»ygalablement conditionnées avec
250 pl de tampon de conditionnement. La membrane esdivée et les ARN sont élués dans
st JZ titf—-fiee, DPNiAse free» (Gibco BRL) additionnée de 40 & &Naseou®
(Invitrogen).

f “—fe—<—% T1i Fo— Tx—f7ecort Pasttol fatZ7f tTHotXr oo o
Zif<tt ti—e fett" trrr St7et L cfetcitAd TP %D Aot ZF.. ——
complémentaire & 280 nm permet de vérifier la contamiation protéique en calculant le
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"f—<' EXr tzr eed ‘—e Zte £ . Sfoe—<«ZFéfl ot Leofire (LECTH T He
possédaient un ratio supérieur ou égal a 1,8. La qitél des ARN est analysée par
+7%...=""S "%t o—" o %otZ (PIVjUof"satefoerdzAwW J% 2 TI i

(Fluoroprobes, Interchim, Montlugon, France).

IV.3.b. Transcription inverse et guantification des acides
désoxyribonucléigues complémentaires

T2—f'F TF —V"fee..”<—c'e <o fef FoIJWotHfiZcortt—ffts Jtoo’\rete
de 10 mM de désoxyribonucléotides triphosphate (ANTP) (Mitrogen Life Technologies)
T— Tf s&x J% TiSxEfec e o—  Zx'—ctFfTde TotoFlaed Gotte fola(]
les instructions données par le fournisseur (kit Supersgt ®ll). Le mélange est incubé
5 ece o XWL '—ce "F "t t ece o vI fife—FhfPTUu—Te—t —"f et —7
(Invitrogen) et de 10 mM de dithiothréitol (Invitrogen). La suspension est portée a 25°C
"fetfe—t oco fTfoe— ZifTte—c'e T1 WcoTF atfes ™ crieupation de <
8 min a 25°C puis 60 min a 42°C et enfin 15 min a 70°C. tkanscription inverse des ARN
totaux issus des CPS est réalisée avec 100 ng d —‘—f—38 te ——<Zcofeo—
Superscript®lll, (Invitrogen) suivant les instructions du fournisseur.

IV.3.c.Quan—<“<...f—<‘- Tt Z'|'i§’":l:00<‘o Tt e 'f7 “—fe—<«—f

T——F —1...Sec —f "Fref— Fife'Z< <t FTHefIf %@ Foete—kEZZT 1
de les quantifier grace au « SYBR Gré®en une molécule de cyanine assymétrique qui se
fixe dans le petit sillon des ADN double brin. Lorsedsa fixation, le SYBR Green émet une
fluorescence a 525 nm. La PCR est réalisée dans demjpks 96 puits (LightCycler 480,
multiwell plate 96, Roche, Applied Sciences, MannhejmAllemagne « Zif<tf t— o<
«LightCycler 480 SYBR GREEN | Master» (Roche, Applie@r&e) contenant de la Taq
polymérase, duMgGla t— tte t & f—38“—FZe e¢'o— fE‘'——xefstI sitaw..
*% T1 ..ADN polymérase est activée par incubation du mélange mpaant 5 min a
95°C, puis 40 (45 pour leCP  ...>...Z%e Tife’'Z< «...f—<'+s 95°€;"15 6fas64°Cy * o
20 s a 72°C pour les ADNc des CEGH, ou 20 s a 938G, d 60°C et 20 s a 72°C pour les
coe—eo TF —coeoe—o o—_"¢oe ‘— gy o:[:o_{wloé_o tytd o %w? Z]'fo’Z("( .
des ADNCc des CPS, sont réalisés. La quantification des pitslde PCR est réalisée par une
efe—"1 t1 Zico—teec—t Tt "Z— """ttt oZTftFce T8 L ShY "S-
enfin portée de 60 a 95°C et une mesure de la fllescence est réalisée tous les 0,5°C afin
tit,—fec” —ef ..'—7,1 T Iuitfinet de RCR pérmettantt i f ' "+ ... <t” Zf “—f 7
T— Zf o'+, . =% Tt Zife'Zc. to@'e floed e o33 FiefEce—o
dérivée négative de la fluorescence en fonction de la tenadure.

Une quas—<"<...f—c'e "3Z2f—<"% "f" Zf x-Sttt T ——g&<ofde—T12
genes de référence tels que celui codant la GlycérAlgéte-Phospho-DésHydrogénase
(GAPDH), enzyme constitutivement exprimée et intervermd dans la glycolyse. En effet,

2718 "teects T— %o°et tice—x"2— Tf&"2ixt Sffre 2fL7" tfo— Bbo°e 1

référence : Ct géne cible — + ¢ — +..Sfe—<Z7'«4 —<oh.. . SHf2—t77f71%
Te— Lt frxt o L FZ727%F f,—fe—F ' EiE .. Sfes <ALl ofhc,  EL
correspond dans nos études aux échantillons dits «caobtey & ¢ — *..Sfg—<Z227"

Le—"@7F £ ¢ —4 tT-——1 "fedée-alapuissatice2 @<t £ ... oTte— "feec 7
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“—f e Zite f xfZf,Ztete— Tx7c<tE “—t, Ak fFR.c—£.Sf—F 0
Tife'”.ofe "F7ef— Fi',—Fec” —eo t'— ZFeoeri T eZf. Sffetc..>...2% &
“fZF—" L, —Fe—1F "Fet e —f t— Tf . —FEtdeip— Y et Lo “—fe—«-
T efeef%t” ..t fe— ZF %o®eF ...<, 28 ZEvGE T fore TitHOMSI fre.. Sfe—<
«contrble».

IV.3.d. efZset t3 Zit8 "feec's THe o Tie-arays” oc..”

Les ARN totaux congelés a -80°C sont envoyés au CHU déePodans le service
TiStef—Z"%<t T— ‘o 'Z'%c<t ,<ZD%p<F+4F "a AfflefefZret t1%
Zit8 "feec's t1e Whitipdtendetest réalisée par la technique de « mioarrays »
grace a une carte microfluidique dédiée (« TagM&Human Stem Cell Pluripotency Array
», Applied Biosystems). Cette carte est composée deathgées identiques de 96 genes (90
génes cibles et 6 genes contrdles). Les génes cibles coempent des genes exprimés dans
les cellules non-différenciées, des génes impliqués dans le m#n de la pluripotence, des
genes a caractere souche et des genes de marqueursddérenciation. Brievement, une
transc”<’—<‘e <o"t"ed ti t A% Ti ——f— & tec 2k fHBS £ If fOF <>
cDNA (Applied Biosystems) selon les instructions donnéepar le fournisseur. Chaque
o=t Tt Zf . f7—F <. 2 — <t —AZETF— e SEPH %o If "k e—grrfe— Z1
50 ul de 2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Bygtems). La PCR quantitative
e "£fZcott o—" Zi y{rr "7 &7 1i Frighes sestiréalisée en
duplicates et les génes cibles non amplifiés sont exclus.ifefZ>et Tfe Tleexie
tamplification est réalisée avec le logiciel StatMiner.@ software (Integromics, Madrid,

Espagne). La quantification relative des genes ciblest déterminée par la méthode 2 -
fo ——<Zcofe— ZF %o°eF t1 etef%t ZPp o <P 7Z1brdssion bts.
normalisée par rapport a la lignée H1 « Embryonic stercell line» (H1-ES). Les profils des
clustering genes sont déterminés en utilisant des algotimes hiérarchiques du logiciel
StatMiner.

IV.4. Biochimie des protéines

IV.4.a. Dosage ELISA

Le dosage ELISA permet de doser des protéines damesdysats ou des surnageants

Td . —Z——"14 "o Ti—e tref%t coo—o stfocd IV f o Syat THE—8> fhe k... "
e " feefceefer o'k (C(“—tofe— Zf wtZi-(Z<Eded Ti'ed” Teke <Ef-
permet la capture de i f e —<%o°etd ife—c...'" e T3 "+ 27 f—f st E5Hpet ... — Z-

i f=fZoet"f —ef "2f . —c'e 72" xfTEe Fefee Tt FEETTIEE 0 fuamde oo
Tx—Frecete %"Y..1 o tie ec—e T3 ’"faoffa. ffi—giomfP metspe "f" Z1e
fournisseurs (Peprotech ; Rocky Hill, NJ, Etats-Unis mpohBD2, hBD3, CXCL8 et R&D

systems Europe ;ILZt& "fe.. 3 ''—" s - = 4
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IV.4.b. Immunohistochimie

—— Tt Tf ZitE "feecte tF Zf >—tex"f—_<ot sZ Sz & Zf e—...<*1

5AC (MUC5AC), le trefoil facteur (TFF-1/pS2)
Les CEGH sont cultivées en plaques 24 puits pendanjotirs. Aprés action de la

trypsine, les CEGH sont déposées sur des lames de verre (5ddllules/lame, Superfros®,
Thermo Scientific) par cytocentrifugation (250g, 6min et congelées a zrt E —e“—je Zf
réalisation du marquage. Aprés décongélation, les CEGdnt fixées dans un bain
contenant 4% de paraformaldéhyde en tampon phosphatepH 7,4 (Sigma-Aldrich),
pendant 20 min & température ambiante. Apres 3 lavages €BS, les sites non spécifiques
sont saturés pendant 30 min a température ambiante avam tampon PBS contenant soit
5° t1 ex”—e tiY«$Aldricth) ppur le marquage de la CK18 soit 5% de sérum de
chevre (Sigma-Aldrich) pour le marquage de MUC1, MUCSATEF-L.

La solution de saturation est aspirée et le\c spécifiques de chaque antigene
recherché sont ensuite déposés et incubées 2h a temptree ambiante en chambre
S—ectta 1 ... cofc’f ool | 7 Gyftadkérating<«28 fiumaine (CK18, sc-58727,

Santa Cruz Biotechnology) est dilué a 1 pg/ml dans unelstion de PBS contenant 1% de

ex”—e TiYetda Ztfe .. ytlonafix'dedapirZzanti-Mucin 1, anti-Mucin 5AC et anti

pS2 humains (MUC1, sc-15333 ; MUC5AC, sc-20118 ; TRIS2, sc-28925, Santa Cruz

Biotechnology) sont dilués a 2 pg/ml dans une solutiomle PBS contenant 1% sérum de

chévre. Apres un premier lavage rapide dans un tamporBB contenant de 0,05% Tween,

les CEGH sont lavés dans trois bains successifs denpon PBS, 5 min a température
fo,<fe—FTa "—«co <o.— o f7E.. ZT .- %d . T FEEFTIVoTFhece Z7

"Z—'" vzz  eT<="'%fe ‘—ireZde .chéwd .ant-igf de lapin couplé a la

Rhodamine-RedX f..oefe ee—ettetf" S fetfe— vw ece o Zj

température ambiante et en chambre humide. Aprés uravage rapide dans un tampon

PBS contenant de 0,05% Tween, les cellules sont lag&3 fois dans des bains de PBS avant

ti2—"1 ete—tFe te—"F Zfete F— ZfoetZZBbeff%at —boaddfp— tH&

(UltraCruz Hard-set Mounting Medium, Santa Cruz Boitenblogy), une molécule

oot fe— —ef TUU_F fTcec—x " 7T T deserfiBenbyaux aprés une

excitation par les UV. Les lames sont ensuite obsengau microscope confocal Olympus
Z—'""c¢E™:  srrr Zye'—e WM, EL...—<

Protocole de marquage a la phosphatase alcaline

Les cultures de fibroblastes et de CPS en plaques 6 pusiont fixés au méthanol
pendant 2 min a -20°C. Les cellules sont ensuite lawpendant 10 min avec une solution
tamponnée au pH 9,5 et constituée de Tris-HCI (0.1¢/ml), de NaCl (100 mM), et de
MgCI2 (16 mM) puis incubées dans une solutioonstituée de 5 ml de tampon A, 16,5 pl
de solution acqueuse 1 composée de 25mg/ml de 5-Bromo@hloro-3-Indoyl Phosphate
(Sigma-Aldrich) et 16,5 ul de solution 2 composée de0Img de Nitro-Blue Tetrazolium
(Sigma-Aldrich) dissouts dans 500 pl de Di-Méthyl Formaide (Sigma-Aldrich) pendant
Sr eced Yo . FZ7—7Fe e'e— Fee <ttt tZee oDiffES ofdd—<ZFF
observés au microscope OLYMPUS CK X41.
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IV.5. Tests statistiques

Les données présentées correspondent a la moyenne d#snnées obtenues pour

les expériences réalisées avec une erreur type SEMta®lard Error of the Mean).
ifefZred o—f—co—c“—1F tF Zf %o« —f~Z«fastiiestderftfion —7 + 1

paramétriqgue et non apparié (Mann-Whitney) ou un testde Kruskal-Wallis pour une
analyse de variance non-paramétrique suivie d'un test dBunn pour une comparaison
entre groupes. Un résultat est dit généralement sigfitati = Z‘"e“—1i<Z i> f 'feo 'Z—e %
5 chances sur 100 que ce méme résultat ait été prodytr les fluctuations du hasard ; ce
qui correspond a une probabilit¢ p de 5 % soit p =,05. Le logiciel REST a permis
TifefZsed” Zf t< "x7fe. f Tid8 "feoc'aFto gxedkdodotdt—FhZcofo-
Treextte Tife’Zaenitefnpsréel obtenues en QRT-PCR. Ce test statistique perdeet
TH—f"ecoed” oc Zf “frcf—=<'s FitE "feec'oetdteethprsShefLL ke [17C0
normalisation sur des genes de ménage. Pour tous kests statistiques utilisés les valeurs
significatives sont représentées par *.
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Chapitre V. Modéle mur <e Ti<e" 1 ... —H. pyldrf

f '7Feco”t "fr—<ct tf ete —VfTf—3 T wSTi:f—dE+ fadeFet—
modulation de la réponse antimicrobienne liée &. pyloridans un modéle murin. Le but
étant de mettre en évidence le role de la protéine Caglaee Zicet —...—<'e T+ déitd "fe
peptides antimicrobiens chez les souris infectées pat. pylori

<o F...—<'s T1e o' —Jarétandalisée avec une souche humainetdepylori
HP141WT qui présente uncag PAI fonctionnel ou avec son mutant isogéniau
svsgagAd f ..<ex—<"—1F TFice i, —<'e f T—"& IS befu.l szt E
souris et prélévement des estomacs, une évaluation tkedensité bactérienne des souches
<o'Zfe—xte t— —ef +——tF TI Zit3 fhaci a7t %ot «tdintetmg—o o=
de la réponse antimicrobienne ont été réalisées.

V.1. Colonisation des sourispar Z%e «‘—...Ste svs t-eaghsvs

Deux lots constitués chacun de 6 souris femelles C57BLé#it été infectés par une
suspension bactérienne deH. pylori HP141WT ou svsgagA a 10° UFC/ml. Le
dénombrement bactérien dans les biopsies gastriques munés apres 3 a 180 jours
ot F L —cte of ete "t f——ef T T hefnt et de TS TREE Foe — ..
t— ur E'—"ed o "f"fe..Sta f'"°e szr GEf—Zeplhlitiontest—<‘ea 2
significativement plus élevé chez les souris infectées paa souche H svsggA
(*p<0,001) (Figure 19) et atteint 4,2210* UFC/ml contre 2,53 16 UFC/mI pour les souris
infectées par la souche HP141WT.

