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Introduction

En France, 15 a 30 % de la population (notamment les personnes agées et les
populations immigrées de zones de forte endémie) serait contaminée
par Helicobacter pylori, une bactérie qui peut entrainer des ulcéres gastroduodénaux
et, dans de rares cas, des cancers gastriques notamment le lymphome gastrique du
tissu lymphoide associé aux muqueuses (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue,
MALT) dit LGM.

Depuis la découverte de [limplication de Helicobacter pylori dans le
développement du LGM et faute de pouvoir avoir acces a des biopsies gastriques de
patients atteints de cette maladie, de nombreux modéles animaux ont été
développés afin de mieux comprendre sa physiopathologie, de développer de
nouvelles stratégies de prévention et in fine identifier des cibles thérapeutiques

potentielles applicable a son traitement chez ’lHomme.

Il a été démontré chez ’'Homme, au sein de biopsies gastriques de patients
souffrant de LGM, que la cytokine APRIL (A Proliferation Inducing Ligand) était
surexprimée en comparaison a des patients souffrants de gastrites simples. Cette
cytokine, membre de la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor), partage avec BAFF
(B-cell Activating Factor), un autre membre de cette famille, 30 % d’homologie au

niveau protéique.

Le laboratoire ou jai réalisé ma thése a mis en place un modéle de LGM chez
des souris sauvages et transgéniques pour la cytokine APRIL sous sa forme
humaine infectées par différentes especes du genre Helicobacter. Ce projet avait
pour objectif de développer un modéle de lymphomagenése gastrique facile a

reproduire afin d’en étudier les mécanismes physiopathologiques.
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1. Helicobacter pylori

La découverte de Helicobacter pylori date de 1982, avec la mise en évidence
histologique par J. Robin Warren de bacilles spiralés ou incurvés « Campylobacter-
like » au sein de biopsies prélevées dans des zones de la muqueuse antrale de
patients atteints de gastrites chroniques ou d’ulcéres gastroduodénaux, puis
'isolement de la bactérie en culture par Barry J. Marshall (1). lls ont alors émis
'hypothése que cette bactérie pouvait étre responsable des ulcéres gastriques et
duodénaux. Cette découverte a été couronnée par le prix Nobel de médecine en
2005. En 1994, Helicobacter pylori a été classé carcinogéne du groupe 1, «
canceérogéne pour 'lhomme » d’apres le Centre International de Recherche sur le

Cancer de part son implication dans I'adénocarcinome notamment.

1.1. Caractéres morphologiques, culturaux, enzymatiques et
biochimiques

C’est un bacille a Gram négatif, incurvé ou spiralé, mobile grace a 2 a 6
flagelles polaires. La bactérie mesure de 2,5 a 4,0 ym de longueur et de 0,5 a 1,0 um
de largeur (Figure 1) (2). C’est une bactérie micro-aérophile, catalase +, oxydase + et
surtout importante productrice d’'uréase. Une partie spécifique sera consacrée a cet

enzyme dans la suite de cette introduction bibliographique (cf. paragraphe 1. 5. 1.

1.).
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Figure 1 : Morphologie de Helicobacter pylori en microscopie électronique
(x30000).
Figure reproduite d’aprés https://www.u-bordeaux.fr/Actualites/De-la-

recherche/Clouer-Helicobacter-pylori-au-pilori

Helicobacter pylori a été a I'origine nommé Campylobacter pylori. En 1989, un
nouveau genre, Helicobacter, a été proposé et Campylobacter pylori a été rebaptisé
Helicobacter pylori (3). Il appartient a la subdivision epsilon des protéobactéries,
ensemble de bactéries adaptées au mucus digestif, comprenant également les

genres Campylobacter et Arcobacter.

1.2. Epidémiologie

Helicobacter pylori (H. pylori) colonise exclusivement la muqueuse gastrique
et sa transmission est interhumaine, par voie féco-orale ou surtout oro-orale dans les
pays développés (4). La contamination se fait généralement pendant I'enfance,
essentiellement dans les cinq premieres années de vie (elle est trés rare a I'age
adulte dans les pays développés), mais l'infection persiste toute la vie tant qu’il n’y a
pas d’éradication. Aprés éradication, le risque de réinfestation a I'dge adulte, a ne
pas confondre avec la rechute habituellement dans I'année suivant un échec du
traitement d’éradication (résistances des souches aux antibiotiques et faible

observance), est trés faible dans les pays développés (1,45 % annuel) et plus élevé
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dans les pays en voie de développement (12 % annuel) (5). L'infection est favorisée
par les mauvaises conditions d’hygiéne et un niveau de vie faible, ce qui explique
son déclin progressif dans les pays a haut niveau de vie, mais sa prévalence plus
élevée chez les sujets agés et dans les populations immigrées des pays en voie de

développement de premiére ou deuxiéme génération (6) (7).

L’infection a H. pylori est l'infection bactérienne chronique la plus répandue et
la premiére cause de cancer dans le monde (7). Dans les pays en voie de
développement, l'incidence est stable et la prévalence a environ 70-80 % (Figure 2).
En France, la prévalence de cette infection, en diminution, est de I'ordre de 15 a 30
% (moins de 20 % chez les moins de 30 ans et environ 50 % aprés I'age de 50-60
ans). Elle est élevée chez les personnes provenant des régions de forte endémie
(Maghreb, Afrique, Asie) (80 %) (7) (8).

Figure 2 : Prévalence mondiale de l'infection a Helicobacter pylori.
Figure reproduite d’aprés Burkitt et al. (9).

L’infection a Helicobacter pylori entraine une gastrite d’abord aigué puis

chronique, le plus souvent asymptomatique (Figure 3).
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Figure 3 : Diverses conséquences de l'infection a Helicobacter pylori.

Figure reproduite d’aprés Mégraud et al. (10).

Elle a un réle majeur dans le développement de l'ulcére gastroduodénal. On
estime que 5 a 10 % des malades infectés développeront un ulcére (95 % des
ulcéres duodénaux et 70 % des ulcéres gastriques seraient associés a une infection
a H. pylori) (11). Les ulceres gastriques évoluent rarement vers le cancer gastrique,

les ulcéres duodénaux jamais.

L’infection a H. pylori a également un réle dans la carcinogenése gastrique
(adénocarcinome a plus de 90 % et LGM) (12). Environ 80 % des cancers de
'estomac sont en relation avec une infection a H. pylori (13). En 2012, le nombre de
nouveaux cas en France était estimé a 6 556 (dont 66 % chez ’lhomme) et le nombre
de déces lié au cancer de I'estomac a 4 411 (14). Depuis 30 ans, l'incidence du
cancer gastrique (notamment adénocarcinome de type intestinal) a fortement
diminué en France du fait de la diminution de la prévalence de l'infection a H. pylori
(notamment du fait de 'amélioration des conditions de vie et de I'hygiéne, et du
recours accru aux antibiotiques) (12) (14).
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On estime qu’'un malade infecté sur 100 développera un adénocarcinome

gastrique aprés plusieurs décennies (12).

Le LGM de bas grade représente environ 7 % de tous les lymphomes non

hodgkiniens. Environ 2/3 des LGM sont liés a une infection a H. pylori (15).

1.3. Pathologies

1.3.1. Gastrite

La muqueuse gastrique antrale, suite a la colonisation par H. pylori, est le
siege d’une inflammation aigué puis chronique superficielle, habituellement

asymptomatique.

1.3.2. Ulcére gastroduodénal

La gastrite chronique antrale avec sécrétion acide élevée augmente le risque
d’'ulcére duodénal, la gastrite chronique antrofundique avec sécrétion acide normale
ou abaissée celui de l'ulcere gastrique (16). Les signes cliniques sont des douleurs
épigastriques (a type de crampes ou de brllures) ou un syndrome dyspeptique. Les

deux complications principales sont I’'hnémorragie et la perforation.

1.3.3. Adénocarcinome gastrique

L'adénocarcinome gastrique est un cancer hétérogene. Tout d'abord, il est
nécessaire de distinguer les tumeurs provenant de I'estomac proximal (cardia), car la
plupart d'entre elles ne sont pas liées a l'infection par H. pylori, de celles trouvées
dans la partie distale de I'estomac. Parmi les tumeurs de I'estomac distal, sur la base
de l'histologie, il est habituel de différencier deux types de lésions cancéreuses : le

type intestinal et le type diffus selon la classification de Lauren (17).

Le cancer de type intestinal est le plus fréquent. |l résulte principalement d'une
évolution lente et prolongée de la gastrite chronique vers des Iésions
prénéoplasiques, la gastrite chronique atrophique, la métaplasie pseudo-intestinale
puis la dysplasie pour aboutir au cancer (Figure 4) (18). C'est ce qu'on appelle la
cascade de Correa, qui a été décrite avant la découverte de H. pylori et qui apparait

tard dans la vie (19).
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Figure 4 : Cascade de modifications histologiques induites par Helicobacter
pylori au niveau de la muqueuse gastrique.

Figure d’aprés Mégraud et al. (10).

L’autre voie de cancérogenése, pouvant également impliquer H. pylori, ne
passe pas par I'atrophie et aboutit au cancer gastrique de type diffus (7). Il se produit
généralement t6t dans la vie. De plus, des mutations du géne E-cadhérine (cdhl)
notamment sont retrouvées dans environ 30 % des cas. L'expression de cette
molécule est ensuite inhibée au niveau des jonctions adhérentes, conduisant a des

tumeurs invasives.

1.3.4. Lymphome gastrique du tissu lymphoide associé aux muqueuses

Enfin, il existe une association entre LGM et infection a H. pylori. |l se produit
localement, suite a l'infection, une réaction folliculaire lymphoide avec acquisition
possible par la muqueuse gastrique d’un tissu lymphoide organisé de type MALT.
Une partie spécifique a cette pathologie sera développée dans la suite de cette
introduction bibliographique (cf. paragraphe 3.).
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1.4. Diagnostic et traitement

1.4.1. Diagnostic

D’aprés les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) (20), il

existe différentes situations ou il convient de rechercher et de traiter cette infection :

- ulcére gastrique ou duodénal (antécédent d'ulcére ou ulcére actif,
compliqué ou non) ;

- avant prise d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ou d’aspirine a
faible dose en cas d’antécédent d’ulcére gastrique ou duodénal ;

- dyspepsie chronique avec gastroscopie normale ;

- anémie ferriprive sans cause retrouvée ou résistante a un traitement oral
par fer ;

- carence en vitamine B12 sans cause retrouvée ;

- facteurs de risque de cancer gastrique :

o personne apparentée a un patient ayant eu un cancer de I'estomac
(parents, fréres/sceurs, enfants) ;

o patient ayant un syndrome de prédisposition aux cancers digestifs
(HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer ou Cancer
Colorectal Héréditaire Sans Polypose)/Lynch) ;

o patient ayant eu une gastrectomie partielle ou un traitement
endoscopique de lésions cancéreuses gastriques ;

o patient avec lésions prénéoplasiques gastriques (atrophie sévere
et/ou métaplasie pseudo-intestinale, dysplasie) ;

- LGM;
- patient devant avoir une intervention bariatrique, isolant une partie de
'estomac ;

- purpura thrombopénique immunologique de I'adulte.

Selon le Groupe d’Etudes Francgais des Helicobacter, les recommandations de
recherche et d’éradication de H. pylori sont résumées dans le tableau 1 (Tableau 1)
(21).
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Tableau 1 : Recommandations de recherche et d’éradication de Helicobacter
pylori.

Tableau reproduit d’aprés Lamarque et al. (21).

Les meéthodes diagnostiques sont classées en «invasives » et « non

invasives » selon qu’elles nécessitent ou non une fibroscopie gastroduodénale.

1.4.1.1. Méthodes invasives

La réalisation d’'une gastroscopie avec biopsies gastriques permet de réaliser

le diagnostic direct de I'infection a H. pylori (Figure 5).
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Figure 5 : Conduite a tenir en cas de suspicion d’infection a Helicobacter
pylori.
Figure reproduite d’aprés Haute Autorité de Santé (20).
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1.4.1.1.1. Examen anatomopathologique

L’examen anatomopathologique permet de faire le diagnostic de linfection,
d’évaluer les lésions de la muqueuse et rechercher des Iésions prénéoplasiques. Les
biopsies doivent étre réalisées sur les territoires de muqueuse au niveau de I'antre et
du fundus sur la petite et la grande courbure. La pratique d’au moins deux biopsies
antrales, deux biopsies fundiques et une biopsie a I'angle de la petite courbure
permet a la fois la recherche de I'infection a H. pylori et I'évaluation de I'atrophie et
de la métaplasie pseudo-intestinale (22) (23). H. pylori peut étre visualisé sur des
coupes colorées au Giemsa modifi€ ou a la coloration argentique (méthode de
Warthin-Stary). Il se présente comme une bactérie spiralée parfois groupée en «
banc de poissons ». Cet examen présente I'inconvénient d’avoir des performances
variables en fonction de I'observateur (Tableau 2). D’autre part, il est possible de
confondre H. pylori avec d’autres bactéries spiralées comme celles du groupe
Helicobacter heilmanii. L'immunohistochimie permet d’améliorer la reproductibilité
interobservateurs. Elle est plus sensible que les colorations pour la recherche de H.
pylori. Elle est également plus spécifique que la coloration de Giemsa ou de Warthin-
Starry. Elle est utile en cas de gastrite chronique faisant suspecter une gastrite a H.
pylori sans qu’une présentation typique soit évidente aux colorations usuelles (24)

(25) ou en cas de contexte ou suspicion de lymphome du MALT.
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Tableau 2 : Performances des techniques invasives et non invasives.

Tableau reproduit d’aprés Monteiro et al. (26). TRU : Test Respiratoire a I'Urée

Sensibilité

marquee.

