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Abréviations 

BMDC :  Bone Marrow-Derived Cells, cellules originaires de la moelle osseuse 

CIRC : Centre International de Recherche sur le Cancer 

CSC :  Cancer Stem Cells, cellules souches cancéreuses 

DsRED : Discosoma Red, protéine fluorescente rouge 

eGFP / GFP :  Enhanced / Green Fluorescent Protein, protéine fluorescente verte 

ESA : Epithelial Specific Antigen, antigène épithélial 

H. pylori :  Helicobacter pylori 

HSC :  Hematopoietic Stem Cell, cellule souche hématopoïétique 

IL :  Interleukine (voir annexe pour la nomenclature officielle) 

ISCT :  International Society for Cellular Therapy, société internationale de thérapie 

cellulaire 

LMA :  Leucémie Myéloïde Aiguë 

LPS : Lipopolysaccharide 

MAPC :  Multipotent Adult Progenitor Cells, cellules progénitrices adultes multipotentes 

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

MIAMI Cell :  Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible Cell, cellules multipotentes 

inductibles issues de la moelle osseuse 

MMP : Métalloprotéases matricielles 

MOI : Multiplicité d’infection 

MSC :  Multipotent mesenchymal Stromal Cells ou Mesenchymal Stem Cells, cellules 

souches mésenchymateuses 

NK :  Cellules Natural Killer 

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

pathogènes 

qRT-PCR : quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, réaction de 

polymérisation en chaine après transcription inverse quantitative 

TGI : Tractus gastrointestinal 

TLR : Toll Like Receptor, récepteurs de type Toll 

TSS4 : Système de sécrétion de type IV 

 

Pour plus de commodités, les cytokines seront dénommées selon leur appellation officielle, et leurs 

alias et récepteurs seront donnés en annexe (Annexe 1). 
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Vingt-cinq ans se sont écoulés depuis que deux chercheurs australiens réussirent, pour 

la première fois, à cultiver Helicobacter pylori (Marshall and Warren, 1984). Cette bactérie 

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

de cette infection dans diverses pathologies gastriques a récemment valu à ces deux médecins 

d’être lauréats du Prix Nobel de Médecine 2005, le second pour la découverte d’une bactérie 

après celui de R. Koch en 1905 pour Mycobacterium tuberculosis.  

L’infection par H. pylori concerne approximativement 50% de la population mondiale 

et environ 25% de la population française adulte. Environ vingt pour cent des sujets infectés 

développent des maladies gastroduodénales telles la gastrite, l’ulcère, l’adénocarcinome 

gastrique ou le lymphome gastrique du MALT (Tissu Lymphoïde Associé aux Muqueuses). 

H. pylori est, à ce titre, la seule bactérie ayant été reconnue comme carcinogène de type I par 

le Centre International de la Recherche sur le Cancer (IARC, 1994). La découverte de cette 

bactérie a révolutionné le domaine de la gastro-entérologie. En effet, malgré les réticences 

initiales, le traitement de l’ulcère passe aujourd’hui par un traitement antibiotique 

d’éradication de H. pylori. L’effet bénéfique de cette éradication est encore plus flagrant pour 

les patients développant un lymphome gastrique du MALT puisqu’il est possible de faire 

régresser durablement ce cancer particulier après un traitement antibiotique spécifique 

(Wotherspoon et al., 1993). 

Les cancers de l’estomac sont actuellement la seconde cause de mortalité par cancer 

dans le monde et environ 8000 personnes décèdent chaque année de ces pathologies en 

France (Bretagne, 2003). La détermination des mécanismes physiopathologiques 

responsables de l’initiation et du développement tumoral représente donc un espoir pour la 

politique de santé publique. 

L’identification récente de la nature des cellules à l’origine de la transformation 

cancéreuse en réponse à l’infection chronique à Helicobacter apporte ainsi de nouvelles 

perspectives de recherche. Dans un modèle murin infecté par un pathogène animal proche de 

H. pylori, Helicobacter felis, il a été montré que les cellules cancéreuses de la muqueuse 

gastrique avaient pour origine les cellules souches mésenchymateuses (MSC) de la moelle 

osseuse (Houghton et al., 2004). Dans ce modèle, les auteurs ont démontré qu’après la phase 

d’atrophie de la muqueuse gastrique consécutive à l’infection, les cellules de la moelle 

osseuse étaient recrutées et reconstituaient progressivement l’épithélium lésé. D’après ces 

résultats, la dysplasie puis l’adénocarcinome gastrique se développeraient à partir de ces 

glandes reconstituées par des cellules médullaires.  
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Des modèles in vivo d’initiation et de développement tumoral consécutifs à l’infection 

par Helicobacter sont disponibles. Cependant, la complexité des processus intervenant 

in vivo, impliquant la susceptibilité génétique de l’hôte et les facteurs environnementaux, est 

incompatible avec la mise en place de protocoles simples permettant la recherche des 

mécanismes moléculaires, cellulaires et bactériens impliqués. Il apparaît donc nécessaire de 

développer des modèles in vitro afin de s’affranchir de ces variables.  

 

Le but de ce travail est de mettre au point des modèles d’étude permettant l’analyse 

séquentielle, par une approche in vitro, des différentes étapes aboutissant au développement 

de l’adénocarcinome gastrique dû à l’infection par H. pylori. 

Dans un premier temps, il a été nécessaire d’obtenir le matériel biologique permettant le 

développement de ces modèles. Pour cela, nous avons purifié des MSC humaines ou issues de 

souris. Ces cellules ne possédant pas de marqueurs spécifiques, leur caractérisation a répondu 

aux différents critères proposés par l’International Society for Cellular Therapy (Dominici 

et al., 2006). Ces cellules ont ensuite été marquées afin de pouvoir les identifier et étudier leur 

évolution en culture in vitro ou injectées in vivo chez la souris. 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la capacité des cellules épithéliales infectées par 

H. pylori à sécréter des facteurs susceptibles de recruter les MSC. Pour cela, la migration des 

MSC en réponse à différents stimuli a été étudiée en développant un système de chambre de 

migration. Les facteurs responsables du chimiotactisme ont ensuite pu être recherchés par 

qRT-PCR. La mise au point de ce système d’étude a permis de disposer d’un modèle 

permettant de mieux comprendre le mécanisme de migration des MSC et de mieux 

appréhender leur recrutement dans la muqueuse gastrique infectée. 

Après avoir fourni des arguments permettant d’expliquer le recrutement des MSC au 

niveau de la muqueuse infectée, nous avons développé des modèles d’étude des capacités de 

différenciation épithéliale de ces cellules. Nous avons ainsi montré que les MSC étaient 

capables d’acquérir des marqueurs épithéliaux après fusion avec des cellules épithéliales 

gastriques. Notre étude a permis de mieux comprendre les mécanismes de différenciation 

épithéliale et d’apporter une première hypothèse sur l’instabilité génétique des cellules 

différenciées par fusion cellulaire. 

Enfin, la dernière partie des travaux concerne l’étude, sur nos différents modèles, des 

effets de l’infection par H. pylori afin de mieux comprendre les mécanismes à la fois 

cellulaires et bactériens mis en jeu. Nous espérons que cette dernière partie permette la 
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formulation d’hypothèses expliquant le rôle de H. pylori dans la perturbation de la 

différenciation des MSC et dans l’initiation tumorale. 

 

Ce manuscrit est composé d’une première partie bibliographique divisée en 6 chapitres 

apportant les éléments nécessaires à la compréhension du rôle de H. pylori dans le 

développement tumoral, de l’importance des cellules médullaires dans l’adénocarcinome 

gastrique et enfin des notions fondamentales sur la caractérisation des MSC et leur 

implication dans la cancérogenèse. Le second chapitre récapitule les différentes techniques 

mises en place pour le développement des modèles d’étude présentés. Les résultats de ce 

travail sont présentés dans le troisième chapitre. Le quatrième chapitre correspond à une 

vision globale du rôle des MSC dans l’adénocarcinome gastrique et permet une discussion 

des résultats obtenus. Une annexe a également été incluse comportant un article actuellement 

en revue correspondant aux travaux réalisés et deux articles sur des travaux complémentaires 

réalisés au cours de ma thèse. Le premier article « modulation of lymphocyte proliferation 

induced by gastric MALT lymphoma-associated H. pylori strains » a montré les capacités 

d’une protéine thermolabile de H. pylori à inhiber la prolifération de lymphocytes T humains. 

Le second article « evaluation of the clinical significance of homB, a novel candidate marker 

of Helicobacter pylori strains associated with peptic ulcer » a montré l’importance d’une 

protéine de membrane externe dans la virulence de H. pylori. Ces deux articles ont permis de 

mieux appréhender les capacités de colonisation et de persistance de H. pylori lors de 

l’infection favorisant l’apparition de pathologies gastriques.  
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1.Infections et cancers 

1.1. Généralités 

Les croyances populaires évoquent depuis longtemps la nature contagieuse des causes des 

cancers en se basant sur des anecdotes de maisons cancéreuses supposées, de cancers à deux 

touchant les personnes mariées ou sur des transmissions des parents aux enfants. A la fin du 

XIXième siècle, les travaux de Pasteur et Koch, révélant l’étiologie microbienne de plusieurs 

pathologies, ont donné à cette hypothèse une certaine plausibilité. Les premières 

démonstrations scientifiques de la nature contagieuse possible des causes des cancers ont été 

réalisées par Ellerman et Bang (1908) puis par Rous (1910), en montrant que l’inoculation de 

filtrats d’extraits de tumeurs permettait un développement cancéreux chez le poulet (Epstein, 

2001). Du fait d’un manque de techniques permettant de démontrer le lien entre 

microorganismes et cancers, le rôle des agents infectieux dans l’initiation tumorale, au même 

titre que la susceptibilité génétique de l’hôte ou les facteurs environnementaux, n’a été 

accepté que plusieurs décennies plus tard.  

Depuis, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a reconnu six virus, 

quatre parasites et une bactérie comme carcinogènes ou potentiellement carcinogènes pour 

l’homme (Table 1) (IARC, 2008).  

Classification 

du CIRC
Pathologies

Incidence due 

à l'agent 

infectieux

Pourcentage de 

cancer dû à 

l'agent infectieux

H. pylori 1
carcinomes et 

lymphomes gastriques
603 500 5,5

Papillomavirus 1,2
carcinomes du col de 

l'utérus et autres
561 180 5,2

Virus de l'hépatite B et C 1
carcinomes 

hépatocellulaires
535 000 4,9

Virus Epstein-Barr 1 lymphomes 113 400 1

Herpesvirus 8 2 sarcome de Kaposi 66 200 0,9

Schistosoma 

haematobium
1 carcinomes de la vessie 10 600 0,1

HTLV-1 1 leucémies 3 300 0,03

Opisthorchis viverrini 1

Clonorchis sinensis 2

Total des cancers 

d'origine infectieuse
1 900 000 17,7

Total des cancers 9 000 000 100

cholangiocarcinome 2 500 0,02

 

 

Table 1. Répartition de l’incidence des cancers dus à des agents infectieux dans le monde. Le 
groupe carcinogène de type 1 du CIRC correspond aux agents carcinogènes pour l’homme et le type 2 
aux probablement carcinogènes pour l’homme. D’après le World Cancer Report 2008 et Parkin et al.,  
Int J Cancer, 2006 (IARC, 2008; Parkin, 2006). 
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1.1.1. Virus et cancers  

Le virus de l’hépatite B (VHB), un virus à ADN double brin de la famille des 

Hepadnaviridae, infecte environ 2 milliards de personnes au niveau mondial dont plus de 

400 millions sont des porteurs chroniques (Ganem and Prince, 2004). Le virus de l’hépatite C 

(VHC), un virus à ARN simple brin de la famille des Flaviviridae, infecte quant à lui 

100 millions de personnes dans le monde et induit une infection chronique chez 80% des 

personnes infectées (Liang et al., 2000). Les infections VHB ou VHC sont responsables de 

l’apparition de carcinomes hépatocellulaires, menant à un million de décès par an. En 2002, 

les fractions des carcinomes hépatocellulaires liés à une infection par le VHB ou le VHC ont 

été évaluées à 23 et 20% respectivement dans les pays développés et 59% et 33% dans les 

pays en voie de développement (Parkin, 2006). Un vaccin contre le VHB est disponible. 

Les papillomavirus, virus à ADN de la famille des Papovaviridae, comprennent plus de 

100 membres ayant un tropisme préférentiel pour la peau ou les muqueuses (De Villiers et al., 

2004). La prévalence de l’infection par papillomavirus est estimée à 20% de la population 

mondiale avec des variations en fonction de l’âge et du nombre de partenaires sexuels (Bosch 

et al., 2002; Huh, 2009). La persistance de l’infection est responsable du développement de 

cancers du col de l’utérus, mais également de cancers anaux, de la vulve, du vagin ou du 

pénis (Cogliano et al., 2005). L’ADN du papillomavirus est retrouvé chez 90 à 100% des 

patientes présentant un cancer du col de l’utérus, confirmant son rôle prépondérant comme 

agent étiologique de cette pathologie (Bosch et al., 2002). En 2005, un vaccin conférant une 

protection contre l’infection par 4 types de papillomavirus, dont les types 16 et 18 qui causent 

70% des cancers du col de l’utérus, a été mis sur le marché (Markowitz et al., 2007). 

Le virus Epstein-Barr (EBV), virus à ADN de la famille des Herpesviridae, s’acquière 

généralement pendant l’enfance de manière orale et infecte la grande majorité de la 

population mondiale avec un tropisme préférentiel pour les lymphocytes B (Young and 

Rickinson, 2004). L’infection par ce virus reste dans la majorité des cas asymptomatique, en 

phase de latence, ou induit des maladies bénignes comme la mononucléose infectieuse. 

Cependant, ce virus a été le premier a avoir été directement associé à un cancer humain, le 

lymphome de Burkitt (Epstein et al., 1964). En effet, l’EBV est responsable de la majorité des 

lymphomes de Burkitt endémique et de 40% des lymphomes de Hodgkin (Young and 

Rickinson, 2004). 

Le virus T-lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1), rétrovirus de la famille des 

Deltaretrovirus, est porté par 10 à 20 millions de la population mondiale après une infection 

lors de l’allaitement ou lors de rapports sexuels (Bangham, 2000; Proietti et al., 2005). Le 
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virus est responsable pour 6,6% des patients adultes masculins et 2,1% des patients féminins 

de l’initiation de leucémies de type T (Arisawa et al., 2000; Matsuoka and Jeang, 2007). 

L’infection peut également être responsable du développement de plusieurs syndromes 

inflammatoires chroniques, pour lesquels il n’existe pas de vaccins ou de traitements 

thérapeutiques satisfaisants (Bangham, 2000). 

Enfin, l’herpesvirus associé au sarcome de Kaposi (KSHV ou herpesvirus 8, HHV8), 

virus à ADN de la famille des Herpesviridae, est le dernier virus à avoir été reconnu comme 

carcinogène de type 1. En raison de la découverte récente de ce virus, sa prévalence exacte 

n’est pas connue, mais semble inférieure à 5% dans la population générale française alors 

qu’elle pourrait dépasser 50% en Afrique subsaharienne (Schulz, 2000). Il semblerait que la 

voie de transmission soit orale pour la population générale et anale pour la population 

homosexuelle mâle (Schulz, 2000). Ce virus semble pouvoir infecter différents types de 

cellules incluant les lymphocytes B, T, les cellules endothéliales, les kératinocytes et les 

cellules médullaires (Carbone and Gloghini, 2008). Le KSHV est l’agent étiologique du 

sarcome de Kaposi, de certains lymphomes primitifs et de la maladie de Castelman (IARC, 

2008). 

1.1.2. Parasites et cancers 

Des douves du foie Opisthorchis viverrini et Clonorchis sinensis sont responsables de 

symptômes tels que des douleurs abdominales, des constipations ou des diarrhées (Khurana 

et al., 2005; Marcos et al., 2008). La population à risque, consommant du poisson contaminé, 

est estimée à respectivement 600 et 80 millions de personnes en Asie (Marcos et al., 2008). 

Ces parasites du foie ont été associés à l’apparition de cholangiocarcinomes. Il existe à 

l’heure actuelle peu d’informations sur les mécanismes impliqués dans l’initiation et le 

développement du cancer après infection (1994; IARC, 2008). 

Les schistosomiases, ou infections par des schistosomes, sont considérées comme la 

deuxième infection parasitaire en importance après le paludisme, avec environ 200 millions 

de personnes infectées dans le monde (Khurana et al., 2005). Le mode de transmission 

prépondérant serait un contact avec de l’eau contaminée. On estime que 10% des patients 

infectés développent des formes pathologiques graves touchant les reins, le foie ou le système 

nerveux. Deux espèces de schistosome, Schistosoma haematobium et Schistosoma japonicum, 

ont été associées à des cancers de la vessie, du foie, de l’estomac et du colon (IARC, 1994; 

IARC, 2008). 
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1.1.3. Bactéries et cancer 

A l’heure actuelle, une seule espèce bactérienne a été classée comme carcinogène pour 

l’homme par le CIRC : H. pylori pour son implication dans les cancers de l’estomac (IARC, 

1994; IARC, 2008). D’autres membres de la famille Helicobacteraceae sont également 

responsables de l’apparition de cancers chez l’animal comme H. felis ou H. mustelae (Lee, 

1999; Nedrud, 1999).  

D’autres espèces bactériennes semblent également jouer un rôle dans l’initiation ou le 

développement tumoral. Ainsi, l’infection par Campylobacter jejuni pourrait entraîner, au 

niveau de l’intestin grêle, l’apparition d’un lymphome B, la maladie des chaînes lourdes alpha 

(ou Immunoproliferative Small Intestinal Disease, IPSID) (Al-Saleem and Al-Mondhiry, 

2005). Au niveau colique, l’infection par Citrobacter rodentium est responsable de 

l’apparition d’hyperplasie, précurseur de carcinomes du colon chez la souris génétiquement 

susceptible (Newman et al., 2001). L’infection par Salmonella enterica serovar Typhi, l’agent 

pathogène de la fièvre typhoïde, favoriserait également les cholangiocarcinomes 

(Caygill et al., 1995). D’autres espèces bactériennes, telles Lawsonia intracellularis ou 

Pasteurella multocida sont capables d’induire des hyperproliférations cellulaires, mais il 

n’existe pas à l’heure actuelle de données les impliquant dans la carcinogenèse (Lax and 

Grigoriadis, 2001; Smith and Lawson, 2001). 

En conclusion, les infections pourraient être responsables de l’initiation et du 

développement tumoral selon trois étapes. Tout d’abord, l’infection doit être responsable 

d’une inflammation chronique. Cette inflammation entraîne des dommages cellulaires, 

compensés par une augmentation de la prolifération qui pourrait favoriser le développement 

de néoplasies. Ensuite, les pathogènes peuvent insérer des oncogènes ou modifier les 

oncogènes cellulaires ce qui pourrait inhiber les gènes suppresseurs de tumeurs ou favoriser la 

prolifération. Enfin, les pathogènes peuvent agir sur le système immunitaire et entraîner une 

immunosuppression ce qui augmenterait le risque de développer un cancer. 

Dans ce contexte d’autres types de pathogène, comme le virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH), pourraient favoriser le développement tumoral ou rendre les cellules 

cancéreuses plus agressives (IARC, 2008). 

1.2. Cancers de l’estomac  

Comme montré dans la table précédente (Table 1), l’infection par H. pylori est classée 

comme carcinogène de type 1 pour son implication dans deux types de cancers de l’estomac : 

 19



l’adénocarcinome gastrique et le lymphome gastrique du MALT (Tissu Lymphoïde Associé 

aux Muqueuses) (IARC, 1994).  

Les cancers de l’estomac sont parmi les cancers les plus répandus et les plus mortels au 

monde avec un taux de rémission à 5 ans inférieur à 25% en France. En ce qui concerne la 

mortalité par cancer au niveau mondial, le cancer du poumon (1,35 million de nouveaux cas 

et 1,18 million de morts par an) arrive en première place suivi des cancers de l’estomac 

(934 000 nouveaux cas et 700 000 morts par an), des cancers du colon/rectum (1 million de 

nouveaux cas et 530 000 morts par an) et du cancer du sein (1,15 million de nouveaux cas et 

410 000 morts par an) (Parkin et al., 2005).  

Plus de 90% des cancers de l’estomac correspondent à des adénocarcinomes, un cancer 

des cellules épithéliales au niveau des glandes de l’estomac (Crew and Neugut, 2006). Le 

deuxième type de cancers pouvant être retrouvés au niveau de l’estomac est le lymphome 

gastrique du MALT, un lymphome des cellules B. 

1.2.1. Adénocarcinome gastrique 

! Généralités 

La distribution géographie de l’adénocarcinome gastrique est très hétérogène. Plus des 

deux tiers des nouveaux cas sont trouvés dans les pays développés dont 42% en Chine seule. 

En revanche, l’incidence est faible (<10 pour 100 000) en Asie du Sud, Afrique de l’Est et du 

Nord, Amérique du Nord et Océanie (Figure 1) (IARC, 2008; Parkin et al., 2005).  

Incidence de l’adénocarcinome 

gastrique mondiale chez l’homme 

Incidence de l’adénocarcinome 

gastrique mondiale chez la femme 

Incidence de l’adénocarcinome 

gastrique mondiale chez l’homme 

Incidence de l’adénocarcinome 

gastrique mondiale chez la femme 

 

 

Figure 1. Répartition mondiale de l’incidence des cancers gastriques. Les incidences 
mondiales des cancers de l’estomac sont représentées en fonction du sexe tous âges confondus. 
D’après le World Cancer Report, 2008 (IARC, 2008). 
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Ainsi, l’incidence ne peut être corrélée à une zone géographique claire. Par exemple, 

l’Inde a une incidence faible comparée à celle des pays asiatiques comme la Chine, le Japon 

ou l’Indonésie (Forman and Burley, 2006; IARC, 2008). De même, à l’intérieur d’un pays, il 

peut exister des disparités essentiellement dépendantes de l’origine ethnique. Ainsi, nous 

pouvons prendre l’exemple des migrants coréens vivant aux Etats-Unis qui représentent un 

sous groupe à haut risque comparé à la population générale à faible risque. Après quelques 

générations et la mixité des différentes ethnies, le risque de développer un cancer de 

l’estomac pour les descendants des migrants coréens atteint le niveau de la population 

générale du pays d’accueil (Crew and Neugut, 2006; McMichael et al., 1980).  

Les cancers gastriques présentent une incidence supérieure chez l’homme par rapport à la 

femme avec un ratio d’environ 2:1 (Figure 1) (Parkin et al., 2005). L’incidence augmente 

avec l’âge avec un pic entre 50 et 70 ans, faisant de ce cancer un cancer de la personne âgée.  

L’incidence des adénocarcinomes gastriques diminue depuis quelques décennies en valeur 

relative, mais le nombre absolu de cas reste stable, essentiellement dû au vieillissement des 

populations (Munoz and Franceschi, 1997). Quoiqu’il en soit, les cancers gastriques restent 

encore des maladies de sombre pronostic dans la majorité des pays à l’exception du Japon. En 

effet, en Europe la survie à 5 ans est de l’ordre de 25%, alors qu’au Japon elle est estimée 

supérieure à 50%. Cette différence de pronostic serait due à l’introduction, dans les années 

1960 au Japon, d’un dépistage généralisé des patients par endoscopie permettant une 

détection plus précoce de la pathologie (Forman and Burley, 2006; Lochhead and El-Omar, 

2008; Parkin et al., 2005). 

! Caractérisation pathologique 

Du point de vue anatomopathologique, les adénocarcinomes gastriques sont divisés en 

deux grands groupes en fonction de leur localisation. Ceux situés au niveau de la jonction 

avec l’œsophage, ou cardia, sont appelés proximaux ; par opposition aux cancers distaux, 

situés au niveau du corps ou de l’antre gastrique (Figure 2). L’infection par H. pylori a été 

montrée associée uniquement avec les cancers distaux. 
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Figure 2. Schéma de l’estomac. Le cardia, situé au sommet de l’estomac permet la jonction avec 
l’œsophage, alors que le pylore, situé à la partie basse permet la jonction avec le duodénum. L’estomac en 
lui-même est composé de 3 parties : le fundus, le corps et l’antre dont les muqueuses secrètent toutes du 
mucus afin de protéger l’épithélium de l’acidité. Le fundus et le corps sont responsables de la sécrétion 
d’acide chlorhydrique et des enzymes nécessaires à la digestion. L’antre ne sécrète ni acide ni enzymes 
mais est le lieu de la décomposition alimentaire. En France, le corps de l’estomac est le plus souvent 
appelé fundus. 

D’un point de vue histologique, la classification de Laurén propose de séparer les 

adénocarcinomes gastriques distaux en deux sous groupes majeurs : le type intestinal et le 

type diffus (Lauren, 1965).  

Le type intestinal apparaît après une gastrite chronique atrophique évoluant lentement sur 

de nombreuses décennies, ce qui explique l’âge élevé d’apparition de ce cancer, en moyenne 

entre 70 et 80 ans (Gore, 1997). L’évolution histopathologique est bien connue et suit des 

étapes bien définies. Correa a proposé une voie expliquant cette évolution dénommée la 

« Cascade de Correa » (Correa et al., 1975; Peek and Blaser, 2002). Les différentes étapes 

sont représentées dans la figure suivante issue d’un modèle murin de carcinome gastrique de 

type intestinal après infection par H. pylori (Figure 3). Brièvement, la pathologie commence 

par une gastrite chronique, inflammation de la muqueuse gastrique, passant d’un stade 

superficiel à un stade atrophique caractérisé par une perte variable des glandes gastriques et 

un recrutement de cellules inflammatoires dans les zones glandulaires. Ce stade est associé à 

la perte des cellules pariétales gastriques, responsables de la production d’acide 

chlorhydrique, et donc d’une perte des fonctions sécrétoires gastriques (Dixon et al., 1996). 

Cette phase est donc liée à une hypochlorhydrie, favorable au développement tumoral. Cette 

gastrite mène à un état de métaplasie dite intestinale où les cellules épithéliales de la 

muqueuse gastrique acquièrent un phénotype de cellules épithéliales intestinales. Cette 
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métaplasie peut évoluer vers une dysplasie, étape correspondant à l’apparition d’une 

néoplasie. Cette dysplasie précède l’apparition de l’adénocarcinome correspondant à une 

tumeur maligne invasive (Correa et al., 1975; Peek and Blaser, 2002; Takaishi et al., 2008). 

Les personnes présentant une gastrite atrophique du corps de l’estomac ont un risque de 

développer un cancer 90 fois supérieur aux patients présentant une muqueuse normale 

(Sipponen and Marshall, 2000). 
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Figure 3. Progression histologique de 

l’adénocarcinome gastrique de type 

intestinal dû à Helicobacter pylori dans 

un modèle murin. A/ Chez un sujet non 
infecté, la muqueuse gastrique comporte 
des glandes normales. B/ L’infection par 
H. pylori est responsable d’une gastrite 
chronique caractérisée par des dilatations 
glandulaires. C/ Cette gastrite peut évoluer 
vers un stade atrophique avec perte des 
cellules pariétales et perte variable des 
glandes gastriques. D/ La métaplasie 
intestinale correspond à l’acquisition d’un 
phénotype intestinal avec apparition de 
cellules caliciformes et d’un mucus de 
nature différente (l’encart représente une 
coloration du mucus de type gastrique en 
rouge et du mucus de type intestinal en 
bleu). E/ La métaplasie peut évoluer vers 
un stade dysplasique caractérisé par des 
glandes de formes et de tailles irrégulières 
qui peuvent communiquer. La morphologie 
cellulaire est également modifiée. F/ Enfin, 
le stade cancéreux correspond à des 
néoplasies intraépithéliales et des invasions 
tumorales à l’intérieur du mucus (flèche). 
Détails dans le texte. D’après Fox et Wang, 
J Clin Invest , 2007 (Fox and Wang, 2007). 
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Le type diffus affecte quant à lui des personnes plus jeunes. Cet adénocarcinome est 

caractérisé par des cellules néoplasiques individuelles dites « en bague à chatons » qui ne 

forment pas de glandes et qui ne sont pas associées à une métaplasie intestinale (Sipponen 

and Marshall, 2000). Les différentes étapes caractérisant l’apparition de ce cancer sont donc 

nettement moins bien définies. 

! Anomalies génétiques associées 

Certains types de cancers gastriques diffus sont retrouvés au sein d’une même famille sur 

plusieurs générations suggérant une transmission héréditaire de cette pathologie (Blair et al., 

2006). Ainsi, des études sur des familles Maori ont permis de mettre en évidence la présence 

d’une mutation germinale au niveau du gène cdh1 associée à ce cancer (Guilford et al., 1998). 

Ce gène code pour l’expression de la protéine E-cadhérine, impliquée dans les jonctions 

intercellulaires en étant reliée aux microfilaments d’actine via le complexe des caténines 

(Wang et al., 2004). Typiquement, les cadhérines possèdent une région extracellulaire 

permettant la liaison avec les cadhérines des cellules avoisinantes et une région 

cytoplasmique qui interagit avec de nombreuses molécules régissant divers processus 

intracellulaires. Les cadhérines peuvent interagir avec différentes caténines ("/#-caténines ou 

p120) mais également avec des tyrosines kinases ou phosphatases et des régulateurs du 

cytosquelette (Jeanes et al., 2008). Les mécanismes responsables de modifications 

d’expression de la E-cadhérine, cadhérine spécifique des cellules épithéliales, et impliqués 

dans le développement tumoral sont cependant mal connus. Le rôle de la #-caténine semble 

primordial. Les taux de #-caténine sont normalement régulés par deux mécanismes l’un 

impliquant la liaison avec la E-cadhérine et l’autre impliquant un complexe de séquestration 

(GSK-3#, APC, axine) sous la dépendance de la voie Wnt. Une activation de la voie Wnt 

permet une libération de la #-caténine qui peut alors jouer son rôle de facteur de transcription. 

Une hypothèse de la mécanistique tumorale serait que la diminution du taux de E-cadhérine 

permette une augmentation du taux de #-caténine cytoplasmique et donc une potentialisation 

de la voie de signalisation Wnt. A l’inverse, un taux d’expression élevé de E-cadhérine 

pourrait inhiber la voie Wnt en séquestrant son effecteur la #-caténine (Christofori and Semb, 

1999; Jeanes et al., 2008; Wang et al., 2004). La voie de signalisation Wnt fait partie des 

mécanismes fondamentaux de régulation de la prolifération et de la polarité cellulaire lors du 

développement embryonnaire ou de l’homéostasie tissulaire en activant la transcription de 

nombreux gènes impliqués dans le cycle cellulaire (Logan and Nusse, 2004). De manière très 
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intéressante, la voie de signalisation Wnt semble également contrôler l’évolution et le 

potentiel de différenciation des cellules souches mésenchymateuses (Ling et al., 2009). 

D’autre part, la E-cadhérine pourrait inhiber ou moduler la voie de signalisation du 

récepteur à l’EGF impliqué dans la prolifération, l’invasion et les métastases (Bublil and 

Yarden, 2007; Jeanes et al., 2008). Ainsi, dans des conditions physiologiques, les cellules 

répondent à l’effet mitogénique de l’EGF jusqu’à ce qu’elles atteignent la confluence. En 

revanche, l’inhibition des fonctions de la E-cadhérine fait perdre ce contrôle et les cellules 

peuvent continuer de se multiplier (Qian et al., 2004). 

Enfin, la E-cadhérine peut également interagir avec les petites GTPases de la famille Rho 

(RhoA, Cdc42 et Rac) qui régulent la morphologie, la croissance et la polarité cellulaire 

(Tapon and Hall, 1997). En conclusion, des mutations de la E-cadhérine pourraient être 

responsables d’une perte de la polarité et des jonctions cellulaires favorisant une croissance et 

une migration non contrôlées. Les mutations de la E-cadhérine sont également retrouvées 

dans d’autres types de cancers comme les carcinomes colorectaux, les adénocarcinomes de 

l’œsophage ou les cancers pancréatiques (Natalwala et al., 2008). 

Ces cancers familiaux, induits par la mutation de cdh1, représenteraient de 10 à 15% des 

cancers gastriques diffus (Barber et al., 2006). A l’heure actuelle, des mutations spécifiques 

de l’adénocarcinome de type intestinal n’ont pas été identifiées. Cependant, plusieurs 

mutations peuvent être régulièrement retrouvées. Ces mutations peuvent toucher les voies 

d’adhérence cellulaire, avec une perte d’hétérozygotie du gène dcc (Deleted in Colon 

Carcinoma), les voies du cycle cellulaire, avec des altérations de p16, p53, APC 

(adenomatous polyposis coli) et de la cycline E ou les voies d’induction de l’apoptose, avec 

des altérations de BCL2 et de SC-1 (Moss, 1998; Nardone, 2003; Tahara, 1995). 

! Facteurs de risque 

Le facteur étiologique principal des adénocarcinomes gastriques distaux reste l’infection 

par H. pylori et les facteurs bactériens seront discutés dans les paragraphes suivants. 

Cependant, il a été montré que l’environnement ainsi que la susceptibilité de l’hôte peuvent 

rentrer en jeu. 

Ainsi, un régime alimentaire trop salé ou avec un apport trop pauvre en fruits et légumes 

frais peut augmenter le risque de développer un adénocarcinome gastrique (Liu and Russell, 

2008; Plummer et al., 2007). Dans les modèles animaux, l’ingestion de sel est connue pour 

entraîner des atrophies gastriques et augmenter la carcinogène (Takahashi and Hasegawa, 

1985; Tatematsu et al., 1975). Une relation dose dépendante entre la consommation de 
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cigarettes et d’alcool et l’adénocarcinome a aussi été démontrée (Franceschi and La Vecchia, 

1994; Gonzalez et al., 2003; Koizumi et al., 2004). Enfin, l’obésité peut jouer un rôle 

important dans l’apparition des cancers proximaux (Calle et al., 2003; Chow et al., 1998; 

Vaughan et al., 1995). 

Au niveau génétique, certains polymorphismes ont été montrés associés avec un risque 

plus élevé de développer un adénocarcinome gastrique distal. Ces polymorphismes 

concernent essentiellement des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire et 

immunitaire. Ainsi, certains allèles de l’interleukine 1 # ou de son récepteur, du Tumor 

Necrosis Factor " (TNF") ou de l’interleukine 10 peuvent influencer le développement de ce 

type de cancers (El-Omar, 2001; El-Omar et al., 2000; El-Omar et al., 2001; El-Omar et al., 

2003). 

1.2.2. Lymphome gastrique du MALT 

! Généralités 

Les lymphomes du MALT correspondent à la majorité des lymphomes extra 

ganglionnaires retrouvés dans des organes normalement dépourvus de tissus lymphoïdes 

comme l’estomac, les glandes salivaires, les poumons ou la thyroïde (Isaacson and Wright, 

1983).  

Le lymphome gastrique du MALT est un lymphome de pathogénie et d’évolution 

singulières. Il évolue très progressivement et reste longtemps localisé dans l’estomac.  

Les données épidémiologiques concernant ce cancer sont disparates en raison de sa rareté, 

de la difficulté diagnostique de cette pathologie et de la variabilité du suivi médical selon les 

pays. En Allemagne, une étude réalisée sur 3,5 millions d’habitants sur une période de 3 ans a 

permis d’estimer l’incidence à 0,75 pour 100 000 avec une moyenne d’âge de 62,1 ans et un 

sexe ratio légèrement en défaveur des hommes (Ullrich et al., 2002). L’incidence semble être 

plus élevée dans certains pays, atteignant 6,3 pour 100 000 chez les hommes en Tunisie (Ben-

Khelifa, 2002).  

! Caractérisation pathologique 

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

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

inflammation s’accompagne de l’apparition de follicules lymphoïdes (tissus lymphoïdes 

organisés) à partir desquels émerge le lymphome du MALT. D’un point de vue histologique, 

la prolifération lymphomateuse a été classée initialement en fonction de la taille des cellules. 

 27



Ainsi l’on distingue les lymphomes à petites cellules qui correspondent à des lymphome dits 

de bas degré de malignité et des lymphomes à grandes cellules qui correspondent aux 

lymphomes dits de haut degré de malignité, beaucoup plus agressifs (Ruskone-Fourmestraux 

and Rambaud, 2001). Un diagnostic précoce de lymphome gastrique est difficile car il ne 

présente pas de signes d’appel caractéristiques. En effet, les symptômes se résument le plus 

souvent à des douleurs épigastriques pouvant évoquer une maladie ulcéreuse, ces douleurs 

pouvant se manifester trois ans avant l’apparition du lymphome. Il peut aussi être découvert à 

l’occasion d’une perforation gastrique ou d’hémorragies (Ruskone-Fourmestraux et al., 

1993).  

! Anomalies chromosomiques associées 

La prolifération crée des conditions favorables à l’apparition d’une instabilité génétique 

dans les cellules B conduisant à l’apparition de mutations. Les anomalies cytogénétiques les 

plus souvent retrouvées dans le lymphome gastrique du MALT de faible degré de malignité 

sont la trisomie 3 (50 à 60%) et des translocations entraînant des modifications dans 

l’activation du facteur de transcription nucléaire !B (NF-!B). 

La translocation t(11 ;18)(q21 ;q21) est retrouvée dans la moitié des lymphomes du 

MALT et est spécialement associée à cette pathologie (Dierlamm et al., 1999). Cette 

translocation fait intervenir deux gènes, mlt1 (MALT lymphoma associated translocation-1) 

une para-caspase humaine et un inhibiteur d’apoptose (ap12) dont l’une des fonctions serait 

d’inhiber les caspases. Cette translocation produirait une fusion API2-MLT1 qui aurait la 

capacité d’activer NF-!B d’où la protection des cellules de l’apoptose (Uren et al., 2000). 

La translocation t(1 ;14)(p22 ;q32) est retrouvée dans environ 5% des lymphomes 

gastriques. Elle place le gène de la protéine BCL10 (B Cell Lymphoma 10) sous le contrôle 

du promoteur d’un gène des chaînes lourdes des immunoglobulines. Cette protéine possède 

un domaine de recrutement des caspases CARD et peut donc jouer un rôle dans la régulation 

de l’apoptose. Dans les cellules lymphomateuses, le gène BCL10 est donc surexprimé, mais il 

est aussi muté ce qui conduit à la synthèse d’une protéine tronquée capable d’activer NF-!B 

(Zhang et al., 1999). 

Les gènes induits par NF-!B et favorisant la survie cellulaire ne sont pas encore 

clairement identifiés. Ils incluent un membre de la famille BCL2 (B Cell Lymphoma 2) aux 

propriétés anti-apoptotiques, des inhibiteurs de caspases et les facteurs TRAF1 et TRAF2, 

(membres de la famille des Facteurs Associés au Récepteur du TNF) impliqués dans 
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l’inflammation, la réponse aux pathogènes et l’apoptose (Chu et al., 1997; Wang et al., 1998; 

Zong et al., 1999). 

! Facteurs de risque 

Le facteur de risque le plus important dans le développement d’un lymphome correspond 

à l’infection bactérienne par H. pylori comme cela sera détaillé dans le paragraphe suivant.  

Cependant, des études ont montré un rôle potentiel de facteurs environnementaux comme 

l’exposition aux solvants et pesticides (Fagioli et al., 1994). 

Quelques travaux ont également montré que certains polymorphismes pouvaient 

représenter un facteur de risque de développer un lymphome gastrique du MALT. Ainsi, 

certaines mutations des gènes codant CD14, l’antigène 4 des lymphocytes T cytotoxiques 

(CTLA4), l’Interleukine 10 et le TNF pourraient favoriser l’émergence de lymphome (Cheng 

et al., 2006; Hellmig et al., 2008; Ture-Ozdemir et al., 2008). 

1.2.3. Carcinogenèse gastrique et infection par Helicobacter pylori 

De nombreuses études de cohortes et cas-témoins ont été publiées montrant le lien entre 

l’infection par H. pylori et l’adénocarcinome gastrique (Eslick, 2006; Lochhead and El-Omar, 

2007). 

Cependant, pour montrer le lien de causalité entre l’infection par H. pylori et les cancers 

gastriques, il est intéressant d’utiliser les critères de Bradford Hill, initialement utilisés en 

1965 pour montrer le lien de causalité entre le tabagisme et le cancer du poumon (Hill, 1965). 

Il s’agit en particulier 1/ de montrer une association et la relation temporelle, 2/ de mettre en 

évidence une plausibilité biologique, c'est-à-dire les mécanismes physiopathologiques et 3/ de 

juger des effets d’une intervention.  

! Association et relation temporelle 

Les premières études d’association entre l’infection par H. pylori et l’adénocarcinome 

gastrique correspondaient à des études dites écologiques déterminant les corrélations 

géographiques entre la prévalence de l’infection et la mortalité par cancer gastrique (Forman 

et al., 1990; The EUROGAST Study Group, 1993). 

Des études cas-témoins ont permis de montrer que l’infection par H. pylori était 

significativement associée à la présence d’un cancer gastrique (Hansson et al., 1993; 

Sipponen et al., 1992). 

L’argument épidémiologique le plus important provient d’une analyse sur 12 études 

prospectives dans lesquelles le sérum des patients avait été congelé permettant de 
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diagnostiquer une infection par H. pylori des années avant le diagnostic de cancers 

(Helicobacter and Cancer Collaborative Group, 2001). L’ensemble de ces données, 

correspondant à 1228 patients présentant un cancer gastrique a abouti à la conclusion que 

l’infection par H. pylori entraîne une augmentation du risque de développer un 

adénocarcinome distal de 5,9 fois supérieur par rapport aux patients non infectés. Ces 

résultats montrent que la part attribuable à l’infection est de 63% des cancers gastriques 

distaux (Parkin, 2006). En revanche, aucune association n’a été montrée entre l’infection et le 

développement d’adénocarcinomes proximaux. Des résultats similaires ont été obtenus en 

étudiant l’implication de la bactérie dans l’apparition du lymphome gastrique du MALT 

(Parsonnet et al., 1994). Ces études montrent clairement que l’infection par H. pylori, le plus 

souvent acquise pendant la petite enfance, précède l’apparition de cancers.  

Enfin, il est intéressant de noter qu’il existe des modèles animaux permettant d’étudier 

l’apparition de cancers après infection par Helicobacter. Ainsi, l’infection de souris C57BL/6 

par Helicobacter felis ou de gerbilles de Mongolie par H. pylori induit l’apparition 

d’adénocarcinomes gastriques (Fox et al., 2002; Watanabe et al., 1998). De même, les 

infections de souris BALB/c par H. felis ou de furets par H. mustelae sont des modèles 

d’étude de l’apparition d’un lymphome gastrique du MALT (Enno et al., 1998; Erdman et al., 

1997). 

! Mécanismes physiopathologiques 

A l’heure actuelle, les mécanismes physiopathologiques conduisant à l’initiation et au 

développement de l’adénocarcinome gastrique ou du lymphome gastrique du MALT sont 

encore mal connus. Cependant, plusieurs hypothèses concernant le rôle de l’infection par 

H. pylori ont été proposées.  

En premier lieu, l’infection par H. pylori est responsable d’une inflammation chronique 

générant des radicaux oxygénés et azotés qui pourraient conduire à des dommages de l’ADN 

(Baik et al., 1996; Mannick et al., 1996).  

D’autre part, certaines souches de H. pylori possèdent un îlot de pathogénicité codant un 

système de sécrétion de type IV (TSS4) capable d’injecter des molécules dans les cellules de 

l’hôte et perturber les voies de signalisation cellulaire (Backert and Selbach, 2008; Viala 

et al., 2004).  

Concernant le lymphome gastrique du MALT, il a été montré que l’infection par certaines 

souches de H. pylori entraîne une prolifération lymphoïde B par l’intermédiaire de cytokines 
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libérées par des lymphocytes T (D'Elios et al., 1999; Hussell et al., 1993; Hussell et al., 

1996). 

Nous avons également montré que toutes les souches de H. pylori sont capables d’inhiber 

la prolifération des lymphocytes T, ce qui pourrait favoriser l’apparition de cellules 

cancéreuses en inhibant la réponse immunitaire (Ferrand et al., 2008). Cet effet passerait par 

la $-glutamyl transpeptidase bactérienne (Schmees et al., 2007). 

Les différents effecteurs de la bactérie impliqués dans le développement tumoral seront 

détaillés dans le paragraphe facteurs de virulence. 

En conclusion, l’apparition du cancer gastrique semble être une conséquence de lésions 

cellulaires liées à l’infection. L’infection par H. pylori et l’inflammation chronique en 

résultant seraient responsables d’une apoptose des cellules épithéliales suivie d’une 

prolifération compensatrice et d’une diminution des défenses immunitaires locales. Cette 

hyperprolifération favoriserait l’apparition d’anomalies génétiques conduisant à la 

transformation cellulaire et au développement de cancer. 

! Effet d’une éradication thérapeutique  

Evaluer l’effet de l’éradication de H. pylori sur l’incidence des cancers gastriques 

demande le suivi de cohortes de grande ampleur sur de nombreuses années, ce qui explique 

que peu de données soient disponibles. Une étude japonaise a montré qu’aucun des 

253 patients pour lequel H. pylori avait été éradiqué n’avait développé de cancer gastrique 

alors que 36 cas étaient apparus chez 993 patients non traités (Uemura et al., 2001). D’autres 

études de cohortes ont par la suite confirmé ces résultats (Ogura et al., 2008; Wong et al., 

2004). Cependant, il existerait un point de non retour, correspondant à un stade de lésions 

précancéreuses avancées, où l’éradication de H. pylori n’aurait plus d’effet sur le 

développement tumoral (Wong et al., 2004). 

Les effets de l’éradication de H. pylori sont beaucoup plus impressionnants dans le 

contexte du lymphome gastrique du MALT. En effet, une étude pilote incluant 6 patients a 

montré qu’il était possible pour 5 de ces 6 patients d’obtenir une régression à 22 mois du 

lymphome de faible degré de malignité après éradication de H. pylori (Wotherspoon et al., 

1993). Plusieurs études ont confirmé ces résultats et il est aujourd’hui estimé que 70 à 80% 

des lymphomes de faible degré de malignité régressent après éradication (Bayerdorffer et al., 

1995). Au stade de haut degré de malignité les chances de guérison par éradication semblent 

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

cellulaires irréversibles (Ng et al., 2000). 
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Pour la première fois, une éradication bactérienne pouvait guérir d’un cancer ! 

1.3. Helicobacter pylori

1.3.1. Généralités 

En 1906, un médecin allemand, Walter Krienitz, a observé pour la première fois des 

bactéries spiralées dans l’estomac d’un patient atteint d’un cancer (Rickes et al., 2006). 

Durant le XXième siècle, de rares publications ont mentionné ces travaux jusqu’à ce que 

Robin Warren, un pathologiste australien, suspecte une association entre des bactéries 

spiralées de l’estomac et des lésions gastriques à partir de la moitié des biopsies qu’il 

prélevait. En effet, les inflammations de la muqueuse gastrique (gastrites) apparaissaient 

toujours à proximité des zones infectées par la bactérie. Intéressé par ces résultats, Barry 

Marshall, un étudiant de Robin Warren, a été le premier a réussir à cultiver cette bactérie en 

1982 (Marshall and Warren, 1984; Megraud, 2005). De par ses similarités avec 

Campylobacter jejuni, cet organisme a tout d’abord été dénommé Campylobacter pylori. 

Cependant, différentes études portant sur les caractères génétiques (séquences des ARNr 16S, 

pourcentage de G+C) et phénotypiques (morphologie, structure, composition en acides gras, 

activités enzymatiques) ont permis d’individualiser cette bactérie dans un nouveau genre, et 

de la renommer Helicobacter pylori (Goodwin et al., 1989). 

La classification actuelle de l’espèce H. pylori montre une appartenance au règne des 

Eubactéries, à l’embranchement des Proteobacteria, à la classe des Epsilonproteobacteria, à 

l’ordre des Campylobacterales, à la famille des Helicobacteraceae et enfin au genre 

Helicobacter (Garrity et al., 2005). La méthode de référence pour la détection et 

l’identification des espèces du genre Helicobacter est apporté par des techniques de biologie 

moléculaire en particulier par l’étude de la séquence de l’ARN 16S (Okoli et al., 2009). 
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Figure 4. Relations phylogénétiques de quelques espèces de la famille des Helicobacteraceae

et hôtes naturels. Le dendogramme a été réalisé en fonction des pourcentages de différence du 
gène de l’ARN 16S. Les espèces animales infectées par ces différentes bactéries sont indiquées 
dans la partie droite de la figure. D’après Garrity et al., Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology, 2005 (Garrity et al., 2005). 

 

Aujourd’hui, au moins 31 membres de ce genre autres que H. pylori ont été décrits 

(Haesebrouck et al., 2009). En fonction du tropisme de ces bactéries, les espèces du genre 

Helicobacter peuvent être classées en deux groupes : les espèces gastriques et les espèces 

entérohépatiques (enterohepatic Helicobacter species, EHS). Toutes les espèces gastriques 

possèdent une uréase à l’inverse de la plupart des EHS (Pot et al., 2007). Les espèces 

gastriques, comme H. heilmannii, semblent posséder un pouvoir pathogène et être 

responsables de gastrites, d’ulcérations gastriques, de carcinomes ou de lymphomes 

(Boyanova et al., 2007; Nishikawa et al., 2007; Qualia et al., 2007). Plusieurs espèces d’EHS 

ont été associées à un spectre pathologique large allant de l’inflammation au cancer du tractus 

digestif et du système hépatobiliaire et à un risque augmenté de calculs biliaires (Abu 

Al-Soud et al., 2008; Bohr et al., 2007; Pandey, 2007; Vivekanandan and Torbenson, 2008). 
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Les différentes espèces du genre Helicobacter peuvent être retrouvées chez l’homme ou chez 

différentes espèces animales comme le cochon, le chat, le chien, le lapin, le furet, le hamster, 

les ruminants, le cheval ou les primates (Haesebrouck et al., 2009) (Figure 4). 

Ex vivo, la croissance de H. pylori est difficile et nécessite des milieux riches additionnés 

de sang, de sérum ou de suppléments d’enrichissement (Owen, 1995). La bactérie est sensible 

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

microaérobie, typiquement composée de 5% d’oxygène, 5% de dioxyde de carbone, 

2% d’hydrogène et 88% d’azote, à une température comprise entre 33 et 40°C (Megraud et 

al., 1985; Owen, 1995).  

Morphologiquement, H. pylori est un bacille de forme hélicoïdale de 0,5 à 0,9 µm de 

large et de 2 à 4 µm de long, possédant de 4 à 6 flagelles unipolaires. La bactérie ne forme 

pas de spores mais peut adopter une forme coccoïde lorsqu’elle atteint la phase du plateau de 

croissance.  

Biochimiquement, H. pylori peut être caractérisé par la présence de différentes enzymes 

telles que l’uréase, la catalase, la cytochrome oxydase, les phosphatases alcalines et acides et 

la $-glutamyl transpeptidase ainsi que l’absence de capacité à fermenter les sucres et à 

hydrolyser l’hippurate (Megraud et al., 1985; Owen, 1995). 

Le traitement d’éradication de l’infection par H. pylori de première intention passe par 

une trithérapie incluant deux antibiotiques, l’amoxicilline et la clarithromycine ou le 

métronidazole, et un inhibiteur de la pompe à proton permettant de contrôler le pH gastrique 

(Bazzoli et al., 1993; Lamouliatte et al., 1993). Cependant, la résistance à la clarithromycine 

peut excéder 20%, suggérant un besoin de remplacer cet antibiotique par du métronidazole 

(Malfertheiner et al., 2007).  

1.3.2. Epidémiologie  

Le seul réservoir significatif de H. pylori est l’estomac humain, même si la bactérie peut 

être retrouvée chez le chat domestique et quelques primates (Cave, 1997). Cependant, il 

apparaît peu probable que ces réservoirs secondaires jouent un rôle dans l’infection humaine 

(Bode et al., 1998; Dubois et al., 1996; Webb et al., 1996). En revanche, la bactérie peut 

survivre plusieurs jours voire semaines dans un milieu aquatique (Klein et al., 1991; 

Shahamat et al., 1993). Ainsi, il apparaît que le mode de contamination privilégié de la 

bactérie dans les pays en voie de développement soit une contamination fécale-orale. En 

revanche, dans les pays développés et grâce à des niveaux d’hygiène supérieurs, le mode de 

transmission prépondérant serait une contamination oro-orale ou gastro-orale. Ainsi, il 

 34



apparaît que le niveau socio-économique constitue le déterminant principal de la prévalence 

de l’infection, allant de 10% dans certains pays industrialisés à plus de 80% dans les pays en 

voie de développement (Kivi and Tindberg, 2006; Megraud et al., 1989). Ces différents 

modes de transmission mènent tous à une contamination intrafamiliale (Lehours and Yilmaz, 

2007). L’une des conséquences les plus inattendues de cette transmission intrafamiliale est la 

possibilité de retracer les grandes migrations humaines à partir de l’Afrique de l’Est en 

étudiant la diversité génétique des souches bactériennes (Falush et al., 2003). Ainsi, ces 

résultats montrent la co-évolution de la bactérie avec l’Homme depuis plus 58 000 ans (Linz 

et al., 2007). L’infection se produirait essentiellement lors de la petite enfance, l’incidence 

actuelle de l’acquisition chez l’adulte étant inférieure à 0,5% par an (Banatvala et al., 1993; 

Megraud and Broutet, 2000).  

1.3.3. Rôle dans les pathologies gastriques  

En dehors de son rôle carcinogène, H. pylori est également responsable de l’apparition de 

pathologies gastriques non malignes. 

L’infection par H. pylori est responsable chez tous les sujets infectés du développement 

d’une gastrite chronique persistante aboutissant à une diminution du nombre de glandes 

gastriques (De Vries and Kuipers, 2007). Cependant la gastrite peut également évoluer vers 

des formes pathologiques non malignes comme l’ulcère gastrique ou duodénal, bien que ce 

dernier porte à controverse (Hobsley et al., 2008). Il est aujourd’hui estimé que 10 à 15% des 

patients infectés par H. pylori développent un ulcère gastrique ou duodénal au cours de leur 

vie. Le mécanisme pathologique supposé passerait par une augmentation de l’inflammation 

gastrique, avec une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme 

l’interleukine 8, l’interleukine 1# et le Tumor Necrosis Factor " (TNF ") (Konturek et al., 

2006). Concernant l’ulcère duodénal, l’infection serait responsable d’une augmentation de 

l’acidité gastrique, due à une modification de la synthèse hormonale de somatostatine. 

L’hyperchlorhydrie gastrique conduirait à une augmentation de l’acidité au niveau du 

duodénum qui produirait alors une métaplasie antrale protectrice. Alors qu’en conditions 

physiologiques H. pylori ne peut infecter le duodénum, cette métaplasie permet la 

colonisation par H. pylori, résultant en une inflammation locale qui fragilise la muqueuse et 

prédispose à l’apparition d’un ulcère duodénal (Atherton, 2006). L’infection pourrait 

également jouer un rôle dans l’apparition de polypes gastriques (Furuta and Delchier, 2009). 

D’autre part, il semblerait que l’infection par H. pylori joue un rôle protecteur contre le 

reflux gastro-oesophagien, la prévalence de la maladie étant plus faible chez les patients 
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infectés. Cependant les résultats restent contradictoires, et l’hypothèse que l’éradication de la 

bactérie favorise ce type de reflux est controversée (Furuta and Delchier, 2009). 

Il est très important de rappeler que seule une partie de la population infectée développe 

des pathologies, ce qui suggère l’importance de facteurs de l’hôte, de l’environnement et 

surtout de facteurs de virulence bactériens. Les différentes pathologies induites par l’infection 

chronique à H. pylori sont résumées dans la figure suivante (Figure 5). 
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Figure 5. Pathologies gastrointestinales induites par l’infection par H. pylori. L’infection par H. pylori 

n’entraîne des signes cliniques que pour une partie minoritaire de la population infectée. Pour 0.1% des 
patients, la gastrite chronique évolue vers le lymphome du MALT. Pour 10 à 15% des patients, l’infection 
chronique est responsable d’une gastrite au niveau de l’antre de l’estomac qui évolue vers un ulcère gastrique 
ou duodénal. Pour 10% des patients, l’infection chronique est responsable d’une gastrite au niveau du corps 
qui évolue vers un ulcère gastrique ou des formes cancéreuses. D’après Konturek et al., J Physiol Phramacol, 
2006 (Konturek et al., 2006). 
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1.3.4. Diversité génétique 

Trente pour cent des gènes de H. pylori seraient spécifiques à l’espèce car non retrouvés 

chez les autres organismes (Boneca et al., 2003; Marais et al., 1999). A l’intérieur même de 

l’espèce, une grande variabilité génétique peut être retrouvée entre les différentes souches, 

certains auteurs allant même jusqu’à parler de quasi-espèce (Covacci and Rappuoli, 1998). 

Cette variabilité peut être retrouvée par une variabilité de l’organisation des gènes ou par des 

taux de mutations et recombinaisons importants. 

 Concernant l’organisation des gènes, cette variabilité inter-espèce est estimée à 22% du 

génome total, correspondant à un noyau d’environ 1200 gènes communs à toutes les souches 

et 200 à 400 gènes présents de manière variable chez les différentes souches (Gressmann 

et al., 2005; Josenhans et al., 2007; Salama et al., 2000). La majorité des gènes variablement 

présents est retrouvée dans la zone de plasticité et dans l’îlot de pathogénicité cag (De Reuse 

and Bereswill, 2007). A l’heure actuelle, il est estimé que ces gènes variables sont spécifiques 

de H. pylori ou que leurs homologues sont de fonction inconnue (De Reuse and Bereswill, 

2007). Un deuxième type de variabilité génétique correspond à l’organisation de l’ordre des 

gènes sur le génome, différente d’une souche à l’autre (Jiang et al., 1996).  