Au cours de ce protocole, 60% des souris gavées avec lagdmHP141WT et 60%
des souris gavées avec la souche s v s gagAont été efficacement colonisédH. pylori 7 f
jamais été isolée chez les souris témoins.
i+ fZ—f—<o tT— —f—8 Tice'Zfo—f—c'oof'—frlclfoed T fos

montré que les souris infectées par la souche s v s gagAétaient plus colonisées que les

souris infectées par la souche sauvage. Ce résultat est cohérent awkrs études
antérieures effectuées sur un modele de gerbille qudémontrent une densité de
colonisation plus élevée chez les gerbilles infectées paesl souches déH. pylori délétées

de maniére isogénique des génes cagA ou cagY par rapgpaux animaux infectés par la

souche sauvage (Riedeet al, 2005). De plus, Hornsbyet al, ont également observé une

densité de colonisation plus élevée chez des Rhésus macesjinfectés par une souche de

H. pylori entierement délétée decag PAI par rapport aux macaques infectés par la souche
sauvage (Hornsbyet al, 2008). Le role de la protéine CagA dans la colonigat
Gfo—x"cteef T— Z5cet— .. —<c'e T AB A" Zofoff dco'ac®VifnfBaton-Z — ... <
et al, 2001g Akanumacet al, 2002). Toutefois, il a été récemment démontré que la ieode
signalisation Nods "+ %.—Z 1 Z5 <+ tdéfensines afl tours de l'infection paH. pylori

et ceci de facorcag PAI-dépendante, ce qui suggere une implication dette voie dans la

L2 tece f—<te f— Zice’ A pactdrie via ld tégulation de la production d'effecters
antimicrobiens (Semple et al, 2006). Par consequent, il est possible que la sowch
HP141WT ait induit —ef 'Z—e "*"—F "+'‘eef foe—_coc.. "' <feol (pagh Zf «'-
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ce qui a conduit & une diminution du taux de colon&ion gastrique chez les animaux
infectés par cette souche.

i+...St... Tt ..'Z'cef—c oH%yYlor-palr—erdvirdfi "40% des souris
infectées peut également étre lié a la réponse innée tledte.

Figure 19. Taux d'implantation de H. pyloridans la mugqueuse gastrique murine
Implantation des souches wzw f— wzwA.. f% ..Sfte Zi.3,'30&c280fgurs| f'"°
d'infection (moyenne = erreur standard du log UFC/estac). *p<0001

V.2. Expression des peptides antimicrobiens S100A9 et mBD3

if8§'"Feec's "1 7¢ ARNI deb peptides antimicrobiens S100A9 and mBD
par rapport aux témoins a été réalisée par RT-PCR ches ouris infectées et colonisées
par HP141WT ou sV s gagAainsi que chez les souris infectées mais non colsges par
HP141WT ou svsgagA (Figure 20). La premiére observation qui a noter estjue la
présence de la protéine CagA fonctionnelle ne sembfms étre déterminante dans la
production de peptides antimicrobiens par la muqueusegastrique murine. En effet,
aucune différence significative de production de S100A8u de mBDu et observée entre
les souris infectées par HP141WT et celles infectéesupla souche sv s gagAtout au
long de la cinétique fee ...f o‘t°Ztda Zf <'-caghBst délé&éesqdu geneagAet
ete "fe T3 Z5Feete ZcagPAl £é&Ad ‘suggeére que dautres éléments majeurs d
cet flot tel que le systtme de sécrétion de type IV ggpermet la translocation du
peptidoglycane et Zi f ... — <~ f la &/oie tig signalisation Nodk pourraient étre impliqués
dans linduction des molécules de défense de I'hdte gBghanet al, 2006, Sempleet al,
2006; Grubmanet al, 2010).

En revanched —e% f—%oete—f—c'e oc%oec ¢...f—<"% TF eBitE "Foec'e
observée chez les souris infectées mais non coloniséesmparativement aux souris
infectées et colonisées par HP141WT ou svsgagAf ' "°e ur E‘'—" "+ tT({*p<0P5) —«<'e
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(Figure 20)4 13’ teec's "duZtfansciit de mBD3 chez les souris infectées non
colonisées est, par rapport aux souris colonisées par HPIWT ou svsgagA plus
+717+1 7%« u E'—"¢ Tice L. —<'etphs staAitiqhement significhtivé.f o

Tf—%oete—Tf—c=f—38 Tit3 SiOGA%ebdetvée chez les souris infectées
non colonisées pourrait apporter un nouvel éclairage surek fonctions biologiques de ce
peptide. En fait, SI00A9 est une protéine cationigude faible poids moléculaire connue
pour étre impliquée dans la génération d'un gradient limiotactique pour le recrutement
des neutrophiles au cours de linflammation, mais présdéa aussi des propriétés
bactériostatiques (Steinbakket al, 1990, Leachet al, 2008). Une étude récente a montré
que S100A9 est essentiel pour la résistance des kérecytes a l'invasion par Listeria
monocytogeneset Salmonella Typhimurium (Zaia et al, 2009). En outre, le complexe
hétérodimériqgue S1008/S100A9 dit calprotectine, peutinhiber la croissance de diverses
espéeces bactériennes et fongiques, et a ce jour, sactivité microbicide a été décrite
contre Esherishia coli Klebsiella spp Staphylococcus aureysStaphylococcus epidermis
Capnocytophaga sputigenat Borrelia burgdorferi, ainsi que contre la levureCandida
albicans(Miyasaki et al, 1993, Murthy et al, 1993, Brandtzaeget al, 1995, Lusitani et al,
2003)a f ..S+Zf—<'e ft— Zf ex“—Fe—2flatet Vi Lie'otcaf—38
arachidonique ou la lyse de la membrane cellulaire bactérieen sont parmi les
ot ... feceetactivité antimicrobienne qui ont été proposées pour le complexe
calprotectine (Sohnleet al, 2000, Nacken et al, 2005, Leachet al, 2008). En ce qui
concerneH. pylori une étude récente a montré que S100A3 fortement exprimé dans la
mugqueuse gastrique des enfants infectés pat. pylori(Leachet al, 2008). Les auteurs ont
suggéré une éventuelle propriété bactériostatique de geeptide contre H. pylori.

i—es f—-"1 ...@—+ebariZcotmmunément-admis que hBD2 est fortement
induit au cours de l'infection parH. pyloriet gu'il posséde une activité antimicrobienne
directe contre cette bactérie, ce qui renforce du rolet I ¢ -défensines dans la défense
antimicrobienne (Wehkamp et al, 2003 Hornsby et al, 2008, Grubmanet al, 2010). Le
systeme de défense de I'h6te contre les infections ti&riennes implique un large éventail
T . fetefe—e Teete_(f7e4 odéfemsihes-etdes protéines de la famille SO0

Dans ce modele, nous supposons que la production accrde S100A9 dans la
mugueuse gastrique pourrai- 2—"%1 <e'Z<“—+1f T fee idplantatdrt et déHa Zi
colonisation de H. pylori Cette hypothése concorde avec certaines propriétés
antimicrobiennes précédemment décrites liées a ce pepke. Une meilleure
compréhension des fonctions et des mécanismes de régutatide S100A9 et du complexe
S100A8/S100A9 dans la muqueuse gastrique au cours de l&ation par H. pylori sont
encore nécessaires.
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Figure 20. Expressiondes ARNm deS100A%t mBD3dans la muqueuse
gastrigue murine aprés infection parH. pylori
Analyse par RT-PCR quantitative (moyenngt£”" £ —" e—fet f”t T% Zi$8 "teec'e "£Zf—<"% t1
S100A9 (A) et de mBD3 (B) dans la muqueuse gastrique neusibésy & yv f— w~v E‘'—"¢ tice 1., .-
parlessouSts wzw ‘— wzwAO5f% & ',va
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Chapitre VI. Culture primaire de cellules
épithéliales gastrigues humaines et modele
TTce ™% ... —<H. PYiOri

VI.1. Introduction

La premiére infection expérimentale parH. pylori a été réalisée chez I'homme par
manque de modele animal de laboratoire (Marshalet al, 1985). Depuis, plusieurs
modeles animaux ont été développés pour étudier l'infectiopar cette bactérie (O'Rourke
et al, 2003) mais tous présentent certaines limites. Le modéle leys prometteur est peut-
étre le modele de la gerbille de Mongolie qui permeate générer un état pathologique
' .St tf .. fZ—« *, emiiet NéaSmaies, £eéSnodéle ne permet pasid$'Z ‘"t
Zice'Ze.. . f—c'e "te —c'estZ7F tie “fZf3fLFTkT Z5SOf<t Ffei<Z o
outils génétiques, immunologiques et moléculaires destirgga une telle étude. Dans les
modeles murins, ou existent ces outils, I'infection paH. pylori ne provoque pas d'ulceres
e TS ftEet L f . cotet Bofe—"c"—TFEA TchiE . stcTcoe Z e%o LfTet5f—
souches de Helicobacter commH. feliset H. heilmannij et dans une moindre mesure avec
une souche deH. pylori adaptée a la souris (SS1), peut conduire au développemealu

lymphome de MALTH. felis’t —— f.....xZ+"%” ZF t+"3Z " tete— tiftxe . f
chez des souris transgéniques exprimant des niveaux hormaux élevés de gastrine
(Wangetal, 2000). f'fetfe—a ..o o' —...Ste of "‘ee°t§s%otfecafehy — 11

quand elles sont adaptées a la souris, elles encouredgs mutations au niveau de ce locus,
Lt f— < Tt T L. implicafion de-eeffactdur dé irulence déterminant danga
physiopathologie deH. pyloridans les modéles murins (Philpotet al, 2002).

Ainsi, pour étudier les interactions médiées par cagPAl enttd. pyloriet les cellules
tt ZiS@-1ta4 'Z—ect—"0 o' t°ZFe L 1EZ—BfCEeRiffLE I f] e
gastrique (AGS, KATQ1 & & & 'o— x—% T+£7LZ" +e}

Bien que ces modéles aient clarifié plusieurs aspects des moditicas déclenchées
par H. pylori au niveau cellulaire telles que les altérations de V&@s de signalisation et la
ecef fe "Zf .t tE Zf "x'teet <o ZfFVELE"TA—«Z—fTiteghées ...t
possedent elles-mémes des altérations dans leurs voies degnalisation et ont perdu
certains éléments déterminants dans la réponse celkire gastrique liee aH. pylori La
lignée AGS, par exemple, ne produiti le TLR2 ni le MD2 qui est un cofacteu
indispensable a la reconnaissance du LPS par le TL@&nith et al, 2003). Ces lignées sont
donc limitées pour étudier les interactions entreH. pylori +— ZiS@-%4 if—-"% 'f"—
Tte Zc%oette Teo'tec ZFe of "o — ety G+ 7 —fH M AU
modéle cellulaire canin rénal polarisé (Madin-Darby Cane Kidney cells, MDCK) a révélé
de nouveaux aspects biologiques dd. pyloritelles sa capacité a exister dans des vacuoles
o Zice—x"c¢t—" T@Mmievated AL—2032) et ses effets sur les jonctions cellulaires
(Amieva et al, 2003). L'analyse des interactions deH. pylori avec des cellules
immunitaires (macrophages) in vitro a également révélé de nouveaux effets
immunomodulateurs deH. pylori(Gobertet al, 2001).
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Plusieurs tentatives de développement de modeéles de culiprimaires de cellules
épithéliales gastriques fonctionnelles sont décriteslaes Zf Z<——x"f——"%4 i, E+...—<
Teo'ted” Fi—e o F°ZF "Z—o "IV —cote— TR (5 ek Z1 7't
'Srec f-S'7Z' %< —3F Zc«x o H pylorit Ces essaisfdnt été réalisés a partir de
biopsies (Smootet al, 2000) & TF t'eet —"+ T(Ca¥pgaet al, 1990) ou de tissu
" a— [BAsqueet al, 1999). Ces modeles, qui seront détaillés plug ‘<e T fee Z7'solt f %ot
"fe—te —"°e Zcec—te Feo —FUete ti Mifeetiredis —f<Z«i'ra ' —" Zit-——11%
réponse inflammatoire liée aH. pylori

Il est évident que la culture cellulaire primaire ne put pas mimer toutes les
interactions complexes entre les différents types de deles présentes dans l'estomac,
mais la nécessité de développer un modele qui soit plusprésentatif de la physiologie
%ofeo—"<"—F o "efZt Fe— Fi—eF <o —fo e filEE <V " f="—ZFx—f"T.
H. pylori et les mécanismes physiologiques et immunorégulatoires gen découlent.

i, @Eiftmajeur de mon travail a ététi+—f ,Z<” —ofe e edlture primaire de

o FZ27—7F £ «—St7cfZFe %ofo—"<"—Fo. SfaBcotlido off & T Ppefo_ T
déchets opératoires générés lors de « sleevgs %o fe—"<“—3Fed ', —Fe—<'e T3 .. fe .. FZ
difficile et de nombreuses tentatives ont été nécessairesopr définir les conditions
expérimentales nous permettant de les isoler et de lesiaintenir en culture. Mais nous
[Tree “cofZtefoe— "t—eec o oF "% f— "«ZFoefed Ix-Biti Fike—"1%
cellules épithéliales gastrigues humaines normales et &delopper un nouveau modeéle
Tice ™t ... —dHepylptia [ "£fZcof—c's t1 . F ""ET- 2F £ IR f—d—
entre le laboratoire LITEC et les services de chiruig viscérale du CHU et de la
Polyclinique de Poitiers.

VI.2. Premiéres approches expérimentales

—fe— Treex “—% ZiceTh . —<'e F— Z1%£SE7ZH giariserdnt |
Mo < fZYtete— tfee Zf "£%oc's TI. Difecldd FAZZ 7L T of
localisation gastrique (antre ou fundus), nous avons$§ ‘<e< T+ ...'ZZ%t..—%" Zife-"% - Z
et de réaliser les expérimentations séparément sur chaquedalisation.

Avant de commencer les essais de culture primaire de cellgleépithéliales

%ofe—"c"—1ed o' —e fTlee "' _7 4 T foeefacet” ZidiE HipYlotieshr f 3
Zicet—...—<'s T1 Zif& "feec'e t1% -i‘l‘<f—‘tt<L:t’.°..—<¢A°Zif¢°f°—‘i”’ﬁ:t° RS
Tife—tef.. "2..—"2"2fed o $771-4 =L« o HApHbidvecAin tissu— 1 f

entier comportant tous les types cellulaires organiségtait particulierement intéressant.

‘" L FZféa tEe o ff—8 Tt —f<ZZ1 <Foffe—e et Fifre P F—Tre o 7
ti—e Fe’fiece et placés en présence de la bactérie. Lesisloes deH. pyloriutilisées
e‘e— 7Zf svs - 7 fagAsRlssiurs parameétres ont été testés au cours de cette
premiére approche : un parametre cinétique, la dosenfectieuse, la forme de la souche
(bacillaire/coccoide), les milieux de culture et la taille s fragments découpés. A la fin de
Zf e—<o—Zf—<'o8 ZFe o7 ff—38 tiffeetoflfe f—Zta "t "afUpt+ "+ .. —
congelés a zrt & TfS-"f..—<'e Ti T— Z% TlofSfcoted ofotd—"0coto
Trette o'e—xAi Zd4 Z§>4 Z%-=4 Aiya Zsza Ziet les peptides
antimicrobiens BD2 et BD3. Les résultats obtenus au cours dette approche étaient non
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Pt — =<, Zfe F— =% TfUf ZFeHIFTE I f e TEif—.. ' e—" D7
stimulés avecH. pylori exprimant des taux plus<e’*”—fe—e-%i71— -Bique ceux des
+ ... Sfe—<«ZZ's oe—co—Zte8d — . —eof —ta%ffYatTeiff—T" 0 " RE"L I
o =T fe— 2% " fU—<FZ7Fete— 8 Fd ZrofOeLE "2t o— «— 771
cours de la « sleeve » ainsi—al cours de sa fragmentation mécanique et la forte répoas
<o"Zfeef—'<"f “—c te Fx.'—Z% fter2 i S ffe—PEIIER ZAEY f00 L
rapidement abandonnée pour essayer de développer un modebe culture primaire de
cellules épithéliales gastri‘ —fe S—efcode 7 Zit——1F tR¥—<deff ..

avecH. pylori

VI.3. Développement et mise au point du protocole de -culture
primaire des cellules épithéliales gastrigues humaines

VI.3.a. Modéles de culture primaire de cellules épithéliales gastriques déj a
mis en place

La culture primaire des CEGHeite— (E-—e¢“—ie ""tete— 'feo fe_c°"fete
malgré les tentatives de plusieurs équipes et ce moldea été peu utilisé pour étudier les
interactions avecH. pyloria t...< fe— "f—— 271 Z<t f—38 #<"Tit 5 fLadt'e Ti
tf e . FZ7Z—Z7%Fe feooc “—ie Zfctioe tac «Zoo—% TE FELET— Fo
suffisante. Les modeles de culture primaire de CEGH déjésran place avant notre travdi
site— fe x—+ "% o'e "I 35 1’ palghnéds deila dittérdtdreisur ce sujet,
permet de les classer en 3 approches expérimentales difeétes.

