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RESUME 

Le pseudomyxome péritonéal (PMP), aussi appelé maladie gélatineuse du péritoine, est 

un cancer rare du péritoine. La tumeur primitive qui se développe dans la lumière de l’appendice 

serait à l’origine de ce cancer. Cette tumeur, en se développant, obstruerait l’appendice et 

entraînerait une accumulation de mucus, qui conduirait à la rupture de l’appendice, avec une 

libération de cellules tumorales et de mucus, et peut-être aussi de bactéries présentes 

naturellement dans l’appendice ? dans le péritoine des patients . Cette origine soulève alors 

l’hypothèse d’une composante bactérienne associée aux cellules tumorales. De plus, une 

vascularisation importante est retrouvée dans cette maladie. Ces deux composantes ont conduit 

notre unité à explorer l’effet des antibiotiques et des anti-angiogéniques sur le développement 

de la maladie, et plus précisément la combinaison de ces deux types de traitements. 

Afin d’obtenir un modèle murin de pseudomyxome, nous avons effectué une greffe 

intrapéritonéale de prélèvement de patients dans l’abdomen de souris immunodéprimées nudes 

(projet Apafis #34082). Trois modèles ont été obtenus : STLO et BOGH qui sont des modèles 

d’ascite gélatineuse issus de deux patients différents ; et STLOM qui est un modèle de PMP 

sous forme de masse gélatineuse solide issu du même patient que STLO. Nous avons testé 

différentes combinaisons d’anti-angiogéniques et d’antibiotiques : mélange de métronidazole 

et d’amoxicilline en association avec le Bevacizumab ou le Sorafenib ; mélange de Pénicilline 

et de Streptomycine en association avec le Bevacizumab, le Sorafenib ou l’Aflibercept. Le sang 

et la tumeur (et l’ascite) ont été récupérés à la fin de l’expérience pour des analyses 

biochimiques post-mortem. Le dosage du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 

(VEGF) sérique et tumoral a été effectué par la méthode immuno-enzymatique ELISA et le 

dosage de l’Antigène carcino-embrionnaire (ACE) par électrochimiluminescence (ECLIA). 

Enfin, la recherche des bactéries a été réalisée par hybridation in situ (HIS) sur des coupes de 

tissus de patients inclus en paraffine à partir de sondes ciblant l’ARN 16S des bactéries, 

spécifiquement l’ARN 16S de Helicobacter pylori ou l’ARN codant pour la protéine MUC2 

qui est la mucine présente en grande quantité dans les prélèvements de patients. 

Le mélange métronidazole et amoxicilline en association avec le Bevacizumab ou le 

Sorafenib ont induit une diminution significative du développement de l’ascite sur le modèle 

STLO (p=0,002 et p=0,029 respectivement). Puis, la combinaison Pénicilline/Streptomycine en 

association avec l’Aflibercept ont induit une diminution significative du développement 

tumoral, de l’ascite et de l’angiogenèse sur les modèles de pseudomyxome STLOM et BOGH 

par rapport aux souris non traitées contrôles (p<0,0001). De plus, la concentration moyenne en 

ACE est 5 fois plus faible dans le sérum des souris traitées et les concentrations moyennes en 

VEGF sérique et tumorale sont significativement plus élevées chez les souris traitées par 

rapport aux souris contrôles. Dans une seconde partie de nos recherches, nous avons pu observer 

une importante présence bactérienne et de H. pylori par HIS sur des coupes de patients ayant 

un PMP, en association avec une importante expression de MUC2. 

La combinaison d’antibiotiques et d’anti-angiogéniques semble être efficace pour 

inhiber la croissance du PMP in vivo chez la souris. Cette combinaison pourrait être utilisée en 

cas de chirurgie contre indiquée devant un état général altéré, une impossibilité de retirer 

l’ensemble de la tumeur macroscopique par chirurgie de cytoréduction ou une récidive après 

une première chirurgie. Les observations des bactéries par HIS sont à confirmer par réaction de 

polymérisation en chaîne (PCR) ou séquençage à partir des prélèvements des patients, dans le 

but d’affiner encore le choix de l’antibiothérapie. 
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I/ INTRODUCTION 

1) Définition et physiopathologie du PMP 

Le Pseudomyxome Péritonéale (PMP) est un cancer rare du péritoine appelé également 

maladie gélatineuse du péritoine développant une carcinose mucineuse (Figure 1). 

 

Figure 1 : Pseudomyxome péritonéal de patient [1] 

Son incidence est estimée à 3,2 cas/an/1 000 000 d’habitants [6] et il touche 3 fois plus les 

femmes que les hommes [7]. L’origine est appendiculaire dans au moins 90% des cas : la 

physiopathologie du PMP fait suite à la présence d’un adénome se développant progressivement 

dans la lumière appendiculaire, sa croissance aboutissant à l’occlusion de la partie proximale 

de cette lumière. Celle-ci va conduire à la distension progressive de la partie distale de 

l’appendice liée à l’accumulation de mucus non seulement produit par l’épithélium normal mais 

également par l’adénome. La paroi appendiculaire va finir par se rompre : le mucus et les 

cellules tumorales seront alors libérés dans le péritoine (Figure 2). Le mucus est composé de 

deux apomucines spécifiques qui ont la propriété physicochimique d’un état de gel : MUC2 et 

MUC5AC [7]. Les auteurs ont montré que dans le cas du PMP, MUC2 remplace MUC5AC ; 

De ce fait, MUC2 peut être un marqueur de la maladie. 

 

Figure 2 : Tumeur appendiculaire perforée avec extravasation de mucus [1] 

Mucus 

Pseudomyxome 

Mucus 

Extravasation de mucus 

Tumeur appendiculaire 



13 

 

Les autres causes de PMP peuvent être une tumeur ovarienne, du col de l’utérus ou encore un 

adénome colique ou pancréatique. 

L’âge au moment du diagnostic varie de 20 à 80 ans. Plus la maladie est détectée jeune, plus ce 

sera un mauvais facteur pronostique (www.renape-online.fr et www.snfge.org). Certains 

patients atteints de tumeur mucineuse de l’appendice restent asymptomatiques jusqu’à ressentir 

une douleur ou une distension abdominale progressive, des symptômes obstructifs, une perte 

de poids ou une hernie liée au PMP (www.snfge.org). Le diagnostic, souvent porté tardivement, 

est suspecté sur les examens d’imagerie (scanner, IRM), sur une élévation des marqueurs 

tumoraux sériques (ACE, CA 125 et CA 19.9) et sur la présence de mucine dans la cavité 

péritonéale confirmée par l’analyse histologique des prélèvements péritonéaux. Enfin, Shetty, 

S. et al., en 2013, ont détecté des mutations KRAS dans 57,8% des cas, tous grades confondus 

[8]. Plus précisément, 89% des mutations ont été observées dans le codon 12 et les auteurs nous 

informent que cette mutation pourrait être liée à la production de mucine mais que ce n’est pas 

un facteur pronostic pour la survie des patients. Cependant, la surexpression de p53 mutée 

corrélée à un PMP de haut grade et au sexe féminin serait responsable d’une diminution 

significative de la survie des patients. 

La mortalité des patients résulte d’une propagation de la mucine qui augmente et envahit le 

péritoine ; ce qui conduit à une obstruction mécanique des organes abdominaux, des 

compartiments thoraciques et vasculaires [7]. La survenue d’un processus métastatique est plus 

rare, souvent spécifique des formes de haut grade et touche alors le foie, les poumons et le 

cerveau. 

 

2) Classification anatomo-pathologique du PMP 

Le PMP appartient au groupe des maladies rares du péritoine, pour lequel, l’Institut 

National du cancer (INCa) et la Direction de l’Hospitalisation et de l’Organisation des Soins 

(DHOS) ont mis en place un réseau de prise en charge des patients, RENAPE (Réseau National 

de prise en charge des Tumeurs Rares du Péritoine). Ce réseau regroupe 35 centres experts, de 

compétences et structures spécialisées. Ce réseau a permis de constituer un registre des tumeurs 

rares du péritoine, rétrospectif et prospectif des données cliniques, biologiques, et 

anatomopathologiques en collaboration avec le groupe MESOPATH (réseau regroupant les 

pathologistes spécialisés dans le mésothéliome) et RENAPATH (regroupe les 

anatomopathologistes référents des centres rattachés au réseau RENAPE). Une telle 

organisation permet d’orienter les patients vers des équipes spécialisées pour une prise en 

charge thérapeutique optimale. 

La classification histologique a pendant de nombreuses années été controversée. En 2012, un 

congrès international s’est tenu à Berlin par les experts du PSOGI (Peritoneal Surface Oncology 

Group International) afin d’établir un consensus pour la classification pathologique des grades 

du PMP [9]. Ainsi, il a été défini trois principaux grades (https://www.snfge.org): 

- LGMCP (low-grade mucinous carcinoma peritonei) ou carcinome mucineux péritonéal 

de bas grade qui correspond à des dépôts mucineux avec des cellules tumorales de faible 

densité (<20%), des atypies de bas grade sans invasion infiltrative ni destructrice (Figure 

3). 

http://www.renape-online.fr/
http://www.snfge.org/
http://www.snfge.org/
https://www.snfge.org/
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Figure 3 : PMP de bas grade [2]. La coupe de tissu a été colorée à l’hématoxyline - éosine et 

montre des bandes de cellules tumorales sans mitose autour du mucus, la présence abondante 

de mucus et de collagène mais aussi des cellules inflammatoires dispersées. 

- HGMCP (high-grade mucinous carcinoma peritonei) ou carcinome mucineux 

péritonéal de haut grade qui correspond à des dépôts mucineux avec des cellules 

tumorales de densité plus importante (>20%), des atypies de haut grade avec ou sans 

invasion infiltrative ni destructrice notamment dans les ganglions lymphatiques (Figure 

4). 

 

 

Figure 4 : PMP de haut grade. La coupe de tissu a été colorée à l’hématoxyline-éosine et 

montre une invasion destructive du stroma (A), des atypies cytologiques de haut grade avec 

des mitoses (B) et des cellules inflammatoires infiltrées dans le stroma avec présence de 

fibrose (C) [2]. 

 

- HGMCP-S ou carcinome mucineux péritonéal de haut grade avec cellules en bagues à 

chaton qui correspond aux mêmes caractéristiques que le HGMCP avec la présence de 

A B C 
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Cellules 
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destructive 
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bagues en chaton (signet ring cells), dont leur présence représente un facteur 

pronostique péjoratif (Figure 5).  

 

Figure 5 : PMP de haut grade avec la présence de cellules en bagues à chaton. La coupe de 

tissu a été colorée par la coloration de Papanicolaou qui permet de réaliser l’étude 

morphologique des cellules. Les cellules en bagues à chaton sont caractérisées par la 

présence d’une vacuole de mucus intracytoplasmique et d’un noyau concentré localement en 

périphérie. Elles sont responsables notamment du pronostic péjoratif des patients [10]. 

L’aspect morphologique et l’étendue de la maladie sont des facteurs pronostiques du PMP 

d’origine appendiculaire conditionnant la stratégie thérapeutique.  

 

3) Traitement de choix du PMP 

La réponse à la chimiothérapie systémique est limitée. Le seul traitement de choix 

associé à une meilleure survie des patients est une chirurgie de cytoréduction (CRS) suivie 

d’une chimiothérapie hyperthermique intrapéritonéale (CHIP) (Figure 7) [11] 

(http://peritoneum-paris.fr et « Traitement chirurgical à visée curative des carcinoses 

péritonéales » écrit par le Dr Amandine PINTO et le Pr Diane GOERE en 2021). 

Le concept du traitement curatif du pseudomyxome péritonéale est de traiter la maladie 

visible (macroscopique) par la chirurgie, puis la maladie résiduelle invisible (microscopique) 

par un bain de CHIP. Avant le début de la chirurgie, une sonde gastrique et un sondage urinaire 

sont mis en place de manière systématique. L’intervention se déroule toujours par laparotomie 

(c’est-à-dire « à ventre ouvert ») et l’incision est de grande taille, située sur la ligne médiane, 

partant de la pointe du sternum jusqu’au pubis. 

Cellules en 
bagues à chaton 

http://peritoneum-paris.fr/
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Lors de l’exploration chirurgicale, le chirurgien quantifie l’étendue de la carcinose 

péritonéale selon un score ou index de carcinose péritonéal de Sugarbaker (PCI) variant de 0 à 

39 (13 régions se voient attribuer une note comprise entre 0 et 3) (Figure 6). 

 

Figure 6 : Calcul de l’index de carcinose péritonéal selon Sugarbaker (PCI). Un score est 

attribué à chacune des 13 régions en fonction de la taille des nodules péritonéaux : 0 si 

absence de tumeur ; 1 si nodule tumoral inférieur à 0,5 cm ; 2 si taille comprise entre 0,5 et 5 

cm ; et 3 si taille supérieure à 5 cm ou atteinte de la totalité (« Traitement chirurgical à visée 

curative des carcinoses péritonéales » écrit par le Dr Amandine PINTO et le Pr Diane 

GOERE en 2021). 

C’est seulement après cette étape qu’il est décidé si oui ou non l’intervention chirurgicale peut 

être réalisée. Une fois qu’il a fait le bilan de cette dernière, il débute l’ablation de la maladie 

macroscopique et des organes atteints par le PMP et réalise des péritonectomies pour ôter les 

parties de péritoines touchées. 

Si le tube digestif est atteint, des résections d’estomac, de côlon, d’intestin grêle ou de rectum 

peuvent être nécessaires. Dans ce cas-là, le chirurgien est amené à réaliser une résection suivie 

d’une anastomose (remise en continuité). Si plusieurs gestes de ce type sont effectués, il peut 

alors confectionner une iléostomie provisoire (poche provisoire pour le recueil des selles sur 

l’abdomen). La dérivation des selles va ainsi protéger les sutures en aval.  

La cytoréduction chirurgicale complète est indispensable avant de réaliser la CHIP car le bain 

de chimiothérapie ne peut traiter qu’une maladie résiduelle infra-millimétrique ou 

millimétrique (nodule inférieur à 2 mm). Par conséquent, si lors de la chirurgie, le chirurgien 

constate qu’il ne peut pas retirer toute la maladie macroscopique, la CHIP ne sera pas réalisée. 

C’est donc seulement au cours de l’intervention que le chirurgien voit s’il peut ou non retirer 

toute la maladie visible, puis réaliser la CHIP. 
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 La CHIP associe les effets d’une chimiothérapie locale, permettant d’utiliser des 

concentrations au moins 25 fois supérieures à celles atteintes en systémique, à ceux de 

l’hyperthermie. Cette dernière, comprise entre 42 et 43°C permet l’augmentation de la 

pénétration des produits dans les tissus et potentialise la cytotoxicité de la chimiothérapie. Cette 

synergie est notamment démontrée pour le cisplatine, l’oxaliplatine et la mitomycine C. Elle 

doit être réalisée immédiatement après la chirurgie, avant que les cellules tumorales résiduelles 

ne soient piégées dans les adhérences postopératoires, réalisant ainsi un véritable sanctuaire 

pour ces cellules. La CHIP à ventre ouvert permet de baigner la totalité des surfaces de 

l’abdomen et dure entre 30 et 90 minutes (Figure 7). Elle peut également être effectuée à ventre 

fermé, cela dépend des chirurgiens et des sites opératoires. À l’heure actuelle, il n’existe pas de 

consensus international quant à la technique de réalisation de la CHIP. Aucune technique 

d’administration de CHIP n’a fait preuve de sa supériorité sur une autre en termes de survie, de 

morbi-mortalité ou de sécurité au bloc opératoire et le consensus international d’experts n’a pas 

été en mesure d’émettre de recommandations sur ce point. 

 

Figure 7 : Chimiothérapie Hyperthermique IntraPéritonéale (CHIP) à ventre ouvert selon la 

technique « coliseum ». La peau est mise en traction vers le haut afin de créer un réservoir 

dans lequel les tubulures sont stratégiquement positionnées pour permettre l’instillation et la 

recirculation du bain de CHIP. Quatre tubulures sont nécessaires : deux tubulures d’entrée 

(une dans l’hypochondre droit et la deuxième reste en main de l’opérateur) et deux tubulures 

de sorties (une dans le pelvis et l’autre dans l’hypochondre gauche). La cavité péritonéale est 

ensuite remplie du perfusât de CHIP déjà réchauffé et le chronomètre est lancé une fois la 

température cible atteinte. 

Le taux de survie à 3-, 5- et 10 ans est de 77,8%, 79,5% and 55,9% respectivement 

malgré ce traitement agressif  [1, 7]. Malheureusement pour les patients ayant un PMP de haut 

grade, malgré le traitement adéquate, le pronostic reste non favorable car la maladie évolue très 

rapidement, avec une médiane de survie entre 24 mois et 5 ans de 14% [11]. 

Cependant, les taux de mortalité et de morbidité péri opératoires sont importants car c’est un 

traitement très lourd pour les patients (12% et 30% respectivement) [7] [12]. Du fait de la santé 

de certains patients, âgés et atteints de comorbidités, la chirurgie ne peut pas toujours être 

pratiquée, de la même façon que si le PMP est trop étendu. En effet, le temps opératoire total 

pour une CRS complète et une CHIP est d’environ 10 heures [1].  
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Il y a aussi des effets secondaires importants comme des fistules anastomotiques qui 

peuvent survenir entre le 4-5ème jour post-chirurgie, des saignements, une occlusion intestinale, 

ou une infection. Il peut également y avoir des risques inhérents à la chimiothérapie comme une 

insuffisance rénale transitoire (lié au cisplatine) ou une hémorragie retardée (lié à 

l’oxaliplatine). Les risques généraux comme une phlébite ou une embolie pulmonaire sont plus 

rares en raison de la prévention systématique qui est réalisée par un traitement anticoagulant 

préventif et l’utilisation de contentions veineuses (bas de contention).   