Les taux de mutations et de recombinaisons chez H. pylori semblent également être plus 

importants que chez les autres bactéries (Suerbaum et al., 1998; Wang et al., 1999). Le taux 

important de mutations, de l’ordre de 6,2-9,2x10-7, serait dû au manque d’efficacité du 

système de réparation de H. pylori (Bjorkholm et al., 2001). Enfin, un dernier mécanisme 

potentiellement responsable de l’acquisition d’une grande diversité génétique réside dans les 

systèmes de Restriction-Modification (R-M). En effet, les souches séquencées de H. pylori 

possèdent un grand nombre de ces systèmes composés d’une endonucléase de restriction et 

d’une methyl-transférase (Vale and Vitor, 2007). Ces systèmes permettent d’une part une 

protection contre l’ADN étranger mais peuvent également jouer un rôle dans la régulation 

in vivo de gènes bactériens (Bjorkholm et al., 2002; Lehours et al., 2007). 

Cette grande variabilité génétique pourrait être due à la voie de transmission intrafamiliale 

de H. pylori et de sa grande adaptation à un hôte unique (De Reuse and Bereswill, 2007). De 

plus, la bactérie peut posséder des plasmides ou des systèmes d’import d’ADN qui lui 

permettraient d’augmenter son adaptabilité (Hofreuter and Haas, 2002; Karnholz et al., 2006). 

Ainsi, les analyses in silico ont permis de montrer que les gènes, de ménage ou de virulence, 

pouvaient être transférés entre bactéries (Garcia-Vallve et al., 2002; Saunders et al., 2005). 

Ces gènes pourraient provenir d’autres espèces du genre Helicobacter mais également 

d’autres genres bactériens (De Reuse and Bereswill, 2007; Garcia-Vallve et al., 2002). 

 37



1.3.5. Facteurs de virulence 

Les différences observées dans l’évolution de l’infection par H. pylori, gastrite 

superficielle, atrophie gastrique, ulcères ou cancers, proviennent sans doute de trois facteurs 

distincts, à savoir le fonds génétique de l’hôte, les facteurs environnementaux mais surtout les 

facteurs de virulence bactériens. Depuis la découverte de la bactérie, de nombreuses études 

ont essayé de répondre aux deux questions suivantes : 

 Existe-t-il des souches de H. pylori plus virulentes que d’autres ? 

 Existe-t-il des facteurs de virulence spécifiquement impliqués dans l’évolution de 

l’infection par H. pylori vers un développement tumoral ? 

Colonisation de la muqueuse gastrique 

! Mobilité et chimiotactisme 

Helicobacter pylori doit sa mobilité à la présence de 2 à 6 flagelles polaires. Ces flagelles, 

constitués de 2 protéines distinctes FlaA et FlaB, sont recouverts d’une gaine permettant une 

protection contre l’acidité gastrique (Josenhans et al., 1995). Ces flagelles, et la forme 

spiralée de la bactérie, lui permettent de pénétrer dans le mucus jusqu’à atteindre les couches 

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

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

épithéliales (Marais et al., 1999). Les flagelles sont indispensables à la mobilité et aux 

capacités de colonisation de la bactérie (Eaton et al., 1996; Josenhans et al., 1995). 

La mobilité de la bactérie est fonction d’un tropisme particulier pour certains acides 

aminés, l’urée ou le bicarbonate de sodium (Tomb et al., 1997). Ce chimiotactisme 

permettrait à la bactérie de se placer dans un milieu favorable à son développement. L’uréase 

pourrait également jouer un rôle dans le chimiotactisme bactérien (Hazell et al., 1986; 

Nakamura et al., 1998). 

! Résistance à l’acidité gastrique 

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

microorganismes, cependant H. pylori est capable d’y survivre et de s’y développer. Cette 

résistance à l’acidité gastrique est essentiellement due à la présence de l’uréase. Le 

pourcentage de la masse protéique représenté par cette enzyme correspond à 6 à 10% de la 

masse totale bactérienne, montrant le rôle essentiel de cette molécule (Labigne and De Reuse, 

1996). L’uréase transforme l’urée en dioxyde de carbone et ammoniac permettant de 

neutraliser localement l’acidité gastrique et créant ainsi un microenvironnement favorable au 

 38



développement bactérien (Clyne et al., 1995; Marshall et al., 1990). L’uréase de H. pylori est 

composée de deux sous unités UreA et UreB (Mobley et al., 1995). Cette enzyme est 

indispensable à la colonisation gastrique, bien que la bactérie se développe essentiellement 

dans le mucus où le pH est beaucoup moins acide (Eaton et al., 1991; Tsuda et al., 1994). 

! Adhérence 

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

la persistance de l’infection. En effet, H. pylori doit adhérer aux cellules épithéliales 

gastriques pour éviter d’être éliminé par les mouvements péristaltiques gastriques et le 

renouvellement du mucus (Finlay and Falkow, 1997). L’adhérence bactérienne constitue ainsi 

la première étape de pathogénicité en mettant intimement en contact la bactérie et la cellule 

cible et permet des interactions directes entre bactéries et cellules hôtes. Ce contact permet 

l’injection de différents facteurs de pathogénicité (toxines et autres) et une récupération des 

nutriments libérés par les cellules cibles. 

En premier lieu, il semblerait que les molécules majeures impliquées dans l’adhérence 

soient de nature protéique. La première protéine définie comme adhésine a été BabA (Blood 

group antigen binding protein) (Ilver et al., 1998). Le gène correspondant peut exister sous 

deux formes alléliques : babA1 et babA2 qui diffèrent par la présence chez les souches 

babA2 d’un codon initiateur de la traduction. Cette différence permet aux souches babA2 

d’exprimer une adhésine fonctionnelle qui se lie avec les antigènes Lewisb, présents sur les 

cellules épithéliales gastriques (Ilver et al., 1998). Les souches babA2 sont significativement 

associées aux pathologies les plus graves comme l’ulcère et l’adénocarcinome (Gerhard et al., 

1999; Oleastro et al., 2003; Prinz et al., 2001). La deuxième adhésine majeure de H. pylori 

est SabA (Sialic acid-binding adhesin). Cette adhésine se lie à un lipide particulier 

(sialyl-dimeric-Lewis
x
 glycosphingolipid) présent à la surface des cellules épithéliales 

(Mahdavi et al., 2002). SabA serait également l’agent agglutinant des érythrocytes et des 

neutrophiles (Aspholm et al., 2006; Unemo et al., 2005). La reconnaissance des neutrophiles 

par SabA permettrait leur activation, et donc un relargage de radicaux oxygénés et azotés, 

induisant des lésions épithéliales (Unemo et al., 2005; Yoshikawa and Naito, 2000). De 

manière intéressante, ces deux adhésines majeures, ainsi que les différentes protéines de 

membranes externes, semblent pouvoir moduler leur expression en fonction du contexte 

environnemental (Yamaoka et al., 2006). Ainsi, la protéine BabA pourrait être modulée par 

variation de phase et variation antigénique in vivo facilitant l’adhérence à l’épithélium et 
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permettre une infection chronique (Solnick et al., 2004). De la même façon, l’expression de 

SabA semble très dépendante du pH (Goodwin et al., 2008).  

Deux lipoprotéines ont également été impliquées dans l’adhérence bactérienne AlpA et 

AlpB (Adhesion associated protein A et B). Leur récepteur cellulaire est inconnu mais leur 

implication dans la pathogénicité de la bactérie est démontrée. Ces lipoprotéines peuvent 

induire des dommages au niveau gastrique en modulant des voies de signalisation pro-

inflammatoire, et l’adhérence bactérienne est diminuée si elles sont mutées (Lu et al., 2007; 

Odenbreit et al., 2002).  

Enfin, l’analyse du génome de H. pylori a permis d’identifier plusieurs catégories de 

gènes impliqués dans l’adhérence, en particulier ceux codant 32 protéines de membranes 

externes dénommées OMP (Outer Membrane Protein) qui pourraient permettre une diversité 

dans le profil bactérien des protéines de surface (Tomb et al., 1997). Ces protéines de 

membrane externe sont classées en 5 familles : Hop/Hor, Hof, Hom, FecA/Frp et Hef (Alm 

et al., 2000). Leurs extrémités N et C terminales sont très conservées, et leur rôle est difficile 

à estimer dû au manque de connaissances de leurs récepteurs spécifiques. Nous avons montré 

que l’une de ces protéines de surface, HomB, joue un rôle important dans l’adhérence 

cellulaire d’une part, mais également dans l’induction d’une réponse pro-inflammatoire. La 

présence de cette protéine a été associée à la maladie ulcéreuse chez l’enfant et chez l’adulte, 

et pourrait donc correspondre à un nouveau marqueur de souches virulentes (Oleastro et al., 

2008). Le rôle des différentes protéines de surface reste encore à déterminer.  

Ainsi, plusieurs adhésines sont identifiées chez H. pylori. La présence de ces adhésines, et 

leur capacité à être exprimées ou non en fonction de l’environnement, permet au pathogène 

de moduler son adhérence et son profil de protéines de surface et ainsi d’échapper aux 

mécanismes de défenses de l’hôte. 

Inflammation et lésions cellulaires 

! Ilot de pathogénicité cag et protéine CagA 

Chez H. pylori, l’îlot de pathogénicité cag (cagPAI) est la région du chromosome la plus 

étudiée. Cette région génomique de 40 kb contient jusqu’à 32 gènes putatifs et code pour un 

système de sécrétion de type IV (TSS4) (Censini et al., 1996; Suerbaum and Josenhans, 

2007). Le pourcentage de G+C de ce segment diffère du reste du génome ce qui suggère une 

acquisition par transfert horizontal (Achtman et al., 1999; Alm et al., 1999). L’un des 

marqueurs de la présence de l’îlot de pathogénicité est le gène cagA. Ce gène est présent chez 

90% des souches asiatiques et chez 50 à 70% des souches occidentales (Maeda et al., 1998; 
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van Doorn et al., 1998). Cependant, la présence du gène cagA ne signifie pas forcément la 

présence d’un îlot entier et fonctionnel, celui-ci pouvant être partiellement délété (Israel et al., 

2001; Salama et al., 2000). Le TSS4 est typiquement composé de l’assemblage de 11 

protéines (VirB 1 à 11) couplées à une NTPase (VirD4) (Figure 6A-B) (Backert and Selbach, 

2008). Chez H. pylori plusieurs protéines sont associées à cette structure de base, même si le 

rôle de plusieurs d’entre elles est inconnu. Cependant, il est accepté que la protéine CagF joue 

un rôle de chaperonne dans la translocation de CagA (Couturier et al., 2006; Pattis et al., 

2007). La protéine CagL assure quant à elle la spécificité du TSS4 pour les cellules hôtes en 

se liant aux intégrines cellulaires de type "5#1 (Kwok et al., 2007).  
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Figure 6. Composition génomique du cagPAI et modèle du système de sécrétion de type IV. A/ 

Arrangement des gènes composant le cagPAI chez la souche 26695. La plupart des gènes est impliquée 
dans la synthèse du TSS4 qui permet l’injection de CagA et du peptidoglycane à l’intérieur de la cellule 
cible. D’après Suerbaum et Josenhans, Nat. Rev. Microbiol., 2007 (Suerbaum and Josenhans, 2007). B/ 

Le TSS4 correspond à un assemblage de 11 protéines (VirB 1 à 11) couplées à une NTPase (VirD4). 
Durant l’infection, H. pylori établit des contacts avec la cellule cible grâce à une liaison entre CagL et 
les intégrines "5#1. Le TSS4 permet ainsi l’injection cytoplasmique de CagA et du petidoglycane. 
D’après Kwok et al., Nature, 2007 (Kwok et al., 2007).
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Ces différentes interactions permettent au TSS4 d’injecter dans le cytoplasme de la cellule 

cible la protéine CagA (Odenbreit et al., 2000). Une fois transloquée dans la cellule, la 

cytotoxine peut activer différents effecteurs (Figure 7). En premier lieu, CagA est 

responsable d’une perturbation des jonctions intercellulaires épithéliales perturbant ainsi 

l’intégrité de l’épithélium gastrique. Ces processus contribuant à la pathogénicité de H. pylori 

passent par des interactions avec les molécules d’adhérence des jonctions (JAM) ou les 

protéines E-cadhérine et Zona Occludens 1 (ZO-1) (Amieva et al., 2003; Murata-Kamiya 

et al., 2007; Saadat et al., 2007). La mauvaise répartition de ces molécules des jonctions 

serait due à une interaction entre CagA et la kinase Partitioning-defective 1 (Par1) (Saadat 

et al., 2007). La perturbation des jonctions serrées peut jouer un rôle dans le développement 

tumoral comme il en a été discuté dans les paragraphes précédents. D’autre part, CagA est 

phosphorylée au niveau des séquences répétées Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA) par des 

tyrosines kinases cellulaires de la famille Src (Stein et al., 2002). La protéine ainsi 

phosphorylée peut alors activer les voies de signalisation cellulaire SHP2 / ERK affectant le 

cytosquelette cellulaire (Peek, 2005). Les cellules ainsi infectées développent une 

morphologie appelée « colibri » correspondant à une élongation cellulaire. CagA phosphorylé 

inhibe également les tyrosines kinases de la famille Src ce qui entraîne des modifications de 

la morphologie et de la motilité (Selbach et al., 2004; Selbach et al., 2002; Selbach et al., 

2003). Il est intéressant de noter que la protéine CagA peut jouer par elle-même un rôle 

d’oncogène bactérien. En effet, des souris transgéniques exprimant le gène cagA développent 

des néoplasies gastrointestinales et hématopoïétiques (Ohnishi et al., 2008). Il s’agit ainsi de 

la première oncoprotéine d’origine bactérienne décrite. 
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Figure 7. CagA et signalisation cellulaire. 1/ La cytotoxine CagA est injectée à l’intérieur de la cellule 
cible par le TSS4. 2/ CagA peut se lier avec ZO-1 ou les molécules d’adhérence des jonctions (JAM) et 
déstabiliser les jonctions serrées. 3/ Les tyrosines kinases de la famille des Src phosphorylent les motifs 
EPIYA de CagA. 4/ CagA phosphorylé inhibe ces tyrosines-kinases directement ou par l’activation de 
Csk. 5/ L’inhibition des Src entraîne une déphosphorylation de l’Ezrin et de la cortactine qui contribue 
au maintien de la morphologie et de la motilité. 6/ CagA phosphorylé peut également s’associer avec les 
molécules SHP-2. 7/ Cette interaction active la voie de signalisation des récepteurs tyrosines kinases par 
les biais 8/ des molécules ERK/MAP. Cette activation entraîne une élongation cellulaire et une 
augmentation de la motilité cellulaire. Détails dans le texte. D’après Bourzac et Guillemin, 
Cell Microbiol, 2005 (Bourzac and Guillemin, 2005). 

Il a également été démontré que les souches possédant un l’îlot cagPAI induisent une 

réponse inflammatoire plus importante que les souches ne le possédant pas (Cox et al., 2001; 

Peek et al., 1995; Shimoyama et al., 1998). De manière très intéressante, le TSS4 est 

également responsable de l’injection du peptidoglycane bactérien dans la cellule épithéliale. 

Ce polymère de glycosaminoglycanes est ensuite reconnu par Nod1, une molécule de 

l’immunité innée reconnaissant ce type de motif bactérien. Cette reconnaissance est 

responsable de l’activation de la voie de signalisation du NF-!B, conduisant à une réponse 

pro-inflammatoire (Fritz et al., 2006; Viala et al., 2004). Cette reconnaissance du 

peptidoglycane bactérien semble être le mécanisme principal de l’activation de la réponse 
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inflammatoire pour les souches possédant l’îlot de pathogénicité. Cependant, la protéine 

CagA elle-même pourrait être responsable de la sécrétion de CXCL8 après activation de la 

voie du NF-!B (Brandt et al., 2005; Crabtree et al., 1995a). De nombreuses études préalables 

avaient montré le rôle de CagA dans la pathogénicité bactérienne mais non dans la réponse 

inflammatoire (Censini et al., 1996; Crabtree et al., 1995b; Sharma et al., 1995). Les 

différences de résultats entre ces études pourraient être dues à la différence du nombre de 

motifs de phosphorylation présents sur la protéine CagA et le temps d’incubation pour les 

expériences in vitro (Brandt et al., 2005). En effet, la protéine CagA possède un nombre 

variable de motifs de phosphorylation EPIYA en fonction des souches, dénommés EPIYA-A, 

-B, -C, -D. Ainsi, les souches de type occidental présentent une combinaison de motifs 

EPIYA-A, -B, -C alors que les souches est-asiatiques présentent une combinaison des motifs 

EPIYA-A, -B, -D (Argent et al., 2008; Covacci et al., 1993; Higashi et al., 2002a; Higashi 

et al., 2002b; Nguyen et al., 2008; Stein et al., 2002). Les motifs EPIYA -C et -D sont les 

sites les plus importants de liaison avec SHP-2, et l’augmentation du nombre de ces motifs est 

liée à une augmentation de la pathogénicité de la souche (Argent et al., 2004; Azuma et al., 

2002; Higashi et al., 2002a; Jones et al., 2009; Satomi et al., 2006; Yamaoka et al., 1999a). 

! Cytotoxine vacuolisante VacA 

La cytotoxine vacuolisante VacA tient son nom de sa capacité à induire l’apparition de 

vacuoles après infection de certaines lignées de cellules épithéliales. Le gène vacA est présent 

chez toutes les souches mais seulement certaines d’entre elles possèdent une activité 

vacuolisante. Cette différence de réponse est due à la présence de régions variables sur le 

gène (Atherton et al., 1995). Deux zones de variabilité ont tout d’abord été décrites, 

dénommées s et m et correspondant respectivement à la région codant le peptide signal et à la 

région située au milieu du gène. Le peptide signal permet la sécrétion de la toxine. Ainsi le 

génotype s1 correspond à un peptide signal fonctionnel d’où une sécrétion élevée de toxine. 

A l’inverse, l’allèle s2 est corrélé à une exportation de toxine faible sans doute due à une 

perte d’hydrophobicité (Atherton et al., 1995). L’allèle m est quant à lui associé à l’activité de 

la protéine, avec une toxicité élevée pour l’allèle m1 mais faible pour l’allèle m2 (Ji et al., 

2000; Pagliaccia et al., 1998; Tombola et al., 2001; Wang et al., 2001b). Les différentes 

combinaisons entre ces allèles conditionnent donc la pathogénicité potentielle de la toxine 

VacA. Une troisième région a récemment été identifiée, la région i existant sous la forme i1 

ou i2 (Rhead et al., 2007). Cette région serait un déterminant de la toxicité de VacA, les 

souches de type s1m1 possédant la forme i1 et les souches s2m2 la forme i2. Les effets de la 

 45



cytotoxine VacA sont nombreux sur les cellules, in vitro et in vivo (Figure 8). En premier 

lieu, la protéine VacA est sécrétée dans l’espace extracellulaire mais peut également être 

retrouvée au niveau de la membrane bactérienne où elle pourrait jouer le rôle d’adhésine 

(Cover and Blaser, 1992; Ilver et al., 2004). D’autre part, VacA peut activer des voies de 

signalisation cellulaire pro-inflammatoires après liaison à un récepteur cellulaire comme le 

protein tyrosine phosphatase receptor type Z (Ptprz ou RPTP#), le récepteur de l’EGF ou 

diverses lipides (Cover and Blanke, 2005; Fujikawa et al., 2003; Nakayama et al., 2006; Seto 

et al., 1998). Il a ensuite été montré que VacA induit l’apoptose de cellules épithéliales à la 

fois in vitro et in vivo (Galmiche et al., 2000; Kuck et al., 2001; Peek et al., 1999). 

L’apoptose serait due à un relargage du cytochrome C qui activerait une voie de signalisation 

pro-apoptotique (Galmiche et al., 2000). Comme nous l’avons vu précédemment, VacA tient 

son nom de la capacité à former des vacuoles dans les cellules cibles. Ces vacuoles 

proviendraient des vésicules d’endocytose après la liaison de VacA au niveau de la membrane 

cellulaire. Plusieurs molécules de VacA s’organisent en canaux permettant le passage de 

certains ions chlorure. Ce passage anionique serait compensé par l’entrée d’ions hydrogènes 

par les canaux cellulaires. Les vacuoles seraient alors une conséquence du rétablissement de 

la pression osmotique (Cover and Blanke, 2005). Enfin, VacA peut pénétrer dans le 

cytoplasme des lymphocytes après reconnaissance du CD18 et interférer avec la sécrétion de 

l’interleukine 2 (Sewald et al., 2008). In vivo, l’administration de la protéine purifiée à des 

souris est responsable d’une dégénération de la muqueuse gastrique et d’un recrutement de 

cellules inflammatoires (Ghiara et al., 1995; Marchetti et al., 1995). Pour conclure, VacA 

joue donc un rôle important dans la capacité de colonisation de la bactérie (Salama et al., 

2001). 
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Figure 8. Effets divers de la cytotoxine vacuolisante VacA. A/ La protéine VacA peut être retrouvée au 
niveau membranaire où elle joue le rôle d’adhésine. B/ VacA peut également être sécrétée et activer des 
voies de signalisation pro-inflammatoires après activation de récepteurs cellulaires. C/ L’internalisation de 
VacA et sa localisation mitochondriale induit un relarguage du cytochrome C et l’induction de l’apoptose 
cellulaire. D/ Les protéines VacA endocytées forment des pores à l’intérieur des vésicules d’endocytose 
responsables de l’apparition de vacuoles. E/ La cytotoxine peut également interférer avec les 
lymphocytes T présents au niveau de la lamina propria. Détails dans le texte. D’après Cover et Blanke, 
Nat Rev Microbiol, 2005 (Cover and Blanke, 2005). 

! Lipopolysaccharide 

Le lipopolysaccharide (LPS) correspond à une région polysaccharidique attachée à une 

région lipidique (lipide A) comme point d’ancrage. H. pylori exprime au niveau de la région 

polysaccharidique les antigènes de type Lewis X ou Y des groupes sanguins, en mimétisme 

des cellules épithéliales gastriques (Vandenbroucke-Grauls and Appelmelk, 1998). Ce 

mimétisme bactérien a deux conséquences majeures dans la pathogénicité de la bactérie. Tout 

d’abord, le pathogène n’est plus reconnu comme du non-soi et devient ainsi invisible au 

système immunitaire. D’autre part, le pathogène casse la tolérance auto-immune et les 

antigènes de Lewis cellulaires peuvent être reconnus comme étranger, induisant des lésions 

au niveau de la muqueuse (Appelmelk et al., 1998). D’autre part et comme il en sera discuté 
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dans le paragraphe suivant, le LPS de H. pylori n’est que très peu actif sur les récepteurs de 

l’immunité innée. 

! Autres facteurs de virulence 

Certaines souches de H. pylori cagA-négatives sont responsables d’une production 

importante d’interleukine 8 par les cellules épithéliales (Yamaoka et al., 1999b). Il a été 

démontré que cette production de CXCL8 faisait suite à l’adhérence de la bactérie sur la 

cellule (Sharma et al., 1995). Ces données ont permis à certains auteurs de rechercher le rôle 

potentiel des protéines de la membrane externe dans cette réponse pro-inflammatoire. Ainsi, 

la protéine OipA serait responsable d’une activation des voies de signalisation pro-

inflammatoires conduisant à la libération de CXCL8, mais pourrait également jouer un rôle 

dans la réorganisation du cytosquelette (Tabassam et al., 2008; Yamaoka et al., 2000). 

Le gène iceA, induit après contact avec des cellules épithéliales, a été montré être associé 

à l’ulcère duodénal (Van Doorn et al., 1998). Cependant, sa fonction exacte reste encore 

inconnue. 

Par ailleurs, une forte corrélation existe entre l’infiltration gastrique par des neutrophiles 

et les dommages occasionnés au niveau de la muqueuse durant l’infection par H. pylori 

(Davies et al., 1994). Ainsi, la protéine NapA, capable de recruter les neutrophiles et 

monocytes, peut être considérée comme un facteur de virulence (Evans et al., 1995). En 

outre, des mutants inactivés pour napA survivent moins bien que des souches sauvages dans 

des conditions de stress oxydatif suggérant un rôle de NapA dans ce type de résistance 

(Cooksley et al., 2003). 

Plus récemment, la protéine Tip-" (TNF " inducing protein) a été montrée comme 

importante dans les capacités de colonisation de la bactérie. De plus, cette protéine soluble 

peut être retrouvée au niveau du noyau de la cellule cible, suggérant un rôle carcinogène 

(Godlewska et al., 2008; Suganuma et al., 2008). 

Persistance dans la muqueuse gastrique 

Les macrophages représentent l’une des premières lignes de défense de l’hôte. Lors d’une 

infection, H. pylori est phagocyté mais peut retarder cette internalisation et rester viable après 

fusion des phagosomes (Allen et al., 2000). La bactérie est également capable d’induire 

l’apoptose des macrophages permettant une évasion de la réponse immunitaire innée 

(Chaturvedi et al., 2004). Ces mécanismes de résistance seraient portés par des facteurs de 
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virulence, les souches dépourvues de l’îlot de pathogénicité cag et du gène vacA étant plus 

sensibles à la phagocytose (Allen et al., 2000). 

Enfin, H. pylori possède différentes enzymes lui permettant de résister au stress oxydatif 

généré par les cellules phagocytaires comme l’alkylhydroperoxyde-réductase, la catalase, la 

superoxyde-dismutase et l’arginase. 

Concernant l’immunité adaptative, l’infection par H. pylori est responsable d’une forte 

réponse humorale, cependant non suffisante à l’éradication bactérienne. Cette résistance serait 

essentiellement due à la localisation dans la muqueuse de la bactérie, permettant une mise 

hors de portée des anticorps. De plus, comme mentionné dans les paragraphes précédents, le 

profil protéique de surface de la bactérie est variable avec une forte capacité d’adaptation à 

l’environnement. Cette variabilité antigénique facilite sans doute l’échappement à la réponse 

immunitaire. La toxine vacuolisante VacA de H. pylori semble également capable de bloquer 

l’activation des lymphocytes T (Boncristiano et al., 2003). L’îlot de pathogénicité cag est par 

ailleurs responsable d’une activation de la voie Fas-Ligand-Fas des lymphocytes les faisant 

rentrer en apoptose (Wang et al., 2001a). En outre, nous avons montré que la bactérie est 

capable d’inhiber la prolifération de lymphocytes T et B activés (Ferrand et al., 2008). Cet 

effet passerait par la $-glutamyl transpeptidase bactérienne (Schmees et al., 2007).  

1.3.6. Reconnaissance immunitaire

 Comme nous venons de le voir, l’infection par H. pylori n’est pas contrôlée par le 

système immunitaire. Les cellules épithéliales gastriques correspondent au premier point de 

rencontre entre le pathogène bactérien et son hôte. H. pylori apparaît comme une bactérie 

essentiellement extracellulaire, même si quelques études ont montré qu’il était possible de 

trouver des bactéries à l’intérieur des cellules épithéliales (Amieva et al., 2002; Dubois and 

Boren, 2007; Kwok et al., 2002; Semino-Mora et al., 2003). Les contacts intimes entre 

cellules épithéliales et bactéries sont à la base de la réponse immunitaire innée, passant 

essentiellement par une activation des récepteurs des profils moléculaires spécifiques des 

pathogènes (Pathogen-associated molecular patterns, PAMP). 

! Toll-Like Récepteurs 

Les Toll-Like Récepteurs (TLR) appartiennent à une classe de molécules retrouvées chez 

de nombreux organismes vertébrés et invertébrés et des formes légèrement différentes 

existent chez les plantes. Les TLR sont considérés comme les plus anciens composants de 

l’immunité innée. 
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Le rôle de ces molécules a initialement été décrit dans l’embryogenèse, en particulier dans 

la mise en place de l’axe dorso-ventral chez la drosophile (Belvin and Anderson, 1996). Leur 

rôle dans l’immunité innée a ensuite été découvert par la mise en évidence de leur capacité à 

lutter contre les infections par des champignons chez la drosophile (Lemaitre et al., 1996). 

Depuis, la classe des TLR est considérée comme un composant majeur du système 

immunitaire inné en participant à la reconnaissance des PAMPs. Cette reconnaissance est 

responsable d’une activation cellulaire conduisant à la mise en place de mécanismes anti-

infectieux et au recrutement de cellules immunitaires. Actuellement, dix TLR sont connus 

chez l’homme et 13 chez la souris, chacun ayant des ligands (PAMP) et des fonctions 

spécifiques (Barton and Kagan, 2009).  

Les ligands des TLR humains sont répertoriés dans la table suivante (Table 2). Ils 

peuvent correspondre à des composants de la paroi bactérienne ou fongique, à des 

lipoprotéines bactériennes, des protéines microbiennes conservées ou des acides nucléiques. 

La localisation des TLR dans la cellule est dépendante de leur spécificité : les récepteurs des 

acides nucléiques (TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9) sont intracellulaires alors que ceux 

spécifiques de molécules microbiennes sont externalisés (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et 

TLR6).  

Origine du ligand Ligand

TLR1 Bactéries et mycobactéries Lipopeptide

TLR2 Bactéries Gram +, parasites Lipopeptide, glycolipide

TLR3 Virus ARN double brin

TLR4 Bactéries Gram -, plantes Lipopolysaccharide, taxol

TLR5 Bactéries  Flagelline

TLR6 Mycoplasmes Lipopeptide

TLR7 Virus ARN simple brin

TLR8 Virus ARN simple brin

TLR9 Bactéries et virus ADN CpG non méthylé

TLR10 Inconnu  

 

Table 2. TLR et leurs ligands. Les différents TLR humains sont spécifiques de certains organismes et plus 
particuliérement de certains ligands. Détails dans le texte. D’après Chen et al., Int J Radiat Oncol Biol Phys, 
2006 (Chen et al., 2006). 

Les TLR sont des glycoprotéines transmembranaires de type I composées de répétitions 

riches en leucine et d’une région intracellulaire contenant un domaine homologue aux 

Terminal Inverted Domain (TIR) (Bell et al., 2003). Ce domaine interagit avec plusieurs 

molécules adaptatrices intracellulaires (MyD88, TIRAP, TRIF et TRAM) et active ainsi une 
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cascade résultant dans l’activation de facteurs de transcription. La voie classique de 

stimulation des TLR aboutit à l’activation du NF- !B impliqué dans l’expression de cytokines 

pro-inflammatoires et dans l’activation des cellules de l’immunité adaptative.  

Enfin de manière plus récente, un nouveau rôle des TLR a été découvert. L’activation de 

ces molécules pourrait maintenir l’homéostasie entre le microbiote intestinal et l’épithélium 

(Rakoff-Nahoum et al., 2004). Un rôle dans la progression du cycle cellulaire des fibroblastes 

leur est également attribué (Hasan et al., 2005). 

! TLR et réponse immunitaire contre H. pylori 

L’ARNm tlr4, le TLR habituellement impliqué dans la réponse contre le LPS des 

bactéries Gram négatives, peut être détecté dans différentes lignées de cellules épithéliales 

gastriques (AGS, MKN45, NCI-87) (Backhed et al., 2003; Ishihara et al., 2004; Su et al., 

2003). Les cellules épithéliales gastriques ne répondent cependant pas à la stimulation par de 

fortes concentrations de LPS de H. pylori, et l’utilisation d’anticorps bloquant anti-TLR4 

n’inhibe pas la réponse inflammatoire (Backhed et al., 2003; Su et al., 2003). Le LPS de 

H. pylori serait faiblement actif comparé à ceux des enterobactéries et n’active donc que 

faiblement les macrophages (Moran, 1999). Cependant, le rôle du TLR4 porte encore à 

controverse. En effet, l’expression basolatérale du TLR4 est augmentée après infection par 

H. pylori (Schmausser et al., 2004). L’utilisation de siRNA dans des modèles in vitro a 

permis de montrer un rôle du TLR4 dans la synthèse de radicaux azotés après infection par 

H. pylori (Uno et al., 2007). 

Deux autres membres de la famille des TLR sont importants dans la réponse immunitaire 

contre l’infection par H. pylori. Les TLR2 et TLR5 sont exprimés au niveau des cellules 

intestinales ou gastriques (Cario et al., 2002; Smith et al., 2003). H. pylori serait capable 

d’activer ces deux voies aboutissant à une translocation de NF-!B et à une production de 

CXCL8 in vitro (Smith et al., 2003; Torok et al., 2005). Le TLR2 serait activé par le LPS de 

H. pylori, alors que le ligand du TLR5 reste à déterminer. En effet, le ligand classique de ce 

récepteur correspond aux flagellines bactériennes. Dans le cas de H. pylori, des mutants 

délétés des protéines flagellaires conservent la capacité d’induire une réponse pro-

inflammatoire. De plus, des préparations concentrées d’extraits flagellaires n’induisent pas de 

réponse, à l’inverse d’extraits de Salmonella enterica serovar Typhimurium par exemple (Lee 

et al., 2003). 

Cependant, le récepteur cellulaire le plus important dans la réponse immunitaire innée 

contre H. pylori apparaît être Nod1 (Viala et al., 2004). En effet, l’injection de 

 51



peptidoglycane à l’intérieur de la cellule hôte par le TSS4 est capable d’activer ce récepteur 

induisant une translocation du NF- !B et une synthèse de CXCL8. Néanmoins, le mécanisme 

de reconnaissance des bactéries ne possédant pas l’îlot de pathogénicité cag reste inconnu. 

Les mécanismes pathogènes de H. pylori sont résumés dans la figure suivante (Figure 9). 
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Figure 9. Résumé de la pathogénicité de H. pylori. 1/ Les flagelles et la forme spiralée de H. pylori 

permettent une mobilité dans le mucus. L’uréase bactérienne permet de créer un microenvironnement 
tamponné favorable à sa survie. 2/ La présence d’adhésines permet une adhérence à la surface cellulaire. 3/ 

Cette liaison stimule la voie d’activation des TLR cellulaires et induit la production de cytokines pro-
inflammatoires, essentiellement par l’activation de NF-!B. 4/ Ces cytokines pro-inflammatoires recrutent les 
cellules de l’immunité circulante. 5/ Ces cellules sont responsables d’une inflammation locale entraînant des 
lésions cellulaires. 6/ D’autre part, H. pylori secrète la cytotoxine vacuolisante VacA, responsable 7/ d’une 
apoptose cellulaire et 8/ d’une dégénération de la muqueuse gastrique. Cette altération de l’intégrité de 
l’épithélium permet un passage de la bactérie à travers l’épithélium. 9/ Les bactéries retrouvées sur la face 
basale des cellules épithéliales se lient spécifiquement aux intégrines "5#1 et injectent la protéine CagA et le 
peptidoglygane (PGN) via le TSS4. 10/ CagA perturbe les voies de signalisation cellulaire et modifie la 
morphologie épithéliale en désorganisant les jonctions intracellulaires. 11/ La sécrétion de NapA et la 
production de cytokines pro-inflammatoires induite par CagA et le PGN sont responsables d’un recrutement 
de cellules immunitaires. 12/ H. pylori bloque également la maturation des lymphocytes et induit leur 
apoptose. Détails dans le texte.  
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2.Un nouveau modèle de carcinogenèse gastrique  

En 2004, l’équipe de JeanMarie Houghton s’est intéressée au rôle potentiel des cellules 

issues de la moelle osseuse (Bone Marrow Derived Cells, BMDC) dans la carcinogenèse 

gastrique (Houghton et al., 2004). En effet, ces auteurs avaient noté que l’environnement 

inflammatoire favorisant un développement tumoral partageait de nombreuses similitudes 

avec celui responsable du homing et du recrutement des BMDC, suggérant peut être un lien 

entre développement tumoral et cellules médullaires. Il y avait cependant à l’époque peu de 

données sur le devenir des cellules recrutées au niveau des sites inflammatoires sur le long 

terme. 

Pour étudier le rôle des BMDC dans le carcinome gastrique, les auteurs ont utilisé le 

modèle connu de souris C57BL/6 infectées par H. felis, un pathogène murin proche de 

H. pylori. Afin de suivre le devenir des BMDC, des souris sauvages ont préalablement reçu 

une irradiation importante (900 rads) afin de détruire de manière intégrale et irréversible les 

cellules souches de la moelle osseuse. Après irradiation, ces souris ont été greffées avec de la 

moelle osseuse provenant de souris transgéniques exprimant de manière constitutive le gène 

de la #-galactosidase bactérienne de E. coli. Ce marqueur permet une détection spécifique 

chez les souris irradiées et greffées des cellules d’origine médullaire. 

Ces souris chimères infectées par H. felis reproduisent les différentes étapes de l’initiation 

et du développement du carcinome gastrique tel qu’il intervient chez l’homme lors de 

l’infection par H. pylori (Fox et al., 2002). Ainsi, une apoptose des cellules épithéliales de la 

muqueuse gastrique est rapidement détectée 6 à 8 semaines après l’infection. Après 

20 semaines, les premiers signes de métaplasie et de dysplasie apparaissent. De manière 

intéressante, ces premières manifestations pré-néoplasiques sont corrélées avec l’apparition 

de BMDC au niveau de l’épithélium gastrique. Ainsi, au bout de 20 semaines, 5% des 

glandes sont positives lors de marquages à la #-galactosidase, et ce pourcentage augmente en 

fonction du développement de la pathologie. Ainsi, 20% des glandes sont positives après 

30 semaines, 50% après 40 semaines et 90% après 52 semaines. Les souris non infectées ne 

présentent aucune glande positive. 

L’infection par H. pylori est responsable du développement d’une métaplasie caractérisée 

par l’expression du marqueur TreFoil Factor 2 (TFF2). Dans le modèle des souris chimères, 

l’expression de TFF2 est localisée au niveau des glandes reconstituées par les BMDC, 

suggérant que les premiers signes histologiques pré-cancéreux sont retrouvés au niveau des 

sites de recrutement des BMDC. De manière similaire, les glandes présentant des anomalies 
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de morphologie et de structure et une forte prolifération cellulaire, caractéristiques de l’étape 

de dysplasie, sont composées de BMDC. Des immuno-marquages révèlent de plus que les 

BMDC des glandes gastriques ont acquis un phénotype épithélial avec expression de 

cytokératines, molécules du cytosquelette spécifiques des cellules épithéliales. Ces cellules 

n’expriment pas le marqueur CD45, caractéristique des cellules d’origine hématopoïétique 

différenciées, montrant leur nature de leucocytes circulants. 

En outre, l’utilisation de produits chimiques ou cryogéniques pour induire des ulcérations 

gastriques n’induit pas l’apparition de glandes composées de BMDC, indiquant que ce 

recrutement de cellules médullaires est spécifique d’une inflammation chronique.  

Afin d’identifier en détail les mécanismes de cette différenciation, les auteurs ont alors 

décidé d’utiliser un second modèle. Des souris femelles ont été irradiées avant de recevoir 

une greffe de moelle osseuse de souris mâles exprimant de manière constitutive la GFP. Ce 

modèle permet d’obtenir un double marquage des BMDC (chromosome Y et GFP). Quinze 

mois après l’infection, les tumeurs gastriques obtenues ont été analysées par cytométrie en 

flux afin de caractériser les différentes cellules les composant. Ainsi, deux populations 

cellulaires issues des BMDC ont été caractérisées. La population GFP+/CD45+ correspondant 

aux leucocytes circulants et la population GFP+/CD45- d’origine non-hématopoïétique et 

exprimant des cytokératines. De plus, l’analyse du contenu chromosomique a révélé que ces 

cellules sont uniquement mononucléées avec présence d’un chromosome X et d’un 

chromosome Y. Ces résultats suggèrent que les BMDC ayant été recrutées au niveau de la 

muqueuse gastrique se sont différenciées en cellules épithéliales sans processus de fusion 

avec ces dernières. Un argument supplémentaire en défaveur de la fusion est la comparaison 

du contenu en ADN des cellules gastriques des souris témoins et des souris infectées. Ce 

contenu apparaît similaire, excluant la présence de cellules fusionnées qui posséderaient un 

contenu en matériel génétique plus important. 

Les auteurs ont ensuite essayé d’identifier la population à l’origine de cette différenciation 

en cellules épithéliales. Pour cela, les deux populations de cellules souches composant la 

moelle osseuse (cellules souches hématopoïétiques, HSC ; et cellules souches 

mésenchymateuses, MSC) ont été séparées et cultivées en présence de surnageant de culture 

de tissu épithélial gastrique. Après culture, seules les MSC expriment des marqueurs 

épithéliaux (cytokératine 19 et TFF2).  

Enfin, les auteurs ont essayé de comprendre le mécanisme de recrutement des BMDC au 

niveau de l’épithélium gastrique infecté. Des Western Blots ont montré une augmentation de 
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l’expression gastrique des facteurs CXCL12 et SCF. Ces deux facteurs sont connus pour leur 

capacité à recruter les cellules progénitrices médullaires.  

 

Ces travaux proposent donc un nouveau modèle de carcinogenèse gastrique impliquant les 

cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse. 

Dans ce modèle, la bactérie n’est pas éradiquée par l’organisme infecté, et l’infection 

devient chronique. L’inflammation tissulaire chronique qui en résulte aboutit à l’apparition de 

lésions tissulaires. Les cellules souches locales (dont le rôle sera discuté dans le paragraphe 

suivant) ne suffisent pas à régénérer l’épithélium gastrique. Cet échec des cellules souches 

locales entraîne le recrutement de MSC issues de la moelle osseuse et leur différenciation 

assurant une réparation tissulaire. Cependant et en raison de l’infection, l’épithélium gastrique 

demeure un environnement riche en cytokines pro-inflammatoires. Dans ce contexte, les 

MSC ne se différencient pas correctement en cellules épithéliales gastriques, et progressent 

vers un état métaplasique, dysplasique et finalement cancéreux. Les différentes étapes 

représentant l’évolution des cellules souches médullaires vers l’adénocarcinome gastrique en 

réponse à l’infection par Helicobacter sont schématisées dans la figure suivante (Figure 10). 

 

 

Figure 10. Schéma de l’initiation et du développement tumoral proposé par JeanMarie Houghton. 

L’infection de la muqueuse gastrique par Helicobacter est responsable d’une inflammation chronique et d’une 
apoptose des cellules souches locales. Les MSC de la moelle osseuse sont alors recrutées afin de rétablir une 
muqueuse normale. Cependant, dans un microenvironnement infectieux et inflammatoire, les MSC subissent une 
perturbation de leur différenciation et dérivent vers des cellules cancéreuses. Détails dans le texte. 
D’après Houghton et al., Gastroenterology, 2005 (Houghton and Wang, 2005). 
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3.Renouvellement tissulaire et cellules souches 

Il apparaît nécessaire, afin de comprendre le rôle potentiel des cellules souches dans 

l’adénocarcinome gastrique, de définir ce type de cellules ainsi que les mécanismes 

physiologiques mis en jeu lors de la régénération ou réparation tissulaire. 

3.1. Généralités 

Tout au long de sa vie, le sujet doit remplacer les cellules mortes qui composaient ses 

tissus, qu’elles soient entrées en apoptose ou qu’elles aient subi une lésion, afin d’assurer le 

renouvellement tissulaire de ses organes.  

Tous les tissus possédant des cellules spécialisées, il apparaît raisonnable de penser que le 

potentiel et les mécanismes de réparation sont variables entre eux. Cette variabilité de 

réparation tissulaire est étroitement dépendante de leur capacité proliférative, liée à la 

régulation du cycle cellulaire. En effet, les différents tissus peuvent être classés en 3 groupes. 

Tout d’abord, les tissus dits permanents ou définitifs sont constitués de cellules ne 

pouvant pas se diviser, et ne possédant donc pas de potentiel de réparation. Ainsi, des lésions 

des neurones du système nerveux central ne peuvent être régénérées. De même, la 

régénération des fibres musculaires cardiaques après un infarctus est limitée. 

Le second type de tissu correspond aux tissus quiescents ou stables, constitués de cellules 

qui ont quitté le cycle cellulaire (phase G0) mais qui peuvent le réintégrer sous l’effet de 

certaines stimulations. Ainsi, les cellules du foie, du rein ou du pancréas se divisent peu à 

l’état normal. Le potentiel prolifératif peut cependant être stimulé lors d’une augmentation de 

la mortalité cellulaire au sein du tissu. 

Enfin, le dernier type de tissu correspond aux tissus labiles constitués de cellules engagées 

dans le cycle cellulaire. Les tissus qui se renouvellent tout le long de la vie de l’individu 

comme les épithélia ou la moelle osseuse entrent dans cette catégorie. En conditions 

pathologiques, le potentiel de régénération de ces cellules peut être encore augmenté. Ces 

tissus possèdent des cellules souches aux propriétés de prolifération illimitées. Ces cellules 

souches se divisent par mitose donnant deux cellules filles pouvant également rentrer en 

phase de mitose et reconstituer un pool de cellules différenciées suffisant. Les cellules ainsi 

obtenues subissent ensuite une étape de maturation aboutissant à des cellules adultes et 

fonctionnelles. 
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3.2. Renouvellement tissulaire du tractus gastrointestinal 

Le tractus gastrointestinal (ou TGI), composé de cellules souches locales au sommet 

d’une hiérarchie définie, correspond donc à la catégorie des tissus labiles. L’organe du TGI 

dont les mécanismes de renouvellement cellulaire ont été les plus étudiés est l’intestin. De 

grandes similarités existent cependant entre la physiologie de l’intestin et de l’estomac, 

composés tout les deux d’une muqueuse épithéliale glandulaire.  

L’épithélium gastrique a une architecture bien définie, avec de nombreuses invaginations 

appelées glandes (Figure 11). Ces repliements permettent d’augmenter la surface de la 

muqueuse et obtenir une absorption maximale des nutriments. La distribution des cellules à 

l’intérieur des glandes définit leur fonction (Brittan and Wright, 2002). Ainsi, la partie 

supérieure de la crypte, en contact avec la lumière gastrique est composée de cellules 

responsables de la production de mucus tapissant la face interne de l’estomac. La population 

située en dessous des cellules muqueuses correspond aux cellules souches appelées 

progéniteurs de part leur capacité de différentiation limitée. Ces cellules sont à elles seules 

responsables de la totale régénération de l’épithélium. La durée de renouvellement est 

variable en fonction du type cellulaire (4 à 6 jours pour les cellules muqueuses, 20 jours pour 

les cellules pariétales et 2 mois pour les cellules principales). Toutes les cellules situées au 

dessus ou en dessous de ces progéniteurs sont issues du même site et migrent au fur et à 

mesure du remplacement cellulaire. Les cellules suivantes correspondent aux cellules 

pariétales qui produisent l’acide chlorhydrique. Enfin, la base de la glande est constituée de 

cellules principales ou zymogènes, qui secrètent les enzymes du suc gastrique.  
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Figure 11. Schéma de l’organisation cellulaire au sein d’une glande de l’épithélium gastrique. 

Les cellules composant une glande sont organisées et différenciées selon leur localisation. Toutes les 
cellules sont issues de cellules progénitrices situées dans le premier tiers de la glande. Ces cellules 
pourront donner naissance aux cellules muqueuses, pariétales et principales. Détails dans le texte. 
D’après Goldenring et al., Physiol Gastrointest Liver Physiol, 2006 (Goldenring and Nomura, 2006). 

Le renouvellement de l’épithélium gastrique est donc assuré en permanence par des 

progéniteurs locaux. Cependant, les travaux de JM Houghton ont montré que, dans certaines 

circonstances, d’autres cellules souches peuvent se substituer aux cellules souches locales et 

jouer un rôle dans la réparation tissulaire gastrique : les cellules souches médullaires 

(Houghton et al., 2004). 

 

3.3. Différents types de cellules souches médullaires 

3.3.1. Cellules souches hématopoïétiques 

Les cellules souches hématopoïétiques ou HSC sont les cellules souches médullaires les 

mieux caractérisées donnant naissance à tous les types de cellules hématopoïétiques avec une 

hiérarchie bien connue (Kondo et al., 2003) (Figure 12). Ces cellules sont caractérisées par 

leur potentiel à reconstituer l’hématopoïèse qui peut correspondre à la production journalière 

de 2x1011 érythrocytes et 1010 cellules de la lignée blanche. La différenciation et la maturation 

de ces cellules sont séquentielles et passent par différents stades correspondant à différents 

progéniteurs. Ainsi les HSC qui s’engagent dans les voies de différenciation perdent 

progressivement leur potentiel multipotent et gagnent des capacités de prolifération. Ainsi, 

ces cellules passent d’un état primitif multipotent à un état différencié. 
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D’une manière générale, un panel de marqueurs cellulaires de surface (CD34+, Thy-1+, 

c-Kit+) et l’absence de marqueurs de linéage (Lin-) caractérisent les HSC primitives. 

L’évolution de ces marqueurs permet de situer les cellules dans l’hématopoïèse en donnant 

une indication sur le niveau de différenciation.  

 

 

 

Figure 12. Hématopoïèse simplifiée. La première étape de différenciation permet l'engagement dans les voies 
myéloïde et lymphoïde. La première est à l'origine des précurseurs de lymphocytes B, des précurseurs 
thymiques capables de générer des lymphocytes T matures, des lymphocytes NK et des cellules dendritiques 
lymphoïdes. Le précurseur myéloïde est à l'origine des mastocytes, des granulocytes, des macrophages, des 
mégacaryocytes produisant des plaquettes et des précurseurs érythrocytaires. D’après Bellantuono et al., Int J 
Biochem Cell Biol, 2004 (Bellantuono, 2004). 

3.3.2. Cellules souches médullaires non hématopoïétiques 

La présence de cellules souches non hématopoïétiques dans la moelle osseuse a été 

suggérée par les observations de Cohnheim, il y a 130 ans (Cohnheim, 1867). Ce pathologiste 

allemand travaillait sur la réparation tissulaire et a conclu que la plupart des cellules 

impliquées dans la réparation tissulaire sont issues du flux sanguin, et donc de la moelle 
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osseuse. Conheim a par la suite démontré que la moelle osseuse pouvait être source de 

fibroblastes synthétisant du collagène lors du processus de réparation tissulaire. Ces 

fibroblastes circulants, appelés fibrocytes, sécrètent des facteurs de croissance, cytokines 

inflammatoires et chimiokines importants pour le microenvironnement lors de la réparation 

tissulaire (Quan et al., 2004). Les travaux de Friedenstein en 1976 ont par la suite montré que 

la moelle osseuse contient des cellules capables de se différencier en fibroblastes ou d’autres 

types cellulaires mésenchymateux (Friedenstein et al., 1976). Pour cela, des biopsies de 

moelle osseuse ont été cultivées, puis après 4 heures, les cellules hématopoïétiques non 

adhérentes ont été éliminées. Les cellules adhérentes ainsi obtenues avaient une morphologie 

hétérogène, mais les plus adhérentes étaient fusiformes. Les cellules restaient en latence 

pendant une période de 2 à 4 jours avant de se multiplier rapidement. Après plusieurs 

passages, les cellules s’homogénéisaient avec une morphologie fusiforme. De plus, des 

colonies de cellules apparaissaient avec des structures morphologiques laissant penser à des 

dépôts d’os ou de cartilage (Friedenstein et al., 1987).  

Ces observations préliminaires ont par la suite été validées par de nombreuses études 

pendant les années 1980. Ainsi, il a été montré que les cellules adhérentes purifiées par la 

technique de Friedenstein étaient multipotentes et facilement différenciables en ostéoblastes 

(Luria et al., 1987; Owen and Friedenstein, 1988), chondroblastes, adipocytes et même 

myoblastes (Wakitani et al., 1995). 

! Cellules Souches Mésenchymateuses (MSC) 

Les cellules non hématopoïétiques issues de la moelle osseuse sont actuellement 

dénommées Mesenchymal Stem Cells pour leur capacité à se différencier en cellules de types 

mésenchymateux, ou Marrow Stromal Cells pour le rôle de soutien dans les structures 

mésenchymateuses. Ces deux dénominations portent le même acronyme : MSC. 

L’International Society for Cellular Therapy (ISCT) recommande comme désignation 

officielle Multipotent Mesenchymal Stromal Cells en gardant l’acronyme MSC (Horwitz 

et al., 2005). Le Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee de l’ISCT a proposé un 

groupe de critères permettant de définir précisément les MSC humaines (Dominici et al., 

2006). 

Trois critères ont été retenus : 

- adhérence cellulaire au plastique; 

- expression d’antigènes de surface spécifiques; 

- potentiel de différenciation en adipocytes, ostéoblastes et chondrocytes.  
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Les techniques d’isolement, de caractérisation et le potentiel de différenciation de ces 

cellules seront discutées en détail dans les paragraphes suivants.  

 

Il apparaît aujourd’hui qu’il existe de nombreux autres types de cellules souches 

adhérentes médullaires non hématopoïétiques. Ces différentes populations semblent posséder 

des potentiels de différenciation variables.  

! Multipotent Adult Progenitor Cells (MAPC) 

Jiang et al. ont isolé une population cellulaire de la moelle osseuse adulte dénommée 

Multipotential Adult Progenitor Cells (MAPC) (Jiang et al., 2002a). Ces cellules sont proches 

des MSC mais elles diffèrent au niveau transcriptomique (Ulloa-Montoya et al., 2007). Les 

MAPC peuvent être co-purifiées avec les MSC mais possédent un potentiel de différenciation 

supérieur aux MSC, laissant penser que les MAPC correspondent à une population plus 

primitive (Reyes et al., 2001). De plus, ces cellules semblent pouvoir être cultivées in vitro de 

manière infinie dans un milieu relativement pauvre, sans doute grâce à la présence de la 

télomérase qui permet de conserver la longueur des télomères après de nombreux 

doublements (Morrison et al., 1996). L’existence des MAPC comme population distincte des 

MSC ou comme sous population n’est aujourd’hui pas bien définie. La proportion de MAPC 

serait de l’ordre de 1/1000 à l’intérieur de la sous population CD45- et TER119- (Jiang et al., 

2002a). Les MAPC peuvent être obtenues à partir de cultures de MSC après 25 à 

30 doublements si les cultures sont réalisées sur fibronectine, en présence d’EGF (Epithelial 

Growth Factor) et de PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et avec une concentration en 

sérum faible voir nulle (Verfaillie et al., 2003).  

! Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible (MIAMI) cells 

D’Ippolito et al. ont isolé une population, appelée MIAMI cells, de cellules médullaires 

humaines en combinant des conditions de culture particulières (culture sur fibronectine en 

hypoxie en présence des cellules non adhérentes pendant 14 jours) (D'Ippolito et al., 2004). 

Ces cellules expriment les marqueurs suivants : CD29, CD49a, CD63, CD81, CD90, CD122, 

CD164 et sont négatives pour : CD34, CD45. Elles présentent un potentiel de différenciation 

plus élevé que les MSC avec une possibilité d’engagement dans des voies neurales et 

endodermales. 
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! Bone-Marrow Derived Cells (BMDC) 

De nombreuses études, particulièrement in vivo, n’ont pas fait la distinction des cellules 

souches utilisées. Ces études, utilisant des greffes de moelle osseuse totale, correspondant à 

un mélange de cellules souches hématopoïétiques, de cellules souches mésenchymateuses et 

de cellules plus différenciées, ne permettent pas d’associer les effets observés avec une 

population cellulaire particulière. Dans la suite de l’exposé, cette population très hétérogène 

de cellules médullaires sera dénommée BMDC pour Bone-Marrow Derived Cells. 

 

Ces différentes appellations (MSC, MAPC et MIAMI cells) pour des cellules adhérentes 

médullaires non hématopoïétiques montrent la difficulté de standardisation du matériel 

biologique entre laboratoires. En effet, les MSC, MAPC et MIAMI cells sont des populations 

très proches partageant de nombreuses caractéristiques. Les techniques de purification de ces 

différentes populations sont aussi relativement proches indiquant l’importance de l’isolement 

sur le devenir et sur le potentiel des cellules obtenues. 

4.Cellules souches mésenchymateuses (MSC) 

4.1. Purification 

Des MSC ont été isolées et cultivées à partir de diverses espèces animales incluant la 

souris (Phinney et al., 1999), le rat (Javazon et al., 2001), le chat (Martin et al., 2002), le 

chien (Kadiyala et al., 1997), le cochon (Pak et al., 2003), le cochon d’inde (Friedenstein 

et al., 1970), le cheval (Colleoni et al., 2009) et le babouin (Bartholomew et al., 2001) avec 

des succès variables dus à la contamination par des populations hématopoïétiques (Javazon 

et al., 2004). Les différentes cultures obtenues montrent des cellules aux morphologies 

variables allant de la cellule fusiforme étroite à de larges cellules polygonales et pouvant 

mener à des cellules cuboïdes lors de la confluence.  

De plus en plus d’études tendent à montrer qu’il est possible d’obtenir des MSC à partir 

de nombreux tissus différents de la moelle. En effet, des cellules aux particularités similaires 

aux MSC issues de moelle osseuse (adhérence au plastique, expression de marqueurs de 

surface et potentiel de différenciation) ont été purifiées à partir de tissus adipeux (Zuk et al., 

2002), sang périphérique (Kuznetsov et al., 2001), pancréas (Seeberger et al., 2006; Sordi 

et al., 2005), sang de cordon ombilical (Bieback et al., 2004), liquide amniotique (Nadri and 

Soleimani, 2007) ou tissu fœtal (O'Donoghue and Chan, 2006). Il apparaît donc clairement 

que des cellules au potentiel multipotent dérivant du mésenchyme peuvent être retrouvées 
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dans de nombreux tissus. Toutes les cellules répondant aux critères de MSC ne partagent 

cependant pas les mêmes propriétés. Ainsi, plusieurs équipes ont montré que l’expression des 

gènes des MSC peut être variable selon l’origine du tissu à partir duquel elles ont été purifiées 

(Djouad et al., 2005; Nadri and Soleimani, 2007; Wagner et al., 2005).  