Spécificité

Valeur Valeur prédictive
% (IC 95%) % (IC 95%) positive% (IC 95%) négative% (IC 95%)
Culture 100 (96,3-100) 100 (96,3-100) 100 100
Histologie 95,6 (91,5-99,6) 100 (96,3-100) 100 96,4
Test rapide & l'uréase | 88,6 (82,4-949) 100 (96,3-100) 100 91,5
PCR 93,2 (88,1-98,2) 96,2 (92,3-100) 95,3 94,3
TRUM 93,3 (85,4-98,2) 98,1 (95,5-100) 97,7 94,6
Sérologie (Elisa) 95,6 (91,5-99,6) 926 (87,4-97,8) 91,5 96,2
Antigéne fécal 88,9 (82,7-95,1) 94,4 (34,6-98,8) 30,9 90,7
1.4.1.1.2. Culture

Le diagnostic bactériologique repose sur la mise en évidence de la bactérie en
culture. Elle présente un intérét particulier car elle permet I'étude de la sensibilité aux
antibiotiques. Deux biopsies sont nécessaires (au niveau de l'antre et du fundus), a
réaliser avec la méme pince et avant les biopsies pour I'histologie. En pratique,
I'emploi d’'un milieu de transport gélosé spécifique Portagerm® Pylori (bioMérieux)
est nécessaire (transport a +4°C, 24 h maximum) et le prélévement doit étre broyé

plutét que dilacéré. Un examen direct au Gram est réalisé en plus de la culture.

Apres 3 a 12 jours en atmosphere micro-aérophile, les cultures sur milieux
sélectifs (cefsulodine, vancomycine, triméthoprime, polymixine B (maisons ou
commerciaux (gélose Pylori par bioMérieux))) présentent de petites colonies rondes
et bombées. L'’identification repose sur I'aspect macroscopique des colonies, la
morphologie des bacilles, la mobilité polaire a I'état frais, les caractéeres catalase +,
oxydase + et uréase + (27). L'antibiogramme, aprés repiquage de la souche, est
réalisé a partir d’'un inoculum McFarland 3 sur gélose de Mueller-Hinton additionnée
de 10 % de sang de cheval incubée en micro-aérobiose a 35 £ 2°C pendant 48 a 72

h d’apres le Comité de I'Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
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(CA-SFM). Clarithromycine et lévofloxacine sont testées en liste standard et
tétracycline et rifampicine en liste complémentaire. Il n’est pas nécessaire en routine

de tester la sensibilité a 'amoxicilline et au métronidazole.

1.4.1.1.3. Test rapide a l'urée

Ce test est basé sur la recherche de lactivité uréasique de H. pylori. I
présente 'avantage de pouvoir étre pratiqué par le gastro-entérologue dans la salle
d’endoscopie. La spécificité est excellente, mais la sensibilité est de I'ordre de 80 a
95 % selon le test utilisé, justifiant la réalisation d’'un contrble par un examen

bactériologique si le test est négatif. Ce test n’est pas remboursé (21) (22) (27).

1.4.1.1.4. Amplification génique

La PCR en temps réel utilise des amorces issues du géne de l'uréase ou de
'ARN ribosomique (ARNr) 23S. Cette technique présente I'avantage de ne pas
nécessiter de bactéries viables. Des trousses diagnostiques commercialisées et
performantes sont disponibles et renseignent toutes sur la présence de l'infection et
sont couplées a la recherche de la résistance a la clarithromycine avec un résultat
dans la journée et donc plus rapide que celui de la culture (27) (28) (29).
L’automatisation de [I'extraction en facilite la réalisation a partir des biopsies

gastriques. L’amplification génique n’est pas remboursée (Tableau 3).
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Tableau 3 : Avantages et inconvénients des techniques diagnostiques

invasives.

Tableau reproduit d’aprés Haute Autorité de Santé (20).

Test rapide a
Anatomo-pathologie
log I'uréase
- Sensible et
) i spécifique pour le
Ssggl‘:"blﬁ et - Test de référence. diagnostic
pecinique. | - Sensible et préthérapeutique.
- Permetdevalueria | oo iqone - Conditions de
presence d'une FE: 4 t d- sali - Specifique pour le tra it moi
astrite active - PEMMEL de realiser diagnostic nsport moins
g un antibiogramme et A . contraignantes que
(marqueur de H. L préthérapeutique.
Avantages pylon) d'évaluer la  Simple, rapide la culture.
- Permet d'évaluer ﬁgﬁigt‘iﬁ:ﬁmus les réalisable lors de la hg&%ff (quelques
'rf.fj "?;'32: d:sm e | - Possibilité de gastroscopie. - Permet la détection
et Ig fisqu e% A q conserver les des mutations
can cefq astrique souches congelées. impliquées dans la
g que. resistance a la
clarithromycine.
- Résultat dépendant | - Importance du délai | - Moins sensible que
de la densite et des conditions de | les autres tesfs.
bactérienne et de transport. - Non ufilisable pour . e o
I'expérience du - Délai de rendu des | le contrdle :%e:.s;te?nda;r;est S
Inconvenients pathologiste. résultats (12 ]). d'éradication. avant et des IPP 2
- Nécessité d'arrét - Nécessité d'amrét - Nécessité d'amét semaines avant
des ATE 4 semaines | des ATB 4 semaines | des ATB 4 semaines ’
avant et des IPP 2 avant et des IPP 2 avant et des IPP 2
semaines avani. semaines avant. semaines avant.
Remboursement | Oui. Oui. Non. Mon.

Pour toutes les techniques invasives de diagnostic de I'infection a H. pylori, il
est nécessaire d’arréter les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) deux semaines

avant et les antibiotiques quatre semaines avant (22).

1.4.1.2. Méthodes non invasives

1.4.1.2.1. Test respiratoire a 'urée marquée

Le test respiratoire a 'urée marquée (TRU) ou breath test consiste a mettre en
évidence l'activité uréasique de H. pylori en faisant ingérer au patient de l'urée
marquée au '3C, puis a détecter le *CO2 dans I'air expiré. Dans un premier temps, le
patient ingére une solution d’acide citrique ou de jus d’orange, de fagon a retarder la
vidange gastrique : le 3C est retenu plus longtemps dans I'estomac, ce qui améliore

I'efficacité du test et diminue la quantité d’'urée marquée ingérée. Un premier recueil
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de l'air expiré est effectué a TO, un second a T30. L’analyse consiste a mesurer, a

laide d'un spectrométre de masse, la différence entre T30 et TO du ratio '3C/'2C

dans l'air expiré. Une différence supérieure au seuil de la technique témoigne de la

présence de H. pylori. C’est le meilleur test non invasif pour diagnostiquer une

infection, ainsi que pour mettre en évidence I'éradication de H. pylori (en pratique, il

est réalisé 4 semaines apres l'arrét du traitement chez un sujet a jeun) (22) (Tableau

4). Un test négatif est synonyme de guérison. En cas de résultat positif, une nouvelle

endoscopie devra étre pratiquée, avec mise en culture de

antibiogramme, afin d’instaurer un traitement adapté.

la biopsie et

Tableau 4 : Avantages et inconvénients des tests non invasifs.

Test respiratoire a l'urée

margquée

Tableau reproduit d’aprés Haute Autorité de Santé (20).

Recherche d'antigéne
dans les selles

Performances

Avantages

Inconveénients

- Bonnes pour le diagnostic
préthérapeutique (mais
variables selon les
trousses, sensibilité,
spécificité = 90 % pour
certains tests Elisa).

- Non adapté pour le
contréle d'éradication.

- Seul test a ne pas se
négativer sous IPP ou
d'ATB.

- Non influencé par la
charge bactérienne.

- Faible codt, large
disponibilité, facile a
réaliser.

- Variabilité de performance
des trousses (parfois
insuffisantes pour certains
tests rapides).

- Bonnes pour le
diagnostic
préthérapeutique et le
contrdle d'éradication
(sensibilité, spécificité =
90 %).

- Fiabilité du transport des
échantillons d’air expiré en
tubes bouchés.

- Facile a réaliser.

- Mesure objective du
résultat, reproductibilité.

- Nécessite d'arrét des
ATB 4 semaines avant et
des IPP 2 semaines
avant.

- Nécessite d'étre a jeun.
- Sensibilité diminuée en
cas d'ulcere

- Bonnes pour le
diagnostic
préthérapeutique et le
contréle d'eradication
(sensibilité, spécificité =
90 % pour les tests Elisa
monoclonaux).

- Test réalisable en
laboratoire non specialisé.

- Nécessite d'arrét des
ATB 4 semaines avant et
des IPP 2 semaines
avant.

- Nécessité d'avoir un
transit normal.

- Nécessité de recueillir et
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1.4.1.2.2. Sérologie

D’aprés les recommandations de la HAS (20), la sérologie peut étre proposée
pour le diagnostic d’'une infection a H. pylori, notamment en cas de prise récente
d’antibiotique, de traitement au long cours par inhibiteur de la pompe a protons, en
cas d’'ulcére hémorragique, de LGM et de gastrite atrophique extensive (22). C'est un
test sensible et spécifique. Les IgG apparaissent 3 semaines aprés le début de
l'infection et diminuent de maniére significative 4 a 6 mois aprés I'éradication. La
généralisation des tests ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilisant un
mélange d’antigénes pariétaux purifiés enrichis d’antigénes bactériens immunogénes
permet d’obtenir de bonnes performances diagnostiques de la sérologie : un résultat
sérologique négatif permet d’exclure avec une forte probabilité une infection a H.
pylori (valeur prédictive négative élevée). Une sérologie positive a valeur de
dépistage avant la réalisation de I'endoscopie et permet de confirmer l'infection en
cas de résultats équivoques des autres méthodes (ulcére hémorragique, traitement

antibiotique...).

1.4.1.2.3. Antigéne dans les selles

La recherche d’antigéne dans les selles présente un intérét particulier chez
'enfant pour lequel le recueil d’air expiré peut poser probleme. Il peut étre utilisé
dans le diagnostic et le suivi de I'éradication (22). Il est nécessaire d’utiliser un
antigéne monoclonal et de respecter les conditions de réalisation du test (arrét des
antibiotiques depuis quatre semaines et des IPP depuis deux semaines). Différents

kits commerciaux existent. Ce test n’est pas remboursé.

1.4.2. Traitement

Les taux de résistance aux antibiotiques sont en train d’augmenter dans le
monde entier mais varient selon les régions (22). En France, une étude menée en
2014 par le Centre National de Référence des Campylobacters et des Hélicobacters
(CNRCH) a confirmé (par culture avec antibiogramme) un taux de résistance

primaire a la clarithromycine de 22,2 %, au métronidazole de 45,9 %, a la
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lévofloxacine de 15,4 % et a l'amoxiciline de 0,7 %. Aucune résistance a la

tétracycline n’a été observée (30).

La détermination de la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques peut étre
réalisée par culture avec antibiogramme. Le principal avantage de cette technique
est de pouvoir tester l'efficacité de tous les antibiotiques. Les inconvénients sont la
durée d’obtention des résultats (7 a 12 jours) et que I'antibiogramme est réalisé sur
une gélose de Mueller-Hinton additionnée de 10 % de sang de cheval qui n’est pas
commercialisée. Le CA-SFM autorise maintenant la réalisation d’antibiogramme sur
milieu Mueller-Hinton additionné de 5 % de sang défibriné de cheval et 20 mg/L de B-
NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) (MH-F).

Il est possible de rechercher également la résistance a la clarithromycine ou a
la Iévofloxacine (sensibilité inférieure) par des techniques d’amplification génique

couplées a I'hybridation sur bandelettes mais aucune n’est remboursée (22) (31).

Les techniques d’amplification génique sont particulierement performantes
pour la détection des mutations associées a la résistance a la clarithromycine,
situées au niveau du géne de 'ARNr 23S, en général A2143G, A2142G et A2142C.
Ces trois mutations sont les plus fréquentes en Europe méme si la mutation A2142C

représente moins de 7 % des mutations (32).

Les techniques d’amplification génique sont réalisables directement sur des
biopsies gastriques. Outre les bonnes performances de ces examens, leurs
principaux avantages sont la durée d’obtention des résultats en quelques heures, les
conditions pré-analytiques moins contraignantes que pour la culture avec

antibiogramme et 'automatisation possible (32).

Les techniques d’amplification génique sont capables de détecter des traces
méme minimes de souches génétiguement résistantes ainsi que des doubles
populations avec coexistence au sein d’'une méme biopsie de clones sensibles et de
clones résistants a la clarithromycine (notion d’hétérorésistance) (32). Si une
population résistante est détectée, il faut proscrire I'utilisation des macrolides.

Pour la détermination de la sensibilité a la lévofloxacine, les techniques

détectent diverses mutations au niveau du géne gyrA (codons 87 et 91 de la
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Quinolone Resistance-Determining Region (QRDR)) associées a la résistance a la

lévofloxacine.

Lorsque I'on dispose d’'une étude de la sensibilité aux antibiotiques chez un
patient, le traitement recommandé est une trithérapie guidée associant un IPP et
deux antibiotiques pendant 10 jours (Figure 6). En cas de sensibilit¢é a la
clarithromycine, il est recommandé de prescrire une trithérapie associant un IPP,
I'amoxicilline et la clarithromycine. En cas de résistance a la clarithromycine, il est
recommandé de prescrire une trithérapie associant un IPP, I'amoxicilline et la
Iévofloxacine si la souche est sensible. A défaut, il est recommandé de prescrire une
quadrithérapie « avec bismuth » associant 'oméprazole, un sel de bismuth, la
tétracycline et le métronidazole. En cas d’allergie documentée a I'amoxicilline et de
souche sensible a la clarithromycine, il est recommandé de prescrire une trithérapie
associant un IPP, la clarithromycine et le métronidazole. En cas d’allergie
documentée a I'amoxicilline et de résistance a la clarithromycine, il est recommandé

de prescrire une quadrithérapie « avec bismuth ».
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Figure 6 : Algorithme de traitement en cas d’infection a Helicobacter pylori
chez I’adulte (ne s’applique pas a la femme enceinte ou allaitante).

Figure reproduite d’aprés Haute Autorité de Santé (20).
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En 'absence d’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques, le traitement sera

probabiliste. Dans ce cas, il est recommandé en premiére ligne de traitement une :

- quadrithérapie « concomitante » de 14 jours associant un IPP, de
I'amoxicilline, de la clarithromycine et du métronidazole ou ;
- quadrithérapie « avec bismuth » de 10 jours associant 'oméprazole avec

un sel de bismuth, la tétracycline et le métronidazole.

La quadrithérapie avec bismuth est a privilégier en cas de prise antérieure de

macrolide ou d’allergie a 'amoxicilline vraie.

En cas d’échec d’éradication, il ne faut pas prescrire de nouveau la
quadrithérapie utilisée en premiere ligne et il faut vérifier 'observance. Aprés échec
d'un traitement par quadrithérapie « avec bismuth » chez un patient allergique a
I'amoxicilline, il est recommandé de prescrire un traitement orienté par I'évaluation de

la sensibilité aux antibiotiques.