Près de la moitié des cas de PMP ne peuvent pas être guéris par CRS-CHIP, et ces patients 

n’ont aucune option de traitement efficace. 

C’est pour cela que nous sommes à la recherche de nouvelles approches thérapeutiques, 

afin de pouvoir traiter les patients qui ne peuvent recevoir le traitement de choix décrit 

précédemment (CRS + CHIP). De plus, la rareté du PMP chez l’homme rend difficile 

l’évaluation des caractéristiques biologiques de la maladie et des nouvelles stratégies 

thérapeutiques. 

 

4) Hypervascularisation du PMP 

L’angiogenèse est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins à partir 

de vaisseaux préexistants. Le facteur soluble principal qui induit l’angiogenèse est le Vascular 

Endothelial Growth Factor ou VEGF. 

C'est un processus physiologique normal, que l'on retrouve notamment lors du développement 

embryonnaire ; mais il peut être pathologique, étant primordial dans la croissance des tumeurs 

malignes et le développement des métastases. 

Les activités du VEGF ne se limitent pas au système vasculaire ; Le VEGF joue un rôle dans 

les fonctions physiologiques normales telles que la formation osseuse, l’hématopoïèse, la 

cicatrisation et le développement [13]. 

Le VEGF va se lier avec un autre VEGF pour former un dimère, qui va se lier à un des deux 

récepteurs tyrosine kinase : VEGFR1 (Flt-1) ou VEGFR2 (KDR/Flk-1). Ces derniers vont 

former une homodimérisation et cela va induire une activation des récepteurs par 

autophosphorylation. Cette activation va conduire à l’activation des voies de signalisation 

comme la voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) ou encore la voie PI3K 

(phosphatidyl inositol 3' kinase) /PKB (Protein Kinase B) nécessaire à l’angiogenèse comme la 

perméabilité vasculaire, la migration, la prolifération et la survie des cellules endothéliales [13]. 

L’expression du VEGF est induite par hypoxie ou par certaines cytokines comme les 

Interleukines (Il-1, l’Il-6 et l’Il-8), le TGF-β (Transforming Growth Factor β) ou encore le TNF-

α (Tumor Necrosis Factor α) ou par certains facteurs de croissance comme l’EGF (Epidermal 

Growth Factor) ou le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) [14]. 

 

Il a été montré que le pseudomyxome est un tissu très vascularisé avec une importante 

positivité des marqueurs de cellules endothéliales CD31 et CD105 détectés par 

immunohistochimie sur des prélèvements de patients [15]. De plus, dans notre laboratoire, le 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Vaisseau_sanguin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tumeur_maligne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tumeur_maligne
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tastase_(m%C3%A9decine)
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Dr Anthony Dohan a mis en évidence la présence de vaisseaux qui montrent une angiogenèse 

tumorale par la mesure de l’artère mésentérique supérieure par échographie doppler d’un flux 

sanguin qui irrigue le pseudomyxome dans un modèle murin [3]. La présence de ces vaisseaux 

a conduit l’unité à explorer l’effet d’anti-angiogéniques sur l’évolution du PMP. Le laboratoire 

a démontré qu’un traitement anti-angiogénique (Bevacizumab) pouvait prolonger la survie chez 

la souris nude porteuse d’un PMP (Figure 8). C’est un anticorps anti-VEGF. En se liant au 

VEGF, il inhibe l’angiogenèse et l’évolution tumorale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Analyse de Kaplan-Meier de la survie des souris nudes traitées par le Bevacizumab 

après une greffe orthotopique d’un PMP en intrapéritonéal. Deux modèles de PMP de haut 

grade ont été testés : PMCA-1 (A) et PMCA-2 (B). Les animaux ont reçu une injection deux 

fois par semaine de Bevacizumab (5mg/kg) ou du véhicule (souris témoins) et ont été mis à 

mort dès l’atteinte de 40g. Les souris traitées par le Bevacizumab avaient un temps de survie 

significativement plus long que les souris des groupes témoins des deux modèles (P < 0,001) 

[3]. 

 

Le laboratoire a également démontré qu’en cas de résection incomplète du PMP, c’est-à-dire 

qu’il reste encore du tissu tumoral dans le péritoine des souris, le Bevacizumab diminue la 

croissance de la tumeur (Figure 9). 
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Figure 9 : Effet du Bevacizumab sur le poids des souris en fonction du temps après une 

chirurgie cytoréductive incomplète d’un PMP. La chirurgie de cytoréduction (incomplète) a 

été réalisée lorsque le poids des souris avait atteint 35g puis les animaux ont reçu une 

injection deux fois par semaine de Bevacizumab ou du véhicule pendant 4 semaines. Les 

souris ont perdu un peu de poids suite à la chirurgie mais au bout de 4 semaines, le poids des 

animaux non traités est significativement supérieur à celui des animaux traités par le 

Bevacizumab qui montre un ralentissement du développement tumoral [3]. 

Enfin, le laboratoire a montré dans un modèle in vivo après 6 semaines de traitement par le 

Bevacizumab que les vaisseaux tumoraux étaient normalisés, droits et organisés alors que dans 

le groupe de souris contrôle, les vaisseaux étaient plus nombreux, irréguliers et tortueux (Figure 

10). 
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Figure 10 : Images représentatives de la néoangiogenèse dans le PMP après injection intra-

aortique in vivo d’Isolectine B4 conjuguée à la FITC (fluorescence verte) chez des souris 

témoins non traitées (A, grossissement X10) ou traitées pendant 6 semaines au Bévacizumab 

(B, grossissement X10 ; C, grossissement X20) [3]. 

 

En raison de ces résultats, les chirurgiens ont proposé aux oncologues de donner aux 

patients atteints de PMP, et qui ne pouvaient pas avoir une chirurgie de cytoréduction complète, 

le traitement par Bevacizumab. Cependant, il s’est avéré qu’il y avait des effets secondaires 

importants comme la perforation spontanée de l’intestin grêle ou encore plus souvent la 

difficulté de cicatrisation des plaies, avec la réouverture d’ancienne cicatrices abdominales et 

l’écoulement de gélatine au travers de ces cicatrices. Le traitement par cet agent anti-

angiogénique a alors dû être interrompu. Il existe 4 autres agents anti-angiogéniques 

intéressants utilisés pour la plupart en association avec des chimiothérapies cytotoxiques dans 

le cancer colique [16] : 

- le Sorafenib : inhibiteur de protéines tyrosine kinases, utilisé dans le traitement du 

carcinome hépatocellulaire 

- le Ramucirumab : inhibiteur spécifique du VEGFR2 (récepteur du VEGF de type 2) 

- le Regorafenib : inhibiteur de tyrosine kinases 

- l’Aflibercept : protéine de fusion recombinante composée des fragments des domaines 

extracellulaires des récepteurs de type 1 et 2 du VEGF humain fusionnés au fragment 

A 

B 

C 

https://www-sciencedirect-com.proxy.insermbiblio.inist.fr/topics/medicine-and-dentistry/isolectin-b4
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Fc de l'IgG1 humaine. Cette protéine agit comme un leurre avec une plus grande affinité 

que les récepteurs naturels pour le VEGF et le PlGF.  

Les profils de tolérance à ces médicaments pouvant être différents, il nous a semblé intéressant 

de tester ces autres anti-angiogéniques sur des modèles murins de PMP afin d’évaluer 

l’efficacité possible de ces traitements sur l’évolution du PMP. 

 

5) Hypothèse : Des bactéries joueraient-elles un rôle dans le développement 

du PMP ? 

De façon associée, l’origine du PMP par perforation de l’appendice soulève l'hypothèse 

d'une composante bactérienne associée aux cellules tumorales. Plus précisément, il y aurait un 

déversement du microbiote intestinal dans la cavité péritonéale, environnement normalement 

stérile et fermé. De ce fait, on peut s’interroger sur le fait que ces bactéries pourraient affecter 

la prolifération tumorale [11]. 

Le microbiote intestinal est propre à chaque individu : il est unique sur le plan qualitatif et 

quantitatif. Pendant les premières années de vie, la composition du microbiote intestinal va 

évoluer qualitativement et quantitativement, sous l’influence de la diversification alimentaire, 

de la génétique, du niveau d’hygiène, des traitements médicaux reçus et de l’environnement 

(notamment les pesticides). Cette composition reste ensuite assez stable, même si cette stabilité 

semble variable d’une personne à l’autre. 

La fluctuation des hormones sexuelles – testostérone et estrogènes – pourra malgré tout avoir 

un impact sur la composition du microbiote intestinal, tout comme certains évènements : des 

maladies, des traitements médicaux, des modifications de l’hygiène de vie ou de l’alimentation 

peuvent en effet modifier le microbiote de façon plus ou moins durable. Par exemple, un 

traitement antibiotique réduit la qualité et la quantité du microbiote sur plusieurs jours à 

plusieurs semaines (www.inserm.fr). L’inverse est également vrai : La réduction de la diversité 

du microbiome intestinal résultant de la dysbiose peut diminuer l’activité de la β-glucuronidase 

qui entraîne une diminution de la déconjugaison des œstrogènes et des phytoestrogènes dans 

leurs formes circulantes et actives. La diminution subséquente des œstrogènes circulants 

modifie les activations des récepteurs des œstrogènes qui peuvent conduire aux pathologies 

hypoestrogènes comme l’obésité et les maladies cardiovasculaires. Les pathologies 

hyperestrogènes peuvent également être entraînées par l’abondance accrue de bactéries 

productrices de β-glucuronidase, ce qui conduit à des niveaux élevés d’œstrogènes circulants 

pouvant conduire à des maladies telles que l’endométriose et le cancer [17].  

 

Le rôle des bactéries dans la carcinogenèse est connu : La bactérie la plus connue est 

Hélicobacter pylori, qui est fortement associée à l’adénocarcinome gastrique en cas d’infections 

chroniques. Partant de l’hypothèse qu’il y aurait un déversement du microbiote intestinal 

(bactéries de l’appendice rompue) et le probable rôle de certaines bactéries dans la 

carcinogenèse, il est raisonnable de se poser la question de leur contribution à la progression du 

pseudomyxome [11]. 

http://www.inserm.fr/
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Des chercheurs ont identifié la présence de bactéries dans des prélèvements de patients qui ont 

un PMP de bas grade (6 patients) ou de haut grade (10 patients) par Hybridation in situ (HIS) 

en utilisant des sondes spécifiques qui vont s’hybrider à l’ARNr 16S, séquences conservées de 

19973 types de bactéries non cultivables (TNCB), l’ARNr 16S d’ Helicobacter pylori ou encore 

l’ARN codant pour la protéine MUC 2 ou MUC5AC [7]. Les auteurs ont identifié la densité 

bactérienne et l’expression de MUC2 comme étant significativement plus élevées dans les 

prélèvements de PMP de haut grade. De plus, MUC2 était exprimé dans l’épithélium 

dysplasique et associé aux cellules inflammatoires : MUC2 serait alors significativement 

corrélé à la densité bactérienne et donc à l’agressivité de la maladie [7]. Enfin, une autre étude 

a montré que les bactéries avaient la capacité d’induire la surexpression de MUC2 et de 

MUC5AC, plus précisément par le LPS (lipopolysaccharide) [18]. 

Plus précisément, Gilbreath, J et al. en 2013 ont mis en évidence les différents phylums de 

bactéries présents dans les prélèvements de 11 patients de PMP. Ils ont identifié comme phylum 

dominant les Protéobactéries, que ce soit dans les tissus tumoraux ou dans le mucus (Figure 11) 

[4]. Ces bactéries sont généralement anaérobies et gram -. Elles regroupent notamment les 

souches Escherichia, Salmonella, Vibrio, Yersinia ou encore Legionella. 

 

Figure 11 : Distribution des phylums bactériens dominants dans les tissus tumoraux et le 

mucus de 11 patients atteints de PMP [4]. 

Cependant, dans le côlon, les phylums les plus représentés sont les Firmicutes (Gram +) et les 

Bactéroidetes (Gram -) (Figure 12), qui constituent plus de 90% de la population totale des 

bactéries, que l’on retrouve de façon minoritaire dans les prélèvements de PMP. Il y a donc une 

dysbiose, c’est-à-dire un déséquilibre du microbiote intestinal. Dans la littérature, il a été montré 

qu’un déséquilibre entre les Firmicutes et les Bactéroidetes pourrait induire une diminution de 

l’intégrité de la barrière épithéliale de l’intestin, une diminution des jonctions cellules-cellules 

et une augmentation de la perméabilité qui permettrait des translocations bactériennes [17]. 

Aussi, dans une étude chez les sujets souffrant d’un cancer colorectal [19], les auteurs ont établi 

une carte de la dysbiose associée au cancer colorectal en s’intéressant aux espèces bactériennes 
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colonisant les tumeurs versus celles retrouvées dans les zones de muqueuses saines adjacentes. 

Ils ont ainsi montré que les zones du côlon touchées par les tumeurs présentaient moins de 

Firmicutes et plus de Bactéroidetes que les zones saines et représentaient une niche pour les 

Actinobacteries. Il a également été montré l’implication de toxines bactériennes dans la 

survenue du cancer colorectal. Par exemple, la génotoxicité de souches d’Escherichia coli 

produisant la colibactine, une toxine capable d’induire des cassures double-brin de l’ADN et 

une instabilité génétique au sein de cellules épithéliales intestinales en culture a été largement 

démontrée. La colibactine a été montrée comme promotrice de tumeurs colorectales [19]. 

 

 

Figure 12 : Bactéries symbiotiques du corps humain [5]. 

 

Nous pouvons émettre l’hypothèse que la flore bactérienne des femmes soit composée d’une 

proportion plus importante de Protéobactéries par rapport aux hommes, notamment lié aux 

oestrogènes, ce qui expliquerait que l’incidence du PMP soit 3 fois plus importante chez les 

femmes. 

 

Semino Mora et al. dans son article de 2013 et Scott Merrell en 2018 ont identifié un 

possible effet d'un traitement antibiotique contre H. Pylori [2] [20]. Il s’agit d’une trithérapie 

composée de 30mg de lansoprazole, 1g d’amoxicilline et 500mg de clarithromycine 2 fois par 

jour pendant 14jrs. Une semaine après la fin du traitement, les patients ont eu la chirurgie (CRS 

– CHIP). Des prélèvements de PMP ont été effectués pendant la CRS [2]. Ce traitement 

s’accompagnait de la diminution des bactéries dans les tumeurs (Figure 13) et aussi de la 

diminution de la β-caténine nucléaire et cytoplasmique (Figure 14). 
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Figure 13 : Analyse de la densité bactérienne dans le mucus de patients ayant un PMP par 

FISH. A : Toutes les bactéries (TNCB) en vert ; B : Spécifiquement H.pylori en rouge ; C : 

Merge : TNCB qui correspondent à H. pylori apparaissent jaune alors que les bactéries non-

H.pylori restent vertes. Une importante réduction du nombre de bactéries est observée chez 

les patients qui ont un PMP et qui ont suivi la trithérapie (A-C en bas) comparé aux patients 

qui ont un PMP et qui n’ont pas suivi le traitement (A-C en haut) [2]. 

 

 

Figure 14 : Analyse qualitative de la localisation de la β-caténine sur des coupes de PMP.  

A :  des échantillons contrôles (appendice non inflammé, non perforé) (localisation 

menbranaire) ; B : des échantillons de patients ayant un PMP de haut grade (localisation 

cytoplasmique et nucléaire) ou C : des échantillons de patients ayant suivi le traitement par 

les antibiotiques (Augmentation du niveau membranaire et diminution du niveau 

cytoplasmique et nucléaire de β-caténine) [2]. 
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Ils ont observé un possible effet significatif de la trithérapie car elle pourrait permettre 

d’augmenter la survie des patients qui ont un PMP de haut grade en diminuant la densité des 

bactéries mais aussi en diminuant le niveau de β-caténine cytoplasmique et en rétablissant la 

localisation membranaire. Une petite note par rapport à la figure 12 : Il y aurait d’autres 

bactéries présentes que H. pylori, ce qui signifie que ce n’est pas forcément cette bactérie qui 

est la seule responsable du développement de la maladie car la trithérapie peut également 

toucher d’autres espèces. Ces études sont comparatives mais rétrospectives et non randomisées 

et ne permettent pas d’affirmer le bénéfice pour les patients. Ces résultats n’ont d’ailleurs jamais 

été publié par un autre groupe de recherche que ce groupe américain et n’ont pas induit de 

changement de pratique dans les traitements des patients qui ne reçoivent aujourd’hui aucune 

antibiothérapie dans les différents groupes internationaux.  

