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Avant-propos 

 

 L’épithélium gastro-intestinal assume un rôle central d’homéostasie en tant que 
barrière perméable et sélective pour des ions et des petites molécules, mais 
infranchissable pour les antigènes et les microbes qui circulent dans le lumen du tractus 
digestif.  

 Parmi les multiples espèces de bactéries qui colonisent le tractus digestif, 
Helicobacter pylori est une bactérie pathogène particulièrement bien adaptée à 
l’Homme, puisqu’elle infecte l’estomac de la moitié de la population mondiale. 
Généralement asymptomatique, la gastrite qu’elle provoque peut évoluer en gastrite 

chronique, en ulcère peptique, et en cancer gastrique. 

 Le défi majeur dans l’étude des maladies infectieuses humaines est de 
comprendre en détail les bases moléculaires chez le pathogène et chez l’hôte qui 
contribuent au développement de la pathologie. Les différents mécanismes conduisant à 
la formation d’ulcères et de cancers gastriques associés à l’infection chronique par H. 

pylori ne sont pas totalement élucidés. H. pylori interfère avec de multiples cascades de 
signalisation de la cellule hôte, aboutissant à l’activation de facteurs de transcription qui 

régulent l’expression des gènes au niveau transcriptionnel.  

 Parallèlement à l’activation des cascades de signalisation, les microARN, petits 
ARN non codants, sont apparus récemment comme des acteurs majeurs de la régulation 

de l’expression des gènes en agissant à un niveau post-transcriptionnel. 

 L’objectif de ce travail de thèse est d’analyser comment les microARN des cellules 
épithéliales gastriques sont affectés par H. pylori et de déterminer le rôle de ces 
modifications dans la modulation de l’expression des gènes en réponse à l’infection. 
Pour répondre à ces objectifs, nous avons utilisé des systèmes modèles d’infection de 
cellules épithéliales gastriques humaines en culture cellulaire. 
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Figure 1 : Fréquences phylogéniques, exprimées en pourcentage, de clones 
bactériens isolées à partir de tissus gastriques dont la présence d’H. pylori a été 
détectée (Hp +) ou non (Hp -). La présence d’H. pylori remodèle considérablement la 

population bactérienne stomacale. (adaptée de [1]) 

 

 

 

 

 

Figure 2 : La prévalence de l’infection par H. pylori dans le monde, 2011. L’infection 
corrèle avec les statuts socio-économiques plutôt que selon l’origine ethnique. 
L'infection à H. pylori est l'une des infections chroniques les plus répandues dans le 
monde : de 20 à 90 % des individus adultes sont infectés selon les pays, l'infection étant 
plus fréquente dans les pays en développement que dans ceux industrialisés. Les 
pourcentages indiquent la prévalence d’H. pylori dans la partie du monde considérée. Il 
faut noter que celle-ci diminue dans les pays développés (Source : 
www.helicobacter.com). 
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I. Helicobacter pylori 
 

 Les pathologies gastriques ont pendant longtemps été attribuées au stress, au 
régime alimentaire, et ce n’est qu’à la fin du XIXème siècle, avec l’avènement de la 
microbiologie moderne, que certains médecins suspectèrent une cause infectieuse, 
abolissant le dogme de la stérilité de l’estomac due à son extrême acidité [2]. Il a fallu 
ensuite près d’un siècle d’observations éparses de la présence de bactéries dans 
l’estomac, alternées avec des épisodes de scepticisme (Table 1), pour que la cause 
infectieuse des pathologies gastriques soit acceptée. Ceci grâce au développement de la 
fibroscopie gastrique permettant des biopsies gastriques de meilleure qualité et 
finalement au succès de la culture des bacilles isolés de l’estomac de patients par B. 
Marshall et R. Warren en 1984 [3]. Ces bacilles Gram négative, flagellée et 
microaérophile, furent classés dans le genre Campylobacter sous le nom Campylobacter 

pyloridis ou « Campylobacter pylorique ». Ils  furent par la suite reclassés parmi les 
epsilon-protéobactéries dans un nouveau genre, Helicobacter, sous le nom Helicobacter 

pylori (H. pylori) [4]. Ils ont pu alors guérir les ulcères gastroduodénaux en éradiquant 
cette bactérie de l’estomac des patients [5]. 
 Ainsi, les travaux de Marshall et Warren permirent une avancée majeure dans le 
traitement des pathologies gastroduodénales et furent récompensés par le Prix Nobel de 
Médecine en 2005. Les recherches de ces vingt dernières années ont clairement établi 
un lien causal entre la présence d’Helicobacter pylori et de nombreuses pathologies 
gastriques telles que la gastrite chronique, les ulcères peptiques, le lymphome du MALT 
(Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) et le carcinome gastrique. L’estomac n’est plus 
considéré comme une zone stérile et héberge un microbiome important, dont la 
diversité est largement bouleversée  par l’infection par H. pylori, au profit de cette 
dernière (Figure 1) [1]. 

 

A. Epidémiologie  
 

  Plus de la moitié de la population mondiale est infectée par H. pylori, 

spécifiquement au niveau de la muqueuse gastrique, seul réservoir identifié de cette 
bactérie. D’autres espèces de mammifères portent d’autres espèces du genre 
Helicobacter (Table 2). La colonisation de l’estomac humain par H. pylori serait très 
ancienne, et les ancêtres d’Homo sapiens auraient porté l’ancêtre d’H. pylori, qui aurait 

évolué avec lui [6].  

 Il existe une très grande disparité dans la prévalence de la bactérie dans le monde 
: de 70-90% en Amérique Centrale, Amérique du Sud, Afrique, Chine et Inde, 50% en 
Europe Méridionale et Japon, 20-30% en Europe du Nord, Amérique du Nord et  
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Figure 3 : Pathogenèse de l’infection par H. pylori. L’infection par H. pylori a lieu en 
général pendant l’enfance. Elle s’accompagne systématiquement d’une inflammation de 
la muqueuse gastrique, qui est asymptomatique dans la majorité des cas et va devenir 
chronique. Cette infection dure toute la vie de l’individu en absence de traitement. Dans 
un certain nombre de cas, cette infection va déclencher l’apparition d’ulcère peptique, 
dont la nature diffère en fonction de la région de l’estomac touchée : duodénal lorsque 
l’infection touche l’antrum, ou gastrique dans le cas d’une pangastrite (corpus + 
antrum). La pangastrite est également directement liée au développement de 
l’adénocarcinome gastrique. 

(Source : http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2005/press.html) 



21 

 

Australie. L’infection s’acquiert en général au cours de la petite enfance par transmission 
intrafamiliale, et persiste tout au long de la vie en absence de traitement. Même dans les 
pays développés où la prévalence est inférieure à 30%, le taux d’infection atteint 50% 
chez les personnes de plus de 60 ans. La prévalence reste élevée et constante dans les 
pays en voie de développement, mais diminue progressivement dans les pays 
industrialisés avec l’amélioration des conditions d’hygiène et l’emploi massif 
d’antibiotiques chez les enfants (Figure 2) [7]. 

  

B. La pathogenèse gastrique induite par H. pylori 
 

 L’infection par H. pylori conduit systématiquement à un état inflammatoire de la 
muqueuse gastrique, ou gastrite, généralement asymptomatique. En absence de 
traitement, cette gastrite devient chronique. L’évolution morbide de la gastrite dépend 
étroitement du degré d’inflammation de la muqueuse induite par la pérennité de 
l’infection (Figure 3).  

 10-20 % des sujets infectés développent des maladies gastriques sévères, 
notamment des ulcères peptiques, révélés par la douleur qu’ils suscitent. L’ulcère le plus 
fréquent est de type « duodénal », avec hyperchlorhydrie et inflammation de l’antrum de 
l’estomac. L’ulcère est de type « gastrique » avec hypochlorhydrie et atrophie gastrique 
lorsque l’inflammation se situe de manière prédominante dans  le corpus. H. pylori est 
retrouvé dans 90% et 70% des ulcères duodénaux et gastriques, respectivement. 
L’ulcère guérit après éradication de la bactérie par des antibiotiques (clarithromycine et 
amoxicilline) combinés à des suppresseurs d’acidités, comme les inhibiteurs de pompe à 
protons qui bloquent la H+/K+-ATPase des cellules pariétales. Cependant l’usage massif 
des antibiotiques a fait émerger des souches bactériennes résistantes. 

 Selon la région géographique, 1-3% des patients infectés développent, après 
plusieurs décennies d’évolution, des adénocarcinomes gastriques. Ce type de cancer 
dérive du tissu épithélial gastrique. Malgré la diminution actuelle de son incidence dans 
les pays occidentaux, le cancer gastrique reste le quatrième cancer le plus fréquent et la 
seconde cause de décès par cancer dans le monde (740 000 décès/an ; 25% de taux de 
survie à 5 ans). H. pylori est retrouvé dans 75% de ces cancers, et constitue le facteur de 
risque majeur associé au cancer gastrique [8]. Les stades précoces de la maladie sont 
généralement silencieux du point de vue clinique, les patients étant diagnostiqués à un 
stade avancé de leur maladie. H. pylori influence vraisemblablement des stades 
extrêmement précoces de la carcinogénèse gastrique, comme le suggère la 
démonstration que l’éradication de l’infection ne diminue significativement l’incidence 
de cancer que chez les patients qui ne présentent pas encore de lésions prénéoplasiques 

cliniques au moment du diagnostic [9]. 
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Figure 4 : 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 gastrique chronique évolue vers le 
lymphome du MALT. Pour 10 à 20% des patients, l’infection chronique est responsable 
d’une gastrite au niveau de l’antrum 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 et/ou un adénocarcinome. D’après 

[10]. 
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 Uniquement, 0,1% des patients infectés développent un lymphome du MALT 
(Mucosa Associated  Lymphoid Tissue) et H. pylori y est retrouvé dans 90% des cas. Les 
lymphomes gastriques du MALT de  bas grade peuvent être guéris par antibiothérapie 

(Figure 4). 

 La sévérité des pathologies associées à l’infection par H. pylori dépend en partie 

de l’hôte : 

a) de son mode de vie et de déterminants environnementaux.  

 Le tabac et une alimentation trop riche en sel et pauvre en légumes et fruits frais 
(qui apportent des molécules anti-oxydantes) favorisent le développement de lésions 

précancéreuses de la muqueuse gastrique [11]. 

b) de la réponse inflammatoire.  

 Le processus à la base des dommages induits par la bactérie est la gastrite, avec 
son cortège de mécanismes immunitaires humoraux et cellulaires. L’inflammation 
accompagnée d’hypochlorhydrie et d’atrophie gastrique qui se développe dans le corpus 
(1% des patients infectés) est plus à même d’évoluer en carcinome que celle qui se 
développe dans l’antrum (15% des cas).  

 Il est généralement accepté que l’infection par H. pylori induit une réponse 
inflammatoire de type T helper Th1 dominante, avec une production accrue des 

cytokines proinflammatoires IL(Interleukine)-1ß et TNF(Tumor Necrosis Factor)-  et du 
puissant chemoattractant IL-8, mais non d’IL-4 ou d’IL-10 régulateurs de l’inflammation 
[12]. Un autre sous-groupe de lymphocytes T effecteurs, distincts des Th1 ou des Th2 et 
producteurs d’IL-17, interviendrait de manière antérieure et en synergie avec la réponse 
Th1 pour favoriser la colonisation de la muqueuse gastrique par H. pylori et augmenter 
le recrutement de cellules inflammatoires. Cette hypothèse est étayée par la réduction 
de la charge bactérienne et de l’inflammation après inhibition de l’activité d’IL-17 in vivo 
ou en utilisant des souris KO (Knock Out) pour IL-17 [13]. Une proportion plus 
importante de cellules Th17 dans le sang périphérique et dans les ganglions 
lymphatiques drainant la tumeur a été rapportée chez des patients atteints de 

carcinome gastrique et corrélée au stade clinique  du cancer [14].  

 Une réponse concomitante Th2, comme celle provoquée par une infection par des 
vers parasites intestinaux, pourrait atténuer la réponse Th17/Th1 associée à l’infection 
par H. pylori, limitant ainsi les conséquences pathologiques de sa colonisation gastrique. 
Ceci pourrait expliquer le paradoxe du continent africain, où, malgré une prévalence  
d’H. pylori de plus de 80%, la prévalence du cancer gastrique est extrêmement faible 

(<2% des tumeurs malignes) [15]. 
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Dates Observations en faveur d’une 
cause infectieuse  

Réfutations de la théorie infectieuse 

1875 G. Bottcher et M.Letulle observent 
des bactéries dans l’estomac de 
patients atteints d’ulcères 

Ces bactéries n’ont pas pu être isolées et 
cultivées 

1892 G. Bizzozero décrit des bactéries 
spiralées Gram- dans l’estomac de 
chien 

 

1899 Observations similaires par Pel chez 
des patients atteints d’ulcères et de 
cancers gastriques 

 

1906 Idem par Krienitz. Les patients 
atteints d’ulcères sont traités au 
bismuth, un agent anti-bactérien 

Observations de ces bactéries chez des 
personnes ne présentant aucun signe 
clinique 

1975 Steer et Colin-Jones observent des 
bactéries spiralées Gram- chez des 
patients atteints d’ulcères gastriques 

Décrites comme des Pseudomonas, 
considérées comme des contaminants 
alimentaires 

1984 Marshall et Warren ont identifié les 
bactéries spiralées isolées de 
l’estomac de patients et ont réussi à 
les cultivés : classées initialement 
comme Campylobacter 

 

1989 Reclassées comme epsilo-bactéries 
d’un nouveau genre : Helicobacter 

La communauté scientifique reste 
encore sceptique 

Marshall, puis Morris, ont ingéré une 
suspension de ces nouvelles 
bactéries, développé une gastrite et 
un ulcère, et ont été guéri par 
antibiothérapie 

 

Les ulcères gastriques pouvaient 
être guéris chez d’autres patients par 
antibiothérapie 

 

 

Table 1 : Historique de la découverte d’Helicobacter pylori dans les pathologies 
gastriques, d’après [2]. 
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c) de son polymorphisme génétique. 

 Ces polymorphismes affectent principalement l’expression de gènes de cytokines, 
qui vont moduler la réponse inflammatoire. La conjonction de certains polymorphismes 
pro-inflammatoires augmente le risque de cancer gastrique lors de l’infection.  Ainsi, des 
polymorphismes dans le cluster de gènes codant pour l’IL-1ß, pro-inflammatoire et 
inhibiteur de la sécrétion d’acide, et pour le gène du récepteur antagoniste (IL-1ra), 

combinés à des polymorphismes des gènes du TNF- , pro-inflammatoire, et de  l’IL-10, 
anti-inflammatoire, conduisant à une forte production d’IL-1ß et à une hypochlorhydrie, 
confèrent à des patients infectés par H. pylori  un risque vingt-sept fois plus important 
de développer un cancer gastrique [16-18]. C’est également le cas pour un 
polymorphisme dans le promoteur du gène  de l’IL-8, puissant attractant de 
neutrophiles et de lymphocytes et régulateur de prolifération, sénescence, migration 

cellulaire [19]. 

 Un certain polymorphisme dans l’exon 4 du gène du Toll-like Receptor (TLR)-4, 
qui détecte le lipopolysaccharide bactérien et en transduit le signal vers les effecteurs 

intracellulaires NF- B ou MAPK, peut provoquer une réponse inflammatoire exagérée, 
avec atrophie gastrique et hypochlorhydrie sévère, et augment de 2,5 fois le risque de 
cancer gastrique [20].  

  Ainsi, des sujets génétiquement prédisposés à produire une réponse 
inflammatoire amplifiée à l’infection créent un environnement gastrique chroniquement 
inflammatoire et hypochlorhydrique, favorable à H. pylori, mais sans doute aussi à 
d’autres microbes, favorisant ensemble la production de composés nitrosaminés et de 

radicaux libres générateurs de stress oxydatif/génotoxique.  

 Bien qu’H. pylori suscite des réponses immunes innées et acquises chez l’hôte, ce 
dernier reste incapable d’éliminer la bactérie de la muqueuse gastrique, et en devient un 
porteur chronique. Mais l’évolution pathologique de l’infection chronique par H. pylori 
dépend aussi d’effecteurs bactériens qui leurrent le système immunitaire et modulent 

l’intensité de la réponse inflammatoire. 

  

C. Biologie de la bactérie 
 

 Helicobacter pylori appartient à la classe des Epsilonproteobacteria, une ancienne 
classe de bactéries qui dominent les environnements extrêmes comme les sources 

hydrothermales abyssales et les grottes soufrées (Figure 3) [21].   

 La niche écologique d’H. pylori, l’estomac humain, constitue également un 
environnement très hostile pour les microbes en général. Il se caractérise par son acidité 

extrême, par sa viscosité due à la production de mucus, par les variations rapides et  



26 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique de la structure gastrique. L’estomac est 
divisé en quatre régions : le cardia, fundus, le corps et l’antre. L’épithélium gastrique est 
protégé par une couche de mucus sécrété par des cellules spécialisées. Les  cryptes 
gastriques sont composées de plusieurs types cellulaires comme les cellules à mucus et 
les cellules entéro-endocrines. La composition cellulaire des cryptes gastriques varie 
dans les différentes régions de l’estomac. La colonisation par H. pylori est confinée à 
l’antre. Les cellules D et G correspondent à des cellules entéro-endocrines qui sécrétent 
des hormones, somatostatine et gastrine, respectivement. La gastrine stimule la 
sécrétion d’acide tandis que la somatostatine inhibe cette sécrétion et est induite par 

l’IL-8 et le TNF- . Les cellules souches, progénitrices des cellules différenciées de 
l’épithélium gastrique, se situent au niveau de l’isthme et permettent un turn-over 
rapide des cellules épithéliales de manière bidirectionnelle (flèches rouges). Adaptée de 

http://bio150notes.blogspot.com/ [22]. 

H. pylori

Stem cell
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fréquentes des qualités et quantités de nutriments et de sels. L’estomac se caractérise 
également par la présence d’une variété d’autres micro-organismes apportés par 
l’alimentation et par la réponse de l’hôte qui développe une inflammation chronique et y 
établit une batterie de mécanismes de défense immunitaire. De plus, l’épithélium gastro-
intestinal est en renouvellement constant  et rapide à partir de la multiplication de 
cellules épithéliales progénitrices. Ce processus évoquant un tapis roulant constitue un 
moyen de protection de l’hôte contre les pathogènes ingérés, en ne leur laissant pas le 
temps de coloniser la muqueuse gastro-intestinale et en éliminant rapidement les 
cellules endommagées. De plus, les cellules pariétales productrices d’acide dans les 
glandes gastriques préservent la niche de cellules souches de l’infection par H. pylori 

(Figure 5) [23]. 

 Malgré cela, H. pylori parvient à coloniser la muqueuse gastrique et persister 
toute la vie de l’hôte dans cette niche, où elle reste essentiellement extracellulaire et 
non-invasive. Cependant, des bactéries virulentes invasives ont malgré tout pu être 
identifiées par diverses techniques microscopiques dans des lignées de cellules 
épithéliales [24] et dans un modèle de souris transgénique [23]. Dans ce modèle murin 
particulier, le nombre de cellules progénitrices a été amplifié artificiellemnt (suite à la 
destruction des cellules pariétales par l’expression constitutive d’une toxine diphtérique 
atténuée). C’est précisément dans quelques unes de ces cellules que H. pylori a été 
retrouvé avec sa morphologie caractéristique, localisé dans le compartiment 
cytoplasmique et endosomal. La signification de cette invasion de H. pylori de cellules 

progénitrices n’est pas claire. 

 La colonisation et la gastrite ne sont pas distribuées de manière uniforme dans 
toute la muqueuse de l’estomac, mais sont limitées à l’antrum et au cardia. Cette 

distribution non homogène a été attribuée à la production locale d’acide (Figure 5).  

 Plusieurs propriétés d’H. pylori contribuent à son adaptation spéciale à cette 
niche :  

 a) la production d’une uréase puissante, qui convertit l’urée excrétée comme 
déchet métabolique en ammoniaque, ce qui contribue à neutraliser l’acidification de la 

bactérie dû au pH acide de l’estomac ;  

 b) une forme spiralée, des flagelles et des régulateurs chimiotactiques [25], lui 
permettant de se mouvoir dans le mucus épais sécrété par la muqueuse gastrique, et en 
particulier, de s’y enfoncer pour s’éloigner du lumen gastrique acide et se rapprocher de 

la surface épithéliale plus neutre ;  
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Quelques Helicobacter ayant un tropisme préférentiel pour l'estomac  

Espèces  Hôtes  Pouvoir pathogène  

"Candidatus Helicobacter suis" Porcs, hommes, primates 
non-hominiens  Gastrites chez le porc  

Helicobacter bizzozeronii, 

Helicobacter salomonis Chiens  Gastrites  

Helicobacter cynogastricus Chiens  Pouvoir pathogène inconnu  

Helicobacter felis Chats, chiens, guépards  Gastrites chez les carnivores  

Helicobacter mustelae Furets (Mustela putorius 
furo)  Gastrites chez le furet  

Quelques Helicobacter ayant un tropisme préférentiel pour l'intestin et/ou le foie  

Espèces  Hôtes  Pouvoir pathogène  

Helicobacter bilis 
Souris, rats, hamsters, 
gerbilles, chiens, chats, 
ovins, porcs, hommes  

Diarrhées sévères chez les souris co-
infectées par Helicobacter rodentium. 
Pouvoir pathogène incertain pour les 
autres espèces  

Helicobacter canadensis 
Hommes, oies (Branta 
canadensis, Branta 
leucopsis)  

Diarrhées chez l'homme.  

Helicobacter canis Chiens, chats, hommes  Gastro-entérite chez l'homme  

Helicobacter cholecystus Hamsters (Mesocricetus 
auratus)  

Pancréatite centrolobulaire et 
cholangiofibrose.  

Helicobacter cinaedi 

Hommes, hamsters 
(Mesocricetus auratus), 
chiens, chats, renards, 
rhésus (Macaca mulatta), 
rats  

Infections chez l'homme.  

Helicobacter fennelliae Hommes, primates non-
hominiens (?), chiens (?)  Infections chez l'homme.  

Helicobacter ganmani, 

Helicobacter hepaticus,        

Helicobacter mastomyrinus, 

Helicobacter muridarum, 

Helicobacter rodentium, 

Helicobacter typhlonius 

Souris, rats  

Infections chez les animaux de 
laboratoire.  
Helicobacter hepaticus est 
responsable d'hépatite chronique 
active chez la souris et cette espèce 
est impliquée dans la survenue de 
cancers hépatiques.  

Helicobacter pullorum Volailles, hommes  Hépatites vibrionniennes des poules 
pondeuses. Entérites chez l'homme.  

Helicobacter trogontum Rats, porcs, ovins  Avortements et placentites chez les 
ovins.  

 

Table 2 : Liste des différentes espèces bactériennes du genre Helicobacter dans le 
monde animal, leur biotope et les pathologies associées, outre Helicobacter pylori. 
(source : www.bacteriologie.net/medicale/helicobacter.html, Pr. J-P. Euzéby) 
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 c) plusieurs adhésines spécifiques des glycanes de la surface épithéliale, 
permettant à la bactérie d’adhérer à la surface des cellules épithéliales et d’interagir 

intimement avec elles. 

 De plus, H. pylori se nourrit probablement des exsudats de la muqueuse gastrique 
endommagée par la réponse inflammatoire qu’elle provoque. Elle utilise plusieurs 
stratégies pour ménager la réponse inflammatoire de l’hôte et échapper ainsi à son 
action bactéricide, tout en la stimulant suffisamment pour se procurer les nutriments 

nécessaires à sa croissance [26].  

 

D. Les facteurs de virulences d’H. pylori 
 

 La communication entre la bactérie et son hôte maintient un équilibre finement 
régulé entre la stimulation de l’inflammation et les effets anti-inflammatoires, pour 
lequel l’expression de facteurs de virulence est critique. Les souches d’H. pylori isolées 
de patients porteurs d’ulcères sont, en général, très virulentes, avec de fortes propriétés 
adhésives et productrices d’enzymes (uréase, phospholipases) à fort potentiel toxique. 
De plus, les génotypes d’H. pylori les plus fréquemment associés à la sévérité de 

l’inflammation gastrique sont vacA-positfs et cagA-positifs [27]. 

 

1. CagA et le SST4 
 

 L’inflammation est principalement suscitée par des fragments de peptidoglycane, 
un constituant de la paroi, et par la protéine CagA. Ces deux composés bactériens sont 
transportés à l’intérieur de la CEG (Cellule Epithéliale Gastrique) par un système multi-
protéique de sécrétion de type IV (SST4). CagA et le SST4 qui permet de l’introduire 
dans la CEG, sont codées par une région de l’ADN chromosomique appelée îlot de 
pathogénicité cag (cagPAI) (Figure 6). Chez H. pylori, le cagPAI  est la région du 
chromosome la plus étudiée. Cette région génomique de 40 kilobases (kb) contient 
jusqu’à 32 gènes putatifs [28, 29]. Le pourcentage de G+C de ce segment diffère du reste 
du génome, ce qui suggère une acquisition par transfert horizontal [30, 31]. 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 [32, 33]. 
Cependant, la présence du gène cagA ne signifie pas forcément la présence d’un îlot 
entier et fonctionnel, celui-ci pouvant être partiellement délété [34, 35]. Des patients 
infectés par des souches cagPAI+ présentent un risque significativement plus important 
de développer des ulcères peptiques et des carcinomes gastriques [36].   
 CagA est une protéine monomérique de 135-145 kDa clonée en 1993 [37, 38], et 
dont l’activité est entièrement contenue dans un domaine C-terminal de 35-45 kDa  
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Figure 6 : Représentation schématique de la protéine CagA. A) Localisation des 
domaines fonctionnels de CagA, principalement en C-terminal. On y retrouve les motifs 
EPIYA correspondant à des sites de phosphorylation de tyrosine (boîtes rouges). Celle-ci 
peut être phosphorylée par les kinases Abl ou Src. De multiples segments EPIYA et la 
variation de leur arrangement sont retrouvés dans les isolats cliniques d’H. pylori. Les 
motifs EPIYA sont au nombre de quatre, notés A, B, C et D et leur présence est 
dépendante de l’origine géographique de la souche bactérienne : les segments A/B/C 
pour les souches occidentales et les segments A/B/D pour les souches orientales. Les 
boîtes de couleur jaune correspondent aux sites MKI (MARK2 kinase inhibitor). B) 
Structure du complexe CagA-MARK2. MARK2 en bleu et le domaine MKI de CagA, en 

jaune peuvent être visualiés sur le diagramme de Ribbon. D’après [39]. 

  

B
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comportant des répétitions du motif EPIYA (Figure 6a) [40]. Ce domaine présente un 
polymorphisme qui affecte sa structure et sa virulence et coïncide avec une répartition 
géographique de la souche bactérienne. En effet, la protéine CagA provenant de souches 
très virulentes d’Asie de l’Est diffère par la composition de ce domaine des souches 
occidentales [41]. CagA aurait évolué par des mécanismes de recombinaisons pour 
aboutir aux variants hautement virulents des souches d’Asie de l’Est [42]. 
 Le SST4 est typiquement composé de l’assemblage de 11 protéines (VirB 1 à 11) 
couplées à une NTPase (VirD4) (Figure 7) [43]. Le SST4 peut être vu comme une 
structure filamenteuse,  apparentés aux pili sur la surface de la bactérie, utilisés par 
celle-ci pour la conjugaison, le transfert d’ADN ou le transport de toxines [44, 45]. 

  Kwok et al. ont identifié l’intégrine 5 1, protéine transmembranaire connectée 
à la fibronectine, comme récepteur du constituant CagL du SST4, via son motif RGD 

(Arginine-Glycine-Aspartate) [46]. L’interaction CagL- 5 1 active la cascade de 
signalisation de l’intégrine, qui débute par l’autophosphorylation de FAK (Focal 

Adhesion Kinase) et l’activation de la kinase SRC qui lui est associée : ceci conduit à la 
phosphorylation de CagA alors transloquée dans le cytoplasme via le SST4 (Figure 7). De 
même, CagA exposée à la surface de la bactérie peut interagir avec la 
phosphatidylsérine, qui est externalisée du feuillet interne, où elle se trouve 
habituellement, vers le feuillet externe de la membrane plasmique de l’hôte au contact 
de la bactérie, initiant ainsi son entrée dans la cellule par un mécanisme énergétique 
distinct des mécanismes d’endocytose connus [47]. 

 Une fois injectée à l’intérieur de la CEG, CagA se localise sur la face cytoplasmique 
de la membrane plasmique et interagit avec un nombre important de protéines 
structurales et régulatrices dans le cytoplasme, induisant des changements 
morphologiques et l’activation de voies de signalisation, qui se répercuteront par des 
modifications de l’expression génique.  

 CagA est retrouvée au niveau des contacts focaux associée à la vinculine et aux 
kinases FAK et SRC (Figure 8) qui phosphorylent la tyrosine du motif EPYIA [48]. Plus 
tardivement au cours de l’infection, une autre kinase, Abl, participe également à la 
phosphorylation de CagA. CagA phosphorylée entre dans une boucle de rétroaction 
négative de l’activité kinase de SRC, ménageant ainsi sa toxicité pour la cellule hôte, et 
permettant ainsi une colonisation à long-terme des souches [46, 49]. 

 CagA phosphorylée sur le motif EPYIA se lie à et dérégule la phosphatase SHP-2 
(Src Homology Phosphatase, codée par le « proto-oncogène » PTPN11) [50, 51]. L’activité 

promotrice de prolifération et motilité cellulaires de SHP-2 nécessite son interaction  
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Figure 7 : Composition génomique du cagPAI et modèle du système de sécrétion 
de type IV. Arrangement des gènes composant le cagPAI chez la souche 26695. La 
plupart des gènes est impliquée dans la synthèse du SST4 qui permet l’injection de CagA 
et du peptidoglycane à l’intérieur de la cellule cible. Le SST4 correspond à un 
assemblage multiprotéiques couplé à une NTPase (VirD4) dont 7 gènes (en rouge) sont 
homologues à ceux du SST4 chez le phytopathogène, Agrobacterium tumefaciens. Les 
flèches marquées d’un point rouge correspondent aux gènes essentiels pour la 
translocation de CagA dans les CEG. Durant l’infection, H. pylori établit des contacts 
étroits avec la cellule épithéliale gastrique grâce à une liaison entre CagL et les 

intégrines 5 1. Le SST4 permet ainsi l’injection cytoplasmique de CagA et du 

petidoglycane dans la CEG. D’après [46].  
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avec la protéine Gab phosphorylée : il a été montré que CagA était capable de mimer la 
fonction « facteur de croissance » de la protéine eucaryote Gab, dérégulant ainsi SHP-2. 
[52, 53] Ceci provoque une activation continue de la cascade Ras/MEK/ERK (Mitogen 

Activated Kinase kinase/Extracellular signal-regulated kinase) promotrice de 

prolifération et de changements morphologiques.  

 Cette même voie peut être activée par la liaison de CagA, indépendamment de sa 
phosphorylation, à Grb2 (Growth factor receptor bound 2) : CagA transduit ainsi un 
signal similaire à celui de facteurs de croissances, court-circuitant l’activation d’un 
récepteur de facteur de croissance par son ligand extracellulaire [54].  

 CagA se lie aussi à la sérine/thréonine kinase régulatrice de polarité cellulaire 
PAR1/MARK (Partitioning defective and MAP/micortubule affinity regulating kinase), 
dont elle inhibe l’activité kinasique. Cette interaction et perte de fonction de 
PAR1/MARK provoque une rupture des jonctions intercellulaires et perte de polarité 
[55]. Une séquence peptidique de CagA critique pour cette interaction et responsable de 
l’inhibition de PAR1/MARK a été identifiée dans la souche 26695 de H. pylori. Il s’agit 

d’un domaine C-terminal comportant la répétition de 30-40 résidus contenant le motif 
d’acides aminés EPIYA  [56], et dont la structure co-cristallisée avec PAR1b/MARK2 
révèle son caractère mimétique d’inhibiteurs de protéine kinases eucaryotes (Figure 
6b). Ce ne sont pas les motifs EPIYA qui sont en cause dans cette inhibition, mais une 
autre séquence de 14 acides aminés qui occupe le site de liaison du substrat dans 
MARK2. À cette même séquence, d’autres auteurs avaient originellement attribué une 
activité indépendante de la phosphorylation et stimulatrice de la voie c-Met/PI3K/Akt 

aboutissant à l’activation transcriptionnelle de la ß-caténine et de NF- B, [57] ainsi 
qu’un rôle dans la multimérisation de CagA (Figure 8) [51]. 

 Les réponses induites par CagA dans les CEG peuvent être divisées en trois 
catégories [58] : 

- la réorganisation du cytosquelette et élongation cellulaire extrême, telles qu’elles 
apparaissent de manière spectaculaire dans les cellules AGS, système modèle 
d’infection de cellules épithéliales gastriques non polarisées en culture cellulaire, 
qui sera décrite ultérieurement dans cette thèse. Ces changements 
morphologiques dépendent principalement de la dérégulation de SHP-2, mais 

impliquent aussi l’inhibition de PAR-1/MARK [59]. 

- La rupture des jonctions intercellulaires et la perte de polarité par l’association 
physique directe de CagA avec des protéines des jonctions fortes intercellulaires 
telles que ZO-1, JAM, et E-Cadhérine [60, 61] et avec la kinase PAR1/MARK [59].  

Ces effets ne requièrent pas que CagA soient phosphorylée. 

- L’activation de nombreux facteurs de transcription tels que TCF/LEF, NFkB, 

NFAT ou SRE/SRF, régulant le cycle cellulaire, l’immunité innée et la survie.  
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Figure 8 : Les voies de signalisation induites par Helicobacter pylori dans les CEG. 
Les souches cagPAI positives d’H. pylori injecte CagA et le PGN dans le cytoplasme de la 
cellule hôte. Ces effecteurs bactériens activent de multiples voies de signalisation des 
CEG et confèrent un potentiel oncogénique à ces cellules. Une fois transloquée dans la 
CEG, CagA est phosphorylée par les kinases Src ou Abl et cible des protéines eucaryotes 
de manière dépendante ou indépendante de la phosphorylation de CagA. Les effets 
recouvrent de nombreux aspects allant de l’activation de voies oncéniques au 

réarrangement du cytosquelette. Le PGN active les voies NF- B, STAT3 et PI3K. Des 
dérégulations perpétuelles de ces différentes voies de signalisation des CEG conduisent 
à la carcinogénèse induite par H. pylori. D’après [62]. 
AP : Activator Protein, b-ctn : beta-caténine, CagA : Cytotoxin-associated antigen A, COX : 
cyclooxygénase, E-cad : E-cadhérine, PGN : peptidoglycane, STAT : Signal Transducers 
and Activators of Transcription, TFSS : Type Four Secretion System. 
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L’activation de ces facteurs est le terme de plusieurs cascades de signalisation initiées 
par l’interaction de CagA avec des effecteurs ou des adaptateurs de ces voies, comme il 
a été dit précédemment. Ainsi, l’association de CagA avec la E-cadhérine libère la ß-
caténine dans le cytoplasme et permet sa translocation nucléaire et son effet co-
activateur des facteurs de transcription TCF/LEF, qui transactivent un certains 
nombres de gènes au potentiel oncogénique [60]. CagA non phosphorylée interagit 
avec c-Met, ce qui initie la voie de signalisation de la phosphatidylinositol 3-kinase  

PI3K/Akt et active la ß-caténine et NF- B [57, 63, 64].  

 CagA est donc la protéine effectrice maîtresse d’H. pylori [39]. Ses deux formes, 
phosphorylées et non phosphorylées, sont aussi importantes l’une que l’autre pour 
s’immiscer dans le réseau des voies de signalisation de l’hôte et les perturber au cours 

de l’infection, modifiant ainsi la morphologie des CEG et leur devenir.  

 

2. Les adhésines  
 

 Alors que la plupart des bactéries H. pylori réside dans le gel semi-perméable 
constitué par le mucus gastrique, 20% d’entre elles sont fixées à la surface apicale des 
cellules épithéliales, par l’intermédiaire d’adhésines, protéines de la membrane externe 
bactérienne. Parmi elles, BabA reconnaît les antigènes de Lewis fucosylés abondants sur 
les cellules épithéliales gastriques et SabA les glycosphingolipides sialylés [65, 66]. 
L’exploitation des antigènes de Lewis de l’hôte par H. pylori est mise en évidence par le 
fait que l’antigène O de son lipopolysaccharide contient plusieurs variants d’antigènes 
de lewis humains, dont l’inactivation empêche la colonisation de l’estomac de souris. Par 
un mécanisme de mime moléculaire, ces antigènes de lewis bactériens permettraient à 
H. pylori d’échapper aux défenses immunitaires de l’hôte en empêchant la formation 

d’anticorps contre des épitopes partagés par la bactérie et par son hôte.  

 Les adhésines BabA et HomB ont été associées à la progression cancéreuse de 
l’infection par les souches H. pylori possédant le variant CagA de type occidental, mais 
non pas par celles possédant le variant de type Asie orientale [67], et peuvent donc être 
considérées comme un co-facteur de virulence. De même l’adhésine OipA participe à la 
régulation de la production de cytokine pro-inflammatoire, de métalloprotéinases et à 
l’activation de la ß-caténine [68]. 

 La fixation d’H. pylori sur les cellules hôtes, par l’intermédiaire de ses adhésines, 
pourrait rendre compte de l’injection de CagA dans leur cytoplasme, de manière 

indépendante des intégrines 1, qui sont localisées sur la surface basolatérale de la 
cellule en contact avec la matrice extracellulaire, et donc inaccessibles à la bactérie dans 

un épithélium intègre. Il est possible qu’H. pylori se fixe d’abord par certaines de ses  
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Figure 9 : Structure de VacA et fonction. A) vacA est un gène mosaïque 
polymorphique à travers la recombinaison homologue. Les régions variables sont 
localisées au niveau des régions signal (s), intermédiaire (i) et méridionale (m). La 
région s1 est active tandis que la région s2 code pour une protéine avec un site de 
clivage au niveau du peptide signal, donnant naissance à une protéine plus courte en N-
terminal incapable d’induire la vacuolisation des CEG. La région médiane code pour un 
site d’attachement aux cellules, mais l’allèle m2 correspond à une protéine VacA ayant 
un potentiel de vacuolisation atténué (s1m1 et s1m2 : protéine active, s2m2 : protéine 
inactive). Ainsi la forme la plus virulente de VacA correspond au génotype s1m1. La 
fonction de la région intermédiaire est inconnue. B) VacA correspond à une protéine 
sécrétée de 96 kDa en un domaine passager de 10 kDa (p10) et une protéine mature de 
88 kDa (p88). p88 contient deux domaines fonctionnels, appelés p35 et p55. C) La forme 
monomérique de VacA se lie aux CEG de manière non spécifique et spécifique grâce aux 
récepteurs membranaires. Le monomère s’oligomérise, puis est internalisé pour former 
des canaux anioniques conduisant à la vacuolisation des CEG. VacA induit d’autres effets 
tels que l’apoptose via la formation de pores dans les membranes mitochondriales 

permettant la libération du cytochrome c. VacA peut interagir avec l’intégrine 2 des 
cellules T et inhiber NF-kB afin d’abolir la sécrétion d’IL-2 et de bloquer les cellules T. 
D’après [69].  
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adhésines sur la surface apicale des cellules épithéliales polarisées et y injecte CagA 
(peut-être par un mécanisme dépendant de l’externalisation de la phosphatidylsérine 
[47]), suivi par l’interaction avec PAR1/MARK, permettant d’initier la rupture des 
jonctions cellulaires. Ce mécanisme faciliterait indirectement l’accès d’H. pylori aux 
intégrines de la surface basolatérale, aboutissant finalement à la phosphorylation de 
CagA et à toutes les modifications des voies de régulation et du programme génétique de 
l’hôte dépendant de CagA phosphorylée. 

3. VacA  
 

 Cette toxine de 88 KDa (Figure 9), qui fait également partie du répertoire 
d’effecteurs de la virulence de la bactérie, est sécrétée par la bactérie dans son milieu 
environnant et est également reconnu comme un facteur important dans la pathologie 
de la muqueuse gastrique colonisée par H. pylori. Elle interfère également avec plusieurs 
voies de signalisation de l’hôte. Comme CagA, VacA est polymorphique et bien qu’il soit 
présent dans toutes les souches d’H. pylori, le gène vacA selon sa forme allélique n’est 
exprimé que dans 60% d’entre elles (Figure 9a) [70]. 

 Les monomères de VacA s’oligomérisent, mais sont dissociés à pH acide, 
conditions qui amplifient leur activité. VacA est sécrétée sous forme d’un précurseur de 
96 kDa, clivé en toxine p88 et un domaine passager de  p10. p88 contient deux 
domaines, p33 et p55. Le domaine p33 est très hydrophobe et contient des motifs 
caractéristiques de dimérisation transmembranaire, qui lui confèrent la propriété de 
s’insérer dans les membranes cellulaires de l’hôte et d’y former des vacuoles. p55 joue 

un rôle crucial dans la fixation sur la cellule hôte (Figure 9b) [71]. 

 VacA utilise différents récepteurs selon le type cellulaire ciblé [72] et notamment 
la sphingomyéline [73]. Parmi les diverses fonctions de VacA, sa capacité à provoquer la 
vacuolisation du cytoplasme des cellules hôtes est son action la plus manifeste. Ces 
vacuoles contiennent les marqueurs d’endosomes tardifs et de lysosomes (Figure 9c) 
[74]. En s’oligomérisant sur la membrane plasmique, VacA en altère la perméabilité en 
formant des canaux anioniques sélectifs, par lesquels des ions (Fe3+, Ni++) et même des 
molécules complexes (bicarbonate, urée, acides aminés, glucides) du milieu 
intracellulaire de l’hôte peuvent être relargués dans son environnement extracellulaire, 
profitant à la bactérie pour sa croissance [75]. Par ailleurs, VacA induit l’apoptose via un 
mécanisme impliquant le relargage du cytochrome c dans l’espace inter-membranaire 
mitochondrial, mécanisme qui requiert sa capacité à former des canaux ioniques (Figure 

9c). 

 VacA participe également à l’induction de l’inflammation de la muqueuse 
gastrique infectée par H. pylori, par stimulant la production de cytokines pro-

inflammatoires, parmi lesquelles IL-8 via NF- B [76] et de prostaglandines [77]. 



38 

 

  



39 

 

 VacA affecte la cohésion de cellules épithéliales pariétales de la muqueuse 
gastrique en permettant l’hydrolyse de l’ezrine, protéine du cytosquelette, par la 
calpain-1 activée en conséquence de l’effet de la toxine sur la mobilisation de calcium 
intracellulaire [78]. Cette action de VacA entraîne aussi une diminution de la production 
d’acide par ces cellules et peut ainsi contribuer à l’hypochlorhydrie qui favorise 

l’évolution pathologique de l’infection. VacA est également capable d’activer la -
caténine par l’intermédiaire de la voie PI3K/Akt, contribuant ainsi au potentiel 
oncogénique de la bactérie [79, 80]. 

 Parmi les nombreux rôles de VacA, celui de modulateur de l’immunité est sans 
doute celui qui est le plus directement impliqué dans la colonisation et la persistance 
d’H. pylori. La modulation de l’immunité par VacA peut être causée par divers 
mécanismes comme par exemple l’interruption de la maturation des phagosomes de 
monocytes et des macrophages, ce qui permet à H. pylori de persister dans ces cellules 
sans être tué, ou encore l’inhibition de l’activation des lymphocytes T et B (Figure 10c) 

[81]. 

 Un nombre croissant de données de la littérature évoque la possibilité d’effets 
antagonistes entre CagA et VacA. CagA active le facteur de transcription NFAT dans les 
cellules épithéliales gastriques, alors que VacA l’inhibe [82]. CagA bloque l’induction 
d’apoptose induite par VacA : sa forme phosphorylée entrave le trafic de VacA dans les 
compartiments intracellulaires, alors que sa forme non phosphorylée mime l’action anti-
apoptotique de Bcl2, empêchant VacA d’exercer sa toxicité [83, 84]. Cet antagonisme 
entre ces deux effecteurs bactériens se manifeste aussi dans les altérations 
morphologiques induites par H. pylori sur les cellules épithéliales : la vacuolisation des 
cellules hôtes est exacerbée  avec des souches mutantes vacA+/cagA- , et 
réciproquement, les cellules sont plus allongées avec les mutants cagA+/vacA- [85]. 
VacA inhibe l’activation de la voie ERK par CagA [86]. Une hypothèse pour cet 
antagonisme entre les deux effecteurs serait que CagA protègerait les cellules dans 
lesquelles elle a été injectée contre la toxicité de VacA, obligeant VacA d’aller 
endommager d’autres cellules afin de procurer des nutriments à la bactérie pour assurer 
sa persistance. Cette hypothèse se trouve vérifiée par l’association fréquente dans les 
souches d’H. pylori de la forme la plus active de CagA avec la forme la plus active de 

VacA, ensemble corrélée à la pathologie gastrique la plus sévère [87]. 

 

4. L’uréase 
 

 
 L’activité uréase d’H. pylori produit de l’ammoniaque, qui endommage également 
les cellules et en affaiblit les jonctions intercellulaires [88]. Ces deux actions facilitent 
l’accès de la bactérie vers les intégrines de la surface basolatérale et permettent  
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l’injection et la phosphorylation  de CagA. 

 
 Ainsi, pour s’adapter et prospérer dans le milieu hostile constitué par la 
muqueuse gastrique humaine, H. pylori dispose de toute une panoplie d’effecteurs de 
colonisation et de virulence, qui exercent des effets redondants, synergiques ou au 
contraire antagonistes, se régulant l’un l’autre. C’est un équilibre dynamique finement 
orchestré entre ces effecteurs et les réponses de l’hôte qui permet à la bactérie de 
persister pendant des décennies dans la muqueuse gastrique et à l’hôte de rester 
apparemment sain, mais il comporte le risque que ne se développe une maladie grave, 

comme un cancer.  

 

E. Les mécanismes de la carcinogenèse induite par H. pylori 
 

 En tant qu’agent étiologique de deux types distincts de cancers gastriques, le 
lymphome du MALT et l’adénocarcinome, H. pylori est la seule bactérie actuellement 
reconnue oncogénique, et classée carcinogène de classe 1 par l’Organisation Mondiale de 
la Santé (1994). C’est le dialogue continu entre les effecteurs de la bactérie et la réponse 
immunitaire de l’hôte, entretenant l’état inflammatoire chronique délétère pour la 
muqueuse et/ou interférant avec l’homéostasie de l’épithélium gastrique en dérégulant 
les mécanismes de prolifération et de survie cellulaires, qui peut contribuer à la 
carcinogenèse gastrique.  

 L’inflammation est à l’origine de la cancérogenèse de l’estomac induite par H. 

pylori. Les mécanismes par lesquels H. pylori provoque l’inflammation sont redondants 

[89]. Le facteur de transcription NF- B orchestrant les effecteurs de l’inflammation peut 
être activé non seulement par CagA via les voies Ras/MEK/ERK et/ou PI3K/Akt,  mais 
aussi par la reconnaissance du lipopolysaccharide, des adhésines ou de la flagelline 
bactériens par des TLRs à la surface de la cellule hôte. La détection du peptidoglycane 
(PGN) injecté par le SST4 à l’intérieur du cytoplasme par NOD1 (Nucleotide-binding 

oligomerization domain 1) y participe également. NOD1 contribuerait à la défense de 

l’hôte contre H. pylori en produisant de l’interféron-  et en activant le facteur de 
transcription ISGF3 (Interferon-Stimulated Gene Factor 3) [90]. Pourquoi la bactérie met-
elle en jeu une telle redondance de mécanismes pour stimuler l’infammation ? Lamb et 
Chen postulent que puisque CagA et le PGN ciblent différents effecteurs de cascades de 

signalisation, ils agiraient de manière synergique pour activer NF- B, et que la bactérie 
profiterait de cette synergie, qui peut lui fournir des nutriments et des conditions 
favorables pour sa colonisation.  
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1. L’adénocarcinome gastrique 
  

 Il existe sous deux formes histologiques distinctes. L’adénocarcinome gastrique 
de type diffus affecte le plus souvent des sujets jeunes et consiste en une masse de 
cellules néoplasiques infiltrantes qui ne forment pas de structures glandulaires. 
L’adénocarcinome de type intestinal, plus fréquent, est l’aboutissement d’une série 
d’étapes histologiques initiée par la transition de la muqueuse normale vers une gastrite 
chronique superficielle, suivie par une gastrite atrophique et métaplasie intestinale, et 
aboutissant à la dysplasie et l’adénocarcinome. Alors qu’H. pylori augmente 
significativement le risque de l’un et l’autre de ces types d’adénocarcinomes, 
l’inflammation chronique n’est pas requise pour le développement de l’adénocarcinome 

de type diffus, ce qui révèle des mécanismes différents selon le sous-type de cancer.  

 Dans la diversité génétique des souches d’H. pylori, certains de ses gènes 
augmentent le risque de carcinome de manière inéluctable.  C’est le cas de l’îlot de 
pathogénicité cag, dont la présence est étroitement corrélée au développement 
d’adénocarcinome [36, 91], car il permet l’expression de CagA et sa translocation dans le 
cytoplasme de l’hôte par le SST4, en même temps que le peptidoglycane et peut-être 
encore d’autres molécules à identifier. Le rôle oncogénique de CagA a été clairement 
démontré  dans un modèle animal, la gerbille de Mongolie [92, 93]. Le polymorphisme 
du motif EPYIA de CagA apparaît particulièrement important lorsqu’on analyse les zones 
géographiques présentant la plus forte incidence de cancer gastrique : ces régions 
présentent aussi le taux le plus élevé de colonisation  de H. pylori cagA-positive avec 

l’allèle EPYIA-ABD [41, 94]. 

 Le contact des cellules épithéliales gastriques avec des souches cag+ active de 
multiples voies de signalisations régulatrices de processus oncogéniques, qui 
augmentent le risque de transformation néoplasique si ce contact perdure pendant de 

longues périodes de colonisation de la bactérie.  

