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Bactérie spiralée et mobile

Colonise la muqueuse gastrigue humaine
Infecte 50% de la population mondiale
Transmission interhumaine, familiale
Gastrite, ulcere, cancer gastrique
Tri-thérapie orale

Seule bactérie responsable d’'un cancer
chez ’'hnomme

Tunis 16 mai 2012



(s 78
» CHU
..de Poitiers 71|‘r

1983 la découverte Résistance
1987 l'ulcere : maladie infectieuse
1994 agent carcinogene de type |

1995 1¢e conférence de consensus
1997 séquencage de 26695

1999 séquencage de J99
2000 2¢me conférence de consensus

2005 prix Nobel
2005 3¢eme conférence de consensus
2011 4¢me conférence de consensus
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Expression des médiateurs de
I'inflammation dans l’'infection gastriq
a Helicobacter pylori
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J Immunol 2005, 2007

~

Tunis 16 mai 2012
...,k SSSSRH



(“‘-‘ UNIVERSITE
o Ghy 7E

| PYLORIKINE A

1. Etude transcriptomique des médiateurs de la réponse
inflammatoire de la muqueuse gastrigue : RT-PCR quantitative

« Reéponse Thl7 :IL-17, IL-23, IL-22
* Peptides antimicrobiens : BD2, BD3, S100A9

 Réponse Thl: IFNy, TNFa, IL-2, IL-12 //fw/w—-—-—;f
* Réponse Th2 : IL-4, IL-13, IL-10 A/
° ”_'8, “_'1 ~ Ci:les L 1)

* Marqueurs d’infiltration : PNN, CD, LT, MP

2. Quantification de H. pylori et recherche des facteurs de virulence
« Présence et quantification par PCR quantitative temps réel

» Facteurs de virulence : ilot Cag, cagA, génotypage vacA, iceA, babA,
sabA, OipA, dupA : PCR temps réel

- * Culture
9 Tunis 16 mai 2012
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Etude cognitive, prospective, multicentrique, nationale,
interventionnelle (deux biopsies supplémentaires propres a I'étude).

Objectif principal . caractériser la réponse anti-infectieuse Th17 dans les
biopsies gastriques de patients lors des pathologies séveres liées a H. pylori

* non infectes 100
* infectés
- gastrite chronique (90% des infecteés) 50
- ulcere duodénal (6% des infectés) 50
- ulcere gastrique (4% des infectés) 50
- cancer gastrique (1% des infectés) 50

et Iésions précancereuses (3%)

10
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+ Etude multicentrique : 9 centres
* Poitiers

* Angers

 Limoges

* La Rochelle

* Niort

* Poitiers Polyclinique
« Henri Mondor

« Ambroise Paré

» Lariboisiere

11
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Inclusion 1500 patients biopsiés
Consentement éclairé 2ans + 1
-

Biopsies —=> Evaluation et suivi

\i %7 centres

CR Endoscopie CR Histologie

J%\W Iy

Lésions préK Gastrite

1 1 Normal & ADK 1

< PCR HP + culture

al al+ al al+ 1
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C Résultats preliminaires au 25 janvier Iz

700 patients inclus
110 analysables :
58 non infectés, muqueuse normale
52 infectés
32 gastrites
4 ulceres duodénaux
3 ulceres gastriques
13 lesions précancéreuses et cancers
1 atrophie
10 metaplasies
1 dysplasie
1 adénocarcinome
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Infectés/non infectés !"i

Relative Expression

- ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ@ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁf@ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ@ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ HBD2  20.44 0.000
5 5 IL 8 5.64 0.000
IL17A  3.88 0.000

IL 22 0.46 0.068

- S100A9 3.30 0.000
14 Tunis 16 mai 2012
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IL17A
IL 22

3.02
1.18
S100A9 1.01

Expression relative des différentes interleukines et défensines
Gastrites/pathologies séeveres (UD, UG, préK et K)

0.038
0.187
0.000
0.63

0.820
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GEHU Statut cagA/pathologie ﬂ#

cagA+ cagA-
Gastrite 16 14
. p 0.006
Séeveres 18 2
U. duodénal 4
U. gastrigue 2
prék et K 12 1
34 16
Densité bactérienne UFC/mg de
biopsie HBD?2 3.568 0.003
IL 8 1.974 0.098
CagA+ 8351
IL17A 1.7 0.132
CagA- 17636 IL 22 0.897 0.755
S100A9 1.377 0.5
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Progression des inclusions

Evolution des inclusions

1600

1400

1200

é

1000
—&— Théorique

—®— Reéel

800

600

nombre d'inclusions cumu

400

200

Tunis 16 mai 2012



Perspectives

* mettre en évidence des profils inflammatoires
specifigues de chaque pathologie (ulceres,
cancers, gastrites)

* mettre en evidence le rble de la voie Th17 et des
défensines

* mettre en évidence l'impact des facteurs de
virulence (cagPAl, cagA, oipA, vacA...)