La β-caténine est normalement localisée au niveau de la membrane plasmique des cellules 

épithéliales normalement polarisées et permet une interaction clé entre les protéines du 

cytosquelette et celles des jonctions cellules-cellules [20]. Ces interactions sont nécessaires à la 

polarité des cellules, à leur adhésion cellule-cellule et à la régulation du cycle cellulaire. Dans 

la carcinogenèse, cette protéine est relocalisée dans le cytoplasme et le noyau. La perte de la β-

caténine membranaire conduit à la diminution des interactions cellules-cellules, à leur 

prolifération et à leur migration. Dans le noyau, la β-caténine va ainsi activer la voie wnt/β-

caténine qui est une des voies de signalisation de la carcinogenèse. Il a été montré que les 

bactéries induisent une inflammation (on a vu précédemment que MUC2 était associé aux 

cellules inflammatoires et aux bactéries présentes), qui active la voie Wnt/β-caténine [2] [21]. 

 

La renormalisation de la distribution de la β-caténine chez les patients de haut grade 

après un traitement antibiotique semble indiquer la contribution potentielle des bactéries au 

processus de la maladie du PMP [11]. Ainsi, les antibiotiques permettraient de diminuer la 

charge microbienne associée au PMP et ainsi entraîner une diminution de MUC2 et de la β-

caténine cytoplasmique et nucléaire et potentiellement augmenter la survie des patients en 

diminuant l’agressivité de la maladie [2]. 

De plus, des bactéries pourraient avoir un rôle dans la résistance à la chimiothérapie [20]. Ainsi, 

en cas de traitement antibiotique, la quantité de bactéries serait diminuée et cela pourrait 

augmenter l'efficacité de la CHIP. 

Ces résultats sont prometteurs pour l'utilisation d'un nouveau traitement pour les patients 

atteints d'un PMP de haut grade sans envahissement des ganglions lymphatiques. 

En effet, une note est portée pour les patients atteints d'un PMP de haut grade avec 

envahissement des ganglions lymphatiques où le traitement antibiotique n'augmente pas la 

survie des patients. Il est potentiellement déjà trop tard, la maladie est trop avancée. En effet, 

la survie à 5ans est de seulement 11% si les ganglions sont envahis alors qu’elle est de 76% 

s’ils ne sont pas envahis, en cas de PMP de haut grade [11]. 

 

Le phylum prédominant dans le PMP, les Protéobacteries, est minoritaire dans le 

microbiote intestinal normal de l'Homme: En effet les phylums prédominants sont les 

Firmicutes et les Bactéroidetes (Figures 11 et 12). 
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C’est intéressant car c’est ce qui est également retrouvé chez les patients atteints de 

mucoviscidose [22]. Dans l’article, les auteurs ont analysé les bactéries présentes dans le tractus 

respiratoire (microbiote) de patients très jeunes (bébé de 9 mois) à plus âgés (adultes de 72 ans). 

Les auteurs ont pu mettre en évidence une grande diversité des bactéries chez les patients 

jeunes, qui diminue progressivement chez les sujets âgés, avec une prédominance notamment 

des Protéobactéries et une surexpression de MUC2, apomucine exprimé normalement 

faiblement dans les voies respiratoires, qui seraient corrélé à l’agressivité de la maladie. 

Nous pouvons alors émettre l’hypothèse que le même mécanisme associé aux mêmes bactéries 

et à la sécrétion de MUC2 serait responsable de l’agressivité de la maladie dans le PMP et dans 

la fibrose kystique [11]. 
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II/ OBJECTIFS DU PROJET 

Il semble évident que des bactéries jouent un rôle dans le développement du PMP. 

L’utilisation d’antibiotiques pourrait permettre une meilleure survie des patients qui ont un 

PMP de haut grade. De façon associée, l’angiogenèse semble également avoir un rôle important 

dans le développement du PMP.  

Ainsi, l’objectif de mon projet de recherche a été d’évaluer l’efficacité d’agents anti-

angiogéniques et antibiotiques sur l’évolution du pseudomyxome péritonéale dans un modèle 

in vivo de PMP.  

Nous analyserons dans une première partie l’effet du traitement sur la quantité de tumeur ou 

d’ascite développées, le poids des souris en fonction du temps et l’expression de cytokines ou 

facteurs de croissance par des dosages biochimiques effectués à partir des prélèvements 

d’ascite, de tumeur ou de sérum des souris. Le choix des antibiotiques sera réalisé en fonction 

du type de bactérie potentiellement détecté dans nos prélèvements et les anti-angiogéniques 

seront ceux disponibles dans le laboratoire : Le Bevacizumab, le Sorafenib et l’Aflibercept. 

La seconde partie sera destinée à la recherche des bactéries par HIS ou simplement par mise en 

culture des prélèvements en bactériologie afin de caractériser les microbiomes associés aux 

bactéries. 
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III/ MATERIELS ET METHODES  

1) Greffe ou injection intrapéritonéale pour le développement de différents 

modèles de PMP 

L’unité INSERM U1275 fait partie du consortium européen « PMP4cure », ce qui a 

permis l’obtention du financement NORD en 2012 pour aider à la création de modèles animaux 

de PMP. Cela a nécessité une coordination avec les services de chirurgie des hôpitaux parisiens 

pour obtenir des échantillons chirurgicaux optimaux et d’anatomopathologie pour valider les 

modèles. Afin de créer des modèles in vivo de PMP, les prélèvements, obtenus grâce au 

consentement éclairé des patients, sont greffés en intrapéritonéal à des souris 

immunodéprimées. Aussi, comme c’est le cas pour 2 de nos modèles, l’obtention de PMP peut 

s’obtenir par injection de l’ascite gélatineuse en intrapéritonéale [23] . Il est nécessaire d’utiliser 

des souris immunodéprimées pour qu’il n’y ait pas de rejet de la greffe. Le projet a également 

reçu l’autorisation du Ministère de la Recherche et de l’Innovation (Projet APAFIS #34082 

(Annexe 1). Le laboratoire réalise ces greffes au sein d’une animalerie agréée (n° d’agrément 

D75-1003) et j’ai suivi la formation à l’expérimentation animale niveau II ainsi que l’initiation 

à la chirurgie, pour avoir une complète autonomie à l’animalerie et les compétences requises. 

Afin de pouvoir évaluer l’efficacité des traitements, il faut avant tout développer des modèles 

de PMP. Pour cela, les prélèvements issus de patients seront transplantés ou bien l’ascite 

injectée dans la cavité péritonéale des souris nudes afin de reproduire la maladie chez l’animal. 

La procédure d’implantation des prélèvements de PMP s’effectue sous anesthésie générale 

gazeuse (isoflurane à 3%), la souris allongée sur le dos sur un tapis chauffant. Après 

désinfection cutanée à l’ovidone-iodine, sans contention, une incision abdominale médiane 

d’environ 1 cm est pratiquée sur l’abdomen de la souris. Un (pour l’évaluation des traitements) 

ou deux fragments (pour le passage) de tumeurs (3x3x3 mm) humaines ou réséquées d’une 

souris sont déposés dans les gouttières des flancs droit et gauche. L’incision sera refermée par 

2 points de vicryl et l’incision cutanée par deux à trois agrafes métalliques. La durée de la 

procédure est de 5-10 minutes. Les animaux sont ensuite réveillés dans une cage chauffée par 

une lampe. En ce qui concerne l’ascite, cette dernière est injectée en intrapéritonéale à raison 

de 0,2ml à l’aide d’une aiguille 18G. Les modèles sont appelés de la façon suivante : les deux 

premières lettres du prénom puis les deux premières lettres du nom du patient. Le « M » en 5ème 

lettre pourra être ajouté pour faire la différence entre un modèle « ascite » et un modèle 

« morceaux » issu de la même tumeur. 

Après le développement de 3 passages sur la souris (un passage correspond à prendre un petit 

bout de tumeur ou un peu d’ascite qui s’est développé dans l’abdomen d’une souris pour 

l’implanter dans le péritoine d’une autre souris pour que la tumeur ou l’ascite se développe à 

nouveau), nous pourrons tester les différents agents thérapeutiques. Effet, le Dr Anthony 

DOHAN a montré qu’après plusieurs passages, la xénogreffe garde les mêmes caractéristiques 

histopathologiques avec la tumeur d’origine humaine [3]. En effet, l’histologie, grâce à la 

coloration HES (Hématoxyline-Eosine-Safran) des coupes, et le grade, bas ou haut, sont 

conservés avec la présence des atypies cytologiques et la proportion de mucus.  

Nous utiliserons 10 souris par groupe et l’effet des traitements sera évalué après un nombre de 

jours post-greffe définis au préalable macroscopiquement sur le volume/poids de la tumeur ou 

de l’ascite. Le schéma expérimental de chaque expérience sera présenté avant chaque résultat. 
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2) Analyses des mécanismes impliqués dans l’évolution de la maladie par 

cytokine array et ELISA 

a) Cytokine array 

Les cytokines et les chimiokines sont des molécules de signalisation extracellulaires qui 

permettent une communication entre les cellules et ont des rôles importants dans de nombreux 

processus biologiques tels que la croissance cellulaire, la différenciation, l’expression des 

gènes, la migration, l’immunité et l’inflammation. Souvent l’action d’une cytokine est régulée 

par la présence ou l’absence d’autres cytokines.  

Le cytokine array est basé sur le principe suivant : 

Des anticorps de capture soigneusement sélectionnés ont été « fixés » en double sur la 

membrane de nitrocellulose. Les échantillons, lysats tissulaires ou cellulaires ou encore les 

sérums ou plasmas, sont dilués et mélangés à un cocktail d’anticorps de détection biotinylés. 

Ce mélange est ensuite incubé avec la membrane contenant les anticorps de capture et vont se 

lier à ces derniers. Après un lavage pour enlever les complexes non liés, la Streptavidin-HRP 

puis les substrats de la Péroxydase sont ajoutés. Enfin, la chimiluminescence produite est 

proportionnelle à la quantité de cytokine liée. 

 

Le kit « Mouse Cytokine Array Panel A » (référence ARY006, Bio-techne) est un outil rapide, 

sensible et économique pour la détection simultanée et l’analyse de l’expression relative de 40 

cytokines murines. Le but du cytokine array est de cibler les cytokines qui ont un rôle dans le 

processus biologique ici du PMP sans effectuer de nombreux tests immunologiques (Figure 

15). Nous avons utilisé un kit de cytokines murines même si la tumeur greffée est humaine car 

les cytokines libérées seront murines (Annexe 2 pour visualiser le protocole). 

20µl de chaque lysat de PMP ou sérum issus des souris contrôles ou traitées par le mélange 

Pénicilline/Streptomycine en association avec l’Aflibercept ont été mélangés afin d’obtenir les 

4 mélanges suivants car nous pouvons tester que 4 échantillons dans le kit (il y a 4 membranes): 

- Sérums CTRL 

- Sérums traités 

- Tumeurs (lysats tissulaires) CTRL 

- Tumeurs traitées 

Le dosage des protéines a été effectué dans chaque mélange et les mêmes quantités de protéines 

de sérums et de tumeurs ont été déposées sur les membranes. 

A la fin de l’expérience, la révélation des membranes par chimiluninescence a été effectuée par 

l’imager Azure Biosystems et l’analyse des spots détectés par le logiciel azurespot. 
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Figure 15 : Répartition des différents anticorps de capture (A) correspondant aux cytokines 

(B) du kit « Mouse Cytokine Array Panel A ARY006, Bio-techne» 

 

 

 

A 

B 
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b) ELISA : dosage du VEGF 

L’ELISA (= Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est une technique de dosage 

immunologique qui permet de quantifier les concentrations de diverses molécules présentes 

notamment dans les liquides biologiques (sérum, plasma) ou encore lysats cellulaires et 

tissulaires. Elle est très utilisée notamment pour le dosage des cytokines, des facteurs de 

croissances et de certaines hormones. Cette technique dispose d’une grande fiabilité et d’une 

grande reproductibilité car elle repose sur le principe de fixation spécifique d’un antigène à son 

anticorps. 

Le principe de l’ELISA consiste à piéger, entre un « anticorps de capture » et un « anticorps de 

détection », les antigènes d’intérêt. 

Ces deux anticorps sont généralement spécifiques de l’antigène d’intérêt. L’anticorps de 

détection est dans la plupart des cas biotinylé. Cette caractéristique lui permet de se fixer à un 

complexe enzymatique (une peroxydase, ici la Streptavidine-HRP). La détermination des 

concentrations en antigène se fait en ajoutant un chromogène pour la lecture (généralement sur 

microplaques) de densités optiques. 

Cette technique permet une mesure fiable et reproductible de molécules présentes à très faibles 

concentrations (du nanogramme au picogramme/ml) dans le plasma, le sérum, ou les 

surnageants de culture cellulaire. 

Le premier facteur impliqué dans l’angiogenèse est le VEGF qui est exprimé par différents 

types cellulaires : les cellules endothéliales, les plaquettes, les macrophages ou encore les 

cellules tumorales. Il est également retrouvé dans le sérum et le plasma. 

Le VEGF a un rôle clé dans l’angiogenèse et le cancer, c’est une cible thérapeutique 

intéressante. C’est pour cette raison que nous avons souhaité doser la concentration en VEGF 

dans le sérum des souris mais aussi dans le lysat tumoral de PMP afin d’évaluer l’effet des 

traitements sur le niveau de VEGF et donc sur l’angiogenèse. 

Nous avons utilisé le kit Quantikine ELISA Mouse VEGF Immunoassay, référence MMV00, 

Biotechne. Les échantillons (sérum et tumeur) ont été dilué au 1/5ème dans le tampon et les 

résultats obtenus ont été exprimés en pg/ml par µg de protéines. 

A la fin de l’expérience, la densité optique a été déterminée par un lecteur de microplaque à 

450nm, avec une correction de référence à 540 ou 570nm (Annexe 3 pour visualiser le 

protocole). 

 

c) Dosage ACE 

Le dosage de l’ACE (Antigène Carcino-Embryonnaire) peut être lié à une tumeur 

cancéreuse si son taux est élevé dans le sang. Il est utilisé chez les patients en routine comme 

aide au diagnostic mais aussi au suivi des traitements, combiné notamment au taux de CA 19.9 

et CA 125. Ces marqueurs cancéreux sont élevés dans le sang des patients atteints d’un cancer 

digestif (côlon, pancréas, …). Nous avons souhaité observer si ce marqueur était exprimé dans 

le sang de nos souris greffées d’un PMP et traitées par un anti-angiogénique et/ou un 

antibiotique. 
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Le dosage a été effectué dans le service de biochimie de l’hôpital Saint Louis avec l’aide de 

Mme Marie-Hélène SCHLAGETER (biologiste du service de Biologie cellulaire) et Mme 

Khadidja BOUTBIBE (Ingénieure Biologie moléculaire). 

Les échantillons ont été dilués au 1/5ème (25µl de sérum + 100µl de tampon universel du kit 

Elecsys CEA, référence 07027079190, COBAS (ROCHE), dans des cupules de transfert qui 

ont été mises dans des tubes à hémolyse afin d’être analysés par l’automate COBAS (Annexe 

4 pour la fiche technique). 

Les résultats du dosage sont déterminés par Electrochimiluminescence « ECLIA » et donnés en 

ng/ml. 

L’ECLIA est la nouvelle technologie de détection très sensible et rapide de ROCHE pour les 

tests immunologiques Elecsys. 

Le principe est le suivant : L’électrochimiluminescence ou chimiluminescence électrogénérée 

est un phénomène d’émission de lumière déclenché par une réaction électrochimique initiale. 

Cette réaction de transfert d’électrons se produisant directement à la surface d’une électrode 

induit une cascade de réactions chimiques. Une espèce appelée « coréactif » va porter le 

luminophore à l’état excité. Lors du retour à l’état fondamental, le luminophore émet un photon 

à une longueur d’onde caractéristique. L’intensité lumineuse résultante constitue le signal 

analytique qui est directement proportionnel au nombre de luminophores présents 

(www.techniques-ingenieur.fr). Ces luminophores sont facilement conjugués aux anticorps 

pour les tests immunologiques et permet ainsi le dosage de nombreuses protéines pour le 

diagnostic des patients. 

 

3) Cultures primaires sans antibiotiques et recherche des bactéries dans les 

tumeurs 

Lorsque les modèles seront mis en culture, nous mettrons d’un côté des cultures 

contenant un antibiotique (Pénicilline/Streptomycine) puis d’un autre côté des cultures sans 

antibiotiques afin d’observer s’il y a des bactéries qui prolifèrent et d’analyser le milieu de 

culture par le service de bactériologie et identifier les germes présents. 

 

4) Recherche de bactéries dans les tumeurs par ViewRNA ISH Tissue Assay 

L’utilisation de cette nouvelle technologie d’hybridation in situ sur des coupes de tissus 

de patients inclus en paraffine a pour but d’identifier la présence de bactéries afin de valider 

premièrement notre hypothèse et également nous aider dans le choix des antibiotiques, si cela 

est possible. 

Le kit « ViewRNA ISH tissue Assay » de In Vitrogen (référence 19931) est utilisé pour 

l’identification d’un ou deux ARNs cibles à partir de coupes de tissus fixées dans le formol et 

inclus en paraffine. L’HIS traditionnelle est limitée avec une faible sensibilité. Le kit 

« ViewRNA ISH Tissue Assay » est une nouvelle technologie basée sur une amplification du 

http://www.techniques-ingenieur.fr)/
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signal hautement spécifique. C’est une technique robuste pour la détection d’un ou deux ARNs 

à la fois sur une même coupe avec une sensibilité d’une seule copie : C’est-à-dire qu’un point 

de marquage détecté correspond à une copie d’ARN cible. Dans le cas d’une détection de deux 

ARNs cibles, ce kit sera utilisé en association avec un autre kit : « ViewRNA ISH Tissue Assay, 

blue module » (référence 19932)(Figure 16). 