 

a) Dérégulation de la prolifération/différentiation cellulaire 

  

 L’augmentation de prolifération cellulaire est un indicateur de cancer. CagA 
active des voies de signalisation promotrice de prolifération, comme la voie 
Ras/MEK/ERK/MAPK, en interagissant avec l’adaptateur Grb2 [54]. Le statut de 
phosphorylation de CagA (ou la proportion de CagA phosphorylée/CagA non 
phosphorylée) régule l’aiguillage entre les voies SHP-2/ERK dépendante de la 
phosphorylation de CagA et les voies JAK/STAT3 indépendante de sa phosphorylation 
[95]. Le récepteur bifonctionnel gp130 de l’IL-6  joue le rôle d’un commutateur entre ces 

deux cascades de signalisation :  
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la voie SHP-2/ERK régule la prolifération et la dispersion des cellules, alors que 

JAK/STAT3 promeut la migration cellulaire.  

 La -caténine, libérée par l’interaction CagA/E-Cadhérine, stabilisée par 
activation de la voie Wnt et transloquée dans le noyau, devient un facteur de 
transcription associé aux co-facteurs LEF/TCF. Ses cibles sont des gènes activateurs du 
cycle cellulaire comme celui de la cycline D1, mais également cdx1, dont le produit est un 
facteur de transcription important dans la trans-différentiation en cellules intestinales, 
ou le gène de la mucine MUC2, un marqueur de différentiation intestinale. Cette 
reprogrammation génique signe une  métaplasie gastrique de type intestinal [60]. Le 
motif moléculaire spécifique de CagA non phosphorylée intervenant dans la 

relocalisation de la -caténine des jonctions adhérentes vers le noyau est le même que 

celui qui inhibe la kinase PAR1/MARK. Une augmentation d’expression de la -caténine 
a été  rapportée dans 50% des adénocarcinomes gastriques, en comparaison avec la 
muqueuse non tumorale, et son accumulation nucléaire est déjà détectée dans les foyers 
de dysplasie [96].  Dans un modèle de souris transgénique exprimant WNT1 sous 
contrôle du promoteur de la kératine 19, qui développent ainsi une dysplasie gastrique, 

Oguma et al ont montré que la translocation nucléaire de la -caténine dans les cellules 
épithéliales gastriques dysplasiques survient précisément à proximité de l’infiltration de 

macrophages. Ils ont identifié le TNF-  et la voie PI3K/Akt comme le facteur 

responsable de l’activation de -caténine, et ont reproduit ces événements en infectant 

les souris avec H. felis [97]. Ceci suggére que l’activation aberrante de la -caténine 
précèderait le développement du cancer et qu’elle serait une étape centrale dans la 
régulation des réponses des cellules épithéliales pré-cancéreuses à H. pylori. 

b) Dérégulation de l’apoptose 

  

 La réponse inflammatoire induite par H. pylori endommage les cellules de la 
muqueuse gastrique. Ces dommages s’accompagnent d’apoptose, suite à l’induction de 

cytokines pro-inflammatoires (notamment de TNF- ), la production de monoxide 
d’azote (NO) stimulée par l’uréase, qui induit la Nitric Oxyde Synthetase dans  la 
muqueuse infectée, la génération de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) par la sécrétion 

de -glutamyltranspeptidase par la bactérie [98], le facteur de virulence VacA et enfin la 
dégradation de la matrice extracellulaire par l’augmentation de production de métallo-

protéases MMP-2 et MMP-9 [99]. 

 L’induction et l’inhibition d’apoptose sont impliquées dans la cancérogenèse de 
l’estomac infecté par H. pylori. En effet, l’induction d’apoptose favoriserait le 
recrutement par les glandes gastriques des cellules souches mésenchymateuses 
dérivées de la moelle osseuse, pour réparer les dommages ; celles-ci finiraient par se 
transformer en cellules népolasiques intraépithéliales (voir ci-dessous). Par ailleurs,  
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l’inhibition d’apoptose représente la perte du rôle de garde-fou contre la perpétuation 
de dommages à l’ADN qu’assure l’épithélium gastro-intestinal, dommages qui peuvent 
conduire à la transformation maligne. Ainsi, Mimuro et al. démontrent dans le modèle de 
gerbille de Mongolie infectée avec une souche H. pylori cagA-positive que la bactérie 
freine le renouvellement de la muqueuse gastrique en inhibant l’apoptose des cellules 
épithéliales différenciées au sommet des glandes gastriques, ce qui favorise la 
colonisation de la muqueuse par la bactérie [100]. Ce processus fait intervenir 
l’inhibiteur d’apoptose MCL-1 par l’activation de la voie SFR/SRE. 

c) La différentiation aberrante de cellules souches. 

  

 Il a été clairement démontré dans un modèle souris que des cellules souches en 
provenance de la moelle osseuse venaient envahir la muqueuse gastrique rendue 
inflammatoire par H. felis, en particulier au niveau de foyers lésionnels, se rajoutant aux 
cellules souches endogènes au tissu gastrique [101]. Les cellules souches de moelle 
osseuse venues en renfort pour régénérer l’intégrité de la muqueuse infectée, 
dégénéreraient en adénocarcinome dans l’environnement inflammatoire gastrique, 
suggérant que l’adénocarcinome gastrique aurait pour origine les cellules souches de la 

moelle osseuse. Il faut remarquer que la voie Wnt par laquelle la -caténine est activée 
est cruciale pour le renouvellement des cellules souches. H. pylori clairement interagit 
avec cette population celllulaire progénitrice de l’épithélium gastrique [23, 102].  

 Ainsi, l’étude des interactions entre les effecteurs de H. pylori et ceux de l’hôte 
interférant avec des cascades de signalisation a permis de préciser des mécanismes de 
carcinogénèse émergeant de foyers inflammatoires chroniques. Ces mécanismes 
pourraient être applicables à d’autres cancers associés à l’inflammation chronique 
induite par un pathogène : carcinome hépatocellulaire par les virus de l’hépatite B et C, 
ou carcinome hépatobiliaire  par Clostrydium parvum. 

2. Lymphome du MALT 
 

 L’inflammation chronique de la muqueuse gastrique par H. pylori provoque aussi 
des lymphomes gastriques du MALT de bas grade. Ces cancers sont moins fréquents que 
l’adénocarcinome et ont été moins étudiés.  

 Nous avons souligné précédemment l’importance du contexte inflammatoire 
pour le développement de l’adénocarcinome : de manière similaire, le lymphome du 
MALT, qui émane d’une prolifération incontrôlée des lymphocytes B, est considéré 
comme le résultat d’une inflammation qui a dégénéré. En l’absence d’infection, la 
muqueuse gastrique est totalement dépourvue de tissu lymphoïde (contrairement à la 
muqueuse intestinale) ; mais dans un contexte de lymphome du MALT, les lymphocytes 
B prolifèrent et s’organisent en structure lymphoïdes similaires aux plaques de Pleyer 
naturellement présentes dans la partie inférieure de l’intestin.  
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 Si le rôle causal d’H. pylori dans la genèse de ce lymphome est clairement établie 
et confirmée par un modèle animal, les facteurs de virulences bactériens et les effecteurs 
ciblés dans les cellules immunitaires de l’hôte lors de la genèse des lymphomes 
gastriques de MALT restent obscurs. A des stades plus avancés, les lymphomes 
gastriques du MALT subissent trois translocations génétiques spécifiques, qui ont en 

commun de promouvoir l’activation constitutive de voie de signalisation de NF- B, 
induisant ainsi la prolifération et la survie lymphocytaire [103]. 

F.  Les modèles d’étude de l’infection de l’épithélium gastrique par 

H. pylori 
 

 Beaucoup des données décrites ci-dessus ont été obtenues sur des modèles 

d’études animaux ou des cellules gastriques humaines en culture.  

1.  Les modèles animaux 
 

 L’incidence de la gastrite chronique, des ulcères et des carcinomes gastriques liés 
à l’infection chronique par H. pylori, particulièrement en Asie, a suscité le 
développement de  modèles animaux dans lesquels H. pylori était capable de coloniser 
l’estomac à long terme, pour y tester des antibiotiques ou des vaccins. Les animaux 
utilisés pour étudier expérimentalement l’infection par H. pylori incluent des singes, des 
chiens, des cochons, des chats et des rongeurs. Mais la plupart de ces modèles n’est pas 
idéale, parce que, outre les aspects éthiques, on ne peut pas manipuler ces animaux de 
manière aisée ou en grand nombre, qu’il est indispensable qu’ils soient exempts de tout 

autre germe, ou encore parce que les taux d’infection par H. pylori sont faibles.  

a) La souris 

 

L’utilisation de souris comme hôte d’H. pylori permet de surmonter la majorité de 
ces problèmes. Les bactéries sont récupérées de biopsies d’ulcères humains et données 
aux animaux par gavage (109 bactéries/animal, 3 fois, à 24h d’intervalle). Cependant, ce 
pathogène humain colonise difficilement l’estomac murin et la gastrite induite est moins 

intense que celle observée chez l’Homme. 

Différentes souches de souris ou des souris transgéniques sont néanmoins 

utilisées comme modèle d’étude de l’infection d’H. pylori : 

 -    Le modèle de gastrite de la souris C57BL/6 : dans les souris C57BL/6, H. felis ou 

H. pylori provoque des lésions pré-cancéreuses qui se manifeste de manière histologique  
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par une gastrite atrophique, l’hyperplasie et la métaplasie, due à une réponse 

immunopathologique Th1. 

 -     Le modèle de souris Balb/c a été décrit comme modèle expérimental du 
lymphome du MALT après infection à long terme avec H. heilmannii, H. felis ou la souche 
H. pylori SS1, car elle mime les lésions histologiques de la muqueuse gastrique infiltrée 
par des lymphocytes observée chez l’Homme, lésions réversibles par l’administration 
d’antibiotiques. [104] La thymectomie de souriceaux Balb/C de 3 jours préalable à 
l’administration  par gavage à 6 semaines, accélère le développement de la maladie 
inflammatoire due à la bactérie. En fait, la thymectomie provoque une gastrite auto-
immune à réponse Th1 prédominante et une hyperplasie de l’épithélium ; cet 
environnement favorise la colonisation d’H. pylori dans la muqueuse et accélère 

considérablement la survenue des lésions histologiques [105]. 

-  Les modèles de souris transgéniques. Les souris transgéniques INS-GAS 

exprimant le gène de la gastrine sous la dépendance du promoteur de l’insuline 
développement progressivement une gastrite atrophique avec diminution du nombre de 
cellules pariétales, hypochlorhydrie et production des facteurs de croissance Heparin-

binding-EGF et TGF , puis métaplasie gastrique, dysplasie, carcinome in situ et invasion 
vasculaire du carcinome. L’infection par H. pylori des souris INS-GAS accélère le 
développement de carcinome de la muqueuse gastrique, son invasion sub-mucosale et 
intravasculaire [106, 107]. La pertinence de ce modèle pour la pathologie de l’infection 
chez l’Homme est de mettre en évidence le rôle d’une hyperproduction chronique de 
gastrine agissant en synergie avec l’infection H. pylori pour promouvoir la carcinogénèse 
gastrique. 

Des souris transgéniques cagA établies par Ohnishi et al. [108], qui expriment 
CagA de manière prédominante dans l’estomac, présentent une hyperplasie de 
l’épithélium gastrique. Certaines développent des polypes et des adénocarcinomes dans 
l’estomac et l’intestin grèle, et des lymphomes de cellules B et des leucémies myéloïdes. 
Ces pathologies tumorales ne se développent pas avec un transgène cagA muté sur les 

sites de phosphorylation.  

b) La gerbille 
 

 De nombreuses maladies gastro-intestinales peuvent être induites avec une 
grande fréquence et de manière stable chez la gerbille de Mongolie (Meriones 

unguiculatus), rongeur de la famille des muridés, avec des souches virulentes d’H. pylori 
(par exemple la souche TN2GF4 cagPAI et vacA positive). Les pathologies induites sont 
similaires à ceux de la gastrite chronique humaine, avec une érosion de la surface de la 
muqueuse  et l’infiltration de cellules immunitaires inflammatoires ; elles évoluent dans 

ce modèle en ulcères, métaplasie intestinale et carcinome gastrique [109]. 
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  La capacité des souches d’H. pylori et de leurs mutants isogéniques à coloniser la 
muqueuse gastrique de la gerbille peut être améliorée après trois passages dans des 
gerbilles, au terme desquels les gènes des facteurs de virulence étaient maintenues dans 
les bactéries ainsi adaptées à cet animal. Ces conditions optimales d’infection 
permettent de préciser la cinétique de la pathologie inflammatoire et du cancer induits 

par H. pylori, ainsi que le rôle joué par les différents facteurs de virulence [110]. 

 Non pas par gavage mais par des techniques précises de microinjections dans la 
muqueuse, qui restreignent la population  bactérienne sur une fine épaisseur de mucus, 
Schreiber et al. ont montré qu’H. pylori colonise une topologie très particulière dans la 
couche de mucus gastrique. À cet endroit, la diffusion des solutés est restreinte, et H. 

pylori utilise le gradient de pH du mucus pour s’orienter précisément dans l’espace, ce 
qui apparemment lui procure des conditions optimales pour y survivre de manière 

chronique [111]. 

c) Animaux non-mammaliens 
 

 Malgré la critique d’être très éloignées des pathologies humaines, les modèles 
non-mammaliens d’infection ont prouvé leur grande valeur dans l’élucidation des 
mécanismes d’actions et voies de signalisation activées par les facteurs de virulence de 
pathogènes. Ils démontrent aussi la conservation au cours de l’évolution de la réponse 
immunitaires innée et acquise (pour revue, [112]). Ainsi le nématode Caenorhabditis 

elegans a été utilisé pour analyser et comparer la virulence d’isolats cliniques et 
environnementaux (Staphylococcus epidermidis, S. aureus, E. coli, Enterococcus faecalis, 

Candida albicans, Salmonella typhymurium), et pour réaliser des criblages de banques de 
molécules à la recherche de susbstances antimicrobiennes. La mouche Drosophila 

melanogaster, modèle établi pour les études génétiques du développement, a conduit à 
la caractérisation de facteurs de virulence (Pseudomonas aeruginosa isolés de patients 
atteint de fibrose cystique), à l’identification de nouveaux gènes  impliqués dans 
l’immunité innée, l’apoptose et la production de peptides anti-microbiens. Le poisson-
zèbre a été exploité comme modèle de la tuberculose humaine, en suivant en temps réel 

les différentes étapes de l’infection par Mycobacterium marinum. 

 Concernant H. pylori, le modèle Drosophile a montré que CagA mimait 
l’adaptateur Gad pour activer la phosphatase SHP-2 : en effet, la transgenèse de CagA 
dans les mouches compense les défauts du développement de l’œil dus à la mutation de 

DOSm, l’homologue de GabA [52]. 
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2. Les cellules épithéliales gastriques humaines en culture 
 

 La restriction de la niche écologique d’H. pylori à la muqueuse gastrique humaine 
implique d’utiliser les cellules constituant cette muqueuse pour étudier les mécanismes 
d’action de cette bactérie. Les cellules épithéliales primaires gastriques ne sont pas 
accessibles facilement à l’expérimentateur, et si elles le sont, elles ne peuvent pas être 
cultivées in vitro pendant une longue période en conservant leurs propriétés 
épithéliales. L’inaccessibilité de ce tissu à l’expérimentateur a conduit à l’utilisation de 
modèles alternatifs telles que des lignées de cellules épithéliales gastriques humaines, 

dérivées pour la plupart de tumeurs.  

a) Les cultures primaires de cellules épithéliales humaines 

 

 Des méthodes de cultures primaires de CEG ont néanmoins été développées dans 
le laboratoire de Dr. Ménard au Québec. Les protocoles de dissociations tissulaires 
classiquement utilisés (lacération et/ou cocktail de protéases de la matrice 
extracellulaire) ont un mauvais rendement de récupération de cellules épithéliales, et les 
cellules mésenchymateuses contaminantes finissent par envahir la culture primaire. Une 
amélioration de dissociation tissulaire à l’aide d’une solution commerciale non-
enzymatique dépolymérisante de  la matrice extracellulaire a permis d’obtenir des 
suspensions de CEG plus pures, qui adhèrent sur un support de culture, forment des 
colonies de cellules cohésives et proliférantes, et expriment les caractéristiques 
fonctionnelles (polarité cellulaire, production de mucus) d’un épithélium gastrique 

[113]. 

b) Les cellules épithéliales immortalisées 

 

 La lignée HFE-145 a été établie à partir de CEG humaines normales transfectées 
avec des vecteurs d’expression de l’antigène T de SV-40 et de la télomérase humaine 
[114]. Ces cellules se multiplient activement, expriment différentes mucines et forment 

des jonctions fortes intercellulaires lorsqu’elles sont cultivées en monocouche. 

c) Les lignées de cellules épithéliales gastriques humaines 

 

 Des lignées de cellules épithéliales gastriques humaines ont pu être établies à 
partir d’adénocarcinomes gastriques ou de leurs métastases. La plupart d’entre elles 
présentent un phénotype épithélial et mucopeptique, et expriment une variété de 
marqueurs associée à l’épithélium gastrique humain adulte ou fœtal tels que des 
récepteurs aux facteurs de croissance, des mucines et des zymogènes. Ce sont de loin les 

modèles les plus utilisés pour étudier de manière reproductible les interactions entre la  
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 Table 3 : Caractéristiques des cellules épithéliales gastriques humaines utilisées 
pour la compréhension de l’infection par H. pylori. Mut : mutation

MKN-7 MKN-28 MKN-45 MKN-74 AGS NCI-N87

Patient's gender/age M/39 F/70 F/62 M/37 F/54 M/?

Origin of the specimen for primary culture
Lymph node

metastasis

Lymph node

metastasis

Liver

metastasis

Liver

metastasis

Gastric 

tumor

Liver

metastasis

differentiated well well poorly moderately moderate well

gastric cancer type intestinal intestinal diffuse intestinal intestinal intestinal

p53
mis mut

over express

mis mut

over express
WT WT WT

p21waf1/cip1 

(mRNA/pro)
+/- +/- +/+ +/+ +/+

APC mut silent mut nonsens WT nonsens mut WT WT

K-sam WT WT WT WT

c-erbB2 (EGF R hom) amplif WT WT WT WT

c-met WT WT amplif WT

bcl-2 WT
WT

high

WT

low

WT

-

c-src

kinase activity
nd

WT

high

WT

preserved

WT

high

c-myc WT WT WT WT WT

EGF R (mRNA) Medium Medium low very low +/+ +/+++

EGF (mRNA) - + - -

TGF-a (mRNA) high Medium low low

Amphiregulin (mRNA) High High low High

TGF-B (mRNA/secretion) high high/inactive form low high

Smad2 WT WT WT WT

Response to TGF-B - - - -

IL-1a (mRNA) high Medium low low

IL-6 (mRNA) high - - -

IL-8 (mRNA/secretion) high/high Medium/medium low/very low High/very low

VEGF (mRNA) low low high High

PDGF A-chain (mRNA) Medium Medium low High

PDGF R (mRNA) - - - -

Basic FGF (mRNA) - - + -

p21 WT
single nt

 polymorphism
WT WT WT

p27 WT WT Rearrangement WT WT

p15 WT WT Homozygous deletion WT/-

p16 WT Wt Homozygous deletion WT/- -

Cyclin E

mRNA/pro

amplif

over express/high

WT

overexpress/high

WT

overexpress/hi

gh

WT

low/low
WT

Rb
WT 

(hyperphosphorylated)

WT 

(hyperphosphorylat

ed)

WT 

(hyperphospho

rylated)

WT 

(hyperphosph

orylated)

E-cadherin WT WT deletion 18pb WT mut WT

B-catenin WT WT WT WT

mut 

(gain de 

fonction)

wt

CD44 WT
silenced 

(hypermethyl prom)
WT WT
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bactérie et sa cellule hôte en prolifération. Ne sont mentionnées ici que celles dont nous 

disposons au laboratoire (Table 3). 

(1) Les cellules AGS 

 

 Elles constituent le modèle le plus répandu pour étudier les interactions entre H. 

pylori et les cellules gastriques humaines. Ces cellules sont issues de métastases 
hépatiques d’un adénocarcinome gastrique de type intestinal, chez une patiente âgée de 
54 ans de type caucasien [115]. À cause de leur sensibilité particulière à CagA, dont 
l’entrée dans le cytoplasme y provoque un changement morphologique remarquable 
caractérisé par une élongation extrême (appelé phénotype « colibri » : voir chapitre I des 
résultats) et un phénotype invasif, ces cellules ont permis d’élucider la plupart des 
mécanismes moléculaires de CagA phosphorylée et non phosphorylés décrits 

précédemment. 

 Cependant, malgré leur forme épithéliale, ces cellules n’ont pas l’organisation et 
la polarité baso-latérale des cellules épithéliales gastriques. Notamment, ces cellules 
n’expriment pas l’E-cadhérine. Pour pallier ce défaut, une lignée AGS exprimant de 
manière stable l’E-cadhérine a été générée, rétablissant la fonctionnalité du complexe E-
cadhérine-ß-caténine [61]. 

(2) Les cellules MKN-74 
 

 Cette lignée dérive d’un patient japonais atteint d’un carcinome gastrique de type 
intestinal. Elle ne porte pas de mutation de CDH1 ni d’hyperméthylation de son 
promoteur, et exprime donc une E-cadhérine normale. Elle prolifère en colonies 
cohésives caractéristiques de véritables lignées de cellules épithéliales. 

(3) La lignée NCI-N87 

 

 Comme la lignée MKN74, cette lignée dérive d’un adénocarcinome gastrique 
humain différencié et présente des caractéristiques similaires de croissance. Cette lignée 
n’est sans doute pas homogène dans le degré de différenciation de ses cellules. En effet, 
le groupe de D. Ménard a isolé, par clonages cellulaires successifs de la lignée parentale, 
des lignées typiquement épithéliales qui, à confluence, acquièrent de manière homogène 
une polarité basolatérale et des jonctions fortes intercellulaires parfaitement 
fonctionnelles [116]. L’un de ces clones présente les caractéristiques de cellules 
progénitrices peu différenciées, qui rappellent le type de cellules progénitrices 
agranulaires qu’on trouve dans l’isthme des glandes gastriques. Un autre clone a les 
caractéristiques de cellules granulaires productrices de zymogènes et de mucines. Dans  
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des expériences de cicatrisation suite à une lésion mécanique de la couche cellulaire, ce 
sont les cellules du clone le moins différenciés qui régénèrent le mieux la lésion, en 

s’allongeant et en acquérant des capacités migratoires.  

 D’autres lignées souvent mentionnées dans la bibliographie sont mentionnées 
dans la table 3, qui récapitule les altérations génétiques des différentes lignées. Il faut 
mentionner également que les réponses à H. pylori des cellules épithéliales dans la 
muqueuse in vivo ou en culture in vitro peuvent différer considérablement. Par exemple, 
H. pylori ralentit la prolifération des cellules épithéliales in vitro [117], alors que, in vivo,  
c’est une augmentation du taux de croissance cellulaire qui est observée dans la 

muqueuse infectée avec des souches cag+ [118]. 

 

 

  



60 

 

 

  



61 

 

  



62 

 

 

Figure 10 : Représentation schématique d’un épithélium et des jonctions 

cellulaires existantes. Un épithélium est constitué d’une ou plusieurs couches de 
cellules juxtaposées et cohésives entre elles grâce à la présence de jonctions cellulaires. 
Il existe une organisation subcellulaire des organites, selon un axe apico-basal. Les 
différents types de jonctions (serrées, adhérentes, GAP et matrice-cellule) sont 
représentés en bas de la figure et sont mentionnées les protéines qui les composent. 
Lors de la TEM, l’ensemble des jonctions cellule-cellule et cellule-matrice est détérioré, 
notamment par extinction de l’expression de l’E-cadhérine et stimulation des récepteurs 

au TGF  dont le TGF R1. Ces deux acteurs sont représentés en rouge. Adapté de [119]. 
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II. La transition épithélio-mésenchymateuse 

A. Définitions 

1. L’épithélium et les cellules épithéliales 
 

 Un épithélium est une barrière naturelle constituée de cellules juxtaposées 
établissant des contacts étroits entre elles et reposant sur une lame basale. Elles sont 
associées les unes aux autres grâce à des structures membranaires hautement 
spécialisées, les jonctions intercellulaires, permettant la communication entre les 
cellules. L’organisation de ces jonctions confère aux cellules un axe de polarité apico-
basal. Au niveau apical, les jonctions serrées assurent l’étanchéité de l’espace inter-
membranaire entre deux cellules adjacentes, les jonctions d’ancrage, ou jonctions 
adhérentes, assurent la cohésion mécanique du tissu et les jonctions communicantes 
sont impliquées dans le couplage métabolique et électrique de deux cellules adjacentes 
en permettant le passage de petites molécules entre leur cytoplasme. Au niveau du pôle 
basal, les cellules reposent sur la lame basale et sont associées à la matrice 
extracellulaire par l’intermédiaire de contacts focaux ou d’hémi-desmosomes composés 
de récepteurs transmembranaires, les intégrines, liés au cytosquelette d’actine et aux 
filaments intermédiaires respectivement (Figure 10). Les cellules épithéliales disposent 
d’une certaine mobilité qui leur permet de se déplacer au sein de la couche cellulaire à 
laquelle elles appartiennent, mais elles ne peuvent pas normalement se détacher de 

cette couche. 

 Les épithéliums simples se renouvellent par glissement le long de la lame basale à 

partir d’une zone germinative contenant des cellules souches. 

2. Le mésenchyme et les cellules mésenchymateuses 
 

 Le mésenchyme désigne un tissu embryonnaire à l’origine de diverses formes de 
tissus chez l’adulte. Il a deux rôles importants : le premier est mécanique  en tant que 
tissu de soutien, le second est métabolique assurant la nutrition et l’échange entre deux 
tissus. L’architecture mésenchymateuse peut être définie par contraste avec 
l’organisation épithéliale. Effectivement, les cellules mésenchymateuses ne présentent 
pas de jonctions intercellulaires permettant une organisation continue entre les cellules, 
et il y a pas de polarisation cellulaire, les organites intracellulaires étant distribués de 
manière aléatoire. Ces cellules n’ont que de rares contacts focaux avec les autres cellules 
et ne reposent pas sur une lame basale. En culture, elles ont une forme de fuseau qui les 
apparente à des fibroblastes. Enfin, une des particularités fondamentales des cellules 
mésenchymateuses est une plasticité qui permet leur migration, c’est-à-dire la répétition 
de phases transitoires d’extension, d’adhésion, de rétractation et de translocation. La 

migration requiert en outre la sécrétion d’enzymes protéolytiques détruisant la matrice  
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Figure 11 : Représentation schématique du changement morphologique des 
cellules subissant une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Les cellules 
épithéliales adhérentes et formant une couche unicellulaire acquièrent des capacités 
migratoires en tant que cellules isolées et adoptent une morphologie de type 
fibroblastoïde. L’ensemble des changements morphologiques et comportementaux sont 
essentiellement dus à une modification du programme génétique des cellules suite à 
l’intégration d’un signal, le plus souvent externe. Le mécanisme de TEM est réversible, 
des cellules ayant subi une TEM peuvent acquérir de nouveau un caractère épithélial par 
la transition mésenchymo-épithéliale (MET). Les deux états extrêmes (épithélial vs 

mésenchymateux) sont caractérisés par l’expression de marqueurs spécifiques à chaque 
situation. Ils sont listées sous chaque phénotype. Adaptée de [120]. 

 

 

Figure 12 : La TEM est impliquée dans plusieurs processus cellulaires dès 
l’embryogenèse, mais aussi lors de processus de réparation physiologiques et 

pathologiques. Adaptée de [121].  
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extracellulaire. Au cours du développement et de la progression tumorale, le 
mésenchyme peut être un état intermédiaire à la formation d’une structure épithéliale à 
partir d’une autre structure épithéliale, on parle alors de transition épithélio-

mésenchymateuse. 

3. La transition épithélio-mésenchymateuse  
 

 La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) caractérise un processus 
dynamique et réversible, au cours duquel les cellules perdent leurs caractéristiques 
épithéliales et développent des propriétés mésenchymateuses. Ceci requiert des 
modifications architecturales et fonctionnelles complexes. La transition d’un phénotype 
à un autre recouvre un large spectre de modifications inter- et intracellulaires rarement 
observé en totalité, impliquant que la TEM n’est pas nécessairement un changement 
complet de lignage cellulaire. Les cellules ayant subi la TEM acquièrent de nouvelles 
capacités plastiques, comme la motilité et un phénotype fibroblastoïde apolaire typique 
de cellules mésenchymateuses ; elles deviennent résistantes à l’apoptose. Elles 
présentent des caractéristiques uniques incluant, d’une part, la perte des caractères 
épithéliaux telles que les jonctions cellule-cellule, l’organisation du cytosquelette 
d’actine et la distribution polarisée des organites intracellulaires, et d’autre part, 
l’expression de marqueurs mésenchymateux et la production de facteurs pro-invasifs 

(Figure 11).  

 Ce spectre de modifications survenant au cours de la TEM est lié à l’intégration de 
nombreux signaux extracellulaires afférents à la cellule et se trouve ainsi à la croisée de 
multiples processus cellulaires (Figure 12). Cette pression de transition est 
contrebalancée par des stimuli induisant la transition dans le sens inverse. D’une 
certaine manière, on peut considérer que la cellule épithéliale peut développer des 
modifications phénotypiques dont l’amplitude est située sur un axe borné par un 
phénotype épithélial complet d’un côté et un phénotype mésenchymateux complet de 
l’autre, sans nécessairement aboutir à une de ces limites. On distingue trois types de 
TEM. La TEM de type I intervient pendant l’embryogenèse et la formation des tissus. La 
TEM de type II réfère à une trans-différenciation des cellules lors de phénomènes 
physiologiques comme la cicatrisation ou la régénération des tissus, mais aussi dans la 
formation de fibrose. Enfin, la TEM de type III est caractéristique d’un développement 

pathologique avancé, la néoplasie et la formation de métastases (Figure 13) [120, 121]. 
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Figure 13 : Classification de la transition épithélio-mésenchymateuse en trois 
types. A) La TEM de type 1 est associée à l’implantation et la gastrulation 
embryonnaires. L’épithélium primaire et en particulier l’épiblaste donne lieu au 
mésenchyme primaire par une TEM. Celui-ci pourra alors former un épithélium 
secondaire par le mécanisme inverse, la MET. B) La TEM de type 2 est induite dans un 
contexte d’inflammation et de fibrose. Contrairement à la TEM de type 1, la TEM de type 
2 est induite sur une longue période et peut porter atteinte aux organes. C) Finalement, 
l’épithélium associé aux organes peut se transformer en cellules cancéreuses qui 
pourront alors subir une TEM afin de permettre l’invasion et la formation de métastases. 
Ceci correspond à la TEM de type 3. Adaptée de [120]. 
TEM : transition épithélio-mésenchymateuse. 
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B. Les marqueurs de la TEM 
 

 La TEM est associée à un changement du programme génétique conduisant à 
l’extinction de marqueurs épithéliaux au profit de la synthèse de protéines 
caractéristiques de cellules mésenchymateuses. Les marqueurs communément utilisés 
afin de caractériser le processus de TEM dans un tissu ou des cellules en culture 
incluent : 

a) la perte de l’E-cadhérine au profit d’une augmentation de la N-cadhérine. La N-
cadhérine, comme son nom l’indique, est impliquée dans la formation des 
jonctions inter-cellulaires dans le tissu nerveux, mais est aussi spécifique des 

cellules mésenchymateuses (Table 4). 

b) l’expression de facteurs de transcription tels que Snail1, Slug (Snail2), Twist, 
ZEB1, ZEB2 et E47, qui peuvent inhiber la transcription de l’E-cadhérine (Table 
4). Leurs fonctions seront détaillées ultérieurement   (§ E. 1. a). 

c) la relocalisation nucléaire de la -caténine. La fonction de la -caténine dépend 
de sa localisation subcellulaire. Dans une cellule épithéliale, elle est sous-
membranaire du fait de son interaction physique avec l’E-cadhérine au niveau 
des jonctions adhérentes. Par contre, dans une cellule mésenchymateuse, elle est 
dissociée des jonctions par la perte de l’expression de l’E-cadhérine. Elle se 
retrouve dans le cytoplasme où elle sera, soit dégradée suite à sa phosphorylation 
par la kinase GS3K, qui sert de signal d’ubiquitinilation et de dégradation par le 
protéasome, soit  transloquée dans le noyau, où elle s’associe avec les co-facteurs 
de transcription LEF/TCF afin d’induire ou de réprimer l’expression des gènes 

cibles (table 4). 

d) l’expression de vimentine, un membre de la famille des filaments intermédiaires, 
importants pour la structure du cytosquelette. Bien que la plupart des filaments 
intermédiaires soient des structures stables, la vimentine est une structure 
dynamique qui apporte une certaine plasticité à la cellule. La vimentine est 

induite par la ß-caténine (table 4). 

e) la production de facteurs pro-invasifs telles que la fibronectine ou la MMP 

(Matrix Metallo Proteinase)-9 (Figure 11 et table 4).  
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Marqueurs de la Transition Épithélio-Mésenchymateuse 
Protéines dont l’expression est augmentée 
 N-cadhérine 
 Vimentine 
 Fibronectine 
 Snail1 
 Snail2 (Slug) 
 Snail3 
 Twist 
 ZEB1 
 ZEB2 
 Gooscoid 
 FOXC2 
 Sox10 
 MMP-2 
 MMP-3 
 MMP-9 
 Intégrine vv 6 
Protéines dont l’expression est diminuée 
 E-cadhérine 
 Desmoplakine 
 Cytokératine 
 Occludine 
 Ostéopontine (SPP1) 
Protéines dont l’activité est augmentée 
 ILK 
 GSK-3  
 Rho 
Protéines qui s’accumulent dans le noyau 
 -caténine 
 Smad-2/3 
 NF- B 
 Snail1/2/3 
 Twist 
 ZEB11/2 
Marqueurs fonctionnels in vitro 
 Augmentation de la migration 
 Augmentation de l’invasion 
 Augmentation de la dissémination 
 Élongation des cellules 
 Résistance à l’apoptose 
 
Table 4 : Liste des différents marqueurs de la Transition Épithélio-
Mésenchymateuse. Adaptée de [122]. 
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C. La transition épithélio-mésenchymateuse physiologique  

1. Au cours du développement embryonnaire 
 

 La plupart des tissus et organes adultes proviennent de plusieurs séries de 
conversions des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses, et inversement. La 
TEM participe à l‘embryogenèse pendant la gastrulation et la migration des cellules des 
crêtes neurales (Figure 14) [123]. 

 La gastrulation, troisième étape du développement des métazoaires survenant 
dès la troisième semaine du développement embryonnaire chez l’homme, consiste en la 
mise en place des tissus fondamentaux de l’embryon, par migration cellulaire, avec la 
formation d’un troisième feuillet, le mésoderme. Celui-ci se situe entre les deux feuillets 
embryonnaires préexistants, l’endoderme et l’ectoderme (ou ectoblaste). Des cellules 
migrent depuis l’ectoblaste à travers la ligne primitive, épaississement de l’ectoblaste, 
formant ainsi le troisième feuillet embryonnaire. Ce processus de TEM s’accompagne de 
l’induction des facteurs de transcription Snail1 et Snail2 sous l’influence de la sécrétion 

de molécules appartenant à la famille du TGF , notamment de Nodal. En se fixant sur 
des séquences particulières de l’ADN génomique, appelées E-boxes, localisées dans le 
promoteur des gènes cibles, Snail1 et 2 régulent l’expression de certains gènes, et 
notamment cdh1 codant pour l’E-cadhérine, dont ils répriment la transcription [124-
127]. Ainsi, l’extinction de la synthèse de cette protéine aboutit à la rupture des 

jonctions intercellulaires adhérentes, libérant la -caténine dans le cytoplasme. La -
caténine va être transloquée dans le noyau et, par son association avec les co-facteurs de 
transcription LEF /TCF, va activer la transcription des gènes de marqueurs 
mésenchymateux et favoriser ainsi le mouvement cellulaire. L’importance de la famille 
Snail comme répresseurs de transcription a pu être mise en évidence dans des 
embryons de souris déficients pour ces gènes. En effet, les embryons murins snail-/- 
présentent un défaut de migration des cellules de la ligne primitive et donc un défaut de 
gastrulation [128]. Il n’a toutefois pas été observé de défauts de différenciation des 
cellules, en accord avec un rôle de Snail dans les mouvements morphogénétiques plutôt 
que dans la spécification.  

 Des évènements semblables se produisent lors de la migration des cellules des 
crêtes neurales. Après la gastrulation, l’épiderme et les territoires neuronaux sont 
progressivement définis et les crêtes neurales se forment à la jonction de ces deux 
territoires. Grâce à la TEM, ces cellules peuvent migrer afin de donner naissance à 
plusieurs types cellulaires qui vont participer à la formation des futures structures 
nerveuses périphériques, des os et muscles lisses, ainsi que les cellules de la glie et les 
mélanocytes (Figure 14). Les facteurs impliqués dans  la TEM au cours de la migration 
des cellules des crêtes neurales sont activés par les voies de signalisation de Notch, de 
l’acide rétinoique [129], la voie wnt ou la voie des BMP (Bone Morphogenetic Protein) 

appartenant à la superfamille TGF  [130, 131]. 
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 Les gènes sox participent également à cette TEM, puisque l’expression ectopique 
des gènes sox-8, -9 ou -10, par électroporation dans les cellules du tube neural chez 
l’embryon de poulet, suffit à induire la TEM et la migration de ces cellules. Toutefois, la 

différenciation de ces cellules est complètement supprimée [132].  

 Plusieurs cycles de TEM/TME sont également impliqués dans l’organogenèse du 
foie [133], du pancréas [134], des valves cardiaques et la formation du palais [135, 136]. 
Ainsi, dans le cas de la formation du cœur, il s’agit d’une succession de 3 cycles 
TEM/TME avec comme étape finale, une transition particulière dite endothélio-
mésenchymateuse. En effet, ce sont des cellules endothéliales, et non épithéliales, issues 
du canal atrio-ventriculaire qui migrent et forment le coussin endocardique. Les cellules 
s’assembleront plus tard pour donner lieu aux valves atrio-ventriculaires [137]. La TEM 
qui forme les valves est contrôlée par trois voies de signalisations distinctes : la voie 

TGF /TGF R1-2, la voie Notch et la voie ErbB [138-140]. 

2. Chez l’adulte 
 

 Dans l’organisme adulte, la TEM intervient dans la réparation tissulaire. 

 Les travaux menés par l’équipe du Dr. Nelly Auesrperg ont démontré qu’une TEM 
se produisait au niveau des ovaires chez la femme adulte au cours des cycles mensuels 
d’ovulation. Les ovaires sont enveloppés par un épithélium ovarien de surface (EOS). 
Après extrusion de l’ovule lors de l’ovulation, se met en place un phénomène de 
cicatrisation de l’ovaire recrutant les cellules de l’EOS. La capacité de ces cellules à subir 
une TEM a été démontrée in vitro et in vivo en réponse à une stimulation par des 
facteurs de croissance et par une altération de leur matrice extracellulaire. Cette TEM 
tend à préserver l’homéostasie ovarienne [141]. 

 LA TEM intervient au cours de la cicatrisation cutanée en réponse à une blessure. 
Les kératinocytes en bordure de la lésion acquièrent un phénotype intermédiaire, 
appelé état « métastable » [122], qui leur permet de se mouvoir sans s’individualiser des 
autres kératinocytes plus éloignées de la blessure. Les cellules métastables présentent 
des caractéristiques à la fois de cellules épithéliales et de cellules mésenchymateuses. 
Cet état est influencé par l’expression de Snail2/Slug dans les kératinocytes localisés au 
niveau du front migratoire. Effectivement, l’inactivation de Snail2 ou sa sur-expression 
compromet ou accélère la cicatrisation, respectivement [142]. 
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Figure 14 : Exemples de transition épithélio-mésenchymateuse physiologique et 
pathologique. Au cours de l’embryogénèse, la TEM intervient lors de la migration des 
cellules des crêtes neurales et de l’ingression du mésendoderme (à gauche). La TEM est 
également impliquée dans des mécanismes pathologiques tels que la formation 
d’organes fibrotiques et de métastases (au centre et à droite). Dans les cas 
pathologiques, l’activation de la TEM est aberrante. D’après [123]. 
MEC : Matrice Extra-Cellulaire, TEM : transition épithélio-mésenchymateuse 
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D. La transition épithélio-mésenchymateuse pathologique  
 

 Bien que la TEM ait été décrite initialement au cours de l’embryogenèse, ces 
modifications cellulaires sont reproduites au cours de  deux processus pathologiques, la 
transformation néoplasique et la fibrose. Un profil commun de modifications 
morphologiques et géniques accompagne ces processus et des études récentes ont 
montré une remarquable similarité dans les voies de signalisation impliquées au cours 

de la TEM dans ces pathologies. 

1. La fibrose 
 

 À l’origine, la fibrose a été décrite comme provenant d’une activation 
pathologique des fibroblastes du milieu interstitiel convertis en myofibroblastes. Dans 
les tissus atteints de fibrose, les myofibroblastes s’accumulent et sécrétent un excès de 
collagène et de composants de la matrice extracellulaire, qui se déposent en fibres, 
compromettant ainsi la fonction de l’organe. Cependant des études de traçabilité des 
cellules ont pu montrer la conversion de cellules épithéliales en cellules 
mésenchymateuses par une TEM, dans la fibrose du rein, de loin l’organe le plus étudié, 
mais aussi dans celle du poumon ou du foie (Figure 14) [143]. L’induction de la TEM 
dans les cardiomyocytes, les hépatocytes et les cellules rénales met en jeu l’induction du 

facteur de transcription Snail, ainsi que l’activation de la voie du TGF  [144]. 

2. La progression tumorale et les métastases 
 

 La TEM intervient de manière prépondérante dans l’évolution de certaines 
tumeurs, en particulier par l’acquisition d’un potentiel métastatique, qui confère aux 
cellules néoplasiques des propriétés mésenchymateuses voire de cellules souches [145]. 
La TEM des cellules cancéreuses leur fait perdre leurs propriétés adhésives et acquérir 
des propriétés migratoires et protéolytiques nécessaires à la formation de métastases 
(Figure 14) [146]. Au sein d’une même tumeur, le gain de marqueurs mésenchymateux 
comme la vimentine, S100A4 (fibroblast-specific protein [Fsp1]) ou Snail1, et/ou la perte 
de marqueurs épithéliaux comme l’E-cadhérine par exemple, sont directement corrélés 
à la progression tumorale et de mauvais pronostic [119, 124, 127, 147]. L’acquisition de 
marqueurs mésenchymateux, en particulier de S100A4, est accompagnée d’un 
phénotype cellulaire invasif, et à l’inverse, sa délétion a un rôle protecteur contre la 
formation de métastases. Des travaux similaires relatifs à la modulation de l’expression 
de l’E-cadhérine dans divers modèles néoplasiques, via l’expression de répresseurs de sa 
transcription, dont la liste non exhaustive comprend les facteurs de transcription 
Snail1/2, Twist, ZEB1/ZEB2, ont mis en évidence que la répression de cette protéine de 
jonction permettait de produire un phénotype invasif [119]. 
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 Cependant, il existe un grand scepticisme sur l’importance de la TEM dans la 
progression tumorale vers la formation de métastases, du fait que le changement 
morphologique des cellules, en coupes histologiques de tumeurs primaires, n’est que 
rarement observé. De plus, les métastases apparaissent histologiquement similaires à la 
tumeur primaire dont elles ont dérivé [148]. Plusieurs équipes ont essayé de démontrer 
l’implication de la TEM dans la progression métastasique en analysant l’expression et la 
localisation de ses marqueurs et inducteurs dans les tumeurs. Ces travaux font état de 
l’expression des inducteurs de TEM Snail et ß-caténine dans les cellules en bordure de la 
tumeur avec une localisation nucléaire de ces marqueurs, suggérant qu’ils sont actifs en 
tant que facteur de transcription [149, 150]. La ressemblance phénotypique des tumeurs 
secondaires par rapport à la tumeur primaire peut être due à une réversion de la TEM, 
c’est-à-dire à une transition mésenchymo-épithéliale (TME) des cellules qui doivent 
pouvoir s’implanter en tant que tumeur « cohésive » dans leur localisation secondaire 
[151]. Cette théorie est soutenue par des analyses de l’expression des marqueurs 
épithéliaux et mésenchymateux au niveau des sites secondaires tumoraux : en effet, les 
métastases co-expriment des marqueurs épithéliaux, E-cadhérine et kératine, en même 
temps que des marqueurs mésenchymateux, vimentine et MMP, reflètant ainsi un état 
intermédiaire entre la TEM complète et la TME complète,  décrit comme un phénotype 
métastable par le Dr Pierre Savagner [122]. 

 

E. Les voies de régulation de la transition épithélio-
mésenchymateuse 

1. Les inducteurs de la TEM  

a) Les facteurs de transcription Snail, Twist et ZEB 

 

Le rôle commun de Snail, Twist et ZEB est la répression transcriptionnelle de 
cdh1, conduisant à l’extinction de l’E-cadhérine. L’E-cadhérine est une protéine 
essentielle dans le maintien de l’intégrité d’un épithélium. Par conséquent, l’inhibition 
de sa synthèse est une étape cruciale de la TEM, non seulement au cours du 

développement embryonnaire mais aussi dans les situations pathologiques chez l’adulte.  

 Les gènes codant pour les facteurs de transcription Snail1, Snail2 et Snail3 ont été 
les premiers identifiés comme régulateurs de l’expression de l’E-cadhérine [125]. Les 
différents membres de la famille Snail sont des facteurs de transcription à doigts de zinc 
(6 doigts de zinc de type C2H2 sont localisés dans la région C-terminale d la protéine), 
qui peuvent se lier à l’ADN au niveau de la séquence C/A(CAGGTG), appelée « E-boxe ». 
Snail1 et 2 sont essentiels pendant la gastrulation chez la souris, le développement des 
crêtes neurales chez l’embryon de poulet et de grenouille et jouent un rôle dans le 

mouvement et l’adhésion des cellules plutôt que dans la différenciation cellulaire [152]. 
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Table 5 : Expression des facteurs de transcription Snail, ZEB et TWIST dans les 
tumeurs humaines. D’après [126]. 
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 D’autres répresseurs de l’E-cadhérine incluent les facteurs de transcription à 
domaine basique de type hélice-boucle-hélice (bHLH), tels que E47 et Twist. Les facteurs 
bHLH complexés en homo ou hétérodimères peuvent également se fixer à l’ADN au 
niveau des boîtes E, mais sur un consensus moins stringent, CANNTG, où N peut être 
l’une ou l’autre des 4 bases. Cette classe de protéines peut agir en tant qu’activateur ou 
répresseur transcriptionnel, via le recrutement d’enzymes modificatrices de la 
chromatine telles que l’Histone acétyl-transférase (HAT) p300, ou bien par son 
interaction avec des co-répresseurs tels que SIN3A. Les facteurs de transcription bHLH 
sont classés en 7 familles selon leur distribution tissulaire, leur dimérisation et leur 
spécificité de liaison à l’ADN. Dans le cadre de la TEM, les facteurs les plus représentatifs 
appartiennent à la classe I qui comporte TCF3 (isoformes E12 et E47), TCF4 codé par le 
gène E2A et TCF12 (isoformes α et β). Ils ont une expression ubiquitaire et agissent en 
tant qu’homodimères ou hétérodimères en association avec les facteurs de la classe II. 
La classe II comporte les facteurs Twist1 et Twist2, qui ont une spécificité tissulaire et 
sont toujours associés en hétérodimères avec des facteurs de la classe I [153]. Les 
facteurs bHLH sont impliqués dans la détermination du lignage cellulaire et le contrôle 
de la prolifération. 

 Enfin, parmi les régulateurs de l’expression de cdh1, on compte les facteurs ZEB 
(Zinc finger E-box binding homeobox). Cette famille de facteurs de transcription 
comprend deux membres, ZEB1 (δ-EF1) et ZEB2 (SIP1 Smad Interacting Protein 1) codés 
par les gènes ZEB1 ou ZFHX1A et ZEB2 ou ZFHX1B, respectivement. Comme leur nom 
l’indique, ce sont des facteurs de transcription à plusieurs doigts de zinc (3 à 4 doigts de 
zinc de type C2H2 et C3H localisés dans un homéodomaine), par lesquels ils 
interagissent avec l’ADN au niveau de boîtes E dont la séquence bipartite correspond à 
CACCT et CACCTG, comme celle retrouvée au niveau du promoteur de cdh1 [154]. ZEB1 
et ZEB2 peuvent transactiver la transcription de gènes cibles par leur interaction avec 
des co-activateurs, PCAF ou p300 pour ZEB1, ou des corépresseurs, CtBP pour ZEB2. Ce 
sont des facteurs exprimés pendant l’embryogenèse dans le système nerveux central, le 
cœur, le muscle squelettique et les cellules hématopoïétiques. Un défaut d’expression de 
l’un des deux facteurs ZEB dans ces tissus peut être partiellement compensé par l’autre, 
ce qui indique un rôle commun de ZEB1 et de ZEB2. Cependant, l’extinction de ZEB2 par 
knockout chez la souris est létale pour l’embryon, avec des défauts de migration des 
cellules des crêtes neurales, qui ne peuvent pas être compensés par l’expression de 

ZEB1 [155]. 