A l’heure actuelle, aucune technique d’isolement et de purification des MSC n’est 

standardisée, et les différences observées entre les études peuvent simplement être dues au 

fait que le protocole de purification diffère et que les cellules obtenues ne correspondent pas à 

la même population. Cette absence de standardisation pose donc de nombreuses questions 

quant aux paramètres importants pouvant influer sur la qualité de la population cellulaire 

obtenue (Figure 13). Tout d’abord, l’espèce animale utilisée est importante, la même 

technique de purification chez l’homme ou la souris ne donnant pas le même niveau de succès 

(Javazon et al., 2004). De même, le tissu à partir duquel les MSC sont purifiées joue une 

importance cruciale. La manière de cultiver les MSC, avec ou sans matrice, sur différents 

supports, peut affecter la morphologie, la prolifération ou le potentiel de différenciation des 

MSC. Les conditions et le temps de culture peuvent jouer un rôle important sur le protéome 

des MSC (Digirolamo et al., 1999; Fehrer et al., 2006; Javazon et al., 2004; Wagner et al., 

2006). La variabilité individuelle du donneur peut jouer un rôle en raison du fonds génétique 

ou de la présence de certaines anomalies. En outre, l’âge du donneur est également à prendre 

en compte. Dans les modèles animaux, des souris possédant des fonds génétiques différents 

n’induisent pas de rendements quantitatifs et qualitatifs similaires (Phinney et al., 1999). Il 

semble impossible de standardiser cette condition, cependant cette variabilité doit être prise 

en compte. Enfin, la méthode de purification peut perdre certaines sous populations ou au 

contraire amplifier uniquement une sous population non représentative. En effet, plusieurs 

marqueurs ont été utilisés pour purifier les MSC comme STRO-1, CD271, CD73 ou CD105 

pour une sélection positive, ou CD45, Ter119 ou la glycophorine pour une sélection négative. 

Ces différents marqueurs n’étant pas spécifiques des MSC, la purification ne suffit pas à 

affirmer la pureté de la population.  
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Figure 13. Paramètres critiques pour l’isolement des MSC. Différents protocoles d’isolement des 
MSC ont été décrits dans différentes études. Chacun des paramètres indiqués a des conséquences sur la 
composition des populations cellulaires obtenues et doit être pris en compte. D’après Wagner et al.,  
2007, Stem cell Rev (Wagner et al., 2006). 

Le manque de marqueurs spécifiques des MSC contraint à l’utilisation d’un panel de 

marqueurs afin de pouvoir standardiser au maximum l’obtention de ces cellules. D’après 

l’ISCT, une population de MSC doit exprimer à plus de 95% les marqueurs CD73, CD90 et 

CD105. De plus, moins de 2% de la population doit exprimer les marqueurs hématopoïétiques 

CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 et HLA de classe II (Dominici et al., 2006). Les MSC 

peuvent exprimer certains marqueurs supplémentaires comme le CD44, CD71, STRO-1 ainsi 

que les molécules d’adhérence CD106 (VCAM-1), CD166 (ALCAM), ICAM-1 et CD29. Il 

est généralement accepté que ces cellules n’expriment pas les marqueurs de costimulation 

CD40, CD80, CD86 ni les molécules d’adhérence CD31 (PECAM-1) CD18 (LFA-1) ou 

CD56 (NCAM-1) (Conget and Minguell, 1999; Galmiche et al., 1993; Haynesworth et al., 

1992; Le Blanc et al., 2003a; Pittenger et al., 1999; Sordi et al., 2005).  

Il est très important de rappeler que les MSC n’expriment pas de marqueurs spécifiques et 

qu’une certaine hétérogénéité peut exister selon les espèces ou la méthode de purification (Ho 

et al., 2008). De plus, le profil d’expression mesuré in vitro ne correspond pas forcément au 

profil d’expression existant in vivo.  

Les MSC peuvent être cultivées pendant une période prolongée en culture, cependant à 

l’inverse des MAPC, elles vont perdre leur capacité de différenciation et rentrer en 

sénescence après 20 à 40 doublements (Bruder et al., 1997; Deans and Moseley, 2000).  
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4.2. Potentiel de différenciation 

4.2.1. Différenciation des MSC en adipocytes, ostéoblastes et 

chondrocytes 

Les marqueurs de surface exprimés par les MSC n’étant pas spécifiques, il est nécessaire 

de vérifier les capacités de différenciation en plus des propriétés morphologiques et 

phénotypiques observées. D’après les recommandations de l’ISCT, il est nécessaire que les 

MSC disposent d’un potentiel de différenciation en adipocytes, ostéoblastes et chondroblastes 

en utilisant des conditions standard de différenciation in vitro (Dominici et al., 2006). 

Pour promouvoir la différenciation en adipocytes, les MSC sont typiquement cultivées en 

présence de dexaméthasone, d’insuline, d’isobutylxanthine et d’indométhacine. Si les cellules 

possèdent un potentiel de différenciation en adipocytes, des vésicules lipidiques apparaissent 

après une dizaine de jours de culture. Ces vésicules peuvent être révélées histologiquement 

par une coloration à l’Oil Red O. Les cellules expriment également des marqueurs protéiques 

de différenciation comme le PPAR-$2 (Peroxysome Proliferation Activated Receptor !2) ou 

le BABP aP2 (Fatty Acid Binding Protein aP2) (Pittenger et al., 1999). Il est intéressant de 

noter que cette capacité de différenciation en cellule adipeuse pourrait être reliée à 

l’observation du remplacement de la moelle par du tissu adipeux lors du vieillissement 

(Prockop, 1997). 

Pour induire une différenciation en ostéoblastes, les MSC sont typiquement cultivées dans 

un milieu additionné d’acide ascorbique, de #-glycérophosphate et de dexaméthasone. Les 

MSC forment alors après une dizaine de jours de culture des agrégats surexprimant la 

phosphatase alkaline et montrant des accumulations calciques, pouvant être colorées à 

l’Alizarin Red S. Les ostéoblastes ainsi différenciés expriment des marqueurs protéiques de 

différenciation comme l’ostéopontine ou l’ostéonectine (Pittenger et al., 1999). La capacité 

de différenciation des MSC en ostéoblastes n’est pas surprenante car la moelle osseuse est 

constituée de cellules remodelant en permanence les structures osseuses. 

Enfin, l’induction de la différenciation chondrogénique est obtenue en cultivant les MSC 

dans un milieu déplété en sérum mais additionné de dexaméthasone, d’acide ascorbique et 

surtout de TGF-#3. La présence de glucose semble également favoriser cette différenciation 

(Mackay et al., 1998). Les cellules doivent également être cultivées en microculot afin de 

favoriser les échanges cellulaires et la formation de matrice extra-cellulaire (Johnstone et al., 

1998; Mackay et al., 1998). Une coloration histologique montre alors un fort marquage au 

bleu de toluidine ou à la safranine O indiquant l’abondance de glycosaminoglycanes à 
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l’intérieur de la matrice extracellulaire. Les cellules expriment alors du collagène de type II, 

typique du cartilage articulaire (Pittenger et al., 1999). Le potentiel de différenciation des 

MSC en chondrocytes pourrait expliquer le rôle de ces cellules dans la réparation de fractures 

(Prockop, 1997). 

Pittenger et al. ont montré que seulement 1/3 des cellules de la moelle osseuse 

initialement adhérentes possèdent une capacité à se différencier dans les 3 linéages (100% en 

ostéoblastes, 80% en adipocytes et 33% en chondrocytes) (Pittenger et al., 1999). D’autres 

études utilisant des clones ont également confirmé que toutes les cellules ne présentaient pas 

une capacité de différenciation en 3 linéages (Kuznetsov et al., 1997; Muraglia et al., 2000). 

Les ratios de cellules différenciées dans ces études varient sans doute en raison des 

différences dans les protocoles de différenciation ainsi que dans les techniques 

d’immortalisation des cellules (Muraglia et al., 2000). En outre, Muraglia et al. ont montré 

que l’ajout de FGF-2 dans le milieu de culture des MSC humaines permettait d’augmenter le 

pourcentage de cellules multipotentes, probablement en évitant la différenciation et en 

conservant un phénotype multipotent (Muraglia et al., 2000). La fréquence des MSC à 

l’intérieur de la moelle osseuse étant très faible, il apparaît possible que la très faible 

population possédant le maximum de capacités de pluripotence soit perdue lors de la 

purification cellulaire au profit de cellules plus engagées dans les voies de signalisation et 

donc plus fréquentes (Figure 14). 
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Figure 14. Modèle de la plasticité cellulaire des MSC. Les MSC non engagées dans des voies de 
différenciation peuvent s’auto-renouveler conservant une population de cellules souches. Les MSC peuvent 
également s’engager dans des voies de différenciation avec un potentiel de différenciation et une capacité 
d’autorenouvellement restreints. Ces cellules continuent de se diviser aboutissant à des cellules 
différenciées. Les MSC différenciées sont cependant capables de transdifférenciation donnant d’autres types 
cellulaires (pointillés). Il semblerait également que les MSC différenciées soient capables de 
dédifférenciation retrouvant un potentiel de prolifération et de multipotence plus élevé (tiret). D’après Baksh 
et al., J. Cell. Mol. Med. 2004 (Baksh et al., 2004). 

Les voies conventionnelles de différenciation, qui suivent une hiérarchie linéaire en sens 

unique allant d’une cellule multipotente à une cellule différenciée, ne semblent pas 

s’appliquer à la plasticité des MSC. En effet, des expériences in vitro ont montré que des 

MSC différenciées pouvaient acquérir le phénotype d’autres linéages en réponse à des stimuli 

spécifiques (Figure 14) (Song and Tuan, 2004). 

4.2.2. Potentiel de différenciation en d’autres linéages 

Comme nous l’avons vu précédemment, il existe plusieurs familles de cellules souches 

adhérentes médullaires non hématopoïétiques (MSC, MAPC et MIAMI cells). Cependant, ces 

populations cellulaires étant très proches, nous pouvons résumer le potentiel de 

différenciation des cellules souches médullaires en regroupant les différentes appellations. 
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Différenciation in vitro 

! Cellules médullaires et foie 

Les MAPC sont capables de se différencier en hepatocyte like cells avec expression de 

cytokératine 18 et HNF3# (Hepatocyte Nuclear Factor 3#) (Schwartz et al., 2002). Ces 

cellules différenciées partagent de nombreuses similitudes fonctionnelles avec des 

hépatocytes incluant la production d’urée et d’albumine. Après culture avec un milieu de 

différenciation endodermal (culture sur matrigel avec du FGF et du HGF), 60% des MAPC 

montrent une morphologie épithélioïde avec expression de cytokératine 18 (Jiang et al., 

2002a). Lysy et al. ont obtenu des résultats similaires avec des MSC exprimant l’albumine et 

le glycogène après culture avec un cocktail de facteurs de croissance (Lysy et al., 2008). 

! Cellules médullaires et muscles squelettiques 

La coculture entre MSC humaines et myoblastes a montré que les MSC peuvent participer 

à la formation de myotubes avec expression du marqueur spécifique des chaînes lourdes de la 

myosine skMHC II (skeletal Myosin Heavy Chain) (Goncalves et al., 2006). Cette 

différenciation passerait plutôt par une fusion entre MSC et myoblastes, et l’équipe a estimé 

que le nombre de MSC impliquées dans des fusions serait de l’ordre de 1 à 2%. 

! Cellules médullaires et système nerveux 

Les MAPC peuvent également se différencier en progéniteurs neuronaux après 14 jours 

de culture en milieu de différenciation (expansion en présence de PDGF-BB puis 

différenciation avec addition de bFGF) : 15% des MAPC présentent alors une morphologie et 

un phénotype d’astrocytes, 12% d’oligodendrocytes et 68% de neurones (Jiang et al., 2002a).  

La différenciation neurale des MIAMI cells a été montrée par expression de la #-tubuline 

de classe 3 spécifique des neurones et du récepteur au NGF (Nerve Growth factor) (D'Ippolito 

et al., 2004).  

! Cellules médullaires et poumons 

Des MSC peuvent également se différencier in vitro en cellules épithéliales des petites 

voies aériennes supérieures. Dans un modèle de coculture entre ces cellules épithéliales 

stressées par un choc thermique à 42°C et des MSC humaines, une modification 

morphologique très rapide des MSC en cellules épithéliales (24h) et une expression de 

différents marqueurs épithéliaux (cytokératines 17, 18 et 19) et pulmonaires (CC26) sont 

observées. Cette différenciation passe par une étape de fusion entre les deux types cellulaires 
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(Spees et al., 2003). Le choc thermique peut dans cette expérience être associé à une lésion 

cellulaire. 

A l’inverse, Wang et al. ont montré que les MSC étaient capables de se différencier en 

cellules épithéliales des voies aériennes sans fusion. L’absence de fusion a été montrée d’une 

part en utilisant un système de coculture entre cellules épithéliales et MSC séparées par un 

insert de culture ne permettant pas d’échanges de cellules entre le compartiment épithélial et 

le compartiment mésenchymateux; et d’autre part en réalisant des cocultures directes entre 

cellules marquées à la GFP (Green Fluorescent Protein) ou à la RFP (Red Fluorescent 

protein). Ces travaux ont montré une différenciation pour environ 10% des MSC (Wang 

et al., 2005).  

Un modèle de coculture entre MSC et cellules pulmonaires humaines a également permis 

d’obtenir une différenciation des MSC et l’apparition de marqueurs épithéliaux (cytokératines 

5, 8, 14, 18 et 19 ; ZO-1) et pulmonaires (Pro-surfactant protein C) (Popov et al., 2007). 

Cette étude a utilisé deux modèles, l’un permettant la fusion, par coculture directe, l’autre ne 

permettant que les échanges moléculaires, par un insert de culture, montrant que les deux 

mécanismes permettent l’expression de marqueurs épithéliaux par des MSC. Cependant, le 

mécanisme de fusion serait responsable d’un pourcentage faible de cellules différenciées de 

l’ordre de 0,1 à 0,5%, alors que le mécanisme de transdifférenciation concernerait de 10 à 

15% des MSC. 

! Cellules médullaires et pancréas 

D’Ippolito et al. ont montré que les MIAMI cells peuvent se différencier en cellules 

pancréatiques avec des marqueurs spécifiques ou exprimant des structures proches des îlots 

pancréatiques avec expression d’insuline, de glucagon et de différents facteurs de 

transcription impliqués dans le développement des cellules # (D'Ippolito et al., 2004). 

! Cellules médullaires et épithélium non différencié 

Des MSC de rat peuvent présenter une morphologie et des marqueurs épithéliaux 

(cytokératines 5 et 8, ZO-1 et des canaux sodium épithéliaux, ENaC) après culture sur des 

inserts de culture (Shu et al., 2006). Cette différenciation serait essentiellement due à la 

culture sur insert et à une concentration cellulaire importante.  

Un protocole de différenciation en cellules épithéliales a également été proposé par 

l’équipe de Paunescu (Paunescu et al., 2007). Ces travaux ont montré l’apparition de 

marqueurs épithéliaux (cytokératines 18 et 19) après culture des MSC humaines en présence 
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de KGF, EGF, IGF-2 et HGF. Cependant, ce protocole de différenciation ne semble pas avoir 

été repris dans la littérature. 

! Cellules médullaires et disques intervertébraux 

Une coculture directe entre des MSC et des cellules du nucleus pulposus des disques 

intervertébraux induit une modification du profil d’expression des gènes des MSC qui devient 

semblable à celui des cellules du nucleus pulposus. Même en réalisant une coculture en 

microculot, permettant des contacts cellules-cellules accentués, aucun phénomène de fusion 

n’a été détecté par FISH (Vadala et al., 2008). 

Différenciation in vivo 

Jiang et al. ont montré la capacité de différenciation de ces cellules in vivo après injection 

de MAPC marquées dans des blastocytes de souris. La présence de cellules marquées, donc 

issues de MAPC, a été retrouvée dans de multiples organes incluant la cerveau, les poumons, 

le myocarde, les muscles striés, le foie, l’intestin, les reins, la rate, la moelle osseuse, le sang 

et la peau. L’injection de MAPC dans l’animal adulte montre que ces cellules peuvent migrer 

dans différents organes et s’y différencier comme les tissus hématopoïétiques (sang, moelle 

osseuse et rate) et l’épithélium des poumons, foie, estomac et intestins (Jiang et al., 2002a).  

! Cellules médullaires et foie 

Lysy et al. ont montré que les MSC différenciées in vitro en hépatocytes puis injectées 

dans le foie de souris conservent les marqueurs hépatocytaires mais perdent les marqueurs 

mésenchymateux (fibronectine, vimentine). En revanche, l’injection de MSC non 

différenciées dans le foie confirme la possibilité d’acquisition de marqueurs hépatocytaires 

avec cependant une conservation des marqueurs mésenchymateux, ce qui montre 

l’importance du conditionnement pour obtenir une maturation terminale (Lysy et al., 2008). 

Des greffes de moelle osseuse chez l’animal irradié montrent également une réparation 

tissulaire par différenciation des cellules médullaires en hépatocytes (Petersen et al., 1999; 

Theise et al., 2000). Des résultats similaires ont été obtenus chez l’homme (Alison et al., 

2000; Korbling et al., 2002) 

! Cellules médullaires et muscle cardiaque 

Des greffes cardiaques entre patients hommes et femmes ont montré que le cœur après 

greffe contient des cellules cardiaques provenant du receveur, suggérant l’existence de 

progéniteurs extracardiaques capables de régénérer des myocytes (Quaini et al., 2002). De 
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plus, des études sont actuellement en cours pour évaluer l’effet de l’injection de cellules 

médullaires après greffe cardiaque. Ces études montrent que les cellules médullaires 

amélioreraient la néovascularisation du greffon et les fonctions cardiaques (Tse et al., 2003a).  

Des résultats allant dans le même sens ont été obtenus chez la souris où les MSC peuvent 

être recrutées au niveau du cœur après un infarctus du myocarde (Fukuda and Fujita, 2005). 

! Cellules médullaires et muscles squelettiques 

L’injection de cellules médullaires au niveau d’un muscle endommagé entraîne une 

différenciation myogénique et participe à la réparation des fibres endommagées (Ferrari et al., 

1998). Il semblerait que cette réparation soit due aux cellules adhérentes plutôt qu’à la 

population non adhérente. Une seconde étude a montré la progression du recrutement des 

cellules médullaires dans la réparation musculaire. Cette étude a montré que les cellules 

médullaires sont tout d’abord recrutées au niveau de la niche des cellules souches musculaires 

avant de pouvoir régénérer les fibres. Ces fibres peuvent être obtenues par différenciation ou 

fusion avec des cellules de l’hôte (LaBarge and Blau, 2002). 

! Cellules médullaires et système nerveux 

Différentes études ont montré que les cellules issues de la moelle osseuse pouvaient être 

des progéniteurs des cellules du système nerveux central.  

Les BMDC seraient capables de se différencier en neurone-like cells, mais leur rôle 

fonctionnel n’a pas encore été montré (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000). 

Confirmant les phénotypes obtenus in vitro, les BMDC seraient également capables de se 

différencier en oligodendrocytes in vivo (Akiyama et al., 2002). 

! Cellules médullaires et rein 

Des greffes de reins entre patients hommes et femmes ont montré que des cellules extra 

rénales pouvaient participer à la régénération tissulaire. De plus, un modèle murin a permis de 

montrer l’importance de cellules médullaires dans le renouvellement normal mais également 

dans la réparation tissulaire du rein (Poulsom et al., 2001). 

! Cellules médullaires et pancréas 

Les BMDC pourraient également exprimer différents marqueurs des cellules # 

pancréatiques chez la souris (Hess et al., 2003; Ianus et al., 2003). Ce rôle des BMDC dans le 

renouvellement des cellules pancréatiques passerait par une transdifférenciation et non par 

fusion avec les cellules de l’hôte (Ianus et al., 2003). 
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! Cellules médullaires et poumons 

Chez la souris, les BMDC sont capables de se différencier en épithélium bronchique, en 

pneumocytes de type 2 et éventuellement en pneumocytes de type 1 (Krause et al., 2001). Le 

rôle des MSC dans la réparation pulmonaire a également été démontré chez la souris après 

avoir induit des cassures de l’ADN par de la bléomycine (Kotton et al., 2001).  

! Cellules médullaires et peau 

Chez l’homme et la souris, les BMDC peuvent également être recrutées au niveau de la 

peau (Korbling et al., 2002; Krause et al., 2001). Ce recrutement passerait par deux étapes, 

tout d’abord un recrutement puis une différenciation en cellules fonctionnelles. Il semblerait 

qu’une blessure soit indispensable pour qu’il y ait recrutement des cellules médullaires 

(Badiavas et al., 2003). 

! Cellules médullaires et tractus gastrointestinal 

Les MAPC injectées par voie intraveineuse sont capables d’être recrutées puis d’être la 

source de cellules cryptiques intestinales (Jiang et al., 2002a). Des cellules possédant un 

chromosome Y sont également retrouvées au niveau de l’œsophage, de l’estomac et des 

intestins chez la femme ayant bénéficiée d’une greffe de moelle osseuse masculine (Korbling 

et al., 2002). De plus, il apparait que les zones d’inflammation chronique (suite à l’apparition 

d’ulcères ou de maladie du greffon contre l’hôte) contiennent un plus grand nombre de 

cellules médullaires (Okamoto et al., 2002). 

Des expériences de greffes de BMDC dans des souris irradiées ont montré que les BMDC 

sont capables de fusionner avec les cellules épithéliales intestinales normales ou 

néoplasiques. De manière intéressante, il semblerait que le recrutement de BMDC nécessite 

une lésion car les BMDC ne sont pas recrutées si les souris ne subissent pas d’irradiation au 

prélable. Cette étude n’exclue pas le phénomène de transdifférenciation, mais la fusion 

semble être le mécanisme prépondérant dans la réparation épithéliale intestinale. Des résultats 

similaires ont été obtenus en injectant des HSC au lieu des BMDC montrant sans doute leur 

rôle prépondérant par rapport aux autres cellules souches médullaires (Rizvi et al., 2006).  

 

Toutes ces données montrent que les cellules issues de la moelle osseuse possèdent un 

potentiel de différenciation extrêmement important. Il semblerait que les BMDC jouent un 

rôle crucial dans la réparation tissulaire plus que dans le renouvellement physiologique 

tissulaire. 
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4.2.3. Mécanismes de différenciation 

Différenciation et fusion 

Nous avons vu que les BMDC sont capables d’une grande plasticité en adoptant les 

caractéristiques et fonctions in vivo et in vitro de nombreux types cellulaires. Cependant, 

certaines études montrent que ces différenciations peuvent être dues à des fusions cellulaires 

ce qui limiterait le caractère multipotent de ces cellules. Les BMDC pourraient ainsi 

« adopter » le phénotype de n’importe quel type cellulaire en fusionnant avec celui-ci. 

Terada et al. ont mélangé des BMDC marquées et résistantes à la puromycine avec des 

cellules souches embryonnaires (cellules ES) murines. Ce mélange aboutit à l’apparition de 

cellules marquées et résistantes à la puromycine avec un phénotype de cellules ES. Ces 

BMDC présentant des caractéristiques de cellules ES possèdent un potentiel de 

différenciation dans les différents linéages mésodermique, endodermique et ectodermique. 

Toutes ces cellules présentent une hyperploïdie montrant une fusion avec les cellules ES. Il 

est intéressant de noter que le pourcentage de cellules fusionnées est très faible avec de 2 à 11 

clones obtenus pour 106 BMDC initiales. Cependant, les cellules fusionnées pourraient avoir 

un avantage de croissance ou de survie par rapport à leurs cellules d’origine après 

complémentation de certains gènes déficients (Terada et al., 2002).  

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, les MSC peuvent également 

fusionner avec des myoblastes. Dans ces expériences, le pourcentage de cellules fusionnées 

est faible, entre 1 et 2% (Goncalves et al., 2006). De manière similaire, dans les expériences 

in vitro de différenciation en cellules épithéliales des petites voies aériennes ou pulmonaires, 

l’expression de marqueurs épithéliaux passerait par une fusion. Le pourcentage de MSC 

fusionnées serait inférieur à 4% (Popov et al., 2007; Spees et al., 2003). 

Afin de montrer si la différenciation en cellules épithéliales au niveau des poumons, foie 

et peau est due à une fusion, l’équipe de Harris et al. ont mis au point un modèle complexe. 

Dans ce système, des souris Cre positives sont irradiées puis reçoivent une greffe de moelle 

osseuse de souris transgéniques possédant un gène rapporteur sous la dépendance de Cre. Ces 

travaux ont montré que les différentes cellules épithéliales issues des BMDC n’ont pas subi 

de fusion et se sont bien différenciées (Harris et al., 2004). 

Les conséquences possibles du phénomène de fusion dans l’initiation et le développement 

tumoral seront discutées dans le paragraphe suivant. 
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Il apparaît donc aujourd’hui que deux mécanismes soient possibles pour que les BMDC 

puissent acquérir un nouveau phénotype, l’un passant par la transdifférenciation et l’autre par 

la fusion. La prévalence d’un mécanisme sur l’autre ne fait pas aujourd’hui l’unanimité.  

Fusion et cellules cancéreuses 

Les cellules résultant de la fusion de deux types cellulaires distincts sont dénommées 

hétérocaryons, afin de suggérer l’origine hétérologue de ces cellules plurinucléées, à l’inverse 

des syncytia qui correspondent à des cellules multinucléées issues de la fusion d’un même 

type cellulaire. Le terme syncaryon correspond lui à des cellules provenant d’une fusion mais 

possédant un noyau unique (Figure 15).  

 

 

Figure 15. Mécanismes de fusion cellulaire. A/ Des cellules de lignées différentes peuvent 
fusionner donnant une cellule avec plusieurs noyaux, appelée hétérocaryon. Les deux noyaux ne 
sont pas fusionnés, et les cellules peuvent alors changer de phénotype. B/ Des cellules de 
lignées différentes peuvent fusionner donnant une cellule avec un noyau unique, appelé 
syncaryon. Le syncaryon peut provenir d’une fusion nucléaire ou de la perte d’un des noyaux. 
D’après Ogle et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2005 (Ogle et al., 2005). 

Les mécanismes par lesquels deux cellules ou plus peuvent fusionner, ou la manière dont 

les chromosomes sont triés ou éliminés dans la formation d’un syncaryon sont encore 

inconnus (Ogle et al., 2005).  

De nombreux arguments plaident actuellement en faveur d’un rôle de ces cellules 

fusionnées, et plus particulièrement des cellules souches, dans la réparation tissulaire (voir 

paragraphe précédent). La fusion de cellules aboutissant à la formation de syncaryons peut 

également expliquer en partie la progression tumorale. La fusion de cellules souches avec des 

cellules différenciées pourrait reprogrammer le noyau des cellules différenciées, conduisant à 
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l’apparition de cellules ayant un avantage prolifératif ou de survie. La fusion des noyaux et le 

mélange de matériel génétique pourraient par la suite expliquer l’apparition de cellules 

cancéreuses. Cette hypothèse est étayée par l’observation que les cellules tumorales 

contiennent un nombre anormal de centrosomes, pouvant être expliqué par un phénomène de 

fusion (Lingle et al., 1998; Ogle et al., 2005). George E. Parris va plus loin en suggérant que 

la fusion est un évènement indispensable à l’apparition de tumeurs (Parris, 2005). Selon cette 

hypothèse, le génome de cellules cancéreuses devrait être suffisamment stable pour permettre 

une réplication rapide, ce qui serait en contradiction avec l’apparition de mutations génétiques 

comme seule origine tumorale ; ces mutations aléatoires ayant une grande probabilité de 

toucher des gènes essentiels. Pour cet auteur, une cellule anormale est vouée à disparaître à 

moins qu’elle ne fusionne avec une cellule saine. Cette fusion entraînerait l’apparition d’un 

hétérocaryon qui subirait une « catastrophe mitotique » menant à l’apparition de cellules 

aneuploïdes responsables de la progression tumorale.  

De plus, le rôle de la fusion cellulaire a également été évoqué dans l’apparition de 

métastases. En effet, l’apparition de cellules tumorales possédant un phénotype invasif 

pourrait être la conséquence d’une fusion entre une cellule possédant des anomalies 

génétiques avec une cellule aux propriétés migratoires comme des macrophages ou des 

BMDC. Ainsi, la fusion d’une cellule mélanomateuse avec un macrophage entraîne la 

formation d’une cellule fille possédant le matériel génétique des deux cellules mères. Cette 

cellule provenant d’une fusion possède des capacités migratoires et métastatiques lorsqu’elle 

est injectée chez l’animal (Pawelek and Chakraborty, 2008).  

Il n’est cependant pas exclu que la fusion cellulaire puisse également correspondre à un 

mécanisme anti-tumoral. En effet, la fusion d’une cellule possédant des anomalies génétiques 

(par exemple mutation de gènes suppresseurs de tumeur) avec une cellule normale pourrait 

conduire à une réparation ou à une compensation des anomalies génétiques à l’origine de 

l’initiation tumorale.  

4.3. Recrutement  

De nombreuses études ont montré la capacité des MSC à être recrutées dans différents 

tissus et organes. L’injection systémique de MSC conduit à une colonisation de la moelle 

osseuse, de la rate, des intestins, des reins, des poumons, du foie, du thymus, de la peau et des 

tissus mésenchymateux (Allers et al., 2004; Devine et al., 2001; Devine et al., 2003). Ce 

recrutement apparait spécifique et consécutif à l’apparition d’inflammation, de lésions ou de 

tumeurs (voir paragraphe sur la différenciation). 
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Le recrutement de ces cellules au niveau d’un tissu spécifique nécessite la mise en place 

de mécanismes particuliers permettant le passage dans la circulation sanguine, l’attachement 

à l’endothélium vasculaire et enfin la diapédèse des MSC. 

Ce mécanisme de recrutement n’est pas à l’heure actuelle entièrement défini mais il 

semblerait que le processus soit similaire au recrutement des leucocytes aux sites 

inflammatoires.  

4.3.1. Modèle de recrutement, l’exemple des leucocytes 

Le mécanisme du homing des leucocytes en réponse à des stimuli inflammatoires est un 

processus bien caractérisé qui met en jeu des sélectines, intégrines et autres molécules 

d’adhérence.  

La cascade de réactions entrant en jeu débute par l’expression de sélectines par les 

cellules endothéliales à proximité d’une zone inflammatoire. Ces sélectines sont la cible 

spécifique de molécules exprimées sur les leucocytes circulants. Ainsi, ces interactions de 

faible intensité entre les cellules endothéliales et les leucocytes permettent un ralentissement 

des cellules circulatoires par rapport au flux sanguin. Ce phénomène est communément 

appelé roulement ou rolling (Figure 16). 

Les cellules endothéliales présentent également à leur surface certaines chimiokines qui 

sont capables d’activer les cellules possédant des récepteurs spécifiques. Par exemple, les 

cellules endothéliales peuvent exprimer la chimiokine CCL21 dont le récepteur est présent 

sur les lymphocytes naïfs. La liaison de CCL21 à son récepteur est responsable de l’activation 

des lymphocytes qui adhérent alors à l’intégrine endothéliale ICAM-1 (Miyasaka and Tanaka, 

2004). Ainsi, les cellules circulantes sont activées par différentes chimiokines et expriment 

les récepteurs spécifiques des intégrines à la surface des cellules endothéliales. Cette 

adhérence est responsable d’un arrêt de la cellule immunitaire par rapport au flux sanguin 

(Miyasaka and Tanaka, 2004).  

Les différents types cellulaires seront plus ou moins spécifiques d’un panel de plusieurs 

intégrines. Ainsi, de nombreuses interactions ont alors lieu entre les cellules endothéliales et 

les cellules circulantes impliquant PECAM-1, ICAM-1, VE-cadhérine, CD11a/CD18, IAP, 

VLA-4. La cellule circulante ainsi stoppée traverse ensuite la membrane endothéliale par 

diapédèse (Fox et al., 2007; Vestweber, 2007). 
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Figure 16. Modèle de recrutement des MSC. Le processus de la migration transendothéliale des MSC 
semble similaire à celui des leucocytes. Une première reconnaissance entre les sélectines et les MSC permet 
un ralentissement cellulaire. Puis des interactions plus importantes impliquant intégrines et chimiokines sont 
responsables d’un arrêt de la cellule. Les signaux provenant du site inflammatoire ou lésé activent la 
diapédèse des MSC à travers la membrane endothéliale. D’après Fox et al., Br J Haematol, 2007 (Fox et al., 
2007). 

4.3.2. Différences entre migration des leucocytes et MSC 

Même si le principe de migration apparait similaire entre les leucocytes et les MSC, le jeu 

de molécules impliquées est différent. Ainsi, les récepteurs endothéliaux des leucocytes 

circulants correspondent essentiellement à des L- et E-sélectines, alors que les MSC 

reconnaîtraient plutôt des P-sélectines. En effet, Ruster et al. ont montré que des MSC 

injectées en intraveineuse chez la souris présentaient une capacité diminuée de rolling si les 

souris étaient déficientes en P-sélectines. Cependant, les récepteurs connus de la P-sélectine 

(CD24, P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) ne sont pas exprimés sur les MSC, suggérant le 

rôle de molécules différentes (Ruster et al., 2006).  

Concernant l’activation des capacités migratoires des MSC, il a été montré que ces 

cellules expriment de nombreux récepteurs aux chimiokines comme CCR1, CCR4, CCR6, 
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CCR7, CCR9, CCR10, CXCR4, CXCR5, CXCR6 et CX3CR1 sur les MSC humaines ou 

CCR2, CCR5, CXCR4 et CX3CR1 sur les MSC de rat (Honczarenko et al., 2006; Ji et al., 

2004; Ruster et al., 2006; Sordi et al., 2005; Von Luttichau et al., 2005; Wynn et al., 2004). 

4.3.3. Existence de MSC circulantes 

L’existence de MSC circulantes dans des conditions physiologiques normales prête 

encore à controverse. Kutznetsov et al. ont réussi à isoler à partir du sang de 4 espèces 

animales des cellules aux phénotypes et aux capacités de différenciation proches des MSC 

mais présentant un profil d’expression de marqueurs de surface différent (Kuznetsov et al., 

2001). De manière plus intéressante, Mansilla et al. ont caractérisé des MSC dans le sang de 

patients sains ou présentant des brûlures (Mansilla et al., 2006). Des tests d’identification des 

MSC par cytométrie ont été réalisés 3 jours après la blessure et ont permis de corréler le 

nombre de MSC présentes dans le sang avec l’importance de la brûlure. Des MSC peuvent 

également être retrouvées chez le patient sain mais à des concentrations bien inférieures à 

celle des patients blessés, montrant encore une fois le rôle des MSC dans la réparation 

tissulaire (Mansilla et al., 2006). De même, Wang et al. ont démontré une diminution de la 

concentration de MSC circulantes une semaine après un infarctus du myocarde, suggérant ici 

aussi un rôle de ces cellules dans la réparation tissulaire (Wang et al., 2006). Des études 

montrant la présence de cellules présentant un phénotype de MSC peuvent également être 

retrouvées chez les patients souffrant d’un cancer du sein et traités au G-CSF ou GM-CSF 

(Fernandez et al., 1997). Cependant, ces résultats ont été critiqués par la suite, les cellules 

ainsi isolées pouvant simplement correspondre à des monocytes (Purton et al., 1998). 

Cependant, d’autres études n’ont pas confirmé l’existence de MSC circulantes (Lazarus et al., 

1997; Wexler et al., 2003).  

4.3.4. Recrutement in vitro 

Plusieurs équipes ont travaillé sur les capacités invasives et migratoires des MSC in vitro. 

Ces études ont permis de montrer que les récepteurs de chimiokines à la surface des MSC 

étaient fonctionnels et spécifiques. Ainsi, certains facteurs de croissance comme le BMP-2, 

BMP-4 et le PDGF-BB sont capables de stimuler la migration des MSC (Fiedler et al., 2002). 

Par ailleurs, le HGF, les PDGF-AA, PDGF-AB, VEGF, IGF-1, CXCL12, CCL25 et le BMP-

7 peuvent avoir un effet chimioattractant (Binger et al., 2009; Forte et al., 2006; Mishima and 

Lotz, 2008; Son et al., 2006). Le PDGF combiné au VEGF peut induire la migration de MSC 

à travers une couche de matrigel (Spaeth et al., 2008).  
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Ponte et al. ont étudié in vitro les effets de 16 chimiokines et facteurs de croissance sur les 

capacités migratoires des MSC à travers une couche de gélatine (Ponte et al., 2007). Cette 

équipe a montré que les effets les plus importants étaient obtenus avec les PDGF, IGF-1, 

EGF, HGF, CCL22, CCL5 et CXCL12. De plus, la préincubation des cellules avec du TNF" 

augmente les capacités migratoires des MSC exercées par les chimiokines (CXCL12, CCL5 

et CCL22). Ces résultats montrent l’importance de l’état inflammatoire dans la mobilisation 

des MSC.  

Des résultats similaires ont été montrés en utilisant des cellules issues du rat, avec un rôle 

du PDGF-BB, BMP-2 et FGF-2 et du lapin avec PDGF-BB, HB-EGF, PDGF-AB, EGF, 

thrombine et FGF-2 (Li et al., 2007c; Ozaki et al., 2007; Uchida et al., 2007).  

D’autres types de molécules peuvent être responsables de l’activation des capacités 

migratoires de MSC. Ainsi, les ligands des TLR 4, 9 et surtout 3 peuvent jouer un rôle 

chimioattractant important (Tomchuck et al., 2008). En revanche, l’activation du TLR 2 

inhiberait les capacités migratoires des MSC (Pevsner-Fischer et al., 2007). 

Une étude intéressante de Secchiero et al. a également permis de montrer un rôle de 

TRAIL dans le recrutement des MSC in vitro (Secchiero et al., 2008). TRAIL est un facteur 

cytotoxique dont le récepteur spécifique est exprimé en particulier sur les cellules tumorales 

(Zauli and Secchiero, 2006). Les MSC possèdent également certains récepteurs de ce facteur 

mais ne sont pas sensibles à ses effets cytotoxiques (Secchiero et al., 2008). Les capacités de 

lutte contre le développement tumoral de TRAIL associées au recrutement des MSC 

renforcent l’idée du rôle des MSC comme agent anti-tumoral. Par ailleurs, des cellules 

tumorales issues de cancer du sein secrètent de la cyclophiline B, du HDGF, VEGF, FGF-2 

capables de recruter des MSC (Lin et al., 2008; Ritter et al., 2008). 

4.3.5. Recrutement in vivo 

Après un infarctus du myocarde, les MSC peuvent être recrutées au niveau du ventricule 

lésé suite à une production de CXCL12 (Abbott et al., 2004). De même, après apparition de 

lésions cérébrales, le niveau de CCL2 augmente. Un extrait de ce tissu est alors capable 

d’activer les capacités migratoires des MSC (Wang et al., 2002a). CCL3 ou CXCL8 peuvent 

également jouer un rôle dans la migration des MSC au niveau des lésions cérébrales (Wang 

et al., 2002b). Dans le cadre du cancer du sein, CCL2 peut également être responsable du 

recrutement des MSC au niveau des cellules tumorales (Dwyer et al., 2007). Le rôle du CCL2 

n’a pas été retrouvé in vitro par l’équipe de Ries, en revanche cette étude a validé celui de 

CXCL8 et CXCL12 (Ringe et al., 2007). Enfin, l’équipe de Houghton a démontré une 
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augmentation des concentrations de CXCL12 et de SCF lors de l’infection par H. felis 

préalable au recrutement de MSC (Houghton et al., 2004).  

Il apparaît nécessaire de rappeler que les conditions environnementales jouent un rôle 

dans le profil d’expression des récepteurs aux chimiokines des MSC. Ainsi, le TNF", 

cytokine pro-inflammatoire, augmente l’expression des récepteurs des MSC, montrant 

l’importance du milieu inflammatoire (Ponte et al., 2007). 

4.3.6. Rôle des métalloprotéases matricielles 

L’invasion vers un site spécifique nécessite que les MSC puissent traverser la matrice 

extracellulaire qui se trouve entre les différentes cellules d’un tissu. La dégradation de ces 

matrices est en partie due aux métalloprotéases matricielles (MMP) qui correspondent à une 

famille de différents membres ayant chacun une spécificité pour un type de matrice 

extracellulaire. Ries et al. et Son et al. ont montré l’importance de ces protéines pour 

permettre l’invasion des MSC et plus particulièrement de MMP2 (clivage des collagènes et 

laminines) et MMP14 (clivage et activation de la pro-MMP2). De plus, le rôle des régulateurs 

de ces MMP, comme celui du Tissue Inhibitor Metalloproteinase 2 (TIMP-2) semble être 

important (Ries et al., 2007; Son et al., 2006). 

5.Cellules souches mésenchymateuses et cancers 

5.1. Cellules Souches Cancéreuses (CSC) 

Le terme cellules souches cancéreuses (CSC) a été employé pour la première fois en 1982 

pour décrire les cellules issues d’un cancer du poumon capables de former des colonies 

in vitro et d’initier une croissance tumorale lorsqu’elles sont injectées chez l’animal (Carney 

et al., 1982). Des cellules présentant des caractéristiques de CSC ont ensuite été isolées à 

partir de leucémies myéloïdes aigues (LMA). Dans ce modèle, seule une petite population, 

correspondant à une cellule sur 100 000 et possédant des propriétés de différenciation et 

d’auto renouvellement, est capable d’induire une LMA chez des souris immunodéficientes 

(Bonnet and Dick, 1997). Ces travaux princeps ont permis d’identifier par la suite de 

nombreuses CSC dans différents myélomes ou dans des tumeurs solides du colon, sein, 

prostate, cerveau, rétine, poumon, pancréas, peau, rein et foie (Al-Hajj et al., 2003; Bruno 

et al., 2006; Dalerba et al., 2007; Dirks, 2006; Gu et al., 2007; Hilbe et al., 2004; Lawson 

et al., 2005; Li et al., 2007a; Ma et al., 2008; Matsui et al., 2004; Monzani et al., 2007; 

O'Brien et al., 2007; Patrawala et al., 2006; Ricci-Vitiani et al., 2007; Seigel et al., 2007; 
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Singh et al., 2004; Suetsugu et al., 2006). Les CSC ne sont actuellement pas caractérisées 

phénotypiquement, et il semblerait que les marqueurs soient différents suivant l’origine de la 

tumeur et suivant le modèle expérimental utilisé (voir paragraphe suivant). Cependant, 

certains marqueurs de surface sont retrouvés dans plusieurs études. Ainsi, CD24 et CD29 sont 

retrouvés dans les CSC de cancer du sein, l’Epithelial Specific Antigen (ESA) dans les 

cancers du sein et du pancréas, CD44, CD133 et le Stem Cell Antigen dans les cancers du 

sein et de la prostate et  CD34 dans les cancers de l’intestin (Al-Hajj et al., 2003; Brown 

et al., 2007; Collins et al., 2005; Lawson et al., 2005; Patrawala et al., 2006; Richardson 

et al., 2004; Roskams, 2006; Shackleton et al., 2006; Wright et al., 2008). 

Les CSC, à l’origine du développement tumoral, pourraient donc constituer des cibles 

thérapeutiques prometteuses (Milas and Hittelman, 2009).  

L’existence des CSC n’est cependant pas encore aujourd’hui prouvée et leur présence est 

source de débats (Rosen and Jordan, 2009). En effet, l’une des critiques les plus importantes 

concerne la manière de détecter des CSC. La plupart des auteurs montrent la présence de ces 

cellules en dissociant des tumeurs humaines puis en greffant des sous populations cellulaires 

chez l’animal immunodéficient. Il est aujourd’hui clair que le microenvironnement 

(fibroblastes, cellules endothéliales, matrice extracellulaire et système immunitaire) joue un 

rôle important dans la croissance tumorale (Bissell and Labarge, 2005; Mantovani, 2009). 

Ainsi, en fonction du degré d’immunodéficience de l’animal utilisé dans le système 

expérimental, le pourcentage de cellules possédant des capacités à donner des tumeurs 

secondaires varie (Quintana et al., 2008; Zhang et al., 2008). Cependant, quels que soient les 

modèles expérimentaux utilisés, les différentes études montrent que seulement une sous 

population, plus ou moins importante dans la tumeur initiale, est capable d’induire un 

développement tumoral, répondant ainsi au critère de CSC. 

De nombreux arguments viennent conforter le rôle possible des MSC dans la 

tumorigenèse, par leur ressemblance phénotypique (expression de marqueurs communs) et 

fonctionelle avec les CSC ou leur capacité de modulation de la réponse de l’organisme. 

5.2. Rôle dans l’initiation tumorale 

Dans le contexte de l’identification des cellules cibles de la transformation néoplasique, 

les MSC, de par leurs propriétés de cellules souches et leur capacité à être recrutées dans 

différents organes sont une cible de choix.  

La transduction de MSC avec le gène de la télomérase reverse transcriptase (TERT), 

favorisant une conservation de la longueur du chromosome, augmente leur durée de vie et 
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maintient leurs caractéristiques fonctionnelles en dépit de leur prolifération extensive 

(Simonsen et al., 2002). Les cellules ainsi transduites peuvent alors être cultivées pendant 

plus de 260 doublements de population comparés aux 26 doublements observés avec des 

cellules non transduites. Ces cellules conservent leur potentiel de différenciation, un 

caryotype normal et ne forment pas de tumeurs. Par la suite, cette équipe a montré que ces 

cellules transduites peuvent perdre leur capacité d’inhibition de la prolifération par contact. 

De plus, ces cellules peuvent donner des tumeurs lorsqu’elles sont injectées chez la souris 

immunodéficiente (Serakinci et al., 2004). L’apparition d’un potentiel tumorigénique serait 

corrélé à l’apparition d’une modification épigénétique, correspondant à une perte de 

l’hyperméthylation du promoteur de DBCCR1 (deleted in bladder cancer 1), un gène 

impliqué dans le cycle cellulaire. Ainsi, la surexpression de la télomérase permettrait de 

démasquer un potentiel tumorigénique des MSC. 

Il a ensuite été montré que des MSC sauvages humaines étaient capables de se 

transformer spontanément après une culture à long terme (Rubio et al., 2005). Dans ces 

expériences, les MSC en culture entrent en phase de sénescence après 2 mois de culture. Mais 

l’entretien continu de ces cellules montre que la phase de sénescence n’est qu’une étape 

transitoire de 6 à 8 semaines avant une reprise de la croissance. Cette nouvelle croissance 

aboutit à une phase de « crise » durant laquelle les MSC perdent leur phénotype 

fibroblastoïde au profit d’une morphologie plus compacte. Les cellules en phase de « crise » 

présentent une instabilité chromosomique (trisomie, tetraploïdie, réarrangements 

chromosomiques) et une modification du profil d’expression des marqueurs de surface. De 

manière intéressante, les instabilités chromosomiques observées sont retrouvées entre les 

différentes MSC montrant une origine commune à ces modifications. Cette étude suggère que 

l’origine de l’instabilité pourrait résider dans une modification d’expression de l’oncogène 

c-myc ou de la télomérase. Les MSC transformées de manière spontanée sont également 

capables de provoquer des tumeurs. De manière intéressante, le VEGF, impliqué dans 

l’angiogenèse, est plus exprimé par ces cellules transformées. Ces résultats ont été confirmés 

dans un modèle utilisant des MSC murines (Miura et al., 2006). Des études plus poussées ont 

défini toutes les modifications moléculaires entre MSC normales et transformées 

spontanément. La majorité des modifications concerne des modulations du métabolisme 

mitochondrial, des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN et des régulateurs du 

cycle cellulaire (Rubio et al., 2008b). 

En outre, nous avons vu que l’équipe de JeanMarie Houghton avait montré le rôle des 

MSC dans l’adénocarcinome gastrique dû à l’infection par Helicobacter (Houghton et al., 
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2004). Des résultats ont aussi évoqué le rôle de ces cellules dans la métaplasie du syndrome 

de Barrett induit expérimentalement chez le rat (Sarosi et al., 2008). 

Une étude réalisée sur le sarcome de Ewing a également montré que le profil d’expression 

de ces cellules était très proche de celui des MSC suggérant une origine commune (Tirode 

et al., 2007). De manière très intéressante, les cellules issues de ce cancer expriment des 

marqueurs épithéliaux suggérant un début de différenciation épithéliale (Schuetz et al., 2005). 

Il a également été montré que les fibrosarcomes, un type de cancer qui apparaît classiquement 

chez la souris âgée, dérivaient des MSC (Li et al., 2007b).  

En revanche, certaines données suggèrent un rôle anti-tumoral des BMDC. Ainsi, 

l’injection de MSC transformées spontanément chez la souris permet un recrutement des 

BMDC de l’hôte. Une fusion peut alors avoir lieu entre MSC transformées et BMDC de 

l’hôte. De manière très intéressante, cette fusion inhiberait les propriétés tumorigéniques des 

MSC transformées (Li et al., 2007b).  

5.3. Croissance tumorale 

Plusieurs études ont démontré la capacité des MSC à moduler la croissance tumorale. 

Cependant, à l’heure actuelle, les résultats sont encore contradictoires et le rôle des MSC dans 

la croissance tumorale porte à controverse (Lazennec and Jorgensen, 2008). Il est important 

de noter que les mécanismes régulant les échanges entre cellules cancéreuses et MSC 

semblent très complexes et bidirectionnels. Ainsi, les propriétés des MSC sur la croissance 

tumorale peuvent dépendre du type de cellules tumorales présent.  

! Inhibition de la croissance tumorale 

Les premières démonstrations du rôle des MSC dans l’inhibition de la croissance 

tumorale ont été obtenues par co-injection dans un modèle murin de MSC avec des cellules 

mélanomateuses. Cette co-injection permettait de diminuer la croissance tumorale ainsi que la 

formation de métastases (Maestroni et al., 1999). Cette inhibition serait due à des facteurs 

sécrétés.  Des résultats similaires ont été obtenus dans le cadre du cancer du colon chez le rat, 

où la co-injection permettait, de plus, une infiltration des monocytes et granulocytes plus 

importante, éventuellement responsables d’un contrôle de la croissance tumorale (Ohlsson 

et al., 2003). Dans un modèle de développement du sarcome de Kaposi, l’injection de MSC 

permet également une diminution de la croissance tumorale chez la souris immunodéficiente 

(Khakoo et al., 2006). Cet effet passerait par une inactivation de l’activité de la protéine 

kinase Akt, responsable de la levée de l’inhibition de l’apoptose. 
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! Stimulation de la croissance tumorale 

D’autres études orientent plutôt la modulation des MSC vers une stimulation de la 

croissance tumorale. Ainsi, les MSC favorisent l’apparition de cancer lorsqu’elles sont 

co-injectées en même temps que des cellules tumorales (coliques ou dérivées de MSC mutées 

tumorales) (Zhu et al., 2006). Dans ce modèle, les MSC favoriseraient également la 

croissance tumorale, l’angiogenèse et la formation de métastases. Des résultats similaires ont 

été observés dans des expériences de co-injection de MSC avec des cellules de lymphome de 

Burkitt, de cancer du rein ou de mélanome (Djouad et al., 2006; Kyriakou et al., 2006). 

L’utilisation de MSC marquées ne permet pas de les retrouver au sein de l’extrait tumoral, 

suggérant que des contacts cellulaires ne sont pas nécessaires et que les MSC agissent par 

voie systémique (Djouad et al., 2006). 

Des études in vitro ont également rapporté ce phénomène où la coculture de MSC avec 

des cellules de cancer du sein permet de modifier la morphologie et les capacités de 

prolifération des cellules cancéreuses (Fierro et al., 2004). Dans ce modèle, les effets induits 

par les MSC passeraient par la sécrétion de VEGF et d’IL6. Le rôle de l’IL6 dans la 

prolifération des cellules de cancer du sein a été confirmé et impliquerait une phosphorylation 

du facteur de transcription STAT3, impliqués dans des mécanismes anti-apoptotiques et pro-

prolifératifs (Sasser et al., 2007). 

De manière particulièrement intéressante, le ratio entre le nombre de cellules tumorales et 

de MSC injectées apparaît être important dans la différence de réponse vis-à-vis de la 

croissance tumorale. Ainsi, Djouad et al. ont montré que l’injection chez la souris de 

105 MSC induisait une augmentation de la croissance tumorale alors que l’injection de 

102 MSC n’avait pas d’effet pour une même quantité de cellules tumorales (Djouad et al., 

2006).  

! Absence de modulation de la croissance tumorale 

Quelques études ont par ailleurs montré que l’injection de MSC dans différents modèles 

de cancérogenèse ovarienne ou colique chez la souris n’avait pas d’effet sur la croissance 

tumorale (Komarova et al., 2006; Kucerova et al., 2007). Les effets sur les cellules de cancer 

du sein sont variables selon les lignées cellulaires utilisées. Karnoub et al. ont montré que 

pour 3 lignées sur 4, l’addition de MSC ne modifiait pas la croissance tumorale de manière 

significative (Karnoub et al., 2007).  
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! Modulation des capacités métastatiques 

De la même manière que la modulation de la croissance tumorale, les modifications des 

capacités métastatiques d’une tumeur par les MSC sont sujettes à controverse. Cependant, 

peu d’équipes ont actuellement étudié le phénomène en détail. Ainsi, l’injection de MSC peut 

être la cause d’une diminution (Maestroni et al., 1999) ou d’une augmentation du nombre de 

métastases (Karnoub et al., 2007). Dans ce dernier modèle, il semblerait que les cellules 

tumorales stimulent la sécrétion de CCL5 par les MSC qui favorise la mobilité des cellules 

tumorales et l’apparition de métastases.  

5.4. Fibroblastes associés aux tumeurs 

Les tumeurs ne sont pas des entités à part dans l’organisme et les cellules les composant 

nécessitent une certaine communication avec le micro-environnement pour se développer. 

Ainsi, les cellules cancéreuses ne sont pas seules et se retrouvent mélangées à des 

macrophages, des lymphocytes, des cellules endothéliales, des péricytes ou des fibroblastes. 

Toutes ces cellules sont capables d’interagir avec la tumeur par une production d’hormones, 

de cytokines, de chimiokines ou de protéases.  

Les MSC, cellules de soutien, peuvent être recrutées au niveau tumoral (voir paragraphes 

précédents). Spaeth et al. ont montré que les MSC étaient alors capables de se différencier en 

fibroblastes associés aux tumeurs (TAF) dans différents modéles de carcinomes (sein, 

pancréas et ovaires) (Spaeth et al., 2009). Les TAF sont des cellules définies par l’expression 

de marqueurs de fibroblastes du stroma, de protéines d’invasion, de facteurs pro-

tumorigéniques et de facteurs pro-angiogéniques (Spaeth et al., 2009). Ainsi, les effets 

stimulateurs des MSC sur la croissance tumorale pourraient être dus à un support offert par 

des MSC différenciées.  

5.5. Réponse immunitaire 

5.5.1. Immunoévasion 

Les MSC expriment peu de marqueurs de surface impliqués dans la reconnaissance 

cellulaire par les lymphocytes T. Ainsi, dans des conditions de culture normale, les MSC 

expriment un faible taux de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I 

(CMH I) mais n’expriment pas les molécules du CMH de classe II. De plus, les molécules de 

co-stimulation, telles que le CD86, CD40 ou CD40L, ne sont pas présentes à la surface des 

MSC (Dominici et al., 2006; Pittenger et al., 1999). De manière intéressante, les MSC 
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différenciées en adipocytes, chondrocytes ou ostéoblastes expriment un taux de molécules du 

CMH I supérieur aux cellules non différenciées alors que le niveau d’expression des 

molécules du CMH II n’est pas modifié (Le Blanc et al., 2003a). Cette absence de molécules 

impliquées dans la reconnaissance immunitaire pourrait permettre aux MSC de ne pas être 

reconnues par les lymphocytes T et de ne pas être éliminées lors de greffes allogéniques. En 

effet, plusieurs études ont montré que des injections allogéniques de MSC, chez l’homme ou 

l’animal, sont bien supportées (Bartholomew et al., 2001; Bartholomew et al., 2002; Devine 

et al., 2001).  

5.5.2. Immunomodulation 

Les capacités immunomodulatrices des MSC in vivo et in vitro ont fait l’objet de 

nombreuses études et semblent pouvoir jouer un rôle important dans les maladies liées au 

système immunitaire (Siegel et al., 2009).  

! Inhibition de la prolifération lymphocytaire T 

Les premiers travaux montrant une inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD3, 

CD4 ou CD8+ se sont basés sur des expériences de culture mixte de lymphocytes (mixed 

lymphocyte cultures, MLC) consistant à mesurer la prolifération des lymphocytes en présence 

de cellules allogéniques (Bartholomew et al., 2002; Di Nicola et al., 2002; Le Blanc et al., 

2004a; Le Blanc et al., 2003b; Maccario et al., 2005; Potian et al., 2003). Les MSC sont par 

ailleurs capables d’inhiber la prolifération de lymphocytes T stimulés par des mitogènes tels 

la phytohémagglutinine (PHA) (Di Nicola et al., 2002; Le Blanc et al., 2004a; Le Blanc et al., 

2003b), la concanavaline A (Djouad et al., 2003; Le Blanc et al., 2003b) la tuberculine 

(Maitra et al., 2004) mais également les anticorps anti-CD3 ou CD28 (Aggarwal and 

Pittenger, 2005; Krampera et al., 2003; Tse et al., 2003b). La capacité d’inhibition 

augmenterait proportionnellement à la quantité de MSC présentes, et il semblerait qu’un effet 

inverse soit observé avec des quantités faibles de MSC (Le Blanc et al., 2003b). Plusieurs 

études ont montré que la séparation physique des MSC et des lymphocytes à l’aide d’inserts 

de culture poreux n’empêche pas cette capacité immunosuppressive, suggérant que cet effet 

passerait par un facteur sécrété par les MSC (Djouad et al., 2003; Klyushnenkova et al., 

2005). Cependant, ces données sont contestées par d’autres études ne montrant pas de rôle 

immunosuppresseur des surnageants de culture de MSC (Augello et al., 2005; Maitra et al., 

2004). Il semblerait dans ce cas, qu’un contact préalable entre les deux populations soit 
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nécessaire pour que les MSC puissent sécréter un facteur immunosuppresseur (Djouad et al., 

2003; Maitra et al., 2004). 