 

 

Figure 16 : Explication de la technologie ViewRNA ISH Tissue Assay. Le test tissulaire 

ViewRNA ISH, basé sur la technologie d’amplification du signal de l’ADN ramifié, peut être 

utilisé pour identifier deux cibles d’ARN simultanément dans des cellules individuelles. 

Cette technique repose sur le principe suivant : 

À l’étape 1, l’échantillon est déparaffiné, fixé, perméabilisé. Il suit une étape de prétraitement 

et est digéré par une protéase pour permettre l’accessibilité de la cible.  

À l’étape 2, les sondes spécifiques à la cible s’hybrident à chaque ARN cible. Plus précisément, 

les jeux de sonde sont bispécifiques : Ils sont d’un côté spécifique de l’ARN cible ; et de l’autre 

côté spécifique de l’« arbre », imagé par un « L » à l’étape 3 nécessaire à l’amplification du 

signal. Ce « L » pourra s’hybrider, sur le petit côté du « L », seulement s’il y a la présence des 

deux sondes alignées, dont la longueur est d’environ 60 nucléotides. De plus, ces « doubles 

sondes » vont s’hybrider tout le long de l’ARN cible : il y a différents jeux de sonde. De ce fait, 

cette technique est hautement spécifique. 

À l’étape 3, l’amplification du signal est réalisée à l’aide de la technologie de l’ADN ramifié 

via une série d’étapes d’hybridation séquentielle. Premièrement, les molécules de 

préamplificateur, correspondant à des séquences d’ADN répétées, vont s’hybrider à leur paire 

respective d’oligonucléotide sur le petit côté du « L ». Le long côté du « L » contient 20 

séquences répétées d’ADN. Puis, 20 molécules d’amplificateur, qui contiennent chacune aussi 
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20 séquences répétées d’ADN, vont s’hybrider à leur préamplificateur respectif. Ensuite, 20 

oligonucléotides de la sonde d’étiquette spécifiques (Type 1 ou Type 6), conjugués à la 

phosphatase alcaline (AP) (Label Probe-6-AP et Label Probe-1-AP), sont hybridés 

séquentiellement à leurs molécules d’amplification correspondantes (à chaque séquence 

répétée). Un « arbre » d’amplification du signal entièrement assemblé possède donc 400 sites 

de liaison Label Probe (un total de 8 000 pour chaque molécule d’ARN). Le Fast Red et le Fast 

Blue sont alors utilisés comme substrat de l’AP, un maximum de deux cibles d’ARN peuvent 

donc être détectées. C’est une technique aussi hautement sensible. 

À l’étape 4, les ARNm cibles sont visualisés et détectés à l’aide d’un microscope optique 

standard (Cf. Annexe 5 pour visualiser le protocole). 

Dans le cadre de mon projet, nous avons testé 2 sondes de type 1 qui donneront en cas de 

détection de l’ARN cible une coloration des points rose-rouge et 1 sonde de type 6 qui donnera 

une coloration des points bleue: 

- Sonde ARN 16S bactéries qui va cibler l’ensemble des bactéries : Type 1 

- Sonde ARN 16S spécifique de Hélicobacter pylori : Type 1 

- Sonde MUC2 : Type 6 

Nous avons choisi de cibler l’ARN 16S car cet ARNr contient des régions très conservées chez 

toutes les bactéries et 9 régions variables qui vont nous permettre d’identifier une bactérie 

spécifique (H. pylori) ou bien l’ensemble des bactéries. 

Cette technique a été effectuée sur plusieurs coupes de patients de haut grade ainsi que des 

coupes d’amygdales ou d’appendice comme contrôle positifs des bactéries (probe ARN 16S). 

 

5) Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard de la moyenne. Une valeur de 

p<0,05 est considérée comme statistiquement significative et sera représentée sur les 

graphiques de la façon suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Représentation des analyses statistiques. 

Aucune information Non significatif 

* 0,01<p<0,05 

** 0,001<p<0,01 

*** 0,0001<p<0,001 

**** <0,0001 
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 Le test de Mann Whitney est utilisé lors de la comparaison de deux groupes (CTRL 

versus traité) alors que le test de Kruskal Wallis est utilisé à partir de 3 groupes analysés. Ce 

sont des tests qui vont analyser une différence significative par rapport à une seule variable, le 

type de traitement. Le Two-Way Anova est utilisé lorsqu’il y a deux variables, comme le temps 

et le traitement. Enfin, le test de Spearman permet d’observer une corrélation entre deux 

variables, comme le taux de VEGF ou d’ACE et le poids de la tumeur ou d’ascite. Toutes les 

analyses statistiques de cette étude sont effectuées en utilisant le programme GraphPad Prism 

9. 
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IV/ RESULTATS 

Nous avons réussi à faire développer les 3 modèles de PMP suivants chez la souris 

nude : 

- Modèle STLO : Patient de sexe masculin ayant un PMP de haut grade (patient qui avait 

un envahissement du foie et qui a subi une CHIP après le prélèvement de la tumeur) 

sous forme d’ascite gélatineuse 

- Modèle STLOM : Patient de sexe masculin ayant un PMP de haut grade (même patient 

que le modèle STLO qui avait un envahissement du foie et qui a subi une CHIP après 

le prélèvement de la tumeur) sous forme de « morceaux » de tumeur 

- Modèle BOGH : Patient de sexe masculin ayant un PMP de haut grade sous forme 

d’ascite gélatineuse 

Les expériences présentées ci-dessous ont été effectuées à partir de ces 3 modèles. 

Les  

 

1) Les antibiotiques et les anti-angiogéniques sont-ils efficaces contre 

l’évolution du PMP ? 

Afin de répondre à cette question, nous avons avant tout développé les trois modèles 

précédemment cités chez la souris nude, souris immunodéprimée afin qu’il n’y ait pas de rejet 

de greffe. Après plusieurs passages, nous avons pu greffer la tumeur ou injecter l’ascite à 

plusieurs souris (10 par groupe) et nous les avons traitées avec les différents traitements qui 

sont décrits ci-dessous (Tableau 1) :  
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Nom du traitement Type de traitement Rôle 

Bevacizumab Anti-angiogénique Anticorps monoclonal anti-VEGF. Il va 

inhiber la liaison du VEGF à ses 

récepteurs. 

Sorafenib Anti-angiogénique Inhibiteur de protéines tyrosine kinases. 

Aflibercept Anti-angiogénique Protéine de fusion recombinante 

composée des fragments des domaines 

extracellulaires des récepteurs de type 1 

et 2 du VEGF humain fusionnés au 

fragment Fc de l'IgG1 humaine.  

Cette protéine agit comme un leurre avec 

une plus grande affinité que les récepteurs 

naturels pour le VEGF et le PlGF.  

Métronidazole + 

Amoxicilline (ATB1) 

Mélange 

d’antibiotiques 

Le métronidazole est un antibiotique 

antiparasitaire de la famille des nitro-5-

imidazolés. Il va inhiber la synthèse des 

acides nucléiques. L’Amoxicilline est un 

antibiotique de la famille des pénicillines 

(bêta-lactamines) mais à spectre large. 

Elle va inhiber la synthèse des protéines 

de paroi des bactéries. Ils sont utilisés car 

la souche H. pylori est sensible à ces 

antibiotiques. 

Pénicilline/Streptomycine 

(ATB2) 

Mélange 

d’antibiotiques 

La Pénicilline G et la Streptomycine sont 

des antibiotiques bactéricides de la 

famille des bêta-lactamines et des 

aminosides respectivement. Ils vont 

inhiber la synthèse des protéines et plus 

précisément celles de paroi pour la 

Pénicilline. 

Tableau 2 : Description des différents anti-angiogéniques et antibiotiques évalués sur 

les souris nudes au cours des expériences du projet. 

 

A la fin de l’expérience, nombre de jours déterminés en fonction du développement 

tumoral chez les souris CTRL dont leur poids sera au maximum de 33g, tous les animaux seront 
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mis à mort le même jour. Le développement tumoral sera visible macroscopiquement par une 

augmentation du diamètre abdominal. Le poids des souris a été fixé à 33g afin que les 

expériences soient réalisées dans des conditions éthiques pour la souris où l’animal peut se 

déplacer et se nourrir sans difficulté. Le sang ainsi que la tumeur ou l’ascite seront prélevés et 

ces derniers seront pesés. Voici ci-après les différentes expériences réalisées : 

 

a) Evaluation de l’effet de deux anti-angiogéniques, le Bevacizumab et le Sorafenib sur 

l’évolution du PMP (modèle STLO d’ascite gélatineuse) 

La première expérience a été réalisée sur le modèle de PMP STLO qui est induit suite à 

l’injection d’ascite gélatineuse. Nous avons souhaité évaluer l’effet des deux anti-

angiogéniques disponibles au laboratoire, le Bevacizumab et le Sorafenib, sur le développement 

de ce PMP.  

Ci-dessous le schéma expérimental (Figure 17) : 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Schéma expérimental de la première expérience : Effet du Bevacizumab et du 

Sorafenib sur l’évolution du PMP (modèle STLO). 

 

Le suivi du poids des souris traitées ou contrôles en fonction du temps ainsi que la mesure du 

volume de l’ascite et le dosage de l’ACE sérique nous a permis d’obtenir les graphiques ci-

dessous (Figure 18) : 

 

 

 

 

 

 

Injection en  

IP du PMP STLO 

(0,2ml) 

J0 

Début du traitement (10 souris par groupe) : 

- CTRL NaCl 0,9% 

- Bevacizumab 5mg/kg 2jrs/semaine 

- Sorafenib 40mg/kg 5jrs/semaine 

J7 J34 

Mise à mort des animaux : 

- Prélèvement du sang 

- Prélèvement de l’ascite (volumes 

mesurés) 
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Figure 18 : Graphes représentants l’effet du Bevacizumab et du Sorafenib sur l’évolution du 

PMP (modèle STLO) greffés à des souris nudes. A) Courbes représentants le poids des souris 

greffées par le modèle STLO traitées par Bevacizumab ou Sorafenib en fonction du temps 

(Test Anova). B) nuage de points représentants les volumes d’ascite mesurés par souris ou C) 

la concentration en ACE sérique des souris greffées par le modèle STLO traitées par le 

Bevacizumab ou le Sorafenib à la fin de l’expérience (test Kruskal Wallis). 

 

Nous pouvons observer premièrement sur la figure 18A qu’il y a une différence 

significative entre le poids des souris du groupe CTRL et le poids des souris traitées par le 

Bevacizumab ou le Sorafenib ; cette différence est plus importante pour les souris traitées par 

le Sorafenib. Le traitement induit donc un effet sur le poids des souris, lié au développement du 

PMP dans la cavité péritonéale où le volume d’ascite est significativement plus important pour 

les souris CTRL par rapport aux souris traitées. Les résultats obtenus sur la figure 18B montrent 
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un effet des anti-angiogéniques Bevacizumab et Sorafenib sur une diminution significative de 

la formation d’ascite dans l’abdomen des souris traitées par ces deux traitements. De plus, 

l’ascite obtenue dans le groupe traité par le Bevacizumab n’est pas hémorragique (Figure 19B) 

et elle l’est moins dans le groupe traité par le Sorafenib (Figure 19C) par rapport aux ascites 

CTRL (Figure 19A). 

 

Figure 19 : Photo illustrative de l’ascite obtenu à la fin de l’expérience (J34) en fonction du 

groupe de traitement (CTRL, Bevacizumab ou Sorafenib). A : CTRL : Ascite abondante 

hémorragique ; B : après traitement par le Bevacizumab : ascite en faible quantité non 

hémorragique ; C : après traitement par le Sorafenib : Ascite en faible quantité moins 

hémorragique que pour le CTRL. 

Enfin, nous pouvons observer sur la figure 18C dans le groupe Bevacizumab que la 

concentration en ACE sérique semble diminuée par rapport aux groupes CTRL et Sorafenib. 

L’ACE étant un marqueur tumoral, ces résultats semblent indiquer une efficacité du 

Bevacizumab. 

Nous pouvons conclure concernant la première expérience que les deux anti-angiogéniques 

testés diminuent significativement le développement d’ascite tumorale de PMP dans l’abdomen 

des souris greffées par le modèle STLO avec un effet plus important du Sorafenib. Néanmoins, 

le Bevacizumab semble diminuer la concentration sérique en ACE et l’ascite obtenue n’est pas 

hémorragique : L’angiogenèse semble vraiment inhibée. Le Sorafenib a un effet plus important 

sur le développement de l’ascite alors que le Bevacizumab semble être plus efficace sur 

l’angiogenèse. Nous avons alors décidé de garder ces deux anti-angiogéniques pour les 

prochaines expériences. 

 

b) Evaluation de l’effet du Bevacizumab et du Sorafenib en association avec un mélange 

d’antibiotiques sur l’évolution du PMP (modèle STLO d’ascite gélatineuse) 

La deuxième expérience a été réalisée à nouveau sur le modèle STLO, modèle de PMP 

induit par l’injection d’ascite gélatineuse. Nous avons souhaité évaluer l’efficacité des anti-

A C B 
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angiogéniques utilisés ci-dessus en association avec un mélange d’antibiotiques, le 

métronidazole et l’amoxicilline. Ce mélange sera appelé ATB1. Cette bithérapie d’antibiotiques 

a été sélectionnée à partir de l’hypothèse que la souche bactérienne recherchée soit Helicobacter 

pylori. Nous n’avons pas pu utiliser la trithérapie citée dans la littérature (Lanzoprazole, 

Amoxicilline et Clarithromycine [2] [20]) car l’utilisation de certains médicaments étaient 

compliquée sur la souris. Cependant, le bactériologiste avec qui nous étions en contact nous 

avaient  affirmé que l’Amoxicilline et le Métronidazole seraient efficaces sur 90-95% des 

Helicobacter pylori. 

Ci-dessous le schéma expérimental (Figure 20): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Schéma expérimental de la deuxième expérience : Effet de l’ATB1 (Mélange de 

Métronidazole et d’Amoxicilline) en association ou non avec le Bevacizumab ou le Sorafenib 

sur l’évolution du PMP (modèle STLO). 

Le suivi du poids des souris traitées ou contrôles en fonction du temps ainsi que la mesure du 

volume de l’ascite nous a permis d’obtenir les graphiques ci-dessous (Figure 21): 

 

 

Injection en  

IP du PMP 

(0,2ml) 

J 0 

Début du traitement (10 souris par groupe) : 

- CTRL NaCl 0,9% 

- ATB1 Métronidazole 20mg/kg + Amoxicilline 240mg/kg tous les 

jours 

- ATB1 tous les jours + Bevacizumab 5mg/kg 2jrs /semaine 

- ATB1 tous les jours + Sorafenib 40mg/kg 5jrs/semaine 

J 11 

Mise à mort des animaux : 

- Prélèvement du sang 

- Prélèvement de l’ascite (volumes mesurés) 

J 25 
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Figure 21 : Graphes représentants l’effet de l’ATB1 en association avec le Bevacizumab ou le 

Sorafenib sur l’évolution du PMP (modèle STLO) greffés à des souris nudes. A) Courbes 

représentants le poids des souris greffées par le modèle STLO en fonction du temps (test 

Anova). B) Nuage de points représentants les volumes d’ascite mesurés par souris greffées 

par le modèle STLO traitées par l’ATB1 associé ou non au Bevacizumab ou au Sorafenib à la 

fin de l’expérience (Test Kruskal Wallis). 

 

Nous pouvons observer sur la figure 21A qu’il n’y a pas de différence significative entre 

le poids des souris quel que soit le traitement testé. Nous pouvons émettre l’hypothèse que le 

temps de traitement était plus court, il a duré seulement 14jours, temps de traitement défini pour 

la thérapie contre H. pylori, alors qu’il avait duré 27 jours dans la première expérience. En effet, 

le volume d’ascite moyen obtenu à la fin de l’expérience dans le groupe CTRL est de 2,5ml 

alors qu’il était de 8ml dans la première expérience. 

Nous pouvons ensuite observer sur la figure 20B une diminution des volumes d’ascite obtenu 

dans le groupe de souris traitées par l’ATB1. Ce traitement semble induire un effet sur 

l’évolution du PMP mais il n’y a pas de différence significative. Cependant, nous pouvons 

observer une différence significative entre les volumes d’ascite obtenus par les groupes de 

souris traitées par les associations « ATB1 + Bevacizumab » et « ATB1 + Sorafenib » par 

rapport au groupe de souris contrôles, ce qui montre un effet de ces combinaisons sur le 

développement du PMP. En effet, l’ascite obtenue dans le groupe CTRL (Figure 22A) est 

également hémorragique ; dans le groupe traité par l’ATB1 seul (Figure 22B), nous observons 

deux fractions, une hémorragique et une autre non hémorragique. Nous retrouvons les mêmes 

observations que précédemment pour les groupes traités par « Bevacizumab + ATB1 » et par 

« Sorafenib + ATB1 » où l’ascite n’est pas hémorragique (Figure 22C) et moins que le CTRL 

(Figure 22D), respectivement. Une petite remarque cependant, nous avons observé que les 

souris traitées par « ATB1 et Bevacizumab » étaient plus sujettes à faire des hémorragies lors 

de la laparotomie à la mise à mort des souris. Cet anti-angiogénique fragilise peut-être  les 

autres vaisseaux en empêchant la formation de nouveaux. 
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Figure 22 : Photo illustrative de l’ascite obtenu à la fin de l’expérience (J25) en fonction du 

groupe de traitement (ATB1 en association avec le Bevacizumab ou le Sorafenib). (A : 

CTRL : Ascite hémorragique ; B : après traitement par l’ATB1 : ascite en deux fractions, une 

hémorragique et une autre non hémorragique ; C : Après traitement par ATB1 et 

Bevacizumab : ascite non hémorragique ; D : après traitement par ATB1 et Sorafenib : Ascite 

moins hémorragique que pour le CTRL). 