 Chacun de ces facteurs régulateurs de l’expression de l’E-cadhérine sont 
impliqués dans la formation de cancer comme l’indique la table 5 [126]. Par exemple, 
l’expression de ZEB1 est importante dans la progression du cancer du colon, tandis que 
ZEB2 a été étudié dans les tumeurs ovariennes, gastriques, et pancréatiques, où il est 
associé avec un comportement invasif et agressif des tumeurs. 
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b) La perte de polarité cellulaire 

 

 La perte de la polarité cellulaire fait partie des étapes cruciales de la TEM, en lien 
avec la perte de l’expression de l’E-cadhérine. Dans les cellules épithéliales, trois 
complexes protéiques participent à l’élaboration et au maintien de la polarité apico-
basale dans la cellule : Par, Crumbs et Scribble. Tous trois et leurs partenaires protéiques 
sont des cibles régulées lors de la TEM [156]. Snail1 altère la polarité cellulaire en 
réprimant la transcription de Crumb3 et modifie la localisation des complexes Par et 
Crumbs au niveau des jonctions. De manière similaire, ZEB1 réprime directement la 
transcription des gènes de polarité cellulaire, incluant Crumbs3, PATJ (Paslst1-

associated tight junction proteins) et les membres du complexe de Scribble, LGL2 (Lethal 

Giant Larvae 2) [157]. 

c) Les protéases de la matrice extracellulaire 

 

 Snail et ZEB induisent également l’expression de protéases MMP (Matrix 

MetalloProtease) de la famille des métalloprotéases capables de dégrader la membrane 
basale, favorisant ainsi l’invasion. De manière intéressante, quelques protéases sont 
suffisantes pour induire la TEM, certainement en déclenchant une boucle de régulation 
positive qui stabilise les cellules dans un état mésenchymateux. Ainsi, la protéase MMP3 
promeut la TEM en augmentant le niveau des espèces réactives oxygénées (ROS) qui 
vont à leur tour permettre indirectement l’expression de Snail1 [158]. La MMP13 induit 
la TEM suite à l’activation de la voie du FGF1 (Fibroblast Growth Factor 1) [159]. Des 
études menées in vitro et in vivo sur le cancer pancréatique et la formation de 
métastases ont révélé l’implication de la TEM  dans l’induction de l’invasion cellulaire 
via l’induction de Slug/Snail2: le facteur de transcription agirait non pas en réprimant 
l’E-cadhérine mais plutôt en induisant l’expression de la MMP9, qui va alors permettre la 
dégradation de la matrice extracellulaire et la modification de l’organisation du 
cytosquelette d’actine au niveau de pseudopodes. L’ensemble de ces évènements 
favorise la migration des cellules cancéreuses pancréatiques et l’invasion des tissus 

périphériques [160]. 

2. Régulation des inducteurs de la TEM  
 

 La régulation des inducteurs de la TEM peut se faire de deux manières : soit par 
une régulation transcriptionnelle qui implique l’activation de voies de signalisation 
cellulaires induites par des facteurs de croissance, soit par une régulation post-

transcriptionnelle faisant intervenir des petits ARN non codants.  
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Figure 15 : Ensemble des voies de signalisation intracellulaires inductrices de la 
TEM. Un grand nombre de facteurs de croissance et de voies de signalisation 
embryonnaires (Wnt, SHH) sont impliquées dans la régulation et l’induction de la TEM. 

L’activation des récepteurs membranaires (T R, Frizzled, PTCH…) permet de cibler les 
voies régulant la TEM, conduisant aux modifications morphologiques et géniques 
retrouvées lors de celle-ci (la perte d’adhérence intercellulaire, le gain de mobilité et le 

réarrangement du cytosquelette). Parmi ces voies, celle du TGF  (en rouge) reste la plus 
importante et la plus étudiée. Il existe une régulation autocrine/paracrine de la TEM 
entre les différents facteurs de croissance et de survie permettant de renforcer la 

transformation cellulaire vers un processus de TEM [161]. 
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a) Régulation transcriptionnelle de la TEM  

 

 L’association d’un facteur de croissance sur son récepteur membranaire à activité 
tyrosine kinase permet la transduction du signal par le recrutement de protéines 
kinases cytoplasmiques, telles que les MAPK (Mitogen-Activated-Protein Kinases), Src 
kinase ou encore la PI3K (Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase). La cascade de signalisation 
conduit à la transcription des régulateurs transcriptionnels de la TEM,  Snail, Twist et 
ZEB. Au cours des dix dernières années, plusieurs travaux ont montré que la TEM 
pouvait être provoquée par différents facteurs de croissance, dont la liste non 
exhaustive comprend non seulement les facteurs EGF (Epidermal Growth Factor), HGF 
(Hepatocyte Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived 

Growth Factor), TNF-  (Tumor Necrosis Factor) ou les intégrines, mais également des 
voies caractéristiques du développement embryonnaire comme les voies Wnt, SHH 

(Sonic HedgeHog) ou Notch (Figure 15).  

 Cependant, la voie de signalisation majeure de l’induction de la TEM est celle du 

TGF  (Transforming Growth Factor-ß). Dans ce paragraphe, je ne détaillerai que la voie 
du TGFß, les autres voies étant décrites dans la revue de Said and Williams, 2010 [161]. 
De plus, la cascade de signalisation induite par le TGFß est en étroite connexion avec les 
autres voies de signalisation citées plus haut et amène ainsi à un phénomène 
d’amplification en faveur de la TEM (Figure 15). 

 Dans les cellules normales et dans les étapes précoces de la carcinogénèse, le 
TGFß joue un rôle protecteur de l’organisme contre des cellules anormales en inhibant 
le cycle cellulaire et en induisant l’apoptose. Néanmoins, dans les cancers avancés, ce 
facteur soluble peut promouvoir l’invasion et la formation de métastases, constituant le 

paradoxe du TGF . Chez les mammifères, le TGFß s’exprime sous trois formes 

moléculaires distinctes, TGF 1, TGF 2 et TGF 3, qui exercent des actions similaires in 

vitro. La voie de signalisation du TGFß commence par sa liaison de haute affinité à ses 

récepteurs membranaires, au nombre de trois : le récepteur de type 1 (T R-I), de type 2 

(T R-II) et de type 3 (T R-III ou betaglycane). Le T R-III n’est pas exprimé de manière 
constitutive et ne porte pas d’activité enzymatique. Les deux autres types de récepteur 
possèdent une activité sérine/thréonine kinase au niveau de leur domaine 

cytoplasmique qui initie une cascade signalisation intracellulaire. La fixation du TGF  

sur le T R-II active son activité kinase, qui va trans-phosphoryler et activer le T R-I 

(Figure 16). Après activation des récepteurs, T R-I va se lier, phosphoryler et stimuler 
des facteurs de transcription Smad2 et Smad3, jusqu’alors latents [162]. Les protéines 
Smad sont apparentées et se divisent en trois catégories : les R-Smad, dont font partie 
Smad2 et Smad3, les co-Smad avec Smad4 et Smad4b, et enfin les anti-Smad composés 
de Smad6 et Smad7. Le complexe formé par Smad2 et Smad3 phosphorylés va 
rapidement interagir avec le co-Smad. Le complexe hétérotrimérique obtenu va être 

transloqué dans le noyau, où il va réguler la transcription de gènes cibles impliqués dans  
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Figure 16 : Schéma de la voie du TGF . Le facteur soluble TGF  se fixe sur le T RII ce 

qui active son domaine Sérine/Thréonine kinase. T RII va interagir et phosphoryler 

T RI. T RI activé va pouvoir stimuler les facteurs de transcription cytoplasmiques, 
Smad2/3 (R-Smad). A leur tour, ils vont s’associer à un co-Smad, Smad4 et le complexe 
va être transloqué dans le noyau où il va activer la transcription de gènes cibles grâce à 
l’interaction avec des co-facteurs (Source : http://www.motifolio.com/5111158.html). 
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le contrôle de la prolifération, de la différenciation et de la migration cellulaire. Les 
transformations cellulaires produites par l’activation du complexe Smad2/3 sont dues à 
la voie canonique de signalisation du TGF  (Figure 16).  

 En plus de la voie canonique des Smad, le TGF  peut interagir avec d’autres 
effecteurs moléculaires non canoniques comme : 

 les effecteurs de la voie des MAPK (mitogen-activated protein kinases), 
ERK1/2, p38MAPK et JNK 

 des médiateurs de la survie cellulaire : PI3K, AKT1/2 et mTOR. 

 des médiateurs de l’inflammation : NF- B, la cyclooxygénase-2 (COX2) et les 

prostaglandines. 

 les protéines de la famille des petites protéines G : Ras, RhoA (Ras Homolog 
gene family, memeber A), Rac1 et Cdc42. 

 des tyrosine kinases : Src, FAK et Abl 

 De manière intéressante, des travaux ont montré que l’association du TGF  avec 
les effecteurs de voies non canoniques était amplifiée dans les cellules cancéreuses 

métastasiques, outrepassant l’effet suppresseur de tumeur de l’association TGF /Smad 
[163, 164]. Toutefois, la voie canonique peut contribuer à l’induction de la TEM. Le 
complexe Smad2/3/4 intranucléaire peut se fixer sur les boîtes E au niveau des 
promoteurs des inducteurs de la TEM Snail1/2, Twist [165]  et ZEB1 [166]  et induire 
leur production. Il peut également interagir avec ZEB2, aussi connu sous le nom de Smad 

Interacting Protein-1, SIP1, afin de réprimer la transcription de l’E-cadhérine. De plus, 
l’expression et l’activité des différents facteurs de transcription inducteurs de la TEM 

entretiennent une boucle de rétro-régulation positive sur la synthèse de TGF  et sa 
sécrétion selon un mode autocrine [167]. 

b) Régulation post-transcriptionnelle de la TEM : rôle des 

ARN non codants 

 

 Des études récentes ont mis en lumière l’importance de la régulation du 
phénotype épithélial par les ARN non codants, en contrôlant la traduction des ARNm des 
inducteurs de la TEM, principalement les facteurs ZEB [168]. De manière intéressante, 
l’équipe de Cristina Peña [169] a montré que l’expression de ZEB2 reposait sur un 
épissage alternatif dépendant de l’expression d’un ARN non codant, noté NAT (Natural 

Antisense Transcript). Effectivement, après stimulation de la TEM par Snail, NAT était 
transcrit et pouvait alors s’hybrider à sa séquence cible, un intron localisé dans la région 

5’ non traduite de l’ARNm de ZEB2. L’interaction entre NAT et l’intron  
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Figure 17 : Régulation de l’expression de ZEB2 dans les cellules épithéliales et 
mésenchymateuses par un ARN non codant naturellement exprimé. A gauche, dans 
une cellule épithéliale, La transcription de ZEB2 par son promoteur (boîte noire) génère 
un ARN composé d’une région 5’NT de 3kb (en gris) et d’un cadre ouvert de lecture 
(ORF, en blanc). Après fixation du spliceosome, l’intron de 2.5 kb est éliminé, générant 
un transcrit avec une région 5’NT de 481 nt. Cette région 5’NT contient une séquence 
inhibitrice de la traduction (tige-boucle qui bloque la progression du ribosome sur 
l’ARNm zeb2). A droite, dans les cellules mésenchymateuses obtenues par la TEM, La 
transcription de zeb2 est accompagnée de celle d’un ARN non codant, NAT via 
l’activation d’un promoteur différent placé en antisens. Le NAT interagit par 
complémentarité de séquence avec l’ARNm de ZEB2 et empêche l’excision de l’intron 
par la spliceosome. L’intron conservé contient un site d’entrée du ribosome (IRES) près 
du codon d’initiation de la traduction. Le ribosome peut alors traduire l’ARNm de ZEB2 

[169].  
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empêche l’épissage de celui-ci, mais permet d’initier sa traduction à partir d’un site 
interne d’entrée du ribosome et donc l’expression de ZEB2 (Figure 17). Comme l’ARNm 
de ZEB2 semble être majoritairement traduit à partir de cet IRES, NAT joue un rôle de 
régulateur positif de l’expression de ZEB2 et Snail1 agit alors comme un inducteur 

indirect de l’expression de ZEB2 dans les cellules subissant une TEM. 

 Outre la régulation de l’expression de ZEB2 via  un épissage alternatif, des 
travaux concomittants, datant de 2008, ont pu dévoiler le rôle important d’autres petits 
ARN régulateurs, les microARN (miARN), en particulier ceux de la famille des miR-200 
et miR-205 (La description du mécanisme de régulation des miARN, en général et entre 
les miR-200 et ZEB, sera abordée et détaillée dans une troisième partie) [170-174].  Ces 
études ont démontré qu’une sur-expression des miARN de la famille des miR-200, 
notamment miR-200b et miR-200c, aboutissait à une inhibition de l’expression des 
facteurs ZEB1/2 et par conséquent à une induction de l’expression de l’E-cadhérine. 
Dans les cellules exprimant les miR-200, leur contrôle s’exerçant de manière post-
transcriptionnelle sur leur cible ZEB1/2 est en faveur du maintien du phénotype 
épithélial. En plus du rôle régulateur des miARN sur ZEB1/2, il existe une boucle de 
rétroaction négative entre ces miARN et les facteurs ZEB1/2. Cette boucle de double 
régulation négative (miR-200/ZEB et ZEB/miR-200) peut être considérer comme une 
balance penchant en faveur de la TEM quand ZEB1/2 sont exprimés au détriment des 
miARN, ou en faveur de la TME lorsque ce sont les miR-200 qui sont exprimés et qu’ils 

répriment ZEB1/2 (Figure 29). 
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III. Les microARN 

 

A. Découverte des microARN 

 
 Les microARN (miARN) sont des ARN non codants de 21 à 23 nucléotides de long, 
qui ont fait leur entrée dans la catégorie des régulateurs de l’expression génique. Au 
cours de ces dix dernières années, les miARN se sont imposés comme des éléments 
majeurs du contrôle de l’expression génique au niveau post-transcriptionnel. 
 Initialement, les microARN ont été découverts grâce à l’étude de lin-4, un gène 
connu pour réguler le développement larvaire du ver Caenorhabditis elegans. Ce gène ne 
codait pas pour une protéine, mais conduisait à la formation de deux ARN de 22 et 61 
nucléotides, le plus grand semblant être le précurseur du plus petit [175].  Puis, il a été 
démontré que la séquence de lin-4 était inversement complémentaire de régions situées 
dans la partie 3’ non traduite (3’NT) de l’ARNm de lin-14. La présence de lin-4 réduisait 
le taux de protéine lin-14 sans en affecter le niveau d’expression de l’ARNm. Ainsi, il a 
été proposé que lin-4 régulait négativement la traduction de lin-14 par sa fixation sur les 
régions 3’NT de l’ARNm de lin-14. lin-4 est désormais reconnu comme appartenant à la 
famille des microARN. Ce n’est qu’en 2000 qu’un autre exemple d’ARN non codant 
régulateur de l’expression des gènes, a pu être identifié, let-7, jouant également un rôle 
dans le développement larvaire de C. elegans en ciblant l’ARNm de lin-41 [176].  Peu de 
temps après cette découverte, des homologues de let-7 ont été retrouvés chez l’Homme, 
la drosophile et beaucoup d’autres espèces d’animaux bilatériens. Ce fut le 
commencement de la détection des miARN dans une large variété d’espèces. Les miARN 
furent alors considérés comme des régulateurs exclusifs des organismes 
multicellulaires. Ceci a amené certains chercheurs à penser que les miARN apportaient 
un niveau de complexité supplémentaire dans la régulation de l’expression génique, 
distinguant les organismes multicellulaires des simples organismes unicellulaires. 
Toutefois, les miRNAs des animaux semblent avoir évolué de manière différente par 
rapport à ceux des plantes, car leur séquence ainsi que leur biogénèse diffèrent [177, 
178]. 
 La découverte de l’existence de miARN dans Chlamydomonas reinhardtii, une 
algue unicellulaire, et chez les virus, a bouleversé cette théorie et a indiqué que les 
miARN sont probablement issus d’un processus conservé au cours de l’évolution [179]. 
Actuellement, selon la miRBase v17 (Avril 2011), on dénombre 16772 miARN matures 
dont 1492 sont retrouvés chez l’homme (http://www.mirbase.org/). Les études 
fonctionnelles réalisées sur les miARN indiquent que ces petits ARN participent à la 
régulation de quasiment tous les processus cellulaires, puisque toute altération dans 
leur niveau d’expression est associée à des pathologies (cancers, maladies 
cardiovasculaires…) [180]. Ces résultats ne sont pas surprenants lorsqu’ils sont 
comparés à ceux obtenus par les bioinformaticiens, dont les prédictions évaluent à près  
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Figure 18 : Voie de biosynthèse des microARN. La voie canonique (encadré vert) et la voie 
des mirtrons (encadré bleu) sont représentées. La biosynthèse des miARN passe par plusieurs 
étapes succéssives et concomitantes : la transcription du pri-miARN dépendante de l’ARN Pol II 
(1), l’excision du pré-miARN par Drosha/DGCR8 (2), l’export du pré-miARN vers le cytoplasme 
via l’exportine 5 (3), et la maturation du pré-miARN en miARN mature par Dicer/TRBP (4). Le 
miARN obtenu est alors incorporé dans le complexe RISC, ainsi appelé miRISC, et va guider ce 
complexe vers une cible potentielle, un ARNm. L’interaction miARN/ARNm se fait par 
appariement de base généralement dans la région 3’ NT de l’ARNm. Le duplex formé engendrera 
soit l’inhibition de la traduction soit la dégradation du complexe, ou les deux. D’après [181]. 

1
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de 60% l’ensemble des gènes codant pour des protéines potentiellement régulées par 
des microARN [182]. 

B. Biogénèse des microARN 

 

 Les séquences codant les miARN sont dispersées dans tout le génome et peuvent 
être localisées soit dans les introns ou exons de gènes codants ou non codants, soit dans 
des régions intergéniques. Ainsi, la genèse des miARN se fait selon deux voies en 
fonction de la localisation de la séquence du miARN dans le génome : 

- La voie canonique est constituée de quatre étapes successives : (1) transcription 
du pri-microARN, (2) clivage par Drosha pour libérer un précurseur pré-
microARN, (3) export de ce dernier dans le cytoplasme et (4) clivage du pré-
microARN par Dicer pour donner le miARN mature (Figure 18). 

- La voie non canonique alternative impliquant le spliceosome diffère dans la 
production du pré-miARN. Cette voie de biogénèse s’applique aux miARN 
introniques (Figure 18-20a). Les miRNAs issus de cette voie non canonique 
furent nommés des « mirtrons» [183, 184]. 

De même, d’autres miRNAs, dérivant de la maturation d’ARNt ou de small nucleolar RNA 
(snoRNA), ont été décrits [185, 186]. Ainsi, il existerait de nombreuses voies 
alternatives, soulignant la complexité de la biogénèse des miRNA [187]. 

1. La transcription des miARN 

 

 La génération des miARN est initiée par la production de longs transcrits 
endogènes, cappés en 5’ et polyadénylés en 3’. De ce fait, leur transcription semble être 
dépendante de l’ARN polymérase II (pol II), qui transcrit les ARNm [188]. Toutefois, une 
transcription dépendante de l’ARN pol III a été décrite, notamment celle du cluster miR-

517 (ou C19MC) [189]. Qu’ils aient été générés par l’ARN pol II ou l’ARN pol III, ces longs 
transcrits primaires, appelés pri-miARN, renferment des structures caractéristiques en 
tige-boucle, correspondant à une tige de 33 paires de bases (pb) terminée par une 
boucle, entourées de régions simple brins pouvant atteindre plusieurs kilobases (kb). 
Lorsque des miARNs sont localisés au sein de gènes codant pour des protéines, le pri-
miARN se superpose au pré-messager de son gène hôte (40% des cas). Les miARN 
peuvent également être transcrits à partir de leur propre promoteur. Environ 50% des 
miARN humains sont retrouvés dans des clusters génomiques et synthétisés à partir 

d’une seule unité de transcription polycistronique. 
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Figure 19 : Mécanisme d’action des enzymes Drosha et Dicer. A) Drosha possède 
deux domaines RNase III (RIIIDa et RIIIDb) qui interagissent ensemble pour former un 
dimère où les sites catalytiques sont juxtaposés. Le domaine RIIIDa coupe le brin 3’ de la 
tige du pri-miRNA, tandis que RIIIDb coupe son brin 5’, générant une extrémité 3’ 
flanquante. Les triangles rouges indiquent les sites de coupure. En interagissant avec la 
tige et les régions simples brins du primiRNA, DGCR8 permet le bon positionnement de 
Drosha, ~ 22 pb avant la boucle terminale du pri-miRNA. B) Dicer possède également 2 
domaines RNase III (RIIIDa et RIIIDb), ainsi qu’un domaine PAZ. En interagissant avec 
l’extrémité 3’ du pré-miRNA, le domaine PAZ permet le positionnement des domaines 
RNase III de Dicer à ~ 22 pb de cette extrémité. Le clivage du pré-miRNA libère alors un 
duplexe de 18 à 23 pb de miRNA mature, constitué du brin guide et du brin passager. 

Adapté de [190, 191]. 
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2. La maturation du pri-miARN  
 

 La maturation des miARN débute par le clivage nucléaire du pri-miARN en un 
fragment en tige boucle de 60-70 nucléotides (nt), le pré-miARN. En effet, le pri-miARN 
est pris en charge par un complexe multiprotéique appelé Microprocessor, composé des 
protéines Drosha et DGCR8 (chez les vertébrés, ou Pasha chez les invertébrés) [192]. 
Drosha est une ribonucléase de type III agissant de concert avec DGCR8 (protéine de 
liaison à l’ARN double brin) pour libérer le pré-miARN.  DGCR8 permet le bon 
positionnement de Drosha  au site de clivage, situé 11 pb en amont de la structure tige-
boucle du pri-miARN. Le pré-miARN possède alors une extrémité 5’ phosphate définitive 
et 2 nucléotides 3’ terminaux non appariés, caractéristiques d’un clivage par une RNase 

III (Figure 19a).  

 Dans le cadre des miARN contenus dans les introns d’ARNm, une étude montre 
que l’excision de ces pré-microARN par Drosha interviendrait sur l’ARN en cours de 
transcription avant même l’épissage des introns « hôtes » [193]. Toutefois, il existerait 
une voie alternative minoritaire concernant certains miRNAs introniques (Figure 20b). 
Dans cette voie, la libération du pré-miRNA ne nécessite pas le clivage par Drosha, mais 
fait appel à la machinerie d’épissage. Une fois l’excision de l’ARNm réalisé, l’intron en « 
lasso » ainsi libéré est débranché et se structure en tige-boucle, formant alors le pré-
miRNA.  

3. L’export cytoplasmique et la maturation du pré-miARN 

 

 Le pré-miARN est ensuite transporté activement du noyau vers le cytoplasme par 
l’exportine 5, un récepteur d’export nucléaire, via un mécanisme lié au  Ran-GTP [194]. 
La spécificité de ce transport repose sur des déterminants structuraux du pré-miARN 
constitués par son extrémité 3’ protrudante et la longueur de sa tige. De ce fait, non 
seulement l’exportine 5 permet le changement de compartiment cellulaire du pré-
miARN, mais aussi le protège de la dégradation nucléaire par des ribonucléases. Dans le 
cytoplasme, le pré-miARN va subir sa dernière étape de maturation catalysée par Dicer, 
une autre ribonucléase de type III, assistée des protéines TRBP (TAR RNA Binding 

Protein) et PACT (Protein Activator of PKR). L’ensemble Dicer/TRBP/PACT forme le 
RISC-loading complex, ou RLC. Une fois le RLC formé, Dicer via son domaine PAZ se 
positionne au niveau de l’extrémité 3’ protrudante et, grâce à ses deux domaines RNase 
III, clive le pré-miARN environ 22 pb après cette extrémité, juste avant la boucle apicale 
(Figure 19b). Ainsi l’action de l’enzyme Drosha détermine l’extrémité 5’ du miARN 

mature, et Dicer, quant à elle, permet de déterminer l’autre extrémité.  

 Dicer est une protéine très conservée au cours de l’évolution, indispensable dans 

tous les organismes testés jusqu’ici. La suppression de l’expression de Dicer conduit à  
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Figure 20 : Les voies alternatives de biogénèse des mirtrons. A) La voie canonique. 
Le clivage du pri-miARN, contenu dans l’intron, par Drosha/DGCR8 a lieu pendant la 
transcription et avant l’épissage de l’intron. Pour des raisons inconnues, l’intron 
contenant des miARN est épissé de manière plus lente que les introns adjacents 
dépourvus de miARN. Le pré-miARN ainsi généré entre dans la voie classique de 
biogénèse des miARN, tandis que le pré-ARNm subit l’épissage pour former l’ARNm 
mature. B) La voie non canonique. Les mirtrons sont générés à partir des introns 
épissés et débranchés. Cette voie ne nécessite pas le clivage par Drosha, car les introns 
débranchés se structurent directement en pré-miARN. Certains de ces pré-miARN 
présentent une extrémité simple brin qui est clivée avant l’export cytoplasmique du pré-
miRNA. D’après [191]. 
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une diminution voire une extinction de la production des miARN matures et est même 
létale dès les premiers stades embryonnaires murins. Ceci met l’accent sur l’importance 
de la biogénèse des miARN. Bien que le génome humain ne comporte qu’un seul gène 
codant pour Dicer, ce nombre varie selon l’espèce. La drosophile, Drosophila 

melanogaster, possède deux protéines Dicer homologues, associées dans des complexes 
différents et occupants des fonctions cellulaires différentes. Ainsi, Dicer-1, associé à 
Loquacious-1 (Loqs-1) est essentiel à la biogénèse des miARN tandis que Dicer-2 
combiné à R2D2 joue un rôle important dans la production des siARN [187].  

 Après le clivage du pré-miARN, le miARN résultant correspond à un duplex de 20 
à 23 nucléotides, composé du brin « guide » fonctionnel et du brin « passager » qui sera 
dégradé. La dissociation de ce duplexe est encore mal connue, mais il est reporté qu’il 
peut s’associer à différentes hélicases (p68, p72). Le miARN mature serait issu du brin 
de ce duplex qui aurait l’extrémité 5’ la moins stable d’un point de vue 
thermodynamique [195].  

4. Incorporation du miARN mature dans le complexe RISC 
 

 Le miARN simple brin est ensuite intégré dans le complexe ribonucléoprotéique 
nommé RISC (RNA-induced silencing complex) ou encore miRISC (miRNA-induced 

silencing complex), afin de le distinguer du mécanisme d’ARN interférence faisant 
intervenir les siARN [196-200]. Le complexe miRISC contient le miARN mature, les 
protéines Dicer et TRBP auxquelles sont venues se joindre les protéines Argonautes. Les 
membres de la famille des protéines Argonautes (AGO) sont les composants les mieux 
caractérisés de ce complexe. Chez les mammifères, la répression de la traduction d’un 
ARNm en protéine par les miARN via le complexe miRISC dépend de la présence des 
protéines AGO1-4 [201]. Par contre, lorsqu’un miARN induit le clivage de l’ARNm dont il 
lie la région 3’ NT, seule AGO2 peut assurer cette fonction dans le miRISC, car c’est le 
seul membre de la famille des protéines Argonautes à posséder une fonction 
ribonucléase apportée par son domaine PIWI (RNaseH-like P element induced wimpy 

testis) (Figure 21) [202]. Le miARN chargé sur le miRISC va guider ce dernier sur un ou 
plusieurs ARNm cible(s) portant une ou plusieurs séquences complémentaires à celle du 
miARN. Cette fixation va induire la répression de la traduction de l’ARNm ciblé. De tels 
appariements prennent place généralement dans la région 3’ NT des ARNm, mais il a 

également été montré des régulations en 5’NT [203]. 

C. Principe de l’interaction miARN-ARNm 
 

 Le complexe miRISC se fixe sur l’ARNm cible au niveau de régions spécifiques 
plus ou moins complémentaires de la séquence des miARN, appelées MREs pour miRNA 

Recognition Elements [204-206]. Cet appariement suit des règles précises, dont certaines  
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Figure 21 : Structure et fonction de la protéine Argonaute de Pyrococcus furiosus. 
A) Structure schématique (haut) et crystal (bas) de la protéine AGO de P. furiosus. Les 
différents domaines sont représentés : PAZ (rouge), Mid (vert) et PIWI (violet). B) 
Représentation schématique du modèle du clivage de l’ARNm guidé par un siRNA. 
L’interaction de l’extrémité 3’ du siRNA avec le domaine PAZ permet le positionnement 
de l’ARNm en face du domaine PIWI. Le site catalytique de type RNase H de ce domaine 
(ciseau) peut alors cliver l’ARNm au niveau d’un site situé au milieu du siRNA. D’après 
[207]. 
 
 
 
 

 

Figure 22 : Principes de l’interaction miARN/ARNm. Les miARN se lient à l’ARNm 
cible par appariement de bases. Chez les plantes, la plupart des miARN sont strictement 
complémentaires de leur cible et induisent la dégradation de l’ARNm. Au contraire, les 
miARN des métazoaires se lient à l’ARNm cible de manière imparfaite suivant un schéma 
précis de reconnaissance : 1) le respect de la complémentarité stricte au niveau de la 
séquence graine (encadré rouge), 2) la présence d’un boucle ou mésappariement dans la 
partie centrale du miARN, 3) une complémentarité suffisante dans la partie 3’ du miARN 

surtout au niveau des  résidus 13-16 (encadré orange). D’après [208]. 
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sont indispensables à la répression exercée par le miARN sur l’ARNm. Les différents 
exemples de duplexes miARN-ARNm effectifs décrits dans la littérature [208, 209], 
associés aux recherches bioinformatiques pour dégager des règles et construire des 
algorithmes utilisables pour la prédiction de MRE, a permis de définir les règles 

suivantes (Figure 22) : 

 
1- L’hybridation entre le miARN et l’ARNm doit être parfaite en 5’ de la séquence du 

miARN, entre les nucléotides 2 et 8 du miARN. C’est ce qui constitue le noyau de 
nucléation du duplexe miARN-ARNm, appelé seed ou graine. Tout 
mésappariement, ou appariement de type G:U, à ce niveau, affecte 
considérablement l’efficacité de la régulation par le miARN [210]. De plus, un 
résidu A, en position 1 du miARN, et /ou un résidu A/U en position 9 du miARN, 
c’est-à-dire de part et d’autre de la graine, augmenterait l’efficacité de la 
répression suite à la liaison du microARN à l’ARNm [211]. Toutefois, la présence 
de ces deux résidus ne semble pas indispensable, puisqu’ils ne rentrent pas dans 
la région d’appariement nécessaire. 
 

2- La deuxième règle est définie par la présence d’une boucle, ou d’un petit 
mésappariement, dans la région centrale du duplexe miARN-ARNm. L’application 
de cette règle préviendrait le clivage endonucléolytique catalysé par AGO2. 
 

3- La troisième règle est définie par l’appariement nécessaire entre le miARN et 
l’ARNm dans la deuxième moitié du miARN. La complémentarité d’appariement à 
ce niveau participe à stabiliser le duplexe miARN-ARNm. L’hybridation dans cette 
région n’est pas aussi exigeante qu’au niveau de la graine, puisque des 
mésappariements sont possibles [209]. 
 

 En plus de ces règles, d’autres facteurs peuvent influencer l’efficacité de la 
répression due à la liaison du miARN à l’ARNm, tels que (1) la richesse en dinucléotides 
AU à proximité du site de liaison du miARN, (2) la proximité de ce dernier du codon stop 
(ceci est particulièrement vrai pour un ARNm ayant une région 3’NT longue, mais il faut 
toutefois que le site de liaison soit situé au moins 15 bases en aval du codon stop), (3) la 
proximité de ce site de liaison avec d’autres sites de liaison pour d’autres miARN, ce qui 
entraînerait une coopération et/ou une redondance entre des miARN pour la répression 
de la traduction d’un ARNm [209]. Ainsi, la définition de l’intéraction miARN-ARNm met 
en lumière le fait qu’un miARN peut cibler plusieurs ARNm possédant la séquence 
graine dans leur région 3’ NT, mais aussi qu’un ARNm peut être ciblé par plusieurs 
miARN par la présence de plusieurs séquences graines différentes dans la région 3’ NT. 
 Toutefois, comme à toute règle, il existe des exceptions et de plus en plus 
d’exemples remettent en cause ces principes (pour revue,[212]). Par exemple, les 2 
premiers miARN identifiés, lin-4 et let-7, présentent un mésappariement dans leur 
région graine et, pour lin-4, une faible complémentarité dans la région 3’, et sont  
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Figure 23 : Compétition entre eIF4 et AGO2. A) Schéma classique de l’initiation de la 
traduction de l’ARNm non régulé par un miARN. Le complexe eIF4F, formé de 
eIF4E/G/A, se lie à la coiffe et à la queue pol(A) des ARNm afin de permettre le 
recrutement des ribosomes et induire la traduction. B) l’interaction miARN-ARNm 
engendre une compétition entre eIF4F et AGO2, favorisant l’inhibition de la traduction 

de l’ARNm. D’après [213]. 

  

A
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néanmoins efficaces. De même, de plus en plus de miARN sont décrits comme ciblant des 
sites présents dans les cadres ouverts de lecture d’ARNm. Ainsi, les ARNm des facteurs 
de transcription des cellules souches, Nanog, Oct4 et Sox2 sont ciblés par des miARN au 

niveau de leur séquence codante [214]. 

 À la différence des siARN et des miARN des plantes, la répression post-
transcriptionnelle régie par les miARN chez les animaux n’implique pas le clivage de 
l’ARNm cible, même si le miARN est incorporé dans un complexe RISC contenant une 
protéine Argonaute possédant une activité slicer, et même s’il présente une 
complémentarité parfaite avec sa cible. Sans induire leur clivage, les miARN seraient 
capables de réprimer la traduction des ARNm cibles et/ou induire leur dégradation. 
Plusieurs mécanismes de répression ont été proposés. 

D. Mode d’action des miARN 
 
 
 Les modalités d’action du complexe miRISC sont relativement mal comprises, 
mais semblent contrôlées par la qualité du duplex miARN-ARNm mis en jeu.Si la 
complémentarité est parfaite, le complexe induit alors un clivage au milieu de l’hybride 
miARN-ARNm entraînant la dégradation rapide de l’ARNm [197, 215-217]. Ainsi, comme 
les siARN, les miARN peuvent promouvoir la dégradation de l’ARNm cible. En revanche, 
si cette complémentarité est imparfaite (présence de mésappariements dans le duplex 
miARN-ARNm), on observe alors une inhibition de la traduction sans dégradation de 
l’ARNm cible. 

1. Inhibition de la traduction par les miARN 

a) Régulation au niveau de l’initiation de la traduction 

 

 L'extrémité 5’ des ARNm eucaryotes possède une structure coiffe (cap) qui joue 
un rôle important dans l’initiation de la traduction et protège contre la dégradation 
précoce des ARNm. La coiffe est formée d’une guanosine modifiée par ajout d’un méthyl 
en position 7 (m7G). L’interaction de cette coiffe avec les facteurs d’initiation (eIFs : 
eukaryotic Initiation Factors) permet de recruter la sous-unité 40S au niveau de la région 
5’ NT des ARNm. Cette étape fait intervenir au moins onze facteurs protéiques [218], 
dont eIF4E, eIF4G et eIF4A qui forment le complexe eIF4F, une cible clé pour réguler 
l’initiation de la traduction (Figure 23a). Différentes équipes ont démontré que la coiffe 
et la queue poly A des ARNm cibles sont nécessaires à l’inhibition de la traduction par 
les miARNs (Figure 23b) [219-221]. Mathonnet et al. ont utilisé une construction 
permettant la transcription d’un ARNm rapporteur avec, dans sa région 3’ NT, des 
séquences spécifiques du miARN let-7 et ont démontré que let-7 empêche le 
recrutement des ribosomes au niveau de l’ARNm rapporteur [222]. En revanche,  
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Figure 24 : Structures et conservation des protéines de la famille GW182. Sont 
représentées les protéines GW182 de l’Homme (Hs GW182 ou TNRC6A, TNRC6B, 
TNRC6C), de la drosophile (Dm) et du ver C. elegans (Ce). Elles sont caractérisées par un 
domaine RRM (domaine de reconnaissance de l’ARN : rouge), conservé dans quasiment 
toutes les espèces, et d’une répétition de résidus Glycine/Tryptophane (GW). GAGH 
(GW182/AIN-1/Gawky homolog, bleu) correspond au domaine unique conservé dans 
tous les homologues de protéines GW182 alors que le domaine UBA (Ubiquitin-

association domain, marron) a une contribution fonctionnelle non déterminée. À droite, 
GW/W correspond au nombre de tryptophanes adjacents d’une glycine par rapport au 
nombre de tryptophanes totaux contenus dans la protéine. D’après [223].  
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l’addition du complexe d’initiation de la traduction eIF4F, qui se fixe sur la coiffe [224, 
225], lève l’inhibition, ce qui démontre l’importance de la coiffe et la compétition de 
miRISC fixé en 3’ NT avec un facteur d’initiation de la traduction, intervenant sur la 
coiffe en 5’ NT. 

b) Les protéines Argonautes 
  

 Les protéines AGO appartiennent à une famille de protéines de 95kDa qui 
contiennent deux motifs caractéristiques PAZ et PIWI retrouvés chez de nombreux 
organismes (Figure 21) [226]. Comme il a déjà été mentionné précédemment, les 
protéines AGO se lient directement aux miARN et sont les protéines principales du 
complexe miRISC [196-200, 217]. Des études de biochimie, de génétique et de 
cristallographie ont montré que le domaine PIWI a une activité ribonucléase H [207, 
227, 228] et qu’AGO2 a une activité endonucléase qui catalyse le clivage du duplex 
miARN-ARNm [216, 217]. Cependant certaines expériences montrent que les protéines 
AGO induisent un blocage de traduction mais pas une dégradation de l’ARNm cible [201, 
220]. 
 Kiriakidou et al. ont montré que la protéine AGO2 contenait également un 
domaine de liaison à la coiffe m7G, et agirait au sein du complexe miRISC par 
compétition avec eIF4E afin de bloquer l’initiation de la traduction (Figure 23) [229]. 

c) Les protéines GW182 

 

 Les protéines GW182 ont été découvertes en 2002 comme une famille de 
protéines de 182 kDa contenant beaucoup de répétitions glycine-tryptophane et un 
motif RRM (RNA Recognition Motif) permettant de reconnaître les ARN (Figure 24). On 
dénombre trois paralogues GW182 chez les mammifères, TNRC6A, TNRC6B et TNRC6C 
alors que chez D. melanogaster, il n’existe qu’une seule protéine GW182. De plus, GW182 
est capable de recruter des enzymes de déadénylation, qui hydrolysent la queue polyA 
des ARNm. De nombreuses études ont permis de démontrer que ces protéines, très 
conservées au cours de l’évolution, sont capables de s’associer aux protéines AGO et font 
partie du complexe RISC. 
 L’équipe de Wakiyama et al. a établi une lignée HEK293 qui surexprime AGO2 et 
GW182. En utilisant des ARNm biotinylés, cappés et polyadénylés contenant 6 sites 
spécifiques pour let-7, ils ont montré que les protéines AGO2 et GW182 étaient 
spécifiquement recrutées et que l’ARNm rapporteur était déadénylé de façon 
dépendante de  let-7 [230]. De plus, une inactivation des protéines GW182 par ARN 
interférence entraîne une diminution de la répression dépendante des miARN [231-
233]. 
 Il a également été montré que ces protéines étaient localisées dans les processing 
bodies (PBs), tout comme les protéines AGO et que leur inactivation empêchait la 
formation des PBs [231]. 
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Figure 25 : Adressage des ARNm dans les Processing Bodies par le complexe 
miRISC. miRISC composé d’AGO, du miARN et des GW182 (GW) cible l’ARNm. 
L’interaction physique entre miRISC et l’ARNm libère les ribosomes (orange). S’opèrent 
alors des changements dans le miRISC (recrutement de facteurs : vert) conduisant à la 
relocalisation du complexe dans les PBs. Une fois dans les PBs, les ARNm peuvent être 
décapés par l’enzyme DCPs, et déadénylés par CCR4-NOT ou bien être stockés pour être 
relargués ultérieurement dans le cytoplasme. Les PBs seraient alors des lieux de 
stockage/relargage afin de permettre le recyclage des ARNm et des miRISC. D’après 
[223]

 

Figure 26 : Mécanisme de répression post-traductionnelle dirigé par les miARN. Le 
complexe miRISC peut inhiber la traduction au niveau post-initiation en bloquant 
l’élongation et provoquant le décrochage du ribosome ou en facilitant la dégradation du 
peptide néosynthétisé. Les sous-unités 40S et 60S du ribosome sont représentées par 

des sphères grises. D’après [234]. 



103 

 

d) Les Processing Bodies (PBs) 

 

 Les PBs sont des lieux de stockage cytoplasmiques d’ARNm, enrichis en enzymes 
[235]. Les ARNm peuvent y être décappés et dégradés (Figure 25). Dans les cellules 
HeLa, Pillai et al. ont montré que let-7 inhibe l’initiation de la traduction de son ARNm 
cible en le séquestrant dans les PBs de façon cap-dépendante [220]. Il a également été 
démontré que les miARNs peuvent être séquestrés dans ces PBs [220, 232, 236]. Dans 
certaines conditions cette séquestration est réversible. Par exemple, dans les cellules 
hépatiques Huh7, miR-122 inhibe l’initiation de la traduction de sa cible CAT-1 (Cationic 

Aminoacid Transporter 1) et la séquestre dans les PBs [237]. Cette inhibition est 
reversée quand les cellules sont soumises à un stress, ce qui entraîne le relargage de 
l’ARNm de CAT-1 et le recrutement des polysomes. 
 Ainsi les PBs correspondent à des foyers cytoplasmiques servant de lieu de 
stockage et/ou de dégradation des ARNm cibles. Par conséquent, ils sont enrichis en 
enzymes inhibitrices de la traduction, de déadénylation, de decapping et de dégradation 
des ARNm. Ce sont des structures dynamiques d’où les protéines et les ARNm rentrent 
et sortent continuellement. Le nombre et la taille des PBs dépendent de l’activité 
traductionnelle de la cellule. 

e) Répression post-initiation 

 

 La régulation de la traduction par les miARNs est désormais bien documentée au 
niveau de l’étape d’initiation de la traduction. Cependant, différentes études montrent 
que les miARN co-sédimentent avec les polysomes, suggérant une régulation de la 
traduction au stade de l’élongation [238-242]. Il a également été montré que les 
polypeptides naissants sont rapidement dégradés lorsque les ARNm sont sous le 
contrôle des miARN [239]. Enfin, certains miARNs sont capables d’inhiber la liaison des 
ribosomes sur l’ARNm cible [241]. 

2. Dégradation des ARNm cibles 
 

 En plus de leur fonction d’inhibition de la traduction, les miARN peuvent 
également induire la dégradation de leur ARNm cible, comme les siARN. Si la 
complémentarité avec l’ARNm cible est parfaite, alors le miARN peut induire sa 
dégradation [197, 210, 243]. La coupure se fait toujours au même endroit entre les 
nucleotides 10 et 11 du miARN [197, 215, 244]. 
 Cependant, il semblerait que chez les mammifères, la dégradation des ARNm 
cibles soit moins fréquente que l’inhibition de la traduction due aux miARN. En effet, la 
majorité des miARN affecte le niveau de protéines sans pour autant diminuer le niveau 
d’ARNm [245]. La dégradation des ARNm cibles pourrait être secondaire à l’inhibition 
de la traduction. Mathonnet et al. ont utilisé une construction permettant la  
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transcription d’un ARNm rapporteur avec des séquences spécifiques du miARN let-7 
dans sa séquence 3’ NT. Ils ont démontré que, bien que la traduction soit inhibée, le 
niveau d’ARNm rapporteur ne variait pas dans un premier temps, mais diminuait 
ultérieurement de façon dépendante de let-7. Ces résultats suggèrent que l’inhibition de 
la traduction est un évènement précoce mais que la dégradation de l’ARNm peut être 
une étape secondaire [222]. En effet, la stabilité de l’ARNm cible dépend de la structure 
du duplex miARN-ARNm. Les duplex contenant une boucle sortante conduisent à une 
inhibition de la traduction mais ne déstabilisent pas l’ARNm cible, alors que les duplex 
contenant deux boucles opposées conduisent à une dégradation de l’ARNm cible [229, 

246]. 

3. Activation de la traduction 
 

 Vasudevan et al. ont démontré que les miARN n’étaient pas exclusivement des 
répresseurs traductionnels, mais qu’ils pouvaient également jouer un rôle d’activateur 
traductionnel selon les phases du cycle cellulaire [247]. Ils ont utilisé le modèle de 
régulation du TNFα qui contient des séquences ARE (AU-Rich Element). 
 Ces séquences sont situées dans les régions 3’ NT des ARNm comme les sites de 
liaison des miARN et elles permettent une régulation post-transcriptionnelle des ARNm. 
Or, dans des conditions de privation de sérum et donc d’arrêt du cycle cellulaire en 
G0/G1, le complexe AGO2-FXR1 (fragile X mental retardation-related protein 1) est 
recruté au niveau des séquences ARE de l’ARNm du TNFα, et entraîne une activation de 
sa traduction [248]. AGO2 intervenant également dans le complexe miRISC, les auteurs 
ont recherché les miARN complémentaires des séquences ARE du TNFα. Parmi les 
candidats, ils ont démontré que miR-369-3 était nécessaire à l’activation de la traduction 
du TNFα, via sa liaison aux séquences ARE, dans des conditions de privation de sérum. 
Afin de vérifier si les miARN étaient capables d’activer la traduction de leurs cibles, ils 
ont utilisé le un système rapporteur contenant dans la région 3’ NT de l’ARNm de 
HMGA2 (High Mobility Group Gene A2),  une cible de let-7qui porte 4 sites de liaison à ce 
miARN. Ils ont démontré que let-7 stimulait la traduction de sa cible lorsque le complexe 
AGO2-FXR1 est recruté dans des conditions de privation de sérum [247]. Les miARN 
seraient donc des répresseurs traductionnels dans les cellules en prolifération, mais 
deviendraient des activateurs traductionnels lorsqu’elles sont bloquées en G1/G0. 
 Ainsi, si la fonction principale des miRNA est d’inhiber la traduction d’ARNm sur 
lesquels ils peuvent se fixer, on ne peut pas exclure que d’autres fonctions existent selon 
les ARNm ciblés ou le stade de développement. Si les constructions contenant des gènes 
rapporteurs avec des MRE artificiels ou isolés ont été très utiles dans la compréhension 
des mécanismes de régulation par les miRNA, leurs fonctions diffèrent ou sont peut-être 
plus vastes in vivo. Les régions 3’ NT natives pourraient contenir, en plus des MRE, des 
sites de liaison à des co-facteurs importants dans la régulation de la traduction par les 

miRNA. 



106 

 

  



107 

 

E. Implication des miARN dans des évènements biologiques 
 

 Les miARN ont un rôle pivot dans un grand nombre d’évènements biologiques 
nécessitant une régulation stricte, incluant le développement embryonnaire, la 
prolifération, la différenciation, la taille des organes, l’hématopoïèse et les interactions 
hôte-pathogène. L’amélioration de la caractérisation de la fonction des miARN a permis 
non seulement de dévoiler  l’ampleur des mécanismes régulés par les miARN, mais aussi 
de révéler des profils d’expression des miARN aberrants dans diverses pathologies, en 

particulier dans les cancers [249]. 

 

1. miARN et infection virale 

 
 Les virus utilisent les miARN pour contrôler leur cellule hôte et réciproquement, 
la cellule hôte utilise les miARN pour cibler les fonctions essentielles du virus. Des 
résultats expérimentaux montrent que les miARN sont impliqués dans l’immunité innée 
et fonctionnent en tant que défenseurs de la cellule hôte contre l’ADN et l’ARN viral. 
 Les pathogènes peuvent eux-même produire des miARN. Ainsi, il a été reporté 
que le virus SV-40 portait dans son génome un gène codant pour un miARN, miR-S1. 
Celui-ci participe à rendre les cellules infectées indétectables par le système 
immunitaire. Il s’exprime en fin de réplication du virus et permet la dégradation d’ARNm 
codant pour l’antigène T, limitant ainsi l’exposition des cellules infectées aux 
lymphocytes cytotoxiques T.  
 Heureusement, les miARN participe à la lutte contre les pathogènes. Le premier 
miARN anti-viral décrit limite l’accumulation du rétrovirus PFV-1 (Primate Foamy Virus 

type 1) dans les cellules [250]. Un autre exemple relate le rôle de la machinerie des 
miARN dans le contrôle de la réplication du virus de l'immunodéficience humaine-1 
(VIH-1). La région 3’ NT du VIH-1 est la cible d’un groupe de miRNA, dont les miR-28, 
miR-125b, miR-150, miR-223 and miR-382. Ces miRNA, dont l’expression est plus élevée 
dans les lymphocytes CD4+ non activés, pourraient jouer un rôle dans la latence de ce 
virus, en bloquant sa réplication [251]. Le virus de l’hépatite C infectant les cellules 
hépatiques, a détourné un miRNA très abondant et spécifique du foie, miR-122, au profit 
de sa réplication [252]. Ce miRNA interagit avec 2 sites situés au niveau de la région 5’ 
NT du génome viral et induit une augmentation de la réplication virale par un 
mécanisme qui reste actuellement inconnu. Pour contrer ce mécanisme, les cellules 
infectées sécrètent de l’interféron-β qui induit une forte diminution du niveau de miR-
122 dans les cellules, conduisant ainsi à une réduction de la réplication du VHC [253]. 
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Table 6 : Les miARN les plus décrits comme étant associés au cancer. Les miARN 
sont sur- ou sous-exprimés dans les cancers et sont décrits comme oncogénique (OG) ou 
suppresseurs de tumeur (TS). D’après [254]. 
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2. miARN et immunité 
 
 Les miARN sont désormais considérés comme des régulateurs critiques de la 
réponse immunitaire chez les mammifères. Des KO de différents facteurs protéiques de 
la machinerie des miARN, ainsi que des pertes ou dérégulation de certains miARN, 
compromettent sérieusement le développement immun et peuvent conduire à des 
désordres tels que des maladies auto-immunes et des cancers. Bien que les miARN 
matures modulent l’expression de quelques protéines parmi des centaines de cibles 
ARNm, ils peuvent influencer des processus physiologiques en régulant la concentration 
de seulement quelques protéines cellulaires clés [255]. Ainsi, la délétion conditionnelle 
de Dicer dans les cellules souches hématopoïétiques rend ces cellules incapables de 
reconstituer le système hématopoïétique. De plus, la différenciation et la survie des 
lymphocytes B, de même que le répertoire d’anticorps qu’elles expriment, sont 
sévèrement altérées lorsque l’expression des protéines AGO2 et Dicer est supprimée 
dans ces cellules. La perte de miR-223, qui contrôle la production et l’activation des 
granulocytes chez la souris, augmente le nombre de granulocytes et les rend 
hypersensibles à des stimuli, favorisant leur activité fongicide. Ainsi, miR-223 en 
régulant la production des granulocytes contrôle l’intensité de la réponse inflammatoire. 
  
 Plusieurs travaux font états de l’induction d’un certain nombre de miRNA au 
cours de la réponse immunitaire innée. miR-155, miR-146 et miR-9 sont les exemples les 

plus étudiés. L’activation du facteur de transcription NF- B, lors de la réponse immune, 
pemet la transcription de gènes pro-inflammatoires, mais induit également ces 3 miRNA 
qui vont agir dans une boucle de régulation négative et réprimer certains facteurs 
impliqués dans l’activation de ce facteur de transcription [256, 257]. D’autres miRNAs 
sont, au contraire, réprimés pendant la réponse immunitaire innée. Après une 
stimulation des macrophages par du lipopolysaccharide bactérien, miR-125b est 

réprimé, ce qui conduit à l’induction de sa cible, le TNF- , une cytokine 
proinflammatoire. 
 Les miRNA sont donc des acteurs essentiels du système immunitaire des 
mammifères et participent directement à la défense de l’organisme contre les infections. 