"fU=<” TR Treed—"e T "% foete
Les premiers essais de culture primaire de CEGH ongdes travaux de Campost

al fe s{{ra Tce'Zfete— tie .. idlEs/gashitiuestétait2ffettué a partir de
tTroot—"e FTi'"% fote "f7 The Tchoteo—c'oe LetbZfrac 2t fontafiee
t— Zi——<Zcof—<'s ti—e "7 1t {fE < permetthit a-sEpardtibn de — -«
cellules selon leur taille, densité et vitesse de sédentation. Ce modéle a servi dans un
premiertempsaZit——1+ T+ Zf «%.."+A{Campdoselaf, BOPret teseffets de
la cholécystokinine sur la sécrétion de somatostatine par ces ad#és (Buchanet al, 1990).

fee —e T1—8ced —te’ed Z%t o't°Z% f txifE ZideFripylerisutla—
sécrétion de gastrire (Richter-Dahlfors et al, 1998) ainsi que les caractéristiques
tif——f..StHtpyoriaux cellules cultivées (Heczket al, 2000). Des modifications
efe " fefc"Fe e x—+  ef""xte | Stoe Zfef 8. —%"cfesofct ST o
sécrétion de vésicules membranaires paH. pylori (Heczko et al, 2000)a T+ ""f- +t1%
Arifection par H. pylorisur les jonctions cellulaires a également été examiné (@ et al,
2004). H. pylori <ot —<— Zit& "feece T& .. f"—fcofe "8 FcoZiof 1S +%x %o-
bactérienne aux cellules épithéliales telles que les aarines Il et IV ainsi que la
et —foe_"f—c'e Tfee tie "tec. . —Zte fPe I’tZYVFaflrbififier &+ o
IQGAP1 (Conlin et al, 2004). Peu de données concernant la culture en eleéme

7" f—cte the L FZ7—Z%ed ofe vfAtTH TR fNdT I ot 2 .t 27—
été fournies.
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"fr-<" tTE Ta-——-
T+“—<" IMénérd et al. a développé en 1999 un modéle de culture primaire de

cellulte +'«—StZcfZte %ofo-"c<"—te o "f7—<™ fff " atete— Z+¥%efl 'ife
utilisant un produit non-enzymatique qui permet la récypération des cellules gastriques
sous forme de feuillets intacts ou de gros agrégatsLe MatriSperse commercialisé par
Cdlaborative Biomedical Products (Bedford, Massachusetts,tdis-Unis) (Basqueet al,
1999)4 f “«ofZ<—% Tie —"f f—8 ——<Z<ofie— - Hdsymthéseetfetd —F f +—+
sécrétion du pepsinogene et de la lipase gastrique paes cellules (Basqueet al, 2000).

if——"%¢ £+—— 11« 'e_effétsde factéurs de croissance (EGF, TGFa ) sur la
prolifération et la régénération cellulaire (Tetreaultet al, 2005).

A partir de biopsies gastriques

Plus récemment, Zi+“—<’t 1 fet al,a développé un protocole de culture
primaire de cellules épithéliales a partir de biopss gastriques par digestions
enzymatiques successives en utilisant un mélange deolfagénase, Dispase et Pronase
(Smoot et al, 2000). Des travaux plus anciens basés également sursddigestions
enzymatiques succesives de biopsies gastriquese— ef”""¢ o *——TF<F” ZiftSx ...
H. pylori aux cellules épithéliales gastriques. Ces études ontoniré que H. pylori peut
adhérer spécifiqguement aux cellules primaires gastriquesrestimulant la polymérisation
T+ Zif (Clyneet al, 1993 Smootet al, 1993)4 i+——*1+ T+ Zifi "desctliules ... «—"
montre une vacuolisation plus importante dans les cellels primaires que celle observée
avec les cellules AGS et HelLa (Smaaital, 1996). Des travaux plus récents ont étudié la
translocation de CagA et sa phosphorylation dans dellules épithéliales gastriques
primaires fcee< “—1f Z7i<+t —dépendantefdéoréarrangements cyto-squelettiques et
des altérations dans les jonctions cellulaires (Lagt al, 2006). Néanmoins, ces résultats
étaient partiels et ont d0 étre complétés par deétudes paralléles sur le modele AGS vu le
faible rendement cellulaire obtenu.

Toutes ces tentatives de culture primaire de cellulespithéliales gastriques ont
bien évidemment apporté des éclairages sur le fonctionneznt des cellules épithéliales
gastrigues humaines normales mais présentent beaucoup dimites en termes de
quantité de cellules et de disponibilité de matérielA ce jour, f —...—e T3 ...Fe e t°Zfe oif 4
repris pour étudier et établir le profil inflammatoire ind uit par H. pylori

ice*Ztete— eltules .épithéliales gastriques primaires humaines (CEGH

T —foefe— o "f " Tite—tef ... fe—fZgih peinisle Gveldpplment
Ti—e o —"Ff— o' 1°2% . fZF—Zfx"t "+ <Tedp" e THf pylorkainsi f "1 ...
gu T une meilleure compréhension de la physiologie gastrique

VI.3.b. Développement et mise au point du protocole expérimental

Les CEGH étant des cellules tres fragiles et nécessitdat conditions particulieres

Tt .. —Z——"14 ZFe £—f'Fe T3 ecef f— ‘e, Biibtiientaleant ftécte T —
Z'e%o—1te T— T< <. <Zted of ext«HEfITIS £ e fhPet Tt -+ "t fZcot]
ef——"F f— ce— Z3F o't°Zta Zie .tetiacpeflieddfZZE et L

transcriptionnelles ou protéiques.
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La dissociation cellulaire

Teo ""f%oete—e Tite—'of .. ‘sldeve sgnt’Particulierement sanglants
et visqueux d0 au stress opérationnel et a la forte sécréti de mucus. Des lavages
abondants en sérum physiologique ont donc été nécessad pour €liminer tout le sang €
le mucus (Figure 21C).

f e—""f..f t1 Zit'«—S*Zc—e %ofo—"f%o<c¥f Fcs'ae —flcost’p
gastriques (Figure 21A). La premiére étape du process de dissociation a consisté en
ZitZcocof—c'e The £ fcoote |  Sd'of e+ %o—D)HatsOUS-MEqUEUSE, f
“eot L B L Zfe. 8% "0 “fe 2o hdrFiele—Crt chastios +9
éliminée (Figure 21 E-F-G). 1+'<—-S+Z7¢—e %ofe—"¢“—% f £—% t+.. 'FF+ ox ..
trés fins morceaux et une digestion enzymatique a 37°&ec un mélange de Collegénase
B, de Pronase et de Dispase est réalisée pendarieure (Figure 21H). La Collagénase B
est une enzyme protéolytique qui dégrade spécifiqueemnt le collagene et certains
éléments de la matrice extracellulaire composant les ssis. La Dispase est une enzyme
protéolytigue qui dégrade spécifiguement le collagene al type IV. La Pronase est

Llee—c——tF Fi—e exZfe%F TI TV - foake Tot Gho¥ frt el ZFE e — <
peptides en acides aminés. Le surnageant était coliéccentrifugé (400g, 5min) et le culot

mis en culture dans des plaques pré-. ‘' f—xfe f— ...'ZZf%°¢F '*—" "f7et__"1%
7R focted — . —et L FZ27—7%F cifiriu isdté—1t o Zifctt T

Introduction de la trypsine

Apres plusieurs essais sans résultats, le surnageant defdremiere digestion a été
+7cocot F— 7ZF —coe— f £—% T(QotliSW Afe—TsYescoef Uyl Bf Tco—"'T—
la trypsine 0,05 % EDTA fut déterminante’ f 7 ... ¥ “— périhi& 1in premier isolement de

cellules épithéliales. Ces celluleat e—"— ... ——"fcfoe— o' —e "ot F{AZ'—e f-—
T Fetfem " "—fote— tF Zif, ot fe...f fto tFEZZaZfs. tdoath ZFo-
so—co—Z3"8 <ottt — . =<' TE tE—3 tdflkbeceZf FodeiEt I i
Zi',—te—<'e Tieunrrentierdent cellulaire.

Milieux de culture

Plusieurs milieux de culture et combinaisons de milieuxle culture ont été testés
pour la culture des cellules épithéliales gastriques. Lawmilieux testés ont été le RPMI, le
DMEM, le Hanie st f— -9FM (Serum Free Keratinocyte Medium). Le mélange
+4 "7 —ect—F T1 feie St e—""Ztete_x oittisrrats "&fZ f
permis la meilleure expansion cellulaire.

Facteurs de croissance et introduction du Hepatocyte Growth Factor

Le milieu de culture des cellules épithéliales gastjues fut au début suppléementé
ft... sr 7 tF ex”—e TF "a— "A—fZ F— ratw % 7 K1'—e . Y727
sit—fc— "fe —cefZTA i<oe—""'1T— .. - Takdihashieta, 1995) dinsi que
Zif—Y%oete—f—c'o Tt Zf . te.te—"f—c'eftit e r-&wl «%f<ZoZf—"1
prolifération des cellules épithéliales gastriques.
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Partie 3. Résultats et Discussion

Optimisation des digestions enzymatiques

La concentration des mélanges enzymatiques ainsi que la durdes digestions sont
€également des paramétres trés importants a controler. gkeés plusieurs essais, la durée de
la premiere digestion enzymatique a été fixée a 40 mites a 37°C avec un mélange
enzymatique constitué de 0,5 mg/ml de Collagénase B, 2,5 imdjde Pronase et 3U/ml de
Dispase.

Optimisation des étapes de filtrations et lavages

Les étapes de filtration entre les différentes digestions egmatiques jouent un role
feete—ctZ tfee ZizxZoMagéhe digsos-et du mucus trés visqueux qui empéchent
ZiftStecie The . FZ7Z—7%8 Feo Zf ff%ote ohkadt foe—Z2'— 7372 2Z ot -
f—eec ZixZcocs f—c's dufcelldgene dissbus.

Mise en culture
La présence de Collagéne lestindi feef 2% ' —" ZiftStecie t1e 17272714

Autres approches

Plusieurs étapes de dissociation mécanique ont égalemt été testées sur le
dissociateur tissulaire automatique GentleMACS (Miltgm Biotec, France) sans donner de
résultats ; probablement a cause de la trés forte aciomécanique de cet automate qui a
dd endommager les cellules. Des gradients de FicallRercoll ont été testés pour éliminer
7t . 77f%°et f— Zte tx,7<e . A77%Fftited Nt s fAAt T T mt
"f7ece Zi',—7Fee «eallulgs épithéliales avec un rendement similaire &eui du
protocole classique. Cependant, cette étape a étéaaldonnée afin de limiter au maximum
tout stress supplémentaire pouvant altérer la prolifération des cellules.

Les CEGH obtenues a partir de' f «—" ¥ et — T—et—o oot te
une morphologie similaire comme le montre la Figure 22.

Le protocole expérimental détailléde la culture primaire des CEGH est étayé dans
la section 1V.2.a de la partie 2 (Matériel et Méthodeslu présent ouvrage.
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Partie 3. Résultats et Discussion

Figure 21. St—te «<ZZ—e—"foe— Zf Tcoot ... —c'e Ti—* f™etf— T
« sleeve » gastrique
A.Antre ouvert, face intérieure; B.Face extérieure ; C.Appaelques rincages au sérum physiologique
; D. Elimination du muscle et graisse ; E,F,G. Eliminati®iha sous muqueuse et récupération de la
bt — St 2 «—S+Z<fZF & A T"tec° I 'totecslls dferie fokctF—F TE Zi
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Partie 3. Résultats et Discussion

Figure 22. Cellules épithéliales gastriques antrales et fundiques oltees aprés
48h de mise en culture
A,D Gx40 ; B,E Gx100 ; C,F Gx200

VI.4. Caractérisation de la nature des cellules obtenues en culture

VI.4.a. Caractérisation préliminaire

$ O ZF 8 ot e—f7 oco f— TicoaflHtTeF I i T BB oS0 fo—"1"
de nature épithéliale, et plus précisément de mucocyteka confirmation préliminaire du
i f7f ="t 2 «=S*Z<fZ tTte . FZ7—7%Fek i<kt oo Ziof h I Fi o oft %
marquages immunocytochimiques qui ont visé a mettre en éwighce la présence de
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Partie 3. Résultats et Discussion

certains marqueurs spécifiques de la cellule épithélle, ainsi que des protéines de la
famille des mucines.

[ '7tec®"t ox7¢t Tt of " —f%f [ +E¥ CxEZYGEGf IV FES 2%
t— Tt  c—<fved  Z sif%oc<— ti—eti . o ZZfSd f-EOSIHE ook “
(Figure 23A) pour mettre en évidence les cellules (noyau et cytoplas), un marquage
KL1 (Figure 23B) pour mettre en évidence la présenceed cytokératines spécifiques des
—coe—e +'<—S+7f—38 T- ti—péNgdidue deBchiff (Agyre 23Ckqui marque
spécifiquement les glycoprotéines présentes dans lesldes a mucus.

Figure 23. Caractérisation préliminaire des cellules gastriques primiaes
antrales apres 72h de mise en culture
A. Coloration a I'nématoxyline -Eosine Gx40; B. Mege KL1 (cytokératines) Gx40 ; C. Marguage
PAS (Periodic Acid Schiff) Gx40

VI.4.b. Etude de Zif& "feec'e t1% w~a  5MCa et TFF-1 par
immunocytochimie

La Cytokératine 18 (CK18) est un¢ protéirfe cytoplasmig| qui constitue les
filaments intermédiaires au niveau des tissugpithéliaux| ‘e e—"f —<"<ted Z if %o<—
cytokératine acide de type | exprimée spécifiguementdans les tissus épithéliaux
glandulaires des voies respiratoires, digestives et urogétales. Elle est également
présente dans certaines cellules endocrines, exocen et mésothéliales. Les cytokératines
sont des marqueurs tres utiles qui jouent un réle ctique dans la différenciation tissulaire
t— Z% ofce—cte Tt Zice—t%o"<—* e—SZf—8fiZF tFe —coo—e +'¢—

Les mucines sont une famille de protéings, fortemerglycosylées entrant dans la
composition de nombreu. Elles ont des fonctionsnportantes de protection des

épithéliums|des voies aériennes et digestives

La mucine 1 (MUQ) est associée a la membrane plasmique et est préseraeda
surface apicale des cellules épithéliales pulmonairegastriques etintestinale (Gendleret
al., 1990). Elle possede des fonctions protectives contred pathogénes.