Nous pouvons alors conclure concernant la deuxième expérience que les deux combinaisons 

« ATB1 + Bevacizumab » ou « ATB1 + Sorafenib » diminuent de façon significative la 

formation d’ascite dans le modèle STLO de PMP et comme dans la 1ère expérience, la 

combinaison « ATB1 + Bevacizumab » semble inhiber l’angiogenèse car les ascites obtenues 

sont à nouveau non hémorragiques (Figure 22). Il semble enfin y avoir un effet sur l’hémorragie 

des ascites des souris traitées par l’ATB1 seul, même s’il n’y a pas de différence significative 

concernant le volume d’ascite. Nous ne pouvons cependant pas conclure sur un effet synergique 

de l’association « ATB1 + Bevacizumab » car le temps de traitement était différent avec la 

première expérience. 

 

c) Evaluation de l’effet de l’ATB1 et du Bevacizumab seuls ou en association sur 

l’évolution du PMP (modèle de « morceaux » de tumeur gélatineuse STLOM) 

Suite aux résultats obtenus précédemment et afin d’observer une possible synergie de 

ces deux traitements, nous avons souhaité comparer l’effet du Bevacizumab et de l’ATB1 seuls 

ou en association mais sur le modèle STLOM, modèle de tumeur gélatineuse STLOM greffé 

aux souris. Ce modèle est issu du même patient que le modèle STLO ; nous observons à la fin 

de l’expérience un mélange de masse gélatineuse tumorale et d’ascite alors que dans le modèle 

STLO c’est seulement de l’ascite. Ce modèle se développe en 5 à 6 semaines comparé au 

modèle d’ascite qui se développe en 3 semaines environ : C’est pour cela que le traitement a 

commencé plus tard.  

 

 

A B C D 
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Ci-dessous le schéma expérimental (Figure 23) : 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Schéma expérimental de la troisième expérience : Effet de l’ATB1 et du 

Bevacizumab seuls ou en association sur l’évolution du PMP (modèle STLOM). 

 

Le suivi du poids des souris traitées ou contrôles en fonction du temps ainsi que la mesure du 

poids de la tumeur et de l’ascite et les dosages du VEGF et de l’ACE nous ont permis d’obtenir 

les graphiques ci-dessous (Figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Greffe IP du PMP 

(modèle STLOM) 

J 0 

Début du traitement : 

- CTRL NaCl 0,9% 

- ATB1 Metronidazole 20mg/kg + Amoxicilline 240mg/kg 

5jrs/semaine 

- Bevacizumab 5mg/kg 2fois/semaine 

- ATB1 5jrs/semaine + Bevacizumab 5mg/kg 2 fois/semaine 

J 20 

Mise à mort des animaux : 

- Prélèvement du sang 

- Prélèvement de la tumeur et de l’ascite (poids 

mesurés) 

J 37/38 
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Figure 24 : Graphes représentants l’effet de l’ATB1 seul ou en association avec le 

Bevacizumab sur l’évolution du PMP (modèle STLOM) greffés à des souris nudes. A) 

Courbes représentants le poids des souris greffées par le modèle STLOM en fonction du 

temps (Test Anova). B) Nuage de points représentant les poids des tumeurs et d’ascite, la 

concentration en VEGF tumoral (C) ou sérique (D) et la concentration d’ACE sérique (E) 

mesurées par souris greffées par le modèle STLOM traitées par l’ATB1 ou le Bevacizumab 

seuls ou en association à la fin de l’expérience (Test de Kruskal Wallis). 
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Nous pouvons observer une différence significative entre les souris traitées par l’ATB1 et celles 

traitées par l’association « ATB1 + Bevacizumab » par rapport au poids des souris et le poids 

de la tumeur et l’ascite à J37 (fin de l’expérience) (Figures 24A et 24B). Nous n’observons pas 

de différence significative par rapport au groupe CTRL. Néanmoins, les nuages de points 

montrent une variabilité importante au sein même du groupe CTRL premièrement (Figure 24B). 

Il est alors difficile d’analyser l’effet d’un traitement si dans le groupe CTRL toutes les souris 

n’ont pas développé de tumeur de façon homogène. Cependant, nous observons que le niveau 

de VEGF sérique est significativement plus faible dans le groupe traité par la combinaison 

« ATB1 + Bevacizumab » par rapport au groupe CTRL. Par contre, il n’y a pas de différence 

significative entre les différents groupes par rapport à l’ACE sérique (Figure 24E) ni par rapport 

au VEGF tumoral (Figure 24C). Ce modèle semble très hétérogène. Cependant, concernant les 

groupe traité par l’ « ATB1 + Bevacizumab », les nuages de points sont très rapprochés, ce qui 

semble montrer un effet des traitements.  

Nous avons pu observer une ressemblance encore une fois avec les précédentes expériences par 

rapport au type d’ascite obtenue. En effet, chez les souris CTRL (Figure 25A) elle était 

majoritairement hémorragique, semblable cependant à celle observée chez les souris traitées 

par l’ATB1 seul (Figure 25B). Pour les souris traitées par le Bevacizumab (Figure 25C), nous 

retrouvons des ascites hémorragiques comme non hémorragiques et enfin pour les souris 

traitées par la combinaison (Figure 25D), nous observons une quantité d’ascite moins 

importante et non hémorragique. Nous pouvons supposer qu’il y ait un effet synergique de ces 

deux traitements : Le mélange d’antibiotiques (Métronidazole + Amoxicilline) et l’anti-

angiogénique Bevacizumab. 

  

Figure 25 :Photos illustratives de l’abdomen des souris contenant la tumeur et l’ascite en 

fonction du groupe de traitement (ATB1 seul ou en association avec le Bevacizumab). Les 

tumeurs sont entourées en bleues. A : CTRL : Ascite hémorragique ; B : après traitement par 

l’ATB1 : ascite hémorragique ; C : Après traitement par le Bevacizumab : ascite 

hémorragique et non hémorragique ; D : après traitement par ATB1 et Bevacizumab : Ascite 

non hémorragique en quantité moins importante. 

De ce fait, nous pouvons conclure que le groupe « ATB1 + Bevacizumab » semble 

induire une diminution du poids tumoral et une diminution de la concentration en VEGF sérique 

des souris. 
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d) Evaluation de l’effet d’un autre antibiotique, appelé ATB2 et du Sorafenib seuls ou 

en association sur l’évolution du PMP (modèle de « morceaux » de tumeur gélatineuse 

STLOM) 

En parallèle aux expériences in vivo, nous avons testé de mettre en culture le modèle 

STLO et STLOM sans antibiotiques. Le surnageant a été envoyé au service de bactériologie de 

l’hôpital Lariboisière. Le bactériologiste, M. Hervé JACQUIER, a réussi à identifier les germes 

suivants : Escherichia Coli, Enterococcus faecalis et Pseudomonas luteola, qui sont toutes les 3 

des souches appartenant au phylum des Protéobactéries. Il nous a également informé de la 

sensibilité de ces germes aux bêta-lactamines et aux aminosides. C’est pour cela que nous avons 

souhaité tester une autre combinaison de traitement. Vu que nous disposions facilement du 

mélange d’antibiotiques Pénicilline/Streptomycine, nous avons décidé de tester ce mélange sur 

le modèle STLOM : l’ATB2 (Mélange de Pénicilline 10Ui/ml/ Streptomycine 10µg/ml) seul 

ou en association avec le Sorafenib.  

Ci-dessous le schéma expérimental (Figure 26) : 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Schéma expérimental de la quatrième expérience : Effet de l’ATB2 et du 

Sorafenib seul ou en association sur l’évolution du PMP (modèle STLOM). 

 

Le suivi du poids des souris traitées ou contrôles en fonction du temps, la mesure du poids de 

la tumeur et de l’ascite ainsi que les dosages du VEGF sérique et tumoral nous ont permis 

d’obtenir les graphiques ci-dessous (Figure 27) : 

 

 

 

Greffe IP du PMP 

(modèle STLOM) 

J 0 

Début du traitement : 

- CTRL NaCl 0,9% 

- ATB2 Pénicilline/Streptomycine 20mg/kg 5jrs/semaine 

- Sorafénib 40mg/kg 5jrs/semaine 

- ATB2 5jrs/semaine + Sorafenib 40mg/kg 5jrs/semaine 

J 20 

Mise à mort des animaux : 

- Prélèvement du sang 

- Prélèvement de la tumeur et de l’ascite (poids mesurés) 

J 38 
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Figure 27 : Graphes représentants l’effet de l’ATB2 seul ou en association avec le Sorafenib 

sur l’évolution du PMP (modèle STLOM) greffés à des souris nudes. A) Courbes 

représentants le poids des souris greffées par le modèle STLOM en fonction du temps (Test 

Anova). B) Nuage de points représentant les poids des tumeurs et d’ascite ; C) la 

concentration sérique en VEGF et D) la concentration tumorale en VEGF mesurées par 

souris greffées par le modèle STLOM traitées par l’ATB2 ou le Sorafenib seuls ou en 

association à la fin de l’expérience (Test Kruskal Wallis). 

Nous pouvons observer que le poids des souris traitées par la combinaison est significativement 

plus faible par rapport au poids des souris CTRL à J38 (Figure 27A). Cependant, il n’y a pas 

de différence significative entre les différents groupes de traitement par rapport au groupe 

CTRL concernant le poids de la tumeur et de l’ascite obtenu à la fin de l’expérience (Figure 

27B). Plus précisément, nous pouvons observer une hétérogénéité (nuage de points étendu) 

dans chacun des groupes, même les groupes de traitement. Afin d’expliquer cette hétérogénéité, 

nous pouvons émettre l’hypothèse que le traitement a commencé trop tard.  

Nous avons tout de même effectué un dosage du VEGF dans le sérum et la tumeur des souris. 

Nous observons que la concentration en VEGF sérique est significativement plus faible dans le 

groupe « ATB2 + Sorafenib » par rapport au groupe CTRL (Figure 27C). Cependant, elle est 

significativement plus élevée dans la tumeur dans les groupes traités par la combinaison et par 

le Sorafenib seul par rapport au groupe CTRL (Figure 27D). 
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Néanmoins, au regard de ces trois dernières expériences, nous pouvons émettre 

l’hypothèse que la combinaison anti-angiogénique et antibiotique semble induire un effet 

inhibiteur sur l’évolution du PMP. 

 

e) Evaluation de l’effet de l’ATB2 en association avec le Bevacizumab ou le Sorafenib 

commencés plus tôt après la greffe sur l’évolution du PMP (modèle de « morceaux » de tumeur 

gélatineuse STLOM) 

Suite aux derniers résultats où nous nous sommes retrouvés face à des résultats 

hétérogènes dans le groupe CTRL mais aussi dans les autres groupes de traitement, nous avons 

décidé d’effectuer la cinquième expérience de la façon suivante. Nous avons commencé le 

traitement plus tôt et nous avons testé seulement l’effet des combinaisons « ATB2 + 

Bevacizumab » et « ATB2 + Sorafenib » par rapport au groupe CTRL sur l’évolution du PMP.  

Ci-dessous le schéma expérimental (Figure 28) : 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Schéma expérimental de la cinquième expérience : Effet de l’ATB2 en association 

avec le Bevacizumab ou le Sorafenib sur l’évolution du PMP (modèle STLOM). 

 

Le suivi du poids des souris traitées ou contrôles en fonction du temps, la mesure du poids de 

la tumeur et de l’ascite ainsi que les dosages du VEGF sérique et tumoral nous ont permis 

d’obtenir les graphiques ci-dessous (Figure 29) : 

Greffe IP du PMP 

(modèle STLOM) 

J 0 

Début du traitement : 

- CTRL NaCl 0,9% 

- ATB2 20mg/kg + Sorafenib40mg/kg 5jrs/semaine 

- ATB2 5jrs/semaine + Bevacizumab 5mg/kg 2jrs/semaine 

J 11 

Mise à mort des animaux : 

- Prélèvement du sang 

- Prélèvement de la tumeur et de l’ascite (poids mesurés) 

J36 
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Figure 29 : Graphes représentants l’effet de l’ATB2 en association avec le Sorafenib ou le 

Bevacizumab sur l’évolution du PMP (modèle STLOM) greffés à des souris nudes.  A) 

Courbes représentants le poids des souris greffées par le modèle STLOM en fonction du 

temps (Test Anova). B) Nuage de points représentant le poids des tumeurs ; C) la 

concentration sérique en VEGF et D) la concentration tumorale en VEGF mesurées par 

souris greffées par le modèle STLOM traitées par l’ATB2 en association avec le Sorafenib ou 

le Bevacizumab (Test Kruskal Wallis). 

 

Nous pouvons observer qu’il n’y a pas de différence significative entre le poids des 

souris en fonction du temps entre les différents groupes (Figure 29A). Puis, nous pouvons 

observer que le poids tumoral des souris traitées par les combinaisons semble plus faible par 

rapport au CTRL mais il n’y a pas de différence significative. Nous pouvons émettre 

l’hypothèse que cela est dû à l’hétérogénéité du groupe CTRL (Figure 29B). 

Nous observons ensuite que la concentration en VEGF sérique est significativement plus élevé 

dans le groupe « ATB2 + Bevacizumab » par rapport au groupe CTRL (Figure 29C) et il y a 

également une tendance pour le groupe « ATB2 + Sorafenib » où la concentration en VEGF 
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semble plus élevée par rapport au groupe CTRL. Nous pouvons noter cependant que dans le 

groupe « ATB2 + Sorafenib », 5 souris sont décédées au cours de l’expérience pour des raisons 

inconnues, peut être liées au gavage du Sorafenib. De ce fait, les tests statistiques reposent sur 

seulement 5 valeurs pour ce groupe alors qu’il y en a 10 dans les autres groupes. Néanmoins, 

nous pouvons noter que les résultats observés dans cette expérience sont contraires à ceux 

observés dans les précédentes expériences : L’expression sérique du VEGF étaient 

significativement plus faible dans les combinaisons « ATB1 + Bevacizumab » (Figure 24D), la 

seule différence étant l’antibiotique utilisé ; et « ATB2 + Bevacizumab » (Figure 29C) par 

rapport au groupe CTRL respectivement. Nous pouvons noter cependant que le traitement a 

commencé 9 jours plus tôt dans cette expérience par rapport aux précédentes. En effet, le 

traitement a commencé à J9 post-greffe, comparé à J20 précédemment. Enfin, concernant la 

concentration tumorale de VEGF, il n’y a pas de différence entre les différents groupes. 

Ainsi, nous pouvons conclure que le modèle STLOM est encore une fois très hétérogène 

et que les deux combinaisons de traitements « ATB2 + Sorafenib » et « ATB2 + Bevacizumab » 

semblent avoir un effet sur une diminution du développement du PMP chez la souris mais les 

résultats ne sont pas satisfaisants. C’est pour cela que nous avons souhaité tester un autre anti-

angiogénique disponible dans le laboratoire : l’Aflibercept en association avec l’ATB2. 

 

f) Evaluation de l’effet de l’ATB2 en association avec l’Aflibercept sur l’évolution du 

PMP (modèle de « morceaux » de tumeur gélatineuse STLOM) 

L’Aflibercept contient une protéine de fusion recombinante composée des fragments 

des domaines extracellulaires des récepteurs de type 1 et 2 du VEGF humain fusionnés au 

fragment Fc de l'IgG1 humaine. Cette protéine agit comme un leurre avec une plus grande 

affinité que les récepteurs naturels pour le VEGF. Ce traitement est utilisé chez les patients 

atteints d’un cancer colorectal métastatique. C’est donc un bon candidat thérapeutique. Nous 

avons souhaité observer l’effet de ce médicament en association avec l’ATB2 sur le 

développement du PMP chez les souris greffées par le modèle STLOM. 
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Ci-dessous le schéma expérimental (Figure 30) : 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Schéma expérimental de la sixième expérience : Effet de l’ATB2 en association 

avec l’Aflibercept sur l’évolution du PMP (modèle STLOM). 

 

Le traitement a commencé plus tôt, à J6 comme la première expérience et a duré aussi 

plus longtemps, 35 jours. 