3. miARN et cancer 

 

 À l’heure actuelle, l’implication de miARN dans les différentes étapes de la 
cancérogénèse est unanimement admise. Certains miARN exercent des fonctions de 
suppresseurs de tumeur et d’autres des fonctions d’oncogènes (Table 6). En effet, 
certains miARN contrôlent l’expression d’oncogènes et leur répression fréquente dans 
certains cancers conduit à la surexpression d’oncogènes : ce sont les TSmiR (Tumor 

suppressor miRNA), comme let-7 qui cible RAS. Au contraire, d’autres microARN 
susceptibles d’inhiber l’expression de suppresseurs de tumeurs sont surexprimés dans 
les cancers : ce sont les oncomiR. La famille let-7 a été la première famille de miARN à 



110 

 

 

 
  



111 

 

à être identifiée comme TSmiARN. Johnson et coll. ont pu montrer expérimentalement 
l’inhibition de l’expression de l’oncogène RAS par let-7 dans des lignées cellulaires 
humaines cancéreuses. Dans les cancers du poumon, let-7 a une expression réduite 
associée à une forte expression de RAS et constitue un facteur de mauvais pronostic. De 
nombreuses études ont montré d’autres miARN sous-exprimés dans les cancers par 
rapport au tissu sain, tels que miR-143 et miR-145 dans les cancers colorectaux [258], 
miR-145 dans les cancers du sein [259] ou miR-29b dans les leucémies lymphoïdes 
chroniques [260]. 
 
 Par opposition aux TSmiRs, les oncomiRs sont souvent surexprimés dans les 
cancers et entraînent des effets prolifératifs ou anti-apoptotiques. L’un des premiers 
oncomiR identifié est miR-155. Sa surexpression est retrouvée dans les lymphomes B 
diffus à grandes cellules, les cancers du sein et du colon. Dans les souris transgéniques, 
la surexpression de miR-155 (sous le contrôle de l’enhancer des immunoglobulines) 
suffit à provoquer une leucémie aiguë lymphoblastique ou à un lymphome de haut grade 
[261]. Le développement des méthodes d’analyse de l’expression des miARN, par 
microarrays, RT-qPCR ou encore le séquençage à haut débit ont permis d’acquérir de 
nombreux profils d’expression des miARN dans des tissus donnés et ce de manière 
exponentielle. Certains de ces profils d’expression en miARN sont disponibles sur le site 
NCBI Gene Expression Omnibus, www.microrna.org, http://www.mirz.unibas.ch. Ainsi, 
une étude menée dans le cadre du cancer du sein a pu révéler un contenu en miARN 
spécifique [262]. miR-9 est surexprimé dans ces cellules et il cible et inhibe la traduction 
de l’ARNm CDH1, codant pour l’E-cadhérine, ce qui conduit à l’augmentation des 
propriétés invasives de ces cellules. Ainsi, des cellules de cancer du sein non 
métastasiques surexprimant miR-9, sont capables de former des métastases 
pulmonaires, chez la souris. La production accrue du facteur angiogénique VEGF 

(Vascular Endothelium Growth Factor), transcrit par la -caténine qui a été activée en 
conséquence de la répression de l’E-cadhérine par miR-9, est impliquée dans l’invasivité 
accrue des cellules du cancer du sein. 
 Un autre exemple concerne le cluster miR-17-92, contenant plusieurs miARN 
oncogéniques. Ils sont retrouvés induits dans divers types de cancer dont le lymphome à 
cellules B, les cancers du poumon, du sein et du pancréas. Les gènes cibles des miR-17-
92 sont E2F1, PTEN et p21CIP1/WAF1, des régulateurs du cycle cellulaire [263]. 
 Plusieurs recherches ont démontré le rôle des TSmiARN dans les cancers gastro-
intestinaux.  Une diminution des miR-15b et miR-16, ciblant BCL2, dans les cellules de 
cancer gastrique humain permet le développement d’une résistance multidrogue en 
modulant l’apoptose. Une autre équipe a pu mettre en avant le rôle des miR-135a et 
miR-135b. Ils ciblent la région 3’NT de l’ARNm APC (adenomatous Polyposis Coli), 
supprime son expression et active la voie Wnt. Une augmentation considérable du 
niveau de miR-135b est observée dans les cancers colorectaux corrélée avec un faible 
taux d’ARNm APC, indépendamment d’une mutation du gène APC. 
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Table 7 : Caractérisation fonctionnelle des miARN dérégulés dans le cancer 
gastrique. D’après [264]. 
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4. miARN, cancer gastrique et H. pylori 

 

 Plusieurs équipes ont cherché à caractériser le profil d’expression des miARN 
dans le cancer gastrique vs le tissu sain, par diverses méthodes (microarrays, RT-qPCR). 
L’ensemble de ces travaux n’a permis de révéler que quelques miARN retrouvés dans les 
différentes études et de multiples discordances quant à l’expression de la majorité 
d’entre eux. La variabilité des résultats montre bien qu’il est difficile d’établir un profil 
en miARN unique, pour un cancer donné,  sans compter les problèmes liés aux méthodes 
employées. Plusieurs travaux montrent une dérégulation de l’expression et donc de la 
fonction des TSmiARN, soit par une perte de l’inhibition des oncogènes ou par 
interférence au niveau des voies qui contrôle la prolifération cellulaire (Table 7). Par 
exemple, Du et al. ont montré que le miR-141 est significativement diminué dans 80% 
des tumeurs gastriques primaires comparées au tissu sein adjacent. Une diminution du 
miR-141, appartenant à la famille des miR-200, est associée à un potentiel prolifératif 
dans les lignées cellulaires gastriques cancéreuses et une faible différenciation cellulaire. 
La surexpression de ce miARN, par transfection de mimes de sa séquence, inhibe la 
prolifération des cellules gastriques en conséquence de l’inhibition de l’expression de 
FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2) [265]. 
 Au contraire, certains miARN ont été retrouvés surexprimés et jouant un rôle 
d’oncomiR dans le cancer gastrique. miR-21, un des oncomiR les plus fréquemment 
surexprimé dans différents types de tumeurs, est observé à un niveau élevé dans le 
cancer gastrique. L’expression élevée du miR-21 augmente de façon significative la 
prolifération et le caractère invasif des cellules issues de cancer gastrique. L’effet 
oncogénique de miR-21 peut être lié à la régulation de RECK, un gène suppresseur de 
tumeur [266]. 
 Des miARN organisés en cluster peuvent avoir des fonctions communes et des 
miARN présents dans des clusters différents peuvent aussi avoir des fonctions 
similaires. Ainsi, miR-222~221 et miR-106b-25 sont deux clusters de miARN 
oncogéniques anormalement surexprimés dans des tissus cancéreux gastriques 
comparé au tissu sain. Ces deux clusters exercent leur fonction d’oncogènes en 
supprimant l’expression des membres de la famille Cip/Kip, des protéines inhibitrices 
des CDK (Cycline dependent kinases), p57kip2, p21Cip1 et p27Kip1. La surexpression de ces 
miARN active Cdk2 et facilite la transition G1/S du cycle cellulaire. La surexpression du 
cluster miR-106b-25 dans le cancer gastrique est dépendante du facteur de transcription 
E2F1, comme ont pu le montré Petrocca et al. Les miR-106b-93-25 exercent un 
rétrocontrôle négatif sur E2F1 par répression de la traduction de l’ARNm E2F1 [267]. 
 La modification de l’expression des miARN peut également être liée à la 
régulation des protéines impliquées dans la biosynthèse des miARN. Kim et al. ont mis 
en évidence une perte de l’expression d’Ago2, conduisant à un défaut de maturation des 
pré-miARN, dans 40% des cancers gastriques ayant une instabilité des microsatellites 
[268]. 
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Table 8 : Liste des miARN dont l’expression est significativement modifiée entre 

des sujets infectés et non infectés par H. pylori (RT-qPCR). D’après [269]. 
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  H. pylori est le principal facteur de risque pour le cancer gastrique (cf 
introduction I). L’expression des miARN a été analysée dans des muqueuses gastriques 
humaines infectées ou non par H. pylori. Par une analyse à haut débit, Matsushima et al. 
ont trouvés 31 miARN dont l’expression était altérée dans des muqueuses gastriques H. 

pylori-positives vs H. pylori-négatives (Gene Expression Omnibus : GSE19769) (Table 8) 
[269]. Parmi ceux-ci, 8 miARN ont été identifiés comme des discriminateurs fiables entre 
des sujets infectés par rapport à des sujets non infectés : l’augmentation de miR-223 et 
la diminution de miR-31, let-7e, miR-141, miR-203, miR-204 et miR-455. L’expression 
de miR-223 est confinée aux cellules myeloïdes, et sa surexpression dans les muqueuses 
infectées est directement corrélée à l’infiltration de neutrophiles dans le tissu gastrique, 
suggérant que l’augmentation de ce miARN dériverait en fait des neutrophiles infiltrant 
le tissu. Dans cette étude, la plupart des miARN sont diminués en réponse à l’infection, 
notamment des membres de la famille let-7.  La diminution de let-7e dans les 

muqueuses infectées pourait être causée par NF- B et lever l’inhibition sur le TLR4, 
comme il a été montré dans un modèle d’infection de cholangiocyte par Cryptosporidium 

parvum [270]. Alternativement, elle pourrait être due à la répression de sa transcription 
par c-myc via la voie MAPK [271]. D’autres travaux ont également retrouvé une 
diminution des TSmiARN let-7 ainsi que des miR-124a-1, -2, -3 [272] et une induction 
d’oncomiR comme miR-21 [266]. En ce qui concerne les miR-124a-1-2-3, la modulation 
de leur expression fait intervenir des phénomènes de méthylation de l’ADN. 

 Ainsi, les altérations dans la régulation de l’expression et de la fonction des 
miARN sont des aspects à prendre en compte dans la compréhension des mécanismes 
qui participent à la formation des cancers. 
 

F. Régulation de la voie de biosynthèse des miARN 
 

 La régulation de la synthèse des miARN peut intervenir  à de multiples niveaux : 
la dégradation des miARN matures, leur localisation cellulaire, la maturation des pri- et 
pré-miARN et finalement leur transcription [181, 273]. 

1. La dégradation des miARN 

 

 Les miARN sont des molécules plutôt stables, avec une longue demi-vie. En effet, 
des expériences utilisant des inhibiteurs de la Pol II ou bien des inhibiteurs des enzymes 
impliqués dans la maturation des miARN ont montré que la demi-vie des miARN est de 
l’ordre de plusieurs heures, voire plusieurs jours, dans des lignées cellulaires ou au sein 
d’organes. Cependant cette stabilité est contradictoire par rapport à leur fonction 
universelle de régulateurs de l’expression des gènes de type ON/OFF, impliqués 
notamment dans le développement et nécessitant un métabolisme actif. On ne connaît 
que peu d’exemples de renouvellement rapide des miARN : c’est le cas du miR-29b, en 
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cluster avec son paralogue miR-29a, et est principalement localisé dans le noyau 
cellulaire. miR-29b est plus vite dégradé dans les cellules mammaires en croissance. La 
dégradation accélérée du miR-29b dépend de séquences présentes au niveau de la 
terminaison 3’ du miARN mature, indépendamment de la séquence de localisation 
nucléaire qui y figure. Toutefois, la régulation appliquée sur miR-29b ne se répercute 

pas sur celle du miR-29a co-transcrit [274]. 

 La dégradation des miARN est une étape de la voie de biosynthèse des miARN qui 
a suscité le moins d’attention, mais des études récentes menées chez Arabidopsis 

thaliana  et chez le ver C. elegans, ont permis de détecter des exoribonucléases 
impliquées dans le turn-over des miARN tout en ayant des polarités de dégradation 
différentes, 3’ vers le 5’ chez la plante (par Small RNA degrading nuclease 1 : SDN1, 

SDN2, SDN3) [275] et 5’ vers le 3’ chez le ver (par XRN-2) [276]. 

2. La localisation des miARN 
 
 La localisation subcellulaire appropriée d’une protéine ou d’une 
ribonucléoprotéine est essentielle à sa fonction. La compartimentation peut donc 
contrôler l’association de protéines, concentrer des facteurs qui agissent ensemble ou 
éloigner des partenaires afin de réguler une voie de signalisation. Beaucoup d’études 
tendent à montrer que des composants du complexe miRISC peuvent interagir avec des 
structures cellulaires particulières. Les PBs et les granules de stress ont émergé comme 
étant des foyers cytoplasmiques importants dans la répression de l’expression de gènes 
par les miARN, tout comme les corps multivésiculaires ou MVBs (MultiVesicular Bodies). 
Des travaux récents ont démontré le rôle des MVBs, compartiment endosomal tardif 
spécialisé, en tant qu’organelle contribuant à la fonction des miARN. Le blocage de la 
formation des MVBs par suppression de facteurs ESCRT (Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport) inhibe la fonction des miARN, tandis que leur maintien (par 
inactivation du gène HSP4 : Hermansky-Pudlak syndrome 4) la stimule. De plus, 
l’épuisement en certains facteurs ESCRT conduit à une accumulation des protéines 
GW182 et une inhibition du chargement du miARN dans le complexe miRISC [277]. Ceci 
suggère que l’élimination des GW182 du complexe miRISC et leur translocation vers les 
MVBs sont importantes pour la formation de nouveaux miRISC. 
 

3. La maturation des miARN 

 
 Le contrôle de la maturation des miARN est un autre moyen déterminant pour le 
profil d’expression des miARN au niveau spatio-temporel. Il concerne donc la régulation 
des enzymes Drosha et Dicer. Comme il a été décrit précédemment, chacune de ces 
RNases opère en complexe avec des partenaires protéiques s’associant aux ARN double 
brin, comme DGCR8 ou TRBP chez les mammifères. À la fois le niveau d’expression et 
l’activité de ces différents acteurs protéiques sont soumis à des régulations qui peuvent  
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Figure 27 : Régulation de la maturation du pré-let-7 par LIN-28 chez C. elegans et 
les cellules de mammifères. Le recrutement de la poly(U) polymérase TUT4 permet 
l’ajout de résidus uraciles en 3’ du pré-miARN. Cette polyuridylation empêche le clivage 
par Dicer et induit la dégradation du précurseur par un mécanisme encore inconnu. 

D’après [181]. 

 

Table 9 : Régulateurs post-transcriptionnels de la biogénèse des miARN chez les 
animaux. D’après [273]. 
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affecter la production des miARN. Par exemple, DGCR8 en interagissant avec Drosha, 
stabilise cette dernière, et en retour Drosha contrôle le niveau de DGCR8 par clivage 
d’une structure en épingle à cheveux présente dans l’ARNm de DGCR8 et induit alors sa 
dégradation. Garder un ratio Drosha/DGCR8 normal est important puisqu’une 
augmentation de trois fois du niveau de DGCR8 suffit à inhiber de façon drastique le 
clivage endonucléolytique effectué par Drosha, in vitro [278-280]. 
 D’autres facteurs interagissant avec Drosha ou Dicer peuvent intervenir dans la 
régulation des précurseurs des miARN. Les protéines hélicases, p68 et p72, composants 
du microprocessor avec Drosha, sont responsables de la maturation d’un tiers des pri-
miARN chez la souris. Dans des cellules déficientes pour p68 ou p72, les niveaux de pré-
miARN, mais pas ceux des pri-miARN, sont significativement réduits, dus à une 
diminution de la fixation de Drosha sur les pri-miARN. p68 et p72 interagissent avec un 
large spectre de protéines afin de promouvoir la maturation des pri-miARN. Ainsi, une 
interaction entre p68 et le gène suppresseur de tumeur p53 est observée lors de la 
maturation des pri-miR-16-1, pri-miR-143 et pri-miR-145, en réponse à un dommage à 
l’ADN dans des cellules cancéreuses [281]. 
 Le régulateur négatif de la biogénèse des miARN le plus connu est LIN-28, qui agit 
non seulement sur la maturation du pri-miARN mais également sur celle du pré-miARN. 
En effet, le miARN let-7 mature n’est pas synthétisé dans les cellules souches 
embryonnaires (CSE) et dans d’autres progéniteurs malgré une forte transcription du 
pri-let-7. LIN-28 se fixe sur la boucle terminale du pri-let-7, ce qui interfère avec le 
clivage dépendant de Drosha. LIN-28 peut également se fixer sur le pré-let-7 afin de 
bloquer la maturation par Dicer. De même, LIN-28 interagit avec TUT4 (Terminal 

uridylyl transferase 4) pour inhiber la maturation du pré-let-7 (Figure 27) [282]. Cette 
enzyme ajoute une queue poly(U) au pré-let-7, inhibant par conséquent le clivage par 
Dicer. De plus, cette queue poly(U) constitue un signal de dégradation du pré-miRNA par 
les 3’- 5’ exonucléases. La répression exercée par LIN-28 est spécifique de la famille des 
miARN let-7. Le système de régulation LIN-28/let-7 est hautement conservé et joue un 
rôle important dans le maintien de la pluripotence des CSE. 
 L’accumulation de Dicer est dépendante de son partenaire TRBP et une 
diminution de l’expression de TRBP conduit à une déstabilisation de Dicer et un défaut 
de maturation des pré-miARN. Dans des carcinomes humains, des mutations inactivant 
TRBP empêche Dicer de fonctionner. TRBP est lui-même stabilisé par phosphorylation 
d’une sérine catalysée par la voie MAPK/ERK. TRBP phosphorylé promeut la croissance 
et la survie cellulaire, dues à une sur-expression de miARN impliqués dans la croissance 
et une diminution de la production des TSmiARN comme let-7. 
 La maturation des miARN est également régulée par des facteurs extracellulaires. 

La voie du TGF  et des BMP régule la maturation des pri-miARN en pré-miARN via les 
protéines SMAD présentes, avec p68 et Drosha, dans un complexe en interaction avec le 
pri-miR-21. Ce complexe permet une augmentation du niveau de miR-21 [283]. 
Cependant le mécanisme de contrôle de la maturation des miARN par les SMAD reste 
inconnu (Table 9). 
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4. La transcription des pri-miARN 
 
 Elle se produit de la même façon que celle des gènes codants et est responsable 
de l’expression spatio-temporelle des miARN. En effet, l’organisation de la région 
promotrice de miARN autonomes est similaire à celle des gènes codant pour des 
protéines. La présence d’îlots CpG, de séquences consensus telles que la boîte TATA ainsi 
que de modifications d’histones indique que les promoteurs des gènes des miARN sont 
contrôlés, en trans, par des facteurs activateurs ou répresseurs de transcription et en cis, 
par des modifications de la structure de la chromatine. Plusieurs facteurs de 
transcription (FT) régulent l’expression de miARN de manière positive ou négative. Par 
exemple, le FT oncogénique MYC transactive le cluster miR-17-92 dans les cellules de 
lymphome et miR-9 dans les cellules de neuroblastome. MYC peut également avoir un 
rôle d’inhibiteur de la transcription des miARN comme dans le cas du miR-15a, 
permettant ainsi la formation de tumeur. D’autres FT peuvent agir de concert avec les 
miARN afin de prévenir la formation de cancer. C’est le cas de P53 qui va stimuler 
l’expression des miR-34 et miR-107 afin de renforcer son rôle d’inhiteur de la 
progression du cycle cellulaire et d’inducteur d’apoptose [181]. 
 La modification des histones et donc le remodelage de la chromatine est un 
moyen important de réguler la transcription de gènes codant pour les miARN. Le FT 
REST (RE1 silencing transcription factor) recrute des protéines de modification de la 
chromatine telles que des histones déacétylases et les protéines liant les îlots CpG 
méthylés (MeCP2) au niveau de promoteur de miR-124, empêchant sa transcription 
dans les cellules progénitrices neuronales. REST est inhibé au cours de la différenciation 
afin de permettre une forte expression de miR-124 dans les neurones en formation. 
Enfin, des études ont pu montrer l’importance du statut de méthylation des promoteurs 
de miARN, notamment des miR-148a, miR-34b/c, miR-9 et let-7 dont leur transcription 
est régulée par des ADN méthyltransférases, DNMT1 et DNM3b [284]. 
 La régulation de la transcription des gènes des miARN rentre souvent dans une 
boucle de rétrocontrôle avec les FT. En effet, plusieurs exemples montrent que les 
miARN participent à leur propre régulation via un rétrocontrôle de l’expression des FT 
qui les régulent. Ces systèmes de rétrocontrôle peuvent faire intervenir une ou plusieurs 
boucles de régulation positives ou négatives. Par exemple, le FT PITX3 et le miR-133b 
participent à une boucle simple de rétrocontrôle négative qui permet de réguler la 
différenciation des neurones dopaminergiques. Dans ce schéma de régulation PITX3 
stimule la transcription de miR-133b qui, à son tour, va inhiber la traduction de l’ARNm 
de PITX3. D’autres exemples plus sophistiqués impliquent des doubles boucles de 
régulation négatives comme celle qui existe entre les miARN de la famille des miR-200 et 
les FT ZEB1/ZEB2 lors de la transition épithélio-mésenchymateuse. 
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Figure 28 : Description de la famille des miR-200. A) Cette famille de miARN est 
composée de cinq membres : miR-200a/b/c, miR-141 et miR-429. Ils sont regoupés sur 
deux clusters différents localisés sur deux chromosomes distincts. Ainsi, le cluster miR-
200b-200a-429 sur le chromosome 1 génère un transcrit primaire d’environ 7 kb. Le 
cluster miR-200c-141 est localisé sur le chromosome 12, le +1 de transcription est mal 
défini. B) Ces miARN peuvent être classés selon leur homologie au niveau de la séquence 
graine (en gras) qui va ainsi déterminer les cibles ARNm. MiR-200b/c et -429 
appartiennent au groupe I (vert) tandis que miR-200a et -141 appartiennent au groupe 
II (noir). Il faut remarquer la grande homologie de séquence entre les miARN de la 
famille des miR-200, ils ne diffèrent, au sein du même groupe que par quelques 

nucléotides (rouge). 

 

  

Chr 1p36.33

1102 Kb 1104.5 Kb

200b 200a 429

Chr 12 p13.31

7071.5 Kb 7074 Kb

200c 141

Group I

Group II

Hsa-miR-200b    5’ UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGAC 3’

Hsa-miR-429     5’ UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU  3’

Hsa-miR-200c    5’ UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGG 3’

Hsa-miR-200a    5’ UAACACUGUCUGGUAACGAUGU 3’

Hsa-miR-141     5’ UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG  3’

Graine

A

B
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G. La boucle de régulation  miR-200/ZEB1-2 dans la Transition 
épithélio-mésenchymateuse 

1. La famille des miR-200  

 
 Cette famille de miARN est composée de 5 miARN localisés dans deux régions 
chromosomiques différentes, en deux unités de transcription indépendantes. En effet, la 
famille des miR-200 comporte le cluster miR-200b-200a-429 localisé sur le chromosome 
1 (Chr 1p36.33) et le cluster miR-200c-141 présent sur le chromosome 12 (Chr 12 
p13.31) (Figure 28a). Ces cinq miARN sont très proches au point de vue séquence 
nucléotidique et sont bien conservés chez les animaux placentaires notamment chez la 
souris où leur organisation génomique est identique mise à part leur localisation qui se 
retrouve sur les chromosomes 4 et 6, respectivement. Ils peuvent être classés en deux 
sous-groupes selon la séquence de leur graine. Ainsi, les miR-200b, -200c et 429 font 
partie du premier groupe et les miR-141 et -200a, du second car ils partagent des 
graines identiques (Figure 28b). Ils sont exprimés dès le développement embryonnaire 
afin de permettre des cycles de différenciation/dédifférenciation des cellules à caractère 
pluripotent. 
 Leur expression est caractéristique des cellules et tissus épithéliaux et ils sont 
pour cela considérés comme étant des marqueurs épithéliaux.  
 À partir de l’année 2008, une explosion de travaux a rapporté que ces miARN 
étaient impliqués dans une double boucle de régulation négative avec leur cible, 
préalablement prédite par analyse bioinformatique, ZEB1/ZEB2. Ce schéma de 
régulation particulier prend place dans le cadre de la régulation de la transition 
épithélio-mésenchymateuse, phénomène décrit précédemment et participant à la 
cicatrisation, et de manière pathologique, à la carcinogénèse et la formation de 
métastases. 

2. La régulation de l’expression des miR-200 

 
 ZEB1 et ZEB2 sont des FT, répresseurs transcriptionnel de l’E-cadhérine, décrits 
précédemment. Il existe effectivement une régulation négative par les miR-200 de 
l’expression de ZEB1 et de ZEB2, de manière post-transcriptionnelle et réciproquement 
une régulation négative par ZEB1/2 sur la transcription des pri-miR-200. Ainsi, une 
cellule au phénotype épithélial exprime l’ensemble des marqueurs épithéliaux dont les 
miARN de la famille des miR-200 au détriment de ZEB1/2, tandis qu’une cellule à 
caractère mésenchymateux exprime ZEB1/2, mais pas les miR-200. L’expression de 
cette famille de miARN permet une régulation post-transcriptionnelle de leur cible, 
ZEB1/2 par interaction des miARN avec des sites de liaison localisés dans la région 3’NT 
de leurs ARNm (table 10). On ne compte pas moins de huit sites de fixation des miR-200 
(cinq pour le sous-groupe 1 et trois pour le sous-groupe 2) pour ZEB1 et neuf sites 
d’interaction (six pour le sous-groupe 1 et 3 pour le sous-groupe 2) 
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Cible Membre des miR-200 Références 
ZEB1 Tous [172, 174, 285-287] 
ZEB2 Tous [172, 174, 287] 
TGF 2 miR-141, miR-200c [285] 
ERBB receptor feedback 
inhibitor (ERRFI1) 

miR-200c [288] 

Friend of GATA2 (FOG2) Tous, miR-8 (homologue des 
miR-200 chez la drosophile) 

[289] 

Polycomb ring finger 
oncogene (BMI1) 

miR-200c [290, 291] 

WAS protein family 
member 3 (WASF3, WAVE3) 

miR-200b [292] 

-caténine (CTNNB1) miR-200a [293] 
Class iII -tubulin (TUBB3) miR-200c [294] 
Phospholipase C gamma 
(PLCG1) 

miR-200b/c, miR-429 [295] 

FAS-associated phosphatase 
1 (FAP1) 

miR-200c [296] 

Rnd3 miR-200b [297] 
Bcl2 miR-200b/a, miR-429 [298] 
Suz 12 (sous-unité du 
polycomb repressor 
complex PRC2) 

miR-200b [299] 

Table 10 : Liste des cibles des miR-200 validées expérimentalement. 

 

 

Figure 29 : Double boucle négative de régulation entre les miR-200 et ZEB1/2. 
Dans les cellules épithéliales, un état stable est maintenu par un niveau élevé de miR-
200 qui va inhiber ZEB1/2 et ainsi permettre l’expression de l’E-cadhérine. Le passage à 

un état mésenchymateux par la TEM induite par le TGF  augmente le niveau 
d’expression de ZEB1/2. ZEB1/2 peuvent alors se fixer sur les boîtes E présentes dans 
les promoteurs de leurs gènes cibles, notamment le promoteur des clusters miR-200b-
200a-429 et miR-200c-141. Cette fixation entraîne la répression de la traduction de ces 
deux unités de transcription. Ce système correspond donc à un double rétrocontrôle 
négatif permettant de maintenir un état d’équilibre dépendant des niveaux d’expression 
de ZEB1/2 et des miR-200. D’après [170]. 
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 pour ZEB2. La preuve de l’interaction et de la régulation de ZEB1/2 par les miR-200 a 
été faite par l’utilisation de vecteurs rapporteurs contenant en aval du gène de la 
luciférase, la séquence correspondant à la région 3’ NT des ARNm ZEB1/2. De ce fait, la 
transfection de ces vecteurs dans des cellules exprimant les miR-200 conduit à une 
extinction de l’activité de la luciférase par répression traductionnelle. L’utilisation 
d’inhibiteurs des miARN spécifiques des miR-200 (oligonucléotides complémentaires 
des miARN matures) ou la mutation des sites de reconnaissance des miARN dans la 
région 3’ NT des ARNm empêchent la régulation de la traduction de l’ARNm de la 
luciférase par les miARN et rétablient l’activité luciférase [172-174]. 
 D’autres études ont démontré une régulation rétroactive de ZEB1/2 sur les miR-
200 au niveau de leur promoteur [170, 285]. Dans le but d’identifier le promoteur des 
deux clusters et d’étudier la régulation de leur transcription, Burk et al. ainsi que 
Bracken et al. ont cloné une région promotrice potentielle de chacun des clusters dans 
des vecteurs rapporteurs, en amont du gène de la luciférase. Dans les séquences clonées, 
ils ont pu identifier la présence de deux boîtes E dans le promoteur de miR-200b-200a-

429 et de cinq sites de fixation pour ZEB1/2 dans le promoteur putatif de miR-200c-141. 
Ils ont alors observé une extinction de l’activité luciférase dépendante de ZEB1/2 
indiquant que l’un ou l’autre de ces FT, en se fixant sur les boîtes E du promoteur de 
chaque cluster, était un répresseur transcriptionnel de ces clusters. 
 De l’ensemble de ces études se détachent un schéma de régulation 
interdépendante entre les miR-200 et ZEB1/2 favorisant soit le phénotype épithélial, 
soit le phénotype mésenchymateux. En effet, dans une cellule épithéliale, l’expression 
élevée des miR-200 inhibe la traduction des ARNm de ZEB1/2, permettant la 
transcription de l’E-cadhérine et favorisant le maintien du phénotype épithélial. À 
l’inverse, dans une cellule mésenchymateuse, ZEB1/2 exprimés interagissent avec les 
boîtes E dans les promoteurs des deux clusters de miARN et dans celui de l’E-cadhérine 
et empêchent la transcription de ces effecteurs épithéliaux en faveur de la synthèse de 
protéines spécifiques des cellules mésenchymateuses (Figure 29). 
 La transformation d’une cellule épithéliale en une cellule mésenchymateuse peut 

être induite par des stimuli extracellulaires tels que le TGF Gregory et al. ont montré 

récemment une connexion entre la sécrétion autocrine du TGF  et la boucle de 
régulation miR-200/ZEB dans la TEM [300]. La régulation existante entre les miR-200 et 
ZEB1/2 est importante pour le maintien d’un état non pathologique et une pression 
génétique et/ou environnementale en faveur de l’un ou l’autre des partenaires de cette 
double boucle rétroactive peut conduire au développement de pathologies. En effet, des 
modifications de l’expression des miR-200 ou de ZEB1/2 peuvent influencer l’évolution 
de cancers (table 11). 
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Table 11 : Expression de ZEB1/2 et des miR-200 dans mes cancers humains. 
D’après [301]. 
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 Mon travail de thèse s’inscrit dans le cadre du projet d’équipe consistant à 
analyser l’expression de miARNs affectés par H. pylori dans des cellules épithéliales 
gastriques et d’en caractériser le rôle en identifiant les cibles impliquées dans ce 

contexte.  

 Ce projet a commencé par une analyse globale du répertoire des miRNA des 
cellules AGS en conditions basales ou en co-culture avec H. pylori. Cette analyse et 
l’étude par Cédric Belair du rôle de miR-372 et miR-373 dans la réponse de l’hôte à cette 
infection ont donné lieu à la publication «Helicobacter pylori interferes with an 
embryonic stem cell microRNA cluster to block cell cycle progression » (Silence 2011),  

jointe à ce manuscrit et brièvement commentée en chapitre II.A des résultats.  

 J’ai participé à ce travail à mon arrivée au laboratoire, mais le principal travail qui 
m’a été confié dans le cadre de la thèse est l’étude d’une autre famille de miARN affectée 
par la bactérie, les miR-200. J’en ai défini le rôle régulateur de la transition épithélio-
mésenchymateuse de cellules épithéliales gastriques humaines en culture (chapitre II.B). 
Puis je me suis attachée à comprendre pourquoi, paradoxalement, ces miARN étaient 
surexprimés dans des conditions d’infection (Chapitre III). 

 Enfin, dans le chapitre IV, je suis revenue à miR-372 et miR-373, étudiés 
initialement dans le cadre d’un arrêt du cycle cellulaire provoqué par la bactérie, en 
identifiant une autre cible de ces miARN : j’ai pu montrer qu’ils participaient à la 
transition épithélio-mésenchymateuse régulée par les miR-200, en interférant avec l’un 

des récepteurs du TGF . 
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Figure 30 : Construction des cassettes de résistance par PCR 3 temps et 
vérification de l’intégrité des mutants d’H. pylori 26695. A,B) Représentation de la 
région génomique où se trouve les gènes HP-0547 et HP-0544 codant pour le facteur de 
virulence CagA et la protéine CagE, respectivement. En dessous, sont visualisés les 
résultats de la première PCR nécessaire à la création des différents fragments de la 
cassette de résistance (A1-A2 : région homologue amont, B1-B2 : région homologue 
avale et KanR : gène aphA3 conférant la résistance à la kanamycine). C) PCR 
d’assemblage des différents fragments PCR afin d’obtenir les cassettes de résistance, 
∆CagA et ∆CagE (Région A + KanR + région B). Plusieurs quantités de produits PCR de 
départ sont utilisés. D) Vérification de l’insertion des cassettes au bon locus dans le 
génome d’H. pylori 26695. Elle est effectuée par PCR sur ADN génomique extrait des 
bactéries résistantes à la kanamycine. Tous les contrôles sont obtenus par PCR sans 
matrice. ADNg : ADN génomique, MR : marqueur de taille, ng : nanogramme, pb : paire de 
base. 
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I. Caractérisation de l’infection de cellules épithéliales gastriques 
humaines par Helicobacter pylori 
 

 Lorsque notre équipe a commencé ce nouveau projet consistant à analyser les 
miARN en réponse à H. pylori, le modèle d’étude constitué par des lignées de cellules 
épithéliales gastriques humaines en coculture avec H. pylori semblait le plus simple à 
mettre en place. Ainsi ce travail est basé sur l’utilisation de ces modèles in vitro, avec la 
lignée AGS, modèle le plus répandu et qui a fourni le plus de données sur les interactions 
entre la bactérie et les cellules humaines, et deux autres lignées plus différenciées que 
les cellules AGS, toutes trois dérivées d’adénocarcinomes. Les caractéristiques des ces 

trois lignées sont mentionnées dans la table 12.  

 Par ailleurs, étant donnée l’importance de l’îlot de pathogénicité cag dans les 
modifications d’expression géniques induites dans les cellules hôtes, nous avons généré 

des mutants de cette bactérie pour déléter CagA et pour inactiver le SST4.  

A. Obtention de mutants isogéniques de la souche 26695 d’H. 

pylori  
 

 Sachant qu’H. pylori possède un système de recombinaison extrêmement efficace 
[302] et est capable d’absorber de l’ADN exogène via le SST4, nous avons utilisé ces 
propriétés pour déléter les gènes cagA et cagE dont le produit est un constituant du 
SST4, dans l’îlot de pathogénicité cag de l’ADN chromosomique bactérien. Les délétions 
de l’un et l’autre des gènes ont été réalisées par insertion, au locus du gène, d’une 
cassette de résistance contenant le gène aphA3 conférant la résistance à la kanamycine, 
par recombinaison homologue [303]. Pour ne pas affecter l’expression des gènes 
flanquants (mutation polaire), les séquences homologues ont été choisies de manière à 
respecter l’intégrité des séquences régulatrices des gènes aux alentours. La cassette de 
résistance flanquée de deux régions homologues de 500 pb (Figure 30) a été obtenue 
par une réaction PCR en 3 temps et elle a été utilisée pour transformer la souche H. 

pylori 26695 sauvage. Après obtention de clones KanR, l’insertion de la cassette de 
résistance au bon locus a été vérifiée par PCR sur l’ADN génomique extrait à partir de 
plusieurs mutants ΔcagA ou ΔcagE :: aphA3 (HpΔCagA-1/2/3/4/5, HpΔCagE-1/2/3/4) 
(Figure 30). Chaque clone sélectionné présente une bande migrant à la taille attendue de 
1472 pb.  
 

 L’observation par microscopie optique des mutants ΔcagA et ΔcagE d’H. pylori 

26695 n’a pas permis de déceler des changements morphologiques évidents, 
notamment de la mobilité de la bactérie (données non montrées). Par ailleurs les 
souches mutantes ne présentent pas non plus de modification des activités uréase et 
oxydative caractéristiques d’H. pylori. Leur croissance en milieu solide ou liquide est  
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Type 

cellulaire 

Genre/

âge 

Origine Type de 

cancer 

gastrique 

Morphologie Temps de 

doublement 

Caractéristiques 

génétiques 

AGS F/54 estomac intestinal Epithéliale 
Peu cohésive 

24h - Cdh1 muté 
- Ctnnb1  
mutation gain de 
fonction 

MKN74 H/37 Métastases 
hépatiques 

intestinal Epithéliale 
cohésive 

48h - APC mutation 
non sens 
- cdh1 WT 
- P53 WT 

NCI-N87 H/ ? Métastases 
hépatiques 

intestinal Epithéliale 
Polarité cellulaire 
Microvillosités  

47h 
 

- Sécrétion de 
mucine6, 
pepsine et lipase 
gastrique 
- Cdh1 WT 
- P53 WT 

Table 12 : Caractéristiques des différentes lignées cellulaires utilisées dans l’étude 

de l’infection par H. pylori. Cdh1 : gène de l’E-Cadhérine, Ctnnb1 : gène de la β-caténine, 
F : femme, H : homme, h : heure, WT : sauvage. 
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similaire à celle de la souche sauvage indiquant qu’elle n’est pas affectée par 

l’inactivation de l’un de ces gènes.  

B. Les modifications morphologiques induites par H. pylori dans 
des lignées de cellules épithéliales gastriques en culture, sous la 
dépendance de CagA.  

 

1. La lignée AGS 
 

 En absence d’H. pylori, les cellules AGS prolifèrent activement (temps de 
doublement de 20-24 h) et forment une monocouche de cellules pavimenteuses 
cohésives, caractéristique d’un phénotype épithélial.  

 En présence de la souche sauvage 26695 d’H. pylori à une multiplicité d’infection 
(MOI) de 100, nous pouvons observer un allongement extrême et l’individualisation de 
quelques cellules dès 6 h et de l’ensemble des cellules après 24 h (Figure 31). La 
disparition du caractère épithélial au profit de cellules non cohésives et extrêmement 
allongées a été nommé « phénotype colibri » (hummingbird) parce qu’il rappelle le bec 
pointu et l’extrémité des ailes effilées de cet oiseau. En plus du changement de la forme 
générale des cellules, leur cytoplasme s’est rempli de vacuoles : ceci étant l’effet de la 
toxine VacA. Les changements dramatiques de la morphologie des cellules AGS ne 
surviennent qu’avec la souche sauvage : en effet, si on incube les cellules AGS avec les 
souches mutantes HpΔCagA ou HpΔCagE, nous observons uniquement la présence de 
vacuoles dans le cytoplasme des cellules, mais non plus l’allongement cellulaire et la 
dislocation de la monocouche. 

 La lignée AGS est à l’origine de la majorité des données caractérisant les 
interactions du facteur de virulence CagA avec les constituants des jonctions cellulaires 
décrites précédemment. Elle présente néanmoins un défaut majeur  pour une cellule 
épithéliale : l’absence d’expression d’E-cadhérine.  

2. Les cellules MKN-74 
 

 À l’état basal, cette lignée de cellules épithéliales gastriques dérivées d’un 
adénocarcinome gastrique de type intestinal, prolifère plus lentement que les cellules 
AGS (temps de dédoublement de presque 48 h), en petites colonies très cohésives de 
cellules pavimenteuses, plus grandes et plus hautes que les cellules AGS. 
 En présence de la bactérie de souche sauvage, ces cellules ne s’allongent pas 
comme les cellules AGS, mais présentent néanmoins un cytoplasme extrêmement 
vacuolisé dû à la toxine bactérienne VacA. Leur sensibilité pour la bactérie se manifeste 
par le détachement de cellules de la monocouche, sous la forme de cellules mortes en  
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majorité, mais aussi de quelques petits îlots flottants (Figure 31)  contenant des cellules 
vivantes capables de réadhérer sur un nouveau support de culture. Ce phénomène laisse 
à penser que des cellules non adhérentes mais vivantes auraient pu acquérir des 

capacités de migration voire d’invasion au cours de l’infection.  

3. La lignée NCI-N87 
 

 Comme la lignée MKN-74, cette lignée dérive d’un adénocarcinome gastrique de 
type intestinal, et, à l’état basal, prolifère activement sous la forme de colonies très 
cohésives de cellules pavimenteuses. Les vacuoles qu’elles présentent à l’état basal après 
quelques jours de culture sont les manifestations de leur capacité à sécréter du mucus, 

qui rend le milieu de culture opaque.  

 Leur réponse morphologique à H. pylori de souche sauvage est peu manifeste, à 
part la présence de quelques cellules plus allongées en bordure de colonies, qui restent 
apparemment cohésives (Figure 31). Dans l’intention initiale d’utiliser principalement la 
lignée NCI-N87 comme modèle d’interactions d’H. pylori avec des cellules épithéliales 
gastriques, nous avons réalisé une étude morphologique plus poussée en 
immunocytologie et en microscopie électronique. En effet, le marquage en 
imunofluorescence de l’E-Cadhérine avant et après co-culture avec H. pylori pendant 48h 
à une MOI de 30 montre la désorganisation de l’E-cadhérine, initialement membranaire, 
en réponse à H. pylori (Figure 32A), malgré l’apparente cohésion de colonies cellulaires. 
L’image de microscopie électronique en Figure 32B montre le contact intime de la 
bactérie avec la surface apicale de ces cellules couvertes de microvillosités. 

C. Activation de la voie de signalisation NF- B par H. pylori dans 
les cellules hôtes 

 

 Outre les changements morphologiques des cellules, l’infection des cellules 
humaines par H. pylori peut être suivie par des marqueurs moléculaires quantifiables, 

notamment l’activation de la voie NF- B, qui caractérise l’immunité innée, entraînant la 
production de la chimiokine IL-8 et sa sécrétion dans le milieu de culture au cours de 
l’infection.  

 L’activation de NF- B peut être quantifiée grâce à un vecteur rapporteur portant 

6 sites de fixation de NF- B sur l’ADN en amont du gène de la luciférase, en plus d’une 
boîte TATA. L’IL-8 produite en conséquence de cette activation peut être dosée dans le 
milieu de culture par un test ELISA de type « sandwich ». On peut observer que 

l’activation de NF- B dans les cellules AGS dépend principalement du facteur de 
virulence CagA et de l’intégrité du SST4 (Figure 33A). De même, la sécrétion d’IL-8 dans 
les AGS et les NCI-N87 est dépendante de la translocation de CagA dans la cellule hôte 
(Figure 33B). En effet, l’utilisation des deux souches mutantes provoque une nette 

diminution, voire la suppression, à la fois de l’activation de NF- B et de la sécrétion d’IL- 
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Figure 32 : Caractérisation de l’infection des NCI-N87 par la souche sauvage 26695 
d’H. pylori. A) Immunofluorescence de la E-cadhérine dans les cellules NCI-N87 en 
conditions basales ou infectées pendant 48h avec H. pylori de souche sauvage à une MOI 
de 30. Les cellules ont été cultivées sur lamelles de verre et fixées par le 
paraformaldéhyde 3%. L’E-cadhérine est immunomarquée à l’Alexafluor 488 (vert), le 
cytosquelette d’actine est marquée à la phaloïdine-Alexafluor 594 (rouge) et le noyau est 
marqué au Hoechst 33342 (bleu). Les préparations sont observées en microscopie 
confocale (Leica). On observe une désorganisation du cytosquelette et une délocalisation 
de l’E-Cadhérine lors de l’infection, malgré une apparente cohésion de la monocouche 
cellulaire B) Observation de l’interaction d’H. pylori et des cellules NCI-N87 en 
microscopie électronique à transmission. Les cellules ont été cultivées et infectées en 
Transwells pendant 48h à une MOI de 30, puis fixées et incluses selon un procédé 
classique, pour être colorées au citrate de plomb (Service de Microscopie Electronique 
de Bordeaux 2). La culture en Transwell a permis d’orienter les coupes. On observe une 
interaction étroite de la bactérie avec la membrane plasmique apicale des cellules NCI-
N87.  
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8, par rapport à la souche sauvage. Contrairement au mutant CagE, le mutant CagA 

provoque encore une légère stimulation de NF- B et de l’IL-8, qui est due au 
peptidoglycane bactérien, transloqué par le SST4 et détecté par NOD1 dans le 

cytoplasme. Le mutant CagE est incapable d’injecter ces deux composés bactériens 

stimulateurs de la voie NF- B. 

D. Discussion et conclusion 
 

 Ces observations, concordantes avec la littérature en ce qui concerne les cellules 
AGS, mettent en évidence d’une part la variabilité de la réponse morphologique des 
modèles cellulaires à H. pylori, et d’autre part l’importance de l’injection de CagA dans 
ces réponses. Le phénotype « colibri » acquis en présence d’H. pylori cag+ est une 
caractéristique propre aux cellules AGS. Elle est sans doute liée à la mutation qu’elle 
porte dans le gène cdh1 codant pour la protéine E-cadhérine, impliquée dans les 
jonctions adhérentes cellules-cellules, et ciblée par CagA [55]. La déficience de l’E-
cadhérine  semble conférer à cette lignée cellulaire une plasticité morphologique plus 
importante que dans les deux autres lignées. Elle rend ces cellules extrêmement 
sensibles à la bactérie, puisque le premier bastion de la barrière épithéliale est déjà 
surmonté. En effet, en générant une lignée AGS-E-cadhérine, Oliveira et al. montrent que 
le rétablissement de la fonctionnalité de l’E-cadhérine abolit la plasticité et les capacité 
invasives des cellules AGS en réponse à la bactérie [61].  
 Saito et al. font clairement la distinction entre la réponse à H. pylori de cellules 
épithéliales polarisées ou non polarisées [304]. Alors que leurs observations concordent 
avec les nôtres pour les cellules AGS, cellules épithéliales non polarisées, ils rapportent 
que dans des cellules épithéliales polarisées, dont le modèle est la lignée MDCK (Madin-

Darby Canine Kidney), CagA conduit à la destruction de jonctions fortes intercellulaires, 
la perte de la polarité et l’extrusion de cellules de la monocouche épithéliale. Ce 
phénotype rappelle ce que nous observons dans la lignée MKN74, qui a conservé plus de 
caractères différenciés épithéliaux que la lignée AGS et dans laquelle H. pylori 
provoquerait l’extrusion de cellules de la monocouche. Perdant ainsi leurs contacts 
intercellulaires et avec le support de culture, la plupart des cellules MKN74 entrent en 
apoptose (anoïkis), mais quelques unes organisées en amas libres dans le milieu seraient 
capables de survivre.  
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Figure 33 : Activation de NF- B dans les cellules AGS (A) et sécrétion de 
l’interleukine 8 dans le milieu de culture (B) par les cellules infectées ou non par 

H. pylori 26695 ou les mutants isogéniques cagA ou cagE. L’activation de NF- B 
est mesurée à l’aide d’un vecteur rapporteur portant 6 sites de fixation sur l’ADN de NF-

B et une boîte TATA en amont de la luciférase. Le dosage de la sécrétion de l’IL-8 a été 
réalisée dans deux lignées (AGS et NCI-N87) infectées par les souches sauvage et 
mutantes d’H. pylori. Par la méthode d’ELISA sandwich, nous avons révélé une 
augmentation de la sécrétion de l’IL-8 après infection de ces cellules et ceci de manière 
dépendante de la présence du facteur de virulence CagA. L’IL-8 produite reflète l’activité 

de NF- B dans ces cellules. Ces données sont représentatives d’expériences avec n=3 et 
la p-valeur est représentée par * quand p<0.5, ** quand p<0.1 et *** quand p<0.001. 
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II. Le miRNome des cellules AGS en conditions basales et en 
réponse à l’infection  
 

 L’avancée des connaissances apportées récemment par les miRNA sur la 
régulation de l’expression génique a bousculé le paradigme du contrôle des gènes 
seulement par des facteurs de transcription activant ou réprimant des gènes spécifiques. 
Ainsi, après plusieurs études ayant établi le transcriptome de cellules gastriques en 
réponse à l’infection par H. pylori [305-307], la question qui se pose maintenant et qui 
est à l’origine de ce travail est la suivante: « Les miRNAs interviennent-ils dans les 

réponses des cellules hôtes à l’infection par H. pylori ?».   