La mucine 5AC (MUC5AC) est exprimée sur les cellules acus présentes a la
surface du fundus et de l'antre (Guyonnet Duperadt al, 1995). Lasécrétion de MUC5AC
Te— cot—c—F f— ..'—"e TF Zice Zfoof.><"n o' Linflaiinatoires 1le-6t 1 o
et TNF-=a
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Partie 3. Résultats et Discussion

Le Trefoil Factor 1 (TFF-1) (également nomm@S2) est exprimé sous forme de
dimére spécifiquement dans la muqueuse gastrg-s—fe—<efZta f “fe..—<'e oife—
entierement définie mais il semble jouer un role proteteur et stabilisant de la muqueuse
et est impliqgué dans la régénération tissulaire (Gottt al, 1996).

it——Tf "f7 coe—e'"Z—"Fe te t Tt ZitE Vi tHZZF 713z

épithéliales gastrigues humaines antrales (CEGHA) & 72h de mise en culture a montré
une expression cytoplasmique de cette protéine dans qsiment toutes les cellules
(Figure 24). Ces cellules expriment notamment les mucines MUC1, URAC et le TFF-1
(Figure 24). Feo o'5f—38 ofe— of"“—+e teo 73— o Zifct: ta—ft ...'Z2'"f-
ailleurs, comme le montre également la Figure 24, les AGS mxgent la CK18, ainsi que les
mucines MUC1, MUC5AC et le TFFQes données confirment la nature épithéliale des
W FZZ—Z%e VcefcFe t —Fe—te teo | aif %o<kipdiement detiliules'a—i<Z
mucus.
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Partie 3. Résultats et Discussion

Figure 24.  Analyse par
immunofluorescence de
Zif8& " feecte Tt of
spécifiques des tissus
épithéliaux gastriques dans
les cellules primaires antrales
etles cellules AGS.

-— 1+ t1 dandelaeKls
MUC1, MUC5AC et TFF-1 dans
CEGHA et les cellules AGSZ i f
Tife—c...'" e o +tMucihc1-
(C) et (D); Mucin 5AC (E) et (F
Trefoil Factor 1 (G) et (H); CKaL
(K) et (L). (I) et (J) sont les
contrbles respectifs Rhodamine
RedX® negative controls; (M) e
(N) sont les contrdles respectit
Alexa®fluor 488 negative
controls (magnification originale
x100)
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Partie 3. Résultats et Discussion

VI.5. Stimulation avec H. pylori

VI.5.a. Changements morphologiques liés a la présence de H. pylori

Les expériences de stimulation aveld. pyloriont été réalisées parallelement sur les
cellules antrales et fundiques. En revanche, vu la dlarité des réponses obtenues, seuls
les résultats obtenus avec les CEGHA sont présergée

La stimulation cellulaire avec les souches de. pyloriB128 etB1tz cagMa une
dose infectieuse de 100 bactéries/cellule anduit de fortes modifications morphologiques

fZ—x"fe— Zf o—"— .. —s<celuldserZdyitere (Figurd 25). Ces changements sont
trés similaires, indépendamment de la souche utiliséeNous avons observé la formation
tf “f...—'Z%e o Zico—x"c¢t—" tie . FZAT/ftsAr Ve f E tetteZf T —s—"3

vacuolisante VacA, ainsi que des allongements cellulasteCes observations concordent
avec les données de la littérature qui décrivent un pm®mene similaire dans les lignées
cellulaires AGS et MKN28 exposéesta pylori (Segalet al, 1996, Segal et al, 1999, Cover
et al, 2005, Argent et al, 2008). Les protrusions cellulaires allongées dites ebec de
colibri (Segal et al, 1996, Segalet al, 1999) sont provoquées par la translocation et
phosphorylation de CagA dans le cytosol (Selbadtt al, 20025 Stein et al, 2002) et
Zice—1"f...—<'e Tt f% 'S'e’S-2 pHosghafasé (Higashiet al, 2002). Une
étude récente a montré une vacuolisation plus importamt dans les cellules stimulées par
des souches déH. pylori mutées pour les genesagAet cagE,et un phénotype en bec de
colibri plus exacerbé dans les cellules stimulées par sesouches mutées pounacA
(Argent et al, 2008). Les auteurs proposent une modulation entre les effetsduits par
CagA et VacA sur les cellules épithéliales permettant jgottiellement une interaction de
H. pylori avec les cellules épithéliales sans provoquer de dommagesllulaires excessifs
(Argent et al, 2008).

Dans notre modéle, les changements morphologiques similas provoqués par les
deux souches déH. pylorine nous permettent pas de conclure quant au réle aagdans ce
processus physiopathologique. La dose infectieuse étarités élevée, elle empéche
probablement de voir les effets decag sur le phénotype cellulaire. Une exposition moins
longue des cellules avetl. pyloria des doses infectieuses plus faible permettraitedmieux
discerner les altérations morphologiques cellulaires induite par chague souche.
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Partie 3. Résultats et Discussion

Figure 25. Modifications morphologiques des cellules épithéliales gastjues
f'7°e tvS Tit§ " H.pylorie
Les CEGHA sont stimulées ou non avec H. pylerx ~ £— wgM a la dpse infectieuse de
100 bactéries/cellule. A : CEGHA non stimulées, B : CEGHA éemalvec B128, C : CEGHA stimulées
avec B128 ... f %o Swvyv

VI.5.b. Détermination de la dose infectieuse et des temps de stimulation

fee Zi',Ef...—<" Tix—f,2¢" —e "7 (7' Pt Pl qaltZ fLd-

<o Zfeef—'<"Fe <oet—c—e f— .. ‘—"eH. tpyloZ inoustavons' réaligé une
stimulation des CEGHA (80% confluence) avec des soustdeH. pyloriapres 72h de mise
te . —Z——"F4 oF ex7¢t Tit& x7cte. ftdIkEtablir find tinétidue o
tice™f ... —<'déthrmiretf les doses infectieuses —«< o1 ”‘e— ——«Zcoexte f— .. ‘—"e

La détermination des doses infectieuses a été réalséapres analyse de la
production protéique t7-za %6 etde hBL3 par des CEGHA stimulées pendanéB avec
Zfe o'—..Ste vy t— stz o tie tiete fZLfo—2"2ts EFLZ—Frre
Tt . fe "te—Z—f—e foe— "retetp FfoaTof R —"F tWAZfice'—...S
induit une production dose-t+'fet fe—3z8Ai t6 et de hBD3 (Figure 26A). Par
ailleurs, la stimulation des CEGHA avec la souche B1#8&luit une production dose-
tx'tetfe—%zti—- -Bimais qui atteint un seuil a partir de la dose imfctieuse de 100
bactéries/cellule (Figure 26B). En revanche, la produatn de hBLB continue de croitre
f f... Z1f— % +&le-dpsecinfedtieuse (Figure 26B). En revanche, nous avomservé
une forte diminution de la production de ce peptide pales CEGHA apres leur stimulation
par la souche B128 a la dose infectieuse de 500 bactsicellule par rapport a la dose
infectieuse de 100 bactéries/cellule (données non pentées). Cette diminution est tres
probablement liée a la cytotoxicité induite par cette fde dose infectieuse.

Il semble que ces souches ind-<+1t+—z2A7 Biet la hBD3 quasiment au méme
—f—8 fZ'e “—itZZ%e ot ""rete—Fe— fuZideoZef o L oo tE £ ]
" —Zte. tA Zf o'— .. St vy t—fe— oft ZVAZ7F itb— flaS Bot o<1 <]
serait intéressant de réaliser une comparaison plus pprofondie des profils et taux
TitE "feec's The extcf—F—"0 co"Zfoef—'<"foSHed"t ... Fo TT—3 o' —
Nous avons choisi de stimuler les CEGHA avec les deux souched.deyloriB128 et
son mutant isogénique B128cagM f"<s Tif&fecet” Zit ""f— ti Zf 'Vxetfe..
fonctionnel sur les profils inflammatoires induits. Nous avons également défini des
conditions de stimulation a deux doses : une doseilide de 10 bactéries/cellule et une
dose forte de 10Cbactéries/ ... tZZ —Z% f <o T .. ‘o' f"1” Zice—tecd—x T1 Zf
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of Lot —<"—1F tice"t..—c'e T3 Ul REH ZHNVBcfr BB tRFee—< 1
TfTcf=<te Ticet— . —<'e T iflammdteifes hu-cders du temps.
Nous avons choisi de comparer le profil transcriptionnel (RT-QPCR) des

médiateurs inflammatoires apres 3h et 24h de stimulatin. Le dosage protéique (ELISA)
de ces médiateurs est réalisé aprés 24h de stimulation.

Figure 26. Prod — ... —<‘+z &l 6 et de hBD3 par les CEGHA apres stimulation
par H. pylai
Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec les sbdehé pylori X47 et B128 aux doses
<" F . —ct—ete WV F— WVV .. deilHfe ¢ oAV H6 & He hBDBfdans les..
surnageants a été mesurée par dosage ELISA (n=1).

VI.5.c. Comparaison des profils transcriptionnels aprés exposition a H. pylori

Les résultats de RT-QPCR et dosages ELISA présentésespondent a des
analyses réalisées sur des cultures primaires de CEGH#sues de 3 sujetsH. pylort
négatifs:

Patient A Homme, 63 ans

Patient C,Femme, 35 ans

Patient D, Femme, 26 ans

T 'f—<te— & ‘et Tf vs feed [ =38t 7—~oF B pylrie—3f <
positif.

Une inductioncagM etdose- T+ ' fet foe—F e T, —— Tice ™ F ... —<'o

ifefZ>et t1 Zit§ "feecte ti—e ’fef7 tie %LPefs ... Tfe—
inflammatoires et peptides antimicrobiens aprés 3h destimulation des CEGHA avec
H. pylori a été réalisée par RT-PCR quantitative. Les geneslggés sont ceux codant pour
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Zi-8,le CXCLL, le CXCLZ | ué Z% O INF=4 Zi>asZt ta Z% tra z
S100A7, le S100A8, le S100A9, la hBD1, la hBD2 et la®BD

La stimulation des CEGHA avec la souche He pylori B128 pendant 3h induit de
maniere dose-dépendante l'expression relative des ARNmodant pour les médiateurs
inflammatoires IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CetaANF-= "f” "f'"'"— f—3§
contréles non stimulés (Figure 27). Lors de la stimutaon par la souche B128 a la dose
<ot —<t—et tf srr ,f..—x"¢fe .. IZRNmZcbhdan¥ pdd’ CICLL0' estt 1o
Te“c"te v "o "Z—e 2717434 U "o -8ZINP-=AZ T st —UZli— t "ice T Z-
élevée pour CXCL2 et CXCL5 par rapport a la dose itilaese de 10 bactéries/cellule de la

e2ef o' — . STA f Tf'<f-<'s Tilat@eidh trangcritecot@nt pour COX2 est
ct%0Z<U%otf,Zt FT— f—..—et TE "FeeciaxTHE-ZBD eoif '$foe— Zoit "1
58 "feec's T1o o 't fe— Zte ..>—‘mesiproinflammatBires ‘1t<8,

TNF=4 wa sa ta u - arles CEGHA stimulées avec la souche

B128 cagMest environ doublée a la dose infectieuse de 100 bactes/cellule par rapport
e Zf t'et: % sr f..—x"cte 1727 —7'F T 4%+ H< iy ta— "dbSSUsteex ... <
estcagM-t+ fet fe—F '—ceo“—lis plusfostement induits par la souche B128 que
par son mutant isogénique indépendamment de la dose infiéeuse.
ifefZoet 11 ZiEE "teects tie ettof—foateZ feotZk M andts

antimicrobienne notamment hBD1, hBD2, hBD3, S100A7, S1@/Aet S100A9 apres
stimulation des CEGHA par les souches B128 et B12&gM ne montre aucune induction
Tt Zit& "teecte tie o L ttfe— =" ZiefewdZeZttestht Zftt S s

‘eetfe o'e ""rete_tte j -(iéfensides analysées, on observe une induction
dose etcagMt +'tet fe—F t1 Zit& "teec'e t1 Zif hBD2.apréd stimulation
des CEGHA paH. pylori <% —"%f ty & f S u eife— ’'H.epyorien phdse’ f”
"+t T ¢s6tteindépendamment de la souche (Figure 27).
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Figure 27.  Profil
TiES "feecte
génes associés a |
réponse
immunitaire par les
CEGHA stimulés par
H. pyloripendant 3h
Les CEGHA ont éf
stimulées pendant 3f
avec les souches de
pylori B128 et B128
N f—S§
infectieuses 10 et 10(
bactéries/cellule. Les
*<"tf—S tTi%S
relative des ARNm on
été déterminés par RT
PCR quantitative. Le:
résultats obtenus ont
été normalisés par
rapport a deux genes
contrbles et exprimés
en facteur de
modulation par
rapport aux cellules
non stimulées
(moyenne £ erreur
standard) (n=3).
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Lot — . .—c'e —f"T<"t T4 Zif&§ "feec'e T . 1"—fcoe extcf—F—"0
Le profi des génes codant les médiateurs inflammatoireset peptides
antimicrobiens cités-ci-dessus apres 24h de stimulation des CEGHA awécpylori est plus
hétérogene.
La stimulation des CEGHA avec la soucheldepyloriB128 induit de maniére dose-
dépendante I'expression relative des ARNm codant poues$ médiateurs inflammatoires

IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CCL20=TNF t f7 Cf = f—8§ L e—"Q7

e—co—Z+e  Yo—"F tz & —..—ef 18 "feeliex T ZBD eoif ‘Efor

‘LeFTTEFA TFS VFeecie T o T feb—Z.E S <0 0 Lo enitifamiTiatoires

IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CCL20sTN  t 'f” Zte e—co—Zxtfe f

e'—...St stz ...f% Fe— Tlei tx'fetfe—1t <%—"% tz &
Tcot— . —<'e TF Zit8 "Feec'e T1 ..fe ofbcFitatitedt it %

Zits.. f'—<e Tt t “—¢ fe— tf—.. —'«17$CECHABtnulées pdr

la souche B128 a la dose infectieurse de 100 bactésieellules par rapport a la souche

Stz ...f% o Zf *2¢F tre: «%o—"%1 tz & HHEKfFEec" TEfoecoto—
t+—t...—x o uS f" Zi%. fe— 'Z—et—7iducmtpaf H: pylori—"+ T
(Figure tz & + 'Z—e+& Zi1t& "feec's t1e o Lt fPe— fWhekte—xf o tv
par rapport a leur expression a 3h et ceci est obsenavec les deux souches dd. pylori

<o—"1 tz & icet—...—<'e T .. te extc<fulition def CRGHAVEt T1 «-
indépendante decagMa 118 "feec'e T3 ZT o Tie f——"%e o2t FiBf—"¢4 »
Zt sa 7t% ua 72t% =4 t— Z% titra<f2Z« t4Spyloriest

légerement modifiée par rapport au temps précoce de 3h (Rige 28).

ifefZ>et T+ Zi1& "F+¢<BDX HhBB3, SA00A7, S1I00A8 et S100A9 a été
+% fZfeto— "+£fZcott o tvS Tice "t . oottt fou SPfe<et—" 71
efe "Fe T+ Zf "fe<ZZ%t tie srr ec ti Stesxiifrfe—df echroetrte o
"mtete—_t+te & T1E "feec's Tt Zi o BDFpardesSCEGHAstiEulées phi.
pylori est fortement dose ecagM-t+" Fet fe—F <%Bo—"1 tz & P18 "feec'e t1 Zi
hBD2 est plus importante apres 24h de stimulation. Ceai été observé avec les 2 souches
de H. pylori (Figure 28). La défensine hBD3 semble avoir une exgssion plus tardive lors

FE Zice % . HepyloHf"—co®— % oo £§ " Foac's sife_ " fogaftempds T
Lt TR —<fed

f __.‘o’f”f(o‘o T:t le'ié’”:t..(‘. "‘io ‘iT<f“¢f_".--<"\_2”f..¢f_‘(_":l¢.
apermis de mettre e + <t fe.. . F Zicot— ... —c'e "Z—e —f Tt " —fce

feooc “—% ZitE "Feec'e T L f"—fcooterttp_d "8 e 'atFr_ % S
revanche, une grande variabilité (écartypes) dans les résuttest notée a 24h par rapport
autemps’Z—e "+ ... ..F uS & if—%oete—f—kse 't Bifi Glientes” T fee
tTice ™1 ... —<'s " funetmeillefire analyse de cette réponse.
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Figure 28.  Profil
TiES "Feecte
génes associés a |
réponse
immunitaire par les
CEGHA stimulés pau
H. pylori pendant
24h
Les CEGHA ont éf
stimulées pendant 24t
avec les souches de
pylori B128 et B128
oo | %o f—S
infectieuses 10 et 10(
bactéries/cellule. Les
o<"ff—8 ti%tS$
relative des ARNm on
été déterminés par RT
PCR quantitative. Le:
résultats obtenus ont
été normalisés par
rapport a deux génes
contrles et exprimés
en facteur de
modulation par
rapport aux cellules
non stimulées
(moyenne + erreur
standard) (n=3).
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VI.5.d. Comparaison des profils protéiqgues des CEGHA aprés exposition a
H. pylori

La production des protéines inflammatoires par les CHB@&\ apres 24 heures
TTES8 'e<—<He pylori a été analysée par dosage ELISA. Les chimiokines ebkines
trexte o' 4—zA7Z% s@azZfis> t— Z4=4 te 't’'—<tfe fe-sdosés’, cte
sont la hBD2 et la hBDB.

