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RESUME: 

Le lymphome à cellules du manteau (LCM) représente 6 à 8% des lymphomes non hodgkiniens. La voie 

PI3Kinase/AKT/m-TOR, voie activée de manière constitutive dans cette pathologie, est la cible 

thérapeutique du temsirolimus récemment utilisé dans le LCM avec des effets modestes. Dans le but 

d'obtenir une inhibition plus importante de la voie PI3K/AKT j’utilise dans ce projet deux nouvelles 

molécules:  

- Le NVP-BEZ 235 (BEZ) qui inhibe à la fois mTORC1 et la PI3kinase  

- l'AZD8055 (AZD), un inhibiteur des complexes mTORC1 et mTORC2.  

Ces deux inhibiteurs inhibent l'activité catalytique de m-TOR en bloquant ses sites de liaison à l'ATP.En 

utilisant différentes lignées de LCM, j’aidémontré que l'effet de ces deux nouveaux inhibiteurs sur la 

survie cellulaire est plus important que celui du Temsirolimus. Cela est probablement dû à l'inhibition 

de la phosphorylation de l'AKT et la 4EBP. J’ai aussi mis en évidence que ces drogues sont à l’origine 

d’une mort cellulaire par apoptose. J’aiensuite démontré que l'inhibition d'autophagie, un mécanisme de 

résistance, peut renforcer l'effet de l'inhibition de la voie m-TOR kinase. 

La deuxième partie de ce projet étudie la synergie entre les inhibiteurs de m-TOR kinase et l'aracytine 

(traitement de référence du LCM). J'ai pu mettre en évidence un effet additif important dans les lignées 

cellulaires. J’ai trouvé en western blot que l’aracytine inhibe la phosphorylation des substrats de la voie 

Akt –mTOR notamment le 4EBP. Ceci peut expliquer l'effet obtenu de cette association. 

Dans la troisième partie j’ai testé l’ibrutinib (un inhibiteur de la voie Btk) sur les lignées de LCM. J’ai 

confirmé son effet modeste mais j’ai pu également démontré qu'il est capable à induire une inhibition 

plus importante de la survie cellulaire lorsqu'il est associé à l’aracytine. Cependant l'ibrutinib s'est revelé 

antagoniste aux inhibiteurs de la voie PI3K-AKT-mTOR, cela reste difficileà décortiquer. 

Enfin, j’ai trouvé un effet additif de l’ibrutinib en combinaison avec la doxorubicine (un anthracycline 

utilisé dans le traitement conventionnel de LCM). Cependant je n’ai pas obtenu le même effet lorsque 

j’ai combiné les inhibiteurs de m-TOR avec la doxorubicine. Afin d’expliquer ces résultats, j’ai étudié 

l’effet de ces molécules sur l’expression de GSTπ, enzyme de détoxification connue pour avoir un rôle 

important dans la résistance de LCM à l’anthracycline. J’ai mis en évidence une diminution de 

l’expression de  GSTπ par l’Ibrutinib. Les inhibiteurs de mTOR n’ont pas un effet sur l’expression de 

GSTπ.L’ibrutinib pourrait donc sensibiliser le LCM à l’anthracycline en diminuant l’expression de 

GSTπ. 

En conclusion, ces travaux in vitropourraient être unebasenécessaire pour la mise au point des 

nouvelles approches thérapeutiques dans le LCM. 

 

. 



 

SUMMERY: 

 

Mantle cell lymphoma (MCL) represents 6 to 8% of non-Hodgkin's lymphomas. 

The PI3K / AKT / m-TOR pathway constitutively activated in this disease is the target of temsirolimus 

used as treatment of MCL relapse. However, important resistance is observed. As a consecance we tried 

to obtain a more important inhibition of PI3K / AKT pathway using two new molecules:  

- NVP-BEZ 235 (BEZ) which inhibits both mTORC1 and PI3K  

- AZD8055 (AZD) an inhibitor of mTORC1 and mTORC2 complexes. 

Both inhibit the catalytic activity of m-TOR by blocking its binding sites for ATP. 