 Les données qui permettent de répondre à cette question sont encore peu 
nombreuses. La première mise en évidence d’une modulation de miARN par H. pylori a 
été apportée par Zhang et al [266]. Ces auteurs font état d’une sur-expression de 
l’oncomir miR-21 dans du tissu gastrique tumoral, des lignées cellulaires gastriques co-
cultivées avec la bactérie, ainsi que de la muqueuse gastrique chroniquement infectée 
par rapport à de la muqueuse non infectée. Les niveaux élevés de miR-21, dépendants 
des facteurs de transcription AP-1 et STAT3 (Signal transducer and activator of 

transcription 3) activés pendant l’infection, favorisent, la prolifération, la migration et la 
survie des cellules en culture en ciblant les suppresseurs de tumeurs PTEN, la 
tropomyosin et RECK (REversion-inducing Cystein-rich protein with Kazal motifs). 
Petrocca et al. [267] ont comparé les expressions de miARN dans du tissu gastrique 
normal, de gastrite chronique et de carcinome gastrique, et identifié 7 miRNAs associés 
à l’inflammation chronique, parmi lesquels une augmentation de miR-1 et de miR-155. 
Plus récemment, Fassi-Fehri et al. ont montré une induction de miR-155 dans une lignée 
de lymphocytes T co-cultivée avec H. pylori, sous la dépendance de la toxine bactérienne 
VacA et du facteur de transcription Foxp3 [308]. Une analyse globale par microarray des 
miARN exprimés dans la muqueuse gastrique de patients infectés par H. pylori fait 
ressortir 8 miARN dont l’expression différentielle est une signature fiable de l’état 
infecté par cette bactérie [269]. Parmi ceux-ci, la surexpression importante de miR-223 
dans la muqueuse infectée rend compte de l’infiltration de neutrophiles. Excepté miR-
223, les autres miARNs affectés par l’infection sont globalement réduits par rapport à 
ceux de la muqueuse saine. De manière intéressante, cette analyse rapporte une 
diminution significative des miR-200a, -200b, 200c dans le tissu infecté. Enfin, une étude 
chez la souris rapporte la répression de miR-1 et miR-133 de l’estomac au cours de 
l’infection chronique par H. pylori [309] : ces miARN specifiques du muscle ciblent 
l’histone deacetylase 4 et le serum response factor, dont l’expression augmente dans 
l’estomac infecté, provoquant l’hyperplasie de la couche musculaire et la dyspepsie.  
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Figure 34 : Représentation du contenu en microARN des cellules AGS co-cultivées 
ou non avec H. pylori, déterminé par pyroséquençage à haut débit (technologie 
Roche 454). A) Histogrammes représentant le nombre de séquences obtenues par 
séquençage pour un miARN donné dans les cellules AGS non infectées, et rangé en ordre 
décroissant d’abondance. Parmi l’ensemble des miARN détectés, nous retrouvons les 
miR-200b et miR-200c en 6ème  et 7ème position, respectivement. Dans l’encadré est 
schématisée la proportion en miARN occupée par des familles de miARN, avec une 
prédominance des clusters miR-371-373, miR-17-92, miR-23-24 et de la famille des miR-
200 qui comptabilise, à elle seule, 11% du contenu en miARN totaux dans les AGS. B) 
Variation du niveau d’expression de chaque miARN dans les AGS infectées par H. pylori, 
représentée en pourcentage par rapport à celui des cellules non infectées. Nous notons 
que les miR-200b/c font parties des miARN induits par la bactérie, tandis que les miR-
372/373 sont les principaux miARN réprimés après infection. 
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 Ces données bibliographiques montrent comment les changements d’expression 
des miARN rendent d’avantage compte des modifications de l’hétérogénéité cellulaire du 
tissu infecté que des mécanismes survenant réellement dans les cellules épithéliales, qui 
restent largement inconnus. Comme les cellules épithéliales gastriques constituent la 
première ligne de défense contre H. pylori, et que ce sont elles qui sont dramatiquement 
affectées par l’injection de l’effecteur bactérien CagA, il nous a paru pertinent de 
comprendre comment les miARNs étaient modulés dans ce type cellulaire, précisément 
en réponse à H. pylori. Notre équipe a utilisé une approche globale pour caractériser le 
profil de miARN dans les cellules AGS, modèle cellulaire le plus couramment utilisé pour 
mimer in vitro les interactions d’H. pylori avec des cellules épithéliales gastriques. Cette 
approche globale a été réalisée par séquençage à haut débit des petits ARN de 18-25 
nucléotides exprimés dans les cellules AGS, en conditions basales ou infectées, pendant 6 
heures avec la souche 26695 cag+ d’H. pylori (publi jointe, Annexe 1). L’analyse globale 
du MiRNome des cellules AGS a révélé que cette lignée cellulaire portait une signature 
particulière de miARN (Figure 34A), avec trois clusters majoritaires : miR-371-372-373 
(18,6% du MiRNome), miR-17-92 (12,4%) et miR-23b-27b-24-2 (12,1%) auxquels 
s’ajoute la famille miR-200 (11%) (encadré Figure 34). Nous nous sommes intéressés 
aux miARN les plus abondants, et dont l’expression était la plus affectée par l’infection. 
Ceci concerne : 

 a) miR-372, le miARN le plus abondant du miRnome à l’état basal (Figure 34A), 
diminué au cours de l’infection (p-value de 5,1.10-13 calculée selon le test de Fisher 

(Table S1)) (Figure 34B), 

 b) miR-200b et-200c, augmenté au cours de l’infection (p-values de 8.10-3 et 9,9. 

10-17, respectivement, calculées selon le test de Fisher (Figure 34B).    

A. H. pylori interfère avec le cluster miR-371-372-373 
caractéristique de cellules souches embryonnaires pour bloquer la 
progression dans le cycle cellulaire [310] 

 

 Ce travail montre que miR-372, le miARN le plus exprimé par les cellules AGS (de 
l’ordre de 104 copies par cellule) et miR-373, appartenant au même cluster, répriment la 
traduction de LATS2 (Large Antigen Tumor Suppressor 2), une sérine/thréonine kinase 
régulant la progression du cycle cellulaire en G1/S. L’inhibition de la fonction de ces 
miARN par des oligonucléotides antisens lève la répression post-transcriptionnelle de 
LATS2, provoquant un arrêt des cellules en G1/S et une diminution de leur taux de 

prolifération.  

 H. pylori diminue l’expression de ces deux miARN en réprimant leur transcript 

primaire dès 2 heures d’infection, de manière dépendante de la MOI et de la  
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Figure 35 : Expression de l’E-cadhérine, ZEB1, ZEB2 et les miR-200b et -200c dans 
différentes lignées cellulaire. A) Analyse de l’expression de ZEB1, ZEB2 et l’E-
cadhérine dans différentes lignées gastriques humaines (AGS, MKN7, MKN45, MKN74 
and NCI-N87) et non gastriques (HT29, HEK 293, HeLa, HuH-7, IGR-OV1) en RT-PCR et 
visualisation sur un gel d’agarose 1% coloré au bromure d’éthydium. L’E-cadhérine ne 
s’exprime qu’en absence d’expression de ces deux répresseurs de transcription, ZEB1 
et/ou ZEB2. P0 est utilisé comme gène contrôle. B) Northern blot de miR-200b et miR-
200c dans les lignées cellulaires précédemment nommées ainsi que dans l’estomac sain. 
L’expression de ces deux miARN est caractéristiques des lignées cellulaires épithéliales. 
U6 sert de contrôle de dépôt. C) Détection du niveau d’expression des miR-200b (barres 
noires) et miR-200c (barres grises) dans plusieurs lignées cellulaires épithéliales ou 
non, par RT-qPCR. Les données sont normalisées par rapport à U6. D) Western blot sur 
ZEB1 dans trois lignées épithéliales gastriques, AGS, MKN74 et NCI-N87, ainsi que dans 
les lignées Hela (épithéliale) et HEK293 (non épithéliale). Nous retrouvons l’expression 
de ZEB1 uniquement dans les cellules non épithéliales, à l’exception des cellules Hela 
pour lesquelles on retrouve des caractéristiques moléculaires de cellules 
mésenchymateuses. La tubuline sert de contrôle de charge. 
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translocation de CagA. En conséquence, la protéine LATS2 s’accumule et contribue à 
l’arrêt du cycle en G1/S des cellules infectées. L’addition de mimes synthétiques de miR-
372 et -373 ou des siARN anti-LATS2 pendant l’infection, empêchent  l’arrêt du cycle 

cellulaire provoqué par la bactérie. 

 MiR-372 et miR-373 ne sont exprimés que dans la lignée AGS (Annexe 2). 

B. Rôle des miR-200 dans les cellules épithéliales gastriques en 
condition basale et en réponse à l’infection  

 

 Une autre famille de miARN fortement exprimée dans les cellules AGS en 
conditions basales est celle des miR-200, impliquée dans la régulation de la transition 
épithélio-mésenchymateuse. Le séquençage à haut débit a révélé que  seuls les miR-
200b et miR-200c de cette famille étaient exprimés dans les AGS,  où ils représentent 
11% de l’ensemble du MIRnome. Les trois autres membres de la famille, miR-200a, miR-
429 et miR-141, n’ont pas été retrouvés dans cette lignée. 

1. Rôle de gardien du phénotype épithélial 

  
 L’expression de miR-200b/c a été confirmée par RT-qPCR ou northern blot, non 
seulement dans les cellules AGS, mais également dans d’autres lignées de cellules 
épithéliales gastriques (CEG) (MKN74, NCI-N87, MKN-7) ou colique (HT29) (Figure 35B 
et C). D’autres lignées épithéliales, d’origine cervicale comme les cellules Hela, hépatique 
comme les cellules Huh7 ou encore les cellules mésenchymateuses HEK293 n’expriment 
pas ces miRNA.  Pour la plupart des lignées sauf Huh7, il existe une corrélation entre 
l’expression des miR-200b/c et celle de l’E-cadhérine et une relation inverse avec celle 
de leurs cibles ZEB1 ou ZEB2 (Figure 35A). La relation inverse entre les miR-200 et 
ZEB1 est confirmée au niveau protéique, comme le montre le western blot de la figure 
35D : les CEG n’expriment pas la protéine ZEB1, contrairement aux cellules Hela et aux 

cellules mésenchymateuses HEK293. 

 Pour caractériser le rôle des miR-200 en conditions basales, nous avons réprimé 
leur fonction à l’aide d’oligonucléotides antisens, appelés antimiR-200b/c. Pour vérifier 
leur spécificité, nous avons comparé leurs effets à ceux d’oligonucléotides de séquence 
brouillée (scrambled), notés sc200. Ces oligonucléotides ont été transfectés dans les 
cellules AGS et MKN74 et une analyse morphologique et moléculaire a été réalisée. La 
répression spécifique de miR-200b/c par les antimiR-200b/c est confirmée par RT-qPCR 
dans les deux types cellulaires, puisque leur concentration résiduelle détectable n’est 
plus que de 25% en moyenne par rapport à celle des cellules traitées avec les 
oligonucléotides contrôle sc200 (Figure 36B).  
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Figure 36 : Effets de la suppression de fonction des miR-200b/c dans les cellules 
AGS. A) Observation en microscopie optique,  en contraste de phase (a-c) et en 
épifluorescence (d-e) de la morphologie et de l’expression de ZEB1 (marquage nucléaire 
vert), respectivement, des cellules traitées par des oligonucléotides antimiR-200b/c ou 
sc200.  B) Mesure par RT-qPCR de l’efficacité du traitement antimiR-200b/c sur le 
niveau relatif des miR-200b/c dans les AGS.  C) Expression de ZEB1 au niveau de 
l’ARNm, mesurée par RT-qPCR D) Western blot de ZEB1 et de tubuline après traitement 
par les antimir-200b/c ou les sc200. E) Représentation schématique de la région 3’NT 
de l’ARNm de ZEB1 avec la localisation des multiples sites de liaison de miR-200b 
(boîtes grises) et miR-200c (boîtes noires). Cette région est ensuite introduite dans le 
vecteur rapporteur psiCHECK-2 vide (psiControl) pour donner le vecteur psiZEB1. F) 
Mesure de l’activité luciférase relative de psiZEB1 par rapport au psiControl après 
traitement ou non aux oligonucléotides. Les RT-qPCR sont normalisées par rapport au 
NT ainsi qu’à un gène de référence, U6 pour les miARN, P0 pour ZEB1. Les données sont 
représentatives d’expériences n=3, avec les p-valeur suivantes, * =  p<0.05, *** =  
p<0.001. a200 : antimiR-200b/c, NT : non traité, sc200 : scramble 200 
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 Dans les cellules AGS, nous observons un changement drastique du phénotype 
cellulaire en présence des antimiR-200b/c (Figure 36A). En effet, ces cellules 
pavimenteuses et assez cohésives entre elles (Figure 36A-a) deviennent très allongées et 
isolées les unes des autres (Figure 36A-b) en présence des antimiR-200b/c, mais 
conservent leur phénotype initial en présence des oligonucléotides sc200 (Figure 36A-
c). Cette transition morphologique rappelle une transition épithélio-mésenchymateuse 
(TEM). 

 D’un point de vue moléculaire, nous observons une accumulation de la protéine 
ZEB1, cible des miR-200b/c, dans les cellules traitées par les antimiR-200b/c, comme 
l’attestent les analyses par immunofluorescence et western blot (Figure 36 A-d-f et 
36D), mais non dans les cellules témoins ou traitées par les oligonucléotides contrôles 
sc200. ZEB1 s’accumule principalement dans le noyau, comme on peut s’y attendre d’un 
facteur de transcription. L’accumulation de la protéine est accompagnée d’une 
augmentation de l’ARNm de ZEB1 de 5 fois dans les AGS traitées avec les antimiR-
200b/c, par rapport aux cellules traitées avec les sc200 (Figure 36C).  
 Quant aux cellules MKN-74, les effets morphologiques du traitement par les 
antimiR-200b/c se manifestent plutôt par l’apparition d’îlots cellulaires détachés du 
tapis cellulaire et du support de culture. Ces îlots, comparables à ceux présentés en 
Figure 31, sont composés de cellules toujours vivantes, qui peuvent réadhérer s’ils sont 
tranférés dans une nouvelle boîte de culture (données non montrées). Comme les 
cellules AGS, les cellules MKN-74 traitées par les antimiR-200b/c expriment 6,68 +/- 

2,34 fois plus d’ARNm ZEB1 que les cellules traitées au sc200.  

 Pour  caractériser davantage la régulation existant entre ZEB1 et les miR-200 
dans ces cellules, nous avons construit un vecteur rapporteur contenant le gène codant 
pour la luciférase Renilla avec, en aval, la séquence 3’ non traduite (3’NT) de l’ARNm de 
ZEB1, qui contient cinq sites de fixation pour miR-200b et trois pour miR-200c (Figure 
36E). Ce gène rapporteur, noté psi-ZEB1, peut ainsi être régulé de manière  post-
transcriptionnelle par des variations de miR-200b/c. Le vecteur rapporteur contient 
également une unité transcriptionnelle de luciférase firefly dépourvue de 3’NT et donc 
non soumise à une régulation par des miRNA. Une fois le vecteur rapporteur exprimé 
dans les cellules AGS, par transfection transitoire, la lumière émise par l’activité de 
chaque luciférase, qui traduit le taux de chaque protéine luciférase, est mesurée dans 
différentes conditions de traitement par les oligonucléotides antimiR-200b/c ou sc200.  
L’activité Renilla soumise à la régulation post-transcriptionnelle par les miR-200b/c, est 
normalisée par rapport à celle de la firefly, qui sert de standard interne. Ainsi l’activité 
relative de luciférase produite par le vecteur psiZEB1 se trouve diminuée dans les 
cellules AGS par rapport à celle  du vecteur contrôle vide (Figure 36F). Ceci s’explique 
par le fait que les miR-200b/c, naturellement exprimés dans cette lignée cellulaire, vont 
pouvoir se fixer sur leurs sites dans la région 3’NT de ZEB1, et par conséquent inhiber  
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Figure 37 : Surexpression des miR-200b et miR-200c dans les cellules AGS 
infectées par la souche 26695 sauvage d’H. pylori. A) Analyse par RT-qPCR du niveau 
d’expression des miR-200b et -200c dans les cellules AGS soumises à infection par la 

souche sauvage et les mutants isogéniques cagA et cagE, pendant 24h à une MOI de 
100. L’induction des miR-200b/c est dépendante de l’injection de la toxine bactérienne 
CagA. B) Northern blot de miR-200b et -200c dans les mêmes conditions d’infections que 
(A) ; U6  est utilisé comme témoin de charge. C) Expression du transcrit primaire 
primiR-200b-200a-429 dans les mêmes conditions d’infections que (A). Les données de 
RT-qPCR sont normalisées par rapport au NI et aux ARN de référence U6 pour les 
miARN matures et P0 pour le primiR. Elles sont représentatives d’expériences avec n=4 
et les p-valeur correspondent à * : p<0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001. NI : non infectées, 
WT : H. pylori sauvage.  
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post-trancriptionnellement la synthèse de luciférase Renilla, aboutissant à une 
diminution de la lumière émise. Pour valider cette interprétation, nous avons traité les 
cellules par les antimiR-200b/c pour inhiber la fonction des miR-200 endogènes : nous 
observons dans ce cas que l’inhibition post-transcriptionnelle de la synthèse de 
luciférase Renilla est levée et l’activité luciférase relative est augmentée par rapport à 
celle des cellules non traitées ou traitées par les sc200, jusqu’à atteindre le niveau 
d’activité luciférase du vecteur vide. 
 Ainsi, dans ces deux lignées de CEG, l’inactivation des miR-200 par les antisens 
altère le phénotype épithélial et, dans le cas des AGS, provoque une transition 
mésenchymateuse manifeste. Ceci indique que miR-200b et -200c jouent bien un rôle de 
gardien du phénotype épithélial en inhibant post-transcriptionnellement ZEB1 et sans 
doute aussi en déstabilisant son ARN messager, comme en témoignent le taux 

d’induction élevé de l’ARNm  ZEB1 en présence des antisens. 

2. Augmentation de l’expression des miR-200 par H. pylori 

   
 Parmi les changements d’expression de miARN révélés par le séquençage à haut 
débit entre les cellules AGS cultivées ou non avec H. pylori, ceux des miR-200b et -200c 
se trouvaient augmentés de manière significative en réponse à l’infection (Figure 34B). 
Cette observation était surprenante, puisque, comme nous venons de le démontrer, nous 
nous attendions à ce que les modifications morphologiques provoquées par H. pylori sur 

les cellules AGS s’accompagnent plutôt d’une diminution des miR-200.  

 Nous avons pu confirmer par northern blot et RT-qPCR les augmentations de 
miR-200b/c dans les cellules AGS en réponse à l’infection (Figure 37A et B). En effet, par 
l’une et l’autre de ces méthodes, nous observons une augmentation des miR-200b et 
miR-200c de 3,5 et 2,5 fois, respectivement, dans les cellules infectées avec la souche 
sauvage (WT) d’H. pylori. De manière intéressante, cette augmentation est dépendante 
de l’injection de la toxine CagA bactérienne dans ces cellules, puisque l’infection par les 

deux mutants isogéniques, CagA ou CagE, n’induit pas cette augmentation. De plus, les 
variations des miR-200 matures en réponse à l’infection sont parallèles à celle du 
transcrit primaire pri-miR-200b-200a-429, qui se trouve augmenté de 3 fois avec H. 

pylori WT et de 2 fois avec le mutant CagA, mais inchangé avec le mutant CagE (Figure 

37C).    

 Ainsi, les cellules AGS, qui perdent leurs caractéristiques morphologiques 
épithéliales en réponse à l’effecteur CagA, produisent davantage de miR-200b/c 
matures, probablement en conséquence d’une stimulation de la transcription de leurs 
gènes : cette régulation apparaît donc paradoxale en regard du rôle de gardien  du 

phénotype épithélial que nous avons montré précédemment pour ces cellules.  

 Nous avons également pu mettre en évidence une augmentation des miR-200 

dans les autres lignées MKN-74 ou NCI-N87 en réponse à l’infection par la souche  
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Figure 38 : Augmentation des miR-200b et miR-200c dans les cellules MKN-74 (A) 
et NCI-N87 (B) infectées par la souche 26695 sauvage d’H. pylori. Le niveau 
d’expression relative des miR-200b et -200c ont été déterminés par RT-qPCR dans les 
cellules infectée par la souche sauvage (Hp WT) pendant 24h à une MOI de 100. Les 
données sont normalisées par rapport au NI et à l’ARN de référence U6. Elles sont 
représentatives d’expériences avec n=4 et les p-valeur correspondent à * : p<0.05, ** : 

p<0.01, *** :  p<0.001. NI : non infectées, Hp WT : H. pylori sauvage.  
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sauvage d’H. pylori (Figure 38), suggérant que ce phénomène ne se limiterait pas 
seulement au cas particulier des cellules AGS, mais constituerait une réponse générale 

de CEG à  l’infection par H. pylori. 

C. Discussion et conclusion 
 

 À notre connaissance, aucune analyse globale du miRNome des cellules AGS 
infectées ou non par H. pylori n’avait été publiée auparavant. Notre analyse révèle un 
répertoire particulier constitué d’une quarantaine de miARN identifiables et répertoriés 
dans la miRBase 14.0, qui, avec l’expression majoritaire du cluster miR-371-372-373 
caractéristique de cellules souches embryonnaires, confère à ces cellules gastriques 
modèles un statut particuliers de cellules souches ou précurseurs gastriques, plutôt que 

de cellules épithéliales différenciées.  

1. Rôle des miR-372-373 dans la progression du cycle cellulaire 
 

 Ces miARN ciblant LATS2, un régulateur du cycle cellulaire, sont restreints aux 
cellules AGS, auxquelles ils confèrent un avantage de croissance. MiR-372 et -373 
appartiennent à la famille des miRNA spécifiques des cellules souches embryonnaires 
régulateurs du cycle cellulaire, encore appelés les ESCC (embyonic stem cell-specific cell 

cycle-regulating) miRNA, incluant également mir-302a-d (qui ne sont pas exprimé par 
les cellules AGS). Les miARN ESCC ciblent de nombreux inhibiteurs du cycle cellulaire, 
permettant la progression particulière du cycle dans les cellules souches embryonnaires 
et la reprogrammation de cellules somatiques en cellules souches pluripotentes induites 
(iPSC) [311-313]. 

 À part dans les cellules souches embryonnaires, l’expression de miR-372 et -373 
est relativement rare : elle a été décrite dans des tumeurs testiculaires d’origine 
germinale, des adénocarcinomes de l’œsophage et de la thyroïde [314-316]. En plus des 
cellules AGS, notre équipe a retrouvé l’expression de miR-372 dans quelques cas de 
carcinomes gastriques humains de type diffus (C. Staedel, communication personnelle, 
collaboration avec C. Varon, INSERM U853 Bordeaux). Cette observation permet de 
rajouter ces  2 miARN à la liste des mécanismes de dérégulation du cycle cellulaire 
impliquant des miARN dans le carcinome gastrique : la surexpression des miR-106b et -
93 [267], de miR-221 et -222 [317] et de miR-372 et -373 convergent de manière 
redondante vers des inhibiteurs de la progression G1/S, p21cip1/WAF1, p27kip1, p57 kip2 et 

LATS2, dont ils répriment la traduction. 
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 H. pylori réprime le cluster miR-371-372-373 dans les cellules AGS, de manière 
dépendante de CagA, ce qui entraîne la dé-répression post-transcriptionnelle de LATS2 
et l’arrêt du cycle cellulaire à la transition G1/S. L’effet inhibiteur de la prolifération 
cellulaire des cellules infectées est difficile à interpréter pour cette bactérie 
oncogénique.  De même, il est difficile de concilier les observations contradictoires d’H. 

pylori, via CagA, stimulant la prolifération cellulaire in vivo [118, 318] et bloquant la 
progression du cycle dans des cellules épithéliales en culture in vitro. Pour situer nos 
résultats dans le contexte du mécanisme d’action oncogénique de la bactérie, nous avons 
proposé l’hypothèse [310] selon laquelle H. pylori, en bloquant l’auto-renouvellement 
des cellules gastriques progénitrices (que pourrait représenter le modèle AGS), rendrait 
la muqueuse atrophique et incapable d’éliminer les cellules endommagées, ce qui est un 
stade pré-cancéreux dans la transformation néolasique de l’épithélium gastrique [100]. 
En complément de notre hypothèse, les travaux récents de Saito et al. [304] mettent en 
évidence que l’effet oncogène de CagA repose sur la polarité de la cellule infectée par la 
bactérie. CagA active la voie ERK, que les cellules épithéliales non polarisées (comme les 
cellules AGS) considèrent comme un stress oncogénique et y répondent par une 
augmentation de p21cip1/WAF1, un blocage du cycle cellulaire et induction de sénescence.  
Dans des cellules épithéliales polarisées, l’activation de la voie ERK active la voie GEF-H1 
(Guanine nucleotide exchange factor H1)-RhoA-ROCK-c-Myc : le facteur de transcription 
c-Myc transactive le cluster miR-17-92, dont miR-17 et miR-20a ciblent p21cip1/WAF1 et 
empêchent son accumulation. Dans les cellules polarisées, CagA exerce donc un rôle 
mitogène. Donc dans un contexte de glande gastrique où des cellules épithéliales de 
plusieurs degrés de polarité sont présentes et susceptibles d’interagir avec H. pylori, 
CagA pourrait exploiter les voies de signalisation selon la polarité cellulaire pour 

promouvoir de manières multiples son effet oncogène. 

 Dans cette même publication, Saito et al. rapportent également que l’effet 
mitogène de CagA dans les cellules épithéliales polarisées était associée à une TEM, un 
processus que nous avons été amené à étudier suite à l’observation de la variation 
d’expression des miR-200 en réponse à  H. pylori. 

2. Rôle des miR-200b et -200c dans le maintien du phénotype 
épithélial 

 

 Contrairement à miR-372 ou miR-373, miR-200b et -200c sont exprimés dans 
toutes les lignées de cellules épithéliales gastriques étudiées. Nos résultats montrent les 
conséquences dramatiques de la suppression de leur fonction dans les cellules AGS et 
MKN74 : l’inhibition de la fonction des miR-200 par des antisens induit le phénotype 
« colibri » dans les cellules AGS, et un détachement du support de culture et formation 
d’îlots cellulaires libres dans les cellules MKN-74. Ces résultats mettent en évidence 

l’importance de ces miARN pour le maintien du phénotype épithélial. 
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 Le mécanisme d’action des miR-200b/c est la répression post-transcriptionelle 
de ZEB1, ce que nous avons mis en évidence en utilisant un système rapporteur senseur 
des miR-200 endogènes. Cette répression de traduction du messager de ZEB1 est sans 
doute associée à la dégradation de celui-ci, puisque nous observons aussi une 
augmentation du taux d’ARNm de ZEB1 en présence des antisens. Une autre cible des 
mir-200b/c est ZEB2 (ou SIP1, Smad Interacting Protein), dont la fonction est 
redondante par rapport à celle de ZEB1, mais qui n’est pas exprimée dans les cellules 
AGS, ni MKN-74.  

 À part ZEB1 et ZEB2, on connaît peu d’autres cibles des miR-200. Dans un travail 
réalisé en collaboration avec le Dr. V. Moreau sur les cellules de carcinome 
hépatocellulaire (publication jointe en fin de manuscrit), nous avons mis en évidence la 
régulation des miR-200b/c en fonction de l’expression de Rnd3. Une extinction de Rnd3 
(cible des miR-200, table 9) dans les Hep3B (lignée cellulaire d’hepatocarcinome) 
conduit à une sous-expression des miR-200, accompagnée d’une augmentation de 
l’expression de ZEB1 et de manière plus importante, de ZEB2. Ce changement 
d’expression se traduit par la mise en place d’une TEM dans ces cellules via l’induction 
de la voie de signalisation RhoA/ROCK. Le traitement des cellules cancéreuses par des 
mimes synthétiques de miR-200 leur confère une morphologie proche d’hépatocytes en 
culture (Grise, en révision pour Hepathology, Annexe 3). Ces données confortent la 
démonstration du rôle des miR-200 comme gardien du phénotype épithélial. 

 L’effet des antimiR-200b/c sur la morphologie des cellules AGS et MKN-74 
(Figure 36) ressemble à celui d’H. pylori injectant CagA dans leur cytoplasme (Figure 
31).  C’est pourquoi nous nous attendions à une diminution d’expression des miR-200 
dans les cellules infectées. Or nous observons une augmentation, très significative dans 
les résultats du séquençage, et confirmée par diverses méthodes et dans différentes 
lignées. Nos résultats contredisent les données de la littérature. En effet, dans des 
cellules gastriques infectées par le virus Epstein-Barr (EBV), un virus associé à 10% des 
adénocarcinomes gastriques [319], les niveaux d’expression de miR-200b et -200a sont 
significativement diminués dans les carcinomes gastriques positifs pour EBV, par 
rapport à des carcinomes négatifs pour le virus ou à la muqueuse gastrique saine, et leur 
diminution est directement corrélée à celle de l’E-cadhérine. Par ailleurs la lignée stable 
MKN-74-EBV exprimant de manière chronique les effecteurs de l’EBV présente un 
phénotype mésenchymateux avec diminution de miR-200b et -200a et surexpression de 
ZEB1, par rapport à la lignée parentale ; la transfection d’un mime de miR-200b permet 
de restaurer le niveau d’E-Cadhérine dans les cellules infectées à l’EBV. Des données de 
microarrays de miARN mentionnent également une diminution de miR-200a dans les 
muqueuses infectées ([269] et table 8), mais sans préciser davantage la part de 
l’hétérogénité cellulaire dans les variations de miARN dans la muqueuse infecté, infiltrée 
de neutrophiles.    
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 Devant ce paradoxe, nous avons donc cherché à comprendre le rôle et les 
mécanismes de cette réponse particulière des miR-200b/c des cellules épithéliales 
gastriques à H. pylori. Pour cela, il nous fallait d’abord démontrer que les modifications 

morphologiques induites par H. pylori correspondaient réellement à une TEM.   
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Figure 39 : Induction de l’expression de ZEB1 dans les cellules épithéliales 
gastriques co-cultivées avec H. pylori 26695 WT. A) Analyse par RT-qPCR de la 
quantité relative l’ARNm de ZEB1 dans les lignées AGS, MKN74 et NCI-N87 en présence 
ou en absence des souches bactériennes sauvage (WT) ou mutantes. Nous remarquons 
que dans toutes les lignées utilisées, il y a une induction de l’expression de l’ARNm de 
ZEB1 lorsque les cellules sont infectées par la souche sauvage. Les résultats sont 
normalisés par rapport à P0 et par rapport aux cellules non infectées (NI). Les 
histogrammes sont représentatifs de données effectuées en doublet avec n=4 et où les p-
valeurs correspondent à ** : p<0.01, * : p<0.05. B) Immunofluorescence de ZEB1 (en 
vert) dans les cellules +/- H. pylori de souche sauvage. Les cellules Hela sont utilisées en 
tant que contrôle positif (-) et contrôle négatif sans anticorps primaire (contrôle).  Nous 
observons l’apparition de la fluorescence verte dans le noyau des cellules infectées, 
superposée à la coloration de l’ADN au DAPI (bleu) traduisant l’accumulation nucléaire 
de ZEB1. 
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III. Induction d’une transition épithélio-mésenchymateuse par H. 

pylori dans les cellules épithéliales gastriques : rôle des miR-200 et de 

NF- B. 
 

 Nous avons décrit dans les chapitres précédents que des lignées de cellules 
épithéliales gastriques soumises à la virulence d’H. pylori subissaient des changements 
morphologiques caractérisés par la perte de leur caractère épithélial, qui sont autant 
d’indices en faveur d’un processus de TEM induit par H. pylori. Nous nous sommes 
intéressés ici aux modifications d’expression de différents marqueurs de la TEM qui 

accompagnent ces transformations, afin de définir s’il s’agit réellement d’une TEM.  

 

A. Induction des gènes de la TEM par H. pylori 

1. ZEB1  
 

 Notre intérêt a porté particulièrement sur ZEB1, en tant qu’inducteur de la TEM 
et cible principale des miR-200. Nous avons décrit précédemment que ZEB1 n’était pas 
exprimé dans nos lignées en conditions basales, contrairement aux miR-200 et à la E-
cadhérine (Figure 35).  En effet, selon le schéma communément admis de régulation de 
la TEM, ZEB1/2 sont réprimés en partie par régulation post-transcriptionnelle par 
l’expression élevée des miR-200 et ceci permet ainsi de lever l’effet répresseur de ces 
facteurs de transcription sur le promoteur de l’E-cadhérine et permettre l’expression de 
celle-ci. 

 Après culture de l’une ou l’autre des lignées de CEG, AGS, MKN74 et NCI-N87 avec 
la souche 26695 d’H. pylori sauvage, pendant 24h à une MOI de 100, l’expression de 
l’ARNm de ZEB1, mesurée par RT-qPCR, est stimulée de  plus de 4 fois dans les AGS, 19 
fois dans les MKN74, et de 3.6 fois dans les NCI-N87, par rapport aux cellules non 
infectées (Figure 39A). Cette augmentation de l’ARNm se traduit par l’accumulation de la 
protéique ZEB1 après exposition à H. pylori dans l’une ou l’autre des lignées, comme le 
montrent le western blot en Figure 40B pour les cellules AGS et l’analyse cytologique des 
trois lignées par immunofluorescence en Figure 39B. Les images de la Figure 10B 
mettent bien en évidence l’accumulation nucléaire de ZEB1 uniquement dans les cellules 
infectées, comme dans les cellules Hela à l’état basal, utilisées comme témoin positif. 
Nous remarquons également que l’augmentation d’expression de ZEB1 est dépendante 
de la présence du facteur de virulence CagA dans les cellules, puisqu’une infection des 
cellules par les souches mutantes isogéniques d’H. pylori qui n’expriment pas CagA ou ne 
permettent pas son injection dans les cellules hôtes, ne permet pas non plus 
d’augmenter le niveau de ZEB1 dans ces cellules (Figure 39A).   



164 

 

 

 

Figure 40 : ZEB1 est nécessaire au changement morphologique des cellules AGS 
provoqué par l’infection par H. pylori 26695 sauvage (WT). A) Morphologie des 
cellules visualisée par microscopie optique en contraste de phase après traitement par 
les siARN et infection par la souche sauvage d’H. pylori. Dans le cas des cellules AGS 
traitées avec 20 nM siZEB1, nous observons une atténuation de la transition 
phénotypique appelée « colibri », ce qui n’est pas le cas lorsque les AGS sont traitées 
avec un siARN dirigé contre ZEB2 (20 nM, siZEB2) ou un siARN contrôle (20 nM, 
sicontrol). B) Analyse du niveau protéique de ZEB1 par western blot dans les cellules 
AGS traitées avec siZEB1, sicontrol ou non traitées (-). Nous retrouvons l’induction de 
ZEB1 dans les cellules non traitées (-) ou traitées sicontrol lorsque les cellules sont 
infectées par la souche bactérienne sauvage (WT). Le traitement siZEB1 empêche 
l’induction protéique de ZEB1. La tubuline est un témoin de la quantité de protéines 
déposées dans le gel. 
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 Afin de déterminer l’importance de ZEB1 dans la transition morphologique 
induite par H. pylori, nous avons utilisé des siARN ciblant l’ARNm de ZEB1 (notés 
siZEB1), afin d’empêcher son expression après infection. L’efficacité des siZEB1 par 
rapport à un siARN contrôle  est vérifiée par western blot (Figure 40B) : en effet, les 
cellules traitées par les siZEB1 (les 2 pistes au centre du WB) ne présentent plus de 
stimulation de ZEB1 après infection, contrairement aux cellules témoins  (les 2 pistes à 
gauche) ou traitées avec les siARN contrôles (les 2 pistes à droite). De manière 
intéressante, les cellules AGS traitées avec siZEB1 et infectées par la souche sauvage d’H. 

pylori ne présentent plus le phénotype « colibri » que de manière très atténuée, alors 
que les cellules traitées par les siARN contre ZEB2 (qui n’est pas exprimé dans ces 
cellules) présentent les altérations morphologiques attendues (Figure 40A). Ainsi, ZEB1 
apparaît comme un effecteur essentiel pour la transition morphologique induite par H. 

pylori dans les cellules AGS.  

 

2. Autres marqueurs de la TEM 
 

 Lors de la TEM, plusieurs gènes sont régulés afin de promouvoir le remodelage 
du cytosquelette, la capacité migratoire et l’invasion. Outre ZEB1/2, d’autres facteurs de 
transcription participent à cette transition, tels que Snail1/3, Slug (Snail2) ou Twist1/2. 
Nous ne pouvons donc pas exclure une collaboration de l’un ou l’autre de ces effecteurs 
dans l’induction de la transition morphologique subie par les CEG lors de l’infection par 
H. pylori. Ainsi, nous avons étudié, par RT-qPCR, les changements d’expression de 
différents marqueurs de la TEM, dans les trois lignées de CEG soumises à l’infection par 
la souche sauvage d’H. pylori.  La Figure 41 regroupe l’ensemble des résultats et met en 
évidence l’induction de la plupart des marqueurs mésenchymateux étudiés, à des degrés 

divers. Ainsi, la vimentine, l’intégrine 5 et la MMP-9, qui participent respectivement au 
remodelage du cytosquelette et aux propriétés migratoires des cellules 
mésenchymateuses, sont induites dans les trois lignées en réponse à l’infection. Il faut 
noter particulièrement les forts taux d’induction de ces marqueurs, tout comme celui de 
ZEB1 dans les cellules MKN-74 infectées, qui contrastent avec la discrétion des 
changements morphologiques provoqués par la bactérie dans cette lignée (Figure 31). 
Parmi les facteurs de transcription de la TEM, nous observons un doublement significatif 
de Snail1 et 3 dans les cellules AGS, mais Slug et Twist1 y sont indétectables. MKN74 
répond à l’infection par une augmentation de plus de 3 fois de Snail1, Slug et Snail3 
après l’infection, et n’exprime pas Twist. Dans les cellules NCI-N87, tous les facteurs de 
transcription sont exprimés, mais seuls Slug et Snail3 subissent une stimulation notable. 

 L’induction de ZEB1 et d’autres marqueurs mésenchymateux dans les cellules 
infectées par H. pylori suggèrent que les changements morphologiques observés  
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Figure 41 : Régulation des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux au cours de 
l’infection dans les CEG, AGS, MKN74 et NCI-N87. Les chiffres représentent la 
modification de l’expression des différents gènes mesurée par RT-qPCR. Les résultats 
sont exprimés par le fold change, c’est-à-dire la variation d’expression positive ou 
négative dans les cellules infectées par rapport aux cellules non infectées. Une valeur 
supérieure à 1 correspond ainsi à une induction de l’expression et est surlignée en vert, 
tandis qu’une valeur inférieure à 1 ou négative signifie une répression de l’expression du 
gène analysé et est surligné en rouge. Globalement, dans les trois lignées utilisées, nous 
observons une induction des marqueurs mésenchymateux (barre verticale verte) au 
détriment des marqueurs épithéliaux (barre verticale rouge). Les différentes données 
ont été obtenus avec minimum n=3 et les p-valeur sont visualisables, *** : p<0.001, ** : 
p<0.01 et * : p<0.05, ND pour non détecté (gris), signifie qu’aucun signal n’a pu être 

détecté lors de la qPCR. 

  

fold change

AGS MKN74 NCI-N87

Marqueurs 

mésenchymateux

BMP1 2,46* 1,78 2,11

ITGA5 3,08 11,19** 3,19

MMP9 5,08*** 14,78* 1,73

SNAI3 2,22* 3,43 4,51

vimentine 1,2** 2,38** 2,42***

Twist ND ND 1,3

Snai1 2,64** 4,64* 1,24

Slug ND 3,68 3,34

Marqueurs 

épithéliaux

KRT7 -2,03 0,46 2,18

SPP1 -4,69 2,2 ND

E-cadhérine 2,01* 2,1 1

1
- ∞ + ∞

répression induction

***
**
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correspondent à une TEM. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons également 
analysé l’expression des marqueurs épithéliaux par RT-qPCR, que nous nous attendons à 
voir diminuer : nous avons ainsi observé la régulation négative de la kératine 7 de 4 fois 
et de l’ostéopontine (ou SPP1 secreted phosphoprotein1) de 8 fois dans les cellules 
infectées. Cependant, l’E-cadhérine n’obéit pas à cette régulation négative et apparaît 
même stimulée dans les AGS et MKN74 en réponse à H. pylori. 

 L’ensemble de ces résultats mettant en évidence l’induction de marqueurs 
mésenchymateux et la répression de marqueurs épithéliaux (à l’exception de l’E-
cadhérine) dans trois lignées de CEG infectées, démontre qu’H. pylori y met en place une 
réelle transition épithélio-mésenchymateuse. Cette conclusion fait surgir encore 
davantage le paradoxe évoqué précédemment par l’augmentation des miR-200, 
marqueurs épithéliaux, dans ces cellules en réponse à l’infection. 

B. Analyse du promoteur de miR-200b 

1. L’activité du promoteur de miR-200b est inversement corrélée 
à l’expression de ZEB1 

 

 Pour approfondir nos investigations sur les causes de la régulation positive des 
miR-200 que nous avons observée lors de l’infection (Figures 34B et 37), nous nous 
sommes intéressés au promoteur du cluster miR-200b-200a-429. En effet, nous voulons 
nous assurer que l’augmentation des miR-200 matures, accompagnée de celle du 
transcrit primaire de miR-200b notamment, était réellement due à une activation 
transcriptionnelle du cluster miR-200b-200a-149. De plus, le promoteur de ce cluster 

pouvait recéler des sites pour des facteurs de transcription particuliers, susceptibles de 
nous livrer des indices sur la raison de sa régulation positive.  

 L’étude du promoteur du cluster miR-200b-200a-429 a déjà été entreprise par 
Braken et al., qui a  déterminé une région promotrice basale positionnée de -341 à +120 
par rapport au site initial de transcription [170]. Les travaux menés par cette équipe ont 
permis de caractériser deux sites de liaison à l’ADN, appelés E-boxes, reconnus par les 
répresseurs de transcription ZEB1/2. Par alignements multiples de cette séquence chez 
différentes espèces, nous avons constaté qu’il s’agissait d’une région hautement 
conservée, en particulier chez les mammifères placentaires (Figure 42A). À notre tour, 
nous avons extrait cette séquence nucléotidique de 461 pb par PCR à partir de l’ADN 
génomique des cellules AGS et  l’avons cloné en amont d’un gène rapporteur, la 
luciférase firefly, dans le vecteur d’expression pGL3-b dépourvu de promoteur ; la 
construction obtenue a été nommée pGL3prom200b. Nous avons transfecté cette 
construction, ou les vecteurs contrôles pGL3-b dépourvu de promoteur, ou pGL3-p dans 
lequel la transcription du gène codant la luciférase firefly est sous la dépendance du 
promoteur du SV40, chacun en présence de traces de vecteur rapporteur normalisateur  
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Figure 42 : Organisation schématique du promoteur du cluster miR-200b-200a-429 et sa 
régulation positive lors de l’infection. A) Conservation et représentation schématique de la 
région promotrice du cluster miR-200b-200a-429, entre les positions -341 et +120, avec la 
localisation de sites de fixation pour plusieurs facteurs de transcription généraux tels que TBP, 
SP1 ou AP2, ainsi que les deux sites de fixation pour ZEB1, répresseur de transcription du 

cluster. Un site pour NF- B a pu être identifié dans cette séquence, superposé au site n°1 de 
ZEB1. B) Activité du promoteur dans les cellules Hek293, AGS et MKN74, mesurée par le vecteur 
rapporteur pGL3-prom200b et comparée au vecteur contrôle pGL3-p, 72h post-transfection. 
L’expression de ZEB1 dans chaque lignée est visualisée par western blot. Seules les lignées 
cellulaires n’exprimant pas ZEB1ont une transcription active de la luciférase. C) Analyse 
fonctionnelle du promoteur dans les AGS lors de l’infection par la souche 26695 sauvage d’H. 

pylori (MOI 100 pendant 24h), normalisée par rapport au vecteur contrôle pGL3-p dans les 
cellules non infectées. Le promoteur de miR-200b est stimulé lors de l’infection et provoque une 
augmentation de l’activité de la luciférase. Les données sont représentatives d’expérience avec 
n=5 et les p-valeur correspondent à * : p<0.05, ** : p<0.01. 

  

+120-341
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pRL (Renilla Luciferase)-SV40, dans différents types cellulaires et mesuré l’activité 
luciférase relative (firefly/Renilla) générée par chaque couple de vecteurs. Les cellules 
AGS transfectées avec le vecteur pGL3prom200b ou avec le vecteur contrôle pGL3-p 
présentaient une activité luciférase 40 et 60 fois plus élevée, respectivement, comparée 
aux cellules transfectées avec le plasmide témoin pGL3-b, dépourvu de promoteur 
(données non montrées), ce qui confirme les résultats de Bracken (2008), à savoir que 
cette région contient bien un élément promoteur  de la transcription du gène 
rapporteur. 

 Afin de vérifier si l’activité transcriptionnelle de la région promotrice était 
spécifique de cellules épithéliales, nous avons transfecté en parallèle les vecteurs 
pGL3prom200b ou pGL3-p en présence de traces de pRL-SV40 dans les cellules 
mésenchymateuses HEK293, ou les CEG AGS et MKN74, et avons mesuré l’activité 
relative des luciférases à 3 jours post-transfection. Nous observons une forte activité du 
promoteur de miR-200b dans les CEG et au contraire une activité insignifiante dans les 
cellules HEK (Figure 42B). Dans ces trois lignées, l’activité du promoteur est 
inversement corrélée à l’expression de ZEB1, conformément à son rôle connu de 

répresseur transcriptionnel de miR-200b-200a-429.  

2. L’activité du promoteur de miR-200b est stimulé par NF- B au 
cours de l’infection par H. pylori 

 

 Nous avons ensuite étudié son activité au cours de l’infection par H. pylori, qui 
provoque l’accumulation de ZEB1. Les cellules AGS ont été transfectées avec les vecteurs 
rapporteur pGL3prom200b ou pGL3-p, en présence de traces du standart interne pRL-
SV40, puis infectées 24h après par la souche sauvage de H. pylori 26695 à une MOI de 
100. L’activité relative de la luciférase firefly déterminée à 24h post-infection révèle une 
activité promotrice de pGL3prom200b 2 fois plus importante dans les cellules AGS et les 
MKN74 infectées, par rapport aux cellules non infectées, malgré l’accumulation de ZEB1 
dans ces conditions (figure 39), alors que celle du vecteur pGL3-p reste inchangée au 
cours de l’infection (Figure 42 C).  

 Dans les travaux de Bracken et al [170], seules les E-boxes reconnues par ZEB1/2 
avaient été recherchées dans la séquence -321/+120 du promoteur cluster miR-200b-

200a-149. Pour apporter des données supplémentaires sur la régulation de ce cluster, 
nous avons recherché la présence d’autres sites de liaison de facteurs de transcription 
dans cette séquence, grâce au logiciel bioinformatique MatInspector. Nous avons 
identifié plusieurs domaines de liaison pour des facteurs de transcription dont la liste 
non exhaustive comprend les facteurs SP1, AP2 (facteurs de transcription généraux), 

Krüppel-like, SRE (Serum Response Element) ou encore NF- B (Figure 42A). Il faut 

rappeler que NF- B est activé lors de l’infection des cellules épithéliales gastriques par 
H. pylori (Figure 33), et notamment de manière dépendante de la translocation de CagA  
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Figure 43 : Expression de p65 (RelA), composant de NF- B, dans les cellules AGS 

+/- H. pylori, traitées par le siNF- B ou un siARN contrôle. L’utilisation de siARN 

dirigés contre la protéine p65 de NF- B (piste 4 et 5 du gel) ne permet pas une 
extinction efficace de la protéine dans les cellules AGS non infectées (NI) et infectées par 
la souche sauvage 26695 d’H. pylori (WT).  Les protéines des cellules Hela servent de 

contrôle positif. La tubuline est un contrôle de charge. 
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dans les cellules hôtes. Par ailleurs, le profil d’activation de NF- B en réponse à 
l’infection par la souche sauvage ou les mutants isogéniques rappelle celui des variations 
mes miR-200b ou -200c matures ou encore du pri-miR-200b (Figure 37). C’est pourquoi 
il nous est apparu comme un bon candidat pour expliquer la régulation positive de ce 

cluster au cours de l’infection. Le coeur du site de reconnaissance de NF- B sur le 
promoteur de miR-200b est situé à seulement quelques nucléotides en amont du 
premier site de fixation de ZEB1. Du fait du chevauchement des deux sites, il pourrait y 
avoir une compétition de fixation de ces deux facteurs sur le promoteur au cours de 

l’infection. Nous émettons l’hypothèse que, lors de l’infection, NF- B activé est 
transloqué dans le noyau et se fixe sur son site dans le promoteur du miR-200b-200a-

429, limitant ainsi l’accès de ZEB1, lui aussi augmenté au cours de l’infection. Cette 

compétition NF- B/ZEB1 au sein du promoteur de miR-200b, qui pourrait dépendre de 

leur niveau d’expression relatif,  serait en faveur de NF- B au cours de l’infection, 
régulant positivement l’activité du promoteur, en particulier dans les cellules AGS. 

 Afin de valider cette hypothèse, nous devons d’abord démontrer que NF- B 
exerce une régulation positive sur le promoteur de miR-200b, en particulier au cours de 

l’infection. Pour cela, nous avons cherché à inhiber NF- B par plusieurs moyens. Nous 
avons d’abord utilisé des siARN dirigés contre RelA, un des partenaires protéiques 

composant le facteur de transcription NF- B. Les transfections répétées de ces 
molécules dans les cellules AGS pour épuiser l’ARNm de RelA n’ont pas démontré une 

réelle efficacité dans la régulation de NF- B, comme le montrent western blot (Figure 

43). Nous avons ensuite utilisé des inhibiteurs pharmacologiques de NF- B. Dans les 

conditions basales, NF- B est séquestré dans le compartiment cytoplasmique par son 

association avec I B.  L’activation de la voie NF- B consiste en une cascade d’activités 

kinases qui phosphorylent I B, qui sera détruit après ubiquitinilation par le protéasome, 

libérant ainsi NF- B de son emprise. NF- B libéré est transloqué dans le noyau où il peut 
alors exercer son rôle de facteur de transcription. MG132 est un inhibiteur de 

l’ubiquitinilation en général, et en particulier de celle de I B, mais en présence de H. 

pylori, il induit une mortalité massive quelques heures à peine après l’addition de la 
bactérie dans les cultures cellulaires. SN50 est un peptide compétiteur du signal de 

translocation nucléaire de NF- B et a été utilisé à une dose de 17 M. Enfin, face au prix 
de cet inhibiteur, nous nous sommes tournés vers une approche génétique, en 

transfectant transitoirement un vecteur d’expression de I B en fusion avec l’EGFP (don 

de Dr. F. Bellock, Pessac) de manière à surrexprimer l’inhibiteur I B de NF- B. pI B-
EGFP (ou son témoin pEGFP) a été co-transfecté avec pGL3prom200b (ou son témoin 

pGL3-p). En parallèle, nous avons vérifié l’efficacité de la surexpression de I B à 

empêcher l’activation de NF- B, à l’aide du vecteur rapporteur comportant le gène 

luciférase sous la dépendance de 6 sites de fixation de NF- B sur l’ADN, utilisé 
précédemment (Figure 32).  
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Figure 44 : Analyse de l’effet de l’inactivation de NF- B sur la stimulation du 
promoteur du cluster miR-200b-200a-429 lors de l’infection des cellules AGS et 

MKN74. A) Les cellules AGS ont été transfectées par les vecteurs rapporteurs de NF- B 
(+traces de pRL-SV40) ou du promoteur de miR-200b (+ traces de pRL-SV40), chacun en 

présence de pEGFP ou de pI B-EGFP, puis soumises à l’infection par H. pylori 26695 de 
souche sauvage à des MOI croissantes. L’activité luciférase relative est mesurée à 24h 

post-infection. L’activité NF- B est stimulée au cours de l’infection tout comme l’activité 

du promoteur du miR-200b. L’inhibition de NF- B par la surexpression de son 

séquestrateur I B supprime l’activité luciférase liée au promoteur de miR-200b dans les 
cellules AGS. B) Les cellules MKN74 ont été transfectées et infectées dans les mêmes 

conditions que les cellules AGS en (A). Mais l’inactivation de NF- B par la surexpression 

de I B est inefficace dans ces cellules, et l’activité du promoteur de miR-200b n’est pas 

affectée de manière significative par la surexpression de I B. C) Conséquence de la 

mutagénèse dirigée effectuée sur le site de fixation de NF- B dans le promoteur de miR-
200b dans les AGS. Les cellules ont été transfectées avec pGL3, pGL3prom200b ou 
pGL3prom200b muté, chacun en présence de traces de pRL-SV40, puis infectées avec H. 

pylori à MOI 100. Les activités luciférases relatives  sont mesurées à 24h post-infection. 
Alors que le promoteur parental pGL3-prom200b est activé lors de l’infection, celle du 
promoteur portant la mutation pGL3-prom200b mut se trouve augmentée en conditions 
basales, mais  n’est plus sensible à l’infection, tout comme le vecteur pGL3p. Les données 
sont représentatives d’expériences n=3, avec les p-valeur suivantes, * : p<0.05, *** : 

p<0.001. 
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 Après 24h de co-culture avec H. pylori de souche sauvage, les cellules AGS 

témoins, transfectées avec l’EGFP, présentent une activation de NF- B parallèle à celle 
du promoteur de miR-200b, toutes deux dépendantes de la multiplicité d’infection 

(Figure 44A). Dans les mêmes conditions, les cellules AGS transfectées avec I B-EGFP ne 

présentent quasiment plus d’activation de NF- B en réponse à l’infection, l’activité du 

promoteur de miR-200b est effondrée et insensible à l’infection. Ainsi NF- B stimule 
l’activité transcriptionnelle du promoteur du cluster miR-200b-200a-149 dans les 
cellules AGS, non seulement au cours de l’infection, mais également dans des conditions 

basales. 