L’identification du ou des facteurs, synthétisés par les MSC et responsables de cet effet, 

porte encore à controverse comme l’indique les résultats divergents de différentes équipes. En 

effet, le rôle de diverses molécules a été supposé. Tout d’abord, Di Nicoli et al. ont montré le 

rôle potentiel du TGF- # et du HGF (Di Nicola et al., 2002). Cependant, l’ajout d’anticorps 

dirigés contre le TGF- # et le HGF ne semble pas restaurer la prolifération lymphocytaire (Le 

Blanc et al., 2004a). D’autres molécules plus prometteuses ont été évoquées comme les 

interleukines 2 et 10 (Rasmusson et al., 2005; Yang et al., 2009), les interleukines 2, 7 et 15 

(Bocelli-Tyndall et al., 2009), la prostaglandine E2 dont l’inhibition annule les effets 

immunosuppresseurs (Spaggiari et al., 2008) ou encore le monoxyde d’azote synthétisé par 

les MSC après contact avec des lymphocytes T CD4 ou CD8+ activés (Sato et al., 2007). Le 

rôle de cette dernière molécule a été confirmé et un modèle d’inhibition de la prolifération des 

lymphocytes T a été proposé. La libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules T 

activées induirait une sécrétion de monoxyde d’azote par les MSC qui inhiberait la 

phosphorylation de Stat5 et donc la prolifération cellulaire (Ren et al., 2008; Sato et al., 

2007). D’autres expériences ont renforcé l’idée d’un rôle de l’interleukine 10 dans l’inhibition 

de la prolifération des lymphocytes. Dans un modèle expérimental in vitro, les MSC 

induiraient une augmentation de la production d’interleukine 10 par les splénocytes et cette 

interleukine serait ensuite responsable de l’inhibition de la prolifération lymphocytaire T 

(Yang et al., 2009).  

Les MSC semblent devoir être activées pour pouvoir exercer leur activité 

immunosuppressive. En effet, Krampera et al. ont montré que la présence d’interféron $ 

sécrété par les lymphocytes T était nécessaire pour que les MSC puissent inhiber leur 

prolifération (Krampera et al., 2006). 

Cet effet immunosuppresseur est transitoire, et l’élimination des MSC permet une 

restauration des capacités prolifératives des lymphocytes T (Krampera et al., 2003). 

De manière intéressante, des MSC porcines peuvent inhiber la prolifération de 

lymphocytes de sang périphérique humain montrant que l’effet inmmunosuppresseur n’est 

pas exclusivement espèce dépendant (Liu et al., 2004). 

! Stimulation des lymphocytes T régulateurs 

Par ailleurs, les MSC peuvent induire une expansion des lymphocytes T régulateurs (Treg) 

in vitro (Aggarwal and Pittenger, 2005) et in vivo (Augello et al., 2007). Ces cellules, 
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caractérisées par les marqueurs de surface CD4 et CD25, pourraient ensuite participer à 

l’inhibition de la prolifération des lymphocytes T. Cependant, il a été montré que la déplétion 

en lymphocytes Treg ne modifie pas les capacités immunosuppressives des MSC chez l’animal 

(Krampera et al., 2003). 

! Inhibition de la prolifération et de la maturation des lymphocytes B 

De manière similaire aux effets observés sur les lymphocytes T, la prolifération de 

lymphocytes B murins, activés par de l’interleukine 4, un anticorps dirigé contre le CD40 ou 

le mitogène du phytolaque (pokeweed mitogen) est inhibée lorsque des MSC sont ajoutés 

(Augello et al., 2005; Glennie et al., 2005). Ces effets ont par la suite été observés sur des 

cellules humaines (Corcione et al., 2006). Les MSC sont également capables de modifier le 

potentiel chimiotactique des lymphocytes B ainsi que leur différenciation en plasmocytes. 

L’effet immunosuppresseur des MSC sur les lymphocytes B semble très proche du 

mécanisme observé sur les lymphocytes T avec un arrêt du cycle cellulaire en phase G0/G1 

induit par un effecteur sécrété. De manière intéressante, il semble nécessaire qu’il y ait un 

signal paracrine des lymphocytes B car des surnageants de culture de MSC ne possèdent pas 

ces capacités immunomodulatrices (Corcione et al., 2006). Krampera et al. ont montré que les 

MSC ne pouvaient pas inhiber la prolifération des lymphocytes B en absence d’interféron $. 

Les voies de signalisation impliquées sont encore peu connues mais il a cependant été 

suggéré un rôle de la voie du tryptophane des lymphocytes B permettant une inhibition de la 

prolifération. Cette voie serait activée après expression d’indoléamine 2,3-dioxygénase par 

les MSC (Krampera et al., 2006). 

! Inhibition des cellules Natural Killer (NK) 

Les cellules NK sont des cellules de l’immunité qui reconnaissent et lysent les cellules ne 

présentant pas de CMH de classe I. Les MSC sont capables d’inhiber la prolifération des 

cellules NK stimulées par de l’interleukine 2 ou 15 (Krampera et al., 2006; Sotiropoulou et 

al., 2006; Spaggiari et al., 2008). La sécrétion d’interféron $ est aussi modifiée lorsque ces 

cellules sont mises en présence de MSC (Sotiropoulou et al., 2006). Le rôle des MSC sur les 

capacités cytotoxiques des cellules NK porte à controverse et les résultats semblent 

aujourd’hui contradictoires. Krampera et al. ont montré que des cellules NK cultivées en 

présence de MSC subissent une diminution de leurs capacités cytotoxiques envers les cellules 

n’exprimant pas le CMH I. En revanche, les équipes de Rasmusson et de Sotiropoulou, en 

utilisant la même lignée de cellules CMH I négative, n’ont pas montré ces résultats 

(Krampera et al., 2006; Rasmusson et al., 2003; Sotiropoulou et al., 2006). 
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Cependant, plusieurs équipes s’accordent à dire que les MSC, exprimant un faible taux de 

molécules du CMH I, sont sensibles à la lyse des cellules NK (Sotiropoulou et al., 2006; 

Spaggiari et al., 2008). 

De la même manière que l’inhibition de prolifération des lymphocytes T et B, l’effet 

suppresseur de la prolifération des cellules NK pourrait être la conséquence de facteurs 

sécrétés par les MSC (Sotiropoulou et al., 2006).  

! Modulation de l’activité des cellules dendritiques 

Enfin, les MSC peuvent interférer avec la différenciation, la fonction et la maturation des 

cellules dendritiques, cellules clés dans l’induction d’une réponse immunitaire.  

Tout d’abord, l’addition de MSC entraîne une inhibition de la différenciation des 

monocytes et des progéniteurs CD34+ en cellules dendritiques lorsque ceux-ci sont cultivés 

en présence de GM-CSF et d’interleukine 4 (Jiang et al., 2005; Nauta et al., 2006; Zhang et 

al., 2004). De plus, la présence de MSC dans des cultures de cellules dendritiques matures 

diminue le taux d’expression des marqueurs de surface de cellules matures CD83, des 

molécules de présentations d’antigènes (HLA-Dr et DC1a), des molécules de co-stimulation 

(CD80 et CD86) et de l’interleukine 10 (Jiang et al., 2005). Il a été suggéré que la diminution 

de l’expression de ces marqueurs soit liée à la diminution des capacités de stimulation de la 

prolifération des lymphocytes T naïfs (Nauta et al., 2006). 

Des expériences utilisant des inserts de culture poreux ont permis de montrer que ces 

effets sont dus à des molécules solubles sécrétées par les MSC (Nauta et al., 2006). Les 

molécules suspectées responsables de ces effets sont les mêmes que celles induisant une 

diminution de la prolifération des lymphocytes T, à savoir l’interleukine 10 ou la 

prostaglandine E2 (Aggarwal and Pittenger, 2005; Beyth et al., 2005). 

Les différents effets immunomodulateurs des MSC sont résumés dans la figure suivante 

(Figure 17). Les effets immunomodulateurs des MSC pourraient inhiber la mise en place 

d’une réponse immunitaire anti-tumorale et ainsi favoriser le développement de cellules 

cancéreuses  
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Figure 17. Modulation du système immunitaire par les MSC. Les MSC peuvent inhiber la prolifération des 
lymphocytes T, B et des cellules NK, la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et des monocytes en 
cellules dendritiques, les propriétés cytotoxiques des cellules NK et des lymphocytes T. Enfin, les MSC peuvent 
stimuler la prolifération des lymphocytes T régulateurs (Treg). D’après Rasmusson et al., Exp Cell Res, 2006 
(Rasmusson, 2006).  
 

L’une des applications les plus convaincantes du caractère immunosuppresseur des MSC 

in vivo a été réalisé par le traitement d’un enfant de 9 ans ayant bénéficié d’une greffe de 

cellules souches sanguines mais souffrant par la suite d’une maladie du greffon contre l’hôte 

extrêmement sévère. L’enfant a reçu plusieurs injections de MSC cultivées à partir de la 

moelle osseuse de sa mère.  Ce traitement, à l’inverse des différents traitements disponibles 

qui se sont retrouvés inefficaces, a permis de diminuer de manière drastique et rapide les 

symptômes de la maladie (Le Blanc et al., 2004b). Ainsi, les MSC, en raison de leurs 

propriétés immunosuppressives, apparaissent comme un nouvel outil thérapeutique 

prometteur dans les rejets de greffe ou les maladies auto-immunes. 

5.5.3. MSC et Toll-Like Récepteurs  

Suivant les études, et sans doute selon les méthodes de purification et de culture, 

l’expression mesurée des TLR est variable. Cependant, il semblerait que les MSC humaines 

expriment des niveaux élevés de TLR3 et TLR4 et des faibles niveaux de TLR1, TLR2 et 

TLR5. Il semblerait que ces cellules n’expriment pas les TLR7, TLR8, TLR9 et TLR10 (Hwa 
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Cho et al., 2006; Liotta et al., 2008; Tomchuck et al., 2008). Les MSC murines exprimeraient 

les différents membres de la famille des TLR à l’exception du TLR9 (Pevsner-Fischer et al., 

2007; Romieu-Mourez et al., 2009).  

A l’heure actuelle, peu d’études ont investigué le rôle des TLR dans la physiologie des 

MSC. En premier lieu, l’activation du TLR2 murin par un ligand chimique (Pam3Cys) induit 

une translocation de NF-!B et entraîne une diminution de la mobilité et une augmentation de 

la prolifération cellulaire. De plus, cette activation entraîne une inhibition des capacités de 

différenciation des MSC en adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes ainsi qu’une diminution 

des capacités immunosuppressives (Pevsner-Fischer et al., 2007). Des effets similaires ont été 

observés sur des cellules humaines où l’activation des TLR3 et TLR4 inhibe la capacité des 

MSC à supprimer la prolifération des lymphocytes T, sans cependant modifier leurs capacités 

de différenciation (Liotta et al., 2008). Il semblerait que l’activation des TLR soit responsable 

de la production de l’enzyme indoléamine-2,3-dioxygénase (voir paragraphe inhibition des 

lymphocytes B) (Opitz et al., 2009).  

Chez l’animal, l’activation des TLR des MSC permet une augmentation du recrutement 

de cellules immunitaires (Romieu-Mourez et al., 2009). Il semblerait également qu’après 

exposition prolongée à des toxines bactériennes, l’expression des TLR des MSC soit réprimée 

(Mo et al., 2008). De manière intéressante, l’activation du TLR4 par le lipopolysaccharide 

favorise la survie et la prolifération des MSC (Wang et al., 2009). 

En conclusion, les TLR et leurs ligands peuvent servir de régulateurs de la prolifération, 

de la différenciation et des capacités immunosuppressives des MSC. Cependant, à l’heure 

actuelle, aucune étude n’a investigué le rôle de ces molécules dans les cancers infectieux. 

5.6. Angiogenèse 

Les MSC pourraient également jouer un rôle dans l’angiogenèse impliquée dans la 

réparation tissulaire ou le développement tumoral.  

L’injection de MSC au niveau de blessures cutanées favorise la réparation tissulaire 

(Chen et al., 2008; Wu et al., 2007). En effet, les blessures traitées avec une injection de MSC 

présentent une augmentation de la ré-épithélialisation et de l’angiogenèse. Les MSC ne sont 

pas retrouvées dans les structures vasculaires mais dans le stroma sous-jacent suggérant un 

rôle de soutien des MSC dans ce mécanisme. Ce soutien passerait par des facteurs pro-

angiogéniques sécrétés par les MSC comme le VEGF ou l’angiopoïétine-1 (Chen et al., 2008; 

Wu et al., 2007). Le VEGF est connu pour stimuler la prolifération des cellules endothéliales, 

leur migration et favoriser leur organisation en tubes. Le VEGF sécrété par les MSC 
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contribue à l’angiogenèse tumorale dans les cancers pancréatiques. Les angiopoïétines 

représentent une seconde famille importante impliquée dans l’angiogenèse en favorisant la 

maturation et l’intégrité des vaisseaux (Arnold and West, 1991; Fam et al., 2003). Les MSC 

peuvent également sécréter CXCL12, un facteur chimioattractant des progéniteurs des 

cellules endothéliales (Chen et al., 2008; Urbich and Dimmeler, 2004). In vivo, les blessures 

traitées avec du milieu conditionné de MSC montrent une présence de cellules de la lignée 

endothéliale (CD34, C-kit, Flk-1) plus importante qu’au niveau des blessures non traitées  par 

ces cellules (Chen et al., 2008). 

Les MSC seraient également capables de s’incorporer au niveau des nouveaux vaisseaux 

et présenteraient des phénotypes de cellules endothéliales ou de cellules musculaires lisses 

(Al-Khaldi et al., 2003; Tomita et al., 2002). Les conséquences de cette incorporation portent 

encore à controverse (Kinnaird et al., 2004). 

5.7. Transition mésenchymo-épithéliale (MET) 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un mécanisme physiologique présent 

lors du développement (Thiery, 2003). Ce mécanisme peut également être retrouvé dans la 

cancérogenèse où les cellules épithéliales acquièrent un phénotype mésenchymateux au cours 

de la transformation cancéreuse. Cette transformation est accompagnée d’une sécrétion de 

protéases, responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire, et de l’acquisition de 

capacités migratoires, responsables de la formation de métastases (Kang and Massague, 

2004). Cependant, les métastases issues d’un carcinome présentent souvent un phénotype de 

type épithélial suggérant que le phénomène est réversible, correspondant cette fois-ci à une 

transition mésenchymo-épithéliale (MET), une fois que les cellules métastatiques ont atteint 

un organe cible (Kang and Massague, 2004).  

L’équipe qui a étudié pour la première fois la transformation spontanée des MSC en 

culture à long terme (Rubio et al., 2005) a montré que l’injection de ces cellules était 

responsable de l’apparition de carcinomes peu différenciés (Rubio et al., 2008a). Ce type de 

carcinome est défini par des cellules possédant un ratio noyau/cytoplasme élevé et une perte 

de la morphologie fibroblastoïde associée à l’apparition de desmosomes et filopodes, non 

présents sur les MSC. Les MSC devenues tumorales n’expriment plus de vimentine, un 

marqueur mésenchymateux, mais expriment des cytokératines, un marqueur épithélial. 

Ainsi, les MSC semblent pouvoir subir des transitions mésenchymo-épithéliales qui 

pourraient être impliquées dans le développement de carcinomes. 
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5.8. Résistance thérapeutique 

Les agents thérapeutiques visant l’inhibition du développement cancéreux sont toxiques 

pour les cellules tumorales, mais également pour les cellules saines. Il est intéressant de noter 

que les cellules souches saines semblent avoir développé des mécanismes de protection vis-à-

vis de ces agents. Ainsi, après un traitement utilisant un agent anti-cancéreux, le patient subit 

une déplétion importante des cellules rouges et blanches, mais ces effets ne sont que 

transitoires et après quelques semaines l’homéostasie cellulaire est rétablie. Ce rétablissement 

ne serait pas possible si les cellules souches hématopoïétique étaient touchées par le 

traitement. L’existence de CSC, aux propriétés proches des cellules souches saines, pourrait 

alors expliquer certains échecs thérapeutiques.  

La première explication de ce phénomène pourrait être donnée par l’état de quiescence du 

cycle cellulaire de nombreuses cellules souches. Ainsi, il a été montré l’existence d’une sous 

population de cellules souches leucémiques quiescentes résistantes aux chimiothérapies 

(Ishikawa et al., 2007). Cependant, dans le cas du cancer du sein, aucune différence de cycles 

cellulaires entre CSC et cellules non tumorales n’a pas été observée (Al-Hajj et al., 2003). 

Les autres mécanismes habituellement évoqués correspondent à la présence de 

transporteurs d’efflux de drogues, des capacités de réparation de l’ADN élevées et la présence 

d’enzymes détoxifiantes (Dalerba et al., 2007; Donnenberg and Donnenberg, 2005; Dylla 

et al., 2008; Ginestier et al., 2007; Hirschmann-Jax et al., 2004). 

Concernant les MSC, il a été montré que ces cellules sont capables de résister à des doses 

importantes de rayonnement (Chen et al., 2006). Ainsi, l’utilisation de radiothérapies pour 

traiter des cancers originaires de MSC ne semble pas adéquate.  

La résistance des MSC aux agents thérapeutiques pourrait jouer un rôle intéressant en 

thérapie anti-cancéreuse où ces cellules pourraient être utilisées comme vecteur pour cibler 

les cellules tumorales (Kucerova et al., 2007). 

 

6.Les MSC, des cellules vulnérables à la tumorigenèse ? 

En résumé, des nombreuses études ont plaidé en faveur d’arguments forts impliquant les 

MSC dans l’initiation et le développement tumoral.  

Ainsi, nous pouvons comparer les caractéristiques des MSC avec celles habituellement 

acceptées des cellules cancéreuses. En effet, Hanahan et Weinberg ont proposé un ensemble 

de six propriétés qui définissent les tumeurs (Figure 18) (Hanahan and Weinberg, 2000).  
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Figure 18. Caractéristiques des cellules cancéreuses. En 2000, Hanahan et Weinberg ont proposé 
un modèle permettant de définir les 6 propriétés que doivent acquérir les cellules tumorales. Elles 
correspondent à un potentiel 1/ d’indépendance en facteurs de croissance, 2/ d’insensibilité aux 
signaux antiprolifératifs, 3/ de réplication illimitée, 4/ d’échappement à l’apoptose, 5/ de stimulation 
de l’angiogenèse et 5/ d’invasion et de métastase. D’après Hanahan et Weinberg, Cell, 2000 
(Hanahan and Weinberg, 2000). 

Tout d’abord, les cellules tumorales possèdent une indépendance vis-à-vis des facteurs de 

croissance permettant un entretien de leur propre prolifération. Cette propriété d’auto-

renouvellement est partagée par les MSC qui n’ont pas besoin de signaux extra-cellulaires 

pour passer d’un état de quiescence à un état prolifératif. Il apparaît cependant que la 

croissance des MSC est contrôlée in vivo et que la prolifération est hautement régulée.  

Les cellules tumorales ne répondent pas aux signaux anti-prolifératifs du micro-

environnement tumoral. Nous avons vu que les MSC injectées sont capables de donner des 

tumeurs, suggérant leur absence de réponse à ce type de signaux régulateurs (paragraphe 5.7). 

Les cellules tumorales posédent également un potentiel de réplication illimité, semblable 

à celui des MSC (paragraphe 5.7). 

Par ailleurs, les cellules tumorales sont capables d’échapper à l’induction de l’apoptose. 

Nous avons vu que les MSC possèdent de fortes capacités à moduler la réponse immunitaire 

et à échapper aux différents mécanismes mis en jeu par le système immunitaire de l’hôte pour 

supprimer les cellules présentant des anomalies. Nous pouvons donc penser à une capacité 

particulière de ces cellules à résister à l’apoptose induite (paragraphe 5.4). 
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La croissance tumorale nécessitant un apport en oxygène et nutriments, la capacité des 

MSC à promouvoir l’angiogenèse facilite ainsi la croissance des tumeurs solides 

(pa

e nous l’avons vu tout au long de cette introduction, les MSC possèdent 

des

rents modèles. 

ragraphe 5.6). 

Enfin, les cellules tumorales sont dotées de propriétés invasives pour donner des 

métastases. Comm

 capacités d’invasion et leur rôle permettant le développement des métastases a été 

démontré (paragraphe 5.1). 

En conclusion, les MSC semblent être de bons candidats pour expliquer l’origine de 

cellules tumorales dans diffé
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7.Objectifs de ces travaux 

Les objectifs de ces travaux sont donc d’étudier le rôle des MSC dans l’initiation et le 

développement de l’adénocarcinome gastrique dû à l’infection par H. pylori. Nous espérons 

ainsi mieux appréhender le rôle de ces cellules dans l’initiation ou le développement tumoral 

gastrique. Pour cela, nous avons 1/ caractérisé différentes populations de MSC, 2/ développé 

un modèle in vitro permettant l’étude du recrutement des MSC après infection de cellules 

épithéliales par H. pylori, puis 3/ étudié le potentiel de différenciation épithéliale des MSC et 

enfin 4/ étudié la réponse des MSC après infection par H. pylori. 

Nous espérons que ces travaux permettent une meilleure compréhension des mécanismes 

physiopathologiques aboutissant à l’apparition de tumeurs. L’identification des cellules à 

l’origine de ce développement cancéreux permettra à terme de connaître les cellules à cibler 

spécifiquement dans le cadre de traitements thérapeutiques. 
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1.Matériel biologique  

1.1. Obtention et culture des MSC  

1.1.1. Purification 

Dans un premier temps, nous avons purifié des MSC à partir de moelle osseuse de fémurs 

de souris femelles C57BL/6JGtrosa26 exprimant de manière constitutive le gène de la 

#-galactosidase bactérienne. Les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale et les 

cellules médullaires issues des fémurs ont été récupérées par aspiration-refoulement dans du 

milieu MesenCult additionné de facteurs de croissance comme préconisé par le fournisseur 

(StemCell Technologies, Grenoble, France). Les cellules issues de deux fémurs d’une souris 

ont été récupérées et mises en culture dans un flacon de 25 cm². Vingt-quatre heures après la 

mise en culture, les cellules non adhérentes ont été éliminées par un lavage en PBS et les 

cellules adhérentes cultivées dans du milieu frais, changé 3 fois par semaine. Un mois après la 

purification, les cellules sont arrivés à confluence et ont été réensemencées diluées au tiers. 

Les cellules ont ensuite été amplifiées avec une dilution croissante à chaque passage. Durant 

le processus de purification, l’expression des marqueurs de surface CD90 et CD105 (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France) a été évaluée par cytométrie en flux afin de contrôler 

l’émergence d’une population positive pour ces marqueurs. Lorsque la population a atteint 

environ 50% de positivité pour ces marqueurs, les cellules ont été triées par cytométrie en 

flux (FACS ARIA, BD Biosciences) en fonction de l’expression du CD90. Les cellules 

exprimant le marqueur CD90 ont été dénommées mMSC. 

Enfin, nous disposons de MSC humaines, suite à une collaboration développée avec 

Danièle Noël de l’Unité INSERM 844 de Montpellier. Ces cellules ont été obtenues à partir 

de moelle osseuse de patients ayant subis une opération pour prothèse de hanche (Djouad 

et al., 2005). Nous disposons de deux prélèvements, l’un provenant d’un patient de sexe 

féminin de 66 ans et l’autre d’un patient de sexe masculin de 82 ans. Ces cellules ont été 

dénommées dans la suite de l’exposé PMo24 et PM7 respectivement ou hMSC quand il s’agit 

des MSC humaines en général. 

 

Les cellules sont cultivées après purification dans un milieu d’amplification composé de 

DMEM (1 g/l de glucose) additionné de 10% de sérum de veau fœtal (SVF), de glutamine à 

20 mM, de pénicilline à 100 U/ml et de streptomycine à 100 µg/ml (Gibco, Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France). Ces antibiotiques ont toujours été utilisées à la même concentration dans 
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ces travaux et seront dénommés PS dans la suite de l’exposé. Les hMSC sont en plus 

cultivées en présence de FGF2 à 1 ng/ml (Fibroblast Growth Factor 2, R&D Systems, Lille, 

France). 

1.1.2. Caractérisation 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, les MSC ne possèdent pas de marqueurs 

spécifiques permettant leur caractérisation. L’expression de différents marqueurs de surface 

ainsi que leur potentiel de différenciation en adipocytes, ostéoblastes et chondrocytes ont 

donc été vérifiés afin de valider leur identité cellulaire (Dominici et al., 2006). 

1.1.3. Potentiel de différenciation in vitro 

Les protocoles de différenciation utilisés sont les mêmes pour les cellules d’origines 

murine et humaine. Nous avons effectué les expériences de différenciation dans notre 

laboratoire uniquement pour les cellules que nous avons purifiées. Les autres résultats ont été 

obtenus dans les laboratoires ayant isolé les cellules, ce qui explique les différences de 

techniques de révélation utilisées pour les mMSC et les hMSC.  

! Différenciation adipogénique 

 Pour initier la différenciation en adipocytes, les MSC ont été ensemencées à une 

concentration de 5000 cellules par cm². Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 3 jours 

dans le milieu d’amplification additionné de dexaméthasone à 0,1 µM, de 

méthylisobutylxanthine à 0,5 mM, d’indométhacine à 100 µM et d’insuline à 100 ng/ml 

(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). Après ces 3 jours d’induction, le milieu a été 

remplacé par un milieu de différenciation correspondant au milieu d’amplification additionné 

d’insuline à 100 ng/ml uniquement. Les cellules ont été cultivées pendant 14 à 21 jours. 

La présence de vésicules lipidiques a été confirmée par un marquage à l’Oil Red O 

(Sigma). Pour cela, les cellules ont été fixées en paraformaldéhyde à 3% dans du PBS. Puis, 

après 2 lavages en PBS et 2 lavages en eau distillée, les lipides ont été colorés avec 3 volumes 

de solution d’Oil Red O à 1% dans de l’isopropanol 100% et 2 volumes d’eau distillée. Après 

10 minutes de coloration à température ambiante, les cellules ont été lavées 2 fois avec de 

l’eau distillée puis contre-colorées avec une solution de thiazine (Diff-Quick II, Medion 

Diagnostics, Düdingen, Suisse). Après 2 lavages à l’eau distillée, les cellules ont été étudiées 

en microscopie à lumière blanche. La différenciation a été validée par un marquage rouge des 

lipides neutres composant les vésicules lipidiques. 
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Pour les hMSC, une vérification de la différenciation a également été menée par 

qRT-PCR. Le protocole de transcription inverse est détaillé dans le paragraphe 2 du Matériel 

et Méthodes. La différentiation adipogénique est validée par une augmentation de 

l’expression des transcrits du Peroxysome Proliferator-Activated Receptor $ (PPAR-$), de la 

LipoProtein Lipase (LPL) et du Fatty Acid Binding Protein 4 (FABP4). 

! Différenciation ostéogénique 

Pour obtenir une différenciation ostéogénique, les MSC ont été ensemencées à une 

concentration cellulaire de l’ordre de 1000 cellules par cm². Elles ont alors été cultivées en 

milieu d’amplification additionné de sodium #-glycérophosphate à 10 mM, de dexaméthasone 

à 0,1 µM et d’acide ascorbique à 0,5 mM (Sigma). Les cellules ont été cultivées pendant 14 à 

21 jours. 

La différenciation des mMSC a été validée par un marquage des sites d’activité de la 

phosphatase alcaline. Des frottis sanguins de patients atteints d’hyperleucocytose ont été 

utilisés comme contrôle positif. Le protocole a été adapté selon les recommandations du 

fournisseur (Sigma). Brièvement, les cellules ont été fixées 30 secondes dans une solution 

composée de méthanol et de formaldéhyde à 36,5% (1:1, Sigma). Après un lavage à l’eau du 

robinet, les cellules ont été incubées 1 h à l’obscurité avec le substrat de la phosphatase 

alcaline (1 capsule de Fast Blue RR dans 48 ml d’eau distillée et 2 ml de naphtol AS-MX). 

Les cellules ont ensuite été lavées à l’eau distillée puis contre-colorées avec une solution de 

rouge neutre (Sigma) à 1% dans de l’eau distillée. Les cellules ont été lavées et la 

différenciation validée par l’apparition de pigments violets.  

La différenciation des hMSC a été validée par un marquage du calcium par l’Alizarine 

Red S. Les cellules sont fixées en formol à 3,7% puis lavées à l’eau distillée. La coloration 

avec de l’alizarine à 2% dans de l’eau distillée a été réalisée pendant 2 minutes, puis les 

cellules ont été lavées avec un mélange acétone/méthanol (1:1). La différentiation a été 

validée par la visualisation d’un complexe entre le calcium et l’alizarine. 

Pour les hMSC, une vérification de la différenciation a également été menée par 

qRT-PCR. La différentiation ostéogénique est validée par une augmentation de l’expression 

des transcrits de l’ostéocalcine (OC), de la phosphatase alcaline (AP), du facteur de 

transcription Runx2 et du collagène de type I (Col1). 

! Différenciation chondrogénique 

Pour faciliter la différenciation en chondrocytes, les MSC ont été cultivées en 

microculots. Pour cela, 5.105 cellules sont suspendues dans 500 µl de milieu de 
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différenciation puis centrifugées à 600 g pendant 5 minutes. Les cellules ont ensuite été 

cultivées à 37°C en microculots. Le milieu de différenciation était composé de DMEM (4,5g/l 

de glucose) additionné de dexaméthasone à 0,1 µM, de pyruvate de sodium à 1 mM, d’acide 

ascorbique à 0.17 mM, de proline à 35 mM et d’un mélange ITS à 1% (Insuline, Transferrine 

et Sélenium, Sigma). Extemporanément, du TGF-#3 à 10 ng/ml a été rajouté (R&D Systems). 

Les culots ont été récoltés après 14 à 28 jours de culture. 

La différenciation des mMSC est validée par une coloration de la matrice cartilagineuse 

par la safranine O (Sigma). Pour cela, les culots ont été fixés en formol à 3,7% une nuit puis 

lavés en PBS. Les culots ont ensuite été déshydratés puis inclus en paraffine. Les blocs de 

paraffine ainsi obtenus ont été découpés afin d’obtenir des coupes de 7 µm déposées sur lame. 

Ces lames ont enfin été déshydratées, colorées à la safranine O à 0,1% dans de l’eau distillée, 

déshydratées et montées en Eukitt (Labonord, Villeneuve d’Asq, France). La différenciation 

est validée par l’apparition d’une coloration rouge au niveau des vésicules lipidiques. 

 Pour les hMSC, une vérification de la différenciation a également été menée par 

qRT-PCR. Le protocole de transcription inverse est détaillé dans le paragraphe 2 du Matériel 

et Méthodes. La différentiation chondrogénique est validée par une augmentation de 

l’expression des transcrits de l’aggrégane (AGG), du collagène de type II (Col2), du 

collagène de type X (Col10) et du COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein). 

1.2. Culture de cellules épithéliales 

1.2.1. Cellules épithéliales gastriques humaines 

Nous avons utilisé comme modèle de cellules épithéliales gastriques humaines la lignée 

AGS (numéro ATCC : CRL-1739, ATCC, Molsheim, France) purifiée en 1979 à partir d’un 

adénocarcinome gastrique d’un patient de sexe féminin de 54 ans. Cette lignée est 

tumorigénique lorsqu’elle est injectée chez l’animal et présente un faible de taux de 

polyploïdie. 

Ces cellules sont cultivées à 37°C dans un milieu composé de DMEM/F12 (1:1), 

additionné de 10% de SVF et de PS (Gibco, Invitrogen).  

1.2.2. Cellules épithéliales coliques gastriques 

Nous avons utilisé comme modèle de cellules épithéliales coliques humaines la lignée 

HT-29 (numéro ATCC : HTB-38, ATCC) purifiée en 1964 à partir d’un adénocarcinome 

colorectal d’un patient de sexe féminin de 44 ans. Cette lignée est tumorigénique chez la 

souris nude et présente une hypertriploïdie élevée.  
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Ces cellules sont cultivées à 37°C dans un milieu composé de McCoy’s additionné de 

10% de SVF et de PS (Gibco, Invitrogen). 

1.2.3. Cellules épithéliales intestinales murines 

Nous avons utilisé comme modèle de cellules épithéliales intestinales murines la lignée 

mICcl2 (transimmortalized mouse intestinal cells) purifiée en 1996 par l’équipe d’Alain 

Vandewalle à partir des villi du petit intestin d’une souris transgénique exprimant de manière 

constitutive l’antigène T du SV40 sous la dépendance du promoteur du gène l-pk (Bens et al., 

1996). Cette lignée n’est pas tumorigénique chez la souris nude. Ces cellules ont été 

gracieusement fournies par Alain Vandewalle (INSERM U246, Paris). 

Ces cellules sont cultivées à 37°C dans un milieu composé de DMEM/F12 (1:1) 

additionné d’insuline à 5 µg/ml, de dexaméthasone à 50 nM, d’ITS à 1%, de triiodothyronine 

à 1 nM, d’EGF à 10 ng/ml, d’HEPES à 20 mM, de glutamine à 2 mM, et de D-glucose à 0,2% 

et de SVF à 2 % (Gibco et Sigma).  

1.3. Transduction lentivirale 

Deux vecteurs lentiviraux codant des protéines fluorescentes sous la dépendance d’un 

promoteur constitutif fort ont été fournis par la plateforme de vectorologie de 

l’Université Victor Segalen Bordeaux 2 (Bordeaux, France). Les hMSC ont été transduites à 

l’aide du vecteur pRRLSIN.cPPT.MND.eGFP.WPRE codant la eGFP alors que les cellules 

épithéliales (AGS et HT-29) ont été transduites avec le vecteur 

pRRLSIN.cPPT.MND.DsRED2.WPRE codant la DsRED. Après 24 h d’infection à 

différentes MOI (multiplicité d’infection) comprises entre 0 et 20, les cellules ont été lavées 

2 fois en PBS et reprises dans leurs milieux de culture respectifs. L’efficacité de la 

transduction a été évaluée par cytométrie en flux. Il est accepté que l’obtention de 30% de 

cellules positives corresponde à la présence chez les cellules positives d’une seule copie 

lentivirale. Nous estimons qu’à cette concentration, les effets de la transduction sont minimes. 

Afin d’éviter une accumulation du nombre de passages, les MSC n’ont pas été triées et la 

population correspondant à 30% de cellules eGFP positives a été conservée (MOI 10). Les 

populations correspondant à 30% de cellules épithéliales DsRED positives ont également été 

conservées (MOI 1 pour les AGS et MOI 3 pour les HT-29) puis triées par cytométrie en flux 

en fonction de l’expression de la DsRED afin d’obtenir une population avec plus de 70% de 

cellules positives. 
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1.4. Marquage chimique des membranes 

Les membranes des hMSC ont été marquées chimiquement par un composé fluorescent 

vert en utilisant le kit PKH2 Green Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma) et celles des cellules 

épithéliales par un composé fluorescent rouge en utilisant la solution CM-Dil cell labeling 

solution (Vybrant, Invitrogen) selon les recommandations des fournisseurs. Brièvement, les 

cellules ont été récupérées et lavées en PBS afin d’éliminer les débris cellulaires. Les cellules 

ont ensuite été reprises dans un milieu de coloration correspondant à 2 µl de PKH2 dans 1 ml 

de Diluent A ou 2,5 µl de CM-Dil dans 1 ml de PBS). Après incubation selon les 

recommandations des fournisseurs, les cellules ont été lavées 3 fois avec du milieu contenant 

10% de sérum afin d’éliminer les colorants en excès. 

1.5. Culture bactérienne 

Différentes souches de H. pylori ont été utilisées. Les caractéristiques de ces bactéries 

sont détaillées dans la table suivante (Table 3) (Alm et al., 1999; Ferrero et al., 1998; Handt 

et al., 1995; Marshall and Warren, 1984; McClain et al., 2009; Oh et al., 2006; Tomb et al., 

1997; Watanabe et al., 1998). 

Toutes les souches de H. pylori sont cultivées en atmosphère microaérobie (5% O2) à 

37°C sur des milieux spécifiques composés de 21,5 g de base Wilkins Chalgren, 50 ml de 

sang humain, 10 µg/ml de vancomycine, 10 µg/ml de cefsulodine, 5 µg/ml de triméthoprime, 

10 µg/ml de fungizone, H2O qsp 500 ml. 

Avant chaque mise en suspension des bactéries, leur morphologie, leur pureté et leur mobilité 

ont été vérifiées par un état frais et une coloration de Gram. Seules les cultures présentant 

moins de 5% de formes coccoïdes ont été utilisées. La présence des activités enzymatiques 

catalase, uréase et oxydase a également été vérifiée. 

Les bactéries, ayant 48 h de culture sur milieu solide, ont été récupérées avec un écouvillon et 

mises en suspension dans du PBS. La DO600nm a ensuite été ajustée à 1 afin d’obtenir une 

concentration bactérienne de 2.108 UFC (Unité Formant une Colonie) par ml. Les cellules ont 

ensuite été infectées à une MOI de 50, concentration déterminée dans des expériences 

préliminaires.  
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Nom
Origine 

pathologique

Ilôt de pathogénicité 

cag
CagA VacA BabA Séquençage Références

J99 Ulcère Présent Présent s1m1i1 A2 Complet Alm, 1999

26695 Gastrite Présent Présent s1m1i1 A1 Complet Tomb, 1997

X47 Absent Absent s1m2i2 A1 Handt, 1995

HPAG1 Gastrite atrophique Présent Présent s1m1i1 A2 Complet Oh, 2006

7.13 Ulcère Présent Présent s1m2i2 A2 Incomplet McClain, 2009

43504 Présent Présent s1m1i1 A1

SS1 Ulcère Présent Présent s2m2i2 A1 Ferrero, 1998

TN2GF4 Ulcère Présent Présent s1m1i1 A2 Watanabe, 1998

B38
Lymphome gastrique 

du MALT
Absent Absent s2m2i2 A1 Complet Non publié

 

 

Table 3. Souches de H. pylori utilisées. L’origine pathologique des souches utilisées, leur statut pour différents 
facteurs de virulence et les références correspondantes sont indiquées. 

2. Transcription inverse et PCR en temps réel Transcription inverse et PCR en temps réel 

2.1. Extraction d’ARN et transcription inverse 2.1. Extraction d’ARN et transcription inverse 

Les ARN totaux ont ét extraits avec le kit Qiagen RNeasy mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France) selon les recommandations du fournisseur. Tous les ARN ont été traités à la DNase 

RNA-free (Ambion, Huntingdon, Cambridgeshire, UK) avant d’être rétrotranscrits en ADNc 

avec la transcriptase inverse Superscript III selon les recommandations du fournisseur 

(Invitrogen). La réaction de rétrotranscription a été réalisée à partir de 1 µg d’ARN total dans 

un volume total de 100 µl. Le rendement et la qualité de chaque étape ont été évalués par 

dosage des acides nucléiques au Nanodrop (Thermo, Illkirch, France). 

Les ARN totaux ont ét extraits avec le kit Qiagen RNeasy mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France) selon les recommandations du fournisseur. Tous les ARN ont été traités à la DNase 

RNA-free (Ambion, Huntingdon, Cambridgeshire, UK) avant d’être rétrotranscrits en ADNc 

avec la transcriptase inverse Superscript III selon les recommandations du fournisseur 

(Invitrogen). La réaction de rétrotranscription a été réalisée à partir de 1 µg d’ARN total dans 

un volume total de 100 µl. Le rendement et la qualité de chaque étape ont été évalués par 

dosage des acides nucléiques au Nanodrop (Thermo, Illkirch, France). 

La présence d’ADN complémentaire et l’absence d’ADN génomique ont été vérifiées par 

PCR spécifique de l’ADN complémentaire (amorces à la jonction de deux exons) de la 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Les ADN complémentaires ont été 

stockés à -20°C avant utilisation. 

La présence d’ADN complémentaire et l’absence d’ADN génomique ont été vérifiées par 

PCR spécifique de l’ADN complémentaire (amorces à la jonction de deux exons) de la 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Les ADN complémentaires ont été 

stockés à -20°C avant utilisation. 

2.2. PCR quantitative 2.2. PCR quantitative 

Chaque échantillon a été analysé en duplicat à partir d’1 µg d’ADN complémentaire en 

plaque de 96 puits. L’amplification a été réalisée avec le kit Platinum SYBR-Green qPCR 

Mix (Invitrogen) en présence d’amorces et de sondes fluorescentes spécifiques. Brièvement, 

les échantillons ont été chauffés 2 min à 50°C, puis dénaturés 10 min à 95°C et subissent 40 

cycles de dénaturation et d’amplification (15 sec à 95°C puis 1 min à 60°C). La fluorescence 

émise a été analysée à chaque cycle par un Abi Prism 7900 (Applied, Courtaboeuf, France). 

Les résultats obtenus ont été normalisés en fonction des conditions à l’aide de 4 gènes de 

ménage (ACTB : #-actine, GAPDH, HPRT : Hypoxanthine-guanine 

Chaque échantillon a été analysé en duplicat à partir d’1 µg d’ADN complémentaire en 

plaque de 96 puits. L’amplification a été réalisée avec le kit Platinum SYBR-Green qPCR 

Mix (Invitrogen) en présence d’amorces et de sondes fluorescentes spécifiques. Brièvement, 

les échantillons ont été chauffés 2 min à 50°C, puis dénaturés 10 min à 95°C et subissent 40 

cycles de dénaturation et d’amplification (15 sec à 95°C puis 1 min à 60°C). La fluorescence 

émise a été analysée à chaque cycle par un Abi Prism 7900 (Applied, Courtaboeuf, France). 

Les résultats obtenus ont été normalisés en fonction des conditions à l’aide de 4 gènes de 

ménage (ACTB : #-actine, GAPDH, HPRT : Hypoxanthine-guanine 
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phosphoribosyltransferase et UBIQ : ubiquitine B). Les données normalisées sont exprimées 

en ratio d’expression par rapport aux cellules non infectées. 

3.Migration 

Une quantité de 100 000 cellules épithéliales gastriques humaines (AGS) ou intestinales 

murines (mICcl2) a été ensemencée dans une plaque de 24 puits. Les cellules ont adhéré 

pendant 24 h dans leurs milieux de culture respectifs puis ont été lavées deux fois en PBS. Le 

milieu a alors été remplacé par 600 µl de milieu de migration correspondant à du DMEM 

(1 g/l de glucose) additionné de 1% de SVF et de glutamine à 20 mM. Les cellules ont alors 

été infectées par H. pylori à une MOI égale à 50 (i.e. 5 millions d’UFC par puits, 

correspondant à 25 µl d’une suspension bactérienne avec une DO600nm égale à 1).  

Après 36 h de coculture, un insert de culture (BD Falcon) de porosité 8 µm a été ajouté. 

75 000 MSC humaines ou murines dans 250 µl de milieu de migration ont alors été 

ensemencées dans la chambre supérieure ainsi formée. Ce système permet de séparer les 

cellules épithéliales infectées des MSC (Figure 19). 

 

 

Figure 19. Principe de la chambre de migration. Les cellules épithéliales (violet) sont infectées par H. 

pylori (rouge) avant qu’un insert de culture microporeux contenant les MSC (jaune) ne soit ajouté. Après 6 h 
de coculture, les inserts sont enlevés et les MSC les ayant traversés sont comptées après coloration au MGG. 

Après 6 h de migration, les inserts de culture ont été récupérés. Les cellules ont été fixées 

et colorées par May-Grünwald Giemsa (Diff-Quick, Medion Diagnostics) puis rincées à l’eau. 

Les cellules ayant adhéré à la face supérieure de l’insert ont alors été supprimées par le 
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passage répété d’un écouvillon. Les inserts ont été lavés à l’eau distillée puis montés entre 

lame et lamelle pour une observation ultérieure au microscope. 

Pour étudier les capacités d’invasion des MSC, les inserts ont été coatés avec 250 µl de 

gélatine à 0,2% en PBS (Sigma) ou 10 µg/ml de fibronectine (BD Biosciences) ou 200 µg/ml 

de collagène (BD Biosciences). Les inserts ont ensuite été lavés deux fois en PBS avant d’être 

utilisés dans les 24 h. 

Pour l’analyse, les inserts ont été pris en photo à l’aide d’un microscope droit Nikon 

Eclipse 50i (Nikon, Champigny sur Marne, France) équipé du logiciel d’imagerie 

Nis-Element et un objectif sec 10X ou 20X. En raison du manque d’homogénéité de la 

migration des MSC sur l’insert, 5 photos ont été prises par insert. 

 Les noyaux cellulaires colorés ont été ensuite comptés sur chaque photo et le nombre 

moyen a été calculé. Toutes les expériences ont été réalisées en duplicat. 

4.Apoptose 

Une quantité de 100 000 cellules a été ensemencée dans des plaques de 24 puits. Après 

24 h de culture, les cellules ont été lavées en PBS afin d’éliminer les cellules mortes et ont été 

reprises dans un milieu sans antibiotiques. Les cellules ont alors été infectées pendant 48 h à 

une MOI de 50.  

Les cellules adhérentes et non adhérentes ont été récupérées, centrifugées et reprises dans 

un tampon de marquage. Ce tampon, composé de 0,1% de citrate de sodium, 0,1% de Triton 

X100 et 50 µg/ml d’iodure de propidium, permet une perméabilisation des cellules et un 

marquage des acides nucléiques. Après 4 h d’incubation à 4°C à l’obscurité, les cellules ont 

été analysées par cytométrie en flux. Les agrégats cellulaires ont été exclus de l’analyse par 

cytométrie en flux (FACS Canto I ou FACS Canto II, BD Biosciences en sélectionnant 

seulement les cellules uniques à l’aide du logiciel Diva (version 6.1.2, BD Biosciences). 

5.Différenciation épithéliale 

5.1. In vitro 

5.1.1. Coculture directe 

Les cocultures in vitro entre hMSC et cellules épithéliales ont été réalisées à un ratio de 

8:1 correspondant à 20 000 MSC pour 2 500 cellules épithéliales dans une plaque de 24 puits 

(Falcon, BD). Ce ratio largement en faveur des MSC est destiné à compenser leur plus faible 

cinétique de croissance. Pour les expériences d’immunomarquages, les cellules ont été 
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cultivées sur une lamelle de verre permettant de récupérer les cellules adhérentes. Le milieu 

de culture est constitué de DMEM additionné de 10% de SVF et de PS (Invitrogen). Le 

milieu est changé trois fois sur 8 jours avant analyse. 

5.1.2. Coculture indirecte 

Afin d’estimer les capacités de transdifférenciation, les hMSC ont été cultivées séparées 

des cellules épithéliales par un insert de culture poreux (pores de 0,4 µm, BD Falcon) 

permettant le passage de cytokines et facteurs de croissance mais pas celui des cellules. Dans 

ce modèle, 2 500 hMSC ont été cultivées en présence de 2 500 cellules épithéliales. Le milieu 

de culture est similaire à celui des expériences de coculture directe et est changé trois fois sur 

8 jours avant analyse. 

 

5.2. In vivo 

Concernant les injections chez la souris immunodéficiente NOG (Non Obese Diabetous 

/Shi-severe combined immunodeficiency /Interleukin-2R!
null), les cellules AGS et les MSC 

PM7 ont été remises en suspension à un ratio de 8:1 correspondant à 2 250 000 PM7 et 

375 000 AGS. Une quantité de 375 000 cellules AGS seules ont été injectées dans les souris 

témoins. Les suspensions cellulaires ont été préparées avec 200 µl de Matrigel froid à 

7 mg/ml dans du PBS (BD Biosciences). Les souris ont été anesthésiées avec 3% d’isoflurane 

(Belamont, Boulogne Billancourt, France) puis les suspensions cellulaires ont été injectées 

par voie sous cutanée. Quatre souris ont été utilisées par groupe.  

Trois semaines après les injections, la croissance tumorale a été évaluée en mesurant le 

volume de la tumeur au site d’injection avec un pied à coulisse et suivie chaque semaine. 

Quand la surface des tumeurs a atteint 100 mm², les souris ont été sacrifiées par dislocation 

cervicale et les tumeurs ont été récupérées dans de l’OCT (Optimal Cutting Temperature, 

Sakura, Labonord) et congelées immédiatement dans de l’isopentane refroidi à l’azote 

liquide. Les tissus sont conservés à -80°C avant d’être coupés selon des sections sériées de 

7 µm d’épaisseur à l’aide d’un cryostat à -20°C (Leica, Microsystems, Rueil Malmaison, 

France). Les échantillons sont ensuite colorés par les protocoles d’immunomarquages 

présentés dans le paragraphe 6.  

Certains échantillons de tumeurs ont été remis en culture. Pour cela, les tumeurs ont été 

émincées au scalpel puis dissociées enzymatiquement avec de la collagénase à 0,1% et de la 

hyaluronidase à 0,0125% (Sigma) pendant 45 minutes à 37°C (O'Brien et al., 2007). Les 
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amas de cellules ont été éliminés par filtration sur un tamis cellulaire de 70 µm puis lavés en 

PBS. Les érythrocytes ont été lysés par incubation 10 minutes à 4°C dans une solution de 

NH4Cl 170 mM, KHCO3 2 mM et EDTA 0,1 mM (Sigma). Les cellules ont ensuite été 

ensemencées sur des lamelles de verres. 

6.Immunomarquages 

6.1. Immunofluorescence optique 

Les cellules cultivées sur lamelles ont été lavées deux fois en PBS afin d’éliminer les 

débris cellulaires, puis fixées pendant 10 minutes au formaldéhyde à 3% en PBS D+ (PBS 

additionné de MgCl2 à 1 mM et de CaCl2 à 1 mM). Les cellules ont ensuite été perméabilisées 

1 minute avec du Triton à 0,1% en PBS afin de permettre un passage des anticorps ou 

molécules spécifiques lors des marquages intracellulaires. Les cellules ont alors été lavées 

deux fois en PBS, puis incubées en présence de BSA à 3% en PBS afin de bloquer les sites 

aspécifiques de liaison des anticorps. Les anticorps ou les molécules ont été diluées à leur 

concentration optimale en PBS D+ : souris anti-ESA à 1/100 (StemCell Technologies), souris 

anti-panCytokératines à 1/100 (Ozyme, St Quentin Fallavier, France), chèvre anti-souris 

couplé à des molécules de type AlexaFluor à 1/500 (Alexa-405, Alexa-488, Alexa-568 ou 

Alexa-647 selon les expériences, Molecular Probes, Invitrogen) et Hoechst 33342 à 1/10 000 

(Molecular Probes, Invitrogen). Les cellules ont été incubées 25 minutes en présence 

d’anticorps primaires et lavées trois fois en PBS D+ puis incubées 20 minutes en présence 

d’anticorps secondaires et de colorant de Hoechst et lavées trois fois en PBS D+. Les lamelles 

ont ensuite été rincées en eau distillée avant d’être montées sur lame avec 3 µl de milieu de 

montage Fluoromount (Clinisciences SA, Montrouge, France).  

6.2. FISH et FICTION 

Les cellules cultivées sur lamelles ont été lavées deux fois en PBS puis fixées 10 minutes 

dans du formaldéhyde à 3,7% dans du PBS. Le marquage de la région centromérique alpha du 

chromosome X et de la région satellite III (Yq12) du chromosome Y ont été réalisés selon les 

recommandations du fournisseur (Cep X/Y, Abbott Molecular, Rungis, France). Brièvement, 

les lamelles ont tout d’abord subit une étape de prétraitement dans un bain de SSC 2X (Saline 

Sodium Citrate) à 73°C pendant 3 minutes, puis un rinçage en eau distillée à température 

ambiante pendant 1 minute. Les cellules ont ensuite été perméabilisées dans du Triton à 1% 

en PBS pendant 1 minute et lavées deux fois en PBS. Les échantillons ont ensuite été 
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déshydratés dans des bains successifs de 1 minute dans de l’éthanol à 70%, 80% et enfin 

100%. Les lamelles ainsi déshydratées ont été conservées 24 h à température ambiante à 

l’obscurité avant d’être marquées. 

L’ADN cellulaire a ensuite été dénaturé en incubant les lamelles 3 minutes à 73°C dans une 

solution de formamide à 70% dans du SSC 2X. La dénaturation a été stoppée brutalement par 

un bain d’éthanol 70% à -20°C pendant 1 minute, puis les échantillons ont été déshydratés 

dans des bains d’éthanol à 80% et 100%.  

2,5 µl de solution de sondes ont ensuite été déposés sur du Parafilm et les cellules ont été 

incubées 3h à 42°C dans une chambre noire humide. Les cellules ont ensuite été lavées en 

SSC 0,4X à 73°C pendant 2,5 minutes avant d’être rincées dans une solution de SSC 0,4X et 

de NP40 à 0,1% pendant 1 minute à température ambiante afin d’éliminer les sondes non 

fixées. 

Les lamelles ont enfin été montées sur lame avec 3 µl de milieu de montage contenant du 

DAPI. 

Pour les expériences de FICTION, les cellules hybridées par FISH ont ensuite été marquées 

selon le protocole d’immunofluorescence décrit ci-dessus. 

6.3. Microscopie 

Les échantillons pour lesquels un immunomarquage a été réalisé ont été révélés par 

microscopie à fluorescence avec un microscope droit Nikon Eclipse 50i (Nikon, Champigny 

sur Marne, France) équipé d’un objectif à immersion 40X (ouverture numérique de 1,3) et 

ldulogiciel d’acquisition Nis-Element (Nikon) ou avec un microscope confocal inversé Leïca 

DMI6000 (Leica Microsystems) équipé d’un objectif à immersion 63X (ouverture numérique 

de 0,63) et du logiciel d’acquisition Las (Leica). Les piles d’images ont été obtenues après 

acquisition de prises de vue de la base vers le sommet des cellules par paliers de 0,5 µm. 

Les photos ont ensuite été analysées avec le logiciel Nis-Element. 

6.4. Cytométrie en flux 

Les cellules ont été lavées en PBS puis décollées avec de la trypsine. Les cellules ont 

ensuite été lavées en PBS puis reprises dans une solution d’anticorps primaire pendant 

20 minutes (concentrations identiques au marquage par immunofluorescence optique). Après 

un lavage en PBS, le culot a été repris dans une solution d’anticorps secondaire. Les cellules 

marquées ont ensuite été analysées par cytométrie en flux avec un FACS Canto I ou un FACS 

Canto II à l’aide du logiciel Diva. 
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7.Adhérence bactérienne 

7.1. Marquage bactérien antigénique 

15 000 MSC ont été ensemencées sur lamelles puis infectées par différentes souches de 

H. pylori à une MOI de 50. Après 16 h d’infection, les cellules ont été fixées puis les 

bactéries ont été marquées selon le protocole d’immunofluorescence en utilisant un anticorps 

polyclonal anti-H. pylori au 1/100 en PBS D+ (Dako, Trappes, France) et révélés par un 

anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa-568 (1/500). Afin d’identifier la 

morphologie cellulaire, le cytosquelette (Phalloïdine couplé Alexa-488, 1/250, Molecular 

Probes) et le noyau des cellules (Hoechst 33342, 1/10 000, Molecular Probes) ont également 

été marqués. 

Le nombre de bactéries par cellule a ensuite été déterminé par comptage microscopique. 

7.2. Marquage bactérien chimique 

Avant infection, les bactéries ont été marquées chimiquement par un composé fluorescent 

vert en utilisant le kit PKH2 Green Fluorescent Cell Linker Kit selon les recommandations du 

fournisseur pour des marquages cellulaires (voir paragraphe 1.4). La viabilité des bactéries 

marquées a été vérifiée par culture.  

Après marquage, les bactéries ont été lavées puis récupérées dans du PBS avant d’infecter 

les cellules à une MOI de 50. Après 16 h d’infection, les cellules ont été récupérées, lavées 

plusieurs fois en PBS pour éliminer les bactéries non adhérentes et analysées par cytométrie 

en flux (FACS Canto I ou II). La fluorescence cellulaire est proportionnelle à l’adhérence 

bactérienne. 

8.Analyse statistique 

Les valeurs quantitatives représentent la moyenne de triplicats ± l’écart-type sauf 

indications contraires. La significativité est déterminée par le test t de Student. Une valeur de 

t inférieure à un seuil de p<0,05 est considérée comme significative. 
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1.Chapitre I : Obtention de MSC 

1.1. MSC d’origine murine 

L’obtention de MSC murines est reconnue comme étant longue et difficile en raison de la 

présence de cellules précurseurs hématopoïétiques capables de perdurer dans les cultures 

adhérentes (Phinney et al., 1999). Plusieurs protocoles de purification ont ainsi été testés afin 

d’obtenir une population exprimant les marqueurs de surface qui caractérise les MSC. Les 

cellules de la moelle osseuse ont été prélevées à partir de fémurs de souris de fonds génétique 

C57BL/6 par aspiration-refoulement avec du milieu de culture. La totalité des cellules 

récupérées des deux fémurs d’une souris a ensuite été cultivée dans des flacons de culture de 

25 cm², et les cellules non adhérentes ont été éliminées 48h après l’ensemencement. La 

culture de cellules de la moelle osseuse dans un milieu de type DMEM (1 ou 4,5g/l de 

glucose) n’a pas permis d’obtenir après amplification une population exprimant les marqueurs 

CD90 et CD105 (Figure 20A). En revanche, l’utilisation du milieu commercial MesenCult de 

StemCell Technologies, et des passages à des dilutions croissantes, a permis d’obtenir et 

d’amplifier les cellules possédant les marqueurs de MSC. Cependant, la population n’étant 

toujours pas homogène au huitième passage, les cellules ont été triées en fonction de 

l’expression du CD90. Le tri a été basé sur l’expression de CD90 en raison d’un décalage du 

pic d’intensité de fluorescence important en cytométrie en flux permettant un tri de manière 

aisée (Figure 20B). Une population exprimant à plus de 98% les marqueurs CD90 et CD105 

a ainsi pu être obtenue (Figure 20C). Ces cellules murines ont été dénommées mMSC. 
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Figure 20. Purification des MSC murines. Représentation graphique de la moyenne d’intensité de 
fluorescence des cellules issues de la moelle osseuse de fémurs de souris. La courbe rouge représente les 
cellules non marquées. Les courbes noire et verte représentent les expressions respectives des marqueurs 
CD90 et CD105 mesurées par cytométrie en flux après marquage par un anticorps primaire révélé par un 
anticorps secondaire couplé à l’Alexa-488. Différentes conditions de culture de cellules médullaires ont été 
analysées : A/ culture en DMEM, B/ culture en MesenCult et C/ culture en MesenCult après tri cellulaire 
en fonction de l’expression du CD90. 