Une forte production dose-t+’'tetfe—1 18t esfiobservée aprés 24h de
stimulation des CEGHA aved. pylori par rapport aux contréles non stimulés (Figure 29).

icot— . —<teztF-Zi...'—"« T1 ZiHepyloriestprétpce et cagM-dépendante,

comme le montre les résultats de RT- e uSa fe e<"tf—3% ' -Biobtenia Ti
aprés 24h de stimulation des CEGHA avec les deux soucheHdeylori "+ ¢ —Z7 —fe— ti—-«
accumulation de la production de ce médiateur au cours du terapet qui atteint un niveau
similaire indépendamment de la virulence de la souche.

Une production de la chimiokine CXCL1 a également étébservée apres
stimulation des CEGHA aveld. pylori (Figure 29). La production dose-t +'fet fe—% 1+ Zi
8 et de CXCL1 par les CEGHA stimulées attcpylori est plus marquée avec la souche

stz ..f% &  $"7t-a ..t--1 "t Fi—«Sfle—t 780046 ' —" Z
pour CXCL1 ave.. Zif—%o*te—f —ceeinfedtiedse de‘ bk souche Bl2&agM 11—«
“fo.—ft—" tf sra fZ'7e “—itZZ2% oif—Pkeba{t “—SeViidpourf.. —1-
CXCL-1 avec la souche B128 (Figure)29

La production des chimiokines IL-8 et CXC& f — ... — ‘fectioh pArik s pylorine

dépendrait pas uniquement de G %o ef<ce "te—Z—-F"f<— Ti Zicoe—f"f .. —<'e
"Z—ecE—"0 Ticte T ecUoofZcof—<'e <o FfotfE T befFctEr—"0 T1
de la bactérie.

Seules les CEGHA issues du sujet A et stimulées Parpylori ont présenté une
"t — .. —«'6 dtide TNF=(Figure 30). Les CEGHA stimulées avec la souche B128
produisent ces deux médiateurs au méme taux indépendanant de la dose infectieuse.
En revanche, la production de ces médiateurs est forteme dose-dépendante apres
stimulation des cellules avec la souche B128agM (Figure 30 & d4s> if Efef<ce +-—4
tx—t...—x1 tfee Zie e—"of%otfo—e tie. . t&8A2Et Fofod——ti—%F
surprenante, aucune expression protéique de hBD2 nide hBD «if *#—+ t+—-f..—-x% ...S
sujets.
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Figure 29. "t — ... —<-8 et de CXCL1 par les CEGHA apres stimulation avec
H. pylori
Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec les sodehe. pylori wx~ £t— wx~ ...f% f—S T et

infectieuses de 10 et 100 bactéries/cellulefL... ‘= ... T «—" f-8 et €XICLdans les surnageants a
été mesurée par dosage ELISA (moyenne + erreur standardd)(n=

Figure 30. "t— .. —<®etde TNF= "f” Zte sujit-A aprés
stimulation avecH. pylori
Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec les sodehg. pyloriB128 et® x~ ... f% f—3 t'efe

infectieuses de 10 et 100 bactéries/cellulefL... ‘... o—" f-6-etdefTNF= t fee Zte o—"of %ot fo—o
a été mesurée par dosage ELISA (n=1).

Expression et blocage du TLR2 dans les CEGHA

foee —eoF ex7¢t Tit§ £"cte . T ' widnsveylu Vérfier i présefice
de certains TLRs au niveau des CEGHA par RT-PCR qtaivie. Et en effet, nous avons
Tx—f...—% Zif§ "feec'e tie %°efe . TURBeet TLR4"dahg nos téllules
(Données non montrées).

La stimulation des CEGHA avecif..<ttf Z<'—fc..S'A“—f '—"cx o
Staphylocoocus aureuf_TA- efe_"F —ef "% ""'T-8etdaOGXGLL (Figure
us & if..<tt Z<'—f<..S*A.. Te— —e fepOsitives-quipessede. —+ "< F e

des effets immunostimulants. Le LTA possede des propt@s biochimiques et
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physiologiques similaires au LPS des bactéries Gramif %o f —<“ta ife— —ef ‘7
fe'S<’ScZt "okt fi—e ""Z>e°"t SHt" U S<FETHIZE7» S a SUoZ> ... "L
neutre. Le LTA stimule les cellules immunitaires a pduire le TNF-= f<cee¢ “—3F Tif—-"
L>—tecote o7 feef_tc"fe "f7 Zif .. —< ft—c'e. $ I 7oL AHIDIY)—

T L2 f%t Tt Zif..—<—% t— t ffZcs fo—hTfR2en. ‘"’e i
présence deH. pylori B128 montre une diminution de produc—«<‘s 8 et de CXCL
(Figure 31 & § "#e—Z—f— ""+Zcocofc": ""'—"f tiZ%% "frettet o .ttt
Z<%ofoete o' . < c¢“—fe t— t f— TifeotE—"f "4 Ffode Aidoct—f=—<¢"

i —fcoe extf—F—"e <o"Zfeef—"c"teiof-par H. pyldrat i fAfAS L. +1
Zit& "feects tif—="fe o f o Ff—fFEfete— fe-fmten - ti
experiences complémentaires sont nécessaires pour validee résultat.

Figure 31. "t — ... —<-8 et de CXCL1 par les CEGHA du Patient C apres
stimulation avec LTA-SA owH. pyloriB1280ou B128 + anti-hTLR2
Les CEGHA ont été stimulées pendant 24h avec undigpacifique du TLR2, le LTA-SA ou avec la
souche de H. pylori B128 a la dose infectieuse deld@fiéries/cellule avec ou sans anticorps
neutralisant anti-hTLR2-IgA. La... ‘= ... T« =" f -&ét dd& CXCL1 dans les surnageants a été mesurée
par dosage ELISA (n=1).

VI1.6. Discussion

Le développement de modeles de culture primaires de celas épithéliales
gastriques fonctionnelles présente de nombreux inté2—e& Z ' et — ti—ef "f"— Ti
les caractéris—<“—te t1 ..t .aulré Part ZAite " HZA 1" tde o t°ZFe tice ]
bactériens qui permettent de mieux caractériser certains q@cessus physiopathologiques
lies aux infections gastriques. Plusieurs essais de culaurde CEGH primaires ont été
"EfZcote o TfT <" TE F<TETe o tOZF e oot $Who f LA dantted e T
En revanche, la culture primaire de cellules épithéliake étant difficile et jus® —7ie """t ete—
pas entierement maitrisée,... fe o' t°Zte o'o— "toe_te Zcoc—teo FIiFTE et
Tte fofZsete "Z—o ''—eetted o' _foeotoe_ " eFikaZfdkefrEtcAf
déclenchée pamH. pylori. Nous avons réussi au cours de ce travail a développer modele
de culture primaire de o fT—<" TE ot Ef—8 Tite—‘ef .. esléRveSt "t 7
gastriques. Les CEGH primaires obtenues ont servi poa diéveloppement et la mise en
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Zf . F ti—e o t°Zf tidd gylor-f <o fTit—— Tt ZFe co—f"f .. —c'oe t1%
avec la bactérie. Bien que plusieurs modeles cellulase majoritairement issus
Tiftae . f7..co'ef Y%ofo—"c ta Q84 ‘o— t—% tETEZ ke F— e T — ]
plusieurs aspects des modifications cellulaires déclehées parH. pylori ils présentent
plusieurs limites, et notamment une physiologie altéréecompte tenu de leur origine
tumorale. Le principal f~fe—f%f t1 «‘="%1 «‘t°Z% fe— “—i4Z frpi-tHd -"f"
CEGH primaires « saines » dont la réponse vista-~ 11 Zi<e 1 . H-pylori'gst trés
procSt t1 .. 3ZZ% ‘et "+t ISt ZfiStFhed d . —c'e x—f Zc f 'F"ece T1 -
dans un premier temps certains aspects de la répongaflammatoire des CEGH primaires
aprés infection avecH. pyloria Z 'f"ei——"f —Z-+"<i—"Fefe—_afZbaZ—Tt Tt
fe'f..—e Tt Zice ™ F..—<'e f7Ft... ...F "f-S‘'%°+ta
teo Y27 —Z7%e £ «—S+t7<fZ%e %of ofEF—tP ¥ "7f-8au—"c s ft?
L t—"e t 1 Zic<e H..pylori(Craptreeet al, 19945 Crabtree et al, 1994b; Crabtree et
al., 1994¢ Noach et d., 1994, Fan et al, 1995 Sharmaet al, 1995 Junget al, 1997,
Katagiri et al, 1997, Oguraet al, 1998 Nakachiet al, 2000). La production de ce facteur
chimiotactique <ot —«<— Z'l'f =< f=<te F— 7t "t —HékeZtthe—¥t+17"S
Zice Zfoof—c'e T+, Z%e...Sfe— fcooc —Fat A acsinflahbimatoires” —
et de peptides antimicrobiens. Cette chimiokine joue @hc un rdle majeur dans la
mobilisation des mécanismes de défense contid. pylori
f "+%—Zf—-<'s t1 Zit3-8tainsiequé fde Zilusieurs cytokines et

extof—f—"e <o"Zfoeef—t<"te f— .. ‘—He pylbri Z fait Lssentichemdrit
e—<—F o Zif..—<"f—c'e Tie “'cteluthifeseNBollf & dfet MAP. kihdses
(Keateset al, 1997g Backertet al, 2010)4 i<et—...—<¢'e t1 Zi%58%auccours det Z1i
Zic<e % ...—<He pyfori a longtemps été décrite comme étant directement liéa la
translocation de la protéine CagA dans la cellule ép#hale via le SSTIV. Plusieurs études
‘e— tx.."¢— —ef "'t _—8.cagA-dépanddrite dans les lignées cellulaires AGS,
KATO-3, MKN28 et ST-42 aprées 24h de stimulation avek pylori (Crabtree et al, 19945
Crabtree et al, 1995, Sharmaet al, 1995)4 — o< ff— —"fee. .. "' —c'eeftZ& Zicet—..
médiateur a été décrite comme étant dépendante de CagAaci a des temps précoces
(3h) (Crabtree et al, 1994g Crabtree et al, 1995) et tardifs (24h) de stimulation (Sharma
et al, 1995). Plus récemment, il a été montré que CagA peactiver NF-H  ~“«f Zf ~‘<%
T— <ot—<"f Zf «+.-8pardeés celiulediépithéliales gastriques exposéad. pylori
pendant 36 a 48h (Brandtet al, 2005). La transfection des cellules AGS avec CagA ihdu
+%o fZTofo— —eF f—%ooto—f—c'e TEBIMEtd2006).c's T+ Zi

Certes, la protéine f% E'—1f —e "@Z% Tx—1f"ecofo— tTf8eaWlf ox.."*-
=" T Zico H.pyorid effce TZZ7F oite— 'feo cotco’toef Zitea-Zicet—...
chimiokine puisque des souches dél. pylori CagA-t + " <...cFo—Fe oo f'f ZFe Ticet—
ot ... "+ —c's -8 paZjilusieurs lignées cellulaires a des taux simila@s de ceux des
souches sauvages (Crabtreet al, 1995 Sharmaet al, 1995 Censiniet al, 1996). La
mut f%o feced ese—tef—c“—F TF . F"—fcofe 295 fEefotite ZIAZ <" o.xf %o—T [ %
cife— 'feo cotce’Feef 7%t o Zf '8 parles ealluled dpithédliales (Fischeet al,
2001). De plus, la mutation decagA «if " "f..—% 'fe Zf .. f'f..<«—%x t3 Zf o' —..
Zif..—<"f—¢H tHfee Zfe ... tZ7ZVidldetal, 2004).
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Eneffetd ...1te— Zf '"xefe ..t fi—o “telfaxfe 7 of i« stte— g0
TE Zi38 "feectoztd—ZTif——"Fc oo™ ZfRof2¢"fe f— ..'—"e¢ t% Zi
par H. pylori (Backert et al, 2010), soit par Zi f ... — <~ f — < HB (ICtabtree et al, 1999,
Fischeret al, 2001; Nozawaet al, 2002 Selbachet al, 2002k Viala et al, 2004) ou celle de
AP-1 (Keateset al, 1999 Naumann et al, 1999, Meyer-ter-Vehn et al, 2000, Yamaokaet
al, 2004 Allison et al, 2009)a Z—ect—"9¢ ox . foceote Tif-H-cayf—-<'= ¥
dépendants mais aussi CagA-indépendants ont été propssémpliquant au moins six
voies de signalisation différentes (Backertet al, 2010). Parmi ceux-ci, il a été montré
récemment, que le PG est la molécule activatrice de NfF-&  f "1 ... ‘¢ fparNoedl dh
¢oEF...—% tfee Zf . F272—7% txedSHI«fZF L EFPECEALS
Mt — =<8 (Yialaet al, 2004).
Le génecagM F+— —s+ * 71« cagdonZledorbduit est essentiel pour le bon
fonctionnement du SSTIV notamment au cours de la tralocation de CagA et du PG dans
Z2f ..1272—7% £ «—S*xZ<fZ1ta of e + %if ZBi(Skealettgl,«+90 ikisdher ... —
et al, 2001 Viala et al, 2004, Cendron et al, 2011). La mutation de ce gene abroge
Zicet—...—<'e T3 Zif..—< <«—HB dans.les" AGS et leb HEK293 (Fischer al,
2001; Viala et al, 2004).
TE8 ' ec—c'e THoe H. pylori B128 (CagA+, VacA+) ou a son mutant
isogénique B128 cagM entraine une induction précoce dose etagMdépendante de
Zit8 "feecte -ZH Z7T°¢ tvS TitE 'ec—c'ed Zf V't — f—eedted 2k Fok+
plus dépendre decagM Il semble quecagM joue un réle plus déterminant en phase
"+t F f— ..nfection bdr Hipyloria f "'t —...—8 partles cellules
épithéliales gastriques stimulées par la souche B128agM ' —"" f<— 2-"% T—1%  TIif-
facteurs de virulence deH. pylori

Une hypothese alternative est que le SSTIV favoriseslinteractions intimes entre
Zf of..—%x"<t f— Zte . t77—7%e £« SEZ«EZt% VHTZ1S.OF L. 1
produits de H. pylori. ¥ ...1 "f<—4& fe Zif ,«hefanttidniek Ja Aan'stocation du
PG pourrait toujours se faire mais avec une moindre efficacit&@éclenchant ainsi la
o+ ... "+ — ' -8 LCelté hypothése fut établie par Vialat al. pour expliquer la détection
de of "t —x "ft f. =< fefe— o Zico—t e Vot flerf ot I/ —FAF o0 ——
cagMdeH. pylori(Viala et al., 2004).