Le suivi du poids des souris traitées ou contrôles en fonction du temps, la mesure du poids de 

la tumeur, des photos représentants les tumeurs obtenues par groupe ainsi que les dosages du 

VEGF et de l’ACE sérique et du VEGF tumoral nous ont permis d’obtenir les graphiques et 

photos ci-dessous (Figure 31) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Greffe IP du PMP 
(Modèle STLOM) 

J 0 

Début du traitement : 

- CTRL NaCl 0,9% 

- ATB2 20mg/kg 5jrs/semaine + Aflibercept 25mg/kg 2jrs/semaine 

J 6 

Mise à mort des animaux : 

- Prélèvement du sang 

- Prélèvement de la tumeur (poids mesurés) 

J41 
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Figure 31 :  Graphes représentants l’effet de l’ATB2 en association avec l’Aflibercept sur 

l’évolution du PMP (modèle STLOM) greffés à des souris nudes. Les tumeurs sont entourées 

en bleues. A) Courbes représentants le poids des souris greffées par le modèle STLOM en 

fonction du temps (Test Anova). B) Nuage de points représentant les poids de la tumeur ; E) 

la concentration sérique en ACE, F) en VEGF et G) la concentration tumorale en VEGF 

mesurées par souris greffées par le modèle STLOM traitées par l’ATB2 en association avec 

l’Aflibercept (Test Mann Whitney). Photos représentatives de la tumeur obtenue dans le 

groupe CTRL (C) et traité (D). 
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Premièrement, nous pouvons observer sur la figure 31A que le poids des souris traitées par 

« ATB2 + Aflibercept » est significativement plus bas par rapport aux souris CTRL à partir de 

J34. En effet, le poids moyen des souris traités est de 25g alors qu’il est de 29g pour les souris 

CTRL. Deuxièmement, le poids de la tumeur des souris traitées, obtenu à la fin de l’expérience, 

est aussi significativement plus faible par rapport aux souris CTRL (Figure 31B). Malgré une 

importante hétérogénéité du groupe CTRL, comme observé dans les précédentes expériences, 

nous observons au contraire une homogénéité des points correspondant au poids de la tumeur 

des souris traitées autour de 1g, alors que la moyenne est de 4g pour les CTRL. Nous pouvons 

observer également l’effet du traitement sur les photos représentants la tumeur obtenue, qui est 

plutôt grosse et vascularisée chez les souris CTRL, ou plus petite et non vascularisée (blanche) 

chez les souris traitées (Figures 31C et 31D respectivement). 

Troisièmement, concernant le dosage sérique de l’ACE (Figure 31E), la concentration moyenne 

est 5 fois plus importante chez les souris CTRL (environ 100ng/ml) par rapport aux souris 

traitées (environ 20ng/ml). Enfin, quatrièmement, nous pouvons observer que la concentration 

en VEGF sérique et tumorale est beaucoup élevée chez les souris traitées par rapport aux souris 

CTRL, où les valeurs sont faibles pour le VEGF tumoral (environ 8pg/ml pour les CTRL vs 40 

pg/ml pour les souris traitées, Cf. Figure 31G), et quasi inexistante pour le VEGF sérique 

(<0,35pg/ml pour les CTRL vs 8pg/ml pour les souris traitées). Nous pouvons émettre 

l’hypothèse suivante : l’Aflibercept agit comme un leurre du récepteur au VEGF, mais cette 

liaison n’induit pas de signalisation du signal. De ce fait, notre hypothèse est que le VEGF est 

relargué, c’est pour cela qu’il est retrouvé en forte concentration dans le sérum et la tumeur 

alors que pour les souris CTRL le VEGF est utilisé. 

Nous avons souhaité voir s’il y avait une corrélation entre la concentration en VEGF sérique 

ou tumorale et la concentration en ACE sérique et le poids tumoral obtenu. Pour cela, nous 

avons effectué des tests de Spearman (Figure 32).  
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Figure 32 : Nuages de points représentants les corrélations entre la concentration en ACE 

sérique (A), en VEGF sérique (B) ou tumoral (C) et le poids de la tumeur des souris CTRL et 

traitées par l’Aflibercept et l’ATB2 (Test Spearman). 
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Nous pouvons observer une corrélation positive entre la concentration en ACE et le poids de la 

tumeur obtenu à la fin de l’expérience et une corrélation négative entre la concentration en 

VEGF sérique et tumorale et le poids tumoral. En effet nous observons que tous les points 

correspondants à un poids tumoral plus faible, c’est-à-dire correspondant aux souris traitées 

correspondent à une faible concentration en ACE et à une importante concentration en VEGF 

sérique et tumorale. Ces corrélations permettent de montrer l’efficacité du traitement utilisé sur 

une diminution du développement tumoral. 

Nous pouvons alors conclure que la combinaison testée, « ATB2 + Aflibercept » inhibe la 

croissance tumoral et l’angiogenèse in vivo dans le modèle murin de PMP « morceaux » 

STLOM. 

 

g) Evaluation de l’effet de l’ATB2 en association avec l’Aflibercept sur l’évolution du 

PMP (modèle d’ascite gélatineuse BOGH) 

A la suite des résultats très encourageants obtenus précédemment, nous avons souhaité 

évaluer l’effet de cette combinaison thérapeutique, « ATB2 + Aflibercept » sur un autre modèle 

de PMP : le modèle d’ascite gélatineuse BOGH. 

Ci-dessous le schéma expérimental (Figure 33) : 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Schéma expérimental de la septième expérience : Effet de l’ATB2 en association 

avec l’Aflibercept sur l’évolution du PMP (modèle BOGH). 

Le suivi du poids des souris traitées ou contrôles en fonction du temps, la mesure du volume de 

l’ascite, des photos représentants les ascites obtenues par groupe ainsi que les dosages du VEGF 

et de l’ACE sérique et du VEGF tumoral nous ont permis d’obtenir les graphiques et photos ci-

dessous (Figure 34) : 

 

Injection IP du 

modèle d’ascite 

BOGH (0,2ml) 

J 0 

Début du traitement: 

- CTRL NaCl 0,9% 

- ATB2 20mg/kg 5jrs/semaine + Aflibercept 25mg/kg 2jrs/semaine 

J 7 

Mise à mort des animaux: 

- Prélèvement du sang 

- Prélèvement de l’ascite (poids mesurés) 

J45 
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Figure 34 :  Graphes représentants l’effet de l’ATB2 en association avec l’Aflibercept sur 

l’évolution du PMP (modèle BOGH) greffés à des souris nudes. A) Courbes représentants le 

poids des souris greffées par le modèle BOGH en fonction du temps (Test Anova). B) Nuage 

de points représentant le volume d’ascite ; E) la concentration sérique en ACE, F) en VEGF 

et F) la concentration tumorale en VEGF mesurés par souris greffées par le modèle BOGH 

traitées par l’ATB2 en association avec l’Aflibercept (Test Mann Whitney). Photos 

représentatives de l’ascite obtenue dans le groupe CTRL (C) et traité (D). 
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Premièrement, nous pouvons observer sur la figure 34A que le poids des souris traitées par 

« ATB2 + Aflibercept » est significativement plus bas par rapport aux souris CTRL à partir de 

J31. En effet, le poids moyen des souris traités est de 23g alors qu’il est de 29g pour les souris 

CTRL à J45. Nous pouvons même noter une légère diminution du poids des souris traitées à 

partir de J42. Il aurait fallu continuer l’expérience pour voir si le poids des souris diminuait 

encore ou s’il était stable. Deuxièmement, le poids de l’ascite des souris traitées, obtenu à la fin 

de l’expérience, est aussi significativement plus faible par rapport aux souris CTRL (Figure 

34B). Malgré une importante hétérogénéité du groupe CTRL dans ce modèle de PMP 

également, nous observons au contraire encore une fois une homogénéité des points 

correspondant au volume de l’ascite des souris traitées qui est quasi nulle, alors que la moyenne 

est de 3,5ml pour les CTRL. Nous pouvons observer également l’effet du traitement sur les 

photos représentants l’ascite obtenue, qui est très hémorragique chez les souris CTRL, quasi 

inexistante (filet clair) chez les souris traitées (Figures 34C et 34D respectivement). 

Troisièmement, concernant le dosage sérique de l’ACE (Figure 34E), la concentration moyenne 

est aussi 5 fois plus importante chez les souris CTRL (environ 55ng/ml) par rapport aux souris 

traitées (environ 10ng/ml). Enfin, quatrièmement, nous pouvons observer que la concentration 

en VEGF sérique et tumorale est plus élevée chez les souris traitées par rapport aux souris 

CTRL, où les valeurs sont quasi nulles pour les souris CTRL et d’environ 10pg/ml de VEGF 

sérique et d’environ 30 pg/ml de VEGF tumoral pour les souris traitées. Nous pouvons émettre 

la même hypothèse que pour l’expérience précédente concernant le VEGF non utilisé qui serait 

relargué. 

Nous avons souhaité voir s’il y avait également une corrélation entre la concentration en VEGF 

sérique ou tumorale et la concentration en ACE sérique et le volume d’ascite obtenu. Pour cela, 

nous avons effectué des tests de Spearman (Figure 35).  
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Figure 35 : Nuages de points représentants les corrélations entre la concentration en ACE 

sérique (A), en VEGF sérique (B) ou tumoral (C) et le volume de l’ascite des souris CTRL et 

traitées par l’Aflibercept et l’ATB2 (Test Spearman). 
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De la même façon que dans l’expérience précédente, nous pouvons observer une corrélation 

positive entre la concentration en ACE et le volume d’ascite obtenu à la fin de l’expérience et 

une corrélation négative entre la concentration en VEGF sérique et tumorale et le volume 

d’ascite. En effet nous observons que tous les points correspondants à un volume d’ascite plus 

faible, voire quasi nul, c’est-à-dire correspondant aux souris traitées correspondent à une faible 

concentration en ACE et à une importante concentration en VEGF sérique et tumorale. Ces 

corrélations permettent de montrer l’efficacité du traitement utilisé sur une diminution du 

développement tumoral. 

Nous pouvons alors conclure que la combinaison testée, « ATB2 + Aflibercept » inhibe la 

croissance tumoral et l’angiogenèse in vivo dans le modèle murin de PMP d’ascite gélatineuse 

BOGH, de la même manière que pour le modèle « morceaux » STLOM. 

 

En conclusion de cette partie, nous pouvons affirmer que la combinaison 

« antibiotique + anti-angiogénique », plus précisément l’« ATB2 + Aflibercept » est 

efficace sur l’inhibition du développement tumoral et l’angiogenèse dans le PMP car ce 

traitement a montré une efficacité sur les deux modèles STLOM et BOGH. Les autres 

traitements utilisés « ATB1 + Bevacizumab » et « ATB1 + Sorafenib » sur le modèle 

STLO d’ascite gélatineuse ont également été efficace, nous avons pu observer une 

diminution du volume d’ascite obtenu à la fin de l’expérience et une diminution du taux 

d’ACE dans la première expérience. Il faudrait effectuer les dosages du VEGF sérique et 

tumoral pour ces deux expériences afin de valider l’effet du traitement notamment sur 

l’angiogenèse. Cependant les traitements « ATB2 + Bevacizumab » ou encore « ATB2 + 

Sorafenib » testés sur le modèle STLOM semblent avoir un léger effet sur une diminution 

du développement tumoral mais les résultats ne sont pas satisfaisants et ce modèle trop 

hétérogène. 

 

2) Quelles sont les cytokines qui ont un rôle dans le développement tumoral 

du PMP ? 

Afin d’identifier des cytokines qui auraient un rôle dans le développement du PMP, 

nous avons réalisé un cytokine array qui permet de tester le niveau de 40 cytokines différentes. 

Le kit dispose de 4 membranes contenant les 40 anticorps correspondants aux 40 cytokines. 

Nous avons pour cela mélangé 20 µl de chaque sérum ou 20 µl de chaque lysat protéique de la 

tumeur ou de l’ascite et séparé en fonction du groupe, souris CTRL ou traitées à partir des 

échantillons des deux dernières expériences où nous avons observé une réelle efficacité du 

traitement. Ces mélanges d’échantillons ont été dosés et la même quantité de protéine a été 

déposée sur les 4 membranes selon les conditions suivantes : 

- Sérum souris CTRL 

- Sérum souris traitées 

- Tumeur souris CTRL 

- Tumeur souris traitées. 
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Les graphes ci-dessous (Figure 36) montrent le niveau de cytokines qui sont détectables par 

cette technique. 
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Figure 36 : Graphiques représentants les cytokines qui sont détectées dans les mélanges 

d’échantillons de sérum ou de tumeur/ascite des deux dernières expériences. 
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Nous avons identifié 6 cytokines : CXCL13, CXCL12, le complément C5/C5a, TIMP-

1, ICAM-1 et M-CSF, qui ont toutes un rôle dans la progression tumorale, l’angiogenèse ou le 

recrutement des leucocytes ou encore la résistance à la chimiothérapie. On les retrouve en plus 

grande quantité dans le microenvironnement tumoral, c’est pour cela que l’on peut observer 

une quantité plus importante dans la tumeur comparée au sérum (Figure 36).  

CXCL13 et CXCL12 sont des chimiokines, c’est-à-dire qu’elles vont permettre notamment le 

recrutement des leucocytes. Leur liaison à leur récepteur va aussi activer les voies de 

signalisation pour stimuler l’angiogenèse tumorale, la prolifération des cellules tumorales et la 

chimiorésistance (Meng, W et al. 2018 et Zhu, D. et al 2018). 

ICAM-1 (Molécule d’adhésion cellulaire intercellulaire-1) est une molécule transmembranaire 

qui appartient à la famille des immunoglobulines. Elle participe à de nombreux processus 

importants comme la signalisation cellulaire ou la transmigration endothéliale leucocytaire. Elle 

est fortement exprimée dans les états inflammatoires et les tumeurs malignes (Kotteas, E et al. 

2014). 

Le complément C5a est un composant essentiel de la lutte contre les pathogènes et les cellules 

anormales conduisant à leur lyse. Cette molécule a donc été considérée comme anti-tumorale. 

Cependant, son rôle a été controversé. Il aurait un rôle pro-tumoral dans certains cancers 

(Daugan, M et al. 2017). 

TIMP-1 (Inhibiteur tissulaire de la métalloprotéinase matricielle 1) est surexprimé dans certains 

cancers comme celui du sein ou du côlon et est un facteur pronostic péjoratif. Il pourrait induire 

via les voies FAK-PI3K/AKT et MAPK une stimulation de la prolifération tumorale et de 

l’angiogenèse et une inhibition de l’apoptose (Song, G et al. 2016). 

Enfin, M-CSF (facteur de stimulation des macrophages) stimule la croissance et la 

différenciation de la lignée des monocytes et favorise la survie, la prolifération et les fonctions 

des monocytes et macrophages matures. Il possèderait une activité anti-tumorale (Evan, B. 

2012). 

Ces cytokines ont un rôle important dans le cancer en général. Cependant, nous n’observons 

pas de différence significative entre les groupes CTRL et traités. De ce fait, nous ne pouvons 

pas conclure sur le rôle effectif de ces cytokines dans le développement du PMP. 

Afin d’en être sûre et être plus précis, il faudrait effectuer des ELISAs afin de doser chacune 

des cytokines dans chaque sérum et chaque lysat tumoral. 

 

3) Les bactéries ont-elles été identifiées après mise en culture par le service 

de bactériologie ou par HIS (viewRNA ISH Tissue Assay) ? 

 
a) Identification de bactéries après mise en culture du modèle de PMP cultivé en 

présence ou absence d’antibiotique. 

Malgré l’hypothèse de la présence de bactéries dans le péritoine, cavité normalement 

stérile, nous ne retrouvons pas d’infection ni d’abcès dans le péritoine des souris. De ce fait, 
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nous pouvons alors émettre l’hypothèse que dans la cavité péritonéale il y a un équilibre avec 

le système immunitaire. Lorsque la tumeur est mise en culture, donc en dehors du péritoine, 

elle perd cet équilibre. De ce fait, les bactéries peuvent proliférer. 

C’est pour cela que nous avons testé de mettre en culture le modèle STLO et STLOM sans 

antibiotiques. Le surnageant a été envoyé au service de bactériologie de l’hôpital Lariboisière. 

Le bactériologiste, M. Hervé JACQUIER, a réussi à identifier les germes suivants : Escherichia 

Coli, Enterococcus faecalis et Pseudomonas luteola, qui sont toutes les 3 des souches 

appartenant au phylum des Protéobactéries. Des germes comme Corynebacterium amycolatum 

ou Staphylococcus cohnii ont aussi été identifiée mais ce sont des contaminations liées 

probablement au prélèvement, ce sont des germes commensaux de la peau. 

Ce qui est intéressant, c’est que les germes identifiés étaient dans les modèles cultivés dans du 

milieu sans antibiotique (mélange de Pénicilline Streptomycine). Concernant les modèles 

cultivés avec des antibiotiques, les cultures sont négatives. Ce mélange d’antibiotiques serait 

alors efficace contre les bactéries présentes dans les tumeurs. 

 

b) Identification des bactéries par HIS (ViewRNA ISH Tissue Assay) 

Nous avons effectué cette hybridation in situ (HIS) moderne et plus sensible sur des 

coupes de pseudomyxome de patients, mais aussi sur des coupes d’amygdales où nous étions 

sûres de la présence de bactéries et d’estomac afin de tester la sonde d’Helicobacter pylori. Ci-

dessous les photos représentants les résultats sur une coupe d’amygdale (Figure 37) : 
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Figure 37 : Photos représentatives d’une amygdale avec présence de bactéries détectées par 

la coloration Brown - Brenn (B) ou par ViewRNA HIS Tissue Array avec la sonde RNA 16S 

qui ciblent toutes les bactéries (C) ; contrôle négatif (A) Objectif X40 

A 

B 

C 
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Nous pouvons observer premièrement qu’il n’y a pas de marquage sur la coupe 

correspondante au contrôle négatif (Figure 37A) : Nous pouvons alors interpréter les résultats. 