Afin de caractériser la nature des cellules obtenues et de vérifier leurs propriétés de 

cellules souches, leur potentiel de différenciation dans les trois linéages définissant les MSC a 

été évalué. Ainsi, après 21 jours de culture en microculot dans un milieu de différenciation 

chondrogénique, les mMSC synthétisaient une matrice extracellulaire cartilagineuse 

permettant le développement d’un culot cellulaire dense et viable (Figure 21A droite). La 

culture en microculot dans un milieu de culture classique n’a pas permis l’obtention de 

cellules viables formant un culot dense (Figure 21A gauche). Après 14 jours de culture dans 

un milieu de différenciation adipogénique, les cellules isolées présentaient des vésicules 

lipidiques caractéristiques des adipocytes (Figure 21B droite vs gauche). Enfin, après 10 

jours de culture dans un milieu de différenciation ostéogénique, les cellules surexprimaient la 

phosphatase alcaline, marqueur des ostéoblastes (Figure 21C droite vs gauche). 

Nous avons donc montré que les cellules purifiées à partir de fémurs de souris expriment 

les marqueurs de surface CD90 et CD105 et possèdent la capacité de se différencier en 

adipocytes, ostéoblastes et chondrocytes. Ces cellules répondent donc aux critères 

d’identification des MSC. 
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Figure 21. Potentiel de différenciation des mMSC. Les photographies de gauche correspondent aux 
mMSC cultivées dans le milieu de culture classique des cellules, celles de droite aux cellules cultivées dans 
les milieux de différenciation. A/ Après 21 jours de culture en milieu de différenciation chondrogénique les 
MSC synthétisaient de la matrice extracellulaire cartilagineuse détectée par coloration à la Safranine O, 
rouge. B/ Après 14 jours de culture en milieu adipogénique, les MSC présentaient des vésicules lipidiques 
détectées par coloration à l’Oil Red O, rouge. C/ Après 10 jours de culture en milieu ostéogénique, les MSC 
présentaient une expression intense de phosphatase alcaline détectée par son substrat coloré en violet. Détails 
des colorations dans la section Matériel et Méthodes. Barre d’échelle : 100 µm. 
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1.2. MSC d’origine humaine 

Les MSC humaines (hMSC) ont été isolées en collaboration avec Danièle Noël de l’Unité 

INSERM 844 de Montpellier. Les cellules de moelle osseuse ont été prélevées à partir de la 

moelle osseuse de deux patients ayant bénéficié d’une opération pour prothèse de hanche et 

donné leurs consentements. Ces deux sources de MSC ont par la suite été dénommées PM7 

(pour les cellules issues d’un patient homme de 82 ans) et PMo24 (pour les cellules issues 

d’un patient femme de 66 ans). L’expression des marqueurs de surface cellulaires CD73, 

CD90 et CD105 a été validée (données non présentées). Le potentiel de différenciation de ces 

cellules a également été évalué après culture dans les différents milieux de différenciation 

pendant 21 jours par analyse des transcrits ARNm et par colorations phénotypiques. Ainsi, la 

différenciation en chondrocytes a été validée par augmentation de l’expression des transcrits 

de l’aggrégane (AGG), du collagène de type II (Col2), du collagène de type X (Col10) et de 

la protéine de matrice oligomérique du cartilage (COMP), caractéristiques des cellules 

chondrocytaires (Figure 22A). La différenciation en adipocytes a été caractérisée par 

l’augmentation des transcrits du Peroxysome Proliferator-Activated Receptor $ (PPAR-$), de 

la LipoProteine-Lipase (LPL) et du Fatty Acid Binding Protein 4 (FABP4) ainsi que 

l’apparition de vésicules lipidiques révélées par coloration à l’Oil Red O, caractéristiques des 

adipocytes (Figure 22B). Enfin, la différenciation en ostéoblastes a été validée par 

l’augmentation des transcrits de l’ostéocalcine (OC), de la phosphatase alcaline (AP), du 

facteur de transcription Runx2 et du collagène de type I (Col1), et l’apparition de dépôts 

calciques a été démontrée par coloration à l’Alizarine Red S (Figure 22C). 

Les cellules ainsi purifiées répondent bien aux différents critères des MSC. Trois modèles 

de MSC, un murin et deux humains, ont donc été caractérisés et validés. 
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Figure 22. Potentiel de différenciation des hMSC. Les hMSC PM7 (planche de gauche) et les PMo24 
(planche de droite) ont été cultivées pendant 21 jours dans un milieu de différenciation. A/ Après culture 
dans un milieu chondrogénique, les deux sources de hMSC exprimaient les marqueurs chondrocytaires 
AGG, Col2, Col10 et COMP. B/ Après culture en milieu adipogénique, les hMSC exprimaient les marqueurs 
PPAR$, LPL et FABP4. L’apparition de vésicules lipidiques a été révélée après coloration à l’Oil Red O 
effectuée au début ou après 21 jours de culture en milieu de différenciation. C/ Après culture en milieu 
ostéogénique, les hMSC exprimaient les marqueurs OC, AP, Runx2 et Col1. L’apparition de dépôts 
calciques a été révélée après coloration à l’Alizarine Red S effectuée au début ou après 21 jours de culture en 
milieu de différenciation. Le détail des transcrits et des colorations est présenté dans la section Matériel et 
Méthodes. Barre d’échelle : 10 µm. 
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2.Chapitre II : Etude du potentiel chimiotactique des cellules épithéliales 

infectées par H. pylori 

2.1. Introduction 

Le modèle de carcinogenèse proposé par l’équipe de JeanMarie Houghton démontre un 

recrutement des MSC issues de la moelle osseuse au niveau de la muqueuse gastrique 

infectée par H. felis (Houghton et al., 2004). Ce recrutement serait consécutif à la libération 

de facteurs chimiotactiques sécrétés exclusivement par les cellules épithéliales infectées. 

Ainsi, l’induction de lésions par des composés chimiques ou par application d’azote liquide 

au niveau gastrique n’induit pas le recrutement des MSC observé lors de l’infection par 

H. felis suggérant que l’apparition de dommages n’est pas suffisante pour induire une 

migration cellulaire. La spécificité du recrutement après infection par Hélicobacter suppose la 

mise en place d’une voie de signalisation particulière, qui pourrait aboutir à la sécrétion de 

CXCL12 et SCF (Houghton et al., 2004). 

La migration et l’invasion cellulaire des MSC ne sont pas encore définies sur le plan 

mécanistique. Cependant, la cascade de réactions semble être proche de celle observée lors du 

homing des leucocytes. Ainsi, les cellules médullaires sont dans un premier temps recrutées 

par des chimiokines avant de passer dans la circulation sanguine (Miyasaka and Tanaka, 

2004). Les cellules circulantes établissent alors des liaisons avec des sélectines exprimées 

spécifiquement à la surface de certaines cellules endothéliales des vaisseaux sanguins au 

niveau des sites de lésion ou d’inflammation. Cette première interaction entre cellules 

circulantes et cellules endothéliales permet un ralentissement des cellules par rapport au flux 

sanguin. Des liaisons plus importantes se mettent ensuite en place entre les deux types 

cellulaires par l’intermédiaire d’intégrines. Ces interactions aboutissent alors à un arrêt des 

leucocytes à la surface des cellules endothéliales. La traversée de la membrane endothéliale, 

ou extravasation, est ensuite réalisée par un mécanisme de diapédèse impliquant l’activation 

de propriétés invasives. Les différences entre le recrutement des leucocytes et celui des MSC 

semblent résider dans les facteurs impliqués dans cette migration et invasion (Ruster et al., 

2006). En effet, les chimiokines, sélectines et intégrines semblent être spécifiques d’une 

population cellulaire. Concernant les MSC, les facteurs spécifiques ne sont pas entièrement 

définis. Cependant, plusieurs molécules candidates ont été suggérées.  
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In vivo, et comme cela a été détaillé dans la partie bibliographique, une corrélation peut 

être retrouvée entre certaines cytokines, comme CCL2, CCL3, CXCL8, CXCL12 ou SCF, 

sécrétées suite à des lésions et un recrutement de MSC issues de la moelle osseuse (Abbott et 

al., 2004; Dwyer et al., 2007; Ringe et al., 2007; Wang et al., 2002a; Wang et al., 2002b). 

In vitro, il est possible d’étudier la capacité de différents facteurs à induire une migration 

des MSC en utilisant une chambre de migration, également appelée chambre de Boyden. Pour 

cela, le fond de la chambre est rempli avec un milieu de culture contenant le facteur à tester. 

Puis un insert de culture microporeux (pores de 8 µm permettant le passage actif des cellules) 

contenant les MSC est ajouté afin de séparer le facteur à tester des cellules. Si le facteur est 

effectivement chimioattractant, les MSC sont attirées et traversent l’insert microporeux. En 

revanche, si le facteur n’est pas impliqué dans la migration, les voies de signalisation 

cellulaire régissant les mécanismes de migration ne sont pas activées et les cellules restent sur 

la face supérieure du filtre (Ponte et al., 2007). Ces expériences ont permis de montrer le rôle 

de différents facteurs de croissance et cytokines comme BMP-2, BMP-4, CCL2, CCL3, 

CCL4, CCL5, CCL22, CCL25, CXCL8, CXCL12, IL1, EGF, FGF-2, HGF, IGF, TNF", 

TGF#, les différentes isoformes du PDGF, TRAIL ou VEGF (Binger et al., 2009; Dwyer 

et al., 2007; Fiedler et al., 2006; Fiedler et al., 2002; Ozaki et al., 2007; Ponte et al., 2007; 

Ries et al., 2007; Ringe et al., 2007; Ritter et al., 2008; Secchiero et al., 2008; Son et al., 

2006; Spaeth et al., 2008; Uchida et al., 2007; Wang et al., 2002b). L’ensemble des facteurs 

chimiotactiques pour les MSC est résumé dans la table suivante (Table 4A). 

Que cela se produise in vivo ou in vitro, les conditions environnementales semblent être 

importantes. Ainsi, un contexte inflammatoire, avec présence de TNF", potentialise les 

capacités migratoires des MSC. Cet effet passerait par une augmentation de l’expression des 

récepteurs sur les MSC (Ponte et al., 2007). 

Il est important de rappeler que le recrutement des MSC semble intimement lié à 

l’apparition de lésions cellulaires, tissulaires ou tumorales. 

 

Parallèlement à ces études focalisées sur le recrutement des MSC, différentes équipes ont 

étudié la réponse des cellules épithéliales gastriques à l’infection par H. pylori. La réponse 

inflammatoire cellulaire induite est variable selon les souches bactériennes utilisées et est 

essentiellement dépendante de la présence du système de sécrétion de type IV codé par l’îlot 

de pathogénicité cag (Viala et al., 2004).  

Des études de transcriptomique et de protéomique ont permis d’identifier de nombreux 

facteurs potentiellement sécrétés après infection par H. pylori. Ces facteurs sont 
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essentiellement associés à une réponse de type pro-inflammatoire. Ainsi, l’analyse des 

transcrits ou des protéines synthétisés par des cellules gastriques humaines ou murines 

infectées par H. pylori a montré une augmentation de la sécrétion de différents facteurs 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8, IL1#, IL2, IL6, IL7, IL10, IL17, IL18, CCL2, CCL5, 

PAI-1, TRAIL, TNF" et de différentes métalloprotéases matricielles (Argent et al., 2008; 

Bauer et al., 2005; Day et al., 2004; Futagami et al., 2003; Hirata et al., 2006; Keates et al., 

2008; Kudo et al., 2005; Kundu et al., 2006; Martin et al., 2004; Mori et al., 2001; Peek 

et al., 1995; Seo et al., 2004; Shimoyama et al., 1998; Torok et al., 2005; Wen et al., 2004; 

Yamaoka et al., 1996; Yamaoka et al., 1997) (Table 4B). 

 Une étude comparative des facteurs susceptibles de recruter les MSC et des facteurs 

sécrétés par les cellules épithéliales infectées par H. pylori a été menée afin de mettre en 

évidence des cytokines communes jouant un rôle potentiel dans le recrutement des MSC au 

niveau de la muqueuse gastrique infectée. Par la suite, nous avons également décidé d’inclure 

d’autres facteurs que nous pensions potentiellement impliqués. 
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B

A

Facteurs chimioattractants pour les MSC Références

BMP2, BMP4, PDGF Fiedler, 2002
CCL2, CCL3, CXCL8 Wang, 2002

IGF Fiedler, 2006
HGF, CXCL12 Son, 2006

CCL2 Dwyer, 2007
PDGF, EGF, TGF",FGF2 Ozaki, 2007

PDGF, VEGF, IGF, CCL5, CCL22, CXCL12 Ponte, 2007
TGF#, TNF!, IL1, CXCL12 Ries, 2007

CXCL8, CXCL12 Ringe, 2007
PDGF, BMP2, FGF2 Uchida, 2007

VEGF, FGF2 Ritter, 2008
TRAIL Secchiero, 2008

PDGF, VEGF, TGF#, FGF2, IGF, CCL4, CCL5, CXCL12 Spaeth, 2008
CCL25 Binger, 2009

Facteurs sécrétés par les cellules épithéliales infectées par H.

pylori
Références

IL1, IL2, CXCL8 Peek, 1995
IL6, IL7, IL10, CXCL8, TNF! Yamaoka, 1996

IL1#, IL6, CXCL8, TNF! Yamaoka, 1997
CXCL1, CXCL8, CCL2, CCL5 Shimoyama, 1998

CCL2 Mori, 2001
CCL2 Futagami, 2003
IL18 Day, 2004

TRAIL Martin, 2004
CXCL1, CXCL8 Seo, 2004

IL10, IL18, CXCL2, CXCL3 Wen, 2004
CXCL1, CXCL8, IL17 Bauer, 2005

CCL5 Kudo, 2005
CXCL8 Torok, 2005

MMP3, MMP9, TNF! Kundu, 2006
CXCL1, CXCL2, CXCL3 Hirata, 2006

CXCL8 Argent, 2008
PAI-1 Keates, 2008

B

A

Facteurs chimioattractants pour les MSC Références

BMP2, BMP4, PDGF Fiedler, 2002
CCL2, CCL3, CXCL8 Wang, 2002

IGF Fiedler, 2006
HGF, CXCL12 Son, 2006

CCL2 Dwyer, 2007
PDGF, EGF, TGF",FGF2 Ozaki, 2007

PDGF, VEGF, IGF, CCL5, CCL22, CXCL12 Ponte, 2007
TGF#, TNF!, IL1, CXCL12 Ries, 2007

CXCL8, CXCL12 Ringe, 2007
PDGF, BMP2, FGF2 Uchida, 2007

VEGF, FGF2 Ritter, 2008
TRAIL Secchiero, 2008

PDGF, VEGF, TGF#, FGF2, IGF, CCL4, CCL5, CXCL12 Spaeth, 2008
CCL25 Binger, 2009

Facteurs sécrétés par les cellules épithéliales infectées par H.

pylori
Références

IL1, IL2, CXCL8 Peek, 1995
IL6, IL7, IL10, CXCL8, TNF! Yamaoka, 1996

IL1#, IL6, CXCL8, TNF! Yamaoka, 1997
CXCL1, CXCL8, CCL2, CCL5 Shimoyama, 1998

CCL2 Mori, 2001
CCL2 Futagami, 2003
IL18 Day, 2004

TRAIL Martin, 2004
CXCL1, CXCL8 Seo, 2004

IL10, IL18, CXCL2, CXCL3 Wen, 2004
CXCL1, CXCL8, IL17 Bauer, 2005

CCL5 Kudo, 2005
CXCL8 Torok, 2005

MMP3, MMP9, TNF! Kundu, 2006
CXCL1, CXCL2, CXCL3 Hirata, 2006

CXCL8 Argent, 2008
PAI-1 Keates, 2008  

 

Table 4. Etude des facteurs potentiellement impliqués dans le recrutement des MSC 

suite à l’infection de cellules épithéliales par H. pylori. A/ Facteurs chimioattractants pour 
les MSC in vivo ou in vitro. B/ Facteurs sécrétés suite à l’infection de cellules épithéliales 
par H. pylori, in vivo ou in vitro. Les facteurs indiqués en gras sont les facteurs retrouvés 
dans les deux conditions. 
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Le but de cette partie de nos travaux a donc été de démontrer la capacité des cellules 

épithéliales infectées par H. pylori à recruter les MSC, puis d’identifier les facteurs impliqués.  

2.2. Etude du recrutement des MSC en réponse à l’infection de cellules 

épithéliales par H. pylori 

Afin d’étudier le potentiel chimiotactique pour les MSC des cellules épithéliales infectées 

par H. pylori, la technique standard de la chambre de Boyden a été utilisée. Le protocole 

habituel a été modifié afin de pouvoir étudier les mécanismes de migration impliquant troid 

partenaires : MSC, cellules épithéliales et H. pylori. Pour cela, les cellules épithéliales ont été 

infectées par différentes souches de H. pylori pendant 36 h afin de permettre la sécrétion des 

facteurs pro-inflammatoires. Dans un second temps, un insert de culture contenant les MSC a 

été rajouté. Le système contenant les 3 partenaires a alors été incubé à 37°C afin de permettre 

l’activation des voies de signalisation cellulaire et ainsi la migration et l’invasion des MSC. 

Après 6h d’incubation, l’insert a été récupéré et les cellules migratoires comptées comme 

indiqué dans la section Matériel et Méthodes. 

2.2.1. Validation du modèle d’étude des capacités migratoires des MSC 

Avant de réaliser les cocultures impliquant les trois partenaires, la solidité du système et 

les capacités migratoires des MSC ont été vérifiées. Pour cela, deux modèles ont été 

développés, l’un basé sur des cellules humaines en utilisant des cellules épithéliales 

gastriques de la lignée AGS et des MSC PM7 et le second sur des cellules épithéliales 

intestinales murines de la lignée mICCl2 et des mMSC. Le modèle murin est basé sur 

l’utilisation de cellules épithéliales intestinales en raison de l’absence de modèles cellulaires 

gastriques compatibles avec les techinques développées. Il sera montré par la suite que ces 

cellules répondent à l’infection par H. pylori. 

Le niveau basal de migration des MSC non stimulées a tout d’abord été déterminé. Pour 

cela, les MSC ont été incubées dans un milieu de culture additionné d’une faible 

concentration de sérum (témoin négatif, 1% de sérum), puis stimulées avec le même milieu 

(Figure 23A). Les capacités de migration de ces cellules ont ensuite été validées en utilisant 

une concentration élevée de sérum (témoin positif, 30% de sérum) qui est un inducteur de 

migration reconnu (Figure 23B) (Ponte et al., 2007).  
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Figure 23. Validation des capacités migratoires des MSC. Les capacités de migration des MSC 
PM7 ont été investigués. Les inserts de culture ont été récupérés et colorés au MGG après 6 h de 
migration des MSC. A/ Les MSC ont été stimulées par du milieu de migration seul (1% de sérum) 
afin d’évaluer le niveau basal de migration. B/ Après stimulation avec 30% de sérum, une 
augmentation du nombre de MSC invasives a été observée. Barre d’échelle : 100 µm. 

Après 6 heures de migration, les MSC PM7 stimulées par 30% de sérum ont migré de 

manière beaucoup plus importante qu’après stimulation avec 1% de sérum (97,8±10,3 

cellules par insert vs 67,6±11,6; p<0,05). Ces résultats princeps montrent qu’il est possible 

d’activer les voies de signalisation cellulaire permettant le développement des capacités 

migratoires des MSC in vitro. Des résultats similaires ont été obtenus avec le modèle murin 

(données non présentées).  

La migration cellulaire n’était cependant pas homogène sur un même insert, les résultats 

quantitatifs présentés par la suite correspondent donc à la moyenne des résultats obtenus pour 

deux inserts et 5 champs quantifiés (objectif x20) par insert.  

Par ailleurs, des inserts contenant différents types de matrice extracellulaire (gélatine, 

collagène de type I, fibronectine) ont été utilisés. Les profils de migration obtenus lors de 

l’utilisation d’inserts revêtus ou non de matrice étaient similaires, mais les résultats sur inserts 

non revêtus des différentes matrices étaient plus homogènes (données non présentées). Ces 

données suggèrent que les voies de signalisation impliquées dans la migration (inserts nus) et 
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l’invasion (inserts revêtus de matrice) sont activées dans le modèle proposé. Par la suite, les 

inserts ont été utilisés nus afin d’étudier les propriétés migratoires des MSC. 

2.2.2. Potentiel chimiotactique des cellules épithéliales infectées par 

H. pylori 

Une fois le modèle mis au point, le potentiel chimiotactique des cellules épithéliales pour 

les MSC a été testé après infection par un panel de 5 souches différentes de H. pylori. Les 

souches utilisées, incluant 3 souches dont le génome a été séquencé et annoté, correspondent 

à des modèles bien caractérisés et couramment utilisés (Table 3, section Matériel et 

Méthodes). Afin de permettre la production de facteurs chimioattractants par les cellules 

épithéliales infectées dans le milieu de culture, l’infection à une MOI de 50 a été réalisée 36 h 

avant l’ajout de l’insert de culture contenant les MSC.  

Les effets de l’infection des cellules épithéliales ont tout d’abord été évalués dans le 

modèle humain en utilisant les cellules épithéliales gastriques de la lignée AGS et les hMSC 

d’origine PM7.  

L’infection de cellules épithéliales gastriques par certaines souches de H. pylori a été 

responsable d’une augmentation significative de l’induction des capacités de migration des 

MSC (Figure 24A). En effet, l’infection par les souches X47, HPAG1 et 7.13 a entraîné une 

augmentation du nombre de MSC sur la face inférieure de l’insert par rapport aux cellules 

épithéliales seules. Cet effet n’a pas été retrouvé avec toutes les souches, la différence de 

migration obtenue n’étant pas significative après infection par les souches J99 et 26695. Cette 

différence d’effets entre les souches suggère une différence de réponse des cellules 

épithéliales après infection. Il existerait donc des facteurs bactériens spécifiques induisant la 

sécrétion de molécules chimioattractantes pour les MSC par les cellules épithéliales infectées.  

 

Un modèle basé sur l’utilisation de cellules d’origine murine a ensuite été développé. 

Pour cela, la migration des mMSC a été évaluée en réponse à l’infection de cellules 

épithéliales intestinales murines de la lignée mICCl2 par H. pylori. 

Le profil de migration obtenu avec le modèle murin se rapprochait de celui obtenu avec le 

modèle humain (Figure 24B). En effet, l’infection par les 3 souches de H. pylori induisant un 

recrutement des MSC PM7 (X47, HPAG1 et 7.13) a également été responsable du 

recrutement des mMSC alors que l’infection de cellules épithéliales par les souches J99 et 

26695 n’a pas induit de réponse dans les deux modèles développés.  
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Il a par ailleurs été vérifié que les souches de H. pylori seules, reprises dans un milieu à 

1% de sérum, n’induisaient pas de recrutement des MSC, validant l’hypothèse d’une 

sécrétion de facteurs chimioattractants par les cellules épithéliales infectées (1,25±0,4 cellules 

par insert après stimulation par la souche X47 vs 67,6±11,6 pour les cellules stimulées par 1% 

de sérum, p<0,05). 

Les deux modèles obtenus montrent que l’infection de cellules épithéliales par certaines 

souches induit un recrutement des MSC. L’analyse des résultats obtenus après infection par 

ces 6 souches n’a pas permis de rapprocher les effets observés des facteurs de virulence CagA 

et VacA. Ainsi, en prenant l’exemple de deux souches qui induisent un recrutement des MSC, 

X47 et HPAG1, il apparaît que les statuts CagA et VacA n’entrent pas en jeu (X47 : CagA-, 

VacA s1m2 et HPAG1 : CagA+, VacA s1m1). Des expériences mettant en jeu un panel de 

souches plus important restent à réaliser afin d’identifier un facteur de virulence impliqué 

dans ce phénomène. 
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Figure 24. Potentiel chimiotactique des cellules épithéliales infectées par H. pylori. La migration des 
MSC humaines PM7 ou murines mMSC a été évaluée en réponse à une stimulation de 6 h dans diverses 
conditions (1 et 30% de sérum, cellules épithéliales humaines AGS ou murines mICCl2 non infectées, ou 
infectées par les souches de H. pylori J99, 26695, X47, HPAG1 et 7.13 pendant 36 h). Le nombre de cellules 
ayant été recrutées par champs microscopique (objectif x20, n=5) a été déterminé. A/ La migration des MSC 
PM7 a été mesurée en réponse à l’infection de cellules épithéliales gastriques humaines de la lignée AGS. B/ 

La migration des mMSC a été mesurée en réponse à l’infection de cellules épithéliales intestinales murines 
de la lignée mICcl2. * : p<0,05, comparé aux cellules non infectées. 
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2.3. Etude de l’induction de l’apoptose des cellules épithéliales par 

H. pylori 

De nombreux arguments suggèrent que le recrutement des MSC s’inscrit dans un 

mécanisme de réparation tissulaire consécutif à l’apparition de dommages cellulaires. Pour 

explorer cette hypothèse, les effets des 6 souches de H. pylori ont été mesurés sur l’apoptose 

des cellules épithéliales puis comparés aux résultats obtenus dans le modèle de migration 

précédent. Le pourcentage de cellules en apoptose a été évalué en mesurant la fragmentation 

de l’ADN. Cet état de fragmentation présente un profil caractéristique par cytométrie en flux 

après marquage des acides nucléiques avec un agent intercalant fluorescent comme l’iodure 

de propidium. La fragmentation de l’ADN est une phase tardive de l’apoptose et en est un 

bon marqueur. 

Afin de mesurer l’induction de l’apoptose, les cellules épithéliales ont été infectées 

pendant 48 h à une MOI de 50 par les différentes souches de H. pylori puis ont été 

perméabilisées, marquées à l’iodure de propidium et analysées par cytométrie en flux.  

Concernant les cellules épithéliales humaines, les différentes souches de H. pylori ont 

induit l’apoptose des cellules épithéliales AGS (Figure 25A). De manière intéressante, les 3 

souches qui ont induit le maximum d’apoptose (X47, HPAG1 et 7.13) ont été celles capables 

d’induire un recrutement significatif des MSC dans notre modèle de migration. Les souches 

J99 et 26695, qui n’ont pas induit de recrutement, ont présenté des propriétés pro-

apoptotiques plus faibles. De plus, la moyenne du pourcentage des cellules épithéliales 

apoptotiques infectées par les souches J99 et 26695 était significativement inférieure à celle 

des cellules infectées par les souches X47, HPAG1 et 7.13 (12,7±0,2 vs 20,9±0,6; p<0,001). 

Ces résultats suggèrent donc un lien de causalité entre l’apoptose des cellules épithéliales 

infectées et le recrutement des MSC, ce qui renforce l’hypothèse d’un rôle des MSC dans la 

réparation tissulaire consécutive aux lésions cellulaires induites par l’infection par H. pylori. 

Concernant le modèle murin, le profil d’apoptose obtenu a été similaire à celui obtenu 

avec les cellules humaines, suggérant des voies de pathogénicité similaires (Figure 25B). 

Dans ce modèle, seules les souches X47, HPAG1 et 7.13 ont été responsables d’une 

augmentation significative de l’apoptose des cellules épithéliales. 
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Figure 25. Analyse de l’apoptose des cellules épithéliales induite par l’infection par H. pylori. 
L’induction de l’apoptose des cellules épithéliales par différentes souches de H. pylori (J99, 26695, X47, 
HPAG1 et 7.13) a été évaluée par mesure de la fragmentation de l’ADN par cytométrie en flux après 
incorporation d’iodure de propidium. Les cellules épithéliales ont été infectées à une MOI de 50 pendant 
48 h. A/ L’apoptose de cellules épithéliales gastriques humaines AGS a été mesurée. B/ L’apoptose de 
cellules épithéliales intestinales murines mICCl2 a été mesurée. *: p<0,05, comparé aux cellules non 
infectées. 
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La capacité à induire l’apoptose ne semble pas être corrélée à la présence de la protéine 

CagA ou de la cytotoxine VacA de type s1m1. En effet, la souche X47 ne possède pas l’îlot 

de pathogénicité cag et possède une forme s2m2 de VacA (Table 3, Section Matériel et 

Méthodes). Par ailleurs les souches J99 et 26695, qui n’induisent pas d’apoptose, possèdent 

l’îlot de pathogénicité cag et un phénotype de type s1m1 pour la protéine VacA. Ces résultats 

suggèrent la présence d’un facteur de virulence responsable de ce mécanisme autre que les 

deux les plus majoritairement décrits chez H. pylori, CagA et VacA. Il apparaît cependant 

nécessaire de tester un plus grand nombre de souches afin d’exclure complétement un rôle de 

ces facteurs dans l’induction de l’apoptose. 

2.4. Etude des facteurs chimioattractants 

2.4.1. Choix des facteurs étudiés 

Afin d’identifier les facteurs chimiotactiques responsables du recrutement des MSC, le 

transcriptome des cellules épithéliales infectées ou non infectées a été analysé. Dans une 

première approche, l’étude a été limitée à l’expression des facteurs connus comme possédant 

une activité chimiotactique sur les MSC d’une part et comme potentiellement surexprimés par 

les cellules épithéliales lors de l’infection par H. pylori d’autre part.  

L’analyse bibliographique a abouti à l’identification de 15 facteurs pour les cellules 

murines et de 26 facteurs pour les cellules humaines. Cette différence est due à l’absence de 

certains facteurs chez la souris, mais également à l’absence de sondes spécifiques permettant 

de les détecter. Ces facteurs correspondent à différentes familles de molécules incluant des 

cytokines (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22, CXCL2/3, CXCL8, CXCL12, CX3CL1, 

IFN", IFN#, IFN$, IL1#, IL6, IL7, IL10, TNF" et TNF#), des facteurs de croissance (SCF, 

EGF, HGF, IGF-1, VEGF-A, VEGF-B et VEGF-C) et une protéine cytotoxique (TRAIL) 

(Annexe 1, noms complets et alias des facteurs). 

2.4.2. Analyse transcriptomique 

Une approche d’analyse transcriptomique, réalisée par qRT-PCR en collaboration avec le 

Dr. Annie Schmid-Alliana (INSERM U576, Nice), a été menée sur les deux modèles, humain 

et murin. Les modifications de transcrits ont été étudiées après infection par deux souches de 

H. pylori qui induisent des effets différents. Ainsi, la souche 7.13, responsable d’un 

recrutement significatif dans les deux modèles, et la souche 26695, n’induisant pas de 

recrutement, ont été choisies. Les résultats présentés dans ce document ont été obtenus lors 

d’une seule expérience et doivent donc être reproduits. 
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Les ARNm ont été extraits des cellules épithéliales AGS et mICCl2 non infectées ou 

infectées par l’une des deux souches bactériennes à une MOI de 50. Les effets de deux durées 

d’infection, 6h et 18h, ont été évalués. Les acides nucléiques purifiés ont ensuite été soumis à 

une DNAse afin d’éliminer l’ADN génomique, puis les ADN complémentaires (ADNc) ont 

été synthétisés par transcription inverse. La qualité de la transcription inverse et l’absence 

d’ADN génomique ont été estimées par réalisation d’une PCR spécifique de l’ADNc 

(amorces à la jonction de deux exons) de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

(GAPDH) et par dosage des ratios ADN/ARN (données non présentées). 

L’analyse de ces ADNc a été réalisée à l’INSERM U576. Les taux de transcription des 

gènes d’intérêts ont été normalisés à l’aide de 4 gènes de ménage (ACTB, GAPDH, HPRT et 

UBIQ) afin d’exprimer les résultats en ratio par rapport aux cellules épithéliales non 

infectées. 

Concernant le modèle murin, deux facteurs, CCL2 et CCL3 sont apparus comme 

largement surexprimés lors de l’infection des cellules épithéliales par la souche 7.13 par 

rapport à l’infection par la souche 26695 après 6 h ou 18 h d’infection (Figure 26A-B). Le 

TNF" a uniquement été surexprimé après 18h d’infection pour la souche 7.13, suggérant 

l’implication d’une voie de signalisation indirecte nécessitant la mise en place de régulations 

plus complexes. Deux autres facteurs semblaient également varier : le CXCL12 mais avec des 

taux d’augmentation plus faible, et enfin le CCL22 surexprimé lors de l’infection par la 

souche 7.13 à 18 h post-infection. Dans une phase de réponse précoce (6h post-infection), les 

cytokines CCL5 et CCL22 étaient sous-exprimées, cependant ce profil n’a pas été retrouvé à 

des temps plus tardifs. Les autres facteurs ne subissent pas de modifications d’expression 

importantes. 

En résumé, cinq facteurs, CCL2, CCL3, CCL22, CXCL12 et TNF", semblent 

potentiellement impliqués dans le recrutement des mMSC par les cellules épithéliales mICCl2 

infectées dans le modèle murin. 
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Figure 26. Analyse quantitative des transcrits des chimiokines produites par les cellules épithéliales murines 

mICCl2 infectées par H. pylori. L’analyse des transcrits a été réalisée en duplicat par qRT-PCR après infection des 
cellules à une MOI de 50 pendant A/ 6h ou B/ 18 h. Les valeurs d’expression des transcrits ont été normalisées par 
rapport à l’expression de 4 gènes de ménage. Les valeurs exprimées correspondent aux ratios d’expression des 
chimiokines dans les cellules infectées par rapport aux cellules non infectées. 
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Concernant le modèle humain, les résultats obtenus étaient plus hétérogènes en raison de 

quantités de matériel nucléique peu importantes entraînant des résultats discordants sur les 

gènes de ménage. Cependant, les résultats préliminaires obtenus nous ont permis de montrer 

une surexpression importante de facteurs proinflammatoires (CXCL8 et TNF") après 6 h 

d’infection par les deux souches de H. pylori (données non présentées). Cette surexpression 

précoce était suivie à 18 h par une augmentation des transcrits des facteurs CCL3, CCL22 et 

TNF" préalablement identifiés dans le modèle murin.  

 

En conclusion, différentes cytokines semblent surexprimées par les cellules épithéliales 

infectées par la souche 7.13 dans nos deux modèles murins et humains. Si ces résultats sont 

reproduits lors d’expériences ultérieures, le rôle des facteurs CCL2, CCL3, CCL22, CXCL12 

et TNF" dans le recrutement des MSC méritera alors d’être étudié en détail. 

 

2.5. Conclusion 

L’infection de cellules épithéliales par différentes souches de H. pylori est donc capable 

d’induire la migration et le recrutement des MSC, à la fois dans un modèle humain et dans un 

modèle murin. Des arguments en faveur du rôle de cette migration dans la réparation 

cellulaire ont été donnés en démontrant un lien entre l’apoptose des cellules épithéliales 

induite par l’infection par H. pylori et la migration des MSC. La voie de signalisation 

responsable du recrutement des MSC pourrait être liée à l’expression de certaines cytokines 

en réponse à l’infection et à l’apoptose des cellules épithéliales. 

Ces résultats, et les nouvelles perspectives qu’ils apportent, seront discutés dans la partie 

« Discussion » en les replaçant dans le contexte général du rôle des MSC dans la 

carcinogenèse gastrique induite par l’infection par H. pylori. 
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3.Chapitre III : Etude du potentiel de différenciation épithélial des MSC 

3.1. Introduction 

Les résultats de la première partie de notre étude ont permis de montrer que les cellules 

épithéliales infectées par H. pylori étaient susceptibles de libérer des facteurs 

chimioattractants pour les MSC et d’induire la migration de ces cellules.  

D’un point de vue physiologique, le rôle et les conséquences de ce recrutement restent 

inconnus. Dans son article princeps, JM Houghton propose que ces cellules soient recrutées 

en réponse à l’induction de l’apoptose des cellules souches épithéliales locales des glandes 

avant de les remplacer (Houghton et al., 2004).  

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, de nombreux autres arguments sont en 

faveur d’un rôle des MSC dans la réparation tissulaire, avec l’acquisition d’un phénotype de 

cellules différenciées aux sites ayant subi les lésions.  

Ainsi, le renouvellement des cellules épithéliales gastriques est permis par la présence de 

cellules souches locales au niveau de chaque glande composant l’épithélium de la muqueuse 

gastrique. Ces cellules souches locales sont à l’origine de toutes les autres cellules épithéliales 

différenciées de la glande (Paragraphe 3.2 de l’étude bibliographique : renouvellement 

tissulaire du tractus gastrointestinal). Cependant, plusieurs équipes ont montré la présence de 

cellules différenciées originaires de la moelle osseuse dans le tractus digestif. Ces études, 

basées sur des transplantations de moelle osseuse entre un donneur et un receveur de sexe 

différent, ne déterminent pas le rôle précis des MSC, mais indiquent la possibilité que des 

BMDC puissent se différencier en cellules épithéliales gastrointestinales. Ainsi, Okamoto 

et al. ont montré que des cellules médullaires provenant d’un donneur masculin peuvent être 

retrouvées au niveau de la muqueuse gastrique d’un receveur féminin. De manière 

intéressante, ces cellules n’expriment pas le CD45, marqueur de surface des cellules d’origine 

hématopoïétique, mais expriment des cytokératines, molécules spécifiques du cytosquelette 

des cellules épithéliales (Okamoto and Watanabe, 2004). Ces cellules sont retrouvées à un 

taux relativement faible, compris entre 0,4 et 3,1% des cellules de l’épithélium. Cependant, ce 

taux est corrélé avec le niveau de lésions au niveau de l’épithélium comme la présence 

d’ulcères gastriques ou d’une maladie du greffon contre l’hôte. Des études chez la souris ont 

confirmé ces résultats en montrant que des BMDC pouvaient être retrouvées au niveau 

gastrique, et que la proportion pouvait être augmentée suite à une irradiation ou à l’apparition 
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d’un cancer intestinal (Francois et al., 2006; Jiang et al., 2002a; Krause et al., 2001; Rizvi 

et al., 2006). 

A l’heure actuelle, peu de modèles in vitro de différenciation épithéliale des MSC 

existent. Des modèles de différenciation en cellules épithéliales des voies respiratoires ont été 

mis au point après coculture entre des MSC et des cellules des petites voies aériennes 

supérieures. Ces modèles, utilisant des cocultures directes ou séparées par des inserts de 

culture, ont permis de montrer que les MSC sont capables d’acquérir des marqueurs 

épithéliaux après transdifférenciation ou fusion (Popov et al., 2007; Spees et al., 2003; Wang 

et al., 2005). Des modèles de culture organotypiques, habituellement utilisés pour la culture 

des kératinocytes, ont également permis de montrer une différenciation épithéliale des MSC 

(Laco et al., 2009; Ma et al., 2009). Deux autres modèles de différenciation utilisant 

uniquement des conditions de culture particulières ont également été mis au point. La culture 

de MSC de rat sur des inserts de culture microporeux permet l’expression de marqueurs 

épithéliaux (cytokératine 5 et 8 et ZO-1) (Shu et al., 2006). L’équipe de Paunescu a ensuite 

proposé un protocole de différenciation épithéliale après culture avec un cocktail de facteurs 

de croissance. Ainsi, cette équipe a montré que la culture des MSC en présence de KGF, 

EGF, IGF-2 et HGF permettait l’expression de cytokératine 19 et une augmentation des 

transcrits de cytokératine 18 par ces cellules (Paunescu et al., 2007). Nous n’avons pas 

reproduit ces résultats avec les MSC disponibles au laboratoire. Les différences observées 

entre les protocoles publiés et les expériences menées au laboratoire peuvent être dues à des 

différences dans les méthodes de purification des MSC aboutissant à l’isolement de sous 

populations différentes. En effet, comme nous l’avons vu dans l’introduction, de nombreux 

facteurs peuvent influer sur la qualité et le type de sous population purifiée. Cependant, il est 

intéressant de noter qu’à l’heure actuelle aucun de ces deux protocoles n’a été reproduit dans 

la littérature. Par ailleurs, aucun modèle in vitro de différenciation des MSC dans un contexte 

gastrointestinal n’a été développé.  

Parallèlement à leur rôle dans la réparation tissulaire, plusieurs arguments sont en faveur 

d’un rôle des MSC dans la carcinogenèse même si leur rôle dans la croissance tumorale porte 

encore à discussion à la vue des résultats discordants obtenus dans les différentes études 

(Lazennec and Jorgensen, 2008). Les MSC peuvent migrer au niveau des sites tumoraux et 

être à l’origine des fibroblastes associés aux tumeurs (Spaeth et al., 2009). Les MSC 

possèdent par ailleurs des propriétés intrinsèques favorisant le développement tumoral 

comme des capacités immunosuppressives, angiogéniques et favorisant la formation de 

métastases (Sun et al., 2005). Finalement, certains cancers, particulièrement les cancers 
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épithéliaux, peuvent survenir à partir de BMDC. Ainsi, les MSC pourraient être à l’origine 

d’adénocarcinomes gastriques, du syndrome de Barrett, de fibrosarcomes et du sarcome de 

Ewing (Houghton et al., 2004; Li et al., 2007b; Sarosi et al., 2008; Tirode et al., 2007). 

 

Afin d’obtenir une meilleure compréhension du rôle des MSC dans la réparation cellulaire 

et dans la carcinogenèse du tractus gastrointestinal, nous avons décidé d’évaluer leur capacité 

de différenciation en cellules épithéliales dans un contexte gastrointestinal. Pour cela, 

l’approche qui nous a semblé la plus physiologique consistait en une coculture de cellules 

épithéliales et de MSC. 

3.2. Coculture directe entre MSC et cellules épithéliales 

3.2.1. Approche phénotypique 

Afin de déterminer le devenir de MSC humaines recrutées au niveau de la muqueuse 

épithéliale gastrique, nous avons cultivé ces cellules en présence de cellules épithéliales 

gastrointestinales (lignées AGS ou HT-29). Pour pouvoir identifier et différencier chacun des 

deux types cellulaires, nous avons préalablement marqué, à l’aide d’un vecteur lentiviral, les 

MSC avec la protéine fluorescente verte eGFP et les cellules épithéliales gastrointestinales 

avec la protéine fluorescente rouge DsRED.  

Une quantité de 20 000 MSC marquées à la eGFP a ensuite été cultivée avec 2 500 

cellules épithéliales marquées à la DsRED (AGS ou HT-29) dans le milieu de culture des 

MSC déplété en bFGF pour éviter d’inhiber leur potentiel de différenciation (Baddoo et al., 

2003). Après 8 jours de coculture, des cellules exprimant simultanément les deux marqueurs 

sont apparues (Figure 27, flèches blanches). Ces cellules possèdent donc à la fois une origine 

médullaire, confirmée par le marquage vert, et une origine épithéliale, confirmée par le 

marquage rouge. De manière intéressante, un marquage par immunofluorescence dirigé 

contre les cytokératines, protéines du cytosquelette spécifiques des cellules épithéliales, a 

montré que ces cellules doublement positives expriment ce marqueur épithélial. La présence 

de cellules doublement marquées eGFP et DsRED suggère un événement de fusion entre 

MSC et cellules épithéliales. Des résultats similaires ont été obtenus avec les cellules 

épithéliales gastriques de la lignée AGS et les cellules épithéliales intestinales de la lignée 

HT-29 (Figure 27). De manière intéressante, la majorité des cellules eGFP et DsRED 

positives sont multinucléées confirmant l’hypothèse de la fusion.  
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Figure 27. Coculture directe entre MSC et cellules épithéliales et marquage des cytokératines. 

20 000 MSC (PM7) marquées à la eGFP et 2 500 cellules épithéliales marquées à la DsRED ont été 
cultivées pendant 8 jours puis un marquage par immunofluorescence des cytokératines a été réalisé. A/ 

Les MSC marquées exprimaient la protéine eGFP (vert) mais n’exprimaient pas de cytokératines. B et 

D/ Les cellules épithéliales (B : AGS, D : HT-29) exprimaient à la fois la protéine DsRED (rouge) et les 
cytokératines (violet). C et E/ Les cocultures ont permis l’apparition de cellules présentant les 3 
marquages, suggérant des événements de fusion (flèches). Le premier quadrant correspond à la 
superposition colorée des différents canaux seuls représentés en noir et blanc. Barre d’échelle : 10 µm. 
 

Une étude transcriptomique réalisée sur des MSC humaines a montré que ces cellules 

dans un stade indifférencié sont capables d’exprimer les ARNm des cytokératines (Tremain et 

al., 2001). Même si dans nos conditions, l’expression protéique de cytokératines n’a jamais 

été détectée sur les MSC, nous avons utilisé un second marqueur épithélial l’Epithelial 

Specific Antigen (ESA) afin de valider ces résultats. Dans ces nouvelles conditions et de 

manière similaire aux résultats préalablement obtenus, des cellules exprimant à la fois la 

eGFP, la DsRED et l’ESA ont été retrouvées par immunofluorescence (Figure 28, flèches 

blanches). Ces résultats valident donc l’apparition de marqueurs épithéliaux sur des cellules 

issues des MSC après coculture et éventuellement fusion avec des cellules épithéliales. 
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Figure 28. Coculture directe entre MSC et cellules épithéliales et marquage de l’Epithelial

Specific Antigen. 20 000 MSC (PM7) marquées à la eGFP et 2 500 cellules épithéliales marquées à la 
DsRED ont été cultivées pendant 8 jours puis un marquage par immunofluorescence de l’ESA a été 
réalisé. A/ Les MSC marquées exprimaient le eGFP (vert) mais n’exprimaient pas l’ESA. B et D/ Les 
cellules épithéliales (B : AGS, D : HT-29) exprimaient à la fois la DsRED (rouge) et l’ESA (violet). E 

et F/ Les cocultures ont permis l’apparition de cellules présentant les 3 marquages, suggérant des 
événements de fusion (flèches). Le premier quadrant correspond à la superposition colorée des 
différents canaux seuls représentés en noir et blanc. Barre d’échelle : 10 µm. 

Afin de vérifier que les effets observés n’étaient pas consécutifs à la transduction 

lentivirale, une seconde stratégie a été mise en place. Les MSC et les cellules épithéliales ont 

été marquées en utilisant des composés chimiques n’influant pas sur la régulation génétique 

des cellules. Les membranes des MSC ont été marquées à l’aide de molécules fluorescentes 

vertes (PKH2), et celles des cellules épithéliales en rouge (CM-Dil). Avec cette technique, 

des cellules exprimant à la fois un marquage vert et rouge ainsi qu’un marqueur épithélial ont 

également été retrouvées. Il est intéressant de noter que ces marquages sont plus sujets à 

caution, car l’intensité de fluorescence diminue au cours du temps et les interprétations 

microscopiques apparaissent donc plus difficiles à valider (Figure 29).  
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Figure 29. Coculture directe entre MSC et cellules épithéliales marquées au niveau des 

membranes. 20 000 MSC (PMo24) marquées au PKH2 et 2 500 cellules épithéliales marquées au 
CM-Dil ont été cultivées pendant 8 jours puis un marquage par immunofluorescence des cytokératines 
(bleu) a été réalisé. Le premier quadrant correspond à la superposition colorée des différents canaux 
seuls représentés en noir et blanc. Barre d’échelle : 10 µm. 

Par ailleurs, des résultats similaires ont été obtenus à partir des deux sources de MSC 

humaines dont nous disposons au laboratoire à savoir les PM7 et PMo24. 

Les photos précédentes ayant été obtenues avec un microscope à épifluorescence à champ 

large, il était impossible de réfuter l’hypothèse d’une superposition d’une MSC avec une 

cellule épithéliale aboutissant à l’impression d’une cellule triplement marquée. Une analyse 

des lames par microscopie confocale a alors été réalisée afin d’exclure ce risque de 

superposition. Cette technique a permis de confirmer que les trois marquages, eGFP, DsRED 

et ESA, étaient situés sur le même plan focal, excluant les risques de superposition de cellules 

(Figure 30). 

 

 

Figure 30. Analyse par microscopie confocale de la coculture directe entre MSC et cellules épithéliales 

et marquage de l’Epithelial Specific Antigen. 20 000 MSC (PM7) marquées à la eGFP et 2 500 cellules 
épithéliales marquées à la DsRED ont été cultivées pendant 8 jours puis un marquage par 
immunofluorescence de l’ESA a été réalisé. Les lames ont été analysées par microscopie confocale. Les 
images correspondent à une reconstruction fusion 3D avec une projection des maxima d’intensité en x-y et la 
projection des coupes orthogonales de l’empilement en z, représentées par les lignes discontinues jaunes. Le 
premier quadrant correspond à la superposition colorée des différents canaux seuls représentés en noir et 
blanc. Barre d’échelle : 10 µm. 
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3.2.2. Approche chromosomique 

Afin d’analyser plus en détail ces mécanismes de fusion, un protocole de FICTION 

(Fluorescence-Immunophenotyping and Interphase Cytogenetics as a Tool for Investigation 

of Neoplasms), basé sur la technique de FISH (Fluorescence In Situ Hybridation) couplée à 

un marquage par immunofluorescence, a été mis au point au laboratoire. Pour cela, des MSC 

issues d’un donneur de sexe masculin (PM7) et des cellules épithéliales gastriques issues d’un 

patient de sexe féminin (AGS) ont été utilisées. Une première analyse du contenu 

chromosomique des PM7 et des AGS a permis de vérifier que ces cellules ne possédaient pas 

de contenu nucléaire anormal concernant les chromosomes sexuels. Ainsi, les cellules AGS 

issues d’un patient femme possèdent deux chromosomes X et ne présentent aucun 

chromosome Y ; en revanche, toutes les PM7, issus d’un patient de sexe masculin, présentent 

un chromosome X et un chromosome Y (Figure 31A-B). L’analyse de cellules multinucléées 

résultant de la coculture a permis de montrer que ces cellules possédaient deux noyaux 

provenant des deux populations cellulaires, l’un caractéristique des cellules féminines et le 

second caractéristique des cellules masculines (Figure 31C). Ces résultats ont confirmé que 

les MSC sont capables de fusionner avec les cellules épithéliales gastriques. De plus, le 

marquage par immunofluorescence des cytokératines a montré que les cellules ainsi 

fusionnées acquièrent un phénotype épithélial. De manière intéressante, il a été possible de 

retrouver des cellules exprimant des cytokératines avec un contenu chromosomique anormal 

(Figure 31D). Dans cette figure, il apparaît clairement que la cellule mononucléée contient 

3 chromosomes X pour un seul chromosome Y. Cette combinaison chromosomique ne peut 

être obtenue de manière naturelle lors d’une mitose d’une cellule mâle ou femelle et est donc 

la conséquence d’une fusion entre deux noyaux issus de cellules de sexe différent. Ces 

résultats ont donc montré que la fusion des membranes cytoplasmiques peut également 

conduire à une fusion des noyaux. Enfin, quelques cellules présentaient un contenu 

chromosomique caractéristique d’une cellule mâle mais expriment des cytokératines 

(Figure 31E). Plusieurs hypothèses peuvent être avancées quant à l’origine de ces cellules. 

En premier lieu, ces cellules pourraient correspondre au résultat d’une mitose d’une cellule 

issue d’une fusion. Ainsi, les cellules fusionnées pourraient rentrer en mitose et retrouver un 

contenu chromosomique normal et donc une stabilité génétique. La deuxième possibilité 

correspond à une transdifférenciation d’une MSC sans événement de fusion. Cette hypothèse 

pourrait être rapprochée des données obtenues par les équipes proposant des conditions de 

culture particulière permettant l’acquisition de marqueurs épithéliaux par les MSC (Popov 

et al., 2007; Shu et al., 2006). 

 139



 

 

Figure 31. Analyse par FICTION de la coculture directe entre MSC et cellules épithéliales et 

marquage des cytokératines. 20 000 MSC mâles (PM7) et 2 500 cellules épithéliales gastriques femelles 
ont été cultivées pendant 8 jours puis un marquage par FICTION (chromosome Y révélé par 
SpectrumGreen, chromosome X révélé par SpectrumOrange, cytokératines révélées par un marquage 
violet) a été réalisé. A-B/ Les PM7 mâles (XY) et les AGS femelles (XX) présentaient un contenu 
chromosomique sexuel normal. C/ Exemple d’une cellule exprimant un marquage épithélial et présentant 
un noyau mâle et un noyau femelle (XY+XX). D/ Exemple d’une cellule exprimant un marquage 
épithélial et présentant un noyau au contenu anormal (XXXY). E/ Exemple d’une cellule exprimant un 
marquage épithélial et présentant un contenu chromosomique caractéristique d’un donneur mâle (XY). Le 
premier quadrant correspond à la superposition colorée des différents canaux seuls représentés en noir et 
blanc. Barre d’échelle : 10 µm. 

Les différents marquages réalisés ont permis d’affirmer que les MSC sont capables 

d’acquérir des marqueurs épithéliaux après fusion avec des cellules épithéliales. Ces 

expériences n’ont cependant pas permis d’exclure la possibilité d’événement de 

transdifférenciation sans fusion. Afin de répondre à cette problématique, des travaux 

préliminaires ont été conduits.  
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3.3. Coculture indirecte entre MSC et cellules épithéliales 

Dans cette nouvelle approche, les MSC et les cellules épithéliales n’ont pas été cultivées 

de manière directe mais séparées par un insert de culture. La présence de cet insert de culture 

poreux (pores de 0,4 µm) a permis un échange de molécules solubles (cytokines ou facteurs 

de croissance par exemple) entre les deux populations, mais a exclu un passage des cellules 

ou des mécanismes nécessitant un contact cellulaire. Ainsi, l’insert de culture a permis de 

séparer une chambre inférieure dans laquelle sont ensemencées les MSC sur une lamelle de 

verre d’une chambre supérieure dans laquelle sont ensemencées les cellules épithéliales 

(Figure 32A). Ce modèle a permis d’identifier des mécanismes de transdifférenciation en 

excluant ceux de fusion. 

En premier lieu, le modèle a été établi en se basant sur une coculture de hMSC avec des 

cellules épithéliales pulmonaires de la lignée A549. Popov et al. ont en effet montré que la 

coculture de MSC avec ces cellules permettait l’expression de marqueurs épithéliaux par les 

MSC (Popov et al., 2007). La coculture a effectivement permis l’apparition dans la chambre 

inférieure contenant les MSC de cellules présentant un phénotype épithélial caractéristique 

avec des cellules cuboïdes établissant des jonctions intercellulaires (Figure 32B). Afin de 

valider ce phénotype épithélial, un marquage par immunofluorescence des cytokératines a été 

réalisé (Figure 32C). Certaines cellules de la chambre inférieure, donc issues de MSC, 

exprimaient bien des marqueurs épithéliaux, suggérant que les MSC peuvent exprimer des 

marqueurs épithéliaux sans fusionner avec des cellules épithéliales. Cependant, ces résultats 

étaient peu reproductibles et les pourcentages de cellules différenciées étaient faibles. Ainsi, 

la figure 32B montre un résultat optimal non représentatif de l’ensemble des expériences 

réalisées. Dans un second temps, nous avons modifié le modèle pour utiliser des cellules 

épithéliales gastriques de la lignée AGS. Des résultats similaires ont été obtenus avec une 

reproductibilité également assez faible (Figure 32D). 
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Figure 32. Coculture indirecte entre MSC et cellules épithéliales. A/ Les MSC PMo24 et les cellules 
épithéliales A549 ou AGS ont été cultivées séparées par un insert de culture ne permettant pas le passage 
cellulaire. B/ Après 8 jours de coculture, des cellules au phénotype épithélial sont apparues dans la 
chambre inférieure contenant les MSC. C/ Un marquage par immunofluorescence des cytokératines 
(vert) a montré que les MSC cultivées seules n’exprimaient pas ce marqueur à l’inverse des cellules 
épithéliales pulmonaires (A549). Après coculture, des cellules positives pour les cytokératines sont 
apparues dans la chambre contenant les MSC. D/ Après coculture avec des cellules épithéliales 
gastriques (AGS), des cellules exprimant les cytokératines ont émergé au sein de la population des MSC. 
Barre d’échelle : 10 µm. 

Il semble donc que les MSC soient capables d’exprimer des marqueurs épithéliaux par 

transdifférenciation. Cependant, le peu de reproductibilité de ces expériences limite la 

pertinence de ces résultats. Ainsi, une mauvaise répartition des pores au niveau de l’insert 

pourrait aboutir à la présence de pores se superposant et donc de grande taille, permettant le 

passage des cellules. Afin de pallier ce problème, nous avons décidé d’utiliser des MSC 

marquées au PKH2. Cependant, les résultats obtenus ne nous ont pas permis de conclure de 

manière certaine à la présence de transdifférenciation en raison de la présence de cellules 
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exprimant des marqueurs épithéliaux mais non marquées au PKH2. Ces cellules pourraient 

provenir de cellules épithéliales non marquées (données non présentées).  

La conclusion pourrait être donnée par des expériences de FICTION sur les chromosomes 

sexuels en utilisant des MSC et des cellules épithéliales de genres différents. Cependant, les 

expériences étant peu reproductibles, et les cellules différenciées pas forcément observables 

en lumière blanche, il serait nécessaire de réaliser ces marquages sur un nombre important 

d’échantillons afin d’optimiser les chances d’observer le phénomène.  

3.4. Coculture in vivo entre MSC et cellules épithéliales  

Pour évaluer la pertinence des mécanismes de fusion ou de transdifférenciation dans un 

contexte in vivo, nous avons utilisé un modèle, préalablement établi au laboratoire, de 

xénogreffe de cellules AGS chez la souris immunodéficiente NOG (Non Obese Diabetous 

/Shi-severe combined immunodeficiency /Interleukin-2R!
null) conduisant au développement de 

tumeur. 

Dans cette première approche expérimentale, des cellules AGS seules ou un mélange de 

cellules AGS et PM7 ont été injectées par voie sous-cutanée à la souris NOG. La prise de la 

greffe et la croissance tumorale ont ensuite été évaluées en mesurant le diamètre de la tumeur 

obtenue tous les sept jours. Les deux conditions ont permis l’apparition d’une tumeur 

mesurable après 28 jours. Cependant, la cinétique de croissance a été différente et 50 jours 

après l’injection, les diamètres des tumeurs obtenues avec les cellules AGS et PM7 étaient 

significativement inférieurs à ceux obtenus avec les AGS seules (63 ± 8,0 vs 92 ± 18,7 cm² ; 

p<0,05). Il est intéressant de noter que ces résultats suggèrent un rôle potentiellement anti-

tumoral des MSC.  