* pistes pour des expérimentations controlees :
nécessité de modeles d’étude

I Tunis 16 mai 2012 .
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Mutants des facteurs :o
de virulence O
In VItro

AGS

mutant

Souris
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Validation L8
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Gavage C57/BI6
H. pylori 141 CagA+/CagA-
sacrifices : étude cinétique (J3-J30)
cinétique de la reponse inflammatoire
« RT-PCR Q cytokines
* Infectiosité UFC/estomac
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4+ HP141WT
i HP141cagd-

CFU (log/stomach)
vow 4
HiH

Days post infection
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CXCL1 CXCLZ |

2w 227 CI HPI4IWT 2w b — I-lpiuw'r_

% % 2.0 B P14 cagd- % E . HPL4Tcaga

Eg 15 ég 40

o -

LE ool : : 8, — :

13 ns 130 3 s 130
Days post infection Days post infection

CXCL3 CD3e

HP141WT
B HP14]cagd-

3 HPL41WT

. HPL41cagd- |
m-
'n_ 1 -ﬁ |li
R L . 0-
3 115 J30

Days post infection

mBNA expression relative
tounstimulated c ontrols
(X

mRNA expression relative
to unstimulated controls

Days post infection
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Cinétique des défensines P
BD3 . TNFa.
] =Fon il H =
E § § g 15
H 1000 a0
% g 500 3 g 54 ’_T_i
' 3 115 130 13 hs E0
Days post infection Days post infection
S100A9 IL1B
2. “ 1 HRawT - 7 I HPL4IWT
E% 304 P41 cagd- gg ol EE HP141cogd-
B 204 H
LRl : %i ; B2, - ’:—b .
£ 115 IEL 1z ns 30
Days post infection Days post infection
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pas d’influence de cagA sur :
* |a colonisation
e 'inflammation

On ne retrouve pas dans le modele
murin ce qu’on observe chez les
malades

28
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«m Mise en place d’un nouveau modéle :

cellules gastrigues ex vivo

Patients atteints
d’obésité morbide :

Sleeve gastrigue

Pr Jean-Pierre Faure

Dr Thierry Barthes
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s Approche expérimentale [

Estomacreséque  Dissociation mécanique Digestions enzymatiques Mise en culture
Récupération de la Filtrations
A Fundus ~ Muqueuse gastrique Lavages..
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development of the cell culture model !uk

Figure 1. Antral and fundic
gastric epithelial cells after 48h
of culture. 4,D Gx40 ; B.E Gx100;
CF Gx200

Antral epithelial cells Fundic epithelial cells

31

Tunis 16 mai 2012




26 ,
UNIVERSITE

: Modele d’infection par H. pylori 3%

Ethlissement de la dose infectieuse

IL-8 IL-6 hBD-3

2500+ 15+ 250+

2000+ 200+

101

1500+ 150+

pg/ml

1000+ 100+

500+ 504

T
é$ N ;& ¢’0 '&Q 68‘ N \9 (,,0 \90 OQ" N \9 (,,Q NQQ
Dose Dose Dose
infectieuse infectieuse infectieuse
(Bactéries/cellul (Bactéries/cellul (Bactéries/cellul

e) e) e)
v’ Production dose-dépendante

v'1 faible dose (10 bactéries/cellule) et 1 forte dose (100 bactéries/cellule)
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Trefoil Factor 1 in primary gastric human epithelial cells L;E

Poiticrs

de Poitiers

Primary 2 ‘
antral A
cells | '
A C
- -

Figure 2. Specific cytoplasmic immunostaining in primary antral cells and AGS cells: Mucin 1 (A) & (B); Mucin
5AC (C) & (D); Trefoil Factor 1 (E) & (F); Rhodamine-RedX® negative controls (G) & (H); CK18 (I) & (]);
Alexa®fluor 488 negative controls (K) & (L).

I

AGS
cells
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expression after stimulation with H. pylori

Réponse
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Figure 3. Chemokines gene expression by H. pylori-stimulated primary epithelial cells . Antral cells were cultured in the
presence of H. pylori B128 or B128AcagM at MOI of 10 or 100 for 3h or 24h. QRT-PCR analysis was carried out on total RNA
from 3 independent primary cultures. mRA expression levels are normalized using housekeeping genes and expressed as the
fold increase above unstimulated cultures.

34

Tunis 16 mai 2012




UNIVERSITE

. . TIE
perspectives du modele Bl

& @
O

HU
Ers

Appliquer le modele a I'etude d’autres
facteurs de virulence

Etudier la variabilité de la réponse
Inflammatoire selon les donneurs

collaborations
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Formes
coccoides

Vin et

Transfert d ADN

chromosomique _ _ _
Virulence Diagnostic
Systemes de | —nEes _
Secretlon de % N % ReS|Stance
type IV
Microbial Drug Resistance 2002 FEMS Microbiol Letters 2002 J Clin Microbiol 2002 Helicobacter 2010
Infect Immun 2003 Aliment Pharmacol Ther 2003 Antimicrob. Agents Chemother 2005 BMC Genomics 2010
robiology 2005 FEMS Microbiol Lett 2005 Crit Care 2006 Ann Clin Microbiol 2010
30 obacter 2006 J Clin Microbiol 2008 Proteomics 2009

AAC 2011
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