En cas d’échec d’éradication aprés 2 lignes de traitement, il est recommandé
de réaliser une gastroscopie avec biopsies pour étudier la sensibilité de la bactérie

aux antibiotiques par culture avec antibiogramme.

1.5. Facteurs de virulence
1.5.1. Facteurs de colonisation

1.5.1.1. Uréase

H. pylori exprime une uréase produite en quantité abondante (6 a 10 % des
protéines totales) qui hydrolyse l'urée présente dans I'environnement gastrique,
permettant une production d'ammoniac et de carbonate. Cette hydrolyse entraine
une augmentation de pH et la survie de la bactérie (33). Les données de
cristallographie montrent que Il'uréase de H. pylori forme un complexe
dodécamérique [(UreAUreB)3]4 contenant 12 sous-unités catalytiques (UreB) fixant
chacune 2 ions de nickel (24 ions/molécule) et formant un complexe sphérique

extrémement compact, conférant a I'enzyme une résistance a I'acidité (34).
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1.5.1.2. Mobilité et chimiotactisme

La mobilité de H. pylori est un facteur indispensable a la colonisation de la
muqueuse gastrique par la bactérie. H. pylori posseéde 2 a 6 flagelles polaires,
engainés et une morphologie spiralée qui lui permettent, lors de son ingestion,
d'abréger son séjour dans le suc gastrique, de pénétrer dans la couche de mucus et

de s'y mouvoir.

H. pylori présente une réponse chimiotactique positive vis-a-vis de l'urée, du

bicarbonate de sodium et de certains acides aminés (35).

1.5.1.3. Facteurs d’adhérence

Aprés avoir quitté la lumiére gastrique, H. pylori traverse le mucus ou la
bactérie se multiplie. Une faible proportion atteint la surface des cellules épithéliales
et y adhérent grace a l'expression d'adhésines (36). Il a été montré que pour
'adhésine codée par le géne babA (blood group antigen-binding adhesin A), le
récepteur cellulaire était 'antigene fucosylé Lewis b (37). L’adhésine codée par le
géne sabA (sialic acid-binding adhesin A) reconnait comme récepteur une forme
sialylée des motifs Lewis X (38). Ces antigénes Lewis sont similaires a ceux des
groupes sanguins et sont présents a la surface des cellules épithéliales gastriques. Il
existe deux alleles pour le géne babA, babAl et babA2. Les souches babA2 sont
associées aux pathologies plus graves comme l'ulcere et 'adénocarcinome mais pas
au LGM (39) (40) (41) (42).

1.5.2. Facteurs de persistance

Dés les premieres étapes de l'infection, I'organisme infecté met en place une
réponse humorale et cellulaire spécifique dirigée contre la bactérie. En dépit de cette
réponse, H. pylori est capable de persister et de se maintenir durant des décades, |l
faut donc qu'il dispose de moyens qui lui permettent de résister ou d'échapper aux
mécanismes de défense innée ou acquise. Trois enzymes permettent a H. pylori de
résister au stress oxydatif généré par les cellules phagocytaires : la superoxyde
dismutase (SOD) qui décompose les ions superoxydes en peroxyde d'hydrogéne et
en oxygene (43), la catalase qui dégrade le peroxyde d'hydrogéne en eau et en
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oxygene (44) et enfin l'alkylhydroperoxyde réductase (Ahp) (45). Indépendamment
de ces meécanismes enzymatiques d'échappement a la réponse immunitaire,
'abondante quantité d'antigenes relargués dans le milieu extracellulaire pourrait

saturer les anticorps locaux et rendre inefficace la réponse immunitaire locale (46).

1.5.3. Facteurs de pathogénicité

1.5.3.1.  llot de pathogénicité cag

Les souches de H. pylori peuvent étre classées en deux catégories : celles qui
possédent un ilot de pathogénicité cag (cytotoxin-associated gene A PAI) complet et
fonctionnel et celles qui en sont totalement ou partiellement dépourvues (47). L'llot
code pour un appareil de sécrétion de type IV capable de transloquer la protéine
CagA, de masse moléculaire variable (120-140 kDa), dans les cellules (48) (49). Une
fois transloquée, la protéine CagA est phosphorylée sur des résidus tyrosines par
une kinase cellulaire et forme un complexe avec une protéine homologue a Src qui
induit une voie de signalisation impliquée dans le réarrangement de l'actine du
cytosquelette et le phénotype de type « colibri » (forme allongée des cellules) (50).
L’acquisition du phénotype « colibri » mime la transition épithéliomésenchymateuse
avec une augmentation de [I'expression des marqueurs des cellules
mésenchymateuses (y compris ZEB1) et une diminution des marqueurs des cellules
épithéliales (miR-200 et E-cadhérine) (51) (52). D’autre part, ces cellules expriment a
haut niveau CD44, marqueur des cellules souches cancéreuses gastriques, et
possedent des caractéristiques identiques aux cellules souches cancéreuses telles
gu'une plus grande capacité de migration, d’envahissement et de formation de
tumeursphéres (53). L’interaction conduit aussi a linduction de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires - interleukine 8 (IL), IL-12 et TNF-a - par I'activation du
facteur nucléaire kappa B (NF-kB) (54). En outre, l'injection - via I'llot cagPAI - de
résidus du peptidoglycane active le récepteur intracellulaire Nod1 (Nucleotide-
binding oligomerization domain-containing protein 1) puis en cascade NF-kB qui est
responsable de I'activation des réponses pro-inflammatoires, telles que la sécrétion
d’IL-8 (55) (Figure 7).
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Figure 7 : Réle du systéme de sécrétion de type IV dans la signalisation
cellulaire induite par Helicobacter pylori.

Figure reproduite d’aprés Backert et al. (56).

Les fonctions cellulaires de CagA n'exigent pas toujours sa phosphorylation.
Les interactions indépendantes de la phosphorylation induisent une rupture des
jonctions serrées et adhérentes, une perte de polarité cellulaire, des réponses pro-

inflammatoires et mitogéniques.

1.5.3.2. Toxine vacuolisante VacA

Toutes les souches de H. pylori possédent une copie du géne codant la toxine
vacuolisante VacA. Les analyses de spectrométrie de masse montrent que la taille
réelle de VacA est de 124 kDa comprenant le peptide signal (3 kDa), la toxine
sécrétée (88,2 kDa) et le domaine carboxyterminal (33 kDa) (57). La toxine existe
sous la forme d'un complexe multimérique de haut poids moléculaire présentant une

structure en « fleur » comptant six ou sept « pétales », constitués chacun par
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I'association des deux polypeptides de 33,4 et 54,8 kDa (monomeére de 88,2
kDa) (68). La forme oligomérique de VacA présente une faible activité sauf
lorsqu'elle est exposée a pH acide ou alcalin, pH auxquels la protéine se
monomérise (59). In vitro, VacA est associée a une vacuolisation lors de
'accumulation de VacA dans les membranes endosomales des cellules
épithéliales provoquant une cytotoxicité par apoptose (60). Deux alleles de la région
centrale de vacA (ml et m2), deux alléles de la région codant la séquence signal
(slets2) et 3 alleles de la région intermédiaire (i1, i2 et i3) ont été identifiés. Le
génotypage de vacA en fonction des alléles (s1, s2, m1, m2, il, i2 et i3) a été utilisé
et corrélé au niveau de l'activité cytotoxique de VacA qui leur est associés : les
souches de H. pylori portant les types s1/ml/il sécrétent généralement de fortes
quantités de protéines VacA présentant une forte activité cytotoxique pour de
multiples types cellulaires, alors que les souches contenant les alléles types
s2/m2/i2 de vacA sont dépourvues d'activité cytotoxique (61). Par ailleurs, les
souches exprimant la toxine a partir du génotype s1/m2 produisent des quantités
suffisantes de VacA avec une structure apparemment normale. Plusieurs études ont
démontré que les infections gastriques avec des souches de H. pylori contenant les
alleles vacA de type sl1l, ml ou il sont associées a un risque plus élevé de

développer un ulcére que ne le sont les souches portant I'alléle s2, m2 ou i2 (61).

1.5.3.3. Lipopolysaccharide

Chimiquement, le lipopolysaccharide (LPS) est composé d'une région
polysaccharidique (chaine O) attachée a une région lipidique (le lipide A) ancrée
dans la membrane externe. Il porte des résidus fucosylés associés a l'expression des
antigénes Lewis similaires & ceux que l'on rencontre au niveau des cellules
gastriques et plus précisément au niveau de la pompe a protons (H*-K* ATPase
gastrique) présente dans les canalicules des cellules pariétales (62). Or, cette pompe
a protons, responsable de la sécrétion acide gastrique, est connue pour étre la cible
d'auto-anticorps développés au cours de la gastrite auto-immune. Il a donc été
suggeéreé que ces auto-anticorps pourraient étre induits par mimétisme moléculaire en
réponse a l'infection par H. pylori et que les anticorps produits reconnaitraient les
motifs Lewis de la muqueuse gastrique et seraient a l'origine du développement

d'une gastrite auto-immune conduisant a I'atrophie fundique (63). La chaine O du
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LPS de H. pylori a aussi une composition similaire aux antigenes de type Lewis X ou
Y des groupes sanguins. Ce mimétisme bactérien a pour conséquence un
échappement a la réponse immunitaire, H. pylori n’étant plus reconnu comme du
non-soi ce qui favorise la colonisation et contribue a la chronicité de l'infection (64)
(65). De plus, suite a des modifications constitutives par différents enzymes, de
fortes concentrations du LPS de H. pylori sont nécessaires pour activer le Toll-Like
Receptor 4 (TLR) comparativement a ce qui est observé pour le LPS de Escherichia
coli (66) (67). Ces modifications du lipide A du LPS permettent alors a H. pylori
d’échapper a la reconnaissance des TLR, donc a la réponse immunitaire innée et

ainsi favorisent la persistance bactérienne.

2. Réponse de I’héte

H. pylori provoque une forte réponse immunitaire innée puis adaptative,
stimulant I'expression des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires des
cellules épithéliales gastriques. Celles-ci attirent les polynucléaires neutrophiles
(PNN), les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes NK (Natural
Killer), B et T, et induisent la libération de dérivés réactifs de I'oxygéne (Reactive
Oxygen Species, ROS) (68). Ceci conduit a une inflammation active chronique
caractéristique de linfection a H. pylori pouvant aboutir a une altération de

I'épithélium.

2.1. Immunité innée

Les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern
Recognition Receptors, PRR) exprimés par les cellules épithéliales gastriques
interagissent avec H. pylori et activent I'expression des génes pro-inflammatoires.
Ces motifs moléculaires, qui comprennent les TLR et les récepteurs de type
Nod (Nod-Like Receptors, NLR), reconnaissent les motifs moléculaires associés aux
pathogénes (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP) tels que le LPS, les
flagellines et la paroi cellulaire (peptidoglycane) (69). Comme nous I'avons vu dans le
paragraphe 1. 5. 3. 3., certains PAMP de H. pylori sont modifiés pour activer
faiblement les PRR et échapper a la réponse immunitaire innée, et ainsi favoriser la

persistance bactérienne.
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Comme nous I'avons également vu précédemment, l'interaction du systéme
de sécrétion de type IV (T4SS), encodé par cagPAl, avec les cellules épithéliales
gastriques entraine le transfert de peptidoglycanes dans le cytoplasme, l'activation
de Nod1 et I'expression de genes pro-inflammatoires. L’interaction conduit aussi a
l'induction de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires - IL-8 et IL-12 - par
I'activation du NF-kB. Ceci permet le recrutement et I'activation de PNN au niveau du
site de l'infection, ceux-ci amplifiant la réponse pro-inflammatoire en sécrétant des
cytokines pro-inflammatoires afin de recruter et d’activer les macrophages, les
cellules dendritiques et les lymphocytes pour avoir une réponse plus spécifique et
'induction d’'une réponse adaptative. Les PNN contribuent aussi a la gastrite en
libérant des facteurs endommageant les tissus a partir de leurs granules. lIs
phagocytent également les bactéries au sein des phagolysosomes, celles-ci sont
alors exposées a des facteurs bactéricides, y compris la myéloperoxydase et les
métalloprotéinases matricielles qui dégradent les parois cellulaires et les protéines, et
aux ROS qui induisent des dommages a I'ADN (Acide Désoxyribonucléique). Comme
nous l'avons vu dans le paragraphe 1. 5. 2., H. pylori prévient cette explosion

oxydative.

Les macrophages sont aussi présents dans la muqueuse gastrique infectée et
sécrétent des cytokines pro-inflammatoires et de I'oxyde nitrique, et ont donc une
puissante activité bactéricide. H. pylori est capable de survivre a la phagocytose par
les macrophages car il induit la fusion des phagosomes pour former des mégasomes
sans fusion lysosomale (70). Les mégasomes fournissent alors une niche
intracellulaire protégée et peuvent méme contribuer a la persistance de l'infection
(71).

Enfin, les lymphocytes NK sont abondants dans la muqueuse gastrique
infectée. La perforine et les granzymes dérivés des lymphocytes NK peuvent
endommager les cellules hétes. Les cellules NK répondent a l'infection par H. pylori
en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires telles que linterféron y (IFN) et le
TNF-a (72).
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2.2. Immunité adaptative

L'infection par H. pylori induit une forte réponse des lymphocytes T, qui
comprend a la fois les lymphocytes T CD4+ (T auxiliaires, T helper, Th) et T CD8+ (T

cytotoxique), ces-derniers contribuant a l'inflammation (73).

Concernant les lymphocytes T CD4+, les principales sous-populations induites
par l'infection par H. pylori sont les pro-inflammatoires Th1 et Th17 et les anti-
inflammatoires T régulateurs (Treg). Les lymphocytes Th1, qui sont favorisés par
'augmentation de la production d’IL-12 par les macrophages activés, sécrétent des
cytokines pro-inflammatoires (IFN-y et TNF-a) qui stimulent les macrophages a
sécréter d'autres cytokines pro-inflammatoires et ont donc une activité bactéricide
(74) (68). Les lymphocytes Th17 sécrétent de I'lL-17, IL-21 et IL-22. Cela conduit a
une augmentation de l'inflammation et du recrutement des PNN (75). La sévérité de

la gastrite est donc en corrélation avec le nombre de lymphocytes Th1 et Th17.