Sur la Figure 37C nous pouvons observer la présence de plusieurs points roses qui montrent la 

présence de plusieurs bactéries car un point correspond à l’identification d’une bactérie 

(Matériels et Méthodes). La coloration réalisée sur la Figure 37B nous montre la présence de 

bactéries gram – (coloration rouge). Les bactéries ne correspondent cependant pas aux mêmes 

localisations identifiées sur la figure 37C, mais cela peut être lié à la sensibilité de la technique 

d’HIS comparé à une simple coloration qui est moins sensible. 

Une autre zone de la coupe d’amygdale a été mise en évidence (Figure 38). 
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Figure 38 : Photos représentatives d’une amygdale avec présence de bactéries détectées par 

la coloration Brown - Brenn (A) ou par ViewRNA HIS Tissue Array avec la sonde RNA 16S 

qui ciblent toutes les bactéries (B) Objectif X40 

 

A 

B 
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Nous pouvons observer un très gros amas de bactéries colorées sur la Figure 38A, les 

plus représentés étant des Gram + (coloration bleue). D’autres bactéries Gram - sont 

difficilement visibles en rose derrière les bactéries bleues. Le point négatif de cette coloration, 

c’est qu’elle colore plus facilement les gram +. Or, dans le cadre de ce projet, nous recherchons 

plus des bactéries Gram -. En effet, sur la figure 38B, nous n’observons aucun marquage, ce 

qui est étrange au vu du nombre de bactéries présentes. Nous pouvons émettre l’hypothèse que 

la sonde utilisée marque plus les bactéries gram – et de ce fait, le gros amas de bactéries gram 

+  aurait empêché les sondes d’accéder aux bactéries gram – qui sont minoritaires. Le contrôle 

négatif de la technique ayant fonctionné, nous avons testé les probes d’ARN 16S des bactéries 

sur une coupe de patient qui a un PMP de haut grade. Ci-dessous les résultats obtenus (Figure 

39) : 
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Figure 39 : Photos représentatives d’une coupe de PMP de haut grade avec présence de 

bactéries détectées par ViewRNA HIS Tissue Array avec la sonde RNA 16S qui ciblent toutes 

les bactéries (Objectif X40). Chaque point rose correspond à une molécule d’ARN 16S 

hybridée par la sonde spécifique.  
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Nous pouvons observer la présence de très nombreux points roses correspondant à la 

présence de bactéries. Les bactéries sont localisées dans le cytoplasme, proche de l’extrémité 

cellulaire et où le mucus est sécrété, ce qui est cohérent avec un lien entre les bactéries et la 

production de MUC2. 

Les photos ci-dessous montrent l’expression de MUC2 et des bactéries avec l’utilisation de la 

sonde d’ARN 16 S ciblant toutes les bactéries (Figure 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 

 

 

 

Figure 40 : Photos représentatives d’une coupe de patients ayant un PMP de haut grade (A) 

ou de bas grade (B) avec présence de MUC2 et de bactéries détectées par ViewRNA HIS 

Tissue Array avec les sondes MUC2 et RNA 16S qui ciblent toutes les bactéries 

respectivement (A :Objectif X40 ; B : Objectif X20). Chaque point rose correspond à une 

molécule d’ARN 16S et chaque point bleu correspond à une molécule d’ARN codant pour la 

protéine MUC2 hybridées par les sondes spécifiques. 

A 

B 
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Sur la Figure 40A, nous pouvons observer la présence de nombreux points bleus 

correspondant à l’expression de MUC2 et la présence de nombreux points roses correspondant 

à l’expression de l’ARN 16 S des bactéries. Ces dernières sont localisées dans le cytoplasme 

des cellules et dans le mucus et MUC2 est localisé dans le noyau, le cytoplasme et le mucus 

également, zones où il est normal d’observer cette protéine. Nous observons également une 

forte expression de ces deux cibles car il y a aussi de très nombreuses cellules cancéreuses. Sur 

la Figure 40B, nous observons très peu de cellules tumorales, ce qui est normal pour un PMP 

de bas grade. Aussi, nous observons seulement quelques points bleus et roses correspondants 

respectivement à l’expression de MUC2 et de l’ARN 16 S des bactéries. Ces observations sont 

en accord avec la corrélation montrée dans la littérature entre forte expression de MUC2 et des 

bactéries dans les prélèvements de haut grade alors que les bactéries sont peu nombreuses et 

l’expression de MUC2 très faible dans les PMP de bas grade. 

Nous avons également testé la sonde dirigée contre Helicobacter pylori sur la coupe de PMP de 

haut grade. Ci-dessous les résultats obtenus (Figure 41) : 

 

Figure 41 : Photos représentatives d’une coupe de patients ayant un PMP de haut grade avec 

présence de MUC2 et de Helicobacter pylori détectée par ViewRNA HIS Tissue Array avec 

les sondes MUC2 et RNA 16S qui ciblent seulement H. pylori respectivement (Objectif X40). 

Chaque point rose correspond à une molécule d’ARN 16S spécifique d’H. pylori et chaque 

point bleu correspond à une molécule d’ARN codant pour la protéine MUC2 hybridées par 

les sondes spécifiques. 

  

Nous pouvons observer sur la figure 41 une forte expression de MUC2 localisée dans le 

noyau, le cytoplasme et le mucus sécrété de la même façon que précédemment. Nous observons 
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également une forte expression de l’ARN 16S de H. pylori aux même endroits mais de façon 

moins importante que dans la figure 40A. 

Nous pouvons conclure de cette expérience que la présence des bactéries a bien été identifiée 

de façon importante et en corrélation avec l’expression de MUC2 dans les coupes de patients 

ayant un PMP de haut grade. Plus précisément, nous avons pu identifier H. pylori comme 

bactéries présentes en grande quantité sur les coupes. Sa présence ne signifie pas que ce soit 

cette bactérie qui soit associée au développement du PMP mais sa présence ainsi que celle 

d’autres bactéries n’est pas normale. Ce que nous pouvons noter également, c’est que le 

marquage est abondant sur les coupes de haut grade alors qu’il est faible dans les coupes de bas 

grade, et est corrélé à l’expression de MUC2, ce qui est cohérent avec les observations de la 

littérature, c’est-à-dire corrélé à l’agressivité de la maladie. 
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V/ DISCUSSION/CONCLUSION 

Suite aux sept expériences réalisées, nous pouvons affirmer que l’association 

d’antibiotique-anti-angiogénique inhibe le développement tumoral des modèles STLO, 

STLOM et BOGH. Cette association semble être efficace sur les modèles de PMP « morceaux » 

tumoral et d’ascite mais cela dépend du modèle. Premièrement, sur le modèle STLO, le 

Bevacizumab ou le Sorafenib seuls étaient suffisants pour inhiber l’angiogenèse et la production 

d’ascite. Puis des résultats similaires ont été observés avec les combinaisons « ATB1 + 

Bevacizumab » et « ATB1 + Sorafenib ». Cependant, il manque le dosage du VEGF sérique et 

tumoral ainsi que celui de l’ACE sérique pour pouvoir confirmer les effets biologiques du 

traitement sur l’angiogenèse et la production d’ascite.  

Par contre, ces combinaisons n’ont pas été efficaces sur le modèle STLOM testé ensuite. 

Pourtant, il s’agit d’une tumeur issue du même patient. Nous avons observé une importante 

hétérogénéité premièrement dans le groupe CTRL puis un peu moins dans les groupes de 

traitements, nous laissant supposer que les traitements agissent tout de même, mais pas 

suffisamment pour induire une différence significative. Nous avons pu observer les mêmes 

résultats avec les combinaisons « ATB2 + Bevacizumab » et « ATB2 + Sorafenib ». De plus, 

les résultats obtenus par rapport au dosage du VEGF sérique et tumoral étaient contradictoires : 

une fois le niveau est plus faible dans le groupe traité puis dans l’expérience suivante le niveau 

est plus haut. 

Concernant la nouvelle combinaison testée « ATB2 + Aflibercept », les résultats obtenus sur 

les modèles STLOM et BOGH ont été très encourageants. En effet, le poids de la tumeur ou le 

volume d’ascite développé à la fin de l’expérience est significativement plus faible pour les 

souris traitées par rapport aux souris CTRL, ces résultats étant alors cohérents avec une 

augmentation du poids en fonction du temps des souris CTRL par rapport aux souris traitées 

dont le poids reste assez stable. Enfin, le taux d’ACE sérique est significativement plus faible 

et les taux de VEGF sérique et tumoral significativement plus élevés pour les souris traitées par 

rapport aux souris CTRL. Le faible taux d’ACE montre un effet du traitement sur une 

diminution de la charge tumorale de la maladie. Dans le cas de notre hypothèse concernant le 

fait que le VEGF des souris traitées par l’Aflibercept ne serait pas utilisé comparé aux souris 

CTRL, les résultats montrent un effet important du traitement sur une inhibition de 

l’angiogenèse avec l’observation d’une tumeur vascularisée vs non vascularisée voire blanche,  

et d’une ascite hémorragique vs transparente. 

Les résultats sont très encourageants. Cependant, une question peut se poser concernant le 

VEGF non dégradé. En cas d’arrêt du traitement, que se passerait-il ? Le VEGF serait-il alors 

utilisé ? Est-ce que cela conduirait à réactiver l’angiogenèse et le développement tumoral ? En 

effet, le laboratoire a mis en évidence dans d’autres travaux, un effet rebond du VEGF à l’arrêt 

du traitement des souris par le Bevacizumab [24]. De ce fait, cela signifie que le traitement ne 

devra pas être interrompu. 

Idéalement, il faudrait également réaliser une étude toxicologique afin d’évaluer l’association 

thérapeutique en terme de toxicité, pour le sang et les organes. Pour cela, afin qu’il n’y ait pas 

de biais lié au cancer, il faudrait traiter les animaux non malades pendant plusieurs semaines et 

ainsi analyser par anatomopathologie les organes comme les reins, le foie et effectuer une 

Numération Formule Sanguine (NFS) et des analyses biochimiques dans le sang (dosage 

Alanine Amino-transférase (ALAT) et Aspartate Amino-transférase (ASAT)). Toutefois les 
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toxicités observées chez les hommes des deux traitements, anti-angiogéniques et antibiotiques 

sont connues et semblent raisonnables en regard du potentiel bénéfice clinique. 

Il serait aussi intéressant de refaire l’expérience sur ces modèles en séparant les deux traitements 

afin d’évaluer réellement l’effet de l’ATB2 (Pénicilline/Streptomycine) et de l’Aflibercept seul 

ou en association sur l’évolution du PMP. 

Une des expérience qui reste à réaliser est le dosage du niveau de MUC2 dans les prélèvements 

tumoraux. En effet, dans la littérature nous avons pu observer une corrélation entre le nombre 

de bactéries et l’expression de MUC2. De ce fait, après le traitement par la combinaison, nous 

espérons observer une diminution du niveau de MUC2 dans les prélèvements de souris traitées 

comparé aux prélèvements des souris CTRL. Nous avons commandé un kit ELISA afin de 

réaliser cette expérience. 

Les résultats du cytokine array n’ont pas été statistiquement significatifs. Mais il serait 

intéressant de réaliser des ELISA sur chacun des prélèvements issus des deux dernières 

expériences afin d’identifier des régulations et un rôle possible des cytokines suivantes : 

CXCL13, CXCL12, le complément C5/C5a, TIMP-1, ICAM-1 et M-CSF. 

 

Deuxièmement, concernant la mise en culture des prélèvements de souris avec ou sans 

antibiotique, trois souches appartenant au phylum des Protéobactéries ont été identifiées : 

Escherichia Coli, Enterococcus faecalis et Pseudomonas luteola. Ces germes sont de ce fait 

intéressants dans le cadre de notre projet. Ce sont des bacilles Gram -, germes opportunistes 

responsables d’infections.  

Ces germes devraient, au plan théorique, venir directement des prélèvements de tumeurs 

humaines effectués au bloc opératoire. Toutefois, après de multiples essais nous n’avons pas 

été en mesure d’identifier des bactéries à partir des tumeurs humaines.   

Les bactéries identifiées sur nos modèles animaux peuvent soit venir des tumeurs humaines 

greffées qui hébergent des bactéries issues de la perforation tumorale de l’appendice, soit elles 

proviennent finalement d’une translocation bactérienne des souris. Cette seconde hypothèse 

devrait conduire à une analyse du microbiote de la souris. Nous pouvons noter que le microbiote 

intestinal de la souris d’élevage est dépourvu de nombreux pathogènes. En effet, le 

développement des souris a abouti à la création de lignées murines génétiquement pures mais 

qui hébergent un microbiote dont la diversité est restreinte en raison de l’absence de contact des 

animaux avec la grande majorité des micro-organismes retrouvés dans les milieux naturels. Le 

microbiote intestinal de ces souris est donc spécifique de cette situation d’élevage et n’est pas 

représentatif de celui d’animaux élevés dans un milieu naturel. Étant donné l’influence du 

microbiote dans de multiples fonctions de l’organisme, ce biais pourrait altérer la 

reproductibilité des résultats expérimentaux obtenus chez la souris [25]. 

Par exemple, si une souris a une infection bactérienne, ces dernières pourraient être transmises 

aux souris lors des passages et induire un biais lors des expériences. Le PMP étant une maladie 

rare, nous avons très peu de prélèvements à notre disposition, c’est pour cela que la mise en 

culture a été faite à partir des prélèvements de souris. Nous avons aussi fait l’hypothèse que si 

l’association avec la bactérie était importante pour le développement tumoral, la bactérie 

persisterait de passage en passage. 
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De ce fait, concernant la recherche des bactéries, il serait peut-être plus judicieux de travailler 

à partir de prélèvements de patients frais directement, et non avec ceux dont plusieurs passages 

ont été réalisés sur la souris nude. Par contre, nous avons échoué à réaliser cela et il faut peut-

être développer une méthode spécifique pour isoler les bactéries anaérobies présentes dans la 

tumeur et disparaissant probablement dès un contact avec l’air.  

 

Troisièmement, de nombreuses bactéries ont été observées ainsi que précisément Hélicobacter 

pylori par hybridation in situ à partir des sondes ciblant l’ARN 16S des bactéries et en 

association avec MUC2. Ces résultats, une importante expression de MUC2 associée à une 

importante présence des bactéries sur les coupes de haut grade sont cohérents avec une 

agressivité de la maladie plus élevée par rapport aux bas grades. Malgré le biais lié au 

microbiote de la souris, il serait intéressant de réaliser une HIS sur les coupes de souris traitées 

et non traitées. Enfin, une identification plus précise des germes présents dans les prélèvements 

de patients, soit par HIS, par PCR ou par séquençage serait nécessaires. 

 Nous pouvons conclure que les résultats obtenus avec la combinaison « ATB2 + 

Aflibercept » sont très intéressants mais beaucoup d’analyses restent à accomplir afin de 

pouvoir s’assurer totalement d’une part de l’efficacité du traitement sur le long terme, 

puis d’autre part de son innocuité.  

 

En Norvège, une étude in vivo a également été réalisée à partir de prélèvements de 

patients greffés sur souris nudes [15]. En effet, l’équipe du Pr Kjersti Flatmark a comparé l’effet 

de deux anti-angiogéniques, le Bevacizumab et l’Aflibercept, sur le développement de 3 

modèles de PMP. Avec le Bevacizumab, l’inhibition de la croissance tumorale a été variable 

mais non significative alors que l’Aflibercept a entraîné une forte inhibition de la croissance 

tumorale des 3 modèles. La dose de Bevacizumab utilisée était identique à celle utilisée dans 

nos expériences mais celle de l’Aflibercept était 2 à 4 fois plus faible. En effet, ils ont testé les 

doses de 6,25 et 12,5 mg/kg alors que nous avons testé la dose de 25mg/kg, dose utilisée par 

une collègue avec qui nous sommes en collaboration, qui travaille sur le cancer du foie. Cette 

étude confirme que cet anti-angiogénique est vraiment efficace sur l’inhibition du PMP, même 

à faible dose. Il semble important de réaliser une étude cytotoxique de ce médicament avant de 

potentiellement le tester sur des patients en phase 1. 

Le seul traitement expérimental actuellement proposé aux patients porteurs de 

pseudomyxome non opérable vient d’Australie. Il s’agit de l’administration intrapéritonéale du 

BromAc composé de Bromélaïne et d’Acétylcystéine [26]. Plus précisément, un essai de Phase 

I a été effectué en Australie par l’équipe du Pr Morris. La Bromélaïne est dérivée de la tige de 

l’ananas contenant un mélange d’enzymes telles que des protéases, des glucosidases, des 

péroxydases, des cellulases ainsi que des glycoprotéines. L’Acétylcystéine est un anti-oxydant 

utilisé pour traiter la toxicité du paracétamol et comme mucolytique pour traiter la fibrose 

kystique. La Bromélaïne est connue pour cliver les liaisons peptidiques tandis que 

l’Acétylcystéine réduit les ponts disulfures des protéines du mucus, entraînant la solubilisation 

du mucus lorsqu’elles sont utilisées en association. Ce traitement a été validé par rapport à son 

innocuité, il induirait principalement une réaction inflammatoire avec une élévation du niveau 

de Protéine C réactive et une augmentation des monocytes et neutrophiles [26]. Ce nouveau 

traitement est administré localement en intrapéritonéal via des drains (suivi effectué par 
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scanner) traversant dans la paroi abdominale ce qui peut être gênant pour les patients. De plus, 

plusieurs injections sont prévues dans la tumeur qui est plus ou moins gélatineuse : molle, semi-

molle ou dure [27]. En fonction de la texture du PMP, le traitement sera plus ou moins efficace. 