De plus, il semble quéd. pyloripuisse fee—"3" Zf —"feeZ" ... f—<'s T— « 7
la cellule héte via des vésicules de la membrane erte qui sont constamment libérés par
la bactérie (Kaparakiset al, 2010)a i f ... — <~ f —<1pat e PGfdélivré par ces vésicules
Moo f—eec 2_7"F o 71" <%o<ot TTB pAf les” celules -épithéliales
gastriques infectées paH. pylori Ceci peut donc en partie aussi expliquer la production de
ce médiateur par les CEGHA stimulées avec la souche Bl&yM

lautre part et malgré les données contradictoires sur ce gt (Maedaet al, 2001,

Lee et al, 2003 Smith et al, 2003, Gewirtz et al, 2004; Andersen-Nissenet al, 2005),
Zice'Zc...f—<'s Tioe [ w T fee ZfH”pylari jougradteyne rolef deng
Zif..—<"f—=c'o T3 . F"—fcote Ticte T Pl Zaof—<te <o Zfoef—

Les TLRs possedent des fonctions fondamentales de oeoaissance de
composants microbiens, tels que les lipoprotéines (IR2) et la flagelline (TLR5) au cours
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la réponse innét t1 Zi(BKPa-dt al, 2006). Des travaux trés récents réalisés sur des
cellules HEK293 transfectées avec les TLR2 et TLR5 mantt une augmentation de
Z i fréssion de ces deux TLRs aprés infection ph pylori f<es< “— 1t Zi«parie-biais<e
de ...¥¢ T+—8§ "+..1 —1—"e« ddisigndisationf «actifahtt NFH a f..< f '‘—"
conséquenceZ f o+ .. "+ -8t dbiTNF= "f” .. fe . tZ7Z—7%+ ti—eddef-'c <ot+'%
cag (Kumar Pachathundikandiet al, 2011). Une étude similaire a également démontré
—eF f—%oefe—f—<'e tF Zf -8xlanddesellules HEK293 (transfectées avec
TLR2 et TLR5) exposées Bl. pylori par des mécanismes dépendants de TLR2 et TLR5
(Torok et al, 2005).
te—"ftete— f—8 & t{u - f——"%c ZhepETech ot 2T~ Z e
TLR2 les CEGHA expriment les génes codant pour le 2LRans notre étude, le blocage de

Z2if..—<c—x t— t f7f... —e fe—hTIR2, aprevedyélunefdiminiition«

demoitié T3 Zf 't —... -8t duiCXOL1 dans les CEGHA stimulées Hapylori.Ce

résultat préliminaire prouve une implication du TLR2 prdablement via le LPS dans

Zicet— . —c'e T3 . f"—fcoe extcf—F—"0 k& ZFeo i HIPYIGiEEL ... —"

tres récemment, il a été montré que le LPS di& pyloriest un ligand classique du TLR2 qui,

une fois activé, induit une cascade de voies de sidisation amenant aZif ...—<~"f—«'e T1%

H - Zicet—..—<'e t@Emith®tak '30eya f..¢< *—""fc— F§'Z¢*—1f" Zicoet—,

Z -8 par les CEGHA aprés stimulation par la souche B12&gM

<ofZtefe—8 Zf et-z"f—'o.'F"e t1 Zilspyoriserdit également
cot—<—f "f” tif—="% "f..—deddbattdrictels~Z4p . Zi—"+feta o I "i-
Zico—1"f ... —<'s t1 Zi—"tt¢uridefsutface ZB74 peutfactiver NFH  1— <ot —<"f
f—ee<c —et """t 8 (Besicket al, 2006).

o "te—exd Zfe e<"ff—3 Til-B'dlserés agrés Z4h de stimulation

Tfee Zfe e—"ef%tfoe—e t1 T&AgME fao" fRta— 2-"F t—e o Zif ... —<"f
deNFH “«f Zt td o Zf —"feeZ"'...f—< gment%deiRG «ia letISTIV fou
aux vésicules de la membrane externe dd. pylori ‘— eadtries facteurs de virulence

bactériens —3Z+ “—1f Zi—"+feta

Plusieurs autres chimiokines, notamment la CXCL5, la CACla CXCL2, la CXCL3 et
Zf tr ote— +%ofZfefoe— "7 'F—c—Fe fLfH'PAHOM. T3 Zice "t ... —c'e

Les chimiokines CXCL1, CXCL2 et CXCL3 sefite "1+ t3 Zf “fecZFdt t1 Zi
participent activement au recrutement des cellules immnitaires vers le site
inflammatoire (Luster, 1998)4 — ...'—"¢ 11 ZiHeDyloria Zsif§" teoc's t1 S
aux niveaux transcriptionnel et protéique est augmentéeahs la muqueuse gastrique des
patients infectés (Shimoyameet al, 1997, Shimoyamaet al, 1998, Yamaokaet al, 1998,
Eck et al, 2000). H. pylori <et—<— f—eoc Zit& "toects T4 S Tfee ZFe ... %7
KATOS3 (Sievekinget al, 2004)a fee o'="% o't°Zta Zii§ ‘ec—<H phlbn .
montre une induction précoce dose etagM T+ tet fo—1% T3 Zif&§ "feec's T3 %o°ete
pour CXCL1, CXCL2, CXCL3. Ce résultat est concordant guetgques données cliniques
gui montrent une expression de CXCL1 dans les biopsigastriques fortement associée a

f% t— o Zice <Z-"f—c'e tie . t1727—Zte-d84SZtoZ7fts dtfta ¢t

muqueuse (Shimoyameet al, 1998 Yamaokaet al, 1998, Eck et al, 2000). Par ailleurs
Zit8 "feects f— Zf " t— . —<'e T1 . fEFEffetpaVeigrés 248 —o
tT731S "+ c-acte pathogene. La protéine CagM jouerait donc un rghus déterminant
92



Partie 3. Résultats et Discussion

tfee Zicet— ... —<'e THe ...Scoctecete fsed’Sfeaft 2+ .. ‘u.tphice ... —
H. pylori.
CXCL5 est une chimiokine activatrice des polynucléaireseutrophiles (PN)
+“— <~ f Z1+8 mérdd si elle semble moins active dans le relargage denules des PN.
272t E'—1F —e "@7%F tfee Zf ocot Fo R iFf hi—¥sdGdeffieto"
Zic<e " Zfeef(Walret al, 1991; Walz et al, 1997)a if —%oetfe—f—<‘s T1 Zit§' "
Zi + TIXCL5 est associée a une infiltration de neutrophiles danla muqueuse
gastrique antrale de patients infectés (Shimoyamaet al, 1998)& ifee‘...<f—<'e Feo-"
Zif—%oete—f—c'o T3 Zit8 "feecte T3 .1 exVdf1G2e" ot fp%f 2 & feo
les biopsies gastriques antrales est controversée (Bfiset al, 1998 Shimoyamaet al,
1998; Riederet al,, 2001). Invitro & —s% <ot — ... —<'e T3 Zi3§ "teec'e T Zi o
observée dans un modele de cellules AGS stimulées plaipylori(Rieder et al, 2001). Dans
o'—"f *——11tAa ZiF3 ‘ec—< «HIpori induit de maniére précoce et dose-
T+ Fetfe—f Zit§ "feecS Ceite induction est plus marquée aprés 24h de
stimulation et semble étre indépendante decag & T<et—...—<'e —f"T<"F t1% \
"frrm— e 17 28 atfépal@inent été observée dans les cellules AGS (Rieet al.,
2001), dans les monocytes (Schnyder-Candriagt al, 1997) et dans la lignée intestinale
épithéliale humaine Cac® (Keateset al, 1997b). La différence de cinétiquet i<e T —...—<"‘e
te—"t-Zit- Zf W =" fe— 0Tt 8 2t —FtefucZEe ThTfLI e f b
et —"e T3 . Sf..—e T . fe %oCefelif ZiHES LA L. —w' e
tTa tet "fo “—% TF Zif . ~HCffco of Ffooc t1-2.(Garbéttetrdl, 1994).
fPfZZ2°Z2ZFete— f—8 f——"1Fe ... Scoc'ocottrndf ZpEtetrchoe 1§ f o]
"+t F T T H. pylori dF Mmaniere dose etcagMdépendante. CCL20 est une
chimiokine qui participe au recrutement des CDs et d&T mémoires sur les sites
inflammatoires (Dieu et al, 1998). Elle possede une activité antibactérienne castE. coli
et S. aureugHoover et al, 2002). Une attention particuliere a été accordée récemmea
i ——F . Scectecet tre— Zift& "ieecte fhf—f FPo Vife ot fd—eef %of
infectée parH. pylori(Wen et al, 2004; Wu et al, 2007, Yoshidaet al, 2009)a 118 ‘ec—<‘e
de la lignée cellulaire gastriqgue AZ-521 &. pylori 7' ~*“—1 Zi<e« teagdépehdante
de CCL20 (Yoshidaet al, 2009)a 138’'"1 ¢ eettd Ichimiokine est également

f—%ete—+t te ""teftsx HIHZF tfoe —e o t°Zf tt .. —Z-——"1%
CEGH stimulées avel. pylori (Wu et al, 2007). if...—<"<—% ... Scec'—f ... —<*—1% t1%
des LT et DCs de CCL20 se fait pa&rice—1"f..—<‘s "1 .. «'¢ "(Pieutetat,—" X

1998)a 118’ "feec'e T1 niveaufdes LT infiltrant la mugueuse gastrique infeée
par H. pylori (Wu et al, 2007; Yoshidaet al, 2009) révéle une possible implication de cette
.Scectecet Tfee Zif—="f..—<'s tie 1V ZZET tec—o—fulZffofies "
o—“—t—et %ofe—"<¢"—1F f— .. H:bylorifTsaiietedl 12010k ‘e ' f”

f T2 Foeed cooxd ocet Fo "Zf .. fe'd2f e pylorimiplique .la—«
o O f =<t Fif—="te “f L —f—"eA ofefewectolt Zitw cififensiriet o
sont des peptides antimicrobiens secrétés au niveau slemuqueuses et fortement
<o’ Zc"—xe Tfoe Zicoo—ec—t cooxtd ifefZieH g4 48 hBRD3idans
notre modele cellulaire apres exposition &H. pylorimontre une induction dose etcagM
t+'tetfe—f T+ Zi o our'lés déferisines hBD2 et hBD3. Par ailleurs, aucune
et — ... —<'e T Zif§ "Feec'e 11 S s oiff'e<+t #F" ki ivementc— ——
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Tfee "Z—ect—"e —coo—ed o'—feotoe_ T f¥e(Ftiap'et-a 1306)-pessbdps—"
—oF & " Feecte o't —7ZxF f— .. '—Hepyloridansdéslignées AGH, MKN7 et
MKN45 et dans les biopsies de patients infectés (Baglliott et al, 2002). Une activité
bactéricide modeste contreH. pyloria été attribuée a hB (Georgeet al, 2003). H. pylori
peut probablement étre peu sensible a la présence cstitutive de hBD1, ou méme
posséder une résistance naturelle vis-a-vis de ce pepéd

hBD2 est trées fortement induite dans les tissus épithiglux gastriques et
Co—Fe—cof—F f'7% <ot . —c'e | f..—#"f 1140 Neil et-al, /1099
Wada et al, 1999 O'Neil et al, 2000; Bajaj-Elliott et al, 2002)a i+~ f Z — fpeténtiet —
antimicrobien de hBD2 a révélé une activité hautementdztéricide de ce peptide suH.
pylori (Hamanakaet al, 2001)4 1§ ' "Feec's T3 Zi o . ‘Tfe— S U fex—x ‘ oF"":
les tissus épithéliaux et non-épithéliaux (Garciaet al, 2001, Harder et al, 2001)
o' —foeefoe— Tfoee Zix ' «—StZ7c—e %ofo—"e"d0t f—hpre fS tHowmc—c—F o Zice" 7
par H. pylori (Georgeet al, 2003). Dans notre modele, nous avons observé une indoo
'Z—e —f"t<f T ZitE "teects t— %o °efrapportfa eelui codard paur’ f”
hBD2 lors de la stimulation avecH. pylori Les données de littérature concernant la
st —ct—1f Ficet— . =<t Tt ZitE " festde P fetefCtt s Fte et foc e
e 177F-4 Zicet—. . —<'e t1 S t fe— ST et dfSkefZE..f' 220 xS
Tice ™t —c'e fZ'7e “—1t Zit& "feec'e T1 'SeustS—TF¢SIBAZL of
Elliott et al, 2002)4 f..< *—% %o°"f —et "+%—Zf—<'e T« T "Tetet¥ 7t t1
"<t fe tTfoee Zit'«—StZc—e %ofoe—"<"—%&f= L "E"0 QLU Tt 0 tec
ré..feefe— “—3F 7733 "1e2etpastel® de hBD3 est médiée par Nodl au cours
T+ Zice F .. Hcpylorfti—e1t ~¢agdépendante (Boughanet al, 2006). De plus,
Nods "+ % —Z1 Ziz”ft<..|abactérig pathBR {Grusmanet al, 2010).
icot—...—<'s tf Zit3 "feec'e t1e Rbs°pebiides. dié farfamille-S100
f— ..'—"e¢ tF Zicet...—<'oHIpyori oif "ff* -+ ‘,ef""+fa te 'f'—<ti
auxquels ont été attribués des propriétés antimicrol@nnes et antifongiques (Steinbaklet
al., 1990, Miyasaki et al, 1993 Murthy et al, 1993 Brandtzaeget al, 1995, Sohnleet al,
2000; Lusitani et al, 2003, Glaser et al, 2005; Schroder et al, 2006, Zaia et al, 2009)
pourraient avoir une activité microbicide contre H. pylori Il a méme été montré
récemment que S100A9 est fortement exprimé dans la mueuse gastrique inflammée
des enfants infectés par cette bactérie (Leacht al, 2008). Une éventuelle propriété
bactériostatique de ce peptide contrdH. pyloripar un mécanisme de séquestration du zinc
a été proposée. Lerfle eZice’Z<...f—<'e the "$ —fdeZTt fd—=t—"¢ TF Zice"F.
par H. pylorirestent a confirmer.
La réponse inflammatoire liée aH. pyloriest également caractérisée aussi par une
production abondante de cytokines pro-inflammatoires coome Zi-s>&4 Zt= t—-&i
Le TNF-= te— <etf—<— te 'Sfet "7+ ' 1 f— (Schetteliugetalice " Zfeef—:
2004) et son expression semble étre CagA et Vach+ ' fet fe—3 f— ...'—"¢ t1 Zice "t .. -
H. pylori (Crabtree, 1996). Ces données concordent avec lesselvations que nous avons
obtenus dans notre modéle de culture etdans leg-1Z Zicet —...—<'e TF Zit8 "teec's 1%
du TNF-= "f” Z*%e T 8" sk Jpylofi est précoce, dose etag-dépendante.
TE8 " feecte Tt L f——% >—tecet o —Tr%olaZt Zi«¥ I I f—c'0vd Zf "
ceo—ec—fc"F T— Z(Lpcksleyettal, 2001) est augmentée lors de la stimulation des
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cellules AGS (Kinet al, 2007) et KATO Il (Nakachet al, 2000) parH. pylori Ces résultats

sont également retrouvés au niveau des muqueuses gastriggl des patients infectés
(Crabtreeet al, 1991; Fanet al, 1993 Noachet al, 1994, Yamaokaet al, 1996; lerardi et

al., 2003). Les cellules épithéliales gastriques produiseémiu TNF-= f— ... —"e t1 Zice f
par H. pylori Cependant, ce sont les monocytes/macrophages qui sont les principales

sources pendant la réponse inflammatoire (Schotteliuet al, 2004). Le TNF= <e<—<t
Zif'''—tet tTie . F1Z27—7%e ' «—S+7%f 78 «fi-pylori (Mohackiet aZ i«
2004) par Zif ...—<" f—<'s T I H/(Bchokdliuset al, 2004). Cette cytokine augmente

+%ofZFete— Zf "M t— . —<'e Tif——"1dcd ARa ¥iottd ZG& Zixd ZA 1
sz t— Z(Sch@helius et al, 2004) et joue un role important dans la régulation déa
réponse immunitaire Thl, ceci parZi<et—...—<'e T+ Zf-ste+S°4B phi les

of " Sf%ote et —ceofe— o —ef TRV (Bt ThecofufaNT Zi
(Schotteliuset al, 2004). Dans notre modele, la production du TNE i f +—-+ t+x-%.. -1
.St —e efF—7 "foctoe— Lte—"fctefe—3—71 to—tt. -ttt .o5toF -
patients.