Cinquante jours après l’injection, les souris ont été sacrifiées et les cellules composant la 

tumeur ont été analysées par FICTION afin de déterminer leurs origines. L’analyse des 

échantillons a montré la présence de nodules de cellules humaines entourés de cellules 

murines, non reconnues par les sondes de FISH (Figure 33A-B). A l’intérieur de ces nodules, 

quelques rares cellules présentant un chromosome Y, montrant leur origine de MSC, ont été 

retrouvées. Des analyses complémentaires, en microscopie confocale, ont montré qu’il est 

possible de retrouver des cellules avec des contenus chromosomiques anormaux, par exemple 

1 Y et plusieurs X, suggérant que des événements de fusion peuvent également se produire 

dans un contexte in vivo (Figure 33C).  

Afin d’explorer cette hypothèse, les tumeurs ont été dissociées enzymatiquement dans le 

but de remettre les cellules en culture. Ces cellules ont ensuite été analysées par FICTION 
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afin de déterminer leur contenu chromosomique. De rares cellules possédant un chromosome 

Y mais plusieurs chromosomes X ont été retrouvées suggérant que les événements de fusion 

aboutissent à l’obtention de cellules viables, capables d’adhérer et d’être sub-cultivées 

(Figure 33D). 

 

 

Figure 33. Analyse par FISH et FICTION des tumeurs obtenues après injection concomittante de 

MSC et de cellules épithéliales AGS dans un modèle murin.  Des cellules AGS femelles et des MSC ont 
été injectées par voie sous cutanée dans une souris immunodéficiente NOG. Après 50 jours, les souris ont été 
sacrifiées et les tumeurs analysées par FISH ou FICTION. A-B/ Les tumeurs étaient composées de nodules 
de cellules humaines, entourées de cellules murines. De rares cellules mâles ont été retrouvées. 
C/ Reconstruction en 3 dimensions d’une section en z de photos obtenus par microscopie confocale. Les 
panneaux à droite de la photo montrent les projections orthogonales des sections 1 et 2. Les rares cellules 
mâles peuvent présenter un contenu chromosomique anormal (1 chromosome Y et 2 chromosomes X). D/ 

Culture ex vivo des cellules tumorales. Les cellules possédant un contenu chromosomique anormal étaient 
viables et capables d’être sub-cultivées. Le premier panneau vertical montre la superposition colorée, alors 
que les suivants sont les canaux en noir et blanc seuls. Barre d’échelle : 10 µm. 
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3.5. Quantification des cellules différenciées par coculture directe 

Nous avons obtenu différents modèles permettant l’expression de marqueurs épithéliaux 

par les MSC. Le modèle de coculture directe est celui donnant les résultats les plus robustes, 

car de nombreux contrôles ont pu être réalisés, attestant de la valeur des résultats obtenus. Ce 

modèle, permettant les contacts cellulaires, se rapproche également le plus des conditions 

physiologiques retrouvées in vivo. 

Les événements de fusion observés dans ce modèle ont ensuite été quantifiés en utilisant 

des cellules épithéliales gastriques de la lignée AGS transduites à la DsRED et des MSC PM7 

transduites à la eGFP. Après 8 jours de coculture, les cellules ont été récupérées, marquées 

pour l’expression de l’ESA puis analysées par cytométrie en flux. Les cellules épithéliales 

AGS cultivées seules exprimaient les deux marqueurs DsRED et ESA (Figure 34A). Les 

MSC PM7 cultivés seules n’exprimaient que la eGFP (Figure 34B). Ces cellules n’ont pas 

été triées afin de ne pas accumuler de passages excessifs, ce qui explique que seulement 30% 

de la population exprime ce marqueur. Afin de quantifier les cellules issues des MSC 

exprimant des marqueurs épithéliaux, l’analyse de l’expression de la DsRED et de l’ESA n’a 

été réalisée que sur les cellules eGFP positives (Figure 34B-C). Après coculture, 6% des 

cellules exprimant la eGFP étaient positives pour la DsRED et l’ESA (Figure 34C). Ces 

cellules triplement positives ne pouvaient être obtenues qu’après fusion entre MSC et cellules 

épithéliales. D’autre part, 5,5% des cellules exprimant la eGFP étaient positives pour le 

marqueur ESA mais non pour la DsRED. Différentes explications peuvent être avancées 

quant à l’origine de ces cellules doublement positives. Tout d’abord, il peut s’agir de MSC 

eGFP ayant fusionné avec des cellules AGS non transduites à la DsRED. En effet, même 

après tri, les cellules AGS n’exprimaient pas à 100% la DsRED (Figure 34A, 74,5% de 

cellules exprimant ESA). Une autre possibilité serait que l’expression de la DsRED ne soit 

pas stable tout au long du cycle cellulaire, et ces cellules pourraient donc correspondre à des 

cellules fusionnées mais n’exprimant pas la DsRED au moment de l’analyse. Enfin, la 

dernière explication serait que les MSC n’ont pas fusionné et se sont transdifférenciées en 

cellules épithéliales à la manière du modèle de différenciation par coculture indirecte. 

Il est intéressant de noter qu’aucune cellule eGFP positive n’exprimait la DsRED sans 

exprimer l’ESA, ce qui suggère que la fusion des MSC avec des cellules épithéliales entraîne 

une transition mésenchymo-épithéliale plutôt qu’une transition épithélio-mésenchymateuse. 

Des marqueurs mésenchymateux restent cependant à tester afin de valider cette transition.  
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En conclusion, plus de 11% des cellules eGFP positives, donc ayant pour origine les 

MSC, pouvaient exprimer un marqueur épithélial après coculture avec des cellules 

épithéliales gastriques.  

 

 

Figure 34. Quantification de l’acquisition de marqueurs épithéliaux par les MSC. Les 
cellules AGS DsRED ont été cultivées en présence de cellules PM7 eGFP. Après 8 jours de 
coculture, les cellules ont été récupérées, marquées pour l’expression de l’ESA et analysées par 
cytométrie en flux. A/ Les cellules AGS DsRED étaient négatives pour l’expression de eGFP mais 
positives à 74,5% pour la DsRED et 99% pour l’ESA. B-C/ Seules les cellules eGFP positives ont 
été sélectionnées afin de ne compter que les cellules issues des MSC eGFP. B/ Les MSC eGFP 
n’exprimaient ni la DsRED ni l’ESA. C/ Après coculture, 6% des cellules eGFP exprimaient la 
DsRED et l’ESA et 5,5% uniquement la DsRED. Détails dans le texte. 

3.6. Conclusion 

Différents modèles permettant d’obtenir une expression de marqueurs épithéliaux sur les 

MSC ont donc été obtenus. Ces modèles ont permis de montrer que les MSC sont capables de 

fusionner avec des cellules épithéliales gastriques aussi bien in vitro et qu’in vivo. Toutefois, 

une capacité de transdifférenciation de ces cellules ne peut être exclue à l’heure actuelle.  

Une partie des données présentées ici a fait l’objet d’un article actuellement soumis pour 

publication au journal Gut. Une copie de cette soumission d’article est présentée en annexe 

(Annexe 2). 
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Les différents résultats obtenus seront discutés dans la partie « Discussion » dans le 

contexte général du rôle des MSC dans la carcinogenèse gastrique induite par l’infection par 

H. pylori. 
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4.Chapitre IV : Etude de l’infection des MSC par H. pylori 

4.1. Introduction 

Les résultats présentés précédemment ont permis de donner des arguments en faveur d’un 

recrutement des MSC en réponse à l’infection de cellules épithéliales par H. pylori. Ces 

cellules ainsi recrutées seraient alors capables d’acquérir des marqueurs des cellules 

épithéliales et réparer les dommages cellulaires créés par l’infection. 

Le modèle proposé par JM Houghton suggère que ces cellules différenciées, dans un 

contexte infectieux et inflammatoire particulier, ne seraient pas capables de mener à terme 

leur différenciation et seraient à l’origine de l’initiation et du développement tumoral 

(Houghton et al., 2004; Houghton and Wang, 2005). L’infection serait donc capable d’inhiber 

la différenciation mésenchymo-épithéliale, et favoriserait l’apparition de néoplasie. En effet, 

comme décrit dans l’introduction, l’une des caractéristiques de certaines cellules 

carcinomateuses est une perte des jonctions cellulaires associée à une sécrétion de protéases, 

facilitant la trans-migration tissulaire et l’apparition de métastases (Kang and Massague, 

2004). 

Il apparaît ainsi que l’infection par H. pylori pourrait inhiber la différenciation épithéliale 

des MSC, qui conserveraient alors leurs propriétés de cellules souches incluant des capacités 

invasives, angiogéniques, d’autorenouvellement, de résistance à l’induction de l’apoptose et 

de modulation de la réponse immunitaire.  

Les effets de l’infection par H. pylori sur les MSC sont actuellement entièrement 

inconnus. La première étape de la pathogénicité bactérienne pourrait être une adhérence aux 

MSC permettant des contacts et une interaction hôte-pathogène. L’activation de certaines 

voies de signalisation cellulaire par liaison avec des récepteurs et/ou par l’injection de 

cytotoxines bactériennes pourrait ensuite être responsable de modifications morphologiques 

ou du cycle cellulaire des MSC. 

Des expériences montrant le rôle de la voie de signalisation des TLR dans les capacités de 

différenciation des MSC donnent des arguments en faveur d’un potentiel des bactéries à 

inhiber la différenciation épithéliale. Ainsi, l’activation du TLR2 de MSC murines par un 

ligand chimique, le Pam3Cys, entraîne une inhibition des capacités de différenciation en 

ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes (Pevsner-Fischer et al., 2007). L’activation d’autres 

membres de la famille des TLR comme le TLR3 et le TLR4 ne modifie pas les capacités de 
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différenciation des MSC mais module en revanche leurs capacités immunosuppressives 

(Liotta et al., 2008; Opitz et al., 2009). Des effets similaires sont observés lors de l’activation 

de la voie de signalisation du TLR2 (Pevsner-Fischer et al., 2007). De plus, le 

lipopolysaccharide de E. coli, un des ligands des TLR2 et 4, protège les MSC de l’apoptose 

due au stress oxydatif et augmente leurs capacités de prolifération (Wang et al., 2009). 

Ces données suggèrent qu’en plus de jouer un rôle sur les capacités de différenciation des 

MSC, l’activation des membres de la famille des TLR permettrait la constitution d’un terrain 

favorable au développement tumoral, avec une augmentation des capacités prolifératives et 

une modulation des propriétés immunitaires. 

Parallèlement, plusieurs travaux ont étudié le rôle des TLR lors de l’infection par 

H. pylori. Ainsi, le LPS et la flagelline de H. pylori semblent peu actifs sur l’activation du 

TLR4 et du TLR5 (Lee et al., 2003; Moran, 1999). Cependant, la bactérie est capable 

d’activer le TLR2 et le TLR5 des cellules épithéliales gastriques et d’induire une réponse pro-

inflammatoire (Lee et al., 2003; Smith et al., 2003; Torok et al., 2005).  

Par ailleurs, le récepteur majoritaire de H. pylori dans la réponse inflammatoire des 

cellules épithéliales est Nod1, récepteur intracellulaire activé par les souches possédant un îlot 

de pathogénicité cag capable d’injecter le peptidoglycane bactérien à l’intérieur de la cellule 

(Viala et al., 2004). De manière intéressante mais encore non explorée, les MSC expriment ce 

récepteur Nod1 (Sioud and Floisand, 2009).  

Ces données montrent que H. pylori est capable d’activer les voies de signalisation des 

récepteurs aux PAMP. 

Avant d’étudier le rôle de l’infection par H. pylori dans les modèles de différenciation 

obtenus, il était nécessaire de définir les effets de l’infection bactérienne sur les MSC. Dans 

une première approche, 1/ les capacités d’adhérence bactérienne et leurs effets sur 2/ la 

morphologie et 3/ l’induction de l’apoptose des MSC ont donc été étudiés. 

4.2. Adhérence de H. pylori et modifications morphologiques des MSC 

Afin d’étudier les capacités d’adhérence de différentes souches de H. pylori aux MSC, 

deux approches distinctes ont été menées. 

L’adhérence aux MSC murines de quatre souches de H. pylori, présentant des facteurs de 

virulence et des adhésines variables (Table 3, Section Matériel et Méthodes) a tout d’abord 

été mesurée par microscopie à fluorescence par immuno-détection à l’aide d’un anticorps 

polyclonal dirigé contre H. pylori. Le cytosquelette d’actine a par ailleurs été marqué afin de 

repérer les cellules et d’identifier des modifications morphologiques.  
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L’infection par les différentes souches de H. pylori n’induit pas de modifications 

significatives de la morphologie cellulaire des MSC (Figure 35). Il est intéressant de noter 

que les MSC ne répondent pas de la même manière que les cellules épithéliales dans 

lesquelles un phénotype dit colibri (hummingbird) apparait en réponse aux souches exprimant 

la protéine CagA telles que J99, 26695 et TN2GF4.  

 

 

Figure 35. Effets de l’infection par H. pylori sur la morphologie des MSC. Les MSC murines ont été 
infectées à une MOI de 50 pendant 16 h par différentes souches de H. pylori (J99, 26695, TN2GF4 et 
SS1). Les cellules ont été fixées, perméabilisées, puis les acides nucléiques, l’actine polymérisée et 
H. pylori ont été révélés par marquages fluorescents en bleu, vert et rouge respectivement. Barre 
d’échelle : 10 µm. Les résultats représentent une expérience représentative de trois. 

Cependant, les techniques de microscopie ne permettant pas d’obtenir des données 

quantitatives précises, une seconde technique a été développée. Pour cela, les bactéries ont 

préalablement été marquées par le composé chimique fluorescent PKH2. Après avoir vérifié 

que ce marquage membranaire ne modifiait pas la viabilité bactérienne (données non 

présentées), les MSC murines ont été infectées par les bactéries fluorescentes. Après 
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infection, les cellules ont été lavées puis la fluorescence émise par les bactéries ayant adhéré a 

été mesurée par cytométrie en flux (Figure 36). Selon cette seconde approche, toutes les 

souches de bactéries adhèrent aux MSC murines, indépendamment du génotype de l’adhésine 

majoritaire de H. pylori, BabA (moyenne de fluorescence pour les souches BabA1 

8295±2133 vs 8193±2537 pour les souches BabA2, p=0,9).  

Les deux types d’approches expérimentales ont permis de montrer que toutes les souches 

de H. pylori testées sont capables d’adhérer aux cellules épithéliales, ce qui pourrait 

correspondre à la première étape de pathogénicité et d’interactions bactériennes sur les MSC. 

Les résultats obtenus n’ont pas permis de mettre en évidence la présence d’un facteur 

particulier permettant l’adhérence bactérienne.  

Par ailleurs, la technique utilisant des bactéries fluorescentes et une révélation de 

l’adhérence par cytométrie a par la suite été utilisée pour mesurer les modifications des 

capacités d’adhérence bactérienne après inactivation des gènes de certaines protéines de 

surface de H. pylori (Article présenté en Annexe 4). Dans ce travail, nous avons montré que 

les protéines membranaires de la famille des Hom jouent un rôle important dans l’adhérence 

bactérienne aux cellules épithéliales et dans l’apparition de pathologies ulcéreuses chez les 

sujets jeunes. Cette famille de protéines reste à tester dans l’adhérence aux MSC. 
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Figure 36. Mesure de l’adhérence de différentes souches de H. pylori aux MSC. Les MSC murines ont 
été infectées à une MOI de 50 pendant 16 h par différentes souches de H. pylori préalablement marquées à 
l’aide du composé chimique fluorescent PKH2. La fluorescence cellulaire a ensuite été analysée par 
cytométrie en flux. Huit souches de H. pylori ont été utilisées (J99, 7.13, 43504, HPAG1 et TN2GF4, B38, 
SS1 et X47).  Les résultats représentent une expérience représentative de trois. 

4.3. Induction de l’apoptose cellulaire par H. pylori 

Les effets de l’infection par H. pylori sur l’apoptose des MSC murines ont été évalués par 

incorporation d’iodure de propidium et analyse par cytométrie en flux. Cette incorporation a 

été mesurée après 48 h d’infection à une MOI de 50. Les résultats obtenus ont permis de 

mettre en évidence une capacité pour certaines souches de H. pylori à induire l’apoptose 

cellulaire (Figure 37A). Cette capacité d’induction de l’apoptose ne semble pas liée à la 

présence des gènes codants les facteurs de virulence les plus habituellement mis en cause 

comme CagA ou VacA. En effet, pour les souches n’induisant pas une augmentation 

significative de l’apoptose (SS1, 43504, TN2GF4, J99) toutes les souches possèdent le gène 

cagA, trois possèdent une cytotoxine VacA de type s1m1 et une de type s2m2. Parmi les 

souches qui induisent une augmentation significative de l’apoptose (26695, 7.13, X47, 

HPAG1, B38), trois possèdent le gène cagA, deux possèdent le gène vacA sous la forme 

s1m1, deux sous la forme s2m2 et une sous la forme s1m2 (Table 3, Section Matériel et 

Méthodes).  
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Nous pouvons également comparer l’apoptose induite par les différentes souches de 

H. pylori sur les MSC avec celle sur les cellules épithéliales (Figure 25 et 37). Les trois 

souches induisant l’augmentation de l’apoptose la plus importante chez les cellules 

épithéliales (X47, HPAG1 et 7.13) sont également celles induisant une apoptose significative 

chez les MSC. Les profils d’induction de l’apoptose apparaissent ainsi très proches entre les 

deux modèles, suggérant des mécanismes impliquant des voies de signalisation similaires. 

Afin de déterminer la nature du mécanisme et du facteur bactérien responsable de 

l’apoptose des MSC, différents traitements ont été appliqués sur les bactéries avant coculture. 

Pour cela, la souche X47 a été inactivée à la chaleur (62°C pendant 30 minutes ou 100°C 

pendant 10 minutes) afin de déterminer la nature protéique ou autre du facteur bactérien 

impliqué ou cultivée séparément des cellules à l’aide d’un insert de culture de porosité 0,2 µm 

permettant le passage de molécules solubles mais non de bactéries afin de déterminer la 

nature soluble ou contact-dépendante du facteur (Figure 37B). Ces traitements ont entraîné 

une diminution significative de l’apoptose induite, suggérant que cet effet nécessite un 

processus actif dans l’interaction bactérie-hôte, dépendant de l’adhérence bactérienne et porté 

par un facteur thermolabile certainement protéique non sécrété. 
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ennes 

pos

teurs n’ont 

pas été identifiés et il serait intéressant de tester un nombre de souches plus important afin de 

pouvoir réaliser une étude statistique. Il sera ensuite nécessaire de tester des bactéries 

inactivées pour ces facteurs afin de confirmer leur rôle. Les premiers effets de l’infection par 

H. pylori sur les MSC ont donc été déterminés et il reste désormais à tester le rôle de ces 

bactéries sur la différenciation de ces cellules, particulièrement en cellules épithéliales.  

Les différents résultats obtenus seront discutés dans la partie « Discussion » dans le 

contexte général du rôle des MSC dans la carcinogenèse gastrique due à H. pylori. 

 

Figure 37. Analyse de l’induction de l’apoptose des MSC par l’infection par H. pylori. Les MSC murines 
ont été infect ose a 
été évalu i ont 
été u  non 
infe
l’ide ant 
30 m 2µm. 
p<0 enus 
lors 

ées pendant 48 h à une MOI de 50 par différentes souches de H. pylori. L’induction de l’apopt
ée par mesure de la fragmentation de l’ADN par cytométrie en flux. A/ Neuf souches de H. pylor

tilisées (SS1, 43504, TN2GF4, J99, 26695, 7.13, X47, HPAG1 et B38). p<0,05, comparé aux cellules
ctées. B/ L’apoptose des MSC induite par la souche X47 a été évaluée après divers traitements permettant 
ntification des propriétés du facteur proapoptotique (bactérie viable, inactivée à la chaleur pend
inutes à 62°C ou 10 minutes à 100°C et coculture séparée par un insert de culture de porosité 0,

,05, comparé à l’induction de l’apoptose induite par la bactérie viable. Les résultats A/ et B/ ont été obt
de deux expériences indépendantes. Les résultats représentent une expérience représentative de trois. 

4.4. Conclusion 

Les différentes souches de H. pylori testées dans cette étude sont capables d’adhérer aux 

MSC murines. Cette partie mérite d’être approfondie afin de mieux comprendre les molécules 

bactériennes et les récepteurs cellulaires impliqués dans ce mécanisme qui pourrait 

correspondre à la première étape de pathogénicité bactérienne. Certaines souches bactéri

sèdent une capacité pro-apoptotique supérieure à d’autres, suggérant l’existence de 

différents facteurs de virulence responsables de cet effet. A l’heure actuelle, ces fac

 155





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Discussion 

  

 

 

 

 

 

 156





A l’heure actuelle, le rôle des cellules issues de la moelle osseuse dans la réparation 

tissulaire mais également dans la carcinogenèse est de plus en plus évoqué. Parmi l’ensemble 

des populations cellulaires issues de la moelle osseuse, les MSC apparaissent d’une part 

comme un outil thérapeutique potentiellement révolutionnaire, mais d’autre part comme 

susceptibles à la transformation tumorale ou capables de jouer un rôle de support dans la 

croissance tumorale. De nombreuses réponses restent encore à apporter sur la responsabilité 

de ces cellules dans ces différents mécanismes.  

 

1.Les MSC, une population unique et définie ? 

La première partie de ces travaux a consisté à isoler et purifier des MSC à partir de 

différentes espèces, humaines et murines. A l’heure actuelle, le manque de standards 

définissant les MSC reste un obstacle évident à l’étude de ces cellules. 

1.1. MSC et fibroblastes 

L’existence des cellules stromales mésenchymateuses multipotentes ne prête pas 

aujourd’hui à controverse. Cependant, peu d’études s’accordent sur une définition exacte et 

précise de ces cellules et cette confusion a mené à l’apparition de nombreux acronymes 

(MSC, MIAMI cells, MAPC) pour des cellules partageant de nombreuses similarités.  

Les MSC sont définies comme des cellules stromales adhérentes, initialement isolées de 

la moelle osseuse et possédant un potentiel de différenciation en plusieurs linéages et des 

propriétés immunosuppressives.  

De nombreuses questions restent cependant en suspens par rapport à l’origine des MSC et 

à leur relation avec d’autres types de cellules stromales comme les fibroblastes. Les 

fibroblastes, présents au niveau de tous les tissus, sont définis comme des cellules adhérentes, 

qui n’appartiennent pas aux linéages de l’endothélium, de l’épithélium ou hématopoïétique et 

qui ont la capacité de remodeler la matrice extracellulaire (Haniffa et al., 2009). 

Les MSC et les fibroblastes expriment un panel de marqueurs de surface similaire 

(positifs pour CD73, CD90 et CD105; négatifs pour CD31, CD34 et CD45) (Haniffa et al., 

2007). Les caractéristiques majeures et discriminantes des MSC ne seraient donc pas 

phénotypiques mais fonctionnelles avec un potentiel de différentiation important et des 

capacités immunosuppressives. Cependant, la capacité de certains fibroblastes à acquérir les 

marqueurs des types adipocytaires, ostéoblastiques ou chondrocytaires après culture en 

milieux spécifiques ou moduler la réponse immunitaire a été montré (Haniffa et al., 2007). De 
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plus, il a été montré que les MSC, comme les fibroblastes, pouvaient être purifiées à partir de 

différents tissus. La définition des MSC proposée par l’ISCT, basée sur l’adhérence au 

plastique, l’expression de marqueurs de surface et un potentiel de différentiation, ne semble 

donc pas réussir à discriminer MSC et fibroblastes (Dominici et al., 2006).  

Ainsi, des études ultérieures permettant de hiérarchiser ces différentes populations sont 

nécessaires afin de ne pas considérer tous les types de cellules stromales comme des 

fibroblastes et d’identifier en leur sein une population particulière correspondant aux MSC. 

En conclusion, les travaux présentés dans ce rapport ont porté sur le rôle de cellules 

stromales mésenchymateuses multipotentes dénommées cellules souches mésenchymateuses 

pour des raisons d’harmonie avec la littérature. Les cellules utilisées dans nos travaux 

répondent à l’heure actuelle à tous les critères permettant d’obtenir l’appellation MSC 

(Dominici et al., 2006). 

1.2. MSC et cultures in vitro  

L’obtention de modèles in vitro permettant d’une part une normalisation des méthodes et 

une reproductibilité importante des résultats et d’autre part l’obtention de conclusions rapides 

par rapport aux modèles animaux est indispensable dans l’étude des caractéristiques des 

MSC. 

Le passage par des cultures in vitro apporte, pour les études portant sur les cellules 

souches en particulier, un biais important. Ces cellules sont en effet hautement régulées dans 

un contexte physiologique et le passage dans des milieux de culture ne reproduisant pas 

fidèlement les conditions naturelles, comporte le risque de modifier les caractéristiques 

cellulaires. La niche écologique correspond aux éléments entourant localement les MSC 

quand elles sont dans leur état indifférencié. Ces éléments comprennent les cellules de 

soutien, qui peuvent être au contact des MSC, mais aussi les matrices extracellulaires ou des 

molécules solubles, et des propriétés physico-chimiques telles que des concentrations en 

oxygène particulières. Cet environnement permet de maintenir les cellules souches dans un 

état indifférencié. A l’heure actuelle, la nature exacte des éléments nécessaires aux MSC reste 

à identifier.  

Par ailleurs, d’autres types de facteurs extracellulaires retrouvés aux sites physiologiques 

des MSC peuvent stimuler ces cellules et favoriser leur renouvellement, leur migration hors 

de la moelle osseuse ou leur différenciation. Tout d’abord, certains facteurs sont capables de 

perturber cet équilibre et d’induire le renouvellement cellulaire permettant le maintien d’un 

pool de cellules souches indifférenciées. Ainsi le Leukemia Inhibitory Factor (LIF), les 

 158



homologues des protéines Drosophila wingless (Wnts) et les membres de la famille des 

Fibroblast Growth Factors (FGF) jouent un rôle important dans ce renouvellement (Boland 

et al., 2004; Jiang et al., 2002b; Kleber and Sommer, 2004; Metcalf, 2003; Tsutsumi et al., 

2001; Zaragosi et al., 2006). D’autre part, lors de la réparation tissulaire, certains facteurs, 

impliquant des molécules inflammatoires, pourraient également modifier cet équilibre et 

induire une migration hors de la moelle et une différenciation des cellules souches nécessaires 

à la régénération. Ces facteurs commencent à être identifiés et les résultats obtenus au 

laboratoire seront discutés dans la suite de l’exposé. 

Ainsi, la culture in vitro de MSC ne permet pas de reproduire la niche écologique de ces 

cellules. Ces différences d’environnement pourraient être à l’origine de l’obtention et de 

l’amplification de sous populations dont les caractéristiques peuvent être variables. Cette 

problématique est particulièrement vraie pour la purification des MSC murines. En effet, 

l’isolement des MSC murines est long et difficile en raison de la présence de précurseurs 

hématopoïétiques capables de perdurer dans les cultures adhérentes (Phinney et al., 1999). 

Ainsi, dans nos travaux, l’obtention d’une population homogène a nécessité une culture 

in vitro de plusieurs mois suivie d’un tri cellulaire au huitième passage. La présence des 

marqueurs de surface et des capacités de différenciation de ces cellules purifiées a cependant 

été vérifiée attestant de leur nature MSC. La durée importante nécessaire à leur obtention 

soulève cependant un certain nombre de questions notamment la purification d’une sous 

population possédant des capacités différentes des cellules retrouvées au niveau médullaire. 

La culture in vitro des MSC humaines porte moins à controverse car la purification est 

plus rapide et n’implique pas de sélection cellulaire, diminuant le risque d’amplification de 

sous populations. En outre, ces cellules n’ont pas des capacités de croissance et de 

prolifération aussi importantes que les MSC murines in vitro et ne peuvent pas être utilisées 

après le dixième passage, limitant les risques d’apparition d’anomalies chromosomiques. 

En conclusion, la mise au point de techniques d’étude in vitro des MSC est indispensable 

afin de pouvoir identifier et étudier les différentes étapes des mécanismes observés in vivo. 

Les différents résultats obtenus sont en cours de validation au laboratoire dans des modèles 

animaux cependant plus complexes à développer et apportant difficilement des éléments de 

mécanistique. 
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2.Rôle des MSC dans la carcinogenèse gastrique 

2.1. Infections de cellules épithéliales par H. pylori et recrutement des 

MSC 

2.1.1. Sécrétion de facteurs chimioattractants par les cellules 

épithéliales infectées par H. pylori 

Les résultats des travaux réalisés par JM Houghton ont pour la première fois permis de 

proposer un lien entre l’infection par Helicobacter et les MSC (Houghton et al., 2004). Dans 

ce modèle, l’infection de la muqueuse gastrique de la souris par un pathogène animal proche 

de H. pylori, H. felis, induit un recrutement des MSC de la moelle osseuse. Les cellules ainsi 

recrutées seraient capables de se différencier en cellules épithéliales gastriques et de réparer 

les dommages locaux engendrés par l’infection chronique. Les résultats préliminaires de cette 

équipe ont suggéré un rôle dans le recrutement des MSC des chimiokines CXCL12 et SCF 

produites au site de l’infection.  

La première étape de nos travaux a donc été de définir les mécanismes existant entre 

l’infection des cellules épithéliales gastriques par H. pylori et le recrutement de MSC de la 

moelle osseuse. Pour cela, un modèle in vitro de chimiotactisme et de migration impliquant 

ces trois partenaires a été développé. 

Nous avons montré, pour la première fois dans un modèle in vitro, que les cellules 

épithéliales infectées par H. pylori induisent l’activation de la migration des MSC. Cette 

activation a été observée dans des modèles utilisant des cellules d’espèces différentes, 

humaines et murines. Par ailleurs, nos résultats ont montré que toutes les souches de H. pylori 

ne possèdent pas une faculté similaire à induire la sécrétion par les cellules épithéliales de 

facteurs chimioattractants pour les MSC, mettant en évidence l’existence de facteurs 

bactériens non ubiquistes responsables de cet effet. 

 

La réponse de cellules épithéliales à l’infection par H. pylori a déjà été évaluée dans 

différentes études et a abouti à la mise en évidence d’une activation de différentes voies de 

signalisation de type pro-inflammatoires avec sécrétion de CXCL8 et IL10. Cette activation 

est consécutive à la reconnaissance bactérienne par les membres de la famille des récepteurs 

des profils moléculaires spécifiques des pathogènes comme les TLR ou les Nod. A l’heure 

actuelle, les souches induisant la réponse inflammatoire la plus importante semblent être les 

souches exprimant le TSS4 qui permet l’injection intracellulaire de la protéine CagA et de 
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composants du peptidoglycane. Ces composés seraient reconnus par le récepteur 

intracellulaire Nod1 et induiraient l’activation de la voie du NF-!B responsable de la mise en 

place d’une réponse pro-inflammatoire caractérisée par la sécrétion de CXCL8 (Viala et al., 

2004). Cependant, il apparaît clairement que les cellules infectées sont également capables de 

sécréter de nombreuses molécules impliquées dans différentes voies de signalisation, telles 

que celles aboutissant à la sécrétion de facteurs chimioattractants. 

Identification des facteurs chimioattractants 

Dans le modèle développé au laboratoire, nous avons identifié une surexpression des 

cytokines : CCL2, CCL3, CCL22, CXCL12 et TNF" par les cellules épithéliales infectées, 

corrélée à un recrutement des MSC.  

Les cytokines CCL2, CCL3, CCL22 et CXCL12 font partie de la famille des chimiokines. 

Les chimiokines sont définies comme des protéines liant l’héparine dont la fonction est de 

réguler le trafic cellulaire. Elles sont classées en fonction du nombre et de la position de 

cystéines sur la partie N-terminale de la protéine. Ainsi, ces molécules peuvent être classées 

en 4 grandes familles CXC, CC, CX3C et C (Rollins, 1997). Les chimiokines sont 

habituellement sécrétées après stimulation par des cytokines pro-inflammatoires (Deshmane 

et al., 2009). Les cellules exprimant les récepteurs appropriés peuvent alors migrer en 

fonction d’un gradient de concentration de la chimiokine jusqu’au site de concentration le 

plus important (Callewaere et al., 2007). Ce mécanisme sera discuté dans la partie suivante 

(Paragraphe 2.1.2 de la partie discussion).  

La cytokine CCL2, ou Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1), est un facteur 

particulièrement connu dans la migration des monocytes. CCL2 est produit par une grande 

variété de types cellulaires, soit de manière constitutive, soit après induction par un stress 

oxydatif ou stimulation par des cytokines comme IL1", TNF" ou des composés bactériens 

comme le LPS (Leonard and Yoshimura, 1990). 

La cytokine CCL3, ou Macrophage Inflammatory Protein 1 " (MIP-1"), est connue pour 

induire un recrutement des lymphocytes B, éosinophiles et cellules dendritiques. CCL3 est 

produit essentiellement par les monocytes, macrophages et lymphocytes T, cependant 

d’autres types cellulaires comme les astrocytes, les cellules musculaires lisses ou les cellules 

épithéliales semblent pouvoir la sécréter (Lukacs et al., 1995; Menten et al., 2002; Miyamoto 

and Kim, 1999; Yang et al., 1997). La sécrétion de CCL3 est consécutive à une stimulation 

par différents inducteurs incluant le LPS, les acides lipoteichoiques bactériens, l’IL1# et 

l’IFN$ (Menten et al., 2002). En plus des capacités à induire une migration, CCL3 est 
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également capable d’inhiber la prolifération des cellules souches ou progénitrices 

hématopoïétiques (Menten et al., 2002). De manière intéressante, des niveaux élevés de 

CCL3 sont présents chez les patients infectés par H. pylori souffrant de gastrites, suggérant 

un rôle important de cette chimiokine dans le recrutement de cellules mononuclées au niveau 

de la muqueuse gastrique (Ando et al., 1998; Kusugami et al., 1999). 

La cytokine CCL22, ou Macrophage-Derived Chemokine (MDC), exerce une activité 

chimiotactique sur les monocytes, les cellules dendritiques et les cellules NK. CCL22 est 

sécrétée par les macrophages, les lymphocytes T et B et les cellules épithéliales (Berin et al., 

2001; Godiska et al., 1997; Mantovani et al., 2000). La chimiokine CCL22 est exprimée de 

manière constitutive ou régulée par différents facteurs comme le LPS ou l’IL1 et le TNF" 

(Mantovani et al., 2000). 

La cytokine CXCL12, ou Stromal cell-Derived Factor 1 (SDF-1), est exprimée par les 

cellules endothéliales ainsi que par divers types de cellules stromales ou épithéliales 

gastrointestinales (Dotan et al., 2009; Ratajczak et al., 2006). L’expression de CXCL12 

augmente lors de l’apparition de dommages tissulaires et serait sous la dépendance du facteur 

de transcription Hypoxia Inductible Factor 1 " (HIF-1") (Ratajczak et al., 2006). 

Enfin, la cytokine TNF", caractérisée initialement pour son rôle dans l’induction de la 

nécrose des tumeurs, a depuis été identifiée comme une molécule clé de la réponse 

inflammatoire. Le TNF" est produit essentiellement par les macrophages et les 

lymphocytes T mais peut également être sécrété par de nombreux types cellulaires comme les 

lymphocytes B ou NK, les neutrophiles, les cellules endothéliales, les cellules musculaires 

lisses, les fibroblastes, les ostéoclastes mais également les cellules épithéliales gastriques 

(Algood et al., 2007; Bradley, 2008). Le TNF" n’est pas détecté chez des patients sains, mais 

des taux sériques élevés peuvent être retrouvés dans des conditions inflammatoires ou 

infectieuses (Nurnberger et al., 1995; Robak et al., 1998). De manière intéressante et en plus 

de ses capacités à induire un recrutement cellulaire, le TNF" est également capable de 

moduler les réponses immunosuppressives des MSC (English et al., 2007; Ryan et al., 2007). 

De manière intéressante, les travaux de JM Houghton avaient identifié une surexpression 

de CXCL12 et SCF. Les expériences réalisées in vitro dans ce travail confirment le rôle de 

CXCL12 mais ne permettent pas de montrer une surexpression de SCF. 

 

Ainsi, les différentes cytokines que nous avons identifiées comme étant potentiellement 

impliquées dans le recrutement des MSC s’inscrivent toutes dans le cadre d’une réponse pro-

inflammatoire. Il est intéressant de corréler ces résultats avec l’évolution de l’adénocarcinome 
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gastrique dans les modèles animaux. En effet, les stades pré-néoplasiques de métaplasie et de 

dysplasie, sont toujours précédés d’un recrutement important de cellules immunitaires 

responsables d’une inflammation chronique. Les mécanismes de recrutement des MSC 

identifiés dans notre étude donnent de nouveau un argument fort en faveur de leur rôle dans la 

réparation cellulaire en réponse aux dommages créés par une inflammation locale importante 

et chronique. 

Voies de signalisation de la sécrétion des facteurs chimioattractants 

Les voies de signalisation induisant la sécrétion de ces chimiokines ne sont actuellement 

pas entièrement connues. Il semblerait cependant que le NF-!B soit un modulateur essentiel 

de la transcription des cytokines CCL2, CCL3, CXCL12 et TNF". Cependant, l’organisation 

des éléments de réponse au NF-!B présents dans les promoteurs des gènes de ces différentes 

protéines varient suggérant qu’il existe des mécanismes plus subtils de régulation impliquant 

d’autres co-facteurs (Richmond, 2002). 

Les études in vitro ont montré que l’induction d’une réponse pro-inflammatoire NF-!B-

dépendante par les cellules épithéliales était observée uniquement lors de l’infection par des 

souches exprimant l’îlot de pathogénicité cag codant pour un TSS4 (Fischer et al., 2001). 

Alors que l’apparition de modifications morphologiques cellulaires requiert l’injection et la 

phosphorylation de la protéine CagA, il semblerait que l’induction de la réponse NF-!B-

dépendante ne passe pas par cette molécule (Fischer et al., 2001; Selbach et al., 2003). L’effet 

serait porté sur l’injection TSS4-dépendante de peptidoglycane, qui serait reconnu par le 

récepteur intracellulaire Nod1 (Figure 38) (Viala et al., 2004). Les polymorphismes du 

récepteur Nod1 ont par la suite été impliqués dans l’évolution pathologique de l’infection par 

H. pylori en augmentant le risque de développer un ulcère (Hofner et al., 2007). Certaines 

études ont cependant montré un rôle potentiel de CagA dans l’activation de la voie NF-!B par 

les MAP kinases dépendantes de Ras ERK1/2 (Brandt et al., 2005) (Figure 38). Notre 

modèle d’étude n’a pas permis de déterminer le ou les facteurs bactériens impliqués dans les 

mécanismes observés. 
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Figure 38. Activation de la voie NF-"B après infection par H. pylori. 1/ Les souches de H. pylori 

exprimant le TSS4 injectent dans le cytoplasme des cellules épithéliales du peptidoglycane et la 
protéine CagA. 2/ Le peptidoglycane bactérien est reconnu par le récepteur cellulaire Nod1, ce qui 3/ 
active la voie du receptor-interacting serine-threonine kinase (RICK). 4/ Par ailleurs, le TSS4 permet 
l’injection de CagA. 5/ La phosphorylation de CagA entraîne une cascade de réactions impliquant 
les kinases dépendantes de Ras ERK1/2. 6/ RICK et ERK1/2 activent le facteur de transcription NF-
!B, responsable de la synthèse de différentes cytokines pro-inflammatoires. Détails dans le texte. 
D’après Fox et Wang, J Clin Invest, 2007 (Fox and Wang, 2007).  

 

L’activation de la voie du NF-!B des cellules épithéliales est observée dans les 30 

premières minutes après infection par H. pylori (Naumann, 2000). Elle aboutit à l’expression 

de différents facteurs tels que CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1, CXCL8, IL1, IL6 et TNF" 

(Bodger and Crabtree, 1998). La sécrétion de ces facteurs pro-inflammatoires amplifie la 

réponse cellulaire en permettant l’expression de diverses chimiokines responsables du 

recrutement des MSC. En effet, le rôle du TNF" en particulier est connu pour son activation 

des voies permettant la sécrétion de CCL2, CCL3, CCL5 dans divers types cellulaires 

(Hornung et al., 2000; Tessier et al., 1997; Wong et al., 2006). 
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Le rôle des chimiokines dans la biologie du cancer est aujourd’hui de plus en plus étudié. 

Ainsi, ces molécules pourraient favoriser la croissance tumorale en jouant au moins à 

5 niveaux : le contrôle de l’infiltration leucocytaire, la modulation de la réponse immune anti-

tumorale, la régulation de l’angiogenèse, la stimulation de facteurs de survie ou de croissance 

cellulaires et l’évolution vers les métastases (Balkwill, 2004; Slettenaar and Wilson, 2006). 

De plus, la présence de chimiokines peut augmenter la réponse pro-inflammatoire locale, 

favorisant le développement de cellules stromales et ainsi le développement tumoral 

(Balkwill, 2004). 

A l’heure actuelle, de nombreux travaux sur la sécrétion de molécules pro-inflammatoires 

par les cellules épithéliales infectées par H. pylori se basent sur l’étude de la cytokine 

CXCL8. Cependant, il est intéressant de noter que l’expression in vivo de certaines 

chimiokines de la famille CC comme les CCL2 ou CCL5 est aussi élevée que celle de 

CXCL8 (Watanabe et al., 1997). Même si la majorité de ces chimiokines sont sécrétées par 

des cellules de type inflammatoire, il a été montré, et nous l’avons vérifié dans ces travaux, 

que les cellules épithéliales peuvent les libérer après infection (Watanabe et al., 1997). Ainsi, 

il apparaît important de ne pas négliger l’étude de ces chimiokines dans la réponse 

inflammatoire locale. 

 

Dans ces travaux, l’augmentation de l’expression de ces cytokines a été détectée par une 

méthode transcriptomique. Ces résultats devront être validés par des techniques permettant de 

valider une augmentation de l’expression protéique de type Western-Blot ou ELISA. Il sera 

également nécessaire de tester la capacité de recrutement des MSC après stimulation par des 

protéines recombinantes purifiées afin de valider les caractères chimioattractants de ces 

facteurs sur les cellules utilisées. 

2.1.2. Activation des propriétés migratoires des MSC 

Les différents récepteurs des chimiokines identifiées sont connus pour être exprimés à la 

surface des MSC comme CCR1 ou CCR5 (récepteurs du CCL3), CCR2 (récepteur du CCL2), 

CCR4 (récepteur du CCL22) et CXCR4 (récepteur du CXCL12) et les TNFR1 et 2 

(récepteurs du TNF") (Crisostomo et al., 2008; Spaeth et al., 2008). 

Les taux d’expression des récepteurs des cytokines évalués dans différentes études sont 

variables, sans doute en raison des différences des méthodes d’isolement et de culture des 

MSC (Fox et al., 2007). Il semblerait également que la culture in vitro soit responsable d’une 

diminution de l’expression de différents récepteurs (Honczarenko et al., 2006). Néanmoins, la 
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fonctionnalité de ces différents récepteurs a été validée par des expériences in vitro de 

migration (Fox et al., 2007; Honczarenko et al., 2006; Ponte et al., 2007; Sordi et al., 2005).  

Les chimiokines se lient à la surface des cellules cibles par des récepteurs 

transmembranaires couplés aux protéines G (Garrington and Johnson, 1999). La liaison de la 

chimiokine au récepteur permet sa dimérisation et active diverses cascades de signalisation 

intracellulaire aboutissant à l’expression de différents gènes, à l’activation des voies 

d’adhérence, de chimiotaxie et de polarisation et enfin à l’internalisation et au recyclage ou à 

la dégradation du récepteur (Figure 39) (Honczarenko et al., 2006; Mellado et al., 2001). 

L’étape préliminaire à la signalisation est une activation des Janus kinases induisant une 

réponse des voies STAT ou de différentes kinases (Mellado et al., 2001). 
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Figure 39. Mécanisme de l’activation des récepteurs aux chimiokines. Modèle schématique des 
évènements intervenant après liaison des chimiokines aux récepteurs. Cette liaison est responsable de 
la dimérisation du récepteur, activant ainsi des voies de signalisation intracellulaire qui sont 
responsables de la synthèse de nouvelles protéines impliquées dans les phénomènes d’adhésion, de 
chimiotaxie et de polarisation nécessaires à la migration cellulaire. Par ailleurs, le récepteur dimérisé 
est ensuite internalisé et recyclé, ce qui permet un arrêt de la stimulation de ces voies. D’après 
Mellado et al., Annu Rev Immunol, 2001 (Mellado et al., 2001). 
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Les mécanismes ainsi mis en jeu permettent une migration cellulaire en fonction d’un 

gradient de concentration en chimiokines. Ainsi, la cellule développe une polarisation 

cellulaire lui permettant de se positionner et de détecter le facteur chimioattractant. Cette 

polarisation est caractérisée par l’acquisition d’une morphologie particulière et d’une 

localisation des différentes molécules de signalisation cellulaire au front de migration 

(Mellado et al., 2001). 

De manière intéressante, le TNF" semble également jouer un rôle important dans 

l’expression des récepteurs aux chimiokines. Ainsi, les récepteurs aux chimiokines de type 

CC- (dont CCR2 et CCR4) des MSC sont surexprimés après stimulation par le TNF" (Ponte 

et al., 2007). Ces résultats suggèrent une amplification des mécanismes de recrutement 

cellulaire dans un contexte infectieux ou inflammatoire. Ainsi, l’infection de cellules 

épithéliales par H. pylori, responsable d’une sécrétion de TNF" comme nous l’avons montré 

par analyse transcriptomique, pourrait constituer un environnement favorable à la migration 

en permettant une augmentation de l’expression des récepteurs spécifiques des chimiokines 

libérées également lors de l’infection. Il serait ainsi intéressant de mesurer l’expression des 

récepteurs à la surface des MSC en contact ou non avec du milieu conditionné de culture de 

cellules épithéliales infectées. De plus, l’évaluation de cette expression permettrait 

d’identifier les voies de signalisation impliquées.  

2.1.3. Migration des MSC 

L’étude bibliographique présentée dans ce mémoire a permis de montrer que les MSC 

peuvent être recrutées dans de nombreux organes après différents types de stimuli, 

particulièrement en réponse à un environnement pro-inflammatoire. Ainsi, les MSC peuvent 

être recrutées au niveau du myocarde en réponse à la survenue d’un infarctus, au niveau des 

sites d’infection par Helicobacter, au niveau de lésions cérébrales ou au niveau des tumeurs 

(Abbott et al., 2004; Dwyer et al., 2007; Houghton et al., 2004; Ringe et al., 2007; Wang 

et al., 2002b).  

La libération de chimiokines apparaît extrêmement importante dans le cadre du cancer où, 

à l’instar de l’hypoxie, cette sécrétion favorise l’angiogenèse et ainsi la croissance tumorale. 

D’un autre côté, la libération de chimiokines est également un phénomène permettant un 

recrutement de cellules immunitaires contrôlant la croissance tumorale. Finalement, 

l’activation des voies de migration des cellules tumorales par les chimiokines peut favoriser 

l’apparition de métastases (Koizumi et al., 2007).  
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Par ailleurs, l’infection par H. pylori est responsable d’une augmentation de l’apoptose 

des cellules épithéliales. Il est intéressant de noter que les souches qui induisent une apoptose 

importante sont aussi celles capables d’induire un recrutement cellulaire. Ainsi, il existerait 

un lien entre l’induction de la mort des cellules épithéliales et le recrutement des MSC 

suggérant leur rôle dans la réparation tissulaire. En replaçant ces résultats dans un contexte 

physiologique, il est possible d’imaginer que les MSC soient recrutées aux sites d’infection ce 

qui permettrait d’aider à la régénération cellulaire via leurs propriétés de prolifération et de 

différenciation importantes et ainsi remplacer les cellules souches locales. 

  

Ces résultats méritent d’être approfondis afin de confirmer le rôle des facteurs identifiés 

dans le modèle de migration développé au laboratoire. L’ensemble de ces résultats permettra 

alors de valider le rôle chimioattractant des facteurs identifiés, de montrer leur importance 

relative dans le phénomène de recrutement et à terme d’identifier les voies de signalisation 

responsables. 

 

Afin de valider le rôle potentiel des MSC dans la réparation cellulaire et d’étudier le rôle 

de l’infection par H. pylori sur ce processus, il était nécessaire de développer des modèles 

permettant d’obtenir une différenciation épithéliale des MSC. 

2.1.4. Infection par H. pylori et apoptose des cellules épithéliales 

gastriques 

Nous avons ensuite montré que l’infection par H. pylori permettait une induction 

importante de l’apoptose des cellules épithéliales; les souches induisant l’apoptose étant 

celles capables de stimuler la sécrétion de facteurs chimioattractants pour les MSC. 

Les bactéries ont développé différents mécanismes induisant l’apoptose cellulaire, ce qui 

permet une augmentation de l’inflammation et une altération des capacités de réponse de 

l’hôte (Chen and Zychlinsky, 1994). Il est ainsi connu que l’infection à H. pylori induit une 

apoptose des cellules épithéliales au niveau de la muqueuse gastrique des patients présentant 

des gastrites ou des ulcères gastroduodénaux. Cette induction de l’apoptose entraîne une 

dérégulation de la balance physiologique entre la mort cellulaire et la prolifération assurant le 

renouvellement de l’épithélium de la muqueuse gastrique (Brenes et al., 1993; Cahill et al., 

1996; Cahill et al., 1995; Lynch et al., 1995; Olivares et al., 2005). Les mécanismes 

d’induction de l’apoptose ne sont pas encore complètement élucidés et l’identification des 

facteurs pro-apoptotiques impliqués porte à controverse. 
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Ainsi, la plupart des études in vitro ou chez l’animal montre que les souches exprimant ou 

non la protéine CagA induisent de l’apoptose (Li et al., 1998; Li et al., 1997; Shirin et al., 

1999; Wagner et al., 1997). Cependant, des études ont montré que les patients infectés par les 

souches CagA positives présentent un index apoptotique plus faible mais une prolifération 

plus importante que les patients infectés par des souches n’exprimant pas CagA (Peek et al., 

1997; Rokkas et al., 1999). 

Certaines études ont montré une corrélation entre la présence de VacA et l’induction de 

l’apoptose (Galmiche et al., 2000; Kuck et al., 2001; Manente et al., 2008; Peek et al., 1999). 

Cependant, ces résultats portent encore à controverse et les conclusions sur le rôle pro-

apoptotique de VacA divergent (de Freitas et al., 2004; Kim et al., 2000). Certains auteurs 

évoquent un mécanisme apoptotique exercé par VacA mais qui serait compensé par les 

propriétés favorisant la prolifération de CagA (Oldani et al., 2009). Cette hypothèse pourrait 

expliquer les différences de résultats obtenues entre les études en suggérant un mécanisme de 

contrôle de la balance entre prolifération et apoptose plus subtil, contrôlé à la fois par des 

facteurs de pathogénicité bactériens pro-apoptotique (VacA) ou pro-prolifératif (CagA). 

D’autres facteurs bactériens ont été impliqués comme cause possible de l’induction de 

l’apoptose par H. pylori. Ainsi, l’application intragastrique de LPS de H. pylori entraîne une 

augmentation significative de l’apoptose des cellules épithéliales de surface mais également 

de celles situées à l’intérieur des glandes (Piotrowski et al., 1997). L’uréase bactérienne 

pourrait également jouer un rôle en accélérant la survenue de l’apoptose (Kohda et al., 1999).  

En conclusion et à l’heure actuelle, les facteurs bactériens induisant l’apoptose ne sont pas 

complètement définis. Les souches induisant de l’apoptose utilisées au laboratoire n’ont pas 

pu être classées en fonction de la présence de certains facteurs de virulence tels que CagA, 

VacA, BabA ou IceA. Cependant et dans l’optique d’obtenir des résultats plus significatifs, il 

sera nécessaire de tester un panel de souches plus important, ainsi que de réaliser des 

inactivations des gènes de virulence potentiels afin d’identifier les mécanismes responsables. 
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2.2. Différenciation épithéliale des MSC 

2.2.1. Cellules médullaires et renouvellement tissulaire 

Nous avons montré dans ces travaux que les MSC peuvent acquérir des marqueurs 

épithéliaux lors de leur culture en présence de cellules épithéliales. Ces résultats suggèrent un 

rôle pour ces cellules dans le renouvellement cellulaire de l’épithélium. 

L’entretien d’un état physiologique optimal de la muqueuse épithéliale gastrique nécessite 

un renouvellement cellulaire important. Ce renouvellement est dû à la présence d’une zone de 

cellules souches locales située à l’intérieur des glandes gastriques (Goldenring and Nomura, 

2006). En plus de ces cellules souches locales impliquées dans le renouvellement 

physiologique de la muqueuse, de nombreuses études ont montré l’origine médullaire de 

certaines cellules épithéliales du tractus gastrointestinal. En effet, des transplantations entre 

un receveur et un donneur de sexes différents ont permis de démontrer la présence de cellules 

du donneur dans des tissus non hématopoïétiques humains ou murins (Jiang et al., 2002a; 

Korbling et al., 2002; Okamoto et al., 2002; Rizvi et al., 2006). Le recrutement de ces 

cellules médullaires est corrélé à la présence de lésions dans divers tissus comme la peau, le 

rein, les fibres musculaires, le coeur, le foie ou les poumons (Badiavas et al., 2003; Ferrari 

et al., 1998; Fukuda and Fujita, 2005; Kotton et al., 2001; LaBarge and Blau, 2002; Petersen 

et al., 1999; Poulsom et al., 2001; Theise et al., 2000; Tse et al., 2003a). Le recrutement au 

niveau du tractus gastrointestinal semble être particulièrement important et fréquent, des 

cellules médullaires pouvant y migrer après une infection par Helicobacter, une maladie du 

greffon contre l’hôte, un ulcère gastrique, une irradiation ou une oesophagojejunostomie 

(Francois et al., 2006; Houghton et al., 2004; Okamoto et al., 2002; Rizvi et al., 2006; Sarosi 

et al., 2008).  

Ces différentes données suggèrent la présence de deux mécanismes de régénération 

tissulaire gastrique, l’un dans des conditions physiologiques impliquant les cellules souches 

locales alors que le second serait spécifique de conditions pathologiques en impliquant les 

cellules médullaires. Par ailleurs, l’équipe de JM Houghton a observé un recrutement de MSC 

après apoptose des cellules souches locales. Les cellules médullaires pourraient ainsi jouer un 

rôle dans le renouvellement tissulaire en régénérant les cellules souches locales. Cette 

différenciation des MSC en cellules souches locales permettrait une régénération durable des 

tissus. Ainsi, dans le modèle développé par l’équipe de JM Houghton, des glandes entières 

sont issues des MSC après infection par Helicobacter. 
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Aujourd’hui, le mécanisme de réparation tissulaire par les cellules médullaires incluant le 

recrutement et la différenciation de ces cellules reste inconnu, et peu d’études in vitro ont 

analysé ces phénomènes afin d’en expliquer les mécanismes.  

2.2.2. Fusion et différenciation épithéliale des MSC 

Nous avons démontré que les MSC peuvent exprimer des marqueurs épithéliaux 

spécifiques (cytokératines et Epithelial Specific Antigen) après culture avec des cellules 

épithéliales gastrointestinales. A l’heure actuelle, peu de travaux ont été réalisés pour étudier 

la capacité des MSC à se différencier en cellules épithéliales in vitro.  

Nous avons démontré le rôle prépondérant des évènements de fusion dans l’acquisition de 

marqueurs épithéliaux. Ainsi, la coculture entre des MSC d’un patient de sexe masculin et 

cellules épithéliales gastriques d’un patient de sexe féminin aboutit à une fusion des 

membranes cytoplasmiques mais également des membranes nucléaires. La présence de 

certaines cellules diploïdes issues de MSC, mais exprimant des marqueurs épithéliaux, ouvre 

de nouvelles perspectives. Tout d’abord, ces cellules pourraient correspondre à des cellules 

ayant fusionné puis ayant subi un évènement de division cellulaire aboutissant à l’obtention 

d’une cellule au contenu chromosomique normal. Ces cellules pourraient également 

correspondre à des MSC ayant acquis des marqueurs épithéliaux par un phénomène de trans-

différenciation et non de fusion. Les résultats préliminaires obtenus dans le système de 

coculture indirecte utilisant un insert poreux tendent à confirmer cette dernière hypothèse. 

Le fusion entre cellules médullaires et cellules différenciées est un évènement déjà décrit 

pour différents types cellulaires comme les cellules souches embryonnaires, les myoblastes, 

les hépatocytes, les neurones de Purkinje dans le cerveau, le muscle cardiaque et les cellules 

épithéliales des voies respiratoires (Alvarez-Dolado et al., 2003; Goncalves et al., 2006; 

Popov et al., 2007; Spees et al., 2003; Terada et al., 2002). Dans ces études, le pourcentage 

de cellules fusionnées était relativement faible correspondant à 0,001% et 4% des cellules 

d’origine médullaire. Les résultats obtenus dans notre étude, mesurés par cytométrie en flux 

sur un nombre important d’évènements, montrent un pourcentage de cellules fusionnées 

beaucoup plus important (jusqu’à 11%). Ces résultats indiquent que les MSC pourraient jouer 

un rôle important dans la physiopathologie du tractus gastrointestinal. Cependant, d’autres 

études ont exclu les phénomènes de fusion dans différents tissus comme le poumon, la peau, 

le pancréas, l’œsophage, et le foie (Harris et al., 2004; Ianus et al., 2003; Sarosi et al., 2008). 

Il est important de noter que de nombreuses limites techniques se posent concernant 

l’identification des phénomènes de fusion. En effet, ces évènements peuvent être rares et les 
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techniques de détection difficiles et peu sensibles. Ainsi, il apparaît techniquement difficile 

d’exclure des phénomènes de fusion.  