 Dans les cellules MKN74 témoins, transfectées avec EGFP, l’activation de NF- B à 
MOI de 100 n’est pas significative par rapport à celle de cellules non infectées (Figure 

44B). La surexpression de I B dans ces cellules MKN74 est inefficace, car les tendances 
de variations observées ne sont pas significatives. Des expériences supplémentaires 

utilisant d’autres méthodes sont nécessaires pour déterminer le rôle de NF- B sur 
l’activation du promoteur de miR-200b dans ces cellules.   

 Pour démontrer que l’effet de NF- B sur le promoteur de miR-200b s’exerce par 
sa fixation sur le site que nous avons identifié, chevauchant celui de ZEB1, nous avons 
muté ce site par mutagénèse dirigée sur le vecteur pGL3prom200b, en remplaçant les 
trois guanosines sur le coeur du site de liaison par trois adénosines. La construction 
mutée a été transfectée dans la lignée AGS co-cultivée ou non avec H. pylori. De manière 
inattendue, l’activité luciférase du promoteur miR-200b muté sur le site de fixation de 

NF- B est fortement stimulée par rapport à celle du promoteur originel dans les 
conditions basales. Elle n’est pas stimulée davantage dans les cellules infectées, 
contrairement à celle du promoteur originel (Figure 44C). Le vecteur pGL3prom200b 

muté sur le site NF- B se comporte comme pGL3-p, ou encore comme celui qui est muté 
sur les sites ZEB1/2, décrit dans la publication de Bracken [170] : il est donc possible 

que les mutations par lesquelles nous pensions empêcher la fixation de NF- B affectent 
tout de même les sites de fixation de ZEB1.  

C. Rôle de NF- B dans l’induction de la TEM par H. pylori  
 

 Nous avons observé que les cellules AGS transfectées avec le vecteur d’expression 

pEGFP-I B ne subissaient plus les changements morphologiques caractéristiques mais 
restaient pavimenteuses en réponse à H. pylori, contrairement aux cellules transfectées 

avec le vecteur pEGFP (Figure 45A). Ceci suggère que l’activation de NF- B lors de 
l’infection pourrait être impliquée dans la régulation de la TEM. L’analyse de 

l’expression des gènes de la TEM dans les cellules surexprimant I B montrent que le 
transcrit primiR-200b-200a-429 n’est plus augmenté par H. pylori, confirmant 
l’inactivité du promoteur dans ces conditions (Figure 44A), que ZEB1 n’est plus induit, et 

que l’augmentation de la vimentine est amoindrie, par rapport aux cellules transfectées  
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Figure 45 : Rôle de NF- B dans la TEM induite par H. pylori dans les AGS et les 
MKN74. A) Observation en microsopie optique en contraste de phase des cellules AGS 

transfectées avec pEGFP ou l’inhibiteur de NF- B, en co-culture avec la souche sauvage 

d’H. pylori (MOI 100, 24h). En présence de I B, la morphologie dite colibri des cellules 
AGS infectées est fortement atténuée, contrairement aux cellules infectées et 
transfectées avec le vecteur contrôle pEGFP. B) Mesure par RT-qPCR du niveau 
d’expression des ARNm de ZEB1, de la vimentine  et du primiR-200b-200a-429 dans les 

cellules AGS transfectées par pEGFP ou par pI B. L’inhibition de l’activation de NF- B 
empêche la stimulation de ces trois marqueurs de TEM par H. pylori. C) Effet de 

l’inhibition de NF- B sur l’induction de ZEB1 et de la vimentine dans les MKN74 en 

réponse à l’infection. Les cellules ont été traitées par l’inhibiteur compétitif de NF- B 

SN50 à 17 M, 1 h avant d’ajouter  les bactéries à MOI 100. L’utilisation de SN50 est sans 
effet sur la stimulation des gènes  par la bactérie. 
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avec pEGFP et infectées (Figure 45B). Ces résultats montrent donc que NF- B, activé par 
l’infection, est impliqué de manière primordiale non seulement dans l’induction du gène 
maître de la TEM des AGS, ZEB1, mais également de celui de son régulateur  post-
transcriptionnel miR-200b, de manière à maintenir sous contrôle la transition 

morphologique des cellules.  

 Dans les cellules MKN74, le traitement par l’inhibiteur compétitif SN50 de NF B 
avant d’y ajouter H. pylori n’empêche pas l’activation de ZEB1 et de la vimentine au 
cours de l’infection (Figure 45C). Des expériences supplémentaires seraient nécessaires 

pour établir si nos moyens d’inactivation de NF B sont insuffisants dans cette lignée 
cellulaire ou si une autre voie de signalisation, prédominante par rapport à celle de NF-

B, serait mise en jeu pour induire la TEM dans les cellules MKN74 en interaction avec la 
bactérie. 

D.   La régulation post-transcriptionnelle de ZEB1 par les miR-200 
est efficace dans les cellules infectées 

 
 Enfin, nous nous sommes demandé si les miR-200b et -200c, augmentés au cours 
de l’infection mais apparemment incapables de contrecarrer la TEM dans les cellules 
AGS, étaient toujours fonctionnels dans ces cellules infectées. Pour cela, nous avons 
utilisé le vecteur rapporteur psiZEB1 contenant la région 3’NT de l’ARNm de ZEB1. Ce 
vecteur nous avait permis de montrer que les miR-200b/c exprimés à l’état basal étaient 
bien fonctionnels, puisqu’ils étaient capables d’inhiber à 80% l’activité luciférase du 
vecteur par rapport à un vecteur contrôle dépourvu de 3’NT dans les cellules non 
infectées (Figures 36E et 46). Dans les cellules AGS infectées pendant 24h et à MOI 100, 
nous n’observons pas de diminution supplémentaire de l’activité luciférase relative du 
vecteur psiZEB1 par rapport aux cellules non infectées (Figure 46A). Ceci suggère que 
les miR-200 des cellules infectés répriment aussi bien leur cible que dans les cellules 
non infectées, mais que le niveau supplémentaire produit en réponse l’infection est 
inefficace à la réprimer davantage, peut-être parce que cette régulation a déjà atteint un 

niveau maximal avec le taux basal de ces miARN. 

 Pour vérifier cette hypothèse, nous avons augmenté les niveaux de miR-200b et -
200c endogènes avec des oligonucléotides qui les miment : il s’agit d’ARN double brin, 
dont la séquence du brin sens de 22 nucléotides est identique à celle du miR-200b ou -
200c matures. Ils sont notés mim200b et mim200c. Un ARN double brin de séquence 
brouillée, noté mim-Sc, sert de témoin. Lorsque nous transfectons les cellules AGS avec 
un mélange de mim200b et mim200c, nous ne constatons aucun changement 
morphologique des cellules non infectées, qui restent cohésives et pavimenteuses, 
caractéristiques de cellules de type épithélial. Mais, contrairement à notre attente, en 
présence du pathogène, les AGS traitées avec les mimic-200 adoptent aussi le phénotype 

« colibri » typique de l’infection, tout comme les cellules traitées avec un mime contrôle  
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Figure 46 : La sur-expression des miR-200 est inefficace pour contrôler l’induction 

de la TEM dans les cellules AGS infectées. A) Répression post-transcriptionnelle de 
ZEB1 mesurée par l’activité luciférase relative produite par le vecteur rapporteur 
psiZEB1 et comparée à celle du vecteur contrôle psiCHECK2, dans des cellules AGS 
infectées (barres gris clair) ou non (barres gris foncé) par H. pylori de souche sauvage 
(MOI 100, 24h). Les barres représentent les activités luciférases relatives moyennes +/- 
SD Renilla/Firefly produites par l’un ou l’autre des vecteurs transfectés la veille de 
l’infection, mesurées 24h post-infection. ZEB1 reste réprimé post-transcritionnellement 
pendant l’infection et l’augmentation du niveau des miR-200 pendant l’infection est 
inefficace à réprimer davantage leur cible, l’ARNm de ZEB1. B) Microscopie optique en 
contraste de phase des cellules AGS traitées avec les oligonucléotides mim-200b/c +/- 
infection par H. pylori 26695 MOI 100 pendant 24h. La transfection de mim-200 
n’empêche l’apparition du phénotype colibri dans les AGS lors de l’infection par la 

souche sauvage. 
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(Figure 46B). En effet, nous nous attendions à ce que les mim200 reproduisent l’effet des 
siZEB1 (Figure 40A). Ces résultats suggèrent que la surproduction de miR-200b/c au 
cours de l’infection n’aurait pas de fonction particulière, si ce n’est de garantir le 
maintien d’une concentration élevée de ces régulateurs dans une situation critique où 

les cellules sont en train de perdre leur identité épithéliale. 

E. Discussion et conclusion 
 

 Les résultats décrits dans ce chapitre révèlent trois faits majeurs caractérisant 

l’action d’ H. pylori sur la morphologie des CEG : 

a) la bactérie induit bien une TEM, dont l’un des gènes maîtres est ZEB1 ; 

b) malgré l’induction de marqueurs mésenchymateux, les cellules infectées continuent à 
exprimer des marqueurs épithéliaux, et notamment stimulent leur production de miR-

200, sous l’influence de NF- B activé par l’infection ; 

c) l’activation de NF- B due à la translocation de CagA dans les cellules épithéliales, 
induit en parallèle les effecteurs de la TEM et ses régulateurs miR-200. 

 Les altérations que les souches virulentes d’H. pylori provoquent dans les CEG, et 
qui ont sans doute pu être révélées par cette lignée particulièrement sensible à la 
bactérie que constituent les cellules AGS, n’ont jamais été analysées sous l’angle de la 
TEM. Cette notion est cependant mentionnée dans certaines publications récentes. [304] 
Nous montrons ici qu’H. pylori  via CagA induit ZEB1 et de nombreux autres marqueurs 
mésenchymateux identifiés en Figure 41, dans différentes lignées présentant divers 
degré de différentiation épithéliale. La participation de ZEB1 dans la transition 
morphologique des cellules AGS est primordiale, parce que la répression de ce gène 
suffit à empêcher les effets morphologiques d’H. pylori dans ces cellules. Il n’est 
cependant pas exclu que d’autres effecteurs de la TEM, comme Snail1/2 ou Twist, soient 
également importants, mais dans ce travail consacré principalement à ZEB1 en raison de 
sa connexion avec les miR-200, nous n’avons pas étudié les conséquences de leur 
inhibition. 

 L’implication directe de ZEB1 dans la TEM a été démontrée dans de nombreux 
travaux rapportant la répression transcriptionnelle de l’E-cadhérine, ZO-1 et l’induction 
de marqueurs mésenchymateux par l’expression ectopique de ZEB1 dans des cellules 
épithéliales [157, 320]. L’induction de ZEB1 par des pathogènes a été décrite dans le 
cadre de l’infection des cellules épithéliales gastriques par l’EBV [319], où elle est 
associée à une répression des miR-200b, -200a et de l’E-cadhérine dans la lignée MKN-
74-EBV. Ces mêmes changements de l’expression des gènes surviennent dans des 
cancers gastriques associés à l’EBV, suggérant qu’ils aient participé à la carcinogénèse 
d’origine virale de la muqueuse gastrique. La différence entre les résultats de Shinozaki 

et les nôtres est l’échelle de temps : alors que Shinozaki et al. ont étudié les changements  
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de l’expression des gènes dans une lignée chroniquement infectée par EBV, nous 

analysons les effets aigüs de l’infection sur une période de 24 h.  

 C’est dans ce cadre que nous observons une augmentation des miR-200b et -200c 
en réponse à H. pylori, due à une activation de leur biosynthèse comme en témoignent 
les augmentations du transcrit primaire et de l’activité du promoteur de miR-200b (du 
moins dans les cellules AGS). De manière originale, nous montrons que cette production 

de miARN est dépendante du facteur de transcription NF- B dans les cellules AGS. 
Considérant la localisation de son site de fixation sur le promoteur du miR-200, à cheval 
sur celui de ZEB1, il pourrait y avoir une compétition avec ZEB1, qui a un effet opposé à 

celui de NF- B, l’issue de la compétition entre ces deux facteurs dépendant sans doute 

de leur niveau relatif.  

 L’activation de la voie NF- B est l’une des plus importante voie de transduction 
de signal impliquée à la fois dans des processus physiologiques et dans des conditions 
pathologiques. Elle intervient principalement dans l’immunité innée et la production de 
cytokines pro-inflammatoires par différents types cellulaires en réponse à des 
agressions, parmi lesquels les microbes [321]. En effet, en injectant CagA et le 
peptidoglycane via le SST4 dans le cytoplasme des cellules épithéliales gastriques, H. 

pylori active de la voie ERK/NF- B, ce qui stimule entre autres la production de la 
chemokine IL-8, comme nous l’avons montré dans ce travail. Moins connue est l’action 

de NF- B dans la promotion et le maintien du phénotype invasif, promu par l’induction 

de la TEM dans des cellules épithéliales. En effet, Wirth et al. ont identifié NF- B  comme 
le médiateur principal de la TEM dans un modèle de progression du cancer mammaire 

chez la souris [322] : l’inhibition de l’activité de NF- B réduit la formation de métastases 
dans le poumons et la taille de la tumeur primaire de cellules épithéliales transformées 

par l’oncogène Ras. La sous-unité RelB de NF- B promeut le phénotype invasif de 
tumeurs mammaires négative pour le récepteur aux oestrogènes [323]. L’activation de 
NF-κB a été associée à l’induction de ZEB1 et ZEB2 dans la lignée épithéliale mammaire 
MCF-10A exprimant constitutivement la sous-unité p65 de NF-κB ; dans cette même 
lignée la transfection transitoire de p65 stimule l’activité du promoteur de ZEB1 [324]. 
L’induction de ZEB1 et ZEB2 par NF-κB peut également être observée en traitant les 

cellules MCF-10A avec IL-1α ou le TNFα [324]. NF- B est aussi un médiateur important 
de l’expression de Snail1 au cours de la TEM de la lignée épithéliale mammaire MCF10A 
surexprimant de manière constitutive le récepteur de l’insulin-like growth factor type I 
(IGF-IR) [325], et de Twist dans des cellules cancéreuses traités par des agents 
chimiothérapeutiques [326]. Il est connu depuis longtemps que NF-κB se lie sur les 
promoteurs des gènes de la vimentine [327] et de la MMP-9 [328, 329]. 

 De plus, la chemokine IL-8 elle-même peut participer à la mise en place et/ou le 
maintien de la TEM dans les cellules épithéliales, comme le réfèrent plusieurs équipes. 
Hwang et al, 2011, ont analysé par microarray l’expression génique de colonies 

sphériques, appelées colosphères, isolées à partir de tumeur colorectales primaires et de  
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lignées tumorales coliques et montré que les colosphères présentaient des 
caractéristiques de TEM avec l’expression de Snail1. La surexpression de Snail1 dans ces 
cellules induit la production accrue de l’IL-8, par fixation de Snail1 sur deux E-boxes 
localisées dans le promoteur de l’IL-8 [330]. Fernando et al, 2011, en étudiant le rôle des 
cytokines dans la TEM, ont découvert par microarray que l’IL-8 et la voie IL-8/IL-8R 
étaient fortement induites. Des expériences complémentaires d’inhibition de la voie IL-8 
par utilisation d’anticorps bloquants le récepteur de l’IL-8 et de surexpression d’une IL-8 
recombinante mettent en évidence l’importance de cette chemokine dans l’induction de 

la TEM dans une lignée cellulaire de cancer du sein [331]. 

 Conformément à ces données de la littérature, nous montrons ici qu’en 
empêchant l’activation de NF-κB, nous entravons la TEM, à la fois d’un point de vue 
morphologique (les cellules AGS infectées ne présentent plus le phénotype colibri) et 
d’un point de vue génique (l’induction de ZEB1 et la surexpression du pri-miR-200b sont 
toutes deux supprimées en réponse à l’infection). Le modèle de régulation que nous 
proposons et qui pour l’instant se limite aux cellules AGS, faute de preuves dans les 2 
autres lignées de CEG, met en évidence l’induction parallèle de l’effecteur (ZEB1) et du 
régulateur miR-200 de la TEM. Ce schéma de régulation rappelle celui décrit par 
Taganov [257] dans la régulation de l’immunité innée des monocytes après sollicitation 
des TLR par des motifs associés aux pathogènes : l’activation de NF-κB par la cascade de 
signalisation des TLR induit en parallèle les cytokines pro-inflammatoires et miR-146a, 
dont les cibles sont IRAK et TRAF6, des effecteurs de la cascade de signalisation entre le 

TLR4 et NF- B. La répression post-transcriptionelle des cibles du mir-146a est destinée 
à éviter l’emballement de la production de cytokines pro-inflammatoires, qui pourrait 
provoquer un choc septique dans l’organisme. Le schéma similaire  de régulation a été 
établi dans le cadre de l’inflammation pour miR-155 [256]. En ce qui concerne les miR-
200 dans le cadre de la régulation de la TEM induite par H. pylori, leur surexpression 
constituerait une réponse des cellules épithéliales infectées destinée à limiter la dérive 
de la TEM promotrice d’invasion et de métastase. Comme dans le cas des miR-146 et -
155 induits en réponse aux pathogènes dans les monocytes, la surexpression des miR-
200 dans les cellules infectées survient dans un contexte inflammatoire que les cellules 
tentent de juguler en mettant en jeu des miARN comme un garde-fou, grâce à leur 
possibilité de réguler post-transcriptionnellement l’expression des gènes.  

 L’inhibition de l’activation de NF- B est actuellement reconnue comme une 
stratégie thérapeutique pour combattre les maladies inflammatoires [332], et également 
pour lutter contre la progression tumorale invasive et métastatique [333]. Les données 

de la littérature mentionnées ci-dessus rapportant le rôle de NF- B dans l’induction des 
effecteurs de la TEM, ajoutées à nos résultats sur les cellules épithéliales gastriques dans 

le contexte de l’infection par H. pylori, suggèrent que l’inhibition de l’activation de NF- B 
pourrait stopper la progression, l’invasion et la métastase des cancers suite à la 
dysrégulation du processus de la TEM. Cette stratégie pourrait être bénéfique également 
dans la prévention de carcinogenèse induite par l’infection chronique par H. pylori.  
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Néanmoins, la meilleure statégie reste encore l’éradication de la bactérie, du moins 

avant le stade de la transformation métaplasique de la muqueuse gastrique. 

 Les résultats négatifs que nous avons obtenus en surexprimant I B dans la lignée 

MKN74 ou en les traitant avec SN50, suggèrent que le rôle de NF- B dans l’induction et 
la régulation de la TEM pourrait être plus complexe que dans les celllules AGS et, dans 
une muqueuse gastrique, pourrait sans doute faire intervenir d’autres facteurs ou 
mettre en jeu d’autres voies de transduction du signal. De multiples voies de 
signalisation sont capables d’induire la TEM telles que les voies Wnt/ß-caténine ou Sonic 

Hedgehog, ou encore celles initiées par l’EGF (Epidermal Growth Factor),  l’HGF 

(Hepatocyte Growth Factor), le TNF  (Tumor Necrosis Growth Factor) ou par le TGF  
(Transforming Growth Factor). Comme nous l’avons mentionné dans l’introduction, H. 

pylori interfère avec plusieurs de ces cascades de signalisation via CagA. 
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IV. Implication de la voie du TGF  dans la TEM induite par H. pylori : 
une connexion possible entre la régulation du cluster miR-371-372-
373 et la TEM lors de l’infection  
 

 Nous venons de montrer dans les chapitres précédents le rôle des miR-200 dans 
la protection contre la transition épithélio-mésenchymateuse, un mécanisme 
carcinogène, des cellules épithéliales gastriques. Cependant, malgré leur surproduction 
lors de l’infection, ils sont incapables de jouer leur rôle de gardien du phénotype 

épithélial lorsque les cellules sont mises en présence d’H. pylori. 

  La TEM peut être induite par différents stimuli, parmi lesquels le TGF  

(Transforming Growth Factor- ) l’un des inducteurs principaux [334]. La fixation de 

TGF 1 sur les récepteurs membranaires à haute affinité TGF R1 et TGF R2 active une 
cascade de signalisation conduisant à la translocation des protéines SMAD dans le noyau 
(§ Introduction). Ces facteurs de transcription vont pouvoir à leur tour activer la 
synthèse de différents gènes effecteurs de  la TEM. Des travaux récents étudiant le rôle 
de miARN ESCC dans la reprogrammation de fibroblastes en iPSC ont mis l’accent sur la 
participation de miR-372 dans la régulation de cette voie de signalisation [335], en 

identifiant par bioinformatique le TGF R2 comme cible de miR-372. Ils ont en effet 

démontré que miR-372 ciblait directement la région 3’NT de l’ARNm du TGF R2 et 
inhibait son expression, contribuant ainsi à la reprogrammation des fibroblastes en 
iPSCs et à leur transition mésenchymo-épithéliale (TME) en inhibant l’activation de la 

voie du TGF . De plus, ils montrent que la transfection de miR-372 dans une lignée de 

kératinocytes humains inhibe la TEM induite par le TGF , conformément à son action 

répressive de TGF R2.   

 En chapitre II.A, nous montrons que miR-372 et miR-373, abondants dans les 
cellules AGS, étaient diminués lors de l’infection par H. pylori, en conséquence d’une 
répression très précoce du transcrit primaire du cluster miR-371-372-373 sous la 
dépendance de l’effecteur bactérien CagA  (publication Belair ci-jointe). Nous basant sur 
la publication de  Suramanyan et al [335], nous nous sommes alors demandés si la 
diminution des miR-372 et -373 en réponse à H. pylori pouvait participer à l’induction de 

la TEM dans les cellules AGS en dé-réprimant TGF R2, rendant ainsi les cellules 

sensibles au TGF , inducteur de TEM.  

A. Le TGF R2 est bien une cible de miR-372/373 dans les cellules 
AGS 

 

 Afin de déterminer si le TGF R2 était bien une cible de miR-372/373 dans les 

cellules AGS, nous avons utilisé le vecteur rapporteur psiTGF R2 (don du Dr. R Blelloch), 

contenant la région 3’NT de l’ARNm du TGF R2 en aval du gène de la luciférase Renilla.  
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Figure 47 : Les miR-372/373 régulent TGF R2 dans les AGS au cours de l’infection. 

A) Les cellules AGS ont été transfectées avec les vecteurs rapporteurs psiCHEK2 

(contrôle), psiTGFBR2 (comportant le 3’NT de TGF R2 avec 6 sites des miR-372/373) 
ou psiTGFBR2 muté (comportant le 3’NT muté sur 3 des 6 sites de miR-372/373), puis 
infectées avec H. pylori 26695 de souche sauvage à MOI 100. L’activité luciférase relative 
est mesurée 24h post-infection. L’activité luciférase de psiTGFBR2 est réprimée à l’état 
basal par rapport au vecteur contrôle, et partiellement déréprimée lors de l’infection. 
Lorsque les sites des miARN sont mutés, l’activité luciférase est déréprimée, même dans 
les cellules non infectées. Les données sont représentatives d’expériences n=3, avec les 

p-valeur suivantes, * =  p<0.05, *** =  p<0.001. B) Western blot de TGF R2 dans les 
cellules AGS non infectées (NI), infectées par H. pylori souche sauvage (WT) à MOI100 
pendant 24h, ou traitées par des oligonucléotides antisens anti-miR372/373 (a372, 

100nM, pendant 2x2j) ou des contrôles (sc372, 100nM). TGF R2 ne s’accumule que 
dans des conditions qui inhibent les miR-372/373. C) Mesure de l’expression du 

TGF R2 par RT-qPCR de  dans les cellules AGS traitées ou non avec les anti-miR372/373 
ou les sc372/373 et infectéesdans les mêmes conditions que (B). L’expression de 

TGF R2 est stimulée dans les cellules infectées mock ou traitées aux sc372/373 par 
rapport aux cellules non infectées, ainsi que dans les cellules traitées aux antisens 
indépendamment de l’infection par rapport aux cellules traitées aux sc372/373. Les 

histogrammes représentent la valeur relative moyenne de TGF R2 par rapport à HPRT1 
et aux cellules mock non infectées (une expérience en doublet).  
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La région 3’NT de l’ARNm du TGF R2 contient 6 sites potentiels de fixation pour le miR-
372 ou miR-373, qui ont été identifiés par bioinformatique en recherchant des 
séquences complémentaires à la séquence graine du miR-372, identique à celle de miR-
373. Après transfection transitoire des cellules AGS avec psiTGFBR2 ou le vecteur 
témoin vide psiCHECK-2, nous avons mesuré les activités luciférase Renilla normalisée 
par rapport à celle de la luciférase firefly, dont le gène est porté par le même vecteur. 
Ainsi dans les conditions basales, l’activité relative de luciférase produite par le vecteur 
psiTGFBR2 est fortement diminuée dans les cellules AGS par rapport à celle  du vecteur 
contrôle vide (Figure 47A), en raison de l’abondance de miR-372/373, qui en se fixant 

sur les 6 sites de la région 3’NT de l’ARNm TGF R2, inhibent post-trancriptionnellement 
la synthèse de luciférase Renilla. La mutation de 3 des 6 sites de fixation des miR-
372/373 lève partiellement l’inhibition post-transcriptionnelle de psiTGFBR2. Ces 

résultats suggèrent que TGF R2 est bien une cible des miR-372 et miR-373 exprimés 
dans les cellules AGS. 

B.  La diminution des miR-372/373 au cours de l’infection lève 

l’inhibition  post-transcriptionnelle de TGF R2 dans les cellules AGS 
 

 Afin de déterminer si la régulation post-transcriptionnelle de  l’ARNm du TGF R2 
par miR-372-373 était effective lors de l’infection, nous avons transfecté transitoirement 
les vecteurs psiTGFBR2 sauvage ou muté dans les cellules AGS avant de les infecter avec 
la souche sauvage d’H. pylori. Dans ces conditions, nous notons que l’activité relative de 
luciférase produite par le vecteur psiTGFBR2 sauvage est augmentée dans les AGS 
infectées par rapport à celle des cellules non infectées, alors que les activités des 
vecteurs vides ou psiTGFBR2 muté restent inchangées (Figure 47A). Ces résultats sont 
en accord avec la diminution de miR-372/373 au cours de l’infection qui lève l’inhibition 
post-transcriptionnelle de psiTGFBR2 sauvage, mais non celle du vecteur muté où ces 

miARN ne peuvent pas se fixer.  

 Pour conforter cette hypothèse, nous avons vérifié la régulation positive sur le 

TGF R2 en analysant son niveau protéique par western blot (Figure 47B).                                                                                                                            

En effet, nous détectons l’apparition d’une bande correspondant à la taille de TGF R2 
dans les AGS cultivées en présence de la bactérie sauvage, ainsi que dans les cellules 
traitées avec les oligonucléotides antisens as372/373. Cette bande n’apparaît pas dans 
les cellules traitées aux oligonucléotides de séquence brouillée sc372/373. 

L’accumulation de la protéine TGF R2 dans les cellules infectées ou traitées aux 
as372/373 s’accompagne dans les deux cas d’une augmentation de son ARNm : de 31% 
dans les cellules infectées par rapport aux cellules non infectées, et de 2,4 et 2 fois dans 
les cellules non infectées traitées aux as372/373 par rapport aux cellules non traitées ou 
traitées aux sc372/373, respectivement (Figure 47C). Ceci suggére que la levée de  
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Figure 48 : Induction d’une TEM dans les AGS après traitement par antimR-

372/373 et TGF 1. A) Changements morphologiques dans les AGS après le traitement 

combiné antimiR-372/373 (100nM) et TGF 1 (10 ng/mL) pendant 48 h : les cellules 
s’individualisent et s’allongent, selon une une morphologie typique d’une TEM. B) 

Analyse par RT-qPCR de l’expression de ZEB1, du primiR-200b-200a-429 et du TRG R2 

dans les AGS traitées dans les mêmes conditions qu’en (A).  On observe que TGF 1 
stimule l’expression de ces trois gènes seulement après inhibition de miR-372/373 
(as372-373). 
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l’inhibition post-transcriptionnelle de TGF R2 par l’inhibition des miR-372/373 

stabilise également son ARNm. 

 Ainsi, dans les conditions basales, les niveaux élevés de miR-372/373 répriment 

la traduction de l’ARNm du TGF R2, et H. pylori,  en réprimant le cluster miR-371-372-

373, fait diminuer les niveaux de miR-372/373 matures et lève l’inhibition de la 

traduction de TGF R2. La question qui se pose maintenant est de savoir si la dé-

répression de TGF R2 est fonctionnelle et rend les cellules sensibles au TGF .  

C. TGF 1 induit une TEM dans les cellules AGS à condition 
d’inhiber  miR-372/373 

 

 En tant qu’inducteur de le TEM, TGF  devrait pourvoir induire un phénotype 

mésenchymateux dans les cellules AGS exprimant TGF R2. Afin de tester  cette 
hypothèse, nous avons tout d’abord traité les cellules AGS avec les antimiR-372/373 afin 

d’inhiber ces miARN et lever l’inhibition du TGF R2, puis avec TGF 1 (10ng/mL) 
pendant 48h. En effet, nous avons pu observer en microscopie optique que les AGS 

traitées à la fois avec les as372/373 et le TGF 1 adoptaient un phénotype de cellules 
allongées, dissociées les unes des autres, caractéristique de la TEM, contrairement aux 

cellules traitées avec les as372/373 seuls, ou avec le TGF 1 seuls, ou bien encore avec les 

oligonucléotides contrôles sc372/373 plus TGF 1 (Figure 48A). 

 Nous avons quantifié par RT-qPCR l’expression de TGFBR2, de ZEB1 et du 

primiR-200b-200a-429 dans les cellules traitées au TGF 1 dans les conditions où miR-
372/373 étaient inhibés ou non. Les cellules AGS parentales ou traitées par les 

sc372/373 répondent au TGF 1 par une augmentation modeste (moins de 2 fois) de 
l’expression de ces gènes (Figure 48B). Mais après traitement aux antimiR-372/373, 
nous observons une augmentation de deux fois de leur expression en réponse au TGFß1, 
par rapport à celles traitées par les sc372/373. Tout comme dans les cellules infectées 

par H. pylori, la TEM induite par as372/373+TGF 1 est accompagnée d’une 
augmentation du pri-miR-200b-200a-429 de 2,3 fois, alors qu’il n’est pas affecté par le 

TGF 1 dans les cellules traitées aux sc372/373.   

 Ainsi, nous avons vérifié l’hypothèse que l’inhibition des miR-372/373 rendait les 

cellules AGS plus sensibles au TGF 1, qui deviennent capable d’y induire une TEM sur le 
plan morphologique et moléculaire. Nous retrouvons dans les cellules AGS doublement 

traitées aux as372/373 et au TGF 1 les mêmes caractéristiques de la TEM que celles de 
l’infection par H. pylori 26695 sauvage, à savoir l’allongement et la dispersion des 
cellules simultanées à l’augmentation des marqueurs mésenchymateux, mais également 
l’augmentation de l’expression des miR-200, qui là encore reste inefficace pour 

contrecarrer la TEM induite.  
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 Afin d’évaluer l’importance du TGF R2 dans l’induction de la TEM dans les 
cellules AGS en réponse à H. pylori, nous avons traité les cellules avec des siARN contre 

le TGF R2 (siTGFBR2) ou avec les miR-372/373 synthétiques mim372/373, avant de les 
infecter avec H. pylori pendant 24h à MOI de 100. Cependant, en comparaison avec les  
cellules traitées avec des siARN contrôles et infectées, ni les siTGFBR2 ni les 
mim372/373 n’empêchent l’établissement du phénotype « colibri » par H. pylori 

(données non montrées). Ceci suggère que dans les cellules AGS, la voie du TGFß ne 
serait pas la voie principale d’induction de la TEM au cours de l’infection. 

D. Discussion et conclusion 

 

 Conformément aux données rapportées par Supramanyan [335] dans des 
fibroblastes subissant la TME, nos résultats montrent que les niveaux élevés de miR-372 

et -373 dans les cellules AGS inhibent post-transcriptionnellement le récepteur TGF R2 

à haute affinité pour le TGF 1, rendant ces cellules insensibles à cet inducteur puissant 
de TEM, dans les conditions basales. L’interaction des cellules AGS avec H. pylori conduit 
à une diminution précoce de la biosynthèse de ces miARN, mettant en jeu le facteur de 
virulence CagA : la conséquence de l’interférence de ce pathogène avec ce cluster de 
miARN est au moins double, d’une part l’arrêt de la progression dans le cycle cellulaire 

(Chap.II.A), d’autre part la sensibilité au TGF 1 montrée ici, qui pourrait ainsi participer 
à l’induction de la TEM.  

 La muqueuse gastrique infectée par H. pylori produit un ensemble de chemokines 
et de cytokines qui jouent un rôle majeur dans la réponse immunitaire contre le 
pathogène. Ces cytokines peuvent être produites par les monocytes attirées sur le site de 
l’infection par l’IL-8 produites par les cellules épithéliales.  Beswick et al. [336] 

démontrent que les cellules épithéliales gastriques produisent aussi du TGF 1 et TGF 2 
en réponse à des souches virulentes d’H. pylori, et que cette production inhibe la 

prolifération de lymphocyte T CD4+ en y induisant l’expression de TGF R1 et TGF R2. 
Les cellules AGS pourraient produire du TGFß dans les mêmes conditions et nos 
résultats suggèrent que cette production, associée à la dé-répression de TGFBR2 par la 

diminution de miR-372/373, restaurerait la voie autocrine du TGF , contribuant ainsi à 
l’induction de la TEM dans les cellules AGS infectées. Cependant, la suppression de 

TGF R2 n’empêche pas la TEM induite pas H. pylori, suggérant que dans ces cellules, la 

voie du  TGF , si elle est impliquée, ne l’est pas de manière majeure et est probablement 

dominée par celle de NF- B, comme nous l’avons montré précédemment (Chap.III). Une 
fois encore, ce sont les cellules AGS qui nous ont permis d’explorer un nouveau 
mécanisme des actions pathogènes de la bactérie, et la dépendance de l’expression de 

TGF R2 des niveaux de miR-372-373 qui ne sont exprimés que dans des cellules 
souches embryonnaires ou de certaines tumeurs, ne permet donc pas de généraliser ce  
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mécanisme aux cellules épithéliales gastriques plus différenciées. Nous n’avons pas 
encore approfondi cette voie de signalisation dans les autres CEG. 

 Les voies de NF- B et du TGF  sont connectées par TAK1 (TGFß-activated kinase 

1) [337], une kinase en amont de IKK (IκB kinase), qui en phosphorylant IκB permet 
l’activation de NF-κB. Lamb et al. [338] montrent que TAK1 est essentiel pour 
l’activation de NF-κB et que c’est CagA, par son interaction directe avec TAK1, qui 
stimule son activité. Cette activation directe par CagA court-circuiterait les récepteurs 

du TGF , et expliquerait pourquoi dans les cellules AGS, la suppression de TGF R2 
n’empêche pas la TEM induite par H. pylori. 

 Le TGF-β a des effets nombreux et complexes sur les cellules. Il a été suggéré que 
pendant l’infection par H. pylori, son induction par les monocytes et par les cellules 
épithéliales constituerait un mécanisme par lequel la bactérie manipule les réponses 
immunitaires de l’hôte pour favoriser sa persistance dans la muqueuse [339, 340]. Un 

travail sur un modèle murin précise que le TGF  produit par l’infection par H. pylori 
conduit au développement d’un état de tolérance immunologique, dont les médiateurs 
sont les lymphocytes T régulateurs. Cette tolérance n’est effective que si l’infection 
survient à un jeune âge du sujet infecté, qu’elle protège alors de la transformation 
prénéoplasique de la muqueuse gastrique infectée [341]. 

 

 

 

  



194 

 

  



195 

 

 

 

  

Conclusion générale 

et perspectives 



196 

 

  



197 

 

 Cette étude fonctionnelle des miARN régulés par H. pylori nous a conduit à 
reconsidérer les mécanismes de certains effets du pathogène sur les cellules épithéliales 
gastriques. Ces mécanismes avaient été établis principalement sur le modèle des cellules 

AGS, que nous avons utilisé également dans ce travail, avec encore deux autres lignées. 

 Premièrement, notre analyse globale du miRNome des AGS a révélé un profil 
particulier de miARN de cette lignée avec l’expression majoritaire du miR-371-372-373, 
caractéristique des cellules souches embryonnaires. Cette observation restreinte aux 
cellules AGS leur confère donc un statut de cellules souches/progénitrices à croissance 
rapide, ce que les nombreuses analyses de leur transcriptome n’avaient pas révélé. Le 
facteur de virulence CagA d’H. pylori interfère avec l’expression de ce cluster, de manière 
très précoce, après son interaction avec les cellules AGS, en réprimant la transcription de 
son transcrit primaire. La voie de signalisation mise en jeu par cet effecteur pour la 
répression du cluster n’est pas encore clairement établie, malgré les avancées auxquelles 
C. Belair avait déjà abouti sur la régulation du promoteur de ce cluster (Thèse de C. 
Belair, Bordeaux, 2010). La diminution du taux de miR-372 et -373 consécutive à la 
répression du cluster lors de l’infection s’est révélée déterminante pour l’arrêt du cycle 
provoqué par H. pylori et a permis de mettre en évidence un mécanisme insoupçonné de 
régulation du cycle cellulaire par le pathogène, notamment la dérépression post-
transcriptionnelle de LATS2 [310]. De plus, la diminution du taux de miR-372 et -373 

lors de l’infection a révélé une autre de leurs cibles, le récepteur du TGF TGF R2, que 
nous avons été amenés à étudier dans le cadre de ce travail de thèse consacré à la TEM 
induite par H. pylori. En effet, nous avons montré que la diminution des miR-372/373 

rétablissait la sensibilité des cellules AGS au TGF 1, qui y provoquait alors les mêmes 
caractéristiques morphologiques et géniques que l’infection. Cependant, cette voie de 

signalisation ne semble pas primordiale dans les cellules AGS au cours de l’infection.  

 Deuxièmement, les variations d’expression des miARN observées dans les 
cellules AGS en réponse à l’infection nous ont amené à étudier les miR-200 et leur cible 
ZEB1, et à considérer les manifestations morphologiques provoquées par les souches 
virulentes d’H. pylori dans les cellules AGS, le phénotype fibroblastique « colibri », 
comme une réelle TEM associée à l’induction d’un ensemble de facteurs de transcription 
et d’effecteurs mésenchymateux. De manière importante, ces caractéristiques géniques 
de TEM provoquées par la translocation de CagA dans les cellules peuvent aussi être 
mises en évidence dans d’autres lignées épithéliales gastriques, malgré des variantes 
dans les manifestations morphologiques (extrusion de la couche plutôt que phénotype 
fibroblastique) sans doute liées à leur degré de différenciation, comme l’avait évoqué 
Saito et al. [309] ZEB1, qui n’avait jamais été étudié dans le cadre de l’infection par H. 

pylori, s’est révélé être le gène maître de la TEM induite par le pathogène, du moins dans 
les cellules AGS. Son importance devra cependant être caractérisée davantage dans les 

autres lignées, ainsi que la/les cascade(s) de signalisation mis en jeu.  
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Figure 49 : Schéma général de la régulation de la TEM lors de l’infection des AGS 
par H. pylori. 
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 Les relations entre ZEB1 et les miR-200 sont complexes, puisque les deux 
partenaires entrent dans une boucle de rétroaction négative réciproque, largement 
démontrée dans d’autres types de cellules épithéliales subissant une TEM. Nous avons 
montré ici que malgré l’induction de ZEB1, des marqueurs de la TEM et des 
changements morphologiques, les cellules infectées exprimaient encore davantage de 
miR-200, « gardiens » du phénotype épithélial. Nous avons mis longtemps à résoudre ce 
paradoxe, qui avait été révélé originellement par les résultats de l’analyse globale du 
miRNome des cellules AGS. 

 Troisièmement, c’est en analysant le promoteur du cluster de miR-200b-200a-429 
que nous avons pu apporter un élément de réponse à ce paradoxe. En effet, nous avons 

identifié, dans le promoteur de ce cluster, un site pour NF- B, à cheval sur l’une des 
boîtes E reconnues par ZEB1. Nous avons montré dans les cellules AGS que ce facteur de 
transcription, activé par l’infection, orchestrait à la fois les réponses inflammatoires avec 
la production d’IL-8 et la TEM avec, non seulement la transcription de l’effecteur 
principal ZEB1, mais également celle de l’un de ses régulateurs post-transcriptionnels 
miR-200b. Cette double régulation est sans doute destinée à maintenir la TEM sous 
contrôle.  Nous n’avons cependant pas pu démontrer aussi clairement l’importance de 

NF- B dans les réponses des autres lignées cellulaires, à la virulence de H. pylori, parce 
que nous n’avons pas réussi jusqu’à présent à entraver expérimentalement son 
activation par H. pylori. Nous envisageons d’approfondir la compétition qui pourrait 

exister entre NF- B et ZEB1 pour leurs fixations sur leurs sites imbriquées dans le 
promoteur du miR-200b par des expériences d’immunoprécipitation de chromatine 
(ChIP), avec l’aide de l’équipe du Pr. Mr. Teichmann, experte dans cette technique. 

 Ainsi, les résultats de notre étude fonctionnelle sur ces deux groupes de miARN, 
miR-372/373 et miR-200b/c permettent de répondre de manière positive à la question 
qui était à l’origine de ce travail, « Les miRNA interviennent-ils dans les réponses des 
cellules hôtes à l’infection par H. pylori ?». En effet, alors qu’H. pylori interfère de 
manière précoce avec l’expression de miR-372/373, la surexpression des miR-200 est 
une réponse des cellules à l’infection. CagA est le médiateur de l’effet de la bactérie sur  

les miR-372/373 des cellules hôtes et, via NF- B de la réponse de celles-ci par la 
surexpression des miR-200b/c (Figure 49).  

 Ces résultats sont pour l’instant confinés à des modèles in vitro de cellules 
épithéliales gastriques dérivées de tumeurs. Malgré leurs limites en tant que 
représentation de la muqueuse gastrique saine, ce sont ces modèles qui permettent 
d’aborder des mécanismes à un niveau moléculaire, dans une population cellulaire 
homogène et de manière reproductible. Ce sont ces modèles également qui ont révélé les 
altérations de la morphologie cellulaire provoquées par l’infection. Il convient 
maintenant de confirmer leur signification dans le contexte d’une muqueuse gastrique 
entière au cours de l’infection et des étapes de sa transformation néoplasique. C’est 

pourquoi en collaboration avec le Dr. Christine Varon, INSERM U853, Bordeaux, nous  
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avons entrepris de rechercher l’induction de ZEB1 par histochimie sur du tissu gastrique 
humain infecté par H. pylori, selon le stade de la progression de la pathologie gastrique 

provoquée par la bactérie.  

 Enfin, une question qui s’est souvent posée dans ce projet de recherche est de 
savoir si H. pylori interférait avec la voie de biosynthèse des miARN comme il interfère 
avec des voies de signalisations cellulaires, par l’interaction directe de CagA avec une 
multitude d’effecteurs cytoplasmiques de ces voies. Nous montrons qu’il inhibe miR-
372/373 en réprimant la transcription du cluster miR-371-372-373. Se pourrait-il qu’il 
interfère avec les miR-200 produits en excès en réponse à l’infection et cependant 
inefficaces à en contrecarrer les altérations morphologiques ? Nous envisageons 
d’analyser la possibilité qu’H. pylori interfère avec la disponibilité des miR-200 matures, 
peut-être en les séquestrant dans les P-Bodies ou dans un compartiment 

multivésiculaire. 
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I. Culture in vitro des cellules épithéliales gastriques 
 
 Les lignées AGS (ATCC CRL-1739) et NCI-N87 (ATCC CRL-5822) sont cultivées en 
monocouche dans du milieu DMEM/HAM F12, la lignée MKN74 (HSRRB FC-2008-028) 
en milieu RPMI, les lignées HeLa et HEK293 en DMEM. Les milieux de cultures sont 
supplémentés en 10% de sérum de veau fœtal décomplémenté (SVF) et 2 mM de L-
glutamine. Les cellules sont incubées à 37°C dans une atmosphère humide enrichie en 
5% de CO2. Lorsque le tapis cellulaire est confluent, les cellules sont détachées par une 
solution de trypsine-EDTA et 1/5-1/10 de la suspension cellulaire est ré-ensemencé 
dans un nouveau flacon de culture. Nous avons pris soin de ne pas sub-cultiver les 
lignées à plus de 10 passages depuis leur achat. Les stocks cellulaires sont conservés en 
suspension dans 90% SVF 10% Diméthyl sulfoxide dans l’azote liquide. Tous les réactifs 
de cultures cellulaires sont achetés chez Invitrogen. 
 

II. Culture des souches bactériennes 

A. Helicobacter pylori 
 

 Pour ce travail de thèse, nous avons utilisé exclusivement la souche 
d’Helicobacter pylori 26695 (CIP 106780, Institut Pasteur, Paris, France), dont le génome 
est entièrement séquencé. Cette souche est cagA+ et vacA+. H. pylori est cultivée sur 
gélose Columbia (Oxoid) supplémentée de sang de cheval laqué (7% v/v) (Oxoid) et d’un 
cocktail d’antibiotiques : Vancomycine (10 mg/L), Trimethoprime (5 mg/L), et 
d’antifongiques : Cefsulodine (5 mg/L), Amphotericine B (5mg/L) (Dent, Oxoid). Les 
géloses ensemencées sont incubées à 37°C dans une jarre Oxoid Anaero Jar TM sous 
atmosphère microaérophile (5% d’O2, 10% CO2) générée par un sachet Oxoid 
CampyGenTM (Oxoid).  

 Nous avons produit des mutants isogéniques de cette souche délétés pour cagA 
(Hp∆CagA) ou pour cagE (Hp∆CagE). L’ADN chromosomique de la souche 26695 d’H. 

pylori a servi de matrice pour les différentes PCR conduisant à la formation d’une 
cassette de résistance à la kanamycine (aphA3). Les PCR ont été réalisées avec le kit 
« Expand High Fidelity Plus DNA Polymerase » (Roche), selon les recommandations de H. 
de Reuse, Institut Pasteur, Paris. La cassette de résistance va permettre de cibler le locus 
génomique contenant la séquence du gène d’intérêt, par recombinaison homologue. La 
cassette de résistance est construite selon un protocole de PCR trois temps : 
 1. La première PCR est réalisée dans le but d’obtenir trois fragments : un 
fragment homologue à la région amont de la séquence cible, un fragment homologue à la 
région avale de la séquence cible et un fragment correspondant à la séquence du gène 
aphA3. L’ADN génomique d’H. pylori  26695 a été utilisé pour amplifier les fragments de  
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500 paires de bases (pb) entourant la séquence cible avec les couples d’amorces A2/A1 
et B1/B2 (Table 13).  
Pour chaque couple, une amorce (A1 et B1) contient à son extrémité 5’ une région de 17-
18 pb homologue à l’extrémité du gène aphA3 codant pour la kanamycine, lui-même 
amplifié à partir du plasmide pUC18K2 (don de H. De Reuse, Paris) avec les amorces 

K1h-K2h [342][341]. Le mélange réactionnel (50 L) est constitué de 100 ng d’ADN 
génomique ou 1 ng de pUC18K2, de 0,2 mM de dNTP, du tampon « high fidelity » 
contenant le magnésium, de 3,75 unités d’enzyme « Expand high fidelity PCR system », 
des amorces A1-A2 (région amont), ou bien B1-B2 (région avale) ou encore K1h-K2h 

(gène aphA3) à 0,6 M. Après une étape de dénaturation initaile de l’ADN de 2 min à 
92°C, le programme PCR se poursuit par 15 s à 92°C (dénaturation), 30 s à 50°C 
(hybridation des amorces), 40 s à 68°C (élongation) pendant 30 cycles, pour finir par 
une élongation finale de 7 min à 68°C. La taille des fragments PCR  est vérifiée par 

migration électrophorétique de 10 L de produits PCR avec 2 L de tampon 6X sur un 
gel d’agarose 2% w/v contenant 100 ng/mL de bromure d’éthydium. La migration se fait 
à 100V dans du tampon TBE 0,5X  (Tris 44.5 mM pH = 8, 44.5 mM acide borique, 1 mM 
EDTA) et la distance de migration des différents fragments est comparée à celle d’un 
marqueur de taille, le 100 pb (Biolabs). 
 2. Après extraction sur gel de tous les produits PCR par le kit QIAquick gel 
extraction (Qiagen), la quantité de chacun des produits est déterminée par 
spectrophotométrie à 260nm en utilisant un spectrophotomètre Nanodrop® ; en effet, 
une unité de DO à 260 nm correspond à 50ng/µL d’ADN. La deuxième PCR est réalisée 
avec des quantités équimolaires pour les trois fragments PCR, dans trois conditions, 
c’est-à-dire 100 ng, 50 ng, et 25 ng de produits PCR, et en utilisant les amorces externes 

A2 et B2 à 0,6 M final chacune. La réaction et le programme PCR sont identiques à ceux 

de la première PCR. Une fois la PCR effectuée, 10 L de chaque condition PCR est déposé 
sur un gel d’agarose 0,8% w/v contenant du bromure d’éthydium et la migration se fait 
dans du tampon TBE 0,5X à 100V. La distance de migration des fragments  est comparée 

à celle d’un marqueur de taille de 1 kb (Biolabs). 