3. Lymphome gastrique du MALT

3.1. Physiopathologie

La muqueuse gastrique ne contient normalement pas de tissu lymphoide,
mais une infiltration lymphoide associée aux muqueuses apparait presque toujours
en réponse a la colonisation par H. pylori. Dans de rares cas, une population
monoclonale de lymphocytes B peut émerger de ce tissu et proliférer lentement pour
former un LGM. C’est une néoplasie lymphoide faite de petits lymphocytes B
matures. C’est un lymphome non Hodgkinien indolent, de bas grade, de la zone

marginale extraganglionnaire.

Le lien entre l'infection a H. pylori et le LGM est clairement établi et repose sur
des preuves épidémiologiques, pathologiques, cliniques et bactériologiques (76).
L'infection a H. pylori peut étre démontrée sérologiquement chez la plupart des
patients et la bactérie peut étre histologiquement identifiée dans la muqueuse
gastrique de la majorité des patients atteints de LGM. Dans la premiére étude dans
laquelle I'association du LGM avec l'infection a H. pylori a été examinée, la bactérie

était présente dans plus de 90 % des cas alors que la prévalence de I'infection était
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plus faible (77). En outre, la muqueuse gastrique contient normalement peu de
lymphocytes mais leur nombre augmente dans le cas de linfection a H. pylori
menant a la gastrite chronique et ils peuvent alors s'organiser en follicules
lymphoides, ce qui représente la premiére étape proposée de l'infiltration lymphoide
dans la lymphomagenése du MALT (78). En effet, la prolifération continue des
lymphocytes chez les patients infectés par H. pylori dépend de la présence de
lymphocytes T activés de maniére spécifique par les antigénes de H. pylori et/ou des
effets oncogéniques directs des protéines de H. pylori sur les lymphocytes B (79).
L'importance de cette stimulation in vivo a été clairement démontrée par les

rémissions de LGM aprés une antibiothérapie pour éradiquer H. pylori (80).

Les lymphocytes T jouent un role clé dans la réponse immunitaire adaptative
dans le LGM. Comme nous l'avons vu dans le paragraphe précédent, la marque
distinctive du LGM est le role prédominant des lymphocytes T CD4+ spécifiques de
H. pylori. L'infection par H. pylori induit initialement une réponse immunitaire de type
Th1 médiée par plusieurs cytokines pro-inflammatoires, parmi lesquelles la cytokine
IL-18 joue un rble majeur. Les lymphocytes T CD4+ spécifiques a H. pylori
fournissent une puissante aide a I'activation et a la prolifération des lymphocytes B
via le CD40-CD40L et les cytokines Th2 telle que I'lL-4 dans les réponses
thymodépendantes (79). Des membres de la famille du TNF assurent aussi la
costimulation comme BAFF ou APRIL produits par des cellules dendritiques dans les
réponses thymo-indépendantes. Ceci provoque une réponse polyclonale des
lymphocytes B. En revanche, les lymphocytes T cytotoxiques des patients atteints de
LGM présentent un défaut de cytotoxicité médiée par la perforine et une faible
capacité a induire I'apoptose induite par FasL-Fas, permettant ainsi la croissance des
lymphocytes B et facilitant I'apparition du lymphome (81). De plus, l'infection a H.
pylori est associée a la production de ROS par les PNN endommageant I'ADN, ce
qui pourrait jouer un réle dans l'acquisition d'altérations génétiques. L'infection par H.
pylori s'accompagne également d'une infiltration de lymphocytes producteurs de
TGF-B (Transforming Growth Factor (), suggérant ainsi que les cytokines
régulatrices sécrétées par les lymphocytes Treg - notamment I'lL-10 - peuvent
contrecarrer les effets des lymphocytes Th1 (c'est-a-dire producteurs de IFN-y). Ces

lymphocytes T régulateurs peuvent donc également bénéficier au pathogéne en
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aidant a prolonger la chronicit¢é de linfection en supprimant les réponses

immunitaires protectrices.

Cette stimulation antigénique conduit initialement a une hyperplasie lymphoide
mais, dans de rares cas, l'acquisition d'aberrations génétiques supplémentaires
aboutit a l'activation des voies de survie intracellulaires, a la progression de la
maladie due a la prolifération et a I'’émergence d’un clone malin, et a la résistance a
I'apoptose pour former un LGM avec des lymphocytes B monoclonaux exprimant des
marqueurs moléculaires de la zone marginale (CD20+, CD79a+, Bcl2+ (B-cell
lymphoma 2), IgM+, cycline D1-, CD5-, CD10-, IgD- et IRTA-1+). Ce LGM, une fois
établi, devient indépendant de la présence de H. pylori. En effet, étant donné la
prévalence élevée de linfection dans la population mondiale par rapport a la
prévalence faible du LGM, d’autres facteurs entrent en considération dans le
développement de cette pathologie. De plus, la détectabilité de H. pylori diminue a
mesure que l'histologie progresse de la gastrite chronique au LGM (77).
L'indépendance de H. pylori est une caractéristique de la progression du lymphome,
associée a l'acquisition de modifications génétiques supplémentaires. Parmi les plus
caractérisées, on trouve la formation de I'oncogéne de fusion MALT1-API2 par la
translocation t(11:18). Ceci conduit a I'expression de API2 (codant pour l'inhibiteur
cellulaire de l'apoptose 2) sous le contréle du promoteur MALT1 (82). MALT1 code
pour une protéine essentielle pour l'activation et la prolifération des lymphocytes T et
B, et joue également un réle fondamental dans l'activation de NF-kB. L'un des effets
en aval de cette protéine de fusion est le clivage amélioré de la kinase inductrice de

NFK (NFKK), qui est un régulateur critique de la signalisation NF-kB (83).

3.2. Facteurs de virulence des souches de lymphome

Il est maintenant établi que les souches de H. pylori exprimant la protéine

CagA ne sont pas associées au LGM de bas grade (84) (Tableau 5).
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Tableau 5 : Spécificités des souches de LGM.

Tableau reproduit d’aprés Floch et al. (40).

Facteurs de virulence

Association avec le LGM

Implication controversée. cagPAIl est présent dans

seulement 50 % des souches isolées de LGM.

CagA
Association avec un lymphome de haut grade
discutable.
VacA Alléle vacAm2 prédominant dans les souches de LGM
(génotype associé a l'activité biologique la plus faible)
BabA
SabA Aucune association avec le LGM.

Autres adhésines

Antigénes

lipopolysaccharidiques

Les souches cagPAl négative de LGM exprimaient des
antigenes de Lewis Y, précédemment associés a des
manifestations auto-immunes. Stratégie pour échapper

a la réponse de I'hote ?

L’association des alléles de VacA avec le LGM a également été étudiée. En

effet, l'allele m2, correspondant aux souches les moins actives biologiquement,

dépourvues d'activité cytotoxique, prédomine dans les souches de LGM (85).

Les souches de LGM cagPAI négative expriment fortement les antigénes de

Lewis Y au niveau de leur LPS (86).

3.3. Modeles animaux

Les modéles animaux sont essentiels pour I'analyse in vivo des maladies liees

a Helicobacter. Les modéles de rongeurs sont les plus couramment utilisés en

particulier la gerbille de Mongolie et la souris.
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3.3.1. Gerbille de Mongolie

La gerbille de Mongolie a été particulierement utile pour identifier les facteurs
environnementaux et spécifiques a Helicobacter qui influencent le développement de
'adénocarcinome gastrique. Elle a été utilisée pour démontrer le potentiel
carcinogene de H. pylori (87) et Helicobacter felis (H. felis) (88) (89) (90). H. felis a
d'abord été isolé de I'estomac d'un chat (91) et a été retrouvé plus tard chez le chien.
Lee et al. ont démontré qu’il colonisait aussi I'estomac de la souris (92). C’est une

espece fortement pro-inflammatoire (93).

Lorsqu’elles sont colonisées par H. pylori ou par H. felis, les gerbilles de
Mongolie développent des Iésions prémalignes avancées (atrophie, métaplasie,
dysplasie) (89). Cependant, l'utilisation de cet animal est compliquée par des
problemes de reproductibilité. Par exemple, Watanabe et al. (87) ont rapporté que 5
des 5 gerbilles infectées par la souche TN2GF4 cagPAl+ de H. pylori développaient
une métaplasie intestinale 52 semaines post-infection et 10 des 27 gerbilles
infectées développaient des adénocarcinomes invasifs 62 semaines post-infection.
En revanche, Elfvin et al. (94) ont étudié des gerbilles qui ont été colonisées avec les
souches SS1 ou TN2GF4 de H. pylori. Aucune de ces gerbilles n'a développé
d'adénocarcinome invasif et seulement 2 des 5 gerbilles a 12 mois post-infection et 3
des 10 gerbilles a 18 mois post-infection ont développé une métaplasie pseudo-
intestinale. Les conditions au sein des différentes animaleries pourraient avoir
contribué aux différences dans ces études, en particulier les différences dans le
régime alimentaire et le microbiote résident. Ces disparités peuvent également
s’expliquer par l'utilisation de souches différentes de H. pylori. Enfin, entre ces
différentes études, il existe également une hétérogénéité dans les critéres utilisés

pour définir les Iésions observées.

La gerbille de Mongolie a également été utilisée pour adapter les souches de
H. pylori aux rongeurs. Cela a été le mieux démontré par le passage de la souche
B128 de H. pylori, dérivée d'un patient souffrant d'ulcération gastrique, dans une
gerbille pendant 3 semaines. H. pylori a ensuite été recultivé a partir de I'estomac de
cet animal et décrit comme la souche 7.13 de H. pylori, qui est plus pathogéne que la
souche B128 (95).
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Un inconvénient de la gerbille de Mongolie est le manque d’anticorps

disponibles utilisables pour I'immunohistochimie.

3.3.2. Souris

La plupart des chercheurs ont choisi d'utiliser des modeles murins en raison
de leur grande disponibilité (y compris de nombreux modéles transgéniques), de
leurs cycles de reproduction courts et de I'accessibilité des réactifs expérimentaux.
La souris de laboratoire est largement utilisée pour modéliser la prénéoplasie

gastrique.

3.3.2.1. C57BL6

Aprés une infection par H. pylori ou H. felis, la réponse immunitaire est
principalement polarisée Th1, avec un niveau relativement élevé de lésions des
cellules épithéliales gastriques et une réponse hyperproliférative compensatoire,
associée a de faibles charges bactériennes (92). H. felis induit une inflammation

gastrique plus sévere chez les souris C57BL6 que H. pylori (96).

Alors que chez I'Homme la gastrite causée par l'inflammation de H. pylori est
caractérisée par l'accumulation de PNN et de cellules mononuclées dans la
muqueuse (97), le recrutement des PNN est beaucoup moins marqué chez les souris
infectées par H. pylori ou H. felis. Les souris C57BL6 et BALB/c infectées par H.

pylori présentent un afflux marqué de cellules mononuclées (98) (96).

La colonisation par H. pylori de souris C57BL6 entraine une gastrite avec
hyperplasie des cellules épithéliales, mais celle-ci ne progresse pas vers
'adénocarcinome (92) (99). Cependant, la colonisation de souris C57BL6 avec H.
felis conduit systématiquement a une prénéoplasie gastrique et lorsque des
infections ont persisté pendant 13 a 15 mois, des adénocarcinomes ont été rapportés
(100) (101) imitant ainsi la cascade de Correa observée au cours de la
carcinogenése gastrique chez I'Homme. Ce résultat est spécifique au fond génétique
C57BL6.
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3.3.2.2. BALB/c

Les souris en fond génétique BALB/c répondent difféeremment a l'infection par
H. felis. Ces souris peuvent étre colonisées par H. felis mais ne développent pas de
pathologie prénéoplasique gastrique (102). Les mécanismes sous-jacents a ces
différences entre les fonds génétiques des souris sont attribuables aux différences
de réponse immunitaire. Comme nous venons de le voir, les souris C57BL6
présentent une réponse immunitaire polarisée Th1, tandis que les souris BALB/c ont
une réponse plus polarisée Th2, ce qui permet a l'infection de persister (avec des
niveaux de colonisation bactérienne plus élevés) mais ne favorise pas les Iésions
épithéliales chroniques (102) (103) (98). Thompson et al. ont montré que I'atrophie
induite post-infection (caractérisée principalement par la perte de cellules pariétales)

était plus importante chez les souris C57BL6 que chez les BALB/c (98).

L'infiltration lymphocytaire est également une caractéristique chez les souris
BALB/c aprés une infection a long terme par H. pylori (98). Ces souris ont donc été

utilisées comme modele de LGM induit par Helicobacter.

3.3.2.3. Souris et LGM

Plusieurs facteurs rendent le LGM induit par Helicobacter difficile a modéliser.
C'est une conséquence rare de l'infection a Helicobacter pylori. || se développe aprés
une interaction prolongée et complexe entre les bactéries, I'épithélium et le systéme
immunitaire de I'hote. Entre les études qui se sont intéressées a modéliser cette
pathologie chez la souris, il existe également une hétérogénéité dans les critéres
utilisés pour définir la formation de LGM. La plupart des études décrivent les Iésions
lympho-épithéliales comme un événement pathognomonique, signifiant l'initiation de
la lymphomagenése. D'autres études ont utilisé des preuves de la formation

d'agrégats lymphoides monoclonaux comme substitut au développement du LGM.

Enno et al. (104) ont rapporté que 25 % des souris BALB/c colonisées par H.
felis pendant 22 a 26 mois développaient des lésions lympho-épithéliales avancées
et 5 % avaient des lésions lympho-épithéliales précoces, associées a des lésions
histologiques évocatrices de LGM (a savoir de multiples infiltrats lymphoides

organisés en follicules). De telles lésions ont aussi été observées chez des souris
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BALB/c infectées par H. felis par Sutton et al. (105) et chez des souris BALB/c et
C57BL6 infectées par H. pylori dans I'étude de Wang et al. (106). Dans cette
derniére, ils ont montré que les LGM pouvaient étre induits par certaines souches de
H. pylori chez des souris BALB/c, mais pas par SS1 (106). Ainsi, les souris C57BL6
semblent étre un modele de LGM de haut grade (107), alors que les souris BALB/c
sont décrites comme un modéle de LGM de bas grade (98) (106). Cette dichotomie
peut refléter la prédisposition de ces deux fonds génétiques a générer des réponses

de type Th1 ou Th2 comme nous I'avons vu précédemment.