Using different cell lines of MCL, we have shown that the effect of these new inhibitors on cell survival 

was more important than that of Temsirolimus. This is probably because contrary to temsirolimus, the 

two new molecules can inhibit AKT and 4EBP phosphorylation. We also demonstrated that these drugs 

induce cell death by apoptosis. Combined with BafilomycinA1 (an inhibitor of autophagy), these drugs 

induced a more important inhibition of cell survival. Autophagy is a mechanism of tumor escapement 

and can beenhancedby m-TOR inhibitors.  

In the second part of this project we studied the synergy between the m-TOR kinase inhibitors and 

aracytine (conventional treatment of MCL). We revealed a significant additive effect in MCL cell lines. 

We demonstrated by Western blot analysis that aracytine inhibits S6 and 4EBP phosphorylation. This 

may explain the results obtained from this drug association.  

We then confirmed a modest effect of Ibrutinib (an inhibitor of Btk pathway). However, we also showed 

that it can induce a significant inhibition of cell survival when combined with aracytine. In this study, 

Ibrutinib proved antagonist effect toPI3K-AKT-mTOR inhibitors. The mechanisms of these results 

remain unclear.   

Finally, we have demonstrated an additive effect of Ibrutinib in combination with doxorubicin (a 

conventional treatment of MCL). We did not obtain the same results when we combined m-TOR 

inhibitors with doxorubicin. To explain these data, we studied the effect of these drugs on the expression 

of Gstπ by western blot.This enzyme is known to have an important role in MCL resistance to 

anthracycline. Importantly, Ibrutinib indusced a decrease in the expression of GSTπ but AZD8055, 

Temsirolimus and NVP-BEZ235 had no effect.  

In conclusion, these studies in vitro are important for the development of new therapeutic approaches in 

MCL 
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1. INTRODUCTION : 
 

1.1. Lymphome à cellules du Manteau – Rationnel 

1.1.1. Définition et historique  

 
Le lymphome à cellules du manteau (LCM) est une prolifération monoclonale de la lignée 

lymphocytaire B mature composée de cellules monomorphes de taille petite à moyenne avec un 

contour nucléaire irrégulier. Le LCM est caractérisé par la translocation t(11;14)(q13;q32) qui 

conduit à une surexpression constitutionnelle de la cycline D1(Sander et al. 2015). Il a été 

initialement identifié comme un lymphome centrocytiquedans la classification de Kiel (Brittinger 

et al. 1984). Le terme «lymphome à cellules du manteau» est employéà partir des années 1990 

(Weisenburger, Kim, et Rappaport 1982)(Banks et al. 1992). Par la suite il a été identifié comme 

un lymphome B agressif dans la classification REAL (RevisedEuropean American Lymphoma) et 

plus tard dans la classification OMS (organisation mondial de santé) (Harris et al. 1994)(Campo et 

al. 2011). 

1.1.2. Epidémiologie et facteurs de risque : 

 
Le LCM représente 6 à 8 % des LNH (lymphomes non hodgkiniens) avec une incidence de 0,4 

pour 100.000 personnes/an. Cette incidence augmente progressivement avec l’âge en atteignant 

presque 2 cas pour 100.000 habitants pour la tranche des 60-69 ans (Leux et al. 2014)(Dreyling et 

al. 2013) avec une nette prédominance masculine (sex ratio de 2 pour 1). Malgré des arguments 

biologiques pour un rôle de la stimulation antigénique chronique (Hadzidimitriou et al. 2011), Il 

n’existe pas de preuves de l’implicationde virus ou bactéries dans la genèse du LCM, ni de 

corrélation établie avec les déficits immunitaires primitifs.  

  



 

- 2 - 

 

1.1.3. Diagnostic : 

1.1.3.1. Description cytologique, anatomopathologique et phénotypique :  

 

Basée sur la classification OMS de 2008:(« WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and 

Lymphoid Tissues, Fourth Edition - WHO - OMS - » 2016) 

 

Le lymphome à cellules du Manteau dit classique est une prolifération tumorale nodulaire ou diffuse, 

dans la zone du manteau du follicule lymphoïde. Dans des rares cas, cette prolifération peut être 

restreinte à la zone interne du manteau constituant des fines couronnes de cellules tumorales autour du 

centre germinatif, ce forme histologique correspond au lymphome à cellules du manteau « in situ» 

Figure 2. 