2.2.3. Différenciation épithéliale et développement tumoral 

Par ailleurs, plusieurs arguments suggèrent un rôle de la fusion dans l’initiation et le 

développement tumoral. La fusion peut correspondre à un mécanisme de reprogrammation 

cellulaire passant par un phénomène de mitose pouvant aboutir à une sélection des cellules 

ayant des capacités de survie particulières (Gurdon and Melton, 2008; Ogle et al., 2005). 

D’autre part, l’apparition d’un nombre anormal de centrosomes dans les cellules issues du 

cancer du sein pourrait être la conséquence d’évènements de fusion (Lingle et al., 1998). 

D’autres auteurs suggèrent même que les évènements de fusion seraient une étape 

indispensable dans l’apparition de cellules cancéreuses. Par exemple, la fusion pourrait être 

nécessaire à la survie d’une cellule ayant acquis des anomalies génétiques affectant la 

viabilité cellulaire. Ainsi, les conséquences délétères de ces mutations seraient compensées 

par un mécanisme de fusion avec une cellule souche sauvage permettant d’assurer une 

transmission des mutations aux générations ultérieures (Parris, 2005). De plus, la fusion entre 

une MSC et une cellule épithéliale pourrait aboutir à une transition épithélio-

mésenchymateuse favorisant l’apparition de cellules cancéreuses (Mani et al., 2008). Ce 

mécanisme pourrait ensuite jouer un rôle dans l’apparition et le développement de métastases. 

En effet, la fusion entre une cellule issue de mélanome et un macrophage possédant des 

propriétés migratoires aboutit à l’apparition d’une cellule hybride exprimant les gènes des 

deux cellules mères. Cette cellule est alors capable de proliférer de manière anarchique, mais 

possède également des capacités de migration conduisant à de nombreuses métastases chez la 

souris (Pawelek and Chakraborty, 2008). 

 A l’opposé, la fusion cellulaire pourrait également correspondre à un mécanisme anti-

tumoral, en permettant une réparation des dommages de l’ADN par complémentation. En 

effet, la reprogrammation des noyaux de cellules somatiques à un stade de totipotence par 

transfert dans des oocytes est un mécanisme bien connu (Ambrosi and Rasmussen, 2005). La 

fusion entre une cellule cancéreuse et une cellule saine peut également favoriser la 

reconnaissance par le système immunitaire (Cao et al., 2009). Nous avons effectivement 

observé que la coinjection de MSC a permis de ralentir la croissance tumorale des cellules 

épithéliales gastriques de la lignée AGS après xénogreffe chez la souris immunodéficiente. 

Différentes études ont également démontré l’inhibition de la croissance tumorale par les MSC 

(Khakoo et al., 2006; Maestroni et al., 1999; Ohlsson et al., 2003). Cependant, cet effet porte 
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encore à controverse et certains auteurs ne trouvent pas d’effet ou un effet stimulateur de la 

croissance tumorale (Djouad et al., 2003; Kucerova et al., 2007; Kyriakou et al., 2006; Zhu 

et al., 2006).  

De manière intéressante, le modèle développé au laboratoire a permis de cultiver in vitro 

des cellules ayant fusionné, montrant que les cellules fusionnées peuvent s’autorenouveller 

in vivo. Ainsi, la fusion cellulaire n’aboutirait pas à l’apparition de cellules aberrantes mais à 

des cellules viables capables de se multiplier.  

2.2.4. Différenciation épithéliale et modèle de carcinogenèse gastrique 

Selon notre hypothèse, les MSC seraient recrutées et repeupleraient les glandes gastriques 

endommagées par l’infection par Helicobacter. Dans ce contexte et en considérant nos 

résultats, la fusion entre MSC et cellules épithéliales pourrait aboutir à l’apparition de cellules 

épithéliales ayant conservé les propriétés de cellules souches, susceptibles, dans un contexte 

infectieux et inflammatoire, d’évoluer au cours du temps vers des cellules cancéreuses. De 

plus, la conservation des propriétés immunosuppressives ou pro-angiogéniques des MSC 

pourrait conférer aux cellules cancéreuses des avantages de survie et d’échappement au 

système immunitaire importants (Siegel et al., 2009).  

 

Ces résultats méritent d’être approfondis afin d’identifier le devenir et de caractériser les 

propriétés des cellules fusionnées in vitro et in vivo. 

2.3. Infection des MSC par H. pylori 

Comme cela a été décrit dans la partie précédente, la fusion pourrait correspondre à la 

première étape d’initiation tumorale en raison de la vulnérabilité génétique des cellules 

fusionnées. Cependant, il est important de replacer la différenciation des MSC en cellules 

épithéliales dans un contexte infectieux et inflammatoire important dû à l’infection chronique 

par Helicobacter.  

Ainsi, l’infection bactérienne pourrait favoriser le développement tumoral en interférant 

avec la différenciation des MSC qui pourraient ainsi conserver des propriétés de cellules 

souches, proches des caractéristiques de cellules cancéreuses.  
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2.3.1. Infection par H. pylori et adhérence aux MSC 

La première étape de pathogénicité bactérienne pourrait résider dans l’adhérence des 

bactéries aux MSC. Ainsi, la liaison de la bactérie à des récepteurs de surface cellulaire 

pourrait activer des voies de signalisation qui interféreraient avec la différenciation de ces 

cellules. 

En premier lieu, nous avons démontré que toutes les souches de H. pylori adhèrent aux 

MSC. Comme cela a été détaillé dans la partie bibliographique de ce rapport, H. pylori 

possède de nombreuses molécules impliquées dans l’adhérence aux cellules épithéliales. A 

l’heure actuelle, aucune étude n’a évalué l’adhérence de H. pylori sur les MSC. Nos travaux 

ont montré que l’intensité de l’adhérence ne pouvait être corrélée à la présence de l’adhésine 

majoritaire de H. pylori BabA, comme cela a été démontré pour les cellules épithéliales (Ilver 

et al., 1998). 

2.3.2. Infection par H. pylori et modifications morphologiques des MSC 

Nous avons également démontré que, contrairement à ce qui est connu pour les cellules 

épithéliales, l’infection des MSC par H. pylori n’est pas responsable de l’apparition de 

modifications morphologiques du cytosquelette d’actine. L’apparition d’un phénotype dit 

« colibri » chez les cellules épithéliales infectées par H. pylori est due à l’injection de la 

protéine bactérienne CagA (Paragraphe 1.3.5 de l’étude bibliographique). Ainsi, nos 

résultats suggèrent que la voie de signalisation induite par CagA pourrait être différente entre 

les cellules épithéliales et les MSC, éventuellement en raison de l’absence d’expression des 

molécules de jonction par les MSC. Cependant le rôle de CagA sur les voies de signalisation 

des MSC infectées n’impliquant pas les molécules des jonctions n’a pas été investigué. 

2.3.3. Infection par H. pylori et apoptose des MSC  

Les résultats obtenus sur les MSC murines ont permis de montrer que seulement certaines 

souches possédaient la capacité d’induire une augmentation significative de l’apoptose 

cellulaire. Les résultats préliminaires obtenus dans cette étude suggèrent que les souches les 

plus pro-apoptotiques pour les MSC sont également celles induisant la plus forte apoptose des 

cellules épithéliales. Ainsi, les mécanismes d’interaction et les voies de signalisation mises en 

jeu semblent identiques. A l’heure actuelle, et en raison d’un nombre faible de souches 

testées, il a été impossible d’associer ces capacités d’induction d’apoptose à un facteur de 

virulence bactérien particulier. Des études plus poussées utilisant un panel de souches 

bactériennes plus important et des souches inactivées pour certains gènes connus de virulence 
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seront nécessaires pour identifier les mécanismes bactériens impliqués. Cependant, il 

semblerait que le ou les facteurs pro-apototiques ne soient pas sécrétés, démontrant 

l’importance de l’adhérence bactérienne, et qu’ils soient de nature thermolabile, 

probablement protéiques.  

L’induction de l’apoptose des MSC pourrait correspondre à une étape cruciale de la 

pathogénicité bactérienne et de l’initiation tumorale. Deux phénomènes importants pourraient 

entrer en jeu 1/ la modification du cycle cellulaire et l’apparition d’instabilités au niveau des 

différents points de contrôle aboutissant à l’apparition de cellules possédant des propriétés 

prolifératives élevées et 2/ une augmentation de l’apoptose pourrait être compensée par une 

hyperprolifération favorisant l’apparition d’instabilités génétiques. Comme cela a été décrit 

précédemment, H. pylori peut modifier la régulation de nombreux gènes cellulaires en 

activant différentes voies de signalisation cellulaire. 

2.3.4. Infection par H. pylori et carcinogenèse gastrique  

Nous avons montré que H. pylori adhère et induit l’apoptose des MSC. Ces effets 

pourraient correspondre à la première étape de perturbation des capacités de différenciation 

des MSC. De plus, l’activation de récepteurs cellulaires spécifiques des PAMP des familles 

TLR ou Nod pourrait également perturber ces capacités.  

En effet, l’activation de certains TLR exprimés par les MSC est responsable d’une 

inhibition de leur potentiel de différenciation en adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes 

(Pevsner-Fischer et al., 2007). Par ailleurs, l’activation des TLR pourrait également modifier 

leurs capacités immunosuppressives et donc favoriser un développement tumoral (Liotta 

et al., 2008; Opitz et al., 2009). 

Ainsi, il apparaît nécessaire d’étudier les voies de signalisation des MSC activées lors de 

l’infection par H. pylori. Le rôle des TLR dans la réponse à l’infection sera évalué sur le 

modèle de différenciation épithéliale développé au laboratoire. 

L’ensemble des données qui seront obtenues dans cette partie permettra de mieux 

appréhender le rôle de H. pylori dans l’initiation tumorale. Ainsi, la présence d’une infection 

bactérienne chronique au contact des MSC pourrait être responsable d’une perturbation de 

leur état de différenciation favorisant l’acquisition de propriétés cancéreuses. 
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3.Conclusion 

Les résultats obtenus dans ce travail ont permis d’apporter des arguments forts en faveur 

d’un rôle des MSC dans l’initiation et le développement tumoral consécutifs à l’infection par 

H. pylori. Pour la première fois, le lien entre l’infection des cellules épithéliales par H. pylori 

et le recrutement des MSC de la moelle osseuse a été démontré de manière expérimentale 

in vitro. Des travaux réalisés par ailleurs au laboratoire ont permis de confirmer que les MSC 

de la moelle osseuse peuvent être recrutées au niveau de la muqueuse épithéliale gastrique en 

réponse à l’infection par H. pylori. L’identification de facteurs chimioattractants sera vérifiée 

in vivo afin de valider les résultats obtenus in vitro. Le recrutement de MSC de la moelle 

osseuse au niveau de la muqueuse épithéliale gastrique permet un contact intime de ces 

cellules avec les cellules épithéliales gastriques. Nous avons démontré pour la première fois 

que ces deux types cellulaires peuvent fusionner en donnant des cellules au phénotype 

épithélial. De nombreuses données suggèrent que les MSC seraient une population 

particulièrement vulnérable au développement tumoral. Nos travaux ont permis de suggérer 

que cette dérive tumorale pourrait être consécutive à l’apparition de phénomènes de fusion ou 

d’infection par H. pylori.  

Même si de nombreuses questions restent encore sans réponses quant au rôle des MSC de 

la moelle osseuse comme cellules initiatrices de tumeurs dans l’adénocarcinome gastrique, 

nos travaux nous permettent de proposer un schéma récapitulant les différentes étapes 

impliquant le recrutement, la différenciation et la transformation tumorale des MSC en 

réponse à l’infection par H. pylori (Figure 40).  

 

Figure 40. Schéma de l’implication des MSC dans la carcinogenèse gastrique due à H. pylori. 

1/ L’infection des cellules épithéliales gastriques par H. pylori induit 2/ la sécrétion de différents facteurs 
chimioattractants pour les MSC. 3/ La sécrétion de molécules pro-inflammatoires (comme le TNF") pourrait 
potentialiser cette sécrétion. 4/ Les MSC de la moelle osseuse sont stimulées par ce gradient de chimiokines et 
5/ migrent au site infectieux. 6/ Les MSC se différencient en cellules épithéliales par fusion ou trans-
différenciation et réparent les dommages créés par l’infection. 7/ L’infection par H. pylori interfèrerait sur la 
différenciation épithéliale préservant les propriétés de cellules souches des MSC. 8/ Les cellules fusionnées, 
dans un contexte infectieux et inflammatoire chronique, pourraient devenir génétiquement instables et acquérir 
des mutations. 9/ La perturbation de la différenciation associée aux instabilités génétiques permettrait à ces 
cellules de s’engager dans la transformation tumorale. De plus, 10/ les MSC recrutées pourraient jouer un rôle 
de soutien au niveau du stroma de la tumeur en inhibant 11/ la réponse immunitaire et 12/ en stimulant 
l’angiogenèse, favorisant le développement tumoral. 
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1.Nomenclature des cytokines 

Nomenclature Nom complet Alias Récepteurs connus

CXCL1 GRO-!, MGSA-!, MIP-2! CXCR2/CXCR1

CXCL2 GRO-#, MGSA-", MIP-2" CXCR2 

CXCL3 GRO-#, MGSA-# CXCR2 

CXCL8 Interleukine 8 CXCR1, CXCR2

CXCL12 SDF-1!/# CCR4

CX3CL1 Fractalkine, Neuroactine CX3CR1

CCL2 MCP-1 CCR2

CCL3 MIP-1! CCR1, CCR5

CCL4 MIP-1" CCR5

CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5

CCL22 MDC, STCP-1 CCR4

CCL25 TECK CCR9

BMP-2 Bone Morphogenetic Protein 2

BMP-4 Bone Morphogenetic Protein 4

BMP-7 Bone Morphogenetic Protein 7

EGF Epithelial Growth Factor urogastrone EGF-R (c-erbB)

FGF2 Fibroblast Growth Factor basic prostastropin FGFR 1b,1c,2c,3c,4

G-CSF Granulocyte Colony-Stimulating Factor pluripoietin, CSF-3

GM-CSF Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor pluripoietin-!, CSF-2

HDGF Hepatoma-Derived Growth Factor

HGF Hepatocyte Growth Factor Scatter facor, hepatopoietin MET

IGF (I,II) Insulin-like Growth Factor IGF-IR, IGF-IIR

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor 1

PDGF (AA, BB, AB) Platelet-derived Growth Factor PDGFR-!/"

TRAIL TNF-Related Apoptosis Ligand Apo2L DR4, DR5

VEGF Vascular Endothelial Growth factor VPF flt-1, flt-4

SCF Stem Cell Factor c-kit Ligand, MGF, Steel factor c-kit

TGF-# Transforming Growth Factor "  
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ABSTRACT 

Objective and design 

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSC) have the potential to differentiate into 

a variety of cell types and are a potential source for tissue repair in response to injury, 

particularly in gastrointestinal tract. Mechanisms of MSC differentiation in epithelial cells are 

controversial as fusion or trans-differentiation events may be evoked. Moreover, MSC-

derived epithelial cells may be responsible for development of gastrointestinal carcinoma. 

To evaluate the mechanisms of MSC differentiation, this study investigated the ability of 

MSC to differentiate into epithelial lineage after in vitro or in vivo coculture experiments with 

gastrointestinal epithelial cell lines. 

Results 

More than 11% of the MSC expressed epithelial markers after 8 days coculture with 

gastrointestinal epithelial cells. Epithelial differentiation mainly resulted from cellular and 

nuclear fusion events. MSC epithelial differentiation by fusion with gastric epithelial cells 

was confirmed in vivo in a mouse model of tumor xenograft.  

Conclusions 

MSC may acquire an epithelial phenotype after fusion with epithelial cells from 

gastrointestinal origin both in vitro and in vivo. The mechanism demonstrated herein 

reinforces the role of MSC in gastrointestinal epithelium repair and carcinogenesis. 
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INTRODUCTION

The continuous turnover of gastrointestinal mucosa is supported by the presence of stem cells 

in the gastric gland which can give rise to the different kinds of epithelial-cell lineage.[1, 2] 

However, several studies suggest that cells originating from extra-gastrointestinal sites 

participate in repopulation and re-epithelialization of damaged mucosa. Bone marrow 

transplantation with gender-mismatched cases showed that donor-derived cells can be 

retrieved in diverse non-hematopoietic tissues including the gastrointestinal tract (GIT). 

Donor-derived cells can be found in the esophagus, stomach, small intestine and colon at a 

frequency ranging from 0.6 to 4.6 percent of the nucleated cells in the epithelium.[3] These 

cells can be detected up to eight years after transplantation, suggesting their continuous 

renewal. In addition, analysis of biopsy samples from patients with grafts versus host disease 

or gastric ulcer revealed a close relationship between the number of repopulated donor-

derived cells and the clinical course of tissue regeneration. Other studies in mice using 

transplantation of bone marrow-derived cells (BMDC) confirmed these results of engraftment 

in the GIT after irradiation.[4, 5] BMDC engraftment was closely related to the level of 

damage after local irradiation in various tissues.[6] The mechanism by which BMDC can 

repopulate the epithelium of the GIT is not yet well understood, but BMDC may adopt the 

phenotype of intestinal cells by fusion with local epithelial cells after irradiation or in the 

context of intestinal cancer development.[7]  

BMDC include a minority population called mesenchymal stem cells (MSC). MSC are 

non-hematopoietic cells which were first isolated from bone marrow but retrieved from 

several tissues such as adipose tissue, amniotic fluid and umbilical cord blood.[8-11] In 

addition to their stromal role, MSC can trans-differentiate in vitro and in vivo into diverse 

cells like osteoblasts, chondrocytes, adipocytes, myocytes, tenocytes and possibly neural 
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cells.[4, 12, 13] All these data suggest that these cells may be good candidates for 

regenerative medicine.[14]  

On the other hand, MSC may also be involved in carcinogenesis.[15] First, MSC have the 

ability to home to the primary tumor site where they may be the source of tumor associated 

fibroblasts.[16] The role of MSC in tumor growth is a controversial issue as some studies 

showed an inhibition of tumor growth, whereas others observed enhancement or no 

effects.[15] MSC may also modulate angiogenesis and contribute to metastasis formation.[17] 

In addition, some cancers and particularly epithelial cancers can originate from MSC. Using 

the well-described Helicobacter felis infected mouse model of gastric cancer, chronic 

infection resulted in homing and differentiation of BMDC into gastric epithelial cells.[18] 

Infection led to the appearance of neoplasia arising from donor-MSC, suggesting that this 

population of cells is inherently vulnerable to malignant progression. Similar results were 

obtained in a rat model of Barrett’s esophagus where BMDC contributed to epithelial 

regeneration and were the source of metaplasia.[19] MSC may also play a role in the initiation 

and development of fibrosarcoma and Ewing’s sarcoma.[20, 21] 

To date, some in vivo studies in humans and animals shown that BMDC could be a source of 

epithelial cells in different tissues but very few studies included an in vitro demonstration of 

MSC differentiation into epithelial cells. These rare studies focused on differentiation into 

epithelial cells of the respiratory tract or undifferentiated epithelium but differentiation into 

gastrointestinal epithelial cells was not evaluated.[22-25] 

In order to better understand the role of MSC in the GIT epithelium repair and in the 

development of gastric carcinoma, this study aimed to evaluate the ability of bone marrow-

derived MSC to differentiate into gastrointestinal epithelial cells. 
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RESULTS

Characterization of isolated MSC from bone marrow. 

Human MSC cultures were established from bone marrow samples from two patients 

corresponding to PM7 and PM24 MSC. After isolation, BMDC exhibited fibroblast-like cell 

morphology, typical phenotypes and possessed self renewal properties (data not shown). The 

cells were submitted to trilineage differentiation protocols as previously described.[26] After 

chondrogenic induction, significant increases in aggregan (AGG), collagen type II (Col2), 

collagen type X (Col10) and cartilage oligomeric matrix protein (COMP) mRNAs were 

detected in both induced PM7 and PM24 MSC compared to non-induced cells (Fig 1.A). 

When cultured in an adipogenic medium, expression of peroxisome proliferator-activated 

receptor ! (PPAR !), lipoprotein lipase (LPL) and fatty acid binding protein 4 (FABP4) 

mRNAs was increased for both PM7 and PM24 MSC. In addition, differentiated cells 

displayed a positive staining of cytoplasmic lipid droplets with oil red O (Fig 1.B). Induction 

of osteogenesis in MSC resulted in an increase of osteocalcin (OC), alkaline phosphatase 

(AP), Runx2 and collagen type I (Col1) transcripts. Furthermore, mineralized nodular 

structures stained by alizarin red S appeared in differentiated cells (Fig 1.C). The two human 

bone marrow cell preparations obtained possessed morphological and differentiation 

properties of MSC. 

Human MSC can differentiate into epithelial cells of the gastrointestinal tract by 

a mechanism of cellular fusion. 

In order to study the ability of MSC to differentiate into gastric epithelial cells, PM7 MSC 

were cocultured with AGS gastric epithelial cells at a ratio of 8:1 in culture plates. bFGF 

which maintains stem cell fate was removed to facilitate differentiation.[27] Prior to 

coculture, MSC and AGS cells were transduced with lentiviral vectors encoding the 
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fluorescent proteins eGFP and DsRED, respectively. After 8 days of coculture, cells 

expressing both eGFP and DsRED appeared (Fig 2.A, white arrows). Interestingly, the 

presence of two or more nuclei was detected in most of these cells. These heterokaryons were 

probably the consequence of plasma membrane fusion between the two cell populations. In 

addition, these fused cells were positive for epithelial cytokeratins, whereas MSC alone were 

negative (pCK, Fig 2.A). In order to confirm that MSC could fuse or express epithelial 

specific markers after coculture with epithelial cells, the expression of a more specific 

epithelial marker, the Epithelial Specific Antigen (ESA) was evaluated. ESA was expressed at 

the cell surface of epithelial cells but not on the MSC (Fig 2.B). eGFP and DsRED double 

positive cells also expressed this specific epithelial cell marker (Fig 2.B). These fusion events 

were not restricted to AGS cells. Indeed, similar results were obtained by direct coculture of 

MSC with another digestive epithelial cell line, the colon carcinoma cell line HT-29. After 

coculture with DsRED transduced HT-29 cells, eGFP and DsRED double positive cells 

appeared, and these cells were positive for cytokeratins and ESA (Fig 2.A and 2.B). We 

confirmed by confocal microscopy and 3D reconstitution that cells expressing eGFP, DsRED 

and ESA were single cells, as shown by the 3 labellings on the same z-level (Fig 2.C).  

The same results were obtained using PM24 MSC (data not shown). We also verified that cell 

transduction by lentiviral vectors was not responsible for an increased capacity of cells to 

fuse. Using fluorescent dyes with high affinity for cellular membranes, MSC and AGS cells 

were labelled green or red with PKH2 or CM-Dil compounds, respectively. After coculture of 

PKH2-labelled MSC and CM-Dil-labelled AGS cells, results similar to those previously 

observed using lentivirally transduced cells were obtained (data not shown). 

To further confirm cell fusion, coculture of gender-mismatched MSC and AGS cells was 

performed, and sex chromosome contents were evaluated. For this purpose, the Fluorescence-

Immunophenotyping and Interphase Cytogenetics as a Tool for Investigation of Neoplasms 
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(FICTION) method, corresponding to Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) combined 

with immunofluorescence staining, was performed. First, verification that male MSC (PM7) 

and female epithelial cells (AGS) had a normal sex chromosome content was made 

(Fig 3.A-B). Cell coculture led to the appearance of multi-nucleated cells which were positive 

for pancytokeratins by immunostaining. Some of the cells contained two nuclei, one with an 

X and one with an Y (from male MSC) and the other with two X (from female AGS cell). 

This result indicated that a male MSC cell had fused with a female epithelial cell and that the 

two nuclei did not fuse (Fig 3.C). In addition, some cells contained a single nucleus with 

abnormal content, corresponding to one Y and three X chromosomes, indicating that one male 

MSC nucleus had fused with one female AGS nucleus (Fig 3.D). Finally, some cells 

expressed epithelial markers and contained only one nucleus with a male content, suggesting 

mitosis of fused multinucleated cells leading to mononucleated daughter cells (Fig 3.E). 

  

Fusion of human MSC and gastrointestinal cells occurs at a relatively 

important frequency in vitro.

To evaluate the frequency of MSC fusion with epithelial cells, eGFP MSC and DsRED AGS 

cells were cocultured for 8 days, harvested, immunostained for the surface epithelial marker 

ESA and analyzed by flow cytometry. First, AGS cells were DsRED and ESA double positive 

(Fig 4.A). As eGFP PM7 were not transduced with 100% efficiency, only eGFP positive cells 

were gated (Fig 4.B and 4.C, left panel). PM7 MSC alone were negative for DsRED and ESA 

staining (Fig 4.B). After an 8 day coculture, 6% of the initial eGFP positive PM7 cells 

expressed ESA and DsRED staining, corresponding to cells that underwent fusion events (Fig 

4.C). An additional 5.5% of eGFP positive, ESA positive but DsRED negative cells was 

found (Fig 4.C), possibly corresponding to 1) fused cells which lost their DsRED expression 

or 2) MSC fused with non-transduced epithelial cells as the DsRED transduction efficiency 
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was equal to 74.5% (Fig 4.A). Finally, 11.5% of eGFP MSC expressed the epithelial marker 

ESA (6% triple positive cells and 5.5% double positive cells, Fig 4.C), showing the strong 

ability of these cells to acquire an epithelial phenotype.  

Fusion of MSC and epithelial cells can be observed in vivo

We previously developed a model of tumor formation in immunodeficient Non Obese 

Diabetous/Shi-severe combined immunodeficiency/Interleukin-2R!
null

 (NOG) mice after 

xenograft of AGS cells. AGS cells alone or AGS cells mixed with MSC (AGS:MSC) at a 

ratio of 1:8 were xenografted by subcutaneous injection in NOG immunodeficient mice. 

Cellular engraftment and proliferation were followed by measuring tumor formation and 

growth. AGS cells alone or AGS:MSC were able to give rise to a tumor after 28 days. 

Interestingly, after 50 days, tumors in AGS:MSC injected mice appeared significantly smaller 

than tumors in mice injected with AGS cells alone (63 ± 8.0 vs 92 ± 18.7 cm²; p<0.05). This 

result suggests an anti-tumoral role of MSC. Fifty days post-injection, the mice were 

sacrificed and cells composing the tumors were analysed by FICTION. As shown in Fig 5.A, 

tumors were composed of nodules of human tumor cells surrounded by murine cells (ie not 

recognized in the human specific FISH experiment). Rare MSC-derived cells displaying a 

nucleus with one Y chromosome and expressing cytokeratins were observed (Fig 5.A and 5.B 

arrows). However, confocal microscopy revealed that some single cells had nuclei with 

abnormal content which may have resulted from a fusion event (nucleus with one Y and 

several X chromosomes) (Fig 5.C). In addition, cells from fresh tumors were dissociated and 

cultured on glass coverslips. Nuclei contents were analyzed by FISH, and fused cells were 

observed (Fig 5.D). These results indicate that fusion events led to viable cells able to adhere 

and grow ex vivo.  
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DISCUSSION 

BMDC could be the source of epithelial cells in gastrointestinal mucosa. Indeed, gender-

mismatched bone transplantation showed that donor cells could be recovered in non-

hematopoietic tissues and in the GIT of humans and mice.[3, 4, 7, 28] Engraftment of BMDC 

appears to be related to injury in diverse tissues, e.g. wounded skin,[29] kidney with damages 

from a variety of causes,[30] muscle fibers after chemically induced muscle degeneration or 

exercise-induced damage,[31, 32] cardiomyocytes after myocardial infarction,[33] liver after 

hepatic injury and irradiation [34, 35] or bleomycin-injured lung.[36] BMDC may be 

recruited in the GIT after Helicobacter infection, graft versus host disease, gastric ulcer, 

irradiation or esophagojejunostomy.[3, 6, 7, 18, 19] Therefore, two mechanisms of gastric 

tissue regeneration may coexist, one under physiological conditions carried by local stem cells 

and another under pathological conditions carried by BMDC after local stem cell failure. 

The mechanism of tissue repair by BMDC remains unclear, and no in vitro model to study 

these mechanisms has been proposed. 

In this study, we explored the capacity of MSC to differentiate into epithelial cells of the GIT. 

We showed that MSC could express epithelial markers such as cytokeratins and ESA when 

cultured with gastrointestinal epithelial cells. To date, very few articles have explored the in

vitro capacity of BMDC to differentiate into airway epithelial cells [23, 25, 37] or 

undifferentiated epithelium when cultured on semi-permeable supports [24] or in a growth 

factor enriched medium.[22] We were unsuccessful in reproducing these results, most likely 

due to the diversity of MSC preparations and culture parameters affecting the reproducibility 

of these experiments.[38] Nevertheless, we fulfilled the criteria proposed by the Mesenchymal 

and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy to define 

MSC.[39]  
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Cellular fusion is a predominant event in this differentiation process. These results were 

confirmed by FICTION experiments on gender-mismatched cocultured cells proving that not 

only cells but also nuclei were able to fuse. The observation of cells positive for eGFP and 

DsRED expression and displaying a single nucleus with a normal sexual content suggested 

that a fusion event may be followed by a normal mitosis. 

Fusion between BMDC and other tissue specific cells has already been showed as BMDC can 

fuse in vivo and in vitro with embryonic stem cells, myoblasts, hepatocytes in the liver, 

Purkinje neurons in the brain, cardiac muscle in the heart and airway epithelial cells.[12, 23, 

25, 40, 41] In these studies, the percentage of fused cells was very low: in the range of 

0.001% to 4%. Our study demonstrated a higher percentage (up to 6%) of fused cells, 

reinforcing the relevance of this phenomenon in the GIT. However, other studies showed that 

BMDC were not able to fuse with tissue specific cells such as lung, skin, pancreas, esophagus 

and liver but that they can acquire their phenotype by trans-differentiation.[19, 42, 43] In our 

model, fusion was however the predominant mechanism by which MSC can express epithelial 

markers.  

Fusion may be responsible for nuclei reprogramming of differentiated cells resulting in 

mitosis and selection for survival.[44] Human breast cancer cells harbor an abnormal number 

of centrosomes reinforcing the potential of cell fusion in cancer development.[45] Some 

authors suggested that fusion events are an obligatory step in the occurrence of cancer 

cells.[46] Cellular fusion could also play a role in metastasis. Indeed, fusion between 

melanoma cells and migratory macrophages led to hybrid cells expressing genes from both 

parents allowing a high number of metastases in mice.[47] Epithelial cells fused with MSC 

may undergo an epithelial to mesenchymal transition (EMT) promoting transformation to 

cancer cells.[48] On the other hand, cellular fusion could also be an anti-tumoral mechanism, 

DNA damages being repaired by fusion with a normal cell using a complementation-like 
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process. Indeed, reprogramming of somatic cells to a state of totipotency by transfer into 

oocytes is well known.[49] In our model, we showed that fusion of MSC with gastric 

epithelial cancer cells may delay tumor growth in vivo, suggesting an anti-tumoral role of 

MSC. Inhibition of tumor growth by MSC has already been evoked in some studies.[50, 51] 

However, this effect is controversial since other authors have found that MSC could favor or 

have no effects on tumor growth.[52-54]  

In a new model of gastric carcinogenesis, H. felis chronic infection in mice induced a 

repopulation of the stomach with MSC and these cells progressed through metaplasia, 

dysplasia and then to carcinoma.[18] In this context and considering our results, MSC fusion 

with epithelial cells may involve a reprogramming of the fused cells leading to the appearance 

of cancer stem cells. In addition, the immunosuppressive properties of MSC may confer an 

immune system escape ability to cancer cells resulting from cell fusion with MSC.[55] 

To investigate the role of MSC in the regeneration and/or transformation of the epithelium of 

the GIT, a better understanding of the MSC engraftment mechanism is necessary. Several 

studies showed that MSC migratory properties can be stimulated by growth factor such as 

RANTES, TRAIL, MCP1, interleukin 8 and tumor necrosis factor.[56-60] Expression of these 

markers has to be investigated in injured or Helicobacter infected gastric epithelial cell to 

explain the homing of MSC.  

In conclusion, we demonstrated that MSC may fuse with gastrointestinal epithelial cells 

without any extracellular stimulation. The models proposed allow the study of the 

differentiation mechanisms, the long term evolution of differentiated MSC and their potential 

role in carcinogenesis.  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Cell culture 

Human gastric carcinoma cell line AGS (CRL-1739, ATCC, Molsheim, France) and colon 

carcinoma cell line HT-29 (ACC 299, DSMZ collection, Braunschweig, Germany) were used. 

AGS cells were cultured in DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - nutrient 

mixture F12) and HT-29 in McCoy’s 5A medium, supplemented with 10% fetal calf serum 

(FCS) and antibiotics (100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin, all from Invitrogen, 

Cergy Pontoise, France).  

MSC cultures were established from bone marrow samples of donors undergoing hip 

replacement after obtaining their consent. Cells were plated at a density of 5x10
4
 cells/cm

2
 in 

Minimal Essential Medium " (Invitrogen) supplemented with 10% FBS, 1 ng/ml basic 

fibroblast growth factor (bFGF; R&D Systems, Lille, France) and antibiotics. At 

subconfluence, cells were harvested and plated at a density of 1000 cells/cm
2
. Samples from 

two donors, an 82 year old man and a 66 year old woman, were called PM7 and PM24, 

respectively. Cells were used between passages 3 to 9. 

Differentiation assays 

For chondrogenic differentiation, 2.5x10
5
 cells were centrifugated at 600 g for 5 min. The 

resulting pellets were cultured in DMEM supplemented with 0.1 #M dexamethasone, 

0.17 mM ascorbate-2-phosphate, 1% insulin-transferrin-sodium selenite supplement (all from 

Sigma) and 10 ng/ml of recombinant Transforming Growth Factor !3 (R&D Systems). The 

medium was changed every 2 to 3 days. Differentiation was assessed on day 21 by real-time 

reverse transcription PCR (RT-qPCR) on extracted mRNAs. 

For adipogenic differentiation, cells were plated at a density of 8x10
3
 cells/cm

2
. 

Adipogenic differentiation was induced in DMEM-F12 containing 5% newborn calf serum 
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(Invitrogen), 1 #M dexamethasone, 50 µM isobutyl-methylxanthine and 60 #M indomethacin 

(all from Sigma, l'Isle d'Abeau, France) with the media changed every 2 to 3 days. 

Differentiation was assessed on day 21 by visualization of lipid droplets after oil red O 

staining and by real-time RT-qPCR on extracted mRNAs. 

Osteogenesis was induced by culture at low density (2.5x10
3 

cells/cm
2
) in DMEM (4.5 g/l 

glucose) with 10% FCS, 10 mM !-glycerophosphate, 0.1 µM dexamethasone and 0.05 mM 

ascorbic acid (all from Sigma). The medium was changed every 3 days. Differentiation was 

assessed on day 21 by visualization of matrix calcification after Alizarin red S staining and by 

RT-qPCR on extracted mRNAs. 

RNA preparation and RT-qPCR 

MSC were pelleted at 4°C before RNA extraction. For chondrogenesis, micropellets were 

washed in PBS and mechanically dissociated. For adipogenic and osteogenic pathways, cells 

undergoing differentiation were rinsed with PBS and the lysis buffer was added on top of the 

cells. Total RNA was extracted using the RNeasy Kit according to the manufacturer’s 

recommendations (Qiagen S.A., Courtaboeuf, France). Chondrogenic differentiation was 

visualized by detection of AGG, Col2, Col10 and COMP mRNAs; adipogenic differentiation 

by detection of PPAR !, LPL and FABP4 mRNAs and osteogenic differentiation by OC, AP, 

Runx2 and Col1 mRNAs (personal data). RT-PCR was performed on day 21 as compared 

with undifferentiated MSC on day 0. 

Cellular labelling 

The eGFP encoding TMEW and the DsRED encoding TMDW lentiviral vectors were kindly 

provided by F. Moreau Gaudry (Vectorology Platform, University Victor Segalen 

Bordeaux 2, Bordeaux, France). Gastrointestinal epithelial cells (AGS and HT-29) and MSC 

were transduced respectively with lentiviral particles containing the vectors encoding DsRED 
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and eGFP at multiplicities of infections ranging from 1 to 20 (MOIs). Twenty-four hours after 

transduction, cells were harvested and transduction efficiency was measured by flow 

cytometry. Epithelial cell samples with 30% of DsRED positive epithelial cells were sorted by 

flow cytometry to obtain a homogeneous population (>70% of DsRED positive cells). 

Transduced MSC were not sorted to avoid passage-dependent derivations, and a stable 

population was maintained with 30% of eGFP positive cells corresponding to an MOI of 10. 

For staining with fluorescent chemical compounds, the PKH2 Green Fluorescent Cell Linker 

Kit (Sigma) and CM-Dil cell labelling solution (Vybrant, Invitrogen) were used according to 

the manufacturer’s recommendations. Briefly, cells were harvested and resuspended in 1 ml 

of labelling solutions (2 µl of PKH2 in Diluent A or 2.5 µl of CM-Dil in PBS) for the 

indicated time in manufacturer’s instructions. Cells were washed three times in culture 

medium with 10% FCS before use. 

Coculture experiments and fluorescent staining 

Coculture experiments of MSC and epithelial cells were performed at a ratio of 8:1 (20,000 

MSC:2,500 epithelial cells). Cells were cultures on glass coverslips for immunofluorescent 

stainings. Coculture experiments were performed for 8 days in DMEM supplemented with 

10% FBS and antibiotics and the medium was changed three times a week.  

For immunofluorescent staining, cells were washed twice with PBS to remove cellular debris, 

then fixed with 3% paraformaldehyde prepared in cytoskeletal buffer for 10 min and 

processed as previously described.[61] Primary and secondary antibodies were used at the 

following
 
concentrations: 1:100 for mouse anti-ESA antibodies (StemCell Technologies, 

Grenoble, France), 1:100 for mouse anti-pancytokeratin antibodies (Ozyme, St Quentin 

Yvelines, France), 1:500
 
for Alexa-647 labelled goat anti-mouse antibodies (Molecular 

Probes, Invitrogen), 1:10,000 for Hoechst 33342 compound (Molecular Probes, Invitrogen). 
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Coverslips were washed in water and mounted on microscope slides with Fluoromount 

mounting medium (Clinisciences SA, Montrouge, France). 

For FISH or FICTION protocol, cells were fixed in 3.7% formaldehyde solution in PBS for 

10 min and FISH for the alpha satellite centromeric region of chromosome X and the satellite 

III (Yq12) region of chromosome Y were performed according to manufacturer’s instructions 

(Abbott Molecular, Rungis, France). For FICTION protocol, coverslips were washed in PBS, 

and stained as previously described. Coverslips were mounted on microscope slides with 

DAPI II counterstain (Abbott Molecular). 

Cells were analyzed using a Nikon Eclipse 50i epi-fluorescence microscope (Nikon, 

Champigny sur Marne, France) equipped with the Nis Element acquisition software and a x40 

(numerical aperture, 1.3) oil immersion objective or a Leica DMI6000 confocal microscope 

(Leica Microsystems, Rueil Malmaison, France) equipped with the LEICA acquisition 

software and a x63 (numerical aperture, 1.4) oil immersion objective. Z-stack acquisitions 

were performed by 0.5 µm slicing.  

For flow cytometry analysis, cells were incubated at room temperature with mouse anti-ESA 

antibodies in PBS (1:100) for 20 min, washed and incubated with Alexa-647 labelled 

anti-mouse secondary antibodies in PBS (1:200) for 15 min. Cells were resuspended in PBS 

before being analyzed in a BD FACSCanto II flow cytometer using FACSDiva software (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France).  

In vivo xenografts 

For injections in immunodeficient NOG mice, PM7 MSC and AGS were mixed at a ratio of 

8:1 corresponding to 2,250,000 and 375,000 cells respectively. Control mice were injected 

with 375,000 AGS cells resuspended in 200 µl of 7 mg/ml Matrigel (BD Biosciences) in ice 

cold PBS. Four mice for each group were injected. Mice were anesthetized with 3% isofluran 

(Belamont, Boulogne Billancourt, France) before subcutaneous injection into the right flank. 
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Volumes of the neoforming tumors were measured each week. When tumor sizes reached 

100 mm², mice were sacrificed by cervical dislocation and tumors immediately harvested. 

Tumors were embedded in Optimal Cutting Temperature (OCT) compound (Sakura, 

Labonord, Villeneuve d’Asq, France) and snap frozen in cooled isopentane with liquid 

nitrogen. Tissues were stored at -80°C before being cut into 7 µm thick serial sections on a 

cryostat (Leica Microsystems, Nanterre, France). Tissue sections mounted on glass slides 

were processed as previously described.  

Some tumor samples were cultured on glass coverslips after dissociation. Briefly, after 

mechanical mincing, samples were dissociated by incubation with 0.1% collagenase and 

0.0125% hyaluronidase in PBS (all from Sigma) for 45 min at 37°C and filtered on a 70 µm 

cell strainer. Erythrocytes were lysed at 4°C for 10 min with 170 mM NH4Cl, 2 mM KHCO3 

and 0.1 mM ethylene-diamine-tetra-acetic acid (EDTA) before plating cells on glass 

coverslips. After a 24 h culture, cells were fixed with 3.7% formaldehyde and processed for 

stainings. 

Statistical analysis 

For in vivo experiments, quantification values represent the means of the quadruplicate ± 

standard deviation (SD). Significance was determined using the Student’s t-test. 
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FIGURES LEGENDS 

4 colour figures (1-2-3-5) and 1 black and white figure (4) 

Figure 1. Trilineage differentiation of MSC. Left panels show differentiation of PM7 and 

right ones show that of PM24. A/ Chondrogenic differentiation was visualized by detection of 

AGG, Col2, Col10 and COMP mRNAs using RT-PCR. B/ Adipogenic differentiation was 

visualized by PPAR !, LPL and FABP4 mRNAs using RT-PCR and Oil Red O staining of 

lipid droplets on day 0 (D0) and 21 (D21). C/ Osteogenic differentiation was visualized by 

OC, AP, Runx2 and Col1 mRNAs using RT-PCR and Alizarin Red S staining on day 0 (D0) 

and 21 (D21). RT-PCR were performed on day 21 as compared to undifferentiated MSC on 
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day 0 and normalized with RSP9 mRNAs. One representative experiment out of three is 

presented. Original magnification x50. Scale bar, 10µm. 

 

Figure 2. Immunofluorescent staining of epithelial markers in MSC co-cultured with 

gastro-intestinal epithelial cells in vitro. eGFP PM7 cells were cocultured with DsRED 

epithelial cells (AGS and HT-29 cell lines) for 8 days and fixed for immunofluorescent 

staining. A/ Cytokeratins (pCK) or B/ ESA primary antibodies were revealed with secondary 

AlexaFluor 647 labelled antibodies, and nuclei were stained with Hoechst 33342 compound. 

C/ Three-dimensional reconstruction of confocal laser microscopy imaging. Images shown 

represent maximum intensity projection on x-y of the z-stack and the projections of the 

orthogonal sections (1 and 2 dotted white lines) of the z-stack at the right sides of each 

images. First vertical panel shows colored merge image, whereas following are black and 

white channels alone. White arrows show MSC fused with epithelial cell and expressing 

cytokeratins. Scale bar, 10µm. 

 

Figure 3. FICTION analysis in a coculture of MSC and AGS cells. eGFP male MSC 

(PM7) cells were cultured with DsRED female epithelial cells (AGS cell lines) for 8 days and 

fixed. FISH (Y chromosome revealed with SpectrumGreen and X chromosome with 

SpectrumOrange) was performed before immunofluorescent staining. Cytokeratins were 

stained with secondary AlexaFluor 647 labelled antibodies, and nuclei were stained with 

DAPI. First vertical panel shows colored merge images, whereas following are black and 

white channels alone. Green arrows show Y chromosomes and red arrow X chromosomes. A-

B/ Male PM7 and female AGS cells have a normal chromosome content consisting of 1 X 

chromosome and 1 Y chromosome and 2 X chromosomes respectively. In PM7 / AGS 

cocultured cells: C/ example of one cell expressing cytokeratins and harboring one male and 
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one female nuclei; D/ example of one cell expressing cytokeratins and harboring one nucleus 

with 1 Y chromosome and 3 X chromosomes and E/ example of one cell expressing 

cytokeratins and harboring one nucleus with 1 Y chomosome and one X chromosome. Scale 

bar, 10µm. 

 

Figure 4. Quantification of fused MSC with epithelial cells. eGFP MSC (PM7) cells were 

cultured with DsRED epithelial cells (AGS cells) for 8 days, harvested, stained with anti-ESA 

antibodies and detected by secondary Alexa-647 antibodies and analyzed by flow cytometry. 

A/ AGS cells were 74.5% positive for DsRED and 99% positive for ESA staining. B-C/ eGFP 

positive cells were gated (left panel) to select MSCs derived cells. Inside eGFP positive cells, 

DsRED et ESA expressing cells were analyzed. B/ eGFP PM7 did not express ESA and were 

negative for DsRED staining. C/ Coculture of eGFP PM7 and DsRED AGS led to appearance 

of fused cells with phenotype eGFP+, DsRED+ and ESA+ (6% of eGFP+ cells).  

 

Figure 5. FICTION analysis of chromosome content of MSC and AGS cells in tumors 

resulting from mouse xenograft transplant cells. Male MSC and female AGS cells were 

injected subcutaneously in NOG mice in matrigel plug. After 50 days, mice were sacrificed 

and tumors resulting from transplant cells were processed and analyzed by FICTION as 

previously described. FISH (Y chromosome revealed with SpectrumGreen and X 

chromosome with SpectrumOrange) was performed before immunofluorescent staining. 

Cytokeratins were stained with secondary AlexaFluor 647 labelled antibodies, and nuclei 

were stained with DAPI. First vertical panel shows colored merge images, whereas following 

are black and white channels alone. A/ Tumors were composed of human cells expressing 

cytokeratins and human chromosomes surrounded by mice cells not detected by FICTION 

probes specific of human chromosomes. B/ Example of one male-derived cell expressing 
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cytokeratins. C/ Three-dimensional reconstitution of confocal laser scanning microscopy 

images. Images shown represent maximum intensity projection on x-y axis on the z-stack and 

the projections of the orthogonal sections (1 and 2 dotted white lines) of the z-stack at the 

right sides of each images. Male derived cells can exhibit a nucleus with an abnormal content 

(1 Y chromosome and 2 X chromosome). Z-sectionning projection indicate that the three sex 

chromosomes are on the level of only one nucleus. D/ FICTION experiment on cells 

dissociated from tumor after 24h culture in vitro. Male derived cells expressing cytokeratins 

possess abnormal chromosome content but are viable and adhere on coverslips. White bar, 

10µm. 
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3.Article 2 : Modulation of lymphocyte proliferation induced by gastric 

MALT lymphoma-associated H. pylori strains 

Ferrand J, Roumanes D, Pitard V, Moreau JF, Mégraud F et Lehours P 

Helicobacter (2008) 13(3): 167-73 

 

 

Les objectifs de cet article ont été de caractériser les effets sur la prolifération 

lymphocytaire de souches de H. pylori isolées de patients présentant un lymphome gastrique 

du MALT. La prolifération in vitro de lymphocytes humains purifiés à partir d’échantillons 

sanguins ou d’amygdales a ainsi été mesurée en présence de bactéries viables ou lysées par 

sonication. Les résultats obtenus ont permis de montrer que les souches de H. pylori associées 

au lymphome gastrique du MALT ne sont pas responsables d’une prolifération anarchique des 

lymphocytes B in vitro. En revanche, la prolifération de lymphocytes T stimulés par de la 

phytohémagglutinine et de l’IL 2 est inhibée lors de l’infection par H. pylori. 

L’immunosuppression observée pourrait jouer un rôle important dans la colonisation et la 

persistance bactérienne ainsi que dans l’apparition d’une prolifération non-contrôlée des 

lymphocytes B à l’origine du lymphome gastrique du MALT. 
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Abstract

 

Background: 

 

Helicobacter pylori 

 

infection leads to different chronic diseases,

suggesting that this bacterium can evade the host immune defense system. The

ability to control lymphocyte proliferation may be a mechanism leading to the

development of gastric pathologies. Our aim was to characterize the effects of

mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) associated 

 

H. pylori 

 

strains on

lymphocyte proliferation.

 

Materials and methods: 

 

We measured the in vitro proliferation of human

lymphocytes originally from blood or tonsil samples in the presence or absence

of viable bacteria or lysates.

 

Results: 

 

We showed that MALT lymphoma-associated strains are not likely to

be directly responsible for anarchical B-cell proliferation in vitro. On the other

hand, proliferation of prestimulated T lymphocytes was abolished in vitro by the

presence of all 

 

H. pylori 

 

strains, whether associated with MALT lymphoma or not.

 

Conclusion: 

 

Inhibition of T-cell proliferation may be of major importance in the

gastric colonization and in the persistence of the infection. Furthermore, this

inhibition may favor anarchical B-cell proliferation in vivo and predispose the

host to gastric MALT lymphoma, whereas MALT-associated 

 

H. pylori 

 

strains do

not appear to possess a specific capability to directly stimulate B-lymphocyte

proliferation.
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Helicobacter pylori

 

 is a gram-negative pathogen that

colonizes the human gastric mucosa of approximately

50% of the worldwide population. Most of those infected

develop a chronic gastritis but many remain asymptomatic.

Peptic ulcer disease occurs in only 10% of the infected

population, gastric adenocarcinoma in 1%, and gastric

mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma in

less than 0.1%. Gastric MALT lymphoma is the most

prevalent low-grade marginal zone lymphoma and its

observation was first made by Isaacson and Wright in 1983

[1]. 

 

H. pylori 

 

infection leads to formation of lymphoid

follicles composed of B cells responsible for initiating a

clonal expansion of centrocyte-like cells that form the

basic histology of MALT lymphoma [2].

Effects of 

 

H. pylori 

 

strains on lymphocyte proliferation

may be dual showing either enhancement or inhibition of

proliferation [3,4]. Gastric MALT 

 

H. pylori

 

-associated strains

effects are currently unknown.

First, the role of 

 

H. pylori 

 

strains on cell proliferation

from low-grade MALT lymphoma patients was studied by

Hussell et al. [4]. When B cells purified from gastric biopsies

of MALT lymphoma patients were co-cultured with

heat-killed 

 

H. pylori

 

, a proliferative response was observed.

Removal of T cells from the tumor cell suspension abol-

ished proliferation, indicating that tumor cells require T

cells for proliferation. The same team also showed that the

specificity of the response to 

 

H. pylori

 

 was linked to the

tumor-infiltrating T cells, since the tumor B cells alone

were unable to respond to the bacteria, suggesting that

MALT B-cell proliferation (early in the low grade) is driven

by T cells somehow activated by 

 

H. pylori 

 

antigens [5].

These findings were confirmed by showing the importance

of Th2 cytokines [6]. In addition, tumor growth may depend

on cancer cell evasion from T-cell-mediated cytotoxicity.

Gastric T-cell clones from MALT lymphoma showed an

impaired cytotoxicity, providing a possible explanation for

their enhanced helper activity on B-cell proliferation [7].

Proliferation may create conditions favoring genetic

instability and the apparition of structural abnormalities

leading to NF-

 

κ

 

B activation and apoptosis protection [8,9].
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The model of lymphocyte proliferation developed by

Hussell et al. [4] could be a very good model to test different

 

H. pylori 

 

strains and to identify virulence factors responsible

for B-cell proliferation. However, it is currently impossible

to reproduce this model because it involves a gastrectomy

and antibiotic treatment is now the usual treatment for

gastric MALT lymphoma. As the biologic material is therefore

no longer available, a new model of lymphocyte prolifera-

tion responding to gastric MALT lymphoma-associated

 

H. pylori 

 

strains needs to be developed to have a better

molecular understanding of pathogenesis.

Conversely, several studies have also shown a proliferation-

inhibiting capacity of 

 

H. pylori 

 

strains. Gebert et al. demon-

strated that bacteria could block proliferation of T cells

(Jurkat T cells and peripheral blood lymphocytes: PBL) by

inducing a G1/S cell cycle arrest [3]. The vacuolating

cytotoxin VacA was incriminated. VacA is a secreted

cytotoxin that causes vacuolar degeneration of epithelial

cells in vitro and which is believed to play a role in ulcer

formation by damaging gastric epithelium. VacA interferes

with T-cell activation in vitro by preventing calcium influx

and by inhibiting NF-AT activation [10]. A high concentration

of VacA (10–20 µg/mL) also inhibits the proliferation of

primary human CD4+ T cells [11]. However, the low levels

of VacA detected in gastric juice samples (20–800 pg/mL)

from 

 

H. pylori-

 

positive patients contradict these results

[12]. Other studies also highlighted an inhibitory effect of

 

H. pylori

 

, but the role of VacA was ruled out; the phenom-

enon was attributed to a noncharacterized protein present

in all 

 

H. pylori

 

 strains [13,14]. The immunosuppressive

factor, 

 

H. pylori 

 

γ

 

-glutamyl transpeptidase (HPGGT) was

recently identified by Schmees et al. [15].

Few data are available concerning the proliferative or

antiproliferative properties of gastric MALT lymphoma-

associated 

 

H. pylori 

 

strains. Therefore, our aim was to

determine the ability of these particular strains to stimulate

or to inhibit lymphocyte proliferation, in comparison to

strains isolated from patients with ulcers or gastritis. Con-

sequently, we also aimed to determine whether such strains

possess specific factors that drive cell proliferation and

therefore contribute to MALT lymphoma. We measured

the in vitro proliferation of human lymphocytes originally

from blood or tonsil samples in the presence or absence of

viable bacteria or lysates.

 

Material and Methods

 

Bacterial Strains

 

H. pylori 

 

strains J99 and 26695, isolated from patients with

peptic ulcer and gastritis and for which the complete

genome has been sequenced, were used. 

 

H. pylori

 

 strains

called “gastritis” were clinical isolates from gastric biopsy

samples from patients with gastritis [16]. The MALT

lymphoma 

 

H. pylori

 

 strains were isolated from gastric

biopsy samples taken from patients suffering from

low-grade gastric MALT lymphoma [16]. All 

 

H. pylori

 

strains were cultured on Wilkins–Chalgren agar plates

(Oxoid, Dardilly, France) supplemented with human

blood (10% v/v) and antibiotics (vancomycin, 10 µg/mL;

cefsulodin, 10 µg/mL; trimethoprim, 5 µg/mL; and fungizone,

10 µg/mL) under microaerobic conditions. Broth cultures

were carried out in brucella broth supplemented with fetal

calf serum (FCS) (Gibco, Invitrogen, Cergy Pontoise, France)

(10% v/v) and vancomycin (50 µg/mL).

The 

 

Escherichia coli

 

 strain was isolated from a patient at

the Bordeaux University Hospital (Bordeaux, France) on

bromocresolpurple agar plates (bioMérieux, Marcy l’Etoile,

France). 

 

Campylobacter jejuni 

 

type strain CIP 70.2 was

cultured on blood agar plates under microaerobic conditions

(bioMérieux).

For lysates, 

 

H. pylori 

 

strains were grown on agar plates at

37

 

°

 

C for 48 hours (24 hours for 

 

E. coli

 

 and 

 

C. jejuni

 

), washed

in phosphate-buffered saline (PBS, Invitrogen), and adjusted

to OD

 

600nm

 

 = 1 (corresponding to 2 

 

× 

 

10

 

8

 

 CFU/mL) in PBS.

Bacteria were sonicated (Vibra Cell, Sonics and Materials,

Meryin/Satigny, Switzerland) for eight cycles of 1 minute

on ice (power 4, frequency 70%). Lysates were spun down

at 11 000 

 

g

 

 for 10 minutes to remove remaining cells and

debris. Protein content of the supernatants was measured

using the Bradford assay (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,

France). Lysates were used at a final concentration of

20 µg/mL, after heat inactivation (70 

 

°

 

C for 20 minutes,

56 

 

°

 

C for 4 hours) or after trypsin digestion (0.025% w/v,

30 minutes) (Invitrogen).

 

Lymphocytes Sources

 

Lymphocytes were purified from tonsil samples obtained

at the Ear, Nose and Throat Department of Bordeaux

University Hospital or from peripheral blood samples

(peripheral blood lymphocytes) obtained from normal

blood donors (Etablissement Français du Sang Aquitaine

Limousin, Bordeaux, France).

Tonsillar lymphocytes and PBL were isolated by Ficoll

density-gradient centrifugation (Lymphoprep, Abcys, Paris,

France). The lymphocyte layer was aspirated, washed in

PBS, and resuspended in RPMI 1640 supplemented with

8% FCS and antibiotics (penicillin, 100 U/mL; streptomycin,

100 µg/mL). In addition, vancomycin (50 µg/mL) was

added for tonsil cells.

 

Cell Proliferation Assays

 

One million viable PBL or 2.5 

 

×

 

 10

 

5

 

 tonsil lymphocytes

were incubated in 24-well plates in 1 mL of RPMI 1640
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supplemented with 8% FCS and antibiotics (penicillin,

100 U/mL; streptomycin, 100 µg/mL), with bacteria in

their exponential growth phase at a multiplicity of infection

of 20 (MOI 20) corresponding to 20 

 

×

 

 10

 

6

 

 bacteria for

purified PBL (or 50 

 

×

 

 10

 

5

 

 for tonsil cells), or with sonicated

bacteria (20 µg protein/mL). The concentrations of bacteria

or lysates were adjusted in order to obtain the same

dilution factor for each condition.

T- and B-cell activators were used: 1 µg/mL phytohe-

magglutinin (PHA, Sigma, Lyon, France) associated with

20 IU/mL of interleukin 2 (IL-2) (Chiron, Suresnes, France)

or 1 µg/mL of pokeweed mitogen (PWM) (Sigma).