Enfin, des souris BALB/c qui ont subi une thymectomie a J3 aprés la
naissance puis infectées a 6 semaines de vie par Helicobacter ont été décrites
comme un modele alternatif avec une apparition plus précoce de lymphomagenése
gastrique et dans des proportions plus importantes post-infection (108) (109). Les
thymectomies néonatales semblent donc étre un modéle intéressant pour étudier la
physiopathologie du LGM, mais elles sont trés difficiles a mettre en pratique car c’est

une chirurgie difficile a maitriser.

4. APRIL

La cytokine APRIL (aussi connu sous le nom de Tumor Necrosis Factor ligand
Superfamily member 13 (TNFSF13)) a été identifiée en 1998 par Hahne et al. (110).
Cette cytokine appartient a la famille du TNF. Elle est étroitement lié¢e a BAFF, un
autre membre de cette famille, partageant environ 30 % d’homologie protéique (111).
APRIL n'existe pas sous une forme liée a la membrane, elle est sécrétée sous sa

forme biologiquement active et a donc une action systémique (112).

APRIL et BAFF se lient a TACI (Transmembrane Activator and CAML
Interactor) et BCMA (B-Cell Maturation Antigen) (111) (113). APRIL se lie aussi aux
HSPG (Heparanes Sulfates Proteoglycanes) et peut se lier simultanément a BCMA,
suggérant que les différentes régions de APRIL sont cruciales pour 'une ou l'autre
interaction (114) (115) (Figure 8).
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Figure 8 : Interaction entre BAFF et APRIL et leurs récepteurs.

Figure reproduite d’aprés Hirayama et al. (116).

APRIL est exprimée par les cellules immunitaires : monocytes, macrophages,
PNN, cellules dendritiques, lymphocytes T (110). Elle est également exprimée dans
les cellules a I'extérieur du systéme immunitaire, y compris les ostéoclastes (dans la
croissance cellulaire dans le myélome multiple) et les tissus tumoraux (carcinome

thyroidien, adénocarcinome du célon et aussi lymphome) (110) (117).

APRIL est impliquée dans l'induction et le maintien des réponses B et T. Elle
augmente la présentation antigénique aux lymphocytes B (118) (113). Cet effet est
médié par BCMA, dont I'expression est « up-régulée » par I'lL-4 et I'lL-6, grace a sa
capacité a activer a la fois les voies de signalisation NF-kB et JNK (c-Jun N-terminal
Kinases). Ceci induira 'augmentation de I'expression de molécules de costimulation
comme CD40 et CMH Il (Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe Il) (119).
Elle costimule la prolifération des lymphocytes B et améliore leur survie (113). Elle
régule la tolérance des lymphocytes B. Elle joue un réle dans la commutation
isotypique des classes d'immunoglobulines en favorisant les IgA. Ceci est médiée

par TACI (120) (121). APRIL stimule les lymphocytes T via une production d’IL-2 qui
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contribue a leur prolifération accrue. Cet effet est probablement également médié par
TACI (122).

Enfin, APRIL favorise la prolifération et la survie des tumeurs notamment le
LGM. En 2011, Munari et al. (123) ont suggéré que APRIL est produite par les
macrophages infiltrant le LGM et que sa libération est déclenchée par stimulation a la
fois directe de H. pylori et des lymphocytes T spécifiques de H. pylori. Ces résultats
mettent donc en évidence que APRIL peut étre impliquée dans le développement du
LGM chez les patients infectés par H. pylori. D’autre part, il a été montré que BAFF
et TACI étaient surexprimés au stade LGM, notamment par Floch et al. (124). Or
comme nous I'avons vu précédemment, il y a une certaine homologie protéique entre
les différents membres de la famille du TNF. La forme humaine de APRIL comporte

environ 80 % d’homologie protéique avec la forme murine.

Des souris transgéniques APRIL exprimant la forme humaine de la cytokine
APRIL au niveau des lymphocytes T (grace a un promoteur spécifique) ont
initialement été développées pour acquérir des connaissances expérimentales sur
son action et ainsi de s’affranchir de I'action de son homologue BAFF. Ces derniéres
ont été générées en insérant la région codant 'ADN complémentaire de APRIL
humaine dans un vecteur de ciblage contenant le promoteur distal Ick (lymphocyte-
specific protein tyrosine kinase) fusionné aux séquences introniques et de poly-
adénylation de I'hormone de croissance humaine (125). La construction résultante a
été injectée dans des embryons C57BL6 et BALB/c. Leur progéniture a été criblée
par PCR. Le laboratoire INSERM U1053 (Equipe du Pr. Philippe Lehours) a
développé ce modéle de souris transgéniques APRIL (en fonds génétiques C57BL6
et BALB/c), sous sa forme humaine, infectées par différentes espéces du genre
Helicobacter dans I'espoir de disposer d’'un modéle alternatif de LGM. Les souris de
type sauvage (Wild-Type, WT) C57BL6 et BALB/c exemptes de Helicobacter ont été
obtenues auprés de Charles River Laboratories (L'Arbresle, France). Les souris
transgéniques APRIL C57BL6 et BALB/c ont été fournies par le Dr. Michael Hahne
(Université de Montpellier, Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier,
UMRS5535) (122). A partir de ce petits nombres de souris transgéniques, des
reproductions en interne ont été lancées afin d’obtenir un nombre de souris

sauvages et transgéniques suffisants dans les fonds BALB/c et C57BL6.
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5. Objectifs

Dans le but d’étudier la physiopathologie du LGM et faute de pouvoir avoir
acces a des biopsies gastriques de patients atteints de ce lymphome, le laboratoire
ou jai réalisé ma thése a développé un modeéle de souris alternatif de LGM, plus
facile a mettre en place que le précédent basé sur la thymectomie néonatale (109).
Ce nouveau modele utilise des souris en fonds génétiques C57BL6 ou BALB/c,
sauvage ou transgéniques APRIL, infectées par des bactéries du genre Helicobacter
(H. pylori ou H. felis). Cette cytokine, membre de la famille du TNF, est exprimée
sous sa forme humaine au niveau des lymphocytes T sous la dépendance du
promoteur distal Ick. A partir du matériel d’étude de ce travail, I'objectif était de
comparer les résultats obtenus en fond génétique BALB/c et ceux obtenus en fond
C57BL6, déja publiés par Floch et al. (126). Je me suis concentré au cours de ce
travail de thése sur I'étude des réponses histologiques, et sur I'évaluation et la
caractérisation des infiltrats lymphoides par cytométrie en flux et par
immunohistochimie, afin de confronter ces 2 fonds génétiques ayant un transgéne
identique. Nous avons aussi développé une PCR quantitative (qPCR) afin de
quantifier les niveaux de colonisation gastriques par H. felis. Cela m’a donc permis
de faire un état des lieux sur ce nouveau modele animal infecté par différentes

espéces du genre Helicobacter, jamais décrit jusqu’alors.

6. Matériels et Méthodes

6.1. Souches de Helicobacter et infection

La souche B47 de H. pylori, associée au LGM humain et cagPAI négative, a
été utilisée pour sa capacité a coloniser les estomacs de souris et a induire des
lésions de LGM comme décrit précédemment notamment en modéle de souris
thymectomisées (85) (127) (109). H. felis CS1 (ATCC 49179 ; ATCC, Manassas, VA)
a été utilisée pour sa capacité a induire une inflammation sévéere et des lésions de
LGM dans des modeles murins comme nous I'avons vu précédemment dans le
paragraphe 3.3. (104) (96).

Les souches de H. pylori et H. felis ont été cultivées sur des géloses dans une

enceinte Baker Ruskinn Concept (The Baker Company, Sanford, Me) dans des
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conditions micro-aérobiques (N2: 85 % ; O2: 5 % et CO2: 10 %) a 37°C, comme

décrit précédemment (128).

Pour les inoculums d’infection, les souches de H. pylori et H. felis étaient
cultivéees en nappe sur des géloses d'agar sélectives, une gélose Pylori
commercialisée par bioMérieux (413193, bioMérieux France, Craponne) et une
gélose préparée au laboratoire a base de Wilkins Chalgreen, de vancomycine,
d’amphotéricine B, de cefsulodine, de triméthoprime et de sang humain. Pour obtenir
un inoculum bactérien suffisant, les colonies étaient reprises dans un bouillon nutritif
Brucella. Un état frais était réalisé pour la mobilité, une coloration de Gram pour le
caractére morphologique et une recherche d’oxydase, de catalase et d’'une activité
uréasique (bouillon urée-indole) pour les caractéres enzymatiques. Les souris de six
semaines ont été soumises a un jedne pour faciliter la colonisation bactérienne, puis
gavées pendant 3 jours consécutifs avec une dose de 108 H. pylori ou H. felis par
souris, comme décrit précédemment (20 souris pour chaque groupe) (129). A la fin
de I'expérience, 18 mois post-infection, aprés I'observation macroscopique, la moitié
de I'estomac de chaque souris était fixée dans du formaldéhyde et inclus en paraffine
pour 'histologie et 'immunohistochimie, une petite partie était congelée a -80°C pour
la détermination de la charge bactérienne par qPCR et le reste était utilisé pour

I'analyse par cytométrie en flux (Figures 9 et 10).
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Nombres de souris sacrifiées

r Témoin 5 9
WT (-/-) H. pylori 4 16
LH. felis 5 13
2 Tg 'Témolin g 194
H. pylori
C57BL6 [APRIL (+19) || {2l 5 10
r Témoin 2 10
WT (-/-) H. pylori 2 8
LH. felis 2 7
Hl1g r Témoin g 1%
H. pylori
BALB/c |APRIL (+/) [} f2ie 2 11
Gavage
| .
Temps % é | | | e
(semaines) 10 14 58 84

Expérien ce
Estomac
Cytométrie en Flux
Histologie
Immunohistochimie
gPCR (H. pylori, H. felis) X

Figure 9 : Design de I'étude

Tg : transgénique

Figure 10 : Répartition des différentes parties de I’estomac pour les analyses.
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6.2. Cytométrie en flux

La partie des estomacs utilisée pour I'analyse par cytométrie en flux a été
découpée en petits fragments qui ont ensuite été soumis a deux cycles d'incubation
de 20 minutes avec agitation douce a 37°C dans 10 mL de solution saline équilibrée
de Hank (sans Ca?* et sans Mg?*) (Gibco, Life Technologies, Saint-Aubin, France), 1
mmol/L de HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) (Gibco,
Life Technologies), 1 mmol/L de dithioérythritol (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France) et 10 % de sérum de veau foetal (Sigma-Aldrich). Les débris ont
été éliminés par passage a travers un filire a cellules Falcon de 70 um (BD
Biosciences, San José, CA). Aprés filtration, les cellules ont été centrifugées a 1870
g pendant 5 minutes a 4°C, le surnageant a été jeté et les cellules ont été lavées
deux fois dans 10 mL de milieu RPMI 1640 (GlutaMAX ; Gibco, Life Technologies) et
8 % de sérum de veau feetal avant marquage. Toutes les suspensions cellulaires ont
été incubées avec du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) pour évaluer la viabilité
cellulaire (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) dans un volume de 10 mL de tampon
phosphate salin, 0,5 % d’albumine de sérum bovin (Gibco, Life Technologies) et 2
mmol/L d'EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique) (Sigma-Aldrich) pendant 15
minutes a 4°C. Tous les anticorps marqués ont été achetés auprés de
PharMingen/BD Biosciences. Les lymphocytes T ont été caractérisés en utilisant le
CD45 de la cellule présentatrice d'antigéne (clone 30-F11), le CD3e avec
l'isothiocyanate de fluorescéine (Fluorescein Isothiocyanate, FITC) (clone 145-2C11),
le CD8a avec la phycoérythrine (PE) cyanine 7 (clone 53-6.7) et le CD4 de la cellule
présentatrice d'antigéne (clone RM4-5). Les lymphocytes B ont été caractérisés en
utilisant le CD21/CD35 de la cellule présentatrice d’antigene (clone 7G6), le CD5
avec le FITC (clone 53-7.3), I''|gM avec la PE cyanine 7 (clone R6-60.2) et le B220
avec la PE (clone RA3-6B2). Les cellules ont été lavées une fois et analysées sur un
cytométre en flux LSRFortessa (BD Biosciences) en utilisant le logiciel FACS Diva

version 8.0.1 (BD Biosciences).

6.3. Histologie

Des coupes histologiques de 3 pm d'épaisseur provenant de la moitié de

I'estomac de chaque souris inclus en paraffine ont été coupées au microtome et
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déposées sur des lames. Elles ont été déparaffinées et hydratées dans du toluéne,
de [l'éthanol 100 %, de l'éthanol 95 % et de l'eau courante et colorées a
I'nématoxyline (Hemalun en solution selon Mayer, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) et a l'éosine. Elles ont été déshydratées dans de I'éthanol 95 %, de
'éthanol 100 % et du toluéne et montées a I'Eukitt (O. Kindler, Orsatec GmbH,
Bobingen, Allemagne). Les coupes colorées ont été examinées a l'aveugle par un
pathologiste (P. D.) pour la présence d'infiltrats lymphoides et évaluées sur une

échelle de 0 a 3 selon les critéres suivants :

- 0 :absence d’infiltrat ;

1 :infiltrat lymphoide unique ou de petite taille ;

2 : multiples infiltrats lymphoides multifocaux ;

- 3: multiples infiltrats lymphoides multifocaux extensifs avec infiltration
profonde de la muqueuse associée a des distorsions en surface de la

muqueuse, comme décrit précédemment (93) (109).

L'inflammation, I'hyperplasie, I'atrophie des glandes oxyntiques, la métaplasie
mucineuse et la métaplasie pseudo-intestinale ont été notées en utilisant une échelle

de 0 & 4 comme décrit précédemment (129) (Annexe 1).