La cytokine pro-inflammatoire IL-6 est surexprimée das la muqueuse gastrique
des patients infectés paH. pylori(Crabtree et al, 1991; Gionchetti et al, 1994; Yamaokaet
al., 1996, Yamaokaet al, 1997; Ando et al, 1998 Furukawa et al, 1998 Yamaokaet al,
2001) 4 ft-——1f ..>—‘ecet eife— "feo cot—c—% tfes Ziec—< Hapyloivw f’7°
(Crawford et al, 2003 Hwang et al, 2003). Par ailleurs, la stimulation des MKN28 avec
H.pylori "7~ **—1 —etf <ot — .. 6qUredthugmentée enpréte..t T3 ZoAZ' - t1
et de OipA [u et al, 2005)& %6 est produite par les LT et LB et les
monocytes/macrophages (Nakaet al, 2002) et la régulation de son expression se fait via
plusieurs voies de signalisation tels AP-1, CRE et NfF-&4 -is> te— +%fZtefe— "7t —
dans la muqueuse épithéliale gastrique des patientsfectés parH. pylori (Noachet al,
1994; Lindholm et al, 1998 El-Omaret al, 2000). La stimulation des cellules AGS avkkt

pylori 7Tt — % —et o1& "teecte TH- N etttk Zikt "t eed sefcScefZ1
tvS Tifs 'eckim et al, 2007)a ¥Fs> fe— o7t —— "t _«—F
monocytes/macrophages, les CDs et les LB (Dinarello, 2009 es deux cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-1> e'e— +% fZFefe— '"'1—«—1ecUlfivéeZ ivecHs ...°
pylori (Hafsi et al, 2004; Kranzer et al, 2005) et sont fortement impliquées dans le
processus inflammatoire li¢ aH. pylori La non-t+—1 ... —<‘s T+ Zift§ ' "feec'e t1%

médiateurs dans notre modele de culture suggere que leuexpression est plus
exclusivement liée aux infiltrats immunitaires.

QOX est une enzyme impliquée dans la production de prostaglandines auus de
Zic<e"Zfeef(Gupta et al, 2001). Son expression est augmentée dans les cellules
épithéliales gastriqgues exposées Bl. pylori (Romanoet al, 1998, Kim et al, 2001; Juttner
et al, 2003) et dans la muqueuse gastrique des patients @dtes (Sawaokaet al, 1998, Fu
et al, 1999 McCarthy et al, 1999 Jacksonet al, 2000). Au cours de notre étude,
Zicet—...—<'s t1 COX2paries CEGHA exposéesH pylori est tardive et cag-

T fetfe—tad FT——F <ot—... —<'o —f "t Ete k-2t dbef "shif. ded i f —
cellules AGS (Kinet al, 2001) ou MKN28 (Romanoet al., 1998). Par alilleurs, le role de
ZiotAcag T fee Zicet—...—2 estfcbntroversé (Romanoet al, 1998 Juttner et al,

2003; Changet al, 2004) £ — Zi<e'Z<...f—He Tfee Zf "2%—Zf—<'» T+ Zit§’
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cette enzyme est également contestée (Kiet al, 2001; Juttner et al, 2003, Changet al,
2008)a Z Fe— "' f.ZF “—1f Zif..—H pyericett—cett ZFEE " EOX2. t1
“«f Zif..—< f-H'¢CHahget al, 2004). Une autre étude suggére une régulation de
2118’ "1« «COXHar la voie de signalisation MEK/ERK1/-2 activée par des facies de
virulence deH. pylori f ——"$« “—1 (uitther et al, 2003).

VI.7. Conclusion

T —fTf<Z f fVece tit—f,Z<¢" —e "i_tefZt t¥ ..EZZ—T7%e
épithéliales gastriques humaines a partir de tissu gastjue sain. Cette approche a
+%o fZToteo— "fVece Zf ecef f— tco— Tiies’ fHHlori &finedd ... —

caractéeriser la réponse inflammatoire des cellules épitHiales gastriques en réponse a ce
"f—S'%°etd Fe "te—Z_f—e ""tete_te ‘& et f7¢laldrdtion et lar - f
maturation de ce projet scientifique qui vise a appder des éclairages nouveaux sur la

physipathologie liée aH. pylori te — —<Z<cofo— —e ‘——<Z tTit——7T1t —"°e¢ "F"_cofe—_¢
icet—..cagPAT £ Fetfe—F ti—e "fetZ T1 ...Scec peplidds ...>—‘ocote
fo—coc...” <fee "f" Zto o —<—1 H. PYIOHS.! ea Lt} o7 e’ Zc .. f—c'e . %

=3 —" T T —Zte. .t tfee Zf "t eet Sk Bofadff—cf PIEZito T Fc
Zit§ "feec's Tt .. Sf..—e t1 .cdg PAtest fliffidrentielle’ ¢n’ fonction du
temps, et il est probable que les éléments deag PAI tels quecagM jouent un role

Tt ecofor te "Sfet i f Ticett 2RO fecte BEVLSFL T4
if—="%¢ "f..—1t—"¢ tH. pylort&ls quetlestddhésines, f... & Zi—"xf+t ‘— Zf
"Zf%etZZ<ot "fU—<..<'FTe— f—eec [ .. —palie bisis de diversed yoies de ‘e

c<Y%oefZcef—<'oa idatpreduction des médiateurs inflammatoires par les calles
épithéliales gastriqgues exposées &l. pylori se fait via des interactions complexes entre
plusieurs cascades de signalisation impliquant plusigs acteurs cellulaires, immunitaires
et bactériens créant ainsi un scénario inflammatoire dé@utant.
Tf fe—f%3% of@F—" t1 .. ¢ t°Z1 ket daddphysiologie—s "1’
W FZ7Z—7ft otvefZta te—"f et et E ST eNbif Lol FE L xB fod ot ¢ —
refletent une biologie (tumorale) altérée. Des travaux sypémentaires sont nécessaires
pour déterminer le rble de cag PAI dans la modulation de la réponse immunitaire et les
voies de signalisation impliquées. Une identification pl approfondie du r6le respectif de
WSfo—eF: Tt Fe >—tecete Tfee Zice Zifcooetfo—iToc Jooff-2 b it fot ]
cellules productrices dans le contexte inflammatoire chromjue reste nécessaire.
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Chapitre VII. Caractérisation de cellules humaines
gastrigues a phénotype de cellules souches

VIl.1. Introduction

Les cellules gastriques a phénotype de cellules souches 8YFsont obtenues a
partir de cultures vieillissantes de cellules épithélifes gastriques. Le maintien en culture
pendant 3 & 4 semaines des primo=. —Z——"%t« t% .. tZZ—Z%te %ofe—"¢"—1to
ti—ed "f"— Zf tx%otot"Feo. . te. .t The FIifZZ 2P tf "+ —SEZUfZZE”
cellules de type fibroblastique sur lesquelles se dévgbpent des structures
tridimensionnelles en forme de spheres, les CPS. Cetigpellation a été choisie du fait que
ces structures possedent des propriétés similaires a bes des cellules souches
indifférenciées. En effet, nos travaux de caractérisan ont permis de mettre en évidence
la présence de certains marqueurs spécifiques aux cellulssuches dans ces structures.
Les résultats présentés dans cette partie sont pliélinaires et constituent une premiere
étape de caractérisation. La @ —F"ecef—<'e T3 Zf of——"1 T+ . &t £22271%
potentiel de régénération sont actuellement en cours.

T -UfTf<Z f t—% PxfZcet fo ZZf,f—uW UG ZTE0 2

souches leucémiques et thérapeutiques » a Poitiefdous remercions particulierement le
Pr. Ali TURHAN pousa précieuse contribution a ce projet.

VII.2. Structures sphériques obtenues en culture

fe Cmfe—te o L —Z——"f o %ofrecotoftce B Sem 20—
maniere progressive et proliferent en adoptant une sticture tridimensionnelle sphérique

de taille variable (Figures 32 et 334 e ¢’S°"fe oo | ‘ee_c——+tfe ti—e fof
i ffwZFe T T et T Yo" 'este o — eid—Fe et FiZ% ofee Ef S«

T 1 tretien en culture, les spheres finissent par perdredur structure tridimensionnelle et
Cif'Zf—coofo— Feo "T—ecteeafoe 7L . eAFSfe "t FF—te. IHE—"T— £—f—
pourrait étre associé a une phase de nécrose ou a untage de maturation de ces

o—"— . ..——"1+a degs’CP53<est ‘guasi-systématique et a été observée danglupart

des cultures vieillissantes.
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Figure 32. Structures sphériques cellulaires obtenues a partir de cultas
vieillissantes de cellules épithéliales gastriques
Gx40
Zit3...f'—<'s Ti—e fsolemdnt, |&tarattérisatiahi et la différenciation
Tt . FZZ—Z%e o' — .. Ste Bofoe—"< —fe Ftoflaatfedi'e—tIEYR[fAITE—K"1T

Yangetala t+.."«— Zitj—tetZa%oott ... $1Z27Z—7f<"% %ofo—"ct—tF oot tfo-
cellules souches a partirt i —ef < o<t %o f «—" < (Yardgeh ak; 2P0F)fLa culture et

ZHE feecte ti—e . Z'eF .. 1fZGIR Zgrtédaat ngjoritairement des cellules

épithéliales non différenciées, a donné naissance aeaipopulation hétérogéne de cellules

[r7°e "Z—ect—"0 "foof%oted Fe . ZZ&f&ketlof "fiteatoletZ¥
de différenciation spontanée important et ont été capablesalgénérer en culture plusieurs
Cotte L EZZTf"te o 8 7 %ot —fet 2R TP dPLE At (—SEP . -t
détaillée du KMU-GI2 a permis de mettre en évidence faésence de certains marqueurs

tels que OCT4 ainsi que des propriétés spécifiques acallules souches adultes telles que

la déficience de communication jonctionnelle intracélilaire GAP et la capacité de

croissance sans ancrage (Yangt al, 2007). Ces propriétés sont communes aux cellules

souches somatiques adultes (Chargj al, 1987, Changet al, 2001; Matic et al, 2002 Lin

et al, 2005, Tai et al, 2005).

Chez la souris, seuls quelgues marqueurs spécifigues des ldes souches
somatiques gastrigues adultes ont été identifiés récemment: UIBCLK1 (Doublecortin CaM
kinase-like) (Giannakiset al, 2006), la villine (Qiaoet al, 2007) et le LGR5 (Leucin-rich
orphan G protein-coupled receptor) (Barkeret al, 2007, Barker et al, 2010)a 7Tf——"%-¢
marqueurs '‘—fe—<tZed 'F— f3'7Z'"te E—o"—Te"kateche kYo fLEET “ —
Prom1/CD133 (Prominin-1), CD44 (Cluster of differenciatia 44) et TFF2 (Trefoil family
factor-2) (Qiaoet al, 2011)4 Feo of"“—F—"¢ oj‘e— "fo +—+ <tfe—<"cxe ... Stoe Zi!

‘—e f[Tles "t fZcex —eoF ex"¢t Ti13 +"«Deur. Brudiet s ecef

propriétés des CPS afin de mieux caractériser leur nature.

. "_:I:o_4

98



Partie 3. Résultats et Discussion

Figure 33. Structure sphérique constituée de cellules a phénotype bale
souche (CPS)
(A) Gx40 ; (B) Gx100 ; (C) Gx200 ; (D) Gx400

VII.3. Culture des CPS sur les MEF

Les MEF sont des fibroblastes€,” > se f<"fe t3 ¢ —"¢co tro— Zif .. —<"c—% o
stoppée par traitement a la mitomycine. lls sont utilisé préférentiellement comme
X272 —7Fe o' —7""c. <°"Fe “— cremouvellementt des Zélfdes— ‘souches
embryonnaires et permettant leur maintien dans un étaindifférencié (Thomson et al,
1998; Reubinoff et al, 2000, Xu et al, 2001). Ce modeéle est donc communément utilisé
N Zf . —Z——"F t— Zit& feec'e THeses A7 E AT T £ oS tP R -
Miect” —te'e foefZsetr Z% i—te—<«tZ TV Zie ' —folecds” filblrf eco i
comportement. En effet, les CPS possédent la capacité de geusur la matrice constituée
de MEF et de reformer les mémes structures observéesirsle stroma fibroblastique
T1°7 n%o Néanmoins, la taille des spheres formées sur MEF p&is petite. Par ailleurs,
Cleef o—" ZF e—"'of Ti'" <% 0t pérdd lewr structure tridimensionnelle et se
sont aplaties au bout de 3 passages sur MEF (Figure 34).
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Figure 34. Spheres obtenues sur MEF
(A) Gx100a §xvva et ..'Z'ect t1% Forf teZtItPatreca”.. & Vf 0 f"c<—c'o 1
sphéres est observée au bout de 3 jours de culture dansilieu spécifique aux cellules souches
permettant leur maintien dans un état indifférencié.

VIl.4. Croissance sans ancrage

foo—Z——"1% Ti—ed . 'Z'ecP'tde Zifteest s ctitshrfune’fine <ot
' — . ST TIEBFWY) ete—"F Zif U fTc—<'e tF “—fZ —Fe L tZ'ecte
o FZZ—7f<Fe o Zf o—""f . F ti i %of B pe FE L FZZeHfx"F of e
est spécifique des cellules tumorales (Changt al, 2001; Lin et al, 2005) et a également
été observée dans les cellules gastrigues KMU-GIl2axractére cellules souches isolées en
2007 (Yanget al, 2007).

VII.5. Marquage a la phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline est urie enzyme hydrolytique cayahnt les réactions de
phosphorylation des| nucléotides|protéines| et|alcaloide$ (Kimet al, 1991). L'activité
phosphatase alcaline est un marqueur des cellules souchpluripotentes indifférenciées
(De Voset al, 2009).

Un marquage biochimique a la phosphatase alcaline a étéalisé sur les CPS; la
majorité des spheres, mais pas toutes, ont été vis@ment marqués en noir ce qui indique
Zf ""Eete f ti—et "% f. (- 8¢S PLfed F 7 LynBRBIZET o
Zit—f— 11 ef-esstrfictures cellulaires.
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VII.6. Expression géenetique de Nanog, SOX2 et OCT4

Nous avons ensuite recherché une éventuelle expresaialans les CPS de quelques
génes de pluripotence exprimés exclusivement dans les keés souches par PCR

quantitative. Ces génes sonDCT4Nanoget SOX2 <% ~*"—f 1§ "teec's tf Zi o ¢
genes codant pour ces 3 marqueurs a été détectée ddas CPS cultivées sur MEF et dans

les CPS cd —<“xFe o—" ZF o " 4f" 1if " Boxof— —xe'ce FE5-"fc— Ti
culture primaire de kératinocytes humains) (Tableu s & 13S'"feec‘e %otoet—<“—1F
cf"“—F—"e Tfee Zto ot —1 —TRZPfe etk PR

experience a été réalisée une seule fois. Des tests si@ppentaires, notamment en
— —«Z<ofe— "Z—ect—"e % .e§ (iféremtds sentteit tolesc pour confirmer cette
hypothése.

Tableau 1. Expression relative des transcrits des génes codant poNianog
SOX2t OCT4ans les CPS

§'"feects "EZf—<"F tT% Zi t e %aniog; SQX2 €tfOCT4 dan’ les CPS cultivés sur

MEF ( T— . f—8 . —Z—<Tte o7 7f e Véedf Muf 7 7S af B FIEE e feecte T
génes est normalisée par rapport au géne de ménage GAPRHd&Noin négatif utilisé est un extrait
TP . cee— FTi—et . —Z——"F "Vcofc e TlNer" foco' . >—Fe S—

oo fo.c—% the o oot ofed Fw SFUfER FIf.. fELCoE A oo
T— Zif§ " Feec'e T1 %oefe tF "Z—"< 2F8ZH THfeed"Z et—xe" . 177-
fr—c..—Z<°"Fe T . fe . FZ27—7P4aTISE’ = $7 Brefibigis Beoligfedo < o
« cellules souches adultes » a été soulevée et des érignces complémentaires
o —feete— ZifefZret 'f7 ec. U f""f>e tI it I ireice” t bt GhaltE T
différenciation cellulaire ont été entameées.