En effet, le traitement injecté dans une tumeur molle induira sa solubilité et pourra être aspirée. 

Par contre, l’ascite obtenue par solubilisation du mucus pouvant permettre son aspiration à 

partir d’une tumeur dure sera beaucoup moins importante [28]. Le BromAc est un médicament 

intéressant malgré les contraintes liées aux nombreux injections via des drains et que son 

utilisation dépend de l’accessibilité de la tumeur et de sa texture. En effet, le fait de pouvoir 

aspirer l’ascite « liquide » obtenue permet de diminuer les symptômes des patients liés à une 

compression thoracique ou abdominale qui sont notamment responsables de la mortalité des 

patients et ainsi augmenter leur survie [28]. 
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VI/ PERSPECTIVES 

Suite aux différentes expériences présentées dans ce mémoire, plusieurs analyses restent 

à accomplir comme le dosage du VEGF sérique et tumoral sur les prélèvements de la 1ère et 2ème 

expérience et le dosage de l’ACE sérique sur les prélèvements de la 2ème expérience sur le 

modèle STLO. Puis, le dosage des 6 cytokines qui ont un rôle important dans les cancers en 

général : CXCL13, CXCL12, le complément C5/C5a, TIMP-1, ICAM-1, M-CSF ainsi que le 

dosage tumoral de MUC2 sur les prélèvements des deux dernières expériences sur les modèles 

STLOM et BOGH.  

Nous avons pu mettre en évidence l’efficacité du traitement « ATB2 + Aflibercept » sur une 

inhibition du développement du PMP sur deux modèles in vivo de souris, STLOM et BOGH, 

mais il serait également intéressant de tester l’ATB2 (Pénicilline/Streptomycine) et 

l’Aflibercept seuls et en association sur ces deux modèles et d’évaluer l’effet de ces traitements 

sur un nouveau modèle de PMP. De plus, une analyse toxicologique de ces traitements sur des 

souris « sham » c’est à dire non malades est essentiel pour pouvoir continuer le projet. 

Enfin, la recherche par PCR ou séquençage des différents phylums des bactéries présentes dans 

les prélèvements de patients nous permettra potentiellement d’identifier de nouveaux 

antibiotiques auxquels les bactéries seront sensibles et qui pourraient être plus efficaces. 

Le mélange d’antibiotiques pourrait peut-être être injecté localement dans la tumeur comme est 

injecté le BromAc afin d’augmenter l’efficacité du traitement localement et éviter les effets 

secondaires potentiels systémiques comme des problèmes gastro-intestinaux et une 

modification de la flore intestinale. 

Ce type d’association, antibiotique / anti-angiogénique, pourrait être évalué dans le traitement 

du cancer colo-rectal (CRC) car le développement de ce cancer pourrait être lié à une dysbiose 

du microbiote intestinale et à la présence de bactéries comme Bacteroides fragilis 

entérotoxinogène ou Fusobacterium nucleatum. Cette dernière va, avec la protéine d’adhésion 

cellulaire FadA, interagir avec l’E-cadhérine déclenchant l’activation de la voie de signalisation 

de la β-caténine qui va favoriser la tumorigenèse [29, 30]. De plus, le CRC est connu pour un 

développement important de l’angiogenèse [24]. 

Cependant, les résultats obtenus sont très encourageants et sont motivants pour 

continuer ce projet pour permettre de traiter les patients qui ne peuvent supporter le traitement 

de choix, c’est-à-dire la chirurgie de cytoréduction (CRS) complète suivie d’une 

Chimiothérapie Hyperthermique Intrapéritonéal (CHIP). En effet l’objectif n’est pas de 

remplacée ce traitement qui permet d’augmenter significativement la survie des patients. La 

conception d’une étude clinique pour évaluer cette association chez des patients est en cours de 

discussion avec les cliniciens en charge des patients.  

 

 

 

 



79 

 

BIBLIOGRAPHIE 

1. Mittal R, Chandramohan A, Moran B: Pseudomyxoma peritonei: natural history and 
treatment. Int J Hyperthermia 2017, 33(5):511-519. 

2. Semino-Mora C, Testerman TL, Liu H, Whitmire JM, Studeman K, Jia Y, McAvoy TJ, Francis J, 
Nieroda C, Sardi A et al: Antibiotic treatment decreases microbial burden associated with 
pseudomyxoma peritonei and affects beta-catenin distribution. Clin Cancer Res 2013, 
19(14):3966-3976. 

3. Dohan A, Lousquy R, Eveno C, Goere D, Broqueres-You D, Kaci R, Lehmann-Che J, Launay JM, 
Soyer P, Bonnin P et al: Orthotopic animal model of pseudomyxoma peritonei: An in vivo 
model to test anti-angiogenic drug effects. Am J Pathol 2014, 184(7):1920-1929. 

4. Gilbreath JJ, Semino-Mora C, Friedline CJ, Liu H, Bodi KL, McAvoy TJ, Francis J, Nieroda C, Sardi 
A, Dubois A et al: A core microbiome associated with the peritoneal tumors of 
pseudomyxoma peritonei. Orphanet J Rare Dis 2013, 8:105. 

5. Dethlefsen L, McFall-Ngai M, Relman DA: An ecological and evolutionary perspective on 
human-microbe mutualism and disease. Nature 2007, 449(7164):811-818. 

6. Patrick-Brown T, Carr NJ, Swanson DM, Larsen S, Mohamed F, Flatmark K: Estimating the 
Prevalence of Pseudomyxoma Peritonei in Europe Using a Novel Statistical Method. Ann Surg 
Oncol 2021, 28(1):252-257. 

7. Semino-Mora C, Liu H, McAvoy T, Nieroda C, Studeman K, Sardi A, Dubois A: Pseudomyxoma 
peritonei: is disease progression related to microbial agents? A study of bacteria, MUC2 AND 
MUC5AC expression in disseminated peritoneal adenomucinosis and peritoneal mucinous 
carcinomatosis. Ann Surg Oncol 2008, 15(5):1414-1423. 

8. Shetty S, Thomas P, Ramanan B, Sharma P, Govindarajan V, Loggie B: Kras mutations and p53 
overexpression in pseudomyxoma peritonei: association with phenotype and prognosis. J 
Surg Res 2013, 180(1):97-103. 

9. Carr NJ, Cecil TD, Mohamed F, Sobin LH, Sugarbaker PH, Gonzalez-Moreno S, Taflampas P, 
Chapman S, Moran BJ, Peritoneal Surface Oncology Group I: A Consensus for Classification 
and Pathologic Reporting of Pseudomyxoma Peritonei and Associated Appendiceal 
Neoplasia: The Results of the Peritoneal Surface Oncology Group International (PSOGI) 
Modified Delphi Process. Am J Surg Pathol 2016, 40(1):14-26. 

10. Ishida M, Mizumoto A, Yonemura Y, Kashu I, Takemura S, Tsuta K: Prognostic significance of 
the presence of epithelial cell clusters in the ascites of patients with pseudomyxoma 
peritonei. Diagn Cytopathol 2019, 47(10):1024-1027. 

11. Khamzina Y, King MC, Nieroda C, Merrell DS, Sardi A, Gushchin V: The Role of Microorganisms 
in Appendiceal Pseudomyxoma Peritonei: A Review. Curr Oncol 2022, 29(5):3576-3584. 

12. Chua TC, Moran BJ, Sugarbaker PH, Levine EA, Glehen O, Gilly FN, Baratti D, Deraco M, Elias D, 
Sardi A et al: Early- and long-term outcome data of patients with pseudomyxoma peritonei 
from appendiceal origin treated by a strategy of cytoreductive surgery and hyperthermic 
intraperitoneal chemotherapy. J Clin Oncol 2012, 30(20):2449-2456. 



80 

 

13. Byrne AM, Bouchier-Hayes DJ, Harmey JH: Angiogenic and cell survival functions of vascular 
endothelial growth factor (VEGF). J Cell Mol Med 2005, 9(4):777-794. 

14. Robinson CJ, Stringer SE: The splice variants of vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
their receptors. J Cell Sci 2001, 114(Pt 5):853-865. 

15. Andersson Y, Fleten KG, Abrahamsen TW, Reed W, Davidson B, Flatmark K: Anti-Angiogenic 
Treatment in Pseudomyxoma Peritonei-Still a Strong Preclinical Rationale. Cancers (Basel) 
2021, 13(11). 

16. Mody K, Baldeo C, Bekaii-Saab T: Antiangiogenic Therapy in Colorectal Cancer. Cancer J 2018, 
24(4):165-170. 

17. Baker JM, Al-Nakkash L, Herbst-Kralovetz MM: Estrogen-gut microbiome axis: Physiological 
and clinical implications. Maturitas 2017, 103:45-53. 

18. Dohrman A, Miyata S, Gallup M, Li JD, Chapelin C, Coste A, Escudier E, Nadel J, Basbaum C: 
Mucin gene (MUC 2 and MUC 5AC) upregulation by Gram-positive and Gram-negative 
bacteria. Biochim Biophys Acta 1998, 1406(3):251-259. 

19. Marchesi JR, Dutilh BE, Hall N, Peters WH, Roelofs R, Boleij A, Tjalsma H: Towards the human 
colorectal cancer microbiome. PLoS One 2011, 6(5):e20447. 

20. Merrell DS, McAvoy TJ, King MC, Sittig M, Millar EV, Nieroda C, Metcalf JL, Blum FC, Testerman 
TL, Sardi A: Pre- and post-operative antibiotics in conjunction with cytoreductive surgery and 
heated intraperitoneal chemotherapy (HIPEC) should be considered for pseudomyxoma 
peritonei (PMP) treatment. Eur J Surg Oncol 2019, 45(9):1723-1726. 

21. DeNardo DG, Johansson M, Coussens LM: Inflaming gastrointestinal oncogenic programming. 
Cancer Cell 2008, 14(1):7-9. 

22. Cox MJ, Allgaier M, Taylor B, Baek MS, Huang YJ, Daly RA, Karaoz U, Andersen GL, Brown R, 
Fujimura KE et al: Airway microbiota and pathogen abundance in age-stratified cystic fibrosis 
patients. PLoS One 2010, 5(6):e11044. 

23. Flatmark K, Reed W, Halvorsen T, Sorensen O, Wiig JN, Larsen SG, Fodstad O, Giercksky KE: 
Pseudomyxoma peritonei--two novel orthotopic mouse models portray the PMCA-I 
histopathologic subtype. BMC Cancer 2007, 7:116. 

24. Becherirat S, Valamanesh F, Karimi M, Faussat AM, Launay JM, Pimpie C, Therwath A, Pocard 
M: Discontinuous Schedule of Bevacizumab in Colorectal Cancer Induces Accelerated Tumor 
Growth and Phenotypic Changes. Transl Oncol 2018, 11(2):406-415. 

25. Estavoyer B, Soudja S: [Gut microbiota of wild mice and laboratory mice differ significantly 
in conferring resistance to viral infection and cancer]. Med Sci (Paris) 2018, 34(6-7):609-611. 

26. Ke K, Pillai K, Mekkawy AH, Akhter J, Badar S, Valle SJ, Morris DL: The effect of intraperitoneal 
administration of BromAc on blood parameters: phase 1 study. Discov Oncol 2021, 12(1):25. 

27. Pillai K, Akhter J, Mekkawy A, Chua TC, Morris DL: Physical and chemical characteristics of 
mucin secreted by pseudomyxoma peritonei (PMP). Int J Med Sci 2017, 14(1):18-28. 



81 

 

28. Lam AR, Bazzi K, Valle SJ, Morris DL: Novel Use of Bromelain and Acetylcysteine (BromAc(R)) 
for Pleural Involvement in Pseudomyxoma Peritonei. Case Rep Oncol 2021, 14(1):628-633. 

29. Hold GL, Garrett WS: Gut microbiota. Microbiota organization--a key to understanding CRC 
development. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2015, 12(3):128-129. 

30. Celardo I, Melino G, Amelio I: Commensal microbes and p53 in cancer progression. Biol Direct 
2020, 15(1):25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 

 

 

ANNEXE 1 : 

PROJET D’EXPERIMENTATION ANIMALE VALIDE PAR LE MINISTERE DE 

L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE 

« Effet in vivo de la combinaison 

Antibiotique anti-angiogénique sur l’évolution des cancers rares du péritoine (Pseudomyxome 

péritonéal, mésothéliome) » 
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ANNEXE 2 : Protocole du « mouse cytokine array Panel A » 
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ANNEXE 3 : Protocole du test ELISA (Quantikine ELISA mouse VEGF Assay, 

MMV00, Biotechne) permettant le dosage du VEGF 
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ANNEXE 4 : Fiche technique du test d’Electrochimiluminescence (ECLIA) 

permettant le dosage de l’ACE 
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ANNEXE 5 : Protocole de la technique « ViewRNA ISH Tissue Assay » 
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ÉCOLE PRATIQUE DES HAUTES ÉTUDES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE 

« Nouvelles approches thérapeutiques pour le pseudomyxome péritonéal via des modèles 

animaux et l’utilisation d’agents anti-angiogéniques et antibiotiques. » 
Cynthia CROCHERAY 

6 Décembre 2022 

RESUME : 

Le pseudomyxome péritonéal (PMP), aussi appelé maladie gélatineuse du péritoine, est un 

cancer rare du péritoine. La tumeur primitive qui se développe dans la lumière de l’appendice serait à 

l’origine de ce cancer. Cette tumeur, en se développant, obstruerait l’appendice et entraînerait une 

accumulation de mucus, qui conduirait à la rupture de l’appendice, avec une libération de cellules 

tumorales et de mucus, et peut-être aussi de bactéries présentes naturellement dans l’appendice ? dans 

le péritoine des patients . Cette origine soulève alors l’hypothèse d’une composante bactérienne associée 

aux cellules tumorales. De plus, une vascularisation importante est retrouvée dans cette maladie. Ces 

deux composantes ont conduit notre unité à explorer l’effet des antibiotiques et des anti-angiogéniques 

sur le développement de la maladie, et plus précisément la combinaison de ces deux types de traitements. 

Afin d’obtenir un modèle murin de pseudomyxome, nous avons effectué une greffe 

intrapéritonéale de prélèvement de patients dans l’abdomen de souris immunodéprimées nudes (projet 

Apafis #34082). Trois modèles ont été obtenus : STLO et BOGH qui sont des modèles d’ascite 

gélatineuse issus de deux patients différents ; et STLOM qui est un modèle de PMP sous forme de masse 

gélatineuse solide issu du même patient que STLO. Nous avons testé différentes combinaisons d’anti-

angiogéniques et d’antibiotiques : mélange de métronidazole et d’amoxicilline en association avec le 

Bevacizumab ou le Sorafenib ; mélange de Pénicilline et de Streptomycine en association avec le 

Bevacizumab, le Sorafenib ou l’Aflibercept. Le sang et la tumeur (et l’ascite) ont été récupérés à la fin 

de l’expérience pour des analyses biochimiques post-mortem. Le dosage du facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire (VEGF) sérique et tumoral a été effectué par la méthode immuno-enzymatique 

ELISA et le dosage de l’Antigène carcino-embrionnaire (ACE) par électrochimiluminescence (ECLIA). 

Enfin, la recherche des bactéries a été réalisée par hybridation in situ (HIS) sur des coupes de tissus de 

patients inclus en paraffine à partir de sondes ciblant l’ARN 16S des bactéries, spécifiquement l’ARN 

16S de Helicobacter pylori ou l’ARN codant pour la protéine MUC2 qui est la mucine présente en 

grande quantité dans les prélèvements de patients. 

Le mélange métronidazole et amoxicilline en association avec le Bevacizumab ou le 

Sorafenib ont induit une diminution significative du développement de l’ascite sur le modèle STLO 

(p=0,002 et p=0,029 respectivement). Puis, la combinaison Pénicilline/Streptomycine en association 

avec l’Aflibercept ont induit une diminution significative du développement tumoral, de l’ascite et de 

l’angiogenèse sur les modèles de pseudomyxome STLOM et BOGH par rapport aux souris non traitées 

contrôles (p<0,0001). De plus, la concentration moyenne en ACE est 5 fois plus faible dans le sérum 

des souris traitées et les concentrations moyennes en VEGF sérique et tumorale sont significativement 

plus élevées chez les souris traitées par rapport aux souris contrôles. Dans une seconde partie de nos 

recherches, nous avons pu observer une importante présence bactérienne et de H. pylori par HIS sur des 

coupes de patients ayant un PMP, en association avec une importante expression de MUC2. 

La combinaison d’antibiotiques et d’anti-angiogéniques semble être efficace pour inhiber la 

croissance du PMP in vivo chez la souris. Cette combinaison pourrait être utilisée en cas de chirurgie 

contre indiquée devant un état général altéré, une impossibilité de retirer l’ensemble de la tumeur 

macroscopique par chirurgie de cytoréduction ou une récidive après une première chirurgie. Les 

observations des bactéries par HIS sont à confirmer par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) ou 

séquençage à partir des prélèvements des patients, dans le but d’affiner encore le choix de 

l’antibiothérapie. 

Mots clés : Pseudomyxome péritonéal, bactéries, antibiotique, anti-angiogénique, modèles in vivo. 