6.4. Immunohistochimie

Pour l'immunohistochimie, des coupes sériées de 3 pm d'épaisseur des
estomacs inclus en paraffine de souris représentatives de chaque groupe ont été
coupées. Il y avait 13 souris C57BL6 (6 WT : 1 non infectée, 3 infectées par H. pylori
et 2 par H. felis ; 7 transgéniques APRIL : 1 non infectée, 3 infectées par H. pylori et
3 par H. felis) et 12 souris BALB/c (6 WT : 1 non infectée, 2 infectées par H. pylori et
3 par H. felis ; 6 transgéniques APRIL : 1 non infectée, 2 infectées par H. pylori et 3
par H. felis). Les coupes ont été déparaffinées et hydratées dans des bains
successifs de toluéne (2 fois 5 minutes), d’éthanol 100 % (2 fois 1 minute) et
d’éthanol 95 % (1 minute). Elles ont été lavées une minute dans un bain d’eau du
robinet. Elles ont été chauffées a 100°C pendant 30 minutes puis ramenées a
température ambiante pendant 30 minutes pour le démasquage des sites

antigéniques en utilisant un tampon (Citrate pH 6 pour le marquage CD45R et CD8
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et Tris EDTA pH 9 pour le marquage CD3¢ et CD4) et rincées avec du TBS-Twin
(Tris-Buffered Saline) (2 fois 10 minutes). Les peroxydases endogénes ont été
inhibées avec 3 % de peroxyde d'hydrogene (Sigma-Aldrich) dans I'eau pendant 5
minutes et les coupes ont été rincées deux fois avec du TBS. Le blocage a été
réalisé avec 2,5 % de sérum normal de chévre (pour CD45R et CD8) ou de cheval
(pour CD3e et CD4) (ImMmPRESS Reagent kit peroxydase, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) pendant 30 minutes. Les lymphocytes B ont été identifies avec
I'anticorps monoclonal de rat anti-CD45R (1/100, clone RA3-6B2, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), les lymphocytes T avec un anticorps polyclonal de
chévre anti-CD3¢ (1/800, clone M-20, Tebubio, Le Perray-en-Yvelines, France), les
lymphocytes T CD4+ avec un anticorps monoclonal anti-CD4 (1/1000, clone
EPR19514 ab183685 ; Abcam, Paris, France) et les lymphocytes T CD8+ avec un
anticorps monoclonal anti-CD8 (1/100, clone 4SM15 ; Affymetrix eBioscience). Aprés
1 heure d'incubation a température ambiante, les coupes ont été rincées dans un
bain de TBS (2 fois 15 minutes). Les anticorps primaires ont été détectés en utilisant
la fixation d’'un anticorps secondaire (ImMmPRESS Reagent kit peroxidase, Vector
Laboratories), rincés dans un bain de TBS (2 fois 10 minutes) et révélés par
incubation avec le systéeme diaminobenzidine (DAB) liquide-substrat chromogéne
(Dako, Copenhague, Danemark) a température ambiante. Toutes les lames ont été
contre-colorées avec de I'hématoxyline, déshydratées et montées avec de I'Eukitt.
Les lames ont été scannées a l'aide d'un scanner numérique (Panoramic SCAN,
3DHISTECH Ltd., Budapest, Hongrie) équipé d'un objectif Zeiss (Plan-Apochromat
40, ouverture numérique, 0,95, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Iéna, Allemagne) et
d’'un appareil photo couleur haute résolution (VCCFC60FR19CL, 4MP, CIS
Corporation, Tokyo, Japon) disponible sur la plateforme d’histopathologie (INSERM
US 005, CNRS UMS 3427-TBM CORE). Les images ont été lues a l'aide du logiciel
Pannoramic Viewer version 1.15.4 (3DHISTECH Ltd.). Une évaluation semi-
quantitative du pourcentage de cellules marquées a été réalisée avec la version

7.12.7 du logiciel Mercator (Explora Nova, La Rochelle, France) (Figure 11).
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Figure 11 : Evaluation semi-quantitative des marquages

immunohistochimiques a I’aide du logiciel Mercator.

1. Délimitation des contours de linfiltrat lymphoide a faible grossissement ; 2. Sélection au
sein de linfiltrat des cellules positives pour le marquage immunohistochimique réalisé ; 3.
Seules les cellules incluses dans linfilirat lymphoide sont considérées pour la semi-
quantification sur la base de leurs critéres colorimétriques et densitométriques.

6.5. Détermination de la charge bactérienne par qPCR

Une PCR quantitative utilisant la technologie FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer, Transfert d'Energie par Résonance de Fluorescence) ciblant 'ADN
codant pour I'ARNr 23S de H. pylori a été réalisée. Les amorces décrites par
Oleastro et al. ont été utilisées pour amplifier le géne de I'ARNr 23S (F: 5'-
GGCAAGACGGAAAGACC-3' ; R: 5-TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCC-
3’) et celles décrites par Laur et al. pour celui de la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH) (mGapdh1-F : CTGCAGGTTCTCCACACCTATG ;
mGapdh1-R : GAATTTGCCGTGAGTGGAGTC). Chaque cible a été testée en
double sur tous les échantillons. Une courbe standard a été préparée en utilisant des
dilutions en série d'un extrait d'ADN d'une suspension bactérienne calibrée en unité
formant colonie par millilitre (UFC/mL) de la souche SS1 de H. pylori. Le
LightCycler® 480 SYBR® Green | Master Mix (Roche Diagnostics, Bale, Suisse),
compatible avec le thermocycleur LightCycler® 480 (Roche Diagnostics), a été
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utilisé. La PCR a débuté par une étape de dénaturation de 'ADN a 95°C pendant 10
minutes suivie de 45 cycles comprenant 3 étapes : une dénaturation a 95°C pendant
10 secondes, une hybridation des amorces a 60°C pendant 10 secondes puis une
élongation a 72°C pendant 15 secondes.

Une PCR quantitative utilisant la technologie de FRET ciblant TADN codant
pour flaA de H. felis a été réalisée. Les amorces décrites par Burkitt et al. ont été
utilisées pour amplifier le géne flaA (F : 5-GTTTCTGGGGCCAATGTAAG-3 ; R: 5'-
GCCTTTGGCAAAACCAATAG-3’). Chaque cible a été testée en double. Une courbe
standard a été préparée en utilisant la souche CS1 de Helicobacter felis. Le SYBR
Premix Ex Taq Mix (Tli RNaseH Plus) (Takara, Saint-Germain-en-Laye, France),
compatible avec le thermocycleur PCR CFX96 (Bio-Rad) et disponible sur la
plateforme de PCR en temps réel TBMCore (Université de Bordeaux) a été utilisé. La
PCR a commencé avec une étape de dénaturation de 'ADN a 95°C pendant 3
minutes, suivie de 40 cycles comprenant 2 étapes : une dénaturation a 95°C pendant
5 secondes puis une hybridation des amorces a 60°C pendant 30 secondes. Aprés
chaque cycle, la fluorescence a été mesurée pour quantifier 'ADN nouvellement
synthétisé. A la fin de la procédure, une courbe de fusion a été générée par une
élévation lente de la température de 65 a 95°C et la mesure continue de la
fluorescence. La génération de cette courbe de fusion a permis la vérification de la
spécificité de I'amplification caractérisée par un pic spécifique a la température de
fusion attendue pour chaque produit. Les résultats finaux ont été exprimés en ratio
bactéries/cellule épithéliale. L'ADN extrait de la lignée cellulaire épithéliale murine
m-ICcl2 a été utilisé pour exprimer les résultats sous forme de rapport
bactéries/cellule épithéliale. La limite de détection de la méthode était d'environ
0,001 bactérie/cellule épithéliale pour H. pylori et de 0,002 bactérie/cellule épithéliale

pour H. felis.
6.6. Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées avec GraphPad Prism version 5.01
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Le test de Mann-Whitney a été utilisé

comme test non paramétrique pour comparer les distributions de deux groupes non

appariés. Les différences étaient considérées significatives lorsque P<0,05.
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7. Résultats

Les résultats en fond génétique C57BL6 ont été publiés par Floch et al. (126)
dans The American Journal of Pathology (Annexe 2) et seront repris dans les

paragraphes suivants. Je suis associé a cet article.

7.1. Aspect macroscopique des estomacs des souris

L’apparence externe des estomacs des souris C57BL6 WT non infectées et
infectées était identique et normale 18 mois post-infection. L’épaisseur de I'estomac
était cependant plus importante chez les souris C57BL6 transgéniques APRIL
infectées, en particulier chez celles infectées par H. felis, par rapport a leurs
homologues non infectées (Figure 12 A). En effet, les 10 souris C57BL6
transgéniques APRIL infectées par H. felis (100,0 %) et 9 des 14 infectées par H.
pylori (64,3 %) avaient un estomac plus épais et plus rigide (Figure 12 C et B). La
muqueuse gastrique des souris C57BL6 WT infectées présentait des modifications
moins visibles (6 des 13 souris WT infectées par H. felis (46,2 %) et 2 des 16 souris
WT infectées par H. pylori (12,5 %)). Certaines souris C57BL6 transgéniques APRIL
infectées présentaient des petits nodules ronds, en particulier celles infectées par H.
felis, compatibles avec l'infiliration de la muqueuse gastrique par des infiltrats

lymphoides.

La muqueuse gastrique des souris BALB/c WT (n=10) et transgéniques APRIL
(n=12) non infectées ne présentait pas de modifications visibles (Figure 12 A’).
L’épaisseur de I'estomac était plus importante chez les souris BALB/c transgéniques
APRIL infectées par H. felis (6 sur 11 (55 %)) par rapport a leurs homologues WT (1
sur 7 (14,2 %)) (Figure 12 B’ et C’).
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A’ B’ C

Figure 12 : Apparence macroscopique de I’estomac des souris transgéniques
APRIL a 18 mois post-infection.

A : souris C57BL6 transgénique APRIL non infectée ;

B : souris C57BL6 transgénique APRIL infectée par H. pylori ;
C : souris C57BL6 transgénique APRIL infectée par H. felis ;
A’ : souris BALB/c transgénique APRIL non infectée ;

B’ : souris BALB/c transgénique APRIL infectée par H. pylori ;
C’ : souris BALB/c transgénique APRIL infectée par H. felis.

Echelle = 1 cm.
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7.2. Caractérisation par cytométrie en flux de [Iinfiltration
leucocytaire

Pour obtenir des informations quantitatives sur la fréquence relative des sous-
populations lymphocytaires et étudier des marqueurs qui ne peuvent pas étre étudiés
par immunohistochimie en raison de l'absence d'anticorps commercialisés et/ou
validés pour des échantillons de biopsies incluses dans la paraffine, I'analyse
cytométrique a été systématiquement réalisée sur les estomacs des souris C57BL6
ou BALB/c WT ou transgéniques APRIL, non infectées ou infectées a 18 mois post-

infection.

Les leucocytes viables (CD45+/DAPI-) dans la muqueuse gastrique ont été
évalués en pourcentage versus le nombre total de cellules qui ont été analysées par
le cytométre. Les souris C57BL6 WT et transgéniques APRIL non infectées n'ont pas
développé d'infiltration leucocytaire (respectivement 0,7 + 0,3 % et 0,6 £ 0,4 %)
(Figure 13). Les souris C57BL6 WT et transgéniques APRIL infectées ont développé
une infiltration leucocytaire significative par rapport a leurs groupes respectifs non
infectés (C57BL6 WT : 2,5 + 1,4 % pour celles infectées par H. pylori et 8,8 + 6,3 %
pour celles infectées par H. felis ; C57BL6 transgéniques APRIL : 19,1 £ 13,0 % pour
celles infectées par H. pylori et 28,6 £ 5,8 % pour celles infectées par H. felis). Pour
les souris C57BL6 WT et transgéniques APRIL, cette infiltration était
significativement plus élevée chez celles infectées par H. felis par rapport a celles
infectées par H. pylori. De méme, les souris C57BL6 transgéniques APRIL infectées
par H. pylori ou H. felis ont développé une infiltration leucocytaire significativement

plus élevée que leurs homologues WT respectives.

Les souris BALB/c WT et transgéniques APRIL non infectées n'ont pas
développé d'infiltration leucocytaire (respectivement 1,6 £ 1,0 % et 2,7 + 3,4 %). Les
souris BALB/c WT et transgéniques APRIL infectées ont développé une infiltration
leucocytaire significative par rapport a leurs groupes respectifs non infectés (BALB/c
WT: 6,2 + 3,4 % pour celles infectées par H. pylori et 8,7 + 7,6 % pour celles
infectées par H. felis; BALB/c transgéniques APRIL: 8,4 + 9,3 % pour celles
infectées par H. pylori et 20,1 + 18,0 % pour celles infectées par H. felis). Pour les

souris BALB/c, il n’y avait pas de différence significative entre celles infectées par H.
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felis par rapport a celles infectées par H. pylori, ni entre celles transgéniques APRIL

par rapport a leurs homologues WT respectives.

Enfin, les souris C57BL6 transgéniques APRIL infectées par H. pylori ont
développé une infiltration leucocytaire significativement plus élevée que leurs

homologues BALBI/c.

Pour les souris C57BL6 WT infectées par H. pylori ou H. felis, la majorité des
lymphocytes était des lymphocytes T (CD3+) (71,5 + 9,8 % et 68,7 £+ 16,8 %
respectivement), contrairement aux souris C57BL6 transgéniques APRIL pour
lesquelles une infiltration B prédominante (B220+) a été observée (64,6 £ 19,9 %
pour celles infectées par H. pylori et pour celles infectées par H. felis, 78,7 £ 4,8 %)
(Figure 14). Le pourcentage de lymphocytes B et T ne différait pas significativement

entre les souris infectées par H. pylori ou H. felis dans chaque groupe.

Pour les souris BALB/c WT infectées par H. pylori, environ la moitié des
lymphocytes étaient des lymphocytes T (CD3+) (54,6 £ 13,3 %). Chez les souris
BALB/c transgéniques APRIL infectées par H. pylori et celles WT infectées par H.
felis, le pourcentage de lymphocytes B et T ne différait pas significativement.
Contrairement aux souris BALB/c WT infectées par H. pylori, les transgéniques
APRIL infectées par H. felis avaient une infiltration B prédominante (B220+) (54,9 +
12,8 %). Chez les souris BALB/c transgéniques APRIL infectées par H. felis, le
pourcentage de lymphocytes B était significativement plus élevé que chez leurs

homologues infectées par H. pylori.
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Chez les souris C57BL6 WT et transgéniques APRIL infectées par H. pylori,
les lymphocytes T CD4+ prédominaient sur les lymphocytes T CD8+ (rapport
CD4+/CD8+: 2,2 + 1,2 et 2,0 £ 0,8 respectivement). De fagon surprenante, les souris
WT infectées par H. felis avaient une infiltration nette de lymphocytes T CD8+
(rapport CD4+/CD8+ : 0,6 + 0,2) en opposition a leurs homologues transgéniques
APRIL pour lesquelles un changement significatif vers les lymphocytes T CD4+ a été
observé (rapport CD4+/CD8+ : 2,8 + 1,3) (Figure 15).