VIL7. ofZ>ef T1 Zi1& "1eeches tig plutipdtence dans les CPS
par microarrays

TES "Foeecie TF of " —F—"e o'x (<" —foo flfESe ZFI7 —7ft ottt
analysée par microarrays ciblant 90 genes humains de yslpotence (Adewumi et al,
2007) dont la liste est fournie dans le tablau 2. Ce travail a été réalisé par le Dr. Jean-
Zf—tt tt Ziz*—< % {uw o ‘c—<t7ed
Les types cellulaires étudiés sont le stroma gastriquestfoma) constitué des
fibroblastes gastriques et les CPS. Les lignées de celfusouches embryonnaires (ES)
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utilisées sont H1 p52, H9 p48 et CLO1 p32. La quantificatioalative des génes est réalisée
par rapport au géne de ménage le plus-sf , ZddineZ$ (ACTB) en utilisant la lignée
ESH1 p52 comme référence. Cette expérience a été réabsane seule fois et aucun test
e—f—co—c"—F oif —% 1% . ——+ 81t~ fREI "doRe-néLasIaires’ Potr
confirme” Zit—f— t31 1< 7 e$structurps-étudides.

Tableau 2. Liste par fonction des genes composant les microarrays

VII.7.a. Classification génétique hiérarchique

La classification hiérarchiqgue des génes de pluripotence exprimés
différentiellement dans les CPS, dans le stroma gastuig et dans les deux lignées ES
CLO1P32 et H9 p48 par rapport aux génes exprimés dafslignée ES H1 p52 est illustrée
dans la Figure 35

18 "feec's Yotot—<“—1F tfee ZFe Z<Hpoxwtete— 45°ut"t~Sta
T " 27fe. .t TitE "Feects %otot—c“—1'effo4"dbsbrivée. SuricetteZéchelle’
de TLDA (TagMan Low Density Array), le profil généjue des CPS semble positionné
entre celui du stroma et celui des cellules ES. Les CPS Islemt présenter un phénotype
intermédiaire entre celui des cellules souches embryonnads (lignées ES) et celui des
cellules différenciées (stroma).
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Figure 35. Zfeec ... f—c'e Sct”f7. . Sc“—1f Tie tTreef e spifef>
des génes de pluripotence dans les CPS et dans le stromastigque
Teoe £...Sfe—<ZZ's frfe— THe o' - indairesisonkgrouhés ensentble comme
Zicote —1 ZF thet" %o " foetd [ ..«ZfobcTde PooXddeSTE " fot ST "+ te—ct7
le stroma gastrique et dans les CPS par rapport aux géngsimés dans la lignée ES H1 p52 est
illustrée. La couleur rouge indique une surexpressiorieetouleur verte indique une sous-expression
par rapport a la lignée de référence.

VII.7.b. —f'—(A(...f—<" ”iZf—(~i Tt ZTié”’:I:OO(‘O Yo+t eoe+—<¢“—1F

cete T 'Z—" —FeF F— Ficet T e f—cte
f “—fe=<<..f=<'"e "1Zf-<despénesidedplinpoteriee dans les CPS et
dans le stroma est réalisée en utilisant la lignée EB1 p52 comme référence et par
rapport au gene de ménagATCB

Parmi les génes de maintien de pluripotence et ceux expréa dans les cellules
indifférenciées, n'—e ‘et 'ee “_t Zte 1§’ 7 <+ IO0CT4Ai mémd diveau
“— 1% Zte . 1ZZ—Z%te o'— .. Ste tie ZT%brtd TiteaTfE uparteds tZ-
rapport au stroma (Figure 36 & 3 "Fef " —f,ZFf t< "7t f TitE "Feec'e
pluripotence SOX2et Nanog est observée entre les CPS et le stroma qui expent ces
genes plus faiblement (4 LOG de différence par rappoé la référence pour le stroma
contre 1 LOG pour les CPS). Cette méme observation esitée avec le géne
tTicet<™ "+t TDGRIAf T« "x7fe .t 11738 "feecte T1e %°e@€T4t 'Z—
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Nanoget SOX2dans les CPS par rapport aux lignées de référence esativement faible.

Ceci indique que ces cellules possedent un caractére gluripotence assez affirmé. Les

CPS ne sont pas completement indifférenciées (ellespexnent plus faiblement les géenes

Ticet <™ +7 1+ DNMfT38; GABRB3 et GDF8ais il semble quand méme* —itZZfe fcte—
gardé un certain caractere de pluripotence.

Figure 36. Expression relative (LOG) des genes de pluripotence et
T ndifférenciation dans les CPS, le stroma et les deux ligndeS HOP48 et CLO1P32
La quantification relative des génes est réalisée pappart au géne de ménage ATCB en utilisant la
lignée ES H1P52 comme référence.

Genes corrélés au caractére souche (Correlation to stemness)

Concernant les genes corrélés au caractére souche, nous rememas que les CPS et
le stroma se comportent differemment des lignées ES. @ei indique que les CPS ne
possedent pas les mémes caractéres souches des lighé&S (Figure 37). Une différence
Tid8 "Feec'e footoe <o’ "—fo—t foe—"HfZFe— o dxtZta2"Tfe %oCeFe .. ‘7"
au caractere souche=OXD3, LIFR, LIN28, NODAL, NR5A2, TERT, (Figlre 37). Ces
%o°efe ete— "Z—o t& "cote tfee Zte tazib.. < kpdietecdrattere
entierement différencié du stroma.

te et ete— tie 'fe tte . f77aif%scatfe SBeaT Zeott .. 177

différenciées. Ces structure semblent posséder des caraaerde pluripotence qui les
rapproche des lignées ES testée ‘—e eif~‘ee 'fo co—F"'"+_+ 7Fe treette ti1§"”
relative des génes de différenciation ectodermique, @odermique, mésodermique et
—USt 2 fe—<t—1 CfT.F “—1 Zte Tk Zcofcaf UV Fefheaidentfe t_+ Tf7¢
statistiquement et nécessitent des investigations pkl poussées pour approfondir
ZifefZ>et
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Figure 37. Expression relative (Log) des genes corrélés au caractereushe
dans les CPS, le stroma et les deux lignées ES HOP48 e1E2R2
La quantification relative des genes est réalisée pappart au géne de ménage ATCB en utilisant la
lignée ES H1P52 comme référence

VII.8. Conclusion

i+ «—S+Zc—e %ofoe-"¢"—t Tx"<" 2 ti ZitHeot %ot £o. %o f g2t
composées de plusieurs types de cellules épithéliales (kéés endocrines, cellules
pariétalesd ... 1ZZ—Z1%e V<o fZFed o— .. ZZFZfe dESceSte. H ot
dans les glandes gastriqgues capables de générer tous lepdy cellulaires composant
Zit'«—S+Zc—e %ofe—"¢"—7F f -+ T+@Bjekhestet.alS2062).lfa €té— "<
+%o fZEtete— ofe—"x i . feete— “—jpbpdidtions Mmultiples de—eellules
o' — ...Ste %ofe—"c<“—1tfe <o'Z<“—anbuvellerhent. Leg —seus-populations
possedent des caractéristiques différentes; elles peume avoir des cycles de division
rapides ou étre quiescentes (Qiaet al, 2011).

En dehors des cellules épithéliales gastriques primaireta méthode de culture que
of—e fTlee x_f Z<F f "FUece Zico'ZFoekoe FAZ A fOEZfffo— TEe "
assez particuliéres qui se rapprochent des propriéts t3e ... 37Z7Z—Z7%e o' — ... Stei
tte e—" Z% —frce tE T, Zfe—Fe skttt f et Ve Zikte—tef . 4 Z
souches somatiques multipotentes sont entourées par leBbroblastes subépithéliaux
auxquels elles adherent fermement (Powelet al, 1999 Powell et al, 2005; Andoh et al,
2007) et ces fibroblastes sont la source de facteurs paettant la croissance, prolifération
et différenciation des cellules souches (Wagner, 20QHoffmann, 2008). De plus, les CPS
"F—TFe— f—eed” ofee fo  "f%td V' [U%dfer fIHitZZYte fELZZ—Z77F
(Chang et al, 2001; Lin et al, 2005). Elles présentent aussi une activité phosptase
alcaline qui est un marqueur des cellules souches indifféneiées.

TE8 " feec'e t1e OGTAINaNOEt SOX2'Zfctt %o fZFete— teo “f 1—

phénotype de pluripotence associé a ces cellule®CT4(ou POU5SF) est un facteur de
—Vfee . —cte T L —"1"— T fee Zdre masguedredd pluripotenee présent
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dans les cellules souches adultes, dans les lignées cell@aiainsi que dans les cellules
tumorales (Tai et al, 2005, Zangrossiet al, 2007). Néas e ‘<eeq o‘c FS'"Feec'e ojfe— "fo
suffisante pour conclure a un caractere pluripotent puque sa présence a été également
détectée dans des tissus différenciés (Zangrosst al, 2007). Nanog et SOX2sont des
facteurs de transcription impliqués dans le maintien d la pluripotence des cellules
souches embryonnaires.0X "+ % —Z% Zit35’ "QGTF4tans fes cellules souches
pluripotentes induites (iPs, induced pluripotent stem ells) (Masui et al, 2007, Zhaoet al,
2008) F— «<ot—«— Zit& "teec's T —dans’lesecéittestgastriques (Tanet al,
2007). Nanog agit en synergie ave®©CT4et SOX2et ces 3 facteurs sont indispensables
pour Zi+—f,Zcsetedte_itd desZdelltiigs souches embryonnaires (Chambeses al,
2003; Mitsui et al, 2003, Yateset al, 2005).

ifefZset f7 ec..”f""fse tf ZiiE "feec's FMd _%otetted tTi
Ticetc™ & Fe . f—<'e t— tF L f'f..—°"feder .StV "F%f . ZF£°7F
pluripotence assez affirmé dans les CPS. Néanmoinses cellules ne sont pas
complétement indifférenciées. Elles semblent étre dansun état de maturation
intermédiaire entre les cellules souches et les celle difféerenciées. Ces cellules
pourraient possiblement correspondre & des cellules soucBediff+”fe...cxted Z i f %oc<—
probablement de progéniteurs engagés dans des voies de diffaciation.

Des analyses complémentaires sont actuellement en cours &boratoire afin de
confirmer les résultats obtenus La recherche des marqueurs de pluripotence au nivea
protéique est envisagée. f "1 ..S$”...SF tfee Zto T: Zit§ "feec's The ¢
humains des marqueurs spécifiques caractérisant les cels souches gastriques murines
(ou leurs progéniteurs) tels que LGRS, la villine et le DCLK1 &Bnakis et al, 2006, Barker
et al, 2007, Qiaoet al, 2007) peref ——"fc— tif—="<,—f" —ef of——"F "Z—e "% . <o
La capacité des CPS "“"e1” t1e ... *77¢ teo "> Atte To— féescomse tifefZ>e
embryoides sont des agrégats cellulaires tridimensionnelsbbenus par la différenciation
initiée des cellles souches embryonnaires (ltskovitz-Eldoet al, 2000, Khoo et al, 2005).

i<e'Z 1ot e— &acifisatiofi et la différenciation de cellules souches gamjues a

TfU—<” tite—tef ... S—efce ofce oi‘e_ (Eefrdsubktats-canstituént domctuni
premiére et quoique préliminaires, ils sont trés prometteurs et offrent plusieurs pistes
11 £ §itdtion, notamment pour évaluer la capacité de diff@nciation des CPS mais aussi
pour 18°Z"t” ZiS>'*—S°et t— . gfméréipardesfeelitiied-sodches décrit dans
Aritroduction de cet ouvrage (chapitre 2.)
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Conclusion générale
i+——ntvivo e —” —e o t°Z1 t1iceH pyleri‘chezfla souris a permis de
décrire un profil de la réponse antimicrobienne liée acette bactérie. Une production
accrue de S100A9 observée dans la muqueuse gastrique muaripourrait étre impliquée
t fee Zizx .. Sltntatidri et He colonisation deH. pylori En surmontant les contraintes
Zctte f— o'f°Zf fecefZ THcoPylor, dese étufids de la fonction et les
mécanismes de régulation de S100A9 et du complexe SEBIS100A9 dans la muqueuse
gastrique au cours de l'infection paH. pylorisont nécessaires.

Mes travaux de thése ont permisti+—f ,Z<" —e *"‘—¢ ‘7% t3 ... —Z-—"
cellules épithéliales gastriqgues humaines a partir de tissgastrique sain. La mise au point
ti—e o' t°Zf tice 1H. pylori affermis de dégager plusieurs aspects sur le
comportement des cellules épithéliales primaires humaing vis-a-vis de cette bactérie.

icet— .. eagst+ ' fetfe—t ti—e 'fefZ t1 .. Scec'ocotedctio—"ece:

fo—cec. . ”  <fee "f7 ZFe o —-FHepyark §) f et Zice Ze. . f—c'e ¥
facteur de virulence dans la mise en place de la réponseflammatoire précoce. En
"t fe...Sta ZiceTt...—<'e 'f" Z3F «— cfigM quic 2% gatertenttinduit ne
forte réponse inflammatoire, suggere quecag ne semble pas étre indispensable au
Tx..Zfe..Stete— t1 Zf "2 0ot o Zf oo L F Fpylori Ce'travhit Zi
devra étre complété par Zit—f ,Z<setofe— tie "7 "<Ze TERS pat lescCEGHE »
ainsi que celui des médiateurs inflammatoires par pisieurs approches méthodologiques

a4 —e<oF8 L f f—c<¢ TiUed——"f +%IfIZ 121fe~ —HES vpiES b

signalisation cellula<”t f— ...'—"¢ t3 Zi<PEZfe¥f—3RAZf "+ ‘oot <o Zfoe
liée H. pylori 377 f 2="% "*—"e—"<f Fo oF ' f Zqfh "ot Picf —Z e
H. pylori —tZe “—% Ztfe f1Sxecetea f.. &lingigui”pafticipent-ausdif ~Z f %
f..—<tefe— o Ziceparfleslfiais ‘de diverses voies de signalisation. Léle du

P o<t %o Z>...fefd of —"feelZ' .. f—<'e kf¥tr Zif- ZtLF—ZF FécFFG+7
inflammatoires pourraient également étre investigués B utilisant des souches dé. pylori
mutées pour les voies de synthése du peptidoglycand. derait également pertinent
tTit——7T<:” Zf . f'f..<—% TiftTStecéed +H ok 7ZZf H<pyltfitlarist f <o
des vésicules intracellulaire dans le modéle mis en place.
Une limite a ce modele est que la réponse étudiéeteelle des cellules épithéliales
provenant T3 «—E$ -+ pbésitewmerbideiqui posséde quelques origines génétiques
it——*1t t1 Zf ifterindividdelle e la réponse inflammatoire serait possble en
augmentant le nombre des effectifs inclus.
To "4eZ_foe et efe— Zice'Ztoftece tHI—Zff fIfAf—d
cellulaire gastrique ayant un phénotype de cellules souckesont tres novateurs. Ces
cellules, les CPS, partagent des propriétés communes avecdekules souches telles que la
L oo fe f efee fo  "f%tA Zif..—<lc—f— ZTEES Fiofoxte fiZf.. foolcoot
"Z—" —Fte  FA  fe THe—7_f—ed “—'oede Vhde flichA Zf<
"teec ZFete— odef Poagéniteurs gastrigues. Des analyses complémentesr sont
actuellement en cours au laboratoire afin de confirmeces résultats. Il serait également
—"%e co—t"Feefe 7 _d"ct—"Fete— HVZFZ L0 fEF . TIER A R-T T
vers un phénotype épithélial.
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