 3. Il est rare que la bande attendue soit unique ; dans ce cas, il faut la purifier à 
partir d’un gel d’agarose 0,8% w/v et réaliser une nouvelle PCR avec les amorces A2-B2, 
dans les mêmes conditions mentionnées plus haut, à partir de 1/50 du produit purifié. À 
l’issue de cette PCR, on obtient une bande unique de la taille attendue qui correspond à 
notre cassette de résistance. Cette bande est purifiée par le kit QIAquick PCR purification 
(Qiagen) et une estimation de la quantité de produits est mesurée par 

spectrophotométrie à 260 nm  

 Les mutants cagA::aphA3 et cagE::aphA3  sont obtenus par transformation de 
la souche 26695 d’H. pylori, naturellement compétente, avec la cassette de résistance 
construite auparavant. La souche 26695 est cultivée à partir d’un stock à -80°C sur  une 
gélose Columbia non sélective pendant 24h. Elle est ensuite repiquée sous forme de 
patch, cultivée pendant 24h, puis à nouveau repiquée en patch. Après 5h de culture,  
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l’ADN des cassettes de résistance à la kanamcycine est simplement déposé sur le tapis 

bactérien à différentes concentrations, de 0,5 à 1 g de cassette kanamycine par 25 L et 

par patch, ou 25 L d’eau comme contrôle négatif de la transformation d’H. pylori. Les 
bactéries ainsi transformées sont incubées pendant 24h à 37°C puis repiquées sur un 

milieu Columbia supplémenté de kanamycine à 20 g/mL pendant 48h minimum. 
L’obtention de colonies sur milieu sélectif est le signe de bactéries transformées par la 
cassette de résistance. Les différents clones obtenus sont vérifiés par PCR sur leur ADN 
génomique selon le programme de PCR ci-dessus afin de s’assurer que la cassette de 
résistance est présente au locus désiré. Pour cela les amorces CagA-Fwd/CagE-Fwd et 
K2h-Rev ont été utilisées (Table 13). L’amorce CagA/E-Fwd est localisée en amont de la 
séquence de 500 pb qui a servi pour la recombinaison homologue tandis que K2h est 
située dans la cassette de résistance.  

 

B. Escherichia coli 
 

 Pour les clonages et l’amplification des vecteurs d’expression, nous avons utilisé 
la souche XL1-blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB 
lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]) d’Escherichia coli. Elle est cultivée à 37°C, sur milieu solide ou 
liquide (sous agitation, 180rpm) Luria-Bertani (LB) supplémenté ou non d’ampicilline 

(50 g/mL) pour les souches transformées par un vecteur.  
 Nous avons rendu les bactéries XL1-blue électro-compétentes par une méthode 
classique de lavages successifs à l’H2O stérile à 4°C. XL1-blue est ensemencée sur LB-

Agar contenant de la tétracycline (5 g/ml). Après 24h de culture à 37°C, une colonie est 
amplifiée dans 20 mL de LB à 37°C sous agitation durant la nuit. Le lendemain, 4x4mL 
de cette pré-culture sont ensemencés dans 4x250mL de LB dans des erlens de 1L et mis 
en culture sous agitation à 37°C. Lorsque la DO à 600nm atteint 0,5 (ce qui correspond à 
la phase exponentielle de croissance), les bactéries sont refroidies dans de la glace 
pendant 20 min, puis centrifugées à 3700 rpm pendant 15 min à 4°C. Le culot bactérien, 
maintenu au froid, est mis en suspension dans 4x500mL d’H2O déminéralisée stérile 
froide, et la suspension bactérienne est centrifugée dans les mêmes conditions que 
précédemment. Les culots sont encore lavés 2 fois dans les mêmes conditions, mais avec 
4x 250mL d’H2O stérile à 4°C. Les culots finaux sont repris dans 4x4mL d’H2O + 10% 
glycérol à 4°C et cumulés dans un tube de 50mL. Après une dernière centrifugation, le 
culot final est alors repris dans 2mL d’H2O + 10% glycérol à 4°C et distribué dans des 
tubes congélation (50µl/tube), rapidement congelés en les plongeant dans de l’azote 
liquide. Les stocks d’XL1-blue électro-compétentes sont conservés à -80°C.  
 
 Pour transformer les XL1-blues avec un plasmide, nous avons décongelé dans la 
glace un tube de 50µl de bactéries électro-compétentes par plasmide. Puis nous les 
avons incubées avec l’ADN plasmidique (2µL de produit de ligation ou 10ng de vecteur) 
pendant 1 min dans de la glace. L’ensemble bactéries + ADN est ensuite placé dans une  
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cuvette d’électroporation (écart 2mm, VWR) préalablement refroidie. Les bactéries sont 
électroporées dans la cuvette pendant 5ms à 2500V dans un électroporateur ECM399 
BTX (Genetronics), puis récupérées de la cuvette et incubées dans 250µL de milieu SOC 
pendant 1h sous agitation à 37°C. 10 à 30µL de la suspension bactérienne sont étalés sur 
milieu LB additionné de l’antibiotique adéquat avant d’être placés dans une étuve à 
37°C. Après 24h de culture, les colonies sont analysées par PCR. Les clones positifs sont 
amplifiés en culture de 50 mL de LB sélectif et le plasmide est extrait à l’aide du kit 
Genelute (Sigma) selon le protocole du fabricant. 

III. Co-culture des cellules épithéliales gastriques avec H. pylori 
 

 À J-1, les cellules eucaryotes sont mises en culture, en plaque de 6 ou 24 puits, à 
une concentration telle qu’à jour J (jour de l’infection), les cellules soient à 70-80% de 
confluence. Ainsi, les cellules AGS sont ensemensées à 8.104 cellules/puits de plaque 
24p, les cellules MKN74 ou NCI-N87 à 105 cellules /puits de plaque 24p.  Un puits de 
culture supplémentaire est prévu pour le comptage des cellules. Le jour J avant 
l’infection, les cellules du puits de comptage sont détachées à la trypsine, mises en 
suspension et comptées sur une cellule de Malassez. Le nombre de cellules nous sert à 
déterminer le nombre de bactéries à ajouter sur la culture cellulaire selon la multiplicité 
d’infection (MOI) choisie. Dans notre étude, la majorité des infections est effectuée à MOI 

100, soit 100 bactéries par cellule.  

 La ou les souches d’H. pylori sont mises en culture 48h (J-2) ante-infection, sur 
milieu Colombia, supplémenté ou non d’antibiotique de sélection, pendant 24h. Puis 
elles sont repiquées sur gélose dans les mêmes conditions et cultivées 24h  
supplémentaires (J-1). À jour J, 1/4 de la boîte de culture est délicatement grattée à 
l’aide d’un écouvillon et resuspendu dans 10 mL de milieu de culture cellulaire 
contenant 10% SVF décomplémenté. Il est impératif que le SVF soit décomplémenté afin 
de permettre à la bactérie de survivre dans le milieu. La concentration bactérienne de 
cette suspension est déterminée par la densité optique à 600nm, considérant qu’une 
unité de DO correspond à 1.109 bactérie/mL. 

 Connaissant la densité cellulaire dans les puits de culture et la concentration de la 
suspension bactérienne, le volume adéquat de bactéries pour obtenir la MOI désirée est 
ajouté sur les puits de cultures, desquels le milieu vient d’être changé avec du milieu de 

culture frais (500 L/puits de plaque 24p). La co-culture est incubée pendant 24h à 37°C 
en atmosphère enrichie de 5% CO2. 
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IV.  Transfection des cellules épithéliales  
 

 
 Toutes les transfections des différents types cellulaires ont été réalisées à l’aide 
de la Lipofectamine 2000 (Invitrogen), selon les recommandations du fournisseur. La 
veille de la transfection, les cellules sont mises en culture à raison de 8.104 cellules/puits 
dans des plaques 24 puits. La quantité d’ADN plasmidique que nous avons transfectée 
est de 100ng/puits pour la plupart des vecteurs d’expression (dix fois moins que celle 
recommandée par le fabricant), à l’exception du vecteur pRLSV40 dont la quantité 

transfectée est 3 ng/puits, combinée à 2µl de Lipofectamine dans 100 L de milieu de 
culture sans sérum. La quantité d’oligonucléotides à transfecter est de 50 picomoles 
d’oligonucléotides antisens LNA (Locked Nucleic Acid)/DNA par puits ou 10 picomoles 

de siARN ou miARN synthétiques, combinée à 1µL de Lipofectamine dans 100 L de 
milieu de culture sans sérum. Le complexe de transfection acide nucléique-

Lipofectamine ainsi obtenu est rajouté dans le puits de culture contenant 400 L de 
milieu de culture frais. La plupart du temps, les oligonucléotides n’ont été efficaces 

qu’après une deuxième transfection dans les mêmes conditions. 

V. Clonages 

A. Extraction d’ADN génomique 
 

 Pour extraire l’ADN génomique des cellules, nous avons utilisé le kit QIAamp® 
DNA mini kit de Qiagen, dont le principe est basé sur une purification de l’ADN par 
affinité avec une colonne de silice. Après avoir suivi les différentes étapes 
recommandées par le fabriquant pour l’extraction de 5.106 cellules au maximum, l’ADN 
est élué dans 200 µL d’eau. Sa concentration est déterminée à partir de son absorbance à 

260nm (1 unité de DO = 50 ng/ L ADN). 

 

B. Psi-ZEB1 
 

 Nous avons cloné la séquence 3’ NT de zeb1 en aval du gène de la luciférase 
Renilla, dans le vecteur psiCHECKTM-2 (Promega) de 6.3 kb (don du Dr. Bruno 
Cardinaud, Bordeaux). L’amplification par PCR de cette région a été faite à partir de 
l’ADN génomique des cellules AGS, à l’aide des amorces ZEB1-3’UTR-fwd et ZEB1-3’UTR-
rev (table 13). Ces amorces permettent d’introduire dans la séquence deux sites de  
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restriction pour les enzymes XhoI et NotI, présentes uniquement dans le multisite de 
clonage du vecteur. A part les amorces et la matrice, le mélange réactionnel de PCR est 
identique à celui que nous avons utilisé pour l’obtention de la cassette de résistance (cf. 
§II.A.1). Après avoir vérifié la taille du produit de PCR obtenu (taille attendue = 1242 pb) 
sur gel d’agarose 0.8% w/v TBE 0.5X, le produit de PCR est purifié à l’aide du kit 
« QIAquick PCR purification » de Qiagen et digéré par XhoI et NotI (Fermentas, 1 µL de 
chaque enzyme) dans un volume final de 20 µL contenant le tampon FastDigest® 
(Fermentas), pendant 1h à 37°C. Le produit digéré est purifié par un volume de 
phénol/chloroforme pH 8 : le mélange est agité vigoureusement et centrifugé pendant 5 
min à 14 000 rpm à 4°C. La phase aqueuse supérieure contenant l’ADN est récupérée et 
l’ADN digéré est précipité par de 2,5 volumes d’éthanol absolu froid en présence de 1/10 
de volume d’acétate de sodium 3M, pH 5.5, à -20°C toute la nuit ou à -80°C pendant 1h. 
Le précipité est centrifugé pendant 30 min à 14 000 rpm à 4°C, lavé  2 fois à l’éthanol 
70%, séché à l’air et repris dans 20 µL H2O de qualité « biologie moléculaire » pour être 
quantifié par spectrophotométrie à 260 nm. 
 En parallèle, 5 µg de plasmide psiCHECK-2 est digéré par les deux mêmes 
enzymes de restriction XhoI et NotI dans les mêmes conditions que pour le produit de 
PCR. Le vecteur digéré est mis à migré dans gel d’agarose 0.8% w/v TBE 0,5X, puis 
extrait à l’aide du kit « QIAquick  gel extraction » (Qiagen). L’insert 3’NT ZEB1 
doublement digéré est mélangé à 100 ng de vecteur digéré avec différents rapports 
molaires, 1 mole de vecteur pour 3 ou 5 moles d’inserts, et comme contrôle, le vecteur 
mélangé à de l’eau (sans insert). Le tout est incubé à 16°C toute une nuit avec 1 µL de T4 
DNA ligase dans 20 µL de milieu réactionnel (Promega) contenant le tampon de la T4 
DNA ligase. Le lendemain, 2 µL produits de ligation sont utilisés pour transformer les 
bactéries XL1-blue compétentes. Les clones positifs sélectionnés par PCR sur colonies 
sont amplifiés en culture liquide (LB + Ampicilline 50 µg/mL) afin de réaliser une 
préparation du vecteur psi-ZEB1 à l’aide du kit « Genelute Plasmid miniprep » (Sigma). 
 

C. Promoteur du cluster miR-200b-200a-429 
 

 Nous avons entrepris le clonage du promoteur du cluster miR-200b-200a-429 
dans le vecteur rapporteur pGL3-basic (Promega) de 4,8 kb,  dépourvu de promoteur en 
amont du gène de la luciférase firefly. Pour cela, la séquence du promoteur identifiée par 
Braken et al. [170] a été amplifiée par PCR à partir de l’ADN génomique des cellules AGS 
et des amorces prom200b-fwd et prom-200b-rev (Table 13), qui comportent les sites de 
restriction pour KpnI et XhoI. Le volume réactionnel (50 µL) de cette PCR contient 500 
ng d’ADN génomique, 0.2 mM de dNTP, 10 pmoles d’amorces, 1 U de Taq polymérase 
(NEB), 5 µL de tampon 10X (NEB). Le programme PCR comprend une étape initiale à 
95°C pendant 2 min, puis 30 cycles à 95°C pendant 30s de dénaturation, 60°C pendant 
30s et  72°C pendant 30s et une élongation finale à 72°C pendant 2 min. Le produit PCR 

obtenu (taille attendue de 462 pb) est vérifié par migration  
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électrophorétique sur un gel d’agarose 1% w/v  TBE 0.5X. L’amplicon est purifié sur une 
colonne du kit QIAquick PCR purification (Qiagen), puis digéré par KpnI et XhoI dans le 
tampon Fast Digest (Fermentas) pendant 1h à 37°C. Après digestion, les enzymes sont 
éliminées par extraction au phénol/chloroforme pH 8 et l’ADN est récupéré par 
précipitation à l’éthanol 100%, comme précédemment. Simultanément, 5 µg de vecteur 
pGL3-basic ont subi les mêmes doubles digestions, purification et précipitation que le 
produit de PCR. La réaction comporte 100 ng de vecteur doublement digéré, le produit 
PCR dans un rapport molaire 1 :3 ou 1 :5,1 µL de T4 DNA ligase et le tampon de 
ligation (Promega). La ligation se déroule à 16°C pendant toute une nuit. Le lendemain, 
les produits de ligation sont utilisés pour transformer les bactéries XL1-blue 
compétentes. Les clones positifs sélectionnés par PCR sur colonies sont amplifiés pour 
réaliser une préparation du vecteur pGL3prom200b à l’aide du kit « Genelute Plasmid 

miniprep » (Sigma). 

 

D. Mutagénèse dirigée 
 

 Nous avons muté la séquence correspondant au site de liaison de NF- B sur le 
plasmide pGL3prom200b par mutagénèse dirigée. Cette méthode consiste à reproduire 
le vecteur par PCR à l’aide d’amorces portant la ou les mutations. Le mélange réactionnel 
de la PCR (50 μl) contient 10 ng de plasmide parental pGL3prom200b, 200 μM dNTPs, 
20 mM Tris-HCl (pH 8,8), 2 mM MgSO4, 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 0,1 % Triton® 
X-100, 0,1 mg/ml BSA, 10 pmoles de chacune des amorces (Table 13), et 2,5 unités de 
Pfu Turbo DNA polymerase (Agilent Technologies). Après une étape initiale de 
dénaturation de 2 min à 95°C, la PCR consiste à 30 cycles de 30 s à 95°C, 1 min à 60°C, 1 
min/kb à 72°C, puis à une dernière étape 10 min à 72°C. Les produits de PCR sont 
ensuite incubés pendant 1,5 h avec 20 U de DpnI (Invitrogen) afin de dégrader le 
plasmide parental méthylé. 2 μl des produits de PCR sont utilisés pour transformer les 
bactéries électrocompétentes E. coli XL1 Blue. Les bactéries transformées sont étalées 
sur milieu LB solide supplémenté avec 50 μg/ml d’ampicilline et incubées une nuit à 

37°C. Les clones positifs sont identifiés par PCR sur colonie et la mutation du site NF- B 
sur le promoteur est vérifiée par séquençage. Les vecteurs mutés sont amplifiés et 
extrait comme précédemment. 
 Toutes les constructions ainsi obtenues ont été vérifiées par séquençage (société 
Eurofins ou plateforme de séquençage, Bordeaux 2). 
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VI. Analyse des ARN 

A. Extraction des ARN totaux de cellules en culture 
 

 Après avoir rincé les tapis cellulaires avec du PBS froid, 500 µL de TRIzol® 
(Invitrogen) sont ajoutés dans chaque puits et laissés incuber pendant 5 min à 
température ambiante pour lyser les cellules. Les lysats sont refoulés plusieurs fois à la 
pipette pour compléter la lyse et casser l’ADN génomique, puis transvasées dans un tube 
Eppendorf de 1.5 mL. Après y avoir ajouté 100 µL de chloroforme/isoamylalcool (25 :1) 
et 4 µL de glycogène Glycoblue (Ambion) comme entraîneur, les tubes sont agités 
vigoureusement, puis centrifugés pendant 15 min à 14 000 rpm, à 4°C pour séparer la 
phase aqueuse contenant les ARN, la phase phénolique contenant les protéines et 
l’interphase contenant l’ADN. La phase aqueuse, supérieure, est récupérée (environ 300 
µL) et précipitée avec 250 µL d’isopropanol, à -20°C pendant une nuit. Les ARN 
précipités sont récupérés par centrifugation pendant 30 min à 14000 rpm à 4°C. Le culot 
est lavé deux fois à l’éthanol 75%, séché à l’air et repris dans 30 µL d’eau de qualité 
« biologie moléculaire ». Les ARN sont dosés par mesure de l’absorbance à 260nm (DO 1 

= 40 ng/ L ARN), leur pureté et intégrité sont vérifiées par le rapport DO260/DO280, qui 
doit être de l’ordre de 1,8, et par migration électrophorétique de 500 ng d’ARN totaux 
sur un gel d’agarose 1% w/v TBE 0.5X contenant 100 ng/mL de Bromure d’éthydium. 

 

B. Northern blot 
 

 La séparation des ARN totaux selon leur taille est réalisée sur un gel de 
polyacrylamide 15% en condition dénaturante (urée 7M, TBE 1X). Le gel est coulé entre 
deux plaques de verre de 20 cm x 20 cm et d’une épaisseur de 1 mm. Les échantillons 

d’ARN totaux (20 g/puit), préalablement dénaturés pendant 3 min à 65°C, sont 
déposés dans les puits en présence d’un volume égale de tampon de charge Gel Loading 
Buffer II (95% formamide, 18 mM EDTA, 0,025% SDS, xylène cyanol, bleu de 
bromophénol, Ambion). Un puits est réservé à un marqueur de taille (25 pb ladder, 

Promega) préalablement marqué au [ -32P] ATP selon le protocole du marquage 
radioactif cis-dessous. La migration se fait à 20W limitants. 
 À la fin de l’électrophorèse, le gel est démoulé et les acides nucléiques du gel sont 
transférés sur une membrane de nylon Hybond-N (Amersham) pendant une nuit à 4°C 
dans un Transblotteur (Appelex) soumis à une tension de 8V. Après transfert, les ARN 
sont photopontés sur la membrane par rayonnement ultraviolet (UV Crosslinker, 

Qbiogene) à une longueur d’onde de 254 nm et une énergie de 1600 J/cm2. Ceci permet 
de lier de façon irréversible les acides nucléiques à la membrane. 
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 Les sondes des miARN sont produites au laboratoire en chimie LNA/DNA (Table 
13). Elles présentent une extrémité 5’ hydroxyl permettant leur marquage. 20 pmoles de 

sonde est marqué en 5’ par du [ -32P] ATP (10 mCi/mL, Perkin Elmer) grâce à la T4 
polynucléotide kinase (PNK, Biolabs) dans le tampon PNK Reaction Buffer (70 mM Tris-
HCl pH 7,4 à 20°C, 10 mM MgCl2, 5 mM dithiotréitol). Le marquage se fait à 37°C pendant 

30 minutes dans un volume final de 50 L. Afin d’éliminer l’ATP radioactif non 
incorporé, une étape de purification par filtration sur gel est réalisée à l’aide de colonnes 
Micro-spin G-25 (GE Healthcare). 
 Les membranes sont préhybridées pendant 1h à 42°C dans 20 mL de tampon 
50% formamide, 0,5% SDS, 2X SSC et 5X Denhart, puis hybridées pendant la nuit dans 
les mêmes conditions, en présence de la sonde marquée préalablement dénaturée 1 min 
à 90°C. Après hybridation et afin d’éliminer les hybridations non spécifiques, les 
membranes sont lavées trois fois à 42°C dans une solution de 2X SSC (0,3 M NaCl, 0,03 M 
citrate de sodium trisodique, pH 7 à 20°C) contenant 0,1% SDS. Les membranes sont 
ensuite égouttées, mises sous film plastique et placées en cassette en présence d’un 
écran phosphore. L’exposition s’effectue entre quelques heures et plusieurs jours en 
fonction de l’activité détectée sur la membrane. La révélation et l’analyse des bandes 
radioactives sont réalisées par le PhophorImager Pharos (Biorad). 
 

C. RT-PCR quantitative 

1. Dosage des miARN par sonde Taqman 
 

 Les RT-qPCR sur les miARN matures hsa-miR-200b (AB 001800) et hsa-miR-200c 
(AB 002300) sont réalisées à l’aide du kit Taqman® MicroRNA assays (Applied 
Biosystems). Les ARN totaux sont dilués afin d’obtenir une concentration de 100 ng/µL. 
La concentration de cette dilution est vérifiée par spectrophotométrie à 260 nm pour 
être la plus précise possible. Cette solution d’ARN est encore diluée 10 fois pour amener 
les ARN à une concentration finale de 10 ng/µL. À partir de cette dilution d’ARN, nous 
préparons un volume réactionnel de 15 µL contenant 1 mM de dNTP, 50 U de 
Multiscribe™ reverse transcriptase, 1.5 µL de tampon reverse transcription, 3.8 U de 
RNase inhibitor, 2 µL d’ARN (soit 20 ng d’ARN) et 1.5 µL d’amorces RT 5X. Etant donnée 
la courte taille des miARN, la réaction de transcription réverse utilise une amorce en 
forme de tige boucle dont l’extrémité 5’ est spécifique d’un miARN donné, afin de 
produire un ADN complémentaire de miARN d’une taille de 100 bases. C’est pourquoi 
une RT pour chaque miARN dans chacune des conditions expérimentales doit être faite. 
La transcription réverse se déroule pendant 30 min à 16°C, puis 30 min à 42°C ; elle est 
inactivée à 85°C pendant 5 min.  Les ADNc ainsi obtenus sont prêts à être utilisés en 
qPCR Taqman. La qPCR sur chaque produit de RT est réalisée en doublet et consiste en 
un mélange de 1.33 µL d’ADNc (soit environ 2 ng d’ADNc) ,10 µL de PCR master mix 2X 
contenant le tampon, les dNTP et la Taq polymerase, 1 µL d’amorces PCR et sonde  
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Taqman marquée au Fam40 spécifiques 20X, dans un volume final 20 µL. La PCR en 
temps réel est réalisée dans l’appareil Rotorgene, Qiagen, avec le programme suivant : 1) 
10 min à 95°C pour activer la Taq polymérase, 2) 40 cycles à 2 étapes avec une étape de 
15 s à 95°C et d’une étape de 60 s à 60°C. L’intensité de la fluorescence est mesurée à la 
fin de chaque cycle. La variation de la quantité de microARN est déterminée par la 
méthode des ΔΔCt. Cette méthode ne permet pas de déterminer un nombre de copies, 
mais de visualiser une variation par rapport à une condition contrôle. Les gènes de 
références utilisés dans cette étude sont les gènes snARN_U6 (RNU6b, AB 001903) ou 
SNORD49A (RNU49, AB 001005). 

 

2. Dosage des ARNm  

 

 Les RT-PCR quantitatives sont réalisées avec le kit Maxima™ (Fermentas) 
contenant du SYBRgreen. Ce fluorophore s’intercale régulièrement dans l’ADN double 
brin. La fluorescence est ainsi proportionnelle à la quantité d’ADN synthétisé et permet 
de quantifier l’ADN présent dans l’échantillon à chaque cycle d’amplification.  
 1 µg d’ARN totaux cellulaires sont rétrotranscrits pendant 30 min à 37°C par la 
transcriptase réverse et le tampon Fermentas qui contient les dNTP, des 
hexanucléotides aléatoires et des oligodT, dans un volume final de 20 µL. La RT est 
inactivée pendant 5 min à 85°C. 0,5 µL de réaction RT sont amplifiés par PCR en temps 
réel, en présence des amorces spécifiques (0,6 µM final) et du PCR master mix contenant 
du SYBRgreen (Fermentas). Le programme de PCR consiste en 40 répétitions d’un cycle 
à 3 étapes : dénaturation à 95°C, 15s, hybridation des amorces à 60°C pendant 30s et 
élongation de 30s à 72°C. L’intensité de la fluorescence est mesurée à la fin de chaque 
cycle.  
 A l’issue de la qPCR, une courbe de fusion est réalisée afin de déterminer le Tm 
des produits synthétisés ; cette courbe former un pic unique attestant de la spécificité de 
la PCR. Pour cela, la température augmente de 55°C à 95°C par palier de 0.5°C toutes les 
10 s.  
 La variation de la quantité d’ARNm est déterminée par la méthode des ΔΔCt. Les 
gènes de références utilisés dans cette méthode sont RPL13a, HPRT1, P0. Dans les 
conditions de co-culture des cellules humaines avec H. pylori, les ARN totaux 
contiennent à la fois les ARN totaux eucaryotes (60%) et les ARN totaux procaryotes 
(40%). C’est pourquoi les courbes de fluorescence des gènes de référence des 
échantillons infectés sont décalées de l’ordre d’un Ct vers la droite par rapport à celles 
des échantillons non infectés.  
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VII. Analyse des protéines 

A. ELISA 
 

 Le dosage de l’interleukine 8 (IL-8) sécrétée dans le milieu de culture, est réalisé 
par un test ELISA « sandwich » (DuoSet® ELISA Development System, R&D Systems), 
selon les instructions données par le fournisseur, dans une microplaque (Nunc™) 
incubée pendant une nuit avec un anticorps monoclonal dirigés contre l’IL-8 humaine, 
afin d’en recouvrir le fond des puits. Les surnageants de culture cellulaire à tester, purs 
ou dilués au 1/10, sont incubés dans ces puits recouverts d’anticorps. Après 4 lavages, 
les puits sont ensuite incubés avec des anticorps monoclonaux anti-IL-8 couplés à la 
peroxydase (Horseradish peroxydase). Après 4 lavages, le substrat 3,3’, 5,5’-
tetramethylbenzidine est ajouté dans chaque puits et forme alors un produit coloré en 
présence de la peroxydase. La réaction est arrêtée avec l’acide phosphorique 1M et la DO 
est mesurée à 450 nm sur un lecteur de plaque Berthold. La quantité d’IL-8 produite par 
les surnageants de culture est déterminée par comparaison de la DO de l’échantillon 
avec celles d’une gamme étalon constituée de quantités croissantes connues d’IL-8 (de 
125 à 2000 pg/mL). 

 

B. Extraction et dosages de protéines 
 

 Les tapis cellulaires sont détachés par  trypsination, et les cellules dissociées sont 
mises en suspension dans du milieu de culture froid, dont le sérum permet l’inactivation 
de la trypsine, et lavées dans le PBS par centrifugation à 1500 rpm pendant 2 min. Les 

culots cellulaires sont lysées dans un volume (20 à 30 L) de solution de lyse 
ProteoJET™ (Fermentas) en présence d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases 
(Fermentas), pendant pendant 10 min et sous agitation à 4°C. Le lysat cellulaire est 
ensuite centrifugé pendant 15 min à 16000g et 4°C. Le surnageant contenant les 
protéines totales est récupéré, tandis que le culot composé de débris cellulaires et de 
l’ADN génomique est jeté. Les protéines de ce surnageant sont alors dosées par méthode 
colorimétrique de Bradford (Bradford, 1976).  

 Pour le dosage des protéines par la méthode de Bradford, 2 µL d’échantillon à 
doser dilué au cinquième sont mélangés avec 18 µL d’H2O et 1 mL de réactif de Bradford 
(Biorad) dilué au 1/5. Une courbe étalon est obtenue dans les mêmes conditions avec 
des quantités connus d’albumine de sérum bovin (BSA). Après incubation 5 min à 
température ambiante, la DO à 600nm des échantillons est mesurée et la concentration 

des protéines est déterminée à partir de la gamme étalon de BSA. 
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C. Western blot 
 

 
 La séparation des protéines totales est réalisée sur un gel SDS-PAGE en fonction 
de leur poids moléculaire. Le gel est composé d’un gel de concentration à 5% 
acrylamide, TRIS-HCl à pH 6.8, suivi d’un gel de résolution à 7%, TRIS-HCl à pH 8.8. Les 
gels sont coulés entre deux plaques de verre de 8 cm x 8 cm et d’une épaisseur de 1 mm. 

Les échantillons protéiques (50 g/puit) préalablement dénaturés dans le tampon de 
Laemmli pendant 5 min à 95°C, sont déposés dans les puits. Un puits est réservé à un 
marqueur de taille (Novex® Sharp standard pre-stained, Invitrogen). La migration se 
fait dans le tampon 25 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane, 192 mM glycine, 0.1% 
Sodium-dodecyl-sulfate, à 100V dans le gel de concentration, puis à 150V dans le gel de 
résolution pendant 1h30. 
 Après migration, les gels sont démoulés et les protéines sont transférées sur une 
membrane de nitrocellulose (Whatman ® 10401197) pendant 1h par transfert liquide 
dans un transbloteur (Biorad), sous une tension de 100V limitant, 350 mA maximum. 
Après transfert, la membrane est colorée au rouge Ponceau S (0.2% w/v ponceau S, 5% 
v/v acide acétique, qsp 250 mL H2O) afin de vérifier la présence des protéines sur la 
membrane. Le gel est lui aussi coloré à l’aide du bleu de Coomassie (0.5% w/v 
Coomassie brillant blue R 250, 10% d’acide acétique, 50% d’éthanol 100%, qsp 500 mL 
H2O) afin de vérifier la présence résiduelle de protéines dans le gel.  
 La membrane est pré-incubée pendant une heure à température ambiante dans 
une solution de PBS contenant 5% de lait écrémé et 0.2% Tween 20, pour saturer la 
membrane en protéines. La membrane est ensuite incubée pendant la nuit à 4°C sous 
agitation dans une solution de PBS 5% lait 0.2% Tween 20 dans laquelle est dilué 
l’anticorps primaire (1/5000 pour αLATS2 (xxx), 1/500 pour αZEB1 (Bethyl), 1/1000 
pour αNF-kB, αTGFβR2, αTGFβR1 (Santa Cruz), αTubuline (Sigma)). Le lendemain, la 
membrane est lavée 3 fois dans du PBS, 5% lait, 0.2% Tween 20 pendant 10 min, puis 
incubée pendant 2h à température ambiante avec l’anticorps secondaire anti-IgG couplé 
à la peroxydase (αsouris, αlapin), dilué au 1/10000 dans du PBS 5% lait 0.2% Tween 20. 
Après 3 lavages de 10 min au PBS 5% lait 0.2% tween 20 et un lavage  de 5 min au PBS 
0.1% tween 20, la membrane est incubée pendant 5 min dans le substrat de la 
peroxydase produisant de la chemoluminescence (Immobilon Chemiluminescent 

substrate, Millipore). Enfin, la membrane est déposée sur un film d’autoradiographie 
High performance (Amersham) durant quelques secondes, puis le film est développé. 
 

D. Mesure de l’activité luciférase 
 

 L’activité des luciférases est mesurée grâce au kit Dual-Luciferase Reporter Assay 
System (Promega). Les tapis cellulaires sont lavés par le PBS et lysés dans le puits avec  
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100 µL de  tampon de lyse fourni par le kit dilué au 1/5 (Passive lysis Buffer 5X). 
L’activité luciférase firefly est mesurée sur 20 µL de lysat cellulaire ajoutés dans 100 µL 
de substrat luciférine pendant 12s à température ambiante dans un luminomètre 
(Lumat LB9501, Berthold). Après cette première lecture, 100 µL d’une solution 
contenant l’inhibiteur de la luciférase firefly (StopGlow) et le substrat de la luciférase 
Renilla sont ajoutés dans le premier mélange, et la lumière émise correspondant à 
l’activité de la luciférase Renilla est mesurée dans les mêmes conditions que pour la 
luciférase firefly.  

 

E.  Marquage des cellules par immunofluorescence 
 

Les cellules ont été cultivées sur une lamelle couvre-objet en verre de 12-mm de 
diamètre avant d’être infectées ou non par H. pylori. La couche cellulaire est rincée avec 
du PBS contenant 1mM CaCl2 et 1mM MgCl2, fixée avec 3% de paraformaldéhyde et 
perméabilisée avec 0.1% Triton X-100 dans le PBS+Ca+Mg. Les lamelles sont incubées 
avec l’anticorps anti-ZEB1 (Bethyl) dilué au 1/400 dans du PBS+Ca+Mg additionné de 
10% de BSA  pendant une nuit à 4°C. Après 4 lavages avec du PBS+Ca+Mg, elles sont 
incubées avec un anticorps secondaire ant-IgG de lapin couplé à l’Alexafluor 488 
pendant 30 min à température ambiante. Les lamelles sont lavées 4 fois au PBS pendant 

3 min à chaque lavage; le 2ème bain de lavage contient du DAPI (1 g/mL). Les lamelles 
sont montées sur des lames à l’aide de Slowfade (Invitrogen), puis observées en 
épifluorescence (microscope Axiovert Zeiss, objectif 40X à immersion).  
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Procaryotes 
Nom Séquences Tm (°C) 
CagA-A1 GTT-AGT-CAC-CCG-GGT-ACG-TGT-CTT-TGA-ACA-TTC-TTA-

TT 

108 

CagA-A2 CAA-GCA-AAA-ACA-AAC-CCA-AGC-TGA-TCA-GAG 86 
CagA-B1 TAC-CTG-GAG-GGA-ATA-ATG-GGA-TTA-AGG-AAT-ACC-AAA-

AAC 

108 

CagA-B2 CTT-AGG-ATC-GTA-AAA-TTG-CGA-GGT-ATT-TTT-G 84 
CagA-Fwd CGA-CGC-TTT-TGT-TTG-GTA-AC 58 
CagE-A1 GTT-AGT-CAC-CCG-GGT-ACC-CCT-CTC-TTT-ATA-GAT-ATA-

CC 

112 

CagE-A2 GAA-AAA-AAC-ACT-CCC-AAT-GGG-CTT-GTT-TAT 82 
CagE-B1 TAC-CTG-GAG-GGA-ATA-ATG-CAA-AGC-ATC-ACT-GAT-CTT-

TTG 

110 

CagE-B2 GAA-AAA-CTA-TCC-AAA-ATC-GTC-AAG-ACA-TCA 80 
CagE-Fwd GTA-ATA-AAA-AAC-TGA-GAG-GC 54 
Kh1-Fwd GTA-CCC-GGG-TGA-CTA-ACT-AGG 66 
Kh2-Rev CAT-TAT-TCC-CTC-CAG-GTA-CTA 60 
Eucaryotes 
Nom Séquences TM (°C) 
ZEB1-3’UTR-
Fwd 

AAA-ACT-CGA-GCA-AAA-TAA-ATC-CGG-GTG-TGC* 60 

ZEB1-3’UTR-Rev AAA-AGC-GGC-CGC-TAC-AGT-ATT-ATA-CAC-TAC-AC** 60 
Prom-200b-Fwd AAA-AGG-TAC-CAG-GGG-TGG-AGA-GGC-GAG-AGT*** 60 
Prom-200b-Rev AAA-ACT-CGA-GCC-TGG-CAC-AGG-AAG-TCA-GTT* 60 
P200bmutNFkB-
F 

GCC-TAT-GGG-AGC-CCA-AAA-GAC-ACA-CCT-GTC-GGG-GGC-

CA 

68 

P200bmutNFkB-
R 

CCC-GAC-AGG-TGT-GTC-TTT-TGG-GCT-CCC-ATA-GGC-CGG-

GC 

69 

ZEB1-Fwd AAG-AAA-GTG-TTA-CAG-ATG-CAG-CTG 60 
ZEB1-Rev CCC-TGG-TAA-CAC-TGT-CTG-GTC 60 
ZEB2-Fwd CAA-GAG-GCG-CAA-ACA-AGC 60 
ZEB2-Rev GGT-TGG-CAA-TAC-CGT-CAT-CC 60 
Vimentine-Fwd AGA-TGG-CCC-TTG-ACA-TTG-AG 60 
Vimentine-Rev CCA-GAG-GGA-GTG-AAT-CCA-GA 60 
Twist-Fwd TCC-GCG-TCC-CAC-TAC-CA 56 
Twist-Rev TTC-TCT-GGA-AAC-AAT-GAC-ATC-TAG-GT 56 
TGFBR2-Fwd CCA-GAA-CCA-AGC-AGA-GAA-GG 60 
TGFBR2-Rev TAG-CTG-GCT-GTG-AGA-CAT-GG 60 
Snail1-Fwd GCT-GCA-GGA-CTC-TAA-TCC-AGA 58 
Snail1-Rev ATC-TCC-GGA-GGT-GGG-ATC 58 
Slug-Fwd TGG-TTG-CTT-CAA-GGA-CAC-AT 58 
Slug-Rev GTT-GCA-GTG-AGG-GCA-AGA-A 58 
primiR-200b-
Fwd 

GCG-GTG-ATG-ATT-AAC-CCA-AC 60 

primiR-200b-
Rev 

GTG-GCC-ACA-GGT-CAA-GAA-AT 60 

Cdh1-Fwd TGA-GTG-TCC-CCC-GGT-ATC-TTC 60 
Cdh1-Rev CAG-TAT-CAG-CCG-CTT-TCA-GAT-TTT 60 
Fw-P0 GCG-ACC-TGG-AAG-TCC-AAC-T 60 
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Rev-P0 CCA-TCA-GCA-CCA-CAG-CCT-TC 60 
HPRT1-Fw TGA-CAC-TGG-CAA-AAC-AAT-GCA 60 
HPRT1-Rev GGT-CCT-TTT-CAC-CAG-CAA-GCT 60 
RPL13a-Fwd CCT-GGA-GGA-GAA-GAG-GAA-AGA-GA 60 
RPL13a-Rev TTG-AGG-ACC-TCT-GTG-TAT-TTG-TCA-A 60 
Sondes 
Nom Séquences Chimie 
miR-200b GTCATCATTACCAGGCAGTATTA LNA/DNA 
miR-200c TCCATCATTACCCGGCAGTATTA LNA/DNA 
Sc200 CTACCTTAATCCGCCGGAATTTA LNA/DNA 
miR-372 ACGCTCAAATGTCGCAGCACTTT LNA/DNA 
miR-373 ACACCCCAAAATCGAAGCACTTC LNA/DNA 
Sc372-373 CACGTACATAGTGCACCGATCTT LNA/DNA 
U6 CACGAATTTGCGTGTCATCCTT LNA/DNA 
Amorces commerciales 
Nom Références fournisseur 

Hs-BMP1-1-SG QT00000819 QIAGEN 

Hs-MMP9-1-SG QT00040040 QIAGEN 

Hs-SNAI3-1-SG QT00213045 QIAGEN 

Hs-ITGA5-1-SG QT00080871 QIAGEN 

Hs-KRT7-3-SG QT01672951 QIAGEN 

Hs-SPP1-1-SG QT01008798 QIAGEN 

hsa-miR-200b AB 001800 Taqman Applied Biosystems 
hsa-miR-200c AB 002300 Taqman Applied Biosystems 
RNU6b AB 001903 Taqman Applied Biosystems 
RNU49 AB 001005 Taqman Applied Biosystems 
Table 13 : Liste des Amorces et sondes utilisées pour les expériences de RT-qPCR, 
de Northern blot, de clonage et d’obtention des mutants d’H. pylori. Les nucléotides 
soulignés correspondent aux séquences de site de restriction ; * : XhoI, ** : NotI, *** : 
KpnI. 
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Annexe 1 :  “Helicobacter pylori interferes with an embryonic stem cell miRNA cluster to 

block cell cycle progression”, Belair C., Baud J. et al, 2011, Silence. 
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Abstract 

Background: MicroRNAs, post-transcriptional regulators of eukaryotic gene 

expression, are implicated in host defense against pathogens. Viruses and bacteria 

have evolved strategies that suppress microRNA functions, resulting in a sustainable 

infection. In this work we report that Helicobacter pylori, a human stomach-colonizing 

bacterium responsible for severe gastric inflammatory diseases and gastric cancers, 

downregulates an embryonic stem cell microRNA cluster in proliferating gastric 

epithelial cells to achieve cell cycle arrest.  

Results: Using a deep sequencing approach in the AGS cell line, a widely used cell 

culture model to recapitulate early events of H. pylori infection of gastric mucosa, we 

reveal that hsa-miR-372 is the most abundant microRNA expressed in this cell line, 

where, together with hsa-miR-373, it promotes cell proliferation by silencing large 

tumor suppressor homolog 2 (LATS2) gene expression. Shortly after H. pylori 

infection, miR-372 and miR-373 synthesis is highly inhibited, leading to the post-

transcriptional release of LATS2 expression and thus, to a cell cycle arrest at the 

G1/S transition. This downregulation of a specific cell-cycle-regulating microRNA is 

dependent on the translocation of the bacterial effector CagA into the host cells, a 

mechanism highly associated with the development of severe atrophic gastritis and 

intestinal-type gastric carcinoma.  

Conclusions:  

These data constitute a novel example of host-pathogen interplay involving 

microRNAs, and unveil the couple LATS2/miR-372 and miR-373 as an unexpected 

mechanism in infection-induced cell cycle arrest in proliferating gastric cells, which 

may be relevant in inhibition of gastric epithelium renewal, a major host defense 

mechanism against bacterial infections. 

 

Keywords: microRNAs, cell cycle, Helicobacter pylori, gastric cancer 



Background 

MicroRNAs (miRNAs) are small endogenous non-coding RNAs that have recently 

emerged along with small interfering RNAs (siRNAs) as key components of the RNA 

silencing machinery in eukaryotes. Most of them are involved in the tight control of 

development and cell cycle progression [1, 2], and are frequently deregulated in 

severe pathologies, notably in cancers [3, 4]. However, the importance of RNA 

silencing has been primarily demonstrated in plant defense mechanisms against 

viruses, where it protects the host by processing long double-stranded (ds)RNAs into 

siRNAs which, like miRNAs, are loaded onto Argonaute-RNA induced silencing 

complexes (AGO-RISC) [5] to downregulate gene expression and therefore inhibit 

viral replication. Recently, evidence has been found to show that miRNAs are also 

implicated in host defense against diverse pathogens, including viruses, bacteria and 

parasites. For example, the human hsa-miR-32 counteracts the accumulation of 

primate foamy virus type 1 (PFV-1) in human cells, targeting directly the PFV-1 

genome and inhibiting its translation [6]. Similarly, the Arabidopsis thaliana miR-393, 

a pathogen-associated molecule pattern (PAMP)-responsive miRNA, contributes to 

the resistance of the plant against a virulent Pseudomonas syringae (P. syringae) 

bacterial strain [7]. In response, pathogens have evolved strategies to counteract 

RNA silencing. A number of pathogen-derived RNA silencing suppressors have been 

described in eukaryotes, such as the p19 protein of the tomato bushy stunt virus, 

which selectively sequesters short double-stranded RNA (dsRNA) [8], the Tas protein 

of PFV-1, which blocks the miRNA-directed silencing [6] or the AvrPto, AvrPtoB and 

HopT1 proteins of P. syringae, which suppress miR-393a/b biogenesis and activity 

[9]. 

 

In mammals, the miRNA pathway is a key actor in innate immunity, and viruses are 

able to exploit the non-antigenic potential of miRNAs to favor their replication [10]. 

Two miRNAs, miR-146a and miR-155, are major regulators of innate immune 

responses in monocytes/macrophages [11-13]. Both are strongly induced through 

Toll-like receptor (TLR) engagement after PAMP recognition and nuclear factor 

(NF)�B activation. In turn, they target the TLR signaling cascades and thus, 

moderate the life-threatening overproduction of inflammatory cytokines through a 

negative feedback loop. Recently, the let-7 family has been identified as a new actor 

of the innate response [14]. Indeed, during Salmonella infection of murine 



macrophages, TLR4 signaling triggered by bacterial lipopolysaccharide (LPS) leads 

to the repression of let-7 family and results in the expression of its targets, the 

proinflammatory interleukin (IL)-6 and the anti-inflammatory IL-10, thus modulating 

tightly the immune response [14, 15]. 

 

However, the epithelial barrier constitutes the first line of defense against pathogens. 

In contrast to results obtained in immune cells, miR-155 and miR-146 were not found 

upregulated in mouse lungs, among the numbers of miRNAs rapidly induced after 

bacterial LPS exposure, suggesting that epithelial cells may express a different set of 

miRNAs than immune cells in response to pathogens [16]. The importance of 

miRNAs in epithelial defense against pathogens was highlighted in biliary epithelial 

cells infected with the protozoan parasite Cryptosporidium parvum, an infection 

model in which let-7i and miR-513 contribute to the epithelial immune response. 

Indeed, upon C. parvum infection, these miRNAs are downregulated, in a 

MyD88/NF�B-dependent manner for let-7i, leading to the upregulation of TLR4 and 

B7-H1 expression, respectively [17-19] . 

 

Helicobacter pylori is a Gram-negative microaerophilic bacterium which chronically 

infects the gastric mucosa of about half of the world population, and constitutes the 

primary etiological cause of gastritis, peptic ulcer and gastric cancers [20]. The most 

virulent strains, associated with a higher risk of gastric adenocarcinomas [21], harbor 

in their genome a cluster of 31 genes called the cag pathogenicity island (cagPAI), 

which encode a type IV secretion system (T4SS) and the CagA toxin. This T4SS 

interacts with host cell surface and injects the CagA protein into the cell cytoplasm 

[22]. The translocated CagA interferes then with intracellular signaling pathways, 

which subsequently alters cell-to-cell adhesion, cell polarity and proliferation [23-25]. 

A functional T4SS is also essential for the induction of innate immune response, 

characterized by NF�B activation and IL-8 production in gastric epithelial cells [26]. 

 

The extent to which miRNAs contribute to the gastric epithelial cell response to H. 

pylori infection has been little explored to date [27]. So far, only two miRNAs, miR-21 

and miR-155, have been reported upregulated in both H. pylori-infected human 

gastric mucosa and in vitro cell culture [28, 29]. As the gastric epithelial cells are the 

first line of defense against H. pylori, triggering the immune response, it is relevant to 



further assess how miRNA are modulated upon H. pylori infection in these cells. With 

this aim, we used a common gastric epithelial cell model, the human AGS cell line 

[30]. First, we employed a deep-sequencing approach to identify the AGS miRNAs 

profile in basal and infection conditions. Surprisingly, the most abundant one, miR-

372, belongs to a miRNA cluster, miR-371-372-373, specifically expressed in 

embryonic stem cells. Moreover, this cluster is repressed upon H. pylori infection in a 

CagA-dependent manner. The repression of miR-372 and miR-373 is associated with 

the upregulation of their target, the cell cycle regulator large tumor suppressor 

homolog 2 (LATS2), leading to the inhibition of cell cycle progression in H. pylori-

infected cells. 

 

Results 

AGS cell line expresses a particular set of miRNAs  

The AGS cell line is widely used in in vitro experiments to recapitulate early events of 

H. pylori infection occurring within actively replicating gastric mucosa [31, 32]. To 

address the complete miRNA profile of the AGS cell line, we employed a high-

throughput pyrosequencing approach. A cDNA library of growing AGS cells was 

generated and submitted to ‘454’ technology. A total of 44,012 sequences were 

analyzed, resulting in 25,348 (57.6%) sequences matching with mature human 

miRNA sequences of the miRBase 14.0 [see Additional file 1, Table S1]. The other 

sequences corresponded to various RNA degradation products or unidentified 

sequences. Mature miRNAs identified with this method can be classified in function 

of their respective number of reads (Figure 1A), their genomic organization in 

clusters (Figure 1B) or their function previously assigned to them in other studies 

[see Additional file 1, Table S2]. We decided to restrict our analysis to the 38 most 

abundant miRNAs (>100 reads, Figure 1A). Consistent with their respective genomic 

annotations, many of the mature miRNAs identified were organized in clusters. Thus, 

the miRNA signature of AGS cells can be summarized into three major clusters: the 

miR-371-372-373 cluster, the miR-17-92 cluster and the miR-23b-27b-24-2 cluster, 

which represent 18.6%, 12.4% and 12.1% of total number of reads, respectively 

(Figure 1B). Members of the miR-200 and let-7 families were also highly represented: 

miR-200b, miR-200c and let-7a being the most expressed members of these families 

in AGS cells [see Additional file 1, Table S1]. 