Chez les souris BALB/c transgéniques APRIL infectées par H. pylori, et celles
WT et transgéniques APRIL infectées par H. felis, les lymphocytes T CD4+
prédominaient sur les lymphocytes T CD8+ (rapport CD4+/CD8+:1,9+0,9,3,5+1,2

et 3,6 £ 1,6 respectivement).
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7.3. Aspects histologiques

Les souris C57BL6 WT et transgéniques APRIL non infectées n’ont pas
développé de signes d'inflammation gastrique ou toutes autres altérations

pathologiques 18 mois post-infection (Figures 16, 17 et 18).

Les estomacs de souris C57BL6 WT infectées par H. pylori ou H. felis avaient
une infiltration modérée de leucocytes et quelques infiltrats lymphoides dispersés
(Figures 16 et 17). Ces aspects histologiques étaient compatibles avec un stade de
gastrite. Les souris C57BL6 transgéniques APRIL infectées par H. pylori ou H. felis
avaient significativement plus d'inflammation et d'infiltrats lymphoides que leurs
homologues WT respectives. Les souris C57BL6 transgéniques APRIL infectées par
H. felis avaient significativement plus d'inflammation et d'infiltrats lymphoides que
celles infectées par H. pylori. Des infiltrats lymphoides multifocaux extensifs avec
infiltration profonde de la muqueuse associée a des distorsions en surface de la
muqueuse ont été observées chez des souris C57BL6 transgéniques APRIL

infectées par H. pylori ou H. felis.

Les souris C57BL6 WT infectées par H. pylori n'avaient pas de troubles
épithéliaux significatifs (Figure 18). Cependant, il y avait un effet clair, pour les souris
infectées par H. pylori, du fond transgénique APRIL sur l'apparition d’atrophie des
glandes oxyntiques associée a I'hyperplasie, la métaplasie mucineuse, la métaplasie
pseudo-intestinale et la dysplasie, bien que moins spectaculaire que chez les souris
infectées par H. felis. En effet, chez des souris C57BL6 WT et transgéniques APRIL,
H. felis induisait une atrophie significative des glandes oxyntiques associée a une
hyperplasie, une métaplasie mucineuse, une métaplasie pseudo-intestinale et une
dysplasie, un ensemble d'altérations compatibles avec la gastrite chronique et un

stade prénéoplasique.

Les témoins BALB/c WT et transgéniques APRIL non infectés n'ont pas
développé de signes d'inflammation gastrique ou d'autres altérations pathologiques

18 mois post-infection.

Chez des souris BALB/c WT infectées par H. pylori ou H. felis, une infiltration

modérée de leucocytes a été observée, principalement composée de PNN (Figure
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16). De rares petits infiltrats lymphoides ont parfois été trouvés, principalement chez
celles infectées par H. felis (Figure 17). En effet, les souris BALB/c WT infectées par
H. felis avaient significativement plus d'inflammation et d'infiltrats lymphoides que
celles infectées par H. pylori. Les souris BALB/c transgéniques APRIL infectées par
H. felis avaient significativement plus d’infiltrats lymphoides que leurs homologues
infectées par H. pylori. Le fond transgénique APRIL n’a pas eu un effet significatif sur

l'inflammation et l'infiltration lymphoide chez les souris BALB/c.

Aucune lésion épithéliale significative n'a été observée chez les souris BALB/c
(Figure 18).

En conclusion, les souris C57BL6 transgéniques APRIL infectées par H. pylori
ou H. felis avaient significativement plus d'inflammation et d'infiltrats lymphoides que
leurs homologues BALB/c respectives. Les Iésions épithéliales étaient
significativement plus élevées chez les souris C57BL6 transgéniques APRIL
infectées par H. pylori ou H. felis et chez les souris C57BL6 WT infectées par H. felis
par rapport a leurs homologues BALB/c respectives. H. felis est apparu plus agressif

et plus pro-inflammatoire sur la muqueuse gastrique.
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7.4. Immunohistochimie

Nous avons sélectionné comme exemples les plus beaux marquages
immunohistochimiques obtenus sur les souris des différentes catégories et ce que

nous estimons étre les plus représentatifs de chacun de leurs groupes respectifs.

Les coupes des estomacs des souris C57BL6 et BALB/c WT et transgéniques
APRIL non infectées ne présentaient pas d'’infiltrats lymphoides comme nous 'avons

vu précédemment (Annexes 3, 4, 9 et 10).

Les coupes de biopsies gastriques des souris C57BL6 WT infectées par H.
pylori n’avaient pas d’infiltrats lymphoides significatifs au niveau des coupes
d’estomacs sélectionnées pour 'immunohistochimie méme si nous avions choisi
celles qui étaient censées avoir au minimum un infiltrat lymphoide analysable
(Annexe 5). En effet, 'une des difficultés de I'immunohistochimie est d’avoir des
coupes sériées qui contiennent un infiltrat, celles-ci n’étant le reflet que d’'un endroit

précis du tissu étudié.

De plus, pour les autres souris, la semi-quantification des marquages des
infiltrats lymphoides par Mercator ne permettait pas toujours une analyse statistique
interprétable (données non montrées). En effet, la reproductibilité inter-souris n’était
pas toujours bonne malgré [l'utilisation de coupes que nous pensions seériées.
L’aspect des infiltrats lymphoides pouvaient en effet varier de maniére significative
d’'une coupe a lautre (données non montrées). De plus, certains marqueurs
(notamment le CD3) entrainaient un bruit de fond (marquage artéfactuel sur la
muqueuse gastrique) trop important pour une analyse fine de la répartition des sous-
populations lymphocytaires (Annexe 12). Enfin, malgré notre sélection des cas les
plus représentatifs, le nombre d’infiltrats était parfois trop faible pour utiliser les tests
statistiques. Nous avons donc décidé, afin de ne pas complexifier la présentation de
nos résultats, de ne pas les exploiter statistiquement contrairement a notre objectif
de départ et de se limiter a une description des populations lymphocytaires

majoritaires.

Sur les coupes des estomacs des souris C57BL6 transgéniques APRIL
infectées par H. pylori, on retrouve une infiltration majoritairement composée de

lymphocytes B (CD45R) par rapport aux T (CD3) et pour ces derniers, visuellement
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plus de T CD4 que de T CD8 (Annexe 6). Sur les coupes de biopsies gastriques des
souris C57BL6 WT infectées par H. felis, on observe, sur les photos présentées en
annexe 7, un infiltrat lymphoide fait a la fois de lymphocytes B (majoritairement sur la
droite de linfiltrat) et de lymphocytes T (majoritairement sur la gauche de l'infiltrat),
ces derniers étant composés de T CD4 et de T CD8 (Annexe 7). Les souris C57BL6
transgéniques APRIL infectées par H. felis sont, comme attendu, largement infiltrées

par des lymphocytes B et par quelques lymphocytes T CD4 (Annexe 8).

En fond BALB/c, chez les souris WT infectées par H. pylori, on observe sur les
coupes de leurs estomacs, une infiltration lymphocytaire composée de lymphocytes
T et B (Annexes 11 et 12). Les T CD4 sont visuellement majoritaires par rapport aux
T CD8. Sur les coupes de biopsies gastriques des souris transgéniques APRIL
infectées par H. pylori présentées en annexe 13, on retrouve une infiltration
lymphocytaire faite de lymphocytes T au centre et B en périphérie de Tlinfiltrat
(Annexe 13). On retrouve chez les souris WT infectées par H. felis un infiltrat qui
visuellement semble avoir autant de lymphocytes B que de T, ces derniers étant
majoritairement des T CD4 (Annexe 14). Sur une coupe d’estomac d’'une autre souris
appartenant a la méme catégorie, on retrouve le méme type d’infiltrat que chez les
souris transgéniques APRIL infectées par H. pylori, composé de lymphocytes T au
centre, visiblement plus T CD4, et B tout autour (Annexe 15). Enfin, chez les souris
transgéniques APRIL infectées par H. felis, on retrouve une infiltration faite de
quelques T CD4 au centre au sein d'un infiltrat majoritairement composé de

lymphocytes B (Annexes 16 et 17).

7.5. Estimation de la charge bactérienne

La comparaison de la charge bactérienne estimée sous la forme de ratios
bactérie/cellule épithéliale entre les souris C57BL6 et BALB/c WT et transgéniques
APRIL infectées par H. pylori ou H. felis a 18 mois post-infection est montrée sur la
figure 19 (Figure 19). Chez les souris C57BL6 WT infectées par H. pylori, le rapport
bactérie/cellule épithéliale était plus de 100 fois plus faible (avec 11 des 16 souris
négatives) que chez les transgéniques APRIL (rapport bactérie/cellule épithéliale
moyen égal a 0,08635 (n=14, avec H. pylori détecté dans toutes)) (P<0,001). Chez
les souris C57BL6 WT infectées avec H. felis, le rapport bactérie/cellule épithéliale

était 1000 fois plus faible (avec 7 des 13 souris négatives) que chez les
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transgéniques APRIL (rapport bactérie/cellule épithéliale moyen égal a 0,40870,

avec H. felis détecté chez toutes les souris (n=10)) (P<0,001).

La comparaison du ratio bactérie/cellule épithéliale entre les groupes de souris
BALB/c WT et transgéniques APRIL infectées par H. pylori a montré que chez les
souris WT, le nombre de bactéries par cellule épithéliale n’était pas significativement
différent (bactérie moyenne/cellule épithéliale = 0,016375) que chez les souris
transgéniques APRIL (bactérie moyenne/cellule épithéliale = 0,183307). Chez les
souris transgéniques APRIL infectées par H. felis, le rapport bactérie/cellule
épithéliale était significativement plus faible (avec 1 des 11 souris négatives) que
chez les WT (rapport bactérie/cellule épithéliale moyen égal a 0,61621 (n=7, avec H.
felis détecté dans toutes)) (P<0,05).

18 mois post-infection, il n'y avait pas de différence significative entre la
charge bactérienne chez les souris C57BL6 transgéniques APRIL infectées par H.
pylori et H. felis et leurs homologues BALB/c respectives. A l'inverse, les souris
C57BL6 WT étaient significativement moins infectées par H. pylori et H. felis que les
BALB/c WT (P<0,001).
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8. Discussion

Le LGM est une conséquence rare de l'infection a H. pylori et il est maintenant
difficile de pouvoir avoir acceés a des biopsies gastriques. Afin de mieux comprendre
les mécanismes physiopathologiques de la lymphomagenése gastrique, I'équipe du
Pr. Lehours a donc mis en place un modéle de LGM chez des souris C57BL6 et
BALB/c sauvages ou transgéniques pour la cytokine APRIL sous sa forme humaine
et infectées par H. pylori ou H. felis. L’utilisation de souris sauvages et transgéniques
dans deux fonds génétiques différents a permis de déterminer l'influence de I'héte et

de APRIL dans la lymphomagenése gastrique.

L’étude histologique des coupes d’estomacs a montré que les souris BALB/c
avaient quelques infiltrats lymphoides dispersés sans Iésion prénéoplasique
significative, compatibles avec un stade de gastrite sans progression vers le LGM.
Au contraire, les souris C57BL6, en particulier celles transgéniques APRIL,
présentaient 18 mois post-infection une infiltration lymphoide significative avec des
infiltrats lymphoides multifocaux extensifs. De plus, ces derniéres avaient des lésions
prénéoplasiques comparables a celles observées dans le LGM chez I'Homme,
justifiant l'utilisation de ces souris comme modele de LGM induit par Helicobacter.
Cependant, il est nécessaire de préciser que les souris des deux fonds génétiques
n'ont pas été gavées en méme temps pouvant entrainer un biais. Néanmoins, cette
différence de résultats histologiques entre les deux fonds génétiques BALB/c et
C57BL6 avait déja été observée chez des souris sauvages par Sakagami et al. (96)
et Thompson et al. (98). Des Iésions prénéoplasiques avaient aussi été décrites en
fond C57BL6 par Fox et al. (100) et Cai et al. (101) et leurs absences en fond
BALB/c (102). Les différences de résultats obtenus en fonds BALB/c et C57BL6
peuvent s’expliquer par la prédisposition immunogénétique de ces deux fonds a
générer des réponses de type Th1 pour les souris C57BL6 avec un niveau
relativement élevé de lésions des cellules épithéliales gastriques ou Th2 pour les
BALB/c qui ne favorise pas de Iésions chroniques (98) (103).

A l'inverse de nos résultats, certains auteurs rapportaient le développement de

LGM en fond BALB/c ce que nous ne retrouvons pas dans notre étude (104) (105)
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(106). Il faut néanmoins rappeler qu'’il existe une hétérogénéité dans les critéres
utilisés pour définir la formation de LGM. De plus, certaines études allaient au-dela
de 18 mois post-infection (26 mois par exemple pour Enno et al.). Enfin, les souches

de Helicobacter étaient différentes.

H. felis induisait dans la majorité des souris plus d’inflammation, d’infiltration
lymphoide et de lésions prénéoplasiques que H. pylori. Cela avait déja été décrit par
Sakagami et al. (96) et Mueller et al. (93).

La cytométrie en flux nous a permis de caractériser les infiltrats
phénotypiquement. Concernant les sous-populations lymphocytaires, en fond
BALB/c, la réponse T majoritaire chez les souris WT infectées par H. pylori avait
tendance a s’équilibrer vers une réponse B chez les souris transgéniques APRIL. A
l'inverse, I'équilibre entre les sous-populations T et B chez les souris WT infectées
par H. felis disparaissait au profit des lymphocytes B chez les souris transgéniques
APRIL. Cette influence de APRIL sur les lymphocytes B avaient déja été observée en
fond C57BL6 par Floch et al. (126). Les lymphocytes T étaient significativement
majoritaires par rapport aux lymphocytes B chez les souris C57BL6 WT infectées par
H. pylori ou H. felis alors que les lymphocytes B étaient majoritaires chez celles
transgéniques APRIL. Cela peut s’expliquer par I'action de APRIL qui est impliquée
dans linduction et le maintien des réponses B avec comme conséquence leur
prolifération et leur survie comme décrit dans la littérature (113). Nos données
soutiennent donc cet effet de APRIL. Ce modéle de souris transgéniques APRIL
infectées par différentes espéces du genre Helicobacter ayant été développé par
notre seul laboratoire, il N’est pas possible de comparer nos résultats avec d’autres

études.