After a 48-hour incubation, cell proliferation was

measured by flow cytometry following bromodeoxyuridine

(BrdU) incorporation (BrdU Flow Kit, BD Biosciences,

Le Pont de Claix, France). Cells were stained with an

FITC-anti-BrdU monoclonal antibody before assessment

of fluorescence intensity with an FACSCalibur apparatus

(BD Biosciences) using the 

 

CELLQUEST

 

 software (BD

Biosciences). To determine background staining by the

FITC-conjugated antibody, cells were cultured in the

absence of BrdU but stained with anti-BrdU fluorescent

antibodies. Compared to this negative control, cells that

showed a positive fluorescence were considered to

synthesize DNA and to proliferate. Statistical significance

(indicated by an asterisk) was determined using the

Student’s 

 

t

 

-test.

To determine the nature of proliferating T cells by flow

cytometry, we used phycoerythrin-conjugated anti-CD3

antibody (BD Biosciences) according to the manufacturer’s

instructions.

 

Results

 

Direct Role of 

 

H. pylori

 

 on Stimulation of 

Lymphocyte Proliferation

 

H. pylori

 

’s ability to induce lymphocyte proliferation was

tested on PBL and tonsillar lymphocytes. We examined the

effect of 20 µg/mL samples of lysates from 14 strains

associated with MALT lymphoma, four strains associated

with chronic gastritis, and the two reference strains J99

and 26695. Normal PBL were obtained from four individuals

including two 

 

H. pylori 

 

positives. 

 

H. pylori

 

 status was

determined by ELISA Pyloriset EIA-G III (Kit Orion

Diagnostica, Espoo, Finland). The results are presented in

Fig. 1. As a positive control, lymphocyte proliferation was

measured after 48 hours of culture in the presence of PHA

and IL-2 for T cells or PWM alone for B cells (BrdU-positive

cell mean of 23.58 ± 5.27% for PHA+IL-2 and 12.62 ± 0.49%

for PWM; 

 

p

 

 < .05 when compared to unstimulated

lymphocytes). After 48 hours of culture with lysates,

1.34 ± 0.37% of the total cells were BrdU positive in the

presence of 

 

E. coli

 

, 0.79 ± 0.19% for 

 

C. jejuni

 

, 0.26 ± 0.23%

for gastritis-associated 

 

H. pylori

 

 strains, 0.38 ± 0.39% for

J99, and 0.24 ± 0.24% for MALT-associated strains. In

comparison, 0.26 ± 0.30% of the total cells were BrdU

positive when challenged with PBS alone. These results

were not statistically significant, with a 

 

p

 

 > .05 for all of the

bacterial strains tested. Similar results were obtained with

PBL co-cultured with viable (MOI = 20) or with tonsil

lymphocytes co-cultured with lysates or viable bacteria

(data not shown). To avoid the risk of excessive protein

Figure 1 Effects of bacterial Helicobacter pylori lysates on peripheral blood lymphocyte (PBL) proliferation. The effects of bacterial Helicobacter pylori

lysates were studied on PBL proliferation. H. pylori lysates were obtained from five gastritis strains including the reference strain 26695, the reference ulcer

strain J99, and 14 gastric MALT lymphoma strains. Lymphocytes were purified from human blood samples and incubated with bacterial lysates (20 µg/mL).

Proliferation was determined by BrdU incorporation after 48 hours. Effects of lysates were compared to unstimulated PBL (in PBS only) and stimulated PBL

in presence of mitogens: PHA+IL-2 (1 µg/mL and 20 IU/mL, respectively) for T cells and pokeweed mitogen (PWM) (1 µg/mL) for B cells. Quantification values

correspond to the means of four different experiments with standard deviations. *: p < .05 as compared to the control.
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lysate concentrations that could promote an inhibitory

effect instead of a proliferative one, proliferation assays

were first performed with a range of lysate concentrations

from 0.5 to 20 µg/mL. Even at the lower concentration, no

proliferation was observed (data not shown).

 

Direct Role of 

 

H. pylori

 

 on Inhibition of 

T-lymphocyte Proliferation

 

The ability of MALT lymphoma-associated 

 

H. pylori 

 

strains

to inhibit T-cell proliferation was examined next, after

setting up a specific T-cell proliferation assay based on PHA

polyclonal proliferation in the presence of recombinant

human IL-2. After a 48-hour incubation in the presence of

PHA+IL-2, 20.13 ± 0.92% of the total cells were BrdU

positive. Among these proliferating cells, 83.50 ± 0.50%

were CD3 positive and were consequently considered as

proliferating T lymphocytes. At the culture onset, T cells

corresponded to 74.53 ± 0.02% of the total cells and were

verified as not proliferating in the absence of PHA+IL-2.

Seventeen viable 

 

H. pylori 

 

strains (MOI = 20) associated

with MALT lymphoma were tested on PHA+IL-2-activated

PBL and compared to five viable gastritis-associated strains

(including 26695), J99, and 

 

E. coli 

 

and 

 

C. jejuni

 

 control

strains. PBL were obtained from six patients, including

three 

 

H. pylori 

 

positives. Results are expressed as the

percentage of proliferation obtained in the presence of the

added bacteria compared to 100% when the proliferation

was obtained with PHA+IL-2 alone (Fig. 2). The percentage

of proliferating cells after T-cell stimulation and co-incubation

with viable bacteria was 5.5 ± 5.7% (

 

p = 

 

2 

 

×

 

 10

 

–8

 

) for MALT

strains, 12.4 ± 6.4% (

 

p = 

 

6 

 

×

 

 10

 

–4

 

) for gastritis strains, and

11.7 ± 15.7% (

 

p = 

 

8 

 

×

 

 10

 

–3

 

) for the ulcer-associated strain,

whereas unstimulated cells did not proliferate (1.06 ± 1.02%

of positive controls, 

 

p

 

 = 6 

 

×

 

 10

 

–7

 

). In contrast, 

 

E. coli

 

 or

 

C. jejuni

 

 did not lead to an inhibition of lymphocyte prolif-

eration induced by the addition of PHA+IL-2, but to its

potentiation (131.7 ± 0.25% (

 

p = 

 

6 

 

×

 

 10

 

–5

 

) and 119 ± 22.7%

(

 

p = 

 

.4, none statistically significant), respectively). As the

inhibition of lymphocyte proliferation induced by 

 

H. pylori

 

could be linked to an impoverishment of the medium due

to the bacteria itself, lymphocytes were then co-cultured

with bacterial lysates. Thirteen 

 

H. pylori 

 

lysates from MALT

strains, six from gastritis strains and one from J99 were

tested on PBL from four patients, including two 

 

H. pylori

 

positive (Fig. 2). The mean percentage of BrdU-positive

cells was 8.2 ± 7.4% (

 

p = 

 

1.5 

 

×

 

 10

 

–5

 

) for the MALT lysates,

2.2 ± 1.4% (

 

p = 

 

2 

 

×

 

 10

 

–4

 

) for the gastritis lysates, and

5.1 ± 0.7% (

 

p = 

 

2 

 

×

 

 10–4) for the J99 lysate, compared to

100% for the positive control. In comparison, proliferation

rates obtained with lysates from E. coli and C. jejuni

were similar again 107.9 ± 3.1% (p = .12) and 104 ± 0.0%

(p = .09), respectively, compared to the positive control.

In order to check whether the inhibition of proliferation

could be due to an artifactual death of the cells, they were

stained with trypan blue after 48 hours of co-culture with

lysates or viable bacteria. No difference between the death

rates under all of the conditions tested: PBS alone, lysates,

or viable bacteria, was observed (average of 26 ± 10%

dead cells).

In addition, because proliferation inhibition could be

due to a cross-linking between H. pylori and the T-cell

activator PHA, resulting in a decreased availability of the

mitogen for the lymphocytes, the inhibitory effect of

lysates and viable bacteria was evaluated by its addition to

the culture medium 24 hours after addition of PHA+IL-2.

Under these conditions, the inhibition of lymphocyte

proliferation after co-culture for another 24 hours was not

Figure 2 Effects of bacterial Helicobacter pylori

lysates on peripheral blood lymphocyte (PBL)

proliferation inhibition. PBLs were stimulated

with PHA+IL-2 (1 µg/mL and 20 IU/mL) and

further co-incubated with lysates (20 µg) or

viable bacteria (MOI = 20). Proliferation was

determined by BrdU incorporation after 24 hours

of co-culture. Helicobacter pylori lysates were

obtained from five gastritis strains including

the reference strain 26695, the reference ulcer

strain J99, and 17 gastric MALT lymphoma strains.

Results are expressed as the percentage of the

proliferative response obtained in the presence

of lysate or viable bacteria compared to the

100% obtained without bacterial components

for six blood samples. *: p < .05 as compared

to the stimulated control.
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altered and was comparable to the aforementioned con-

ditions (56 ± 5.9% inhibition compared to the positive

control, data not shown).

Characterization of the Factor Inhibiting 

T-lymphocyte Proliferation

Since the crude proliferation inhibitory actions of MALT-

associated H. pylori strains were similar, the results of

inhibitory assays of four different strains (three MALT

lymphoma strains and the reference strain J99) were

pooled. The inhibitory effects on PBL proliferation were

tested after various chemical or physical treatments. The

proliferation was restored to nearly 70% of the positive

control (p = 5 × 10–4) after only 30 minutes in trypsin at

0.025%, which suggests a trypsin-resistant residual inhibitory

activity in comparison to the control. However, there was

no significant difference between trypsin alone and

trypsin-digested lysates (p = .59, not shown). The inhibitory

effect also disappeared after heat inactivation for 4 hours

at 56 °C or 20 minutes at 70 °C. Indeed, addition of the

previously treated lysates had no effect on T-lymphocyte

proliferation as it was restored to a level close to the

positive control (PHA+IL-2) and was statistically significant

when compared to stimulated lymphocytes incubated

with untreated lysates (p = 9 × 10–5 and 1 × 10–9 for 56 °C

and 70 °C heat inactivated lysates) (Fig. 3).

Discussion

Although the causal role of H. pylori chronic infection in

the development of gastric MALT lymphoma has been

clearly proven, the mechanism of immune defense evasion

remains unknown. The use of a model of lymphocyte

proliferation induced by H. pylori strains was therefore

central to the study of H. pylori infection in general and of

the gastric MALT lymphoma mechanism in particular.

Based on the work of Hussell et al., PBL and tonsil cell

proliferation was tested in the presence of various H. pylori

strains, including numerous strains isolated from MALT

lymphoma patients [4]. In contrast to this previous study,

no lymphocyte proliferation was observed in our co-culture

model with viable bacteria or bacterial lysates. Several

hypotheses can be proposed to explain this discrepancy.

First, the lymphocytes tested by Hussell et al. were

originated from stomach walls and were obtained during

gastrectomy surgery on patients suffering from MALT

lymphoma, whereas the lymphocytes used in the present

study were purified from blood or tonsil samples from

normal subjects. Indeed, lymphocytes present in gastric

MALT lymphoma tumors are essentially B cells [17],

whereas PBL are essentially T cells and tonsil lymphocytes

have the same proportion of both B and T cells [18].

Because similar results were obtained between our two

sources of lymphocytes, the absence of proliferation could

not be explained by a low level of B cells present in our

biologic tissues.

Second, a possible and simple reason for the discrepancy

in Hussell et al.’s study is that they used heat-killed

H. pylori instead of lysates or viable bacteria. We believe

that sonication results in a better disruption of bacteria

than heat killing because the risk of protein denaturation

is lower. We also verified that our lysates always possessed

some enzymatic activities like urease and catalase. Finally,

on a limited number of heat-killed bacteria, similar results

to lysates and viable bacteria were obtained (data not

shown).

Third, the spectrum of cell responses displayed by

lymphocytes from peripheral blood does not necessarily

reflect the pattern of cell responses displayed by lymphocytes

present at the site of infection. Di Tommaso et al. analyzed

the specificity and functions of CD4+ T lymphocytes from

both peripheral blood and gastric biopsies of patients with

chronic H. pylori infection, but not of patients with MALT

lymphoma [19]. They suggested that there was no

compartmentalized expansion of T cells with a particular

specificity and function at the site of tissue injury, as

Figure 3 Effects of protease and heating on the inhibition properties of

H. pylori lysates. Peripheral blood lymphocytes (PBL) were stimulated

with PHA+IL-2 and further co-incubated with 20 µg/mL of H. pylori lysates

(three gastric MALT-associated strains and J99) after various treatments.

Protease digestion was carried out using trypsin for 30 minutes. The

samples were heated for 4 hours at 56 °C or for 20 minutes at 70 °C.

Proliferation was determined by BrdU incorporation after 24 hours of

co-culture. Results are expressed as the percentage of the proliferative

response obtained in the presence of lysate compared to the 100% obtained

without bacterial components for one blood sample. *: p < .05 as compared

to stimulated lymphocytes incubated with untreated lysates.
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demonstrated for other infections such as hepatitis C [20],

and that H. pylori-specific CD4 T cells are detectable both in

the peripheral blood and in the gastric mucosa of infected

patients [19]. If indeed the ability of lymphocytes to

proliferate in the presence of H. pylori was restrained

to bacteria-specific cells, it should have been feasible to

obtain a proliferation model on PBL from infected patients.

However, this may not be the case as we did not observe

any difference between T lymphocytes from infected or

noninfected individuals.

Fourth, differences could be due to the genetic back-

ground of the patients. Lymphocytes purified from MALT

lymphomas may possess genetic or phenotypic differences

compared to those from healthy patients used here. How-

ever, we tested the proliferation ability of infected

lymphocytes from an H. pylori-positive patient with MALT

lymphoma. Lymphocytes were collected from antral and

fundic biopsies, but we obtained too few lymphocytes

to carry out meaningful experiments. Nevertheless, one

H. pylori MALT lymphoma strain was tested on these

lymphocytes and did not lead to a significant proliferation

(not shown). Such an exciting approach can only be done

after partial or total gastric mucosal resection and therefore

cannot be proposed for ethical reasons.

Finally, the cytokinic and cellular environment present

in the gastric wall must be considered. A Th2 response

(IL-4, IL-10) seems to be important in the context of

gastric MALT lymphoma [6]. Indeed, BALB/c mice in

which a Th2 response is predominant are a good model of

Helicobacter infection, including H. pylori infection, leading

to gastric MALT lymphoma [21]. Conversely, a Th1

response (IFN-γ, TNF-α, IL-12) is believed to be more

frequently associated with peptic ulcer disease [7,22].

Moreover, studies have shown that the presence and

number of dendritic cells are closely linked with gastric

MALT lymphoma and, in particular, with the predictive

treatment outcome [23].

The combination of these observations indicates that a

more complex in vitro model of lymphocyte proliferation,

which would include antigen presenting cells like dendritic

cells and/or addition of Th2 cytokines in the culture

medium, should be developed to better understand the

pathomechanism of H. pylori infection.

On the other hand, the persistence of H. pylori infection

appears to be a prerequisite for the development of gastric

pathologies, particularly for gastric MALT lymphoma.

Previous studies showed that H. pylori suppresses the in

vitro proliferative response of human T cells to mitogens,

but the ability of MALT-associated strains to do so was not

evaluated, and the importance of this mechanism in this

cancer is not known.

The inhibition of proliferation observed in this study was

not related to a particular bacterial strain class (ulcer,

gastritis, or MALT-associated strains), leading to the

conclusion that these bacteria contain a ubiquitous moiety

mediating this effect.

Because this effect was observed with sonicates as well

as with viable bacteria, a toxic role of sonicates can be

excluded. In this study, the inhibition of lymphocyte

proliferation was not correlated with cellular death, as

suggested by Betten et al. [24]. The mechanism is pre-

sumably similar to that described by Gebert et al., i.e. a G1

phase T-cell arrest [3]. A hypothesis to explain this arrest

is an IL-2 depletion [25]. However, according to Schmees

et al., our study does not confirm this conclusion since

the culture medium was supplemented with a saturated

amount of exogenous IL-2 [15]. In this context, we can

conclude that all of the H. pylori strains, even those associated

with gastric MALT lymphoma, are able to inhibit T-cell

proliferation. The immunosuppressive factor could be

H. pylori γ-glutamyl transpeptidase, recently identified by

Schmees et al. [15].

The H. pylori inhibitory effect on T lymphocytes may be

of major importance in gastric colonization and persistence

of the infection. Concerning H. pylori infection and, in

particular, gastric MALT lymphoma, an inhibition of T-cell

proliferation may lead to an unregulated B-cell prolifera-

tion and may easily predispose the host to developing the

disease. Indeed, the importance of modulations in T-cell

regulation has already been shown in vivo in gastric MALT

lymphoma tumor-infiltrating T cells which have an impaired

cytotoxicity [26]. Therefore, an impaired cytotoxic regula-

tion of B-cell growth associated with an inhibition of T-cell

proliferation may well play an important role in lymphoma

development. Furthermore, the combination of both

proliferative and antiproliferative properties could lead

to an imbalanced induction and proliferation of B cells,

increasing the risk of neoplastic transformation and the

development of low-grade gastric MALT lymphoma.

Further studies focusing on the genetic background, the

role of cytokines and the cellular context are required to

explain the mechanism underlying this disease.

The study was financially supported by the Institut de Recherche

des Maladies de l’Appareil Digestif (IRMAD), the Association pour

la Recherche contre le Cancer (ARC) as well as the Conseil

Régional d’Aquitaine. The authors would like to thank Dr Devars

from the ENT Department of Bordeaux Hospital for providing

tonsils and Dr Ferrer from the Etablissement Français du Sang

Aquitaine-Limousin.

References

1 Isaacson P, Wright DH. Malignant lymphoma of mucosa-

associated lymphoid tissue. A distinctive type of B-cell lymphoma. 

Cancer 1983;52:1410–6.

2 Ahmad A, Govil Y, Frank BB. Gastric mucosa-associated lymphoid 

tissue lymphoma. Am J Gastroenterol 2003;98:975–86.



Ferrand et al. H. pylori and Lymphocyte Proliferation

© 2008 The Authors

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 13: 167–173 173

3 Gebert B, Fischer W, Weiss E, Hoffmann R, Haas R. Helicobacter 

pylori vacuolating cytotoxin inhibits T lymphocyte activation. 

Science 2003;301:1099–102.

4 Hussell T, Isaacson PG, Crabtree JE, Spencer J. The response of 

cells from low-grade B-cell gastric lymphomas of mucosa-

associated lymphoid tissue to Helicobacter pylori. Lancet 

1993;342:571–4.

5 Hussell T, Isaacson PG, Crabtree JE, Spencer J. 

Helicobacter pylori-specific tumour-infiltrating T cells provide 

contact dependent help for the growth of malignant B cells in 

low-grade gastric lymphoma of mucosa-associated lymphoid 

tissue. J Pathol 1996;178:122–7.

6 Greiner A, Knorr C, Qin Y, et al. Low-grade B cell lymphomas of 

mucosa-associated lymphoid tissue (MALT-type) require 

CD40-mediated signaling and Th2-type cytokines for in vitro 

growth and differentiation. Am J Pathol 1997;150:1583–93.

7 D’Elios MM, Amedei A, Manghetti M, et al. Impaired T-cell 

regulation of B-cell growth in Helicobacter pylori-related gastric 

low-grade MALT lymphoma. Gastroenterology 1999;117:1105–12.

8 Auer IA, Gascoyne RD, Connors JM, et al. t(11;18)(q21;q21) is the 

most common translocation in MALT lymphomas. Ann Oncol 

1997;8:979–85.

9 Uren AG, O’Rourke K, Aravind LA, et al. Identification of 

paracaspases and metacaspases: two ancient families of 

caspase-like proteins, one of which plays a key role in MALT 

lymphoma. Mol Cell 2000;6:961–7.

10 Boncristiano M, Paccani SR, Barone S, et al. The Helicobacter pylori 

vacuolating toxin inhibits T cell activation by two independent 

mechanisms. J Exp Med 2003;198:1887–97.

11 Sundrud MS, Torres VJ, Unutmaz D, Cover TL. Inhibition of 

primary human T cell proliferation by Helicobacter pylori 

vacuolating toxin (VacA) is independent of VacA effects on IL-2 

secretion. Proc Natl Acad Sci USA 2004;101:7727–32.

12 Shirasaka D, Aoyama N, Sakashita M, et al. Relationship 

between gastric ulcer and Helicobacter pylori VacA detected 

in gastric juice using bead-ELISA method. Helicobacter 2002;7:281–

6.

13 Gerhard M, Schmees C, Voland P, et al. A secreted 

low-molecular-weight protein from Helicobacter pylori induces 

cell-cycle arrest of T cells. Gastroenterology 2005;128:1327–39.

14 Knipp U, Birkholz S, Kaup W, Opferkuch W. Partial 

characterization of a cell proliferation-inhibiting protein produced 

by Helicobacter pylori. Infect Immun 1996;64:3491–6.

15 Schmees C, Prinz C, Treptau T, et al. Inhibition of T-cell 

proliferation by Helicobacter pylori gamma-glutamyl transpeptidase. 

Gastroenterology 2007;132:1820–33.

16 Lehours P, Menard A, Dupouy S, et al. Evaluation of the 

association of nine Helicobacter pylori virulence factors with strains 

involved in low-grade gastric mucosa-associated lymphoid tissue 

lymphoma. Infect Immun 2004;72:880–8.

17 Matsushima Y, Kinoshita Y, Fukui H, et al. Immunological and 

molecular analysis of B lymphocytes in low-grade MALT 

lymphoma of the stomach. Are there any useful markers for 

predicting outcome after Helicobacter pylori eradication? J 

Gastroenterol 2002;37:428–33.

18 Hsu SM, Cossman J, Jaffe ES. Lymphocyte subsets in normal 

human lymphoid tissues. Am J Clin Pathol 1983;80:21–30.

19 Di Tommaso A, Xiang Z, Bugnoli M, et al. Helicobacter pylori-specific 

CD4+ T-cell clones from peripheral blood and gastric biopsies. 

Infect Immun 1995;63:1102–6.

20 Minutello MA, Pileri P, Unutmaz D, et al. Compartmentalization 

of T lymphocytes to the site of disease: intrahepatic CD4+ T cells 

specific for the protein NS4 of hepatitis C virus in patients with 

chronic hepatitis C. J Exp Med 1993;178:17–25.

21 Mueller A, O’Rourke J, Grimm J, et al. Distinct gene expression 

profiles characterize the histopathological stages of disease in 

Helicobacter-induced mucosa-associated lymphoid tissue 

lymphoma. Proc Natl Acad Sci USA 2003;100:1292–7.

22 Bamford KB, Fan X, Crowe SE, et al. Lymphocytes in the human 

gastric mucosa during Helicobacter pylori have a T helper cell 1 

phenotype. Gastroenterology 1998;114:482–92.

23 Mueller A, O’Rourke J, Chu P, et al. The role of antigenic drive and 

tumor-infiltrating accessory cells in the pathogenesis of 

helicobacter-induced mucosa-associated lymphoid tissue 

lymphoma. Am J Pathol 2005;167:797–812.

24 Betten A, Bylund J, Christophe T, et al. A proinflammatory 

peptide from Helicobacter pylori activates monocytes to induce 

lymphocyte dysfunction and apoptosis. J Clin Invest 

2001;108:1221–8.

25 Meyer F, Wilson KT, James SP. Modulation of innate cytokine 

responses by products of Helicobacter pylori. Infect Immun 

2000;68:6265–72.

26 Koulis A, Diss T, Isaacson PG, Dogan A. Characterization of 

tumor-infiltrating T lymphocytes in B-cell lymphomas of 

mucosa-associated lymphoid tissue. Am J Pathol 1997;151:1353–

60.





 

4.Article 3 : Evaluation of the clinical significance of homB, a novel 

candidate marker of Helicobacter pylori strains associated with peptic 

ulcer disease 

Oleastro M, Cordeiro R, Ferrand J, Nunes B, Lehours P, Carvalho-Oliveira I, 
Mendes A. I, Penque D, Monteiro L, Megraud F et Menard A 

 
The Journal of Infectious Diseases (2008) 198(9): 1379-87 

 
 
 Les objectifs de cet article ont été d’étudier l’importance clinique de l’expression du 

gène homB par H. pylori. L’étude de 190 souches de H. pylori a permis de montrer que la 

présence de homB est significativement associée à l’ulcère peptique chez l’enfant et l’adulte. 

Le gène homB est également associé à la présence des gènes cagA, babA2, vacAs1, hopQI et 

oipA « on » codant des facteurs de virulence connus de H. pylori. Enfin, des souches de 

H. pylori inactivées pour le gène homB présentent une capacité à induire une secrétion d’IL 8 

par les cellules épithéliales gastriques humaines réduite, ainsi que des capacités d’adhérence 

limitées. Ainsi, homB peut être considéré comme un comarqueur des souches de H. pylori 

associées avec l’ulcère peptique. Ces résultats suggérent fortement que la protéine HomB est 

impliquée dans l’adhérence bactérienne et dans la réponse inflammatoire des cellules 

épithéliales, constituant ainsi un nouveau facteur de virulence putatif. 
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Evaluation of the Clinical Significance of homB,
a Novel Candidate Marker of Helicobacter pylori
Strains Associated with Peptic Ulcer Disease

Mónica Oleastro,1,4 Rita Cordeiro,1 Jonathan Ferrand,4,5 Baltazar Nunes,3 Philippe Lehours,4,5 Isabel Carvalho-Oliveira,2

Ana I. Mendes,2 Deborah Penque,2 Lurdes Monteiro,1 Francis Mégraud,4,5 and Armelle Ménard4,5

Departamento de 1Doenças Infecciosas and 2Genética and 3Departamento de Epidemiologia, Instituto Nacional Saúde Dr Ricardo Jorge, Lisbon,

Portugal; 4INSERM U853 and 5Laboratoire de Bactériologie, Université Victor Segalen Bordeaux 2, Bordeaux, France

Background. homB codes for a putative Helicobacter pylori outer membrane protein and has previously been
associated with peptic ulcer disease (PUD) in children.

Methods. A total of 190 H. pylori strains isolated from children and adults were studied to evaluate the clinical
importance of the homB gene. In vitro experiments were performed to identify HomB mechanisms of bacterial
pathogenicity.

Results. Characterization of the isolates demonstrated that homB was significantly associated with PUD in 86
children (odds ratio [OR], 7.64 [95% confidence interval {CI}, 2.65–22.05]) and in 32 adults ¶40 years of age (OR,
11.25 [95% CI, 1.86 – 68.13]). homB was correlated with the presence of cagA, babA2, vacAs1, hopQI, and oipA “on”
genotype (P , .001). The HomB protein was found to be expressed in the H. pylori outer membrane and was noted
to be antigenic in humans. H. pylori homB knockout mutant strains presented reduced ability to induce interleukin-8
secretion from human gastric epithelial cells, as well as reduced capacity to bind to these cells. Both of these functions
correlated with the number of homB copies present in a strain.

Conclusion. homB can be considered a comarker of H. pylori strains associated with PUD. Moreover, results
strongly suggest that HomB is involved in the inflammatory response and in H. pylori adherence, constituting a novel
putative virulence factor.

Helicobacter pylori is the major causative agent of peptic

ulcer disease (PUD), chronic active gastritis, gastric car-

cinoma, and gastric mucosa-associated lymphoid tissue

(MALT) lymphoma [1]. Progression to more-severe

disease occurs only in some infected individuals and de-

pends on a number of factors, including host genetic

susceptibility, environmental factors, and differences in

the virulence of H. pylori strains. To date, the best rec-

ognized bacterial marker of H. pylori pathogenicity is

cagA. The cagA gene is a marker for the cag pathogenicity

island (cagPAI), which, when intact, encodes the com-

ponents of a type IV secretion system responsible for

delivering the CagA protein into the cytoplasm of the

host cell, where it becomes tyrosine phosphorylated and

initiates changes in cell signalling, coupled with induc-

tion of the proinflammatory interleukin (IL)– 8 [2].

The onset of H. pylori infection occurs primarily dur-

ing childhood [3], but severe gastroduodenal diseases

appear primarily in adulthood, after a long-term infec-

tion [4, 5]. In young children, the development of a pep-

tic ulcer occurs soon after H. pylori infection, suggesting

that the implicated strain may be potentially more

pathogenic. A putative ulcer-associated outer mem-

brane protein (OMP), jhp0870, was recently identified,

by means of subtractive hybridization, in an H. pylori

strain isolated from a young child presenting with a du-

odenal ulcer [6].

The jhp0870 open-reading frame (ORF), homB, is

90% identical to another member of the H. pylori OMPs,
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the jhp0649 ORF homA, with the differences between the two

confined to the middle region of these ORFs. According to the

sequenced H. pylori strains [7–9], both genes occupy well-

conserved loci, with the homA locus occupied either by homA or

homB, and with the homB locus either occupied by one of these

ORFs or remaining empty with a segment displaying 96.8% sim-

ilarity with homB. This finding suggests that homB can exchange

positions with homA and, also, that the presence of homB may

have resulted from gene duplication [10].

The clinical importance of homB was evaluated by analyzing

its distribution and diversity in a collection of 190 H. pylori

strains isolated from patients presenting only with PUD or gas-

tritis, as well as its association with the previously described H.

pylori virulence-associated genes. The exposed components,

usually OMPs, can contribute to the colonization and persis-

tence of H. pylori, by allowing the bacteria to adhere to gastric

cells [11, 12]. The OMPs can also influence the pathogenesis of

the disease process, by stimulation of the inflammatory response

of the host [13]. Considering that the product of homB, HomB,

is a virulence-associated OMP candidate, we also investigated its

surface membrane localization and the immunological response

of the patient. The contribution of HomB to the inflammatory

response of H. pylori and to the bacterial adherence properties

was also investigated in vitro.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains. A total of 190 H. pylori clinical strains were

cultured from antral biopsy specimens [14] (table 1). Two H.

pylori sequenced strains, 26695 (ATCC 700392), positive for

homA and negative for homB, and J99 (ATCC 700824), positive

for both homA and homB, were used as reference strains [7, 8].

Genomic DNA was extracted as described elsewhere [6].

Polymerase chain reaction (PCR)– based genotyping of vir-

ulence factors. Genotyping of the virulence factors was per-

formed by PCR for cagA [15], cagE, cagG, cagM [16], and the

“cag empty site” [17], vacAs1 [18], babA2 [19], iceA [20], hopQ

[21], homB, and homA [6]. The frame status of oipA, sabA, hopZ,

and dupA was determined by sequencing [16, 22–24]. The se-

quence diversity of homB and homA was evaluated by sequenc-

ing entire genes [6].

Construction of homB knockout mutant strains. The

pILL570Hp710DTnKm suicide plasmid containing a homB ho-

mologue disrupted by a kanamycin resistance gene cassette

(supplied by I. Boneca, Microbiology Department of Institut

Pasteur, Paris) was used for natural transformation of H. pylori

strains. The correct and unique insertion of the kanamycin cas-

sette in the target region was confirmed by PCR, sequencing, and

Southern blot analysis. For further discussion of this procedure,

see the Appendix (which is available only in the online version of

the Journal).

Two-dimensional gel electrophoresis (2DE) and analysis of

protein spots. A total of 200 mg of protein membrane pellets

(i.e., sarcosine-insoluble outer membrane fractions) [25] of the

H. pylori strain were separated by 2DE, by means of isoelectric

focusing performed with the use of an immobilized pH gradient

strip with a nonlinear pH of 3–10 (GE Healthcare), followed by

SDS-PAGE performed in 10% w/v polyacrylamide gels with the

use of SE 600 Ruby equipment (GE Healthcare). Gels were either

stained with Coomassie blue [26] or used for Western blot anal-

ysis.

Selected protein spots were excised from the gel and digested

with trypsin. Peptides were analyzed by means of capillary liquid

chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). For

further discussion of this procedure, see the Appendix (which is

available only in the online version of the Journal).

Preparation of recombinant HomB and immunoproteomics.

A recombinant HomB protein (rHpHomB) with the homB ORF

of the J99 strain cloned (jhp0870, GenBank accession no.

NC_000921) was prepared using a glutathione S-transferase

(GST) gene fusion vector pGEX-4T-3 (GE Healthcare). The pu-

rified protein was probed with an anti-GST antibody (1:1000)

(Chemicon Australia), to confirm its expression.

The 2DE or SDS-PAGE (purified rHpHomB) gels were trans-

ferred onto nitrocellulose or polyvinylidene difluoride (PVDF)

membranes and incubated with a pool of 10 serum samples ob-

tained from patients (64.7% of whom were male; mean age 6

SD, 51.2 6 6.8 years) who had IgG antibodies against H. pylori.

A pool of 5 serum samples obtained from H. pylori– uninfected

individuals (53.3% of whom were male; mean age 6 SD,

42.7 6 5.4 years) who had an anti–H. pylori IgG antibody level

below the threshold denoting positivity was used as negative

control. The level of IgG antibodies against H. pylori was quan-

tified using the serological test Pyloriset EIA-G III (Orion Diag-

nostica). For further discussion of this procedure, see the Ap-

pendix (which is available only in the online version of the

Journal).

Table 1. Distribution of the 190 Helicobacter pylori strains iso-

lated from Portuguese patients and included in the present study,

according to disease status and patient age.

Patient group

(no. of strains)

Disease

status

Strains,

no.

Sex of

patients,

male, %

Patient age,

median 6 SD,

years

Children (n 5 84) NUD 53 56.6 9.1 6 3.6

PUD 31a 67.7 12.3 6 3.8

Adults (n 5 106) NUD 56 44.7 51.3 6 14.6

PUD 50b 52.0 49.5 6 16.2

NOTE. None of the patients enrolled in the present study had a history of

uptake of nonsteroidal anti-inflammatory drugs or had received antiacid ther-

apy (e.g., proton pump inhibitors and H2 antagonists). NUD, nonulcer dyspep-

sia; PUD, peptic ulcer disease.

a Twenty-eight duodenal ulcers and 3 gastric ulcers.
b Thirty-six duodenal ulcers and 14 gastric ulcers.
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IL-8 secretion and adherence assays. The induction of IL-8

secretion and adherence in vitro was evaluated after 18 h of co-

culture of H. pylori with human gastric adenocarcinoma epithe-

lial AGS cells (ATCC CRL-173). IL-8 was quantified by ELISA,

by use of the Quantikine Human IL-8 Immunoassay (R & D

Systems Europe). For the adherence assay, the bacterial suspen-

sions were labelled with a PKH2 green fluorescent linker kit

(Sigma) [27]. Fluorescence was measured using the FACSCali-

bur flow cytometer (Becton Dickinson).

Statistical analysis. Statistical analysis was performed us-

ing the statistical software package SPSS (version 14.0; SPSS).

The level of significance was set at 5%, with the null hypothesis

rejected when P , .05.

RESULTS

Prevalence of homB, homA, and other virulence genes in

relation to clinical outcome. A total of 190 H. pylori clinical

strains (table 1) isolated from Portuguese children (n 5 84) and

adults (n 5 106) were examined for the presence of the homB,

homA, cagPAI, vacAs1, babA2, iceA, hopQ, oipA, sabA, hopZ, and

dupA genes.

Overall, with regard to the cagPAI markers of these 190 pa-

tients, a concordance between the presence of the cagA, cagE,

cagG, and cagM genes and the simultaneous absence of a cag

empty site product— or vice versa (i.e., absence of the genes and

presence of the cag empty site)—was observed in 135 (71.0%) of

the 190 strains, suggesting that mixed infections with or without

cagPAI were not frequently observed in this group of strains. For

28 (50.9%) of the remaining 55 strains, a discrepancy was ob-

served between the presence of cagA, cagE, cagG, and cagM

genes, suggesting the presence of an incomplete island or mixed

infections, of which only 5 were cagA positive (17.9%). Accord-

ing to these results, the cagA gene was considered to be represen-

tative of an intact cagPAI in this study. The prevalence and the

univariate statistical significance of the association between the

H. pylori virulence genotypes, the homB and homA genotypes,

and the clinical outcome are presented in table 2.

In strains isolated from children (31 with PUD and 53 with

NUD), 5 genotypes were associated with PUD: cagA (P , .001;

odds ratio [OR], 14.06), vacAs1 (P , .001; OR, 14.13), oipA

“on” genotype (P , .001; OR, 14.06), hopQI (P 5 .004; OR,

5.67), and homB (P , .001; OR. 7.64). Two genotypes were

strongly associated with NUD: the sabA “on” genotype

(P 5 .028; OR, 0.298) and homA (P 5 .006; OR, 0.263). Con-

cerning dupA, a PCR fragment corresponding to jhp0917–

jhp0918 was detected in all tested strains, and the presence of an

entire gene was confirmed by sequencing.

In strains isolated from adults (50 with PUD and 56 with

NUD), only cagA was significantly associated with PUD

(P 5 .05; OR, 2.28), indicating that cagPAI is the major inde-

pendent predictor of disease in the study population. Similarly

to strains isolated in children, all isolates recovered from adults

had an entire dupA gene.

It is likely that environmental factors play a greater role in the

development of PUD in older adult populations than in younger

populations, as has been demonstrated for smoking and nonste-

roidal inflammatory drug (NSAID) consumption [28]. Accord-

ingly, the adult population was stratified by age, and 2 groups

were formed: adults ¶40 years of age and those .40 years of age.

In the group of patients ¶40 years of age (n 5 32; 17 of whom

had PUD [64.7% of whom were male; mean age 6 SD,

33.5 6 6.5 years] and 15 of whom had NUD [58.3% of whom

Table 2. Univariate analysis of the relationship between Helicobacter pylori virulence genotypes and clinical outcome in

strains isolated from patients presenting with peptic ulcer disease (PUD) or nonulcer dyspepsia (NUD).

Genotype

Strains isolated from children Strains isolated from adults

PUD

associated

(n 5 31)

NUD

associated

(n 5 53) P a OR (95% CI)

PUD

associated

(n 5 50)

NUD

associated

(n 5 56) P a OR (95% CI)

cagA1 23(74.2) 9(17.0) ,.001 14.06 (4.78–41.29) 34(68.0) 27(48.2) .050 2.28 (1.03–5.04)

vacAs1 23(74.2) 10(18.9) ,.001 14.13 (4.75–42.04) 31(62.0) 26(46.4) .116 1.99 (0.91–4.35)

oipA “on” 26(83.9) 17(32.1) ,.001 14.06 (4.78–41.29) 34(68.0) 28(50.0) .076 2.13 (0.96–4.69)

hopQ type I 17(54.8) 15(28.3) .004 5.67 (1.73–18.53) 29(58.0) 25(44.6) .163 2.09 (0.82–5.35)

babA21 9(29.0) 6(11.3) .074 3.21 (1.01–10.13) 25(50.0) 18(32.1) .076 2.11 (0.96–4.64)

iceA1 5(16.1) 14(26.4) .562 0.603 (0.18–2.00) 9(18.0) 10(17.9) 1.000 1.13 (0.40–3.18)

hopZ “on” 16(51.6) 34(64.2) .357 0.60 (0.24–1.47) 30(60.0) 27(48.2) .328 1.56 (0.72–3.37)

sabA “on” 7(22.6) 30(56.6) .028 0.298 (0.11–0.83) 28(56.0) 39(69.6) .163 0.56 (0.25–1.23)

homB1 25(80.6) 18(34.0) ,.001 7.64 (2.65–22.05) 29(58.0) 31(55.6) .841 1.13 (0.51–2.50)

homA1 12(38.7) 36(67.9) .006 0.263 (0.10–0.67) 20(40.0) 25(44.6) .692 0.83 (0.38–1.82)

NOTE. Data are no. (%) of strains, unless otherwise indicated. CI, confidence interval; NUD, nonulcer dyspepsia; OR, odds ratio; PUD, peptic

ulcer disease.

a P values were determined using Fisher’s exact test.
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were male; mean age 6 SD, 34.7 6 5.4 years), homB was asso-

ciated with PUD (88.2% vs. 40.0% [P 5 .008]; OR, 11.25 [95%

CI, 1.86 – 68.13]). Compared with strains isolated from patients

with NUD, strains isolated from patients with PUD had a higher

prevalence of cagA (82.4% vs. 53.3%), vacAs1 (82.4% vs. 53.3%),

oipA “on” genotype (88.2% vs. 60.0%), and hopZ “on” genotype

(70.6% vs. 40.0%), although the differences were not statistically

significant. homA was a marker for NUD (60.0% vs. 17.6%

[P 5 .027]; OR, 7.0 [95% CI, 1.11–50.44]). In the group of

adults .40 years of age, no genotype was significantly associated

with clinical outcome (not shown).

Association of homB and homA with other virulence

genes. Globally, the presence of homB was associated with

cagA (P , .001), vacAs1 (P , .001), babA2 (P , .001), hopQI

(P , .001), and oipA “on” genotype (P , .001), whereas homA

was strongly associated with cagA2 (P 5 .01), vacAs2

(P , .001), babA22 (P 5 .001), hopQII (P , .001), and oipA

“off” (P , .001). The presence of homB was also significantly

associated with the absence of homA (P , .001). Figure 1 illus-

trates the association of homB with cagA and vacAs1 (figure 1A),

as well as that of homA with cagA and vacAs1 (figure 1B). The

same degree of association was found when strains isolated from

children and adults were analyzed separately and, also, when

strains of different clinical origins were considered (data not

shown).

Binary logistic regression analysis. A binary logistic regres-

sion analysis was performed to evaluate which combinations of

genotypes presented the most discriminatory capacity to distin-

guish between PUD and NUD (table 3).

In H. pylori strains isolated from children, combinations of

genotypes including homB and the other genotypes presenting

the highest risk for PUD were tested. The analysis of the adjusted

OR showed that, when present in a model, the cagA gene was the

most important predictor of PUD. Both vacAs1 and oipA “on”

genotype when combined with homB also presented the highest

Figure 1. Venn diagram showing the distribution of homB, homA, cagA, and vacA genotypes in Helicobacter pylori strains. The presence of homB

(A) and homA (B) was compared with that of cagA and vacA genotypes. There was a total 182 strains for which simultaneous information for all 4
genotypes was available. *Ten of these strains harbored the homB, homA, cagA, and vacA genes at the same time. **One of these strains harbored
the homB, homA, and cagA genes at the same time. †Two of these strains harbored only the homB and homA genes. ‡None of these 58 strains harbor
the homB gene. §None of these 26 strains harbor the homA gene. Venn diagrams were constructed using the software available from the Department
of Computer Science at the University of Victoria [29].

Table 3. Binary logistic regression analysis to discriminate be-

tween peptic ulcer disease and nonulcer dyspepsia, using as

predictors different associations of the Helicobacter pylori viru-

lence genotypes, in strains isolated from Portuguese children and

from adults aged ¶40 years.

Patient

group,

model P

Adjusted OR

(95% CI)a

Area under

the ROC

curve % (P) b

H-L

test

Children (n 5 84)

cagA1 .019 5.94 (1.34–26.23)

vacAs1 .062 4.12 (0.93–18.22) 83.4 (,.001) 0.056

cagA1 ,.001 8.26 (2.58–26.44)

homB1 .054 3.31 (0.98–11.18) 83.4 (,.001) 0.005

vacAs1 .001 8.42 (2.41–29.47)

homB1 .182 2.43 (0.66–8.98) 81.6 (,.001) 0.438

oipA “on” .003 6.12 (1.83–20.40)

homB1 .026 3.81 (1.17–12.36) 82.1 (,.001) 0.209

Adults (n 5 32)

cagA1 .366 2.33 (0.37–14.65)

homB1 .020 9.00 (1.41–57.44) 77.8 (.007) 0.885

vacAs1 .366 2.33 (0.37–14.65)

homB1 .020 9.00 (1.41–57.44) 77.8 (.007) 0.885

oipA “on” .366 3.00 (0.40–22.77)

homB1 .020 9.00 (1.41–57.44) 78.6 (.006) 0.553

hopZ “on” .066 2.06 (0.89–36.17)

homB1 .008 15.81 (2.06–121.61) 82.0 (.002) 0.762

NOTE. CI, confidence interval; H-L, Hosmer-Lemeshow; OR, odds ratio;

ROC, receiver operating characteristic.

a Reference category is the absence of the H. pylori virulence genotypes.
b As determined by the Wald test.
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and most significant adjusted OR when combined with homB.

Analysis of the area under the receiver operating characteristic

curves showed that all models proposed presented a high and

similar discriminatory capacity to distinguish between PUD and

gastritis, whereas the goodness of fit of each model to the data, as

evaluated by the Hosmer-Lemeshow test, showed that only the

models vacAs1 with homB and oipA “on” with homB showed a

good adjustment (H-L test, .0.05).

In strains isolated from adults ¶40 years the age, homB was

the most important predictor of PUD, showing the highest value

for the adjusted OR in every model considered and, therefore,

corroborating the univariate analysis. Overall, the best model for

discriminating between PUD and NUD in young adults was the

combination of homB with hopZ “on genotype.”

Diversity in homB and homA genes. The presence of homB

and homA and their genomic positions were analyzed in 190 H.

pylori clinical strains. At least 1 of these 2 genes was always

present in the genome of the clinical strains, with different com-

binations observed: a single-copy genotype (homA or homB) or a

2-copy genotype (either 2 copies of homA or homB, or 1 copy of

each gene). The entire nucleotide sequence of both the homB

and homA genes was determined in 58 clinical strains, which

were randomly chosen, presenting different homB/homA com-

binations: 13 strains had 2 copies of homB, 6 had 2 copies of

homA, 16 had 1 copy of homB, 10 had 1 copy of homA, and 13

had 1 copy of each gene. Both genes presented a variable length:

from 1974 to 2025 bp for homB and from 1941 to 1998 bp for

homA. In cases where only 1 copy of homB or homA was present,

the gene was present in the jhp0649 locus, whereas a conserved

intergenic space was observed at the jhp0870 locus, according to

the numbering of the J99 strain [10]. When 2 copies were found

in the same strain, genes were present indifferently in one of

these loci. Whenever duplicates of the same gene were present in

a single strain, their identity varied between 98% and 99%.

The presence of homB and/or homA in a single- or 2-copy

genotype varied significantly among PUD- and NUD-associated

strains isolated from children and young adults. The single-copy

genotype (homB or homA) was more frequently associated with

NUD (79.4% vs. 37.5%), whereas the 2-copy genotype (homB/

homA, homB/homB, or homA/homA) was more frequently asso-

ciated with PUD (62.5% vs. 20.6%). More specifically, a single-

copy of homA was the genotype most frequently associated with

NUD (61.8% vs. 10.4% [P , .001]; OR, 13.89 [95% CI, 4.49 –

45.99]), whereas 2 copies of homB was the genotype most

strongly associated with PUD (39.9% vs. 11.8% [P 5 .001]; OR,

4.91 [95% CI, 1.77–14.02]).

Evaluation of HomB surface expression and antigenicity.

Nine spots were identified as being expressed differentially

among the 2DE OMP fractions of the wild-type (wt) strain

1776/05 and the corresponding homB mutant (figure 2A). In 2

spots, the H. pylori putative OMPs HomD and HopN, which

have not yet been described in H. pylori proteomic studies, were

identified by LC-MS/MS analysis. The other 6 spots corre-

sponded to previously described surface proteins, validating the

preparation of the OMP extracts [30 –33] (table 4) (for further

discussion, see the Appendix, which is available only in the on-

line version of the Journal). The remaining spot, which had an

isoelectric point and a molecular weight similar to those de-

duced for HomB, was identified in the 2DE of the wt strain, and

the LC-MS/MS analysis confirmed that this spot was the HomB

protein. This spot was absent in the homB knockout mutant on

2DE (not shown).

The immunoblot showed that HomB was immunoreactive to

serum samples obtained from H. pylori–positive patients (figure

2B). This result was confirmed by the immunoreaction with the

rHpHomB (figure 2C). Neither the 2DE HomB spot nor the

rHpHomB showed reactivity with the pool of serum samples

obtained from H. pylori–negative patients (data not shown). The

Western blot of the 2DE also showed that HomD and HopN

were immunoreactive (figure 2B).

In vitro cellular IL-8 secretion, according to the homB

status of the strains. The level of IL-8 secretion was evaluated

for the 2 H. pylori reference strains (26695 and J99) and the 7

pairs of wt and corresponding homB mutants (figure 3A). IL-8

secretion by epithelial cells is dependent on the presence of a

functional cagPAI [35, 36]. As expected, the mean amount of

IL-8 secretion was significantly higher in cagPAI-positive strains

(mean 6 SD, 772.1 6 215.7 pg/mL) than in cagPAI-negative

strains (mean 6 SD, 102.5 6 12 pg/mL). Concerning the 5

cagPAI-positive strains, IL-8 levels obtained with the homB sin-

gle mutants were significantly lower than those obtained with

the parent strains (figure 3A). For strain 417/02, which carried 2

copies of homB, the IL-8 level obtained for the double mutant

was significantly lower than that observed for the corresponding

single mutant. A significant reduction in IL-8 secretion was also

observed for the strain 565/99, 1 of the 2 cagPAI-negative homB

single mutants.

Adherence according to the homB status of the strains. All

of the H. pylori strains tested were able to adhere to the human

cells (figure 3B). The homB disruption of strains 771/99 and

36/00 did not lead to a significant modification in adherence

properties. Concerning strains 1776/05, 559/02, 351/99, and

565/99, the inactivation of the single genomic copy of homB led

to a significant decrease in adherence. For strain 417/02, which

carried 2 copies of homB, the disruption of 1 copy of homB led to

a significant decrease in adherence, compared with the wt strain,

and this decrease was more important when the 2 copies were

disrupted, compared with the single mutant strain (figure 3B).

DISCUSSION

The present study attempts to bring insight to the clinical signif-

icance of a novel H. pylori ulcer marker candidate, the homB

gene, coding for an OMP, aiming to clarify its role as a virulence

homB in Helicobacter pylori Virulence ● JID 2008:198 (1 November) ● 5



factor associated with the development of PUD. The distribu-

tion of homB in clinical H. pylori strains showed that homB was

significantly associated with PUD in children and young adults

(¶40 years of age). In contrast, homA, the gene to which homB

was 90% similar, was a marker for NUD in those strains. In

addition, cagA1, vacAs1, hopQI, and oipA “on” genotypes were

also strongly associated with PUD in children, whereas, in

adults, only cagA was a marker for PUD. Several studies reported

such differences in strains infecting the mucosa of adults and

children [6, 37– 40]. On the other hand, the fact that homB was a

marker for PUD in children and young adults suggests that dis-

ease severity in younger populations is more closely related to

the virulence of the infecting strain than to environmental fac-

tors, such as smoking and high NSAID consumption, which play

a major role in older populations [28]. Nevertheless, these re-

sults were obtained with small groups of strains, particularly

those isolated from young adults, and they therefore require fu-

ture validation. Overall, it should be emphasized that, among the

H. pylori virulence genotypes analyzed, cagA, as a marker for the

cagPAI, was the only predictor of PUD in both children and

adults; this finding is in agreement with other studies and

thereby reconfirms that cagPAI is one of the major H. pylori

virulence factors [41, 42].

The overall profile of the association of homB with clinical

outcome is supported by the correlation of this factor with the

other H. pylori–associated virulence genotypes, independent of

Figure 2. A, Coomassie blue–stained 2-dimensional gel electrophoresis (2DE) of the outer membrane protein (OMP) fraction of a Helicobacter pylori clinical
strain with a single complete copy of the homB open reading frame. Shown are the positions of the 9 identified spots: g-glutamyltranspeptidase (GGT),
adenosine triphosphate synthase F1 (subunit alpha) (AtpA), flagellar hook protein (FlgE), flagellin A (FlaA), peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C (PpiC), hypothetical
protein (jhp0216), OMP HomB, OMP HomD, and OMP HopN. For each protein spot, the no. of matching peptides, the cross-correlation score (with charge) for
each peptide, and the sequence coverage are described in table 4. B, Western blot of a duplicate 2DE hybridized with the pool of serum samples obtained from
H. pylori–positive patients, showing the positions of the 7 immunoreactive spots. In both panel A and panel B, the isoelectric point (pI) of some proteins present
in the gel is indicated at the bottom and was deduced from the theoretical pI of the corresponding proteins of the 3 H. pylori reference strains 26695, J99,
and HPAG1 [7–9]. IEF, isoelectric focusing. C, Analysis of the purification and antigenicity of the recombinant HomB protein (rHpHomB). Shown are the
Coomassie blue–stained SDS-PAGE of (1) crude extract of Escherichia coli BL21 cells not expressing rHpHomB, (2) crude extract of E. coli BL21 cells expressing
the rHpHomB, and (3) purified rHpHomB, and Western blot of the purified protein with (4) anti–glutathione S-transferase (GST) antibody and (5) a pool of serum
samples obtained from H. pylori–positive patients. In all 3 panels, the positions of the molecular weights (Mr ) are indicated on the left.

Table 4. Proteins identified, by mass spectrometry, in the 9

spots differentially expressed in 2-dimensional gel electrophore-

sis of the outer membrane proteome of 2 Helicobacter pylori

1776/05 strains: the homB knockout mutant and the wild type.

The table is available in its entirety in the online

edition of the Journal of Infectious Diseases.

6 ● JID 2008:198 (1 November) ● Oleastro et al.



the age of the patient and the clinical origin of the strain. Thus,

homB is observed much more frequently in highly virulent

strains, suggesting that homB status may be useful in determin-

ing a genetic pattern associated with a higher degree of H. pylori

pathogenicity.

The homA gene, a 90% homologue and duplicate of homB,

was strongly associated with both NUD and the less virulent

genotypes. Moreover, 2 copies of homB in a single strain was the

genotype most strongly associated with ulcerogenic strains,

whereas the strongest marker of nonulcerogenic strains was 1

copy of homA. These results suggest that, although homB and

homA share a high similarity, they probably evolved for different

functions, with homB most likely contributing more to the pro-

inflammatory properties of H. pylori strains. Other H. pylori

genes encoding OMPs are present in duplicate copies within the

same strain, and functional diversification has been observed;

for example, babA codes for the blood group antigen-binding

adhesin BabA, whereas the babB product is associated with a

nonbinding phenotype [11].

The existence of duplicated genes in a single genome can lead

to gene conversion, by recombination between loci, leading to

the duplication of a unique gene [11, 43, 44]. Sequence analysis

of homB and homA, which showed that they are present as

single- or 2-copy genotypes in conserved loci, suggests that the

duplication phenomenon can occur between these 2 genes.

Thus, it seems that different strains may duplicate different

genes, and whether this constitutes a random event or confers

any biological advantage to the bacterial cells remains unknown.

Figure 3. Involvement of HomB in interleukin 8 (IL-8) secretion and adherence. In vitro IL-8 secretion from gastric epithelial AGS cells (A) and
adherence on AGS cells (B), as determined after 18 h of incubation with Helicobacter pylori wild-type (wt) and homB knockout mutant strains at an
MOI of 100. IL-8 secretion was determined by ELISA, and results were expressed after deduction of the basal secretion by bacteria-free AGS cells.
Adherence was determined by flow cytometry performed with labeled bacteria. Values denote the means of the triplicate (6SD). Two sequenced H.

pylori strains—26695 (ATCC 700392), which was positive for homA and negative for homB, and J99 (ATCC 700824), which was positive for both homA

and homB—were used as reference strains [7, 8]. Seven H. pylori clinical strains were used. Of the 6 strains that carried a single copy of homB, 4
were cagPAI positive (strains 771/99, 1776/05, 559/02, and 351/99 [GenBank accession nos. EF648357 and EF656577–EF656579]) and 2 were cagPAI
negative (strains 36/00 and 565/99 [GenBank accession nos. EF648369 –EF648370]). One strain, 417/02, contained 2 copies of homB and was cagPAI
positive (GenBank accession nos. EF648377–EF648378 for both loci, respectively). All these strains were homA negative. *P , .05. DM, double mutant;
NS, not significant; SM, single mutant; wt, wild-type.
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The observation that the 2-copy genotype was more prevalent in

strains associated with PUD than in strains associated with NUD

points to a nonrandom event of duplication, suggesting a bio-

logical advantage, either by facilitating elevated expression of a

particular protein or by facilitating adaptation to an individual

host.

HomB was shown to be expressed at the H. pylori outer mem-

brane and recognized by human serum samples, indicating that

it possesses surface-exposed regions. The inactivation of homB

caused a significant reduction in IL-8 production, a phenome-

non observed in all of the cagPAI-positive strains and in 1 of the

2 cagPAI-negative strains tested. The double knockout of homB

had a stronger reduction effect, suggesting that both HomB pro-

teins are active and share the same function. This is in accor-

dance with the finding that the presence of 2 copies of homB in a

single strain was the genotype most frequently found in ulcero-

genic strains. It should, however, be emphasized that the level of

reduction in IL-8 secretion obtained with the homB mutants was

low compared with what was previously observed with cagPAI

mutants [35, 36]. These results suggest that, in the presence of

cagPAI, HomB is able to promote an in vitro proinflammatory

response by gastric epithelial cells. This hypothesis is supported

by the finding that homB is strongly associated with cagA, as well

as with other H. pylori virulence factors, because it has been

described for other H. pylori OMPs [19, 45], and it suggests a

shared selective pressure favoring the expression of multiple vir-

ulence determinants.

Helicobacter pylori–related IL-8 induction requires attach-

ment of live bacteria to epithelial cells [46, 47], a prerequisite

required for CagA translocation and consequent induction of

IL-8 secretion [48]. Accordingly, it is likely that the mechanism

underlying the involvement of HomB in inflammation is bacte-

rial adherence. Indeed, it was demonstrated that H. pylori wt

strains adhered to human gastric epithelial cells, whereas the

corresponding homB knockout mutant strains showed signifi-

cantly reduced binding. However, the fact that the disruption of

homB did not completely abolish adherence suggests that HomB

is not the major OMP involved in this mechanism. Indeed, ad-

herence of H. pylori to the human gastric epithelium is mediated

by the BabA major adhesin to the fucosylated Lewis b blood

group antigen [11]. Because the AGS cells express variable levels

of Lewis b blood group antigen [49], it would be interesting to

test other cell lines—for example, the gastric epithelial Kato III

cells deficient in Lewis b epitope—for which H. pylori adherence

is independent of the BabA–Lewis b binding [49].

In conclusion, homB can be considered a comarker of H. py-

lori strains associated with PUD. HomB is immunogenic and is

likely involved in the inflammatory response and in adherence,

suggesting its contribution to the development of a more severe

clinical outcome. Overall, results suggest that homB is a novel H.

pylori putative virulence factor.
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