 



The expression of some of these miRNAs was confirmed by quantitative real time 

PCR (RT-qPCR) (Figure 1C) and northern blot (data not shown). As expected, all 

tested miRNAs present in our miRNA sequencing library were also detected by these 

techniques. However, two miRNAs, miR-155 and miR-146a, reported to be present in 

AGS cells [33] and absent from our library were weakly detected by RT-qPCR (close 

to the detection threshold; data not shown), suggesting that our library might lack 

some miRNAs faintly expressed in this cell line.  

 

miR-372 and miR-373 regulate LATS2 expression in AGS cells 

The peculiarity of the AGS miRNA repertoire, which besides containing ubiquitous 

miRNAs such as miR-16, miR-21, miR-17 and miR-92, resides in the outstanding 

abundance of miR-372, which was present in the range of 106 copies/ng total RNA or 

104 copies per cell (see Methods). Intriguingly, miR-372 is an embryonic stem-cell-

specific miRNA [34], also found highly expressed in placenta [35]. It belongs to a 

cluster located on the chromosomic region 19q13.42, which comprises four miRNAs, 

all of them highly expressed in AGS cells: miR-371-5p, miR-371-3p, miR-372 and 

miR-373 (Figure 1A, black bars). miR-372 or miR-373 expression is considered as a 

rare event in tumors, and has only been found in testicular germ cell tumors [36], 

esophageal tumors [37] and thyroid adenomas [38].  

 

In testicular and esophageal tumors, in which they are abundant, miR-372 and miR-

373 have been reported to act as oncogenes repressing LATS2, a serine-threonine 

kinase involved in cell cycle regulation [36, 37]. On performing immunoblot analysis 

of LATS2, we did not detect LATS2 in AGS cells, in contrast to the other gastric cell 

line MKN-74 and the cervix cancer cell line HeLa (Figure 2B, upper panel). It appears 

that the LATS2 level was inversely correlated to the expression of miR-372 and miR-

373 in these cell lines (Figure 2B, lower panel). These results suggest that LATS2 

could be repressed at the post-transcriptional level by miR-372 and miR-373 in AGS 

cells. To validate this hypothesis, we transfected into AGS cells the luciferase sensor 

pGL3-LATS2, containing the 3’ untranslated region (UTR) of LATS2, which harbors 

two miR-372 and miR-373 pairing sites [36] downstream to the firefly luciferase 

coding sequence (Figure 2A). As expected from cells expressing high miR-372 and 

miR-373 levels, we observed a 60% inhibition of luciferase expression, as compared 

to the control pGL3 reporter (Figure 2C). No such inhibition was observed when the 



pGL3-LATS2 vector was transfected in MKN-74 cells, which express very low miR-

372 and miR-373 levels [see Additional File 2, Figure S1]. This repression was 

dependent on the two miR-372 and miR-373 binding sites located in the LATS2 

3’UTR, as no significant inhibition was observed in AGS cells transfected with the 

pGL3-LATS2mut vector mutated for these sites [see Additional File 2, Figure S1]. To 

confirm the role of miR-372 and miR-373 in this repression, we designed antisense 

oligonucleotides (as372, as373) and their scrambled controls (sc372, sc373) in order 

to block these miRNAs. The levels of detectable miR-372 or miR-373 were each 

specifically decreased by 90% by as372/as373, as verified by RT-qPCR and northern 

blot analysis [see Additional File 3, Figure S2A,B]. This decrease leads to an 

accumulation of LATS2 protein in as372-373-treated cells, compared to sc372-373-

treated cells [see Additional File 3, Figure S2D]. We transfected either pGL3-LATS2, 

or the control pGL3 vector, together with as372-373 or the control sc372-373, and 

analyzed the luciferase activity. In as372-373 treated cells, the firefly luciferase 

expression was significantly derepressed and almost reached the levels of that of the 

control vector (Figure 2C), contrarily to the cells treated with sc372-373, which did 

not affect the basal miR-372 or miR-373 levels. Altogether, these results indicate that 

LATS2 is indeed a direct target of miR-372 and miR-373 in AGS cells. 

 

Inhibition of LATS2 by miR-372 and miR-373 confers a growth advantage to cells 

[36, 37]. To confirm that LATS2 is a functional target of miR-372 and miR-373 in AGS 

cells, we analyzed cell cycle progression of either as372-373-treated or LATS2-

transfected cells using the 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) incorporation method, 

which measures the rate of DNA synthesis occurring in the S phase of the cell cycle. 

The as372-373-treated AGS cells presented a significantly delay of about 50% in S 

phase progression compared to sc372-373 treated cells (Figure 2D). Similarly, 

overexpression of LATS2 [see Additional File 3, Figure S2D] by transfecting the 

pCMVmyc-LATS2 vector, which allows the expression of the human LATS2 cDNA, 

resulted in a similar inhibition of BrdU incorporation see Additional File 3, Figure 

S2E]. The delays in cell cycle progression exhibited by either as372-373-transfected 

or LATS2-transfected cells resulted in decreased cell proliferation rates of AGS cells 

[see Additional File 3, Figure S2C,E], whereas the growth of MKN-74 cells, which 

expressed LATS2 in basal conditions, was not inhibited by the ectopic expression of 

LATS2 [see Additional File 3, Figure S2E]. Altogether, these results indicate that 



LATS2 is a functional target of miR-372 and miR-373 in AGS cells and that the high 

expression of miR-372 and miR-373 confers to them a growth advantage through the 

inhibition of LATS2 expression. 

 

The miR-371-372-373 cluster is downregulated in response to H. pylori 

infection 

To analyze miRNA changes in AGS cells upon H. pylori infection, a cDNA library of 

AGS cells cocultured with the bacteria for 5 h was generated and also submitted to 

‘454’ pyrosequencing. In all, 43,863 sequences were analyzed, resulting in 17,778 

(40.6%) sequences matching with mature human miRNA sequences of the miRBase 

14.0 [see Additional File 1, Table S1]. The pyrosequencing data were analyzed by a 

two-dimensional scatter plot, which compares the number of reads for a same 

miRNA from uninfected and infected AGS cells (Figure 3A). The majority of miRNAs 

appear along the trend line, indicating that they were unaffected by the infection. The 

miRNAs affected by H. pylori appear either above (downregulated) or below 

(upregulated) the trend line. Interestingly, miR-372, which is the most abundant 

miRNA expressed in AGS cells, was also the most significantly repressed upon 

infection (Figure 3A, Fisher’s exact test, P value = 5.1 × 10-13). Other members of the 

miR-371-372-373 cluster, miR-373 and miR-371-5p, also appeared significantly 

downregulated upon infection (Figure 3A, P values = 8.3 × 10-8 and 0.009, 

respectively). These results suggest that this cluster is highly repressed upon 

infection and prompted us to further analyze its regulation upon H. pylori infection. 

With this aim, AGS cells were cultured in the presence of the H. pylori 26695 strain at 

a multiplicity of infection (MOI) of 100 and the miR-371-372-373 cluster expression 

was analyzed 24 h later. Mature miR-371-3p, miR-372 and miR-373 were all 

significantly downregulated (up to 50%) upon infection, as shown by RT-qPCR and 

northern blot analysis (Figure 3B,C, respectively). This repression was not the 

consequence of a global effect on the miRNA pathway, as some other miRNAs were 

differently modulated upon infection. For example, miR-106b and miR-19b were 

slightly repressed while miR-21 was upregulated upon infection, in concordance with 

prior observations [29]. We also found miRNA levels unchanged upon infection, such 

as miR-93 and miR-320 (Figure 3B). Downregulation of miR-372 and miR-373 upon 

infection was also shown by northern blot analysis (Figure 3C), which in addition 

revealed that miRNA precursors (pre-miRNA) were even more strongly repressed 



than the mature forms (Figure 3C, upper part of the blot for miR-373). These findings 

suggest that the regulation took place at an initial step of miR-371-372-373 

biogenesis. We confirmed this hypothesis by RT-qPCR on the primary polycistronic 

miRNA transcript (pri-miRNA) of the cluster (Figure 3D,E). Indeed, the pri-miRNA 

was rapidly downregulated upon H. pylori infection, as soon as 2 h post-infection at 

MOI 100 (Figure 3D), and in a MOI-dependent manner (Figure 3E). Altogether, these 

results show that the miR-371-372-373 cluster was strongly decreased at the pri-

miRNA level shortly upon H. pylori infection. 

 

miR-371-372-373 cluster is repressed in a CagA-dependent manner 

To assess whether the downregulation of the miR-371-372-373 cluster was related to 

a functional H. pylori cagPAI, we compared the effect of wild-type bacteria to those of 

isogenic mutants deleted either for the cagA (�CagA) or for the T4SS constituent 

cagE (�CagE) genes. As previously described [26, 39], these mutants like wild-type 

H. pylori induced vacuolization of AGS cells, an effect due to the vacuolating toxin 

VacA, but failed to provoke cell elongation and scattering, the so-called 

‘hummingbird’ phenotype, characteristic of AGS cells infected with wild-type H. pylori 

[see Additional File 4, Figure S3A]. Moreover, these mutants were impaired in their 

proinflammatory effects on AGS cells, as measured by NF�B activation and IL-8 

secretion [see Additional File 4, Figure S3B,C]. Interestingly, both mutants have a 

very weak effect on the miR-371-372-373 cluster (Figure 4A). Indeed, when AGS 

cells were cocultivated with the �CagA or �CagE mutants, which are, respectively, 

unable to produce the CagA virulence factor or to inject it into the host cell cytoplasm, 

the pri-miRNA was not repressed, compared to cells infected with wild-type H. pylori. 

These data show that the downregulation of the miR-371-372-373 cluster upon H. 

pylori infection is mediated by the translocation of CagA into AGS cells. 

 

To evaluate the effects of the downregulation of miR-372 and miR-373, we analyzed 

the regulation of their common target, LATS2, in AGS cells upon H. pylori infection. 

We observed that LATS2 mRNA (Figure 4B) and protein levels (Figure 4C) were 

inversely correlated to those of miR-372 and miR-373 upon H. pylori infection. 

Indeed, LATS2 protein was drastically upregulated in infected AGS cells and, 

likewise, its mRNA level was also raised up to twofold upon infection. Moreover, 

similarly to the pri-miR-371-372-373 repression, LATS2 accumulation was dependent 



on CagA, as no changes in LATS2 expression were observed either at the mRNA 

and protein levels in AGS cells infected with the �CagA or �CagE mutants, 

conversely to wild-type H. pylori (Figure 4B,C). 

 

To confirm that LATS2 synthesis was derepressed at the post-transcriptional level 

after miR-372 and miR-373 downregulation in AGS cells infected with wild-type H. 

pylori, we generated a stable LATS2 reporter AGS cell line expressing a fluorescent 

sensor containing the 3’UTR of LATS2 downstream of the enhanced green 

fluorescent protein (EGFP). This reporter system senses changes in the miR-372 

and miR-373 levels and allows a direct observation of LATS2 post-transcriptional 

regulation in living cells. Indeed, as372-373-treated cells, in which miR-372 and miR-

373 levels were decreased, turn fluorescent, whereas sc372-373 did not [see 

Additional File 5, Figure S4]. As depicted in Figure 4D (panel c), green fluorescence 

appeared only upon infection with wild-type H. pylori, mainly in cells exhibiting the 

hummingbird phenotype (Figure 4D, panels c and d), whereas uninfected cells 

(Figure 4D, panels a and b) or cells infected with the �CagA or �CagE mutant strains 

(Figure 4D, panels e and g) remained non-fluorescent. We also used this reporter 

cell line to assess whether other strains, naturally expressing CagA (type I) or not 

(type II), were able to induce LATS2 expression. Indeed, the P12 type I strain was 

able to switch on the fluorescence of the reporter cells as the 26695 strain did, 

whereas type II strains, such as SS1 and X47-2AL, did not [see Additional File 6, 

Figure S5B]. We were also able to correlate this post-transcriptional activation with a 

concomitant downregulation of the pri-miR371-372-373 transcript level [see 

Additional File 6, Figure S5A]. These data confirm that the CagA-dependent 

accumulation of LATS2 protein involves a post-transcriptional release of its 

expression mediated by the downregulation of miR-372 and miR-373. 

 

miR-372 and miR-373 downregulation is involved in H. pylori-induced cell cycle 

arrest in G1 phase. 

To assess whether LATS2 upregulation was functionally relevant, we analyzed cell 

cycle progression of AGS cells upon infection. In agreement with previous 

observations [31], AGS cells infected for 24 h with wild-type H. pylori presented a 

noticeable alteration of the cell cycle, characterized by an accumulation of cells in the 

G1 phase, in the detriment of cells in S and G2/M phases [see Additional File 7, 



Figure S6]. Accordingly, measuring BrdU incorporation 24 h post infection, we 

observed an 80% reduction of AGS cells in S phase, which reflects a cell cycle arrest 

at the G1/S transition (Figure 5A). As already shown by Murata-Kamiya and 

colleagues [24], this reduction was dependent on CagA, as cells infected with the 

�CagA or �CagE mutants did not show such inhibition of cell cycle progression 

(Figure 5A [see Additional File 7, Figure S6]). To ascertain that the inhibition of G1/S 

transition was due to the downregulation of miR-372 and miR-373, we treated AGS 

cells with synthetic miR-372 and miR-373 prior to infection, in order to dampen their 

downregulation upon infection. In this case, the proportion of infected cells in S 

phase remained as high as in untreated and uninfected cells (Figure 5B), indicating 

that wild-type H. pylori became unable to arrest AGS cell cycle progression. 

Conversely, blocking miR-372 and miR-373 with as372-373 prior to infection 

facilitated the infection-induced inhibition of DNA synthesis, which then reached its 

maximum (Figure 5B). In addition, silencing LATS2 with siRNA against LATS2 

mRNA reduced the efficiency of H. pylori to block AGS cell cycle (Figure 5C), 

confirming the LATS2 involvement in the inhibition of cell cycle progression in 

infected AGS cells. 

 

The effects of these experimental manipulations of miR-372 and miR-373 and their 

common target LATS2 on the efficiency by which wild-type H. pylori blocks AGS cell 

cycle demonstrate that the regulation of these miRNAs contribute to the arrest at the 

G1/S transition in infected AGS cells. Altogether, these results reveal an unexpected 

mechanism involved in the cell cycle arrest upon infection: the CagA-dependent 

derepression of LATS2 by the downregulation of miR-372 and miR-373.  

 

Discussion 

Recent data have highlighted the importance of miRNA in epithelial defense against 

pathogens such as Cryptosporidium parvum [18, 19] or Toxoplasma gondii [40]. 

Gastric mucosa homeostasis is controlled by both immune and developmental 

mechanisms and its disruption by H. pylori infection can lead to severe inflammatory 

disorders or cancerous lesions of the stomach. While the impact of pathogens on the 

miRNA-mediated regulation of immune responses is beginning to be precisely 

understood [41], little is known about bacteria interfering with miRNAs regulating cell 

cycle and developmental pathways. In this study, we report that the bacterial 



pathogen H. pylori specifically downregulates an embryonic-specific miRNA cluster 

involved in the growth regulation of AGS cells, a non-polarized epithelial cell system 

commonly used to study H. pylori-host interactions. Through a deep-sequencing 

approach, we identified the whole content of miRNAs expressed in this gastric 

adenocarcinoma cell line. Among the 38 most expressed miRNAs, we found several 

miRNA previously described in gastric cancer, notably the miR-106b-93-25 cluster, 

the miR-221-222 cluster, miR-21 and let-7a [29, 42, 43]. However, we were surprised 

to discover that the most abundant of this repertoire, miR-372, belongs to a specific 

cluster encoding three other miRNAs, miR-371-5p, miR-371-3p and miR-373, 

expressed notably in human embryonic stem cells [34, 44]. Interestingly these 

miRNAs were also mentioned in a miRNA profiling study in normal human tissues 

[35], in which they were found highly and specifically expressed in placenta, but also 

faintly detectable in the testis and stomach.  

 

Functional links of miR-371-372-373 cluster with miR-106b-93-25 and miR-221-

222 in gastric cancer  

miR-372 and miR-373 were initially discovered as novel oncogenes participating in 

the development of human testicular germ cell tumors by targeting the cell cycle 

inhibitor LATS2 [36]. Interestingly, this embryonic stem cell miRNA cluster shares 

some similarities with two miRNA clusters recently found to be overexpressed in 

gastric carcinomas, namely the miR-106b-93-25 cluster [43] and the miR-221-222 

cluster [42]. In gastric cancers, these two clusters have been described to silence the 

CIP/KIP family members, p21Cip1, p27Kip1 and p57Kip2, allowing the cell to overcome 

the G1/S checkpoint [42, 43]. Surprisingly, these two clusters are poorly expressed in 

AGS cells as compared to other gastric cell lines and their expression levels are 

close to those observed in normal gastric mucosa ([42, 43]; Cedric Belair and Cathy 

Staedel, unpublished results). One explanation is that in this cell line, the oncogenic 

role of these two clusters could have been replaced by the miR-371-372-373 cluster 

overexpression. Indeed, miR-372 and miR-373 belong to the miR-106b family which 

includes miR-93, miR-17-5p and miR-20a [45]. Members of this family harbor the 

same seed sequence, stressing that they might share similar functions. Recently, 

they have been shown to overcome the p21Cip1-induced cell cycle arrest observed 

during Ras-induced senescence [45]. In testicular germ cell tumors, which retained 

functional, wild-type p53, miR-372 and miR-373 act as oncogenes, silencing LATS2 



and thus allowing cell proliferation [36]. Indeed, LATS2 is a serine/threonine kinase 

involved in a positive feedback loop with p53 [46] that can induce G1/S arrest by 

inhibiting cyclin E/cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) kinase activity [47]. 

Interestingly, AGS cells express low wild-type p53 [48] and high p21cip1/waf1 levels in 

basal growth conditions ([49]; Cedric Belair and Cathy Staedel, unpublished results). 

Thereby, as in the testicular germ cell tumors, abundant miR-372 and miR-373 in 

AGS cells, that totally silence LATS2, may participate in their active cell cycle 

progression despite high levels of p21cip1/waf1. 

 

H. pylori represses the miR-371-372-373 expression via its major virulence 

factor CagA 

We report here that H. pylori specifically inhibits the synthesis of miR-372 and miR-

373 at the primary transcript level and that this repression relies on CagA 

translocation in AGS cells through a functional T4SS. Very interestingly, these two 

miRNAs, already described to promote cell proliferation [36], have also been found to 

be repressed upon differentiation of embryonic stem cells in specific culture 

conditions [34]. In fact, H. pylori, via its major virulence factor CagA, can induce an 

intestinal transdifferentiation program in gastric epithelial cells that have undergone a 

cell cycle arrest [24]. In these cells, the proliferation is blocked at the G1/S transition 

after 24 h in the presence of cagPAI+ H. pylori and this stop is dependent on the 

translocation of CagA into the host cell [24, 49]. Therefore, one could imagine that 

the observed repression of miR-372 and miR-373 in AGS cells could be a 

consequence of a block in cell division. However, at 2 h post infection, when cell 

proliferation has not been stopped yet, the pri-miR-371-372-373 was already 

downregulated close to its minimal level. This latter result suggests that the CagA-

dependent repression of this cluster is a primary event and not a consequence of the 

cell cycle arrest. Further investigations may uncover the possible role of cell signaling 

pathways in this repression such as extracellular signal-regulated kinase (ERK), the 

phosphoinositide 3-kinase  (PI3K)/Akt and notably the Src kinase, the activation of 

which occurs at this very initial stage of infection [50]. 

 

The cell cycle arrest at the G1/S transition in AGS cells is mediated by the 

regulation of the couple miR-372-373/LATS2 protein  



In this paper, we also reveal a new mechanism involved in the cell cycle arrest in 

AGS cells upon H. pylori infection. Indeed, we show that this bacterium induces a 

block in cell cycle progression at the G1/S transition via the post-transcriptional 

derepression of LATS2 synthesis. While several cell cycle regulators have been 

studied in this context, such as p21cip1/waf1 [31, 49, 51], or p27kip1 [52, 53], our data 

indicate that an additional pathway can occur in AGS cells. Indeed, H. pylori is much 

less efficient in blocking cell proliferation when the level of LATS2 is maintained at a 

low level either by miR-372 and miR-373 mimics or by specific anti-LATS2 siRNAs. 

However, because the 3’UTR of p21cip1/waf1 has also been proposed to be targeted by 

miR-372 and miR-373 [54], we certainly cannot exclude that its induction also 

participates in this cell cycle arrest [24, 49]. However, the block at the G1/S transition 

in AGS cells requires the derepression of LATS2 synthesis via the repression of miR-

372 and miR-373. Our results with the EGFP-LATS2 reporter cell line infected with 

type I strains, which harbor a functional cagPAI, clearly indicate that H. pylori induce 

a post-transcriptional release of LATS2 synthesis in a CagA-dependent manner 

through the downregulation of the miRNA cluster. 

 

AGS cells exhibit a stem cell miRNA signature 

Because cagPAI increases the risk for infected patients to develop severe atrophic 

gastritis and distal intestinal-type gastric cancer [55], the perturbations of cell cycle 

progression elicited by H. pylori in gastric epithelial cells gave raise to many studies, 

some of which having precisely used AGS cells as a model system of an actively 

replicating gastric mucosa [31, 51, 56]. The miRNA content in AGS cells is 

characterized by its relative high abundance in embryonic stem cell miRNA [see 

Additional File 1, Table S2]. In fact, the growth advantages that AGS cells gained 

from the high expression of miR-371-372-373 cluster confer to them characteristics 

of gastric stem cell/progenitors rather than gastric mucosa differentiated epithelium. 

miR-373 expression has already been detected in stomach [33]. Epithelium turnover, 

which results from the balanced progenitor cell generation and differentiated cell 

death, is a major host defense mechanism against pathogens and its alteration is 

commonly observed upon bacterial infections [57]. Iwai and colleagues have shown 

that Shigella flexneri blocks cell cycle of intestinal progenitors through the injection of 

its bacterial effector IpaB [58]. In an animal model, the same group has demonstrated 

that H. pylori through CagA delivery suppresses apoptosis at superficial gastric pit 



cells, leading to delayed gastric epithelium self-renewal. Hence, it is tempting to 

speculate that H. pylori interferes with the gastric epithelium self-renewal repressing 

this specific embryonic miRNA cluster in gastric progenitors, an additional 

mechanism that Mimuro and coworkers did not observe [57].  

 

Conclusions 

The role of miRNAs in severe pathologies, such as cancer, is now clearly established 

and extensively studied. Our work uncovers the unexpected pair of miR-372 and 

miR-373 as a novel example of miRNAs dysregulated in gastric cancer. Repressing 

LATS2 synthesis, through miR-372 and miR-373 overexpression, could represent an 

alternative pathway to the downregulation of p21cip1/waf1 or p27kip1 in the sequence of 

events leading to the malignant transformation of cells. We unveil LATS2/miR-372 

and miR-373 as a novel mechanism in CagA-induced cell cycle arrest in proliferating 

gastric cells. Our findings enrich the library of cellular signaling perturbed by the Cag 

toxin with the miRNA pathway. Further studies will bring out the bacterial silencing 

repressor potential of CagA. Finally, our data are the first findings described so far 

showing a human pathogenic bacterium able to interfere with the biogenesis of a 

miRNAs cluster through the injection of its CagA toxin. However it is likely that it will 

be not the only one, as injection of toxin through a secretion system in order to 

interfere with host cell signaling pathways is a common virulence mechanism used 

by human pathogenic Gram-negative bacteria. 

 

Methods 

Cell culture 

All the tissue culture reagents were purchased from Invitrogen (Paisley, UK ). The 

AGS gastric epithelial cell line (ATCC CRL 1739, Manassas, VA, USA) was 

maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)/F-12 (Ham’s) medium, the 

other gastric epithelial cell line MKN-74 (HSRRB FC-2008-028, Osaka, Japan) in 

RPMI medium and the cervix cancer cell line (HeLa) in DMEM. All media were 

supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine 

and 1% non-essential amino acids. Cells were grown at 37°C in a humidified 5% CO2 

atmosphere.  

 

H. pylori culture 



H. pylori 26695 strain (CIP 106780, Institut Pasteur, Paris, France) and its isogenic 

mutants, as well as P12 (generous gift of T. Meyer, MPI, Berlin, Germany), SS1 and 

X47-2AL (generous gift of H. de Reuse, Institut Pasteur, Paris, France) strains were 

grown on columbia agar plates supplemented with 7% laked horse blood, the Dent 

selective supplement (Oxoid, Basingstoke, UK), and 20 µg/ml kanamycine for the 

isogenic mutants, for 24 h at 37°C, in anaerobic jars, under microaerobic conditions 

(10% CO2, 6% O2) generated by CampyGen bags (Oxoid, Basingstoke, UK). After 24 

h incubation, the bacteria were expanded onto fresh plates and grown for an 

additional 24 h. For infection, bacteria were harvested in complete Ham’s medium 

and quantified by optical density at 600 nm, assuming that OD600 = 1 corresponded 

to 109 bacteria. 

 

Construction of H. pylori isogenic mutants 

The isogenic knockout mutants 26695 �cagA and �cagE were constructed as 

previously described [59]. The genomic DNA of H. pylori strain 26695 and the vector 

pUC18K2 were used as template for all PCR amplifications in order to generate the 

kanamycine resistance cassette. [see Additional File 1, Table S4 for primers]. 

 

Coculture of AGS cells with H. pylori 

Before coculture, the culture medium was replaced with fresh and the bacterial 

suspension was added to AGS cells at 60% to 70% confluence at the indicated MOI. 

The cocultures were incubated at 37°C, in a humidified 5% CO2 atmosphere. 

 

RNA extraction 

Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen, Paisley, UK), according to 

the manufacturer’s protocol. RNA concentrations were determined by a NanoDrop 

spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., Waltham, MA, USA). RNA quality 

was analyzed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 

 

454 miRNA libraries 

Libraries for ‘454’ pyrosequencing of cDNA were constructed by Vertis Biotechnology 

AG, Freising, Germany (http://www.vertis-biotech.com/) as described previously for 

eukaryotic microRNA in brain [60] and murine macrophages [14]. Specifically, total 

RNA was prepared from AGS cells either grown in basal conditions or cocultured for 



5 h with H. pylori 26695 strain at MOI 240, and treated with DNase I. Small RNA 

species were isolated from DNase I treated RNA using the mirVana miRNA isolation 

kit (Ambion, Austin, Texas, USA). The small RNAs were separated on a denaturing 

12.5% polyacrylamide (PAA) gel and stained with SYBRgreenII. As molecular mass 

standard, a mixture of oligonucleotides was used, also as internal size marker within 

the RNA samples. The population of miRNAs with a length of 19 to 29 nucleotides 

was obtained by passive elution of the RNAs from the gel. The miRNAs were then 

precipitated with ethanol and dissolved in 20 �l water, and 100 ng of RNA was used 

for cDNA synthesis. The RNA samples were poly(A)-tailed using poly(A) polymerase 

followed by ligation of a RNA adapter to the 5´-phosphate of the small RNAs. First-

strand cDNA synthesis was then performed using an oligo(dT)-adapter primer and M-

MLV H- reverse transcriptase. Incubation temperatures were 42°C for 20 min, ramp 

to 55°C followed by 55°C for 5 min. The resulting cDNAs were then PCR amplified 

using a high fidelity DNA polymerase. The primers used for PCR amplification were 

designed for amplicon sequencing according to the instructions of 454 Live Sciences 

and contain barcode sequences, which are attached to the 5'-ends of the cDNAs 

during PCR amplification. The following adapter sequences flank the cDNA inserts: 

5´-end (54 bases) (5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-NNNNNN-

GACCTTGGCTGTCACTCA-3) and 3´-end (84 bases) (5'-

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-

ATCAGGCAGAGGACGAGACATCGCCCCGC(dT25)-3'). The 454 adapter 

sequences are in bold. 

 

The combined length of the flanking sequences was 104 bases. Therefore, PCR 

products containing miRNA sequences of 19 to 29 nucleotides must have a total 

length of about 120 to 135 bp. PAGE analysis of the PCR-amplified cDNAs revealed 

that the cDNAs were of the expected size. The 120 to 135 bp fractions of the cDNAs 

were obtained by separation of the cDNAs on preparative 6% PAA gels. The eluted 

cDNAs were finally extracted with phenol/chloroform and precipitated with ethanol. 

DNA pellet was dissolved in 30 µl water. Concentration of the samples was about 10 

ng/µl. The resulting cDNA libraries were sequenced on a Roche GS20 454 

sequencer at the MPI for Molecular Genetics in Berlin, Germany. 

 

miRNA sequencing analysis 



The 454 reads were aligned against the respective set of mature miRNAs using the 

R package mirMap454. Briefly, mirMap454 attempts to identify common 5' and 3' 

adapter sequences in the reads and removes these prior to further analysis. Each 

read is aligned against all mature miRNAs in the database semiglobally using 

dynamic programming. The simple scoring scheme employed allows terminal gaps in 

the mature miRNA sequence at no costs, while indels in general are scored with +3, 

mismatches with +2 and mismatches to N with +1. Motivated by the error distribution 

of 454 reads, up to three terminal mismatches are ignored in scoring the alignment if 

the remainder of the sequences aligns without indels or mismatches. For each read, 

the alignment to a mature miRNA with lowest score is identified. If the score of this 

alignment is 5 or less, the read is considered to be mapped to this miRNA. If the read 

maps to n different miRNAs with equal scores, 1/n reads are counted as mapped to 

each of these miRNAs [see Additional File 1, Table S1 for results]. 

 

Quantitative RT-PCR 

TaqMan microRNA assays (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) were used to 

quantify the expression of mature miR-371-3p (AB 002124), miR-372 (AB 000560) 

and miR-373 (AB 000561). Real-time RT-qPCR was performed in triplicate on 20 ng 

total RNA according to the manufacturer’s instructions. miR-372 copy number was 

determined by absolute RT-qPCR. Sample Ct value was compared to a standard 

curve determined using serially diluted synthetic miR-372 [see Additional File 1, 

Table S4] and expressed as copies per cell on the basis of our determination of 1 �g 

RNA/105 AGS cells. LATS2 mRNA and pri-miR-371-372-373 levels were determined 

by RT-qPCR using PerfeCta SYBR Green SuperMix (Quanta BioSciences, 

Gaithersburg, MD, USA). cDNA was synthesized with Superscript II reverse 

transcriptase (Invitrogen, Paisley, UK) using oligo(dT)20 primer according to the 

manufacturer’s protocol [see Additional File 1, Table S4 for qPCR primers]. miRNAs 

levels were normalized to U6 small nuclear RNA (snRNA) (RNU6b, AB 001093) or to 

SNORD49A (RNU49, AB 001005) in infection experiments, because RNU6b was 

found affected by the infection. The levels of LATS2 mRNA or pri-miR-371-372-373 

were normalized to the ribosomal protein P0 mRNA. Relative expressions were 

calculated using the comparative Ct method. 

 

Northern blots 



Total RNA (20 µg) were resolved on a 15% denaturing PAA gel and blotted onto 

nylon membranes (Hybond-N, GE Healthcare,  Chalfont St. Giles, UK). Membranes 

were incubated with 5’-32P-radiolabeled locked nucleic acid (LNA)/DNA probes in 

50% formamide, 5 × SSPE (Saline-Sodium Phosphate-EDTA), 5 × Denhardt 

solution, 0.5% SDS, 20 �g/ml salmon sperm DNA, at 42°C overnight in a 

hybridization oven. After two washes for 5 min each in 2 × SSC (Saline-Sodium 

Citrate), 0.1% SDS at 42°C, the blots were analyzed and quantified by 

phosphorimaging (Molecular Imager PharosFXplus, BioRad, Hercules, CA, USA) [see 

Additional File 1, Table S4 for probe sequences]. 

 

Western blot 

Cells were harvested in ice-cold Ham’s medium and washed with ice cold phosphate-

buffered saline (PBS). The cell pellets were lysed in ProteoJET Mammalian Cell lysis 

reagent (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) supplemented with 5 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 1 × ProteoBlock Protease inhibitor 

cocktail (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). Proteins were separated by SDS-

PAGE and western blot was performed using Immobilon-P transfer membrane 

(Millipore), according to standard procedures. Anti-LATS2 (clone ST-3D10, Abnova, 

Taipei City, Taiwan) and anti-�-tubulin (clone B-5-1-2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) antibodies were used at a 1:500 and 1:30,000 dilutions, respectively.  

 

Cell transfections 

All transfections were performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Paisley, UK) 

according to the manufacturer’s protocol [see Additional File 1, Table S4 for 

oligonucleotide sequences]. Double-stranded mimic 372-373 were generated by 

incubating equimolar amounts of complementary, heat-denatured single RNA strands 

in 60 mM KCl, 6 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Hepes) pH 

7.5, 0.2 mM MgCl2 buffer, for 20 min at room temperature. Anti-human LATS2 siRNA 

(siLATS2) and control siRNA were purchased from Qiagen (Courtaboeuf, France). 

AGS cells were transfected twice with 100 nM of miRNA-antisense (as372-373), 100 

nM scrambled oligonucleotides (sc372-373), or 25 nM double-stranded mimics, 20 

nM siLATS2 or 20 nM control siRNA. pCMVmyc-LATS2 (generous gift of Professor H 

Nojima, Osaka, Japan) or the empty vector pcDNA3 (Invitrogen, Paisley, UK) were 

transfected as indicated in the figure legends. NF�B activation was monitored using 



the BD Mercury firefly luciferase reporters (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 

USA) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 48 h before infection, cells 

were transfected with either 1 �g NF�B-luc or TAL (luciferase without promoter) 

vectors, together with 10 ng of pRL-SV40 control vector (Promega, Madison, WI, 

USA). LATS2 translation efficiency was assessed with the luciferase sensors pGL3-

LATS2 or its mutant pGL3-LATS2mut [34] (generous gifts of Professor R Agami, The 

Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, The Netherlands). Each plasmid was 

transfected at 100 ng in the presence of 10 ng pRL-SV40 control vector (Promega, 

Madison, WI, USA). At the second transfection round with as372-373 or sc372-373, 

the oligonucleotides were mixed with 100 ng pGL3-LATS2 or pGL3 plasmids, and 10 

ng pRL-SV40 control vector. Firefly and Renilla luciferases were measured 48 h post 

transfection using the Dual Luciferase Assay (Promega, Madison, WI, USA). Firefly 

luciferase activities were normalized for transfection efficiency by Renilla luciferase. 

 

Construction of the LATS2 reporter AGS cell line 

The LATS2 3’UTR sequence was obtained by PCR using pGL3-LATS2 as template 

[see Additional File 1, Table S4 for primers]. The PCR product was cloned into the 

pEGFP-C1 vector (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France) downstream to the 

egfp gene. Stable LATS2 reporter AGS cells were obtained after selection with 400 

�g/ml geneticin (Invitrogen, Paisley, UK ) of AGS cells transfected with the pEGFP-

3’UTR-LATS2 vector. 

 

Cell cycle analysis by flow cytometry 

After coculture with H. pylori, adherent and floating cells were collected together, 

washed once in ice-cold PBS and fixed in 70% ice-cold ethanol for 24 h. Fixed cells 

were stained in a 0.5 mg/ml propidium iodide, 0.1% (w/v) RNAse A, 0.1% (w/v) 

bovine serum albumin (BSA)/PBS solution and analyzed for DNA content by flow 

cytometry (FACS Canto cytometer, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). 

 

BrdU incorporation 

AGS cells were transfected twice with as372-373, sc372-373 or mimic 372-373 

before coculture with H. pylori. Cells were pulse labeled with 10 nM BrdU for 1 h 

before the end of the coculture. Cells were harvested and BrdU incorporation was 

detected by immunofluorescent staining using the fluorescein isothiocyanate (FITC) 



BrdU Flow kit (Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) and quantified by flow 

cytometry (FACS Canto cytometer, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). 
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Figure legends 



Figure 1. Micro RNA (miRNA) expression profile in AGS cells. (A) miRNA content 

of AGS cells was determined by high-throughput ‘454’ pyrosequencing [see 

Additional File 1, Table S1]. Bars indicate the number of reads for each miRNA out of 

25,348 miRNA matching sequences. Only the 42 most abundant miRNAs are plotted 

in order of decreasing number of reads. Black bars indicate mature miRNAs 

belonging to the miR-371-372-373 cluster. (B) Pie chart represents the percentage 

and clustering of the most highly expressed miRNAs in AGS cells. Percentage 

represents the number of reads of each miRNA relative to the total number of reads. 

(C) Endogenous expression of some mature miRNAs in AGS cells was measured by 

quantitative real time PCR (RT-qPCR). Bars indicate the relative expression of each 

miRNA normalized to U6 small nuclear RNA (snRNA) (RNU6B). Data are mean ± SD 

of three independent experiments. 

 

Figure 2. miR-372 and miR-373-mediated regulation of large tumor suppressor 

homolog 2 (LATS2) translation and AGS cell proliferation. (A) Schematic 

representation of the pGL3 vector (control) and the pGL3-LATS2 sensor containing 

the 3’ untranslated region (UTR) of the LATS2 human gene, which harbors two 

predicted miR-372 and miR-373 target sequences [36]. Also shown is the predicted 

base pairing formed between miR-372 or miR-373 with each of the LATS2 3’UTR 

binding sites as predicted by http://pictar.mdc-berlin.de. Seed regions of miR-372 and 

miR-373 are underlined. (B) LATS2 levels and mature miR-372 and miR-373 

expression in AGS, MKN-74 and HeLa cells were determined by immunoblot and 

northern blot, respectively. �-Tubulin and U6 small nuclear RNA (snRNA) were used 

as loading controls. (C) The pGL3 and pGL3-LATS2 vectors were transfected into 

either parental AGS (mock), or cells treated with 100 nM of as372-373 or the sc372-

373 control oligonucleotides. Transfection efficiency was assessed with the pRL-

SV40 vector. Luciferase activities were measured 48 h post transfection. Bars 

indicate the relative firefly luciferase activity normalized to the Renilla activity and 

compared to pGL3. Data are mean ± SD from three independent experiments. *P 

<0.05; **P <0.01.  (D) The DNA synthesis rate was measured by 5-bromo-2'-

deoxyuridine (BrdU) incorporation (10 nM for 1 h) in untreated (mock) AGS cells or 

cells treated for 48 h with 100 nM as372-373 or sc372-373 or transfected with the 

pCMVmyc-LATS2 vector. Bars represent the relative BrdU incorporation compared to 



that of untreated cells. Data are mean ± SD of three independent experiments. **P 

<0.01. 

 

Figure 3. Helicobacter pylori-induced downregulation of mature miR-371, miR-

372 and miR-373 levels in AGS cells. (A) Micro RNAs (miRNAs) content of AGS 

cells cocultured with H. pylori was determined by high-throughput ‘454’ 

pyrosequencing. The graph represents the miRNAs content in reads of uninfected 

AGS cells (y axis) versus infected cells (x axis). miR-372, miR-373 and miR-371-5p 

are shown (empty plots). The trend line is represented, R2 = 0.9556 [see Additional 

File 1, Table S1 for total number of reads of each miRNA and Fisher’s exact test P 

values]. (B) Endogenous expression of mature miR-371-3p, miR-372 and miR-373 

(black bars), or miR-19b, miR-106b, miR-21 and miR-93 (grey bars), was determined 

by quantitative real time PCR (RT-qPCR) in AGS cells 24 h post infection at 

multiplicity of infection (MOI) 100. Bars indicate the relative miRNA expression 

normalized to SNORD49A (RNU49) and compared to uninfected AGS cells. Data 

represent mean ± SD of three independent experiments. **P <0.01; ***P <0.001. (C) 

Northern blot analysis of mature miR-372, miR-373 and pre-miR-373 expression in 

uninfected (lane 2) or H. pylori-infected AGS cells (lane 3) in the same conditions as 

in (A). lane 1: M, size marker (nucleotides). A representative blot is shown. (D,E) 

Expression of the primary miR-371-372-373 cluster transcript after different time of 

infection (MOI 100) (D), and different MOI (6 h post infection) (E). Bars indicate the 

relative primary polycistronic miRNA transcript (pri-miRNA) expression determined by 

RT-qPCR, normalized to the ribosomal protein P0 mRNA and compared to 

uninfected AGS cells. A representative experiment is shown.  

 

Figure 4. CagA-dependent repression of primary (pri-)miR-371-372-373 and 

upregulation of large tumor suppressor homolog 2 (LATS2) expression. (A,B) 

Expression of the primary miR-371-372-373 cluster transcript (A) or LATS2 mRNA 

(B) was determined by quantitative real time PCR (RT-qPCR) in uninfected AGS 

cells or cells infected for 24 h at multiplicity of infection (MOI) 100 with either 

Helicobacter pylori 26695 or its �CagA or �CagE isogenic mutants. Bars indicate the 

relative pri-micro RNA (miRNA) or LATS2 mRNA expression, normalized to the 

ribosomal protein P0 mRNA and compared to uninfected AGS cells. Data are mean ± 

SD of three independent experiments. **P <0.01; ***P <0.001. (C) LATS2 



immunoblot of AGS cells infected or not with H. pylori or its isogenic mutants as 

described above. �-Tubulin was used as a loading control. (D) Enhanced green 

fluorescent protein (EGFP) fluorescence of LATS2 reporter cells infected or not with 

wild-type H. pylori, or the �CagA or �CagE isogenic mutants. Cells were infected as 

described above and observed 24 h later on an inverted microscope (Zeiss) in phase 

contrast (right panels) or epifluorescence (left panels). 

 

Figure 5. Role of miR-372 and miR-373 in Helicobacter pylori-induced cell cycle 

arrest in AGS cells. (A) DNA synthesis rate of uninfected AGS cells or cells infected 

for 24 h with wild-type H. pylori or its isogenic mutants ∆CagA and ∆CagE. (B,C) 

DNA synthesis rate of parental AGS cells (mock), or treated cells infected with or 

without wild-type H. pylori for 24 h. Previously, cells were transfected either with 100 

nM of a mixture (1:1) of anti-miR-372 and miR-373 antisense oligonucleotides 

(as372-373), 25 nM miR-372 and miR-373 double-stranded RNA mimics or 100 nM 

scrambled oligonucleotides (sc372-373) (B), or treated with 20 nM of anti- large 

tumor suppressor homolog 2 (LATS2) siRNA or control siRNA (C). DNA synthesis 

level was measured by 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) pulse labeling. Bars 

represent the relative BrdU incorporation level compared to that of uninfected (A) or 

uninfected parental (B,C) AGS cells. Data are mean ± SD of two independent 

experiments. *P <0.05. 

 

Additional files 

Additional file 1 

Title: Tables S1-4. 

Description: Table S1: 454 results of the micro RNA (miRNA) content in AGS cells in 

basal conditions and upon Helicobacter pylori infection (MirBase 14.0). miRNAs 

studied in this paper are represented in bold. P values are calculated using Fisher’s 

exact test. Table S2: miRNAs listed in regards of their known function. miRNAs 

counting more than 100 reads (>0.4% reads) correspond to those in Figure 1. Table 

S3: H. pylori strains used in this study. Table S4: Oligonucleotides used in this study. 

Sequences are given in the 5’ to 3’ direction. For locked nucleic acid (LNA) 

oligonucleotides small letters indicate DNA, whereas capital letters indicate LNA. 

Antisense miRNA is abbreviated as number of the miRNA. Sequences homologous 



to the aphA-3’ kanamycin resistance cassette gene are shown in italics, lower case 

letters 

 

Additional file 2 

Title: Figure S1. 

Description: Large tumor suppressor homolog 2 (LATS2) translation efficiency in 

AGS (high miR-372 and miR-373) and MKN-74 (low miR-372 and miR-373) cells. 

AGS or MKN-74 cells were plated at 0.7.105 or 105 cells/well, respectively, in a 24-

well plate and transfected the following day with 100 ng/well pGL3, pGL3-LATS2 or 

pGL3-LATS2mut vectors [36], each mixed with 10 ng pRL-SV40 vector. Luciferase 

activities were measured 48 h post transfection. Bars indicate the relative firefly 

luciferase activity normalized to the Renilla activity and compared to pGL3. Data are 

mean ± SD from three independent experiments in triplicate. *P <0.05; ***P <0.001. 

 

Additional file 3 

Title: Figure S2. 

Description: Effect of antisense oligonucleotides treatment on micro RNA (miRNA) 

expression (A,B), large tumor suppressor homolog 2 (LATS2) expression (D) and 

cell growth rate (C,E). (A) Endogenous expression of miR-372, miR-373 and miR-

200b was determined 48 h post transfection by quantitative real time PCR (RT-

qPCR) in untreated cells (mock) or cells treated twice with 100 nM of locked nucleic 

acid (LNA)/DNA antisense (as372-373) or scramble (sc372-373) oligonucleotides 

[see Additional File 1, Table S4 for sequences]. Bars indicate relative miRNA 

expression normalized to U6 small nuclear RNA (snRNA) (RNU6b). Data are mean ± 

SD of two independents experiments. (B) Northern blot analysis of untreated cells 

(lane 2) or cells treated with as372 (lane 3), as373 (lane 4), the mix as372-373 (lane 

5) or the mix sc372-373 (lane 6). M: DNA (bp) marker lane (Promega). (C) 

Comparison of AGS growth rate between non-treated (mock) or cells treated with 

antisense (as372-373, as200b-200c) or scrambled (sc372-373, sc200b-200c) 

oligonucleotides. Cells were plated at a density of 105 cells per well in a six-well plate 

and counted at day 2 and day 3 after plating. The results are expressed as the 

relative increase in cell numbers between day 2 and day 3, normalized to that of 

untreated AGS cells. Data are mean ± SD of three independent experiments in 

duplicate. (D) LATS2 immunoblot of AGS cells transfected with a pCMVmycLATS2 



expression vector, or with as 372-373 or sc372-373 oligonucleotides. A total of 106 

AGS cells were plated in 6 cm diameter plates and transfected the following day with 

1 �g pCMVmycLATS2. Oligonucleotide treatments were performed as above. Proteic 

lysates were prepared 48 h post transfection and submitted to SDS-PAGE. �-Tubulin 

was used as a loading control. A representative immunoblot is shown. (E) Effect of 

ectopic expression of LATS2 on AGS or MKN74 growth rate. Black bars, cells 

transfected with pCMVmycLATS2; grey bars, cells transfected with pcDNA3. Cells 

were plated at a density of 103 cells/well in a 96-well plate containing 22 ng/well 

plasmid. Cell viability was determined at day 2 and day 3 after plating by optical 

density later using the Celltiter Proliferation Assay (Promega). The results are 

expressed as the relative increase in optical density between day 2 and day 3, 

normalized to that of pcDNA3-transfected cells. Data are mean ± SD of two 

independent experiments performed in triplicate. 

 

Additional file 4 

Title: Figure S3. 

Description: Helicobacter pylori-induced morphological changes (A) and 

proinflammatory responses (B,C) in AGS cells. (A) Morphology of uninfected AGS 

cells or cells infected for 24 h with H. pylori 26695 wild-type strain or its isogenic 

mutants H. pylori �CagA and �CagE at multiplicity of infection (MOI) 100 was 

visualized by phase contrast microscopy. Uninfected AGS cells display an epithelial 

morphology. Coculture with H. pylori 26695 wild-type strain causes cell elongation, 

so called ‘hummingbird’ phenotype, and vacuoles. The ‘hummingbird’ phenotype is 

CagA dependent, as cells cocultured with H. pylori 26695 mutated for the CagA toxin 

(H. pylori �CagA) or unable to inject CagA (H. pylori �CagE) harbor only vacuoles, 

an effect due to the VacA toxin secreted into the culture medium. (B,C) 

Proinflammatory responses of AGS cells infected for 24 h with H. pylori 26695 wild-

type strain or its isogenic mutants �CagA and �CagE at MOI 100 were analyzed by 

nuclear factor (NF)�B activation (B) and interleukin 8 (IL-8) secretion (C). As 

previously described [26], NF�B activation and IL-8 secretion were both CagA and 

Type IV Secretion System  dependent. NF�B activation was monitored using the BD 

Mercury firefly luciferase reporters (Beckton-Dickinson) containing NF�B binding 

sites upstream of the firefly luciferase. Bars indicate the firefly luciferase activity 

normalized to Renilla luciferase, minus TAL (luciferase without promoter) activity. 



Data represent the mean ± SD of two independent experiments. IL-8 secreted in the 

culture medium was measured 24 h post infection using ELISA (R&D systems). The 

results represent the mean ± SD of four independent experiments. 

�

Additional file 5 

Title: Figure S4. 

Description: Enhanced green fluorescent protein (EGFP) fluorescence of large tumor 

suppressor homolog 2 (LATS2) reporter-AGS cells transfected with as372-373 or 

sc372-373. Cells were transfected twice with 100 nM antisense or scramble 

oligonucleotides and observed 24 h after the last transfection on an inverted 

microscope (Zeiss) in phase contrast (right panels) or epifluorescence (left panels). 

 

Additional file 6 

Title: Figure S5. 

Description: Helicobacter pylori strain-specific repression of primary (pri-)miR-371-

372-373 and upregulation of the enhanced green fluorescent protein (EGFP)-3’ 

untranslated region (UTR) large tumor suppressor homolog 2 (LATS2) reporter gene. 

AGS cells were infected with H. pylori type I strains (P12) or type II strain (SS1, X47) 

at a multiplicity of infection (MOI) 100 for 24 h. (A) Expression of the pri-miR-371-

372-373 was determined by quantitative real time PCR (RT-qPCR) in non-infected 

cells (NI) or cells infected with the different H. pylori strains. Bars indicate relative pri-

micro RNA (miRNA) expression normalized to ribosomal protein P0. A representative 

experiment is shown. (B) EGFP fluorescence of LATS2 reporter cells infected or not 

with H. pylori strains. Cells were observed 24 h post infection on an inverted 

microscope (Zeiss) in phase contrast (right panels) or epifluorescence (left panels). 

 

Additional file 7 

Title: Figure S6. 

Description: CagA-dependent accumulation of Helicobacter pylori-infected AGS cells 

in G0/G1 phase. Cellular DNA contents of uninfected AGS cells or cells infected for 

24 h with wild-type, �CagA or �CagE H. pylori were stained by iodide propidium and 

analyzed by flow cytometry. 
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Annexe 2 : Analyse par Northern blot de l’expression des miR-372/373 dans différentes 

lignées cellulaires. 
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Annexe 3 : “Rnd3/RhoE is down-regulated in hepatocellular carcinoma and controls 
cellular invasion”, Grise F., Sena S., Bidaud-Meynard A., Baud J. et al, 2011, Hepathology, 

en revision.  
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