L'effet de APRIL est beaucoup plus net en fond C57BL6 que dans le fond
BALB/c comme nous I'avons observé par cytométrie en flux sur la nature de la sous-
population lymphocytaire majoritaire au sein des infiltrats, mais aussi, comme nous
'avons vu précédemment, sur l'inflammation et linfiltration lymphoide en histologie.

Une de nos hypothéses est que le transgéne ne s’exprime pas au méme niveau en
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fond C57BL6 et en fond BALB/c. |l serait intéressant de doser les niveaux de APRIL
dans les sérums des souris non infectées BALB/c et C57BL6 ou d’évaluer par
gRT-PCR les niveaux de dérégulation de APRIL. Ceci va étre réalisé prochainement
au sein du laboratoire. La différence d’effet de APRIL pourrait étre liée également a
la réponse de I'héte, a la balance inflammatoire en fonction des deux fonds

génétiques.

Nous avions espéré que I'immunohistochimie serait un moyen plus facile a
mettre en ceuvre que la cytométrie en flux sur les estomacs de souris pour évaluer
l'importance des infiltrations B et T au sein des infiltrats lymphoides. Aprés une mise
au point parfois délicate pour certains marqueurs, le nombre d’infiltrats étudiés était
souvent insuffisant pour pouvoir interpréter les résultats. En effet, les coupes ne sont
le reflet que d’'un endroit précis du tissu étudié et il est donc parfois difficile de
comparer les résultats obtenus entre les marqueurs puisque Tlinfiltrat n’est
potentiellement plus présent ou d’une forme différente entre deux coupes sériées.
Nous nous sommes donc concentrés a étudier les sous-populations lymphocytaires
majoritaires visuellement et nos résultats confirment ceux obtenus en cytométrie en
flux avec une réponse B prédominante chez les souris transgéniques APRIL en fond
C57BL6. En fond BALB/c, on observait souvent au sein du méme infiltrat, a la fois
une partie majoritairement composée de lymphocytes T et une partie composeée
majoritairement de lymphocytes B sans réelle possibilité de prédire [linfiltrat

majoritaire.

Nous avons aussi étudié les niveaux de colonisation bactérienne dans les
différents modéles a 18 mois post-infection. Il est important de noter que les souris
BALB/c ou les souris C57BL6, qu’elles soient WT ou transgéniques APRIL, ont été
gavées le méme jour avec la méme suspension bactérienne. L’inoculum était plus
élevé chez les souris C57BL6 transgéniques APRIL que chez les souris WT, qu’elles
soient infectées par H. pylori ou H. felis. Ces résultats nous ont beaucoup étonnés
car ils étaient contraires a ceux que le laboratoire avait précédemment observés
dans le modéle de souris thymectomisées ou linoculum évoluait de maniere

inversement proportionnelle aux scores inflammatoires histologiques (130). Afin

77



d’étudier la cinétique de la maladie et la corrélation entre les niveaux de colonisation
bactérienne et les scores inflammatoire histologiques, nous avons réalisé des qPCR
sur des estomacs de souris euthanasiées plus précocement, a 12 mois, stade auquel
les scores histologiques d’inflammation étaient plus faibles (Figure 20). De nouveau,
'inoculum bactérien était plus élevé chez les souris C57BL6 transgéniques APRIL
que chez les souris WT, qu’elles soient infectées par H. pylori ou H. felis. On observe
aussi une disparition quasi totale de lI'inoculum bactérien chez les souris WT entre 12
et 18 mois post-infection. Chez les souris C57BL6 transgéniques APRIL, le ratio
bactérie/cellule épithéliale augmente significativement entre 12 et 18 mois post-
infection (ratio bactérie/cellule épithéliale chez les souris infectées par H. pylori:
0,00258 a 12 mois et 0,08635 a 18 mois post-infection ; ratio bactérie/cellule
épithéliale chez les souris infectées par H. felis: 0,12111 a 12 mois et 0,40870 a 18
mois post-infection) (P<0,01). Nos différences de résultats en modeéle transgénique
APRIL peuvent s’expliquer par le potentiel réle de APRIL. En effet, APRIL favoriserait
une réponse B régulatrice, ce qui permettrait donc a l'infection de persister. Une
étude de Hua et al. (131) a montré que APRIL favorise la production d’IL-10 par des
lymphocytes B dits B régulateurs. Cette cytokine a été décrite pour inhiber I'activation
de la réponse Th1, favoriser les lymphocytes T régulateurs mais aussi diminuer la
sécrétion de TNF-a et de IFN-y, cytokines pro-inflammatoires, par les lymphocytes T
(132) (133) (134).

D’autre part, a 18 mois post-infection, pour H. pylori uniquement, les souris
BALB/c WT étaient plus infectées que leurs homologues C57BL6 (Figure 20). Cela
avait déja été décrit par Lee et al. (92) et peut s’expliquer par la réponse
inflammatoire qui, comme nous I'avons vu précédemment, est moins intense chez
les souris BALB/c que chez les C57BL6 (scores histologiques). La conséquence
serait ainsi des niveaux de colonisation bactérienne plus élevés chez les souris
BALB/c. Enfin, nous n'avons pas d’hypothése a I'heure actuelle pour expliquer le
niveau de colonisation plus faible des souris BALB/c transgéniques APRIL infectées

par H. felis par rapport aux WT.

Le Pr. Lehours s’est intéressé au microbiote gastrique et intestinal de ces
mémes souris C57BL6. Sur les données qu’il a obtenues, on retrouve exactement
ces mémes tendances avec un inoculum bactérien plus faible chez les souris

C57BL6 WT par rapport a celles transgéniques APRIL, ce qui conforte nos résultats
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de qPCR. Ses résultats sont présentés dans la figure 21 (Figure 21). Elle représente
'abondance relative en Helicobacter au sein du microbiote gastrique (16S
Helicobacter/16S totaux) de souris C57BL6 WT et transgéniques APRIL
euthanasiées a 2 mois, 12 mois et 18 mois post-infection. A 2 mois post-infection,
chez les souris WT et transgéniques APRIL infectées par H. felis, les niveaux de
colonisation bactérienne sont les mémes. A 12 mois post-infection, le niveau de
colonisation bactérienne chez les souris WT infectées par H. felis diminue de
maniére drastique. On n’observe pas de différence entre 12 et 18 mois post-infection,
cependant, les niveaux de colonisation bactérienne se maintiennent a des niveaux
relativement bas. A 2 mois post-infection, pour les souris WT, H. pylori colonise
'estomac 10 fois moins que H. felis, et diminue a 12 mois post-infection avant d’étre
quasiment éliminé a 18 mois post-infection. A 2 mois post-infection, comme chez les
souris WT, on retrouve chez les souris transgéniques APRIL, 10 fois moins de H.
pylori que de H. felis. Chez ces derniéres, on observe une augmentation significative
de linoculum bactérien au cours du temps. Chez les souris transgéniques APRIL
infectées par H. pylori, il n’'y a pas de différence significative entre les niveaux de

colonisation a 2, 12 et 18 mois post-infection.
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Figure 21 : Abondance relative de Helicobacter dans les souris C57BL6 WT
(fond blanc) et transgéniques APRIL (fond gris) au sein du microbiote

gastrique a 2, 12 et 18 mois post-infection.

Hf = Helicobacter felis ; Hp = Helicobacter pylori ; *P<0,05 ; **P<0,01 et ***P<0,001
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Grace a notre étude histologique des coupes d’estomacs, nous avons observé
qu’environ 50 % des souris C57BL6 transgéniques APRIL infectées par H. pylori
avaient développé des Iésions compatibles avec un LGM. La souche utilisée est la
souche B47 de H. pylori. Or cette souche est cagPAl négative ce qui conforte les
données sur I'absence d’association entre ce facteur de virulence et le LGM (40).
D’autres facteurs de virulence pourraient étre étudiés en utilisant ce nouveau modéle
de souris transgéniques APRIL et différentes souches de Helicobacter knock-out

pour d’autres facteurs de virulence bactériens.

Enfin, il sera absolument primordial d’évaluer a l'avenir les niveaux de
production de APRIL dans ce modéle de souris transgéniques infectées par
différentes espéces du genre Helicobacter et de mieux caractériser les réponses
inflammatoires gastriques et systémiques en étudiant les cytokines surexprimées
pour aider a la compréhension de la réponse immunitaire engendrée par cette
cytokine et dans le contexte de l'infection par Helicobacter. Un travail est en cours au

sein du laboratoire ou j'ai réalisé ma thése.
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10. Annexes

Aspect normal de la muqueuse

gastrique

Dysplasie : architecture
glandulaire altérée par un
envahissement de la

muqueuse gastrique

Atrophie :  raréfaction des
glandes gastriques avec perte
des cellules pariétales

Hyperplasie : multiplication des
cellules normales de I'estomac

avec augmentation de
'épaisseur de la muqueuse
gastrique

Métaplasie intestinale :

remplacement des cellules de
la muqueuse gastrique par des
cellules ayant un phénotype de
type intestinal

Annexe 1 : Aspects des différentes Iésions prénéoplasiques retrouvées.

Annexe 2 (pages suivantes) : Article publié dans The Amercian Journal of Pathology
par Floch et al. en Juillet 2017 sur les résultats obtenus en fond génétique C57BL6.
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Petite courbure

Grande courbure

Annexe 3 : Coupes histologiques colorées a I'nématoxyline et a I'éosine de I'estomac
d’une souris C57BL6 WT non infectée.
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Grande courbure

Petite courbure

Annexe 4 : Coupes histologiques colorées a I'hématoxyline et a I'éosine de I'estomac
d’'une souris C57BL6 transgénique APRIL non infectée.
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Petite courbure

Grande courbure

Annexe 5 : Coupes histologiques colorées a I'hématoxyline et a I'éosine de I'estomac
d’une souris C57BL6 WT infectées par Helicobacter pylori.
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Annexe 6: Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris C57BL6 transgénique
APRIL infectée par Helicobacter pylori. CD45R: marquage des lymphocytes
B (B220+) ; CD3 : marquage des lymphocytes T ; CD4 : marquage des lymphocytes
T CD4+ ; CD8 : marquage des lymphocytes T CD8+.
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Annexe 7 : Coupes histologiques colorées a I'hématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’une souris C57BL6 WT infectée
par Helicobacter felis. Marquages décrits en annexe 6.
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Annexe 8: Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris C57BL6 transgénique
APRIL par Helicobacter felis. Marquages décrits en annexe 6.
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Grande courbure

Annexe 9 : Coupes histologiques colorées a 'hématoxyline et a I'éosine de I'estomac
d’'une souris BALB/c WT non infectée.

114



Petite courbure

Grande courbure

Annexe 10 : Coupes histologiques colorées a I'hématoxyline et a I'éosine de
I'estomac d’une souris BALB/c transgénique APRIL non infectée.
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Annexe 11 : Coupes histologiques colorées a I'nématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris BALB/c WT infectée
par Helicobacter pylori. Marquages décrits en annexe 6.
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Annexe 12 : Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris BALB/c WT infectée
par Helicobacter pylori. Marquages décrits en annexe 6.
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Annexe 13 : Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’une souris BALB/c transgénique
APRIL infectée par Helicobacter pylori. Marquages décrits en annexe 6.
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Annexe 14 : Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris BALB/c WT infectée
par Helicobacter felis. Marquages décrits en annexe 6.
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Annexe 15 : Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris BALB/c WT infectée
par Helicobacter felis. Marquages décrits en annexe 6.
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Annexe 16 : Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris BALB/c transgénique
APRIL infectée par Helicobacter felis. Marquages décrits en annexe 6.
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Annexe 17 : Coupes histologiques colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine (HE) et
marquages immunohistochimiques de I'estomac d’'une souris BALB/c transgénique
APRIL infectée par Helicobacter felis. Marquages décrits en annexe 6.
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ABSTRACT

Gastric lymphomagenesis and Helicobacter infection: comparison of two

genetic backgrounds of a mice model expressing the cytokine APRIL

H. pylori infection rarely causes gastric MALT lymphomas (LGM). The INSERM
U1053 team has developed a transgenic mice model in C57BL6 and BALB/c genetic
backgrounds expressing the human form of the cytokine APRIL infected by different
species of the genus Helicobacter in order to study the pathophysiology of gastric
lymphomagenesis. This cytokine of the TNF family is involved in the induction and
maintenance of B-cells responses. C57BL6 APRIL mice exhibited histologically, 18
months post-infection with Helicobacter, multifocal lymphoid infiltrates associated
with preneoplastic lesions. On histological and cytometric arguments, only infected
C57BL6 APRIL mice appeared to develop GML. The results obtained in the BALB/c
background were less convincing. The study of bacterial load by gPCR at 12 and 18
months post-infection showed that APRIL would promote the persistence of the
infection in vivo. The results obtained allowed us to compare the C57BL6 and
BALB/c genetic backgrounds, to demonstrate the influence of APRIL in vivo and

finally to make an assessment of this new model.

KEY WORDS : Helicobacter ; GML ; APRIL ; MALT lymphoma ; animal model
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RESUME

Lymphomagenése gastrique et infection a Helicobacter : comparaison de deux

fonds génétiques en modeéle de souris exprimant la cytokine APRIL

L’infection a H. pylori entraine dans de rares cas des lymphomes gastriques de type
MALT (LGM). L’équipe INSERM U1053 a développé un modele de souris
transgéniques en fonds génétiques C57BL6 et BALB/c exprimant la forme humaine
de la cytokine APRIL, infectées par différentes espéces du genre Helicobacter afin
d’étudier la physiopathologie de la lymphomagenése gastrique. Cette cytokine de la
famille du TNF est impliquée dans linduction et le maintien des réponses
lymphocytaires B. Les souris C57BL6 APRIL présentaient histologiquement, 18 mois
post-infection par Helicobacter, des infiltrats lymphoides multifocaux associés a des
Iésions prénéoplasiques. Sur des arguments histologiques et cytométriques, seules
les souris C57BL6 APRIL infectées semblaient développer des LGM. Les résultats
obtenus dans le fond BALB/c étaient beaucoup moins convaincants. L’étude des
niveaux de colonisation bactérienne par qPCR a 12 et 18 mois post-infection a
montré que APRIL favoriserait la persistance in vivo de linfection. Les résultats
obtenus nous ont permis de confronter les fonds génétiques C57BL6 et BALB/c, de
démontrer I'influence de APRIL in vivo et in fine de faire un état des lieux sur ce

nouveau modeéle.
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