Les cellules du LCM sont monomorphes, normalement des lymphocytes de taille petite à moyenne 

avec des noyaux aux contours irréguliers. Ces cellules ressemblent plutôt à des centrocytes. Le noyau 

contient une chromatine relativement dense avec un nucléole présent mais discret. Les cellules 

néoplasiques ou transformées comme les centroblastes ou les immunoblastes n’existent pas dans le 

LCM. Dans de nombreux cas ils existent des cellules épithélïoides qui peuvent donner un aspect du 

ciel étoilé.  

La transformation histologique de LCM à un lymphome B à grandes cellules n‘existe pas. Le LCM 

peut en revanche rechuter en une forme plus agressive. 

 

Les modes d’envahissement tumoral de LCM sont trois :  

- In situ 

- Nodulaire, les cellules tumorales une infiltration de forme nodulaire. 

- Diffuse, une forme qui efface l’architecture ganglionnaire. 

En plus de ces formes histologiques, deux variants cytologiques sont distingués et considérées des 

formes agressives Figure 1 : 

- La forme blastoïde : les cellules tumorales ressemblent à des lymphoblastes avec des 

noyaux à chromatine fine dite poudrée et qui présentent un index mitotique très élevé.  

- La forme pléomorphe : constituée de cellules pléomorphes souvent de grande taille à des 

noyaux de contours irrégulière généralement avec un cytoplasme très claire et des nucléoles 

plus importants. 

Il est toujours important d’évaluer la prolifération cellulaire dans le LCM  soit par estimer la 

proportion de cellules Ki67 positive ou par le nombre des mitosesfigurantes.  
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Figure 1 : Formes cytologiques de LCM : classique, blastoïde et pléomorphe  (Jares, Colomer, et Campo 

2007a) 

 

 
Les cellules de LCM expriment les immunoglobulines de surface IgM/IgD de manière relativement 

intense et plus fréquemment avec une restriction lambda que Kappa. Elles sont d’habitude positives 

pour les CD5, FMC-7 et CD43 mais négative pour le CD10 et le BCL6. Le CD23 est négative ou 

faiblement positive. 

Des phénotypes plus compliqués ont été décrits incluants par exemple l’absence de CD5 ainsi que le 

CD10+, BCL6+. En tous cas la cycline D1 est positive, ce qui indique l’importance de ce dernier 

surtout dans les cas de LCM insitu. Figure 2 

 

 
 

Figure 2.a: Etude immunohistochimique de LCM in situ avec un marquage anti cycline D1 montre les 

cellules cyclineD1+ dans la zone de manteau (X200). b : Etude immunohistochimique avec un marquage anti 

CD5 montre les cellules CD5+ dans la zone de manteau et quelques cellules T CD5+ dans le centre germinatif. 

(X200). (Hsu et al. 2014) 

a b 
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Révision de la classification OMS : propositions de 2016 : 

Une révision de la classification OMS des néoplasies lymphoïdes a été publiée récemment. Dans cette 

révision le LCM indolent est divisé en deux formes cliniques qui reflètent deux différents vois de 

développement : (Swerdlow et al. 2016) 

 

I : Le LCM classique : IGHV non muté -ou faiblement muté- et SOX11 exprimé. Cette forme se 

manifeste par une atteinte ganglionnaire ainsi qu’une atteinte des tissus lymphoïdes. L’acquisition 

d’autres anomalies moléculaires/ cytogénétiques pourraient conduire à une forme plus agressive 

blastoïde ou pléomorphe de LCM.  

 

II : Le LCM de forme leucémique non nodulaire avec la mutation IGHV mais le SOX 11 non 

exprimé. Cette forme est souvent cliniquement indolente, se présente par un envahissement de sang 

périphérique, médullaire et souvent splénique. Néanmoins, les anomalies secondaires incluant celle 

de TP53 pourrait conduire à une maladie agressive.  

 

Dans cette révision, le lymphome à cellules du manteau in situ est appelé :Néoplasie à cellules du 

manteau in situ pour insister sur le faible taux de progression. 

Il est caractérisé par la présence des cellules Cycline D1+, typiquement dans la zone interne de 

manteau de follicule lymphoïde. Cette localisation ne suggère pas le diagnostic de LCM et souvent 

découverte d’une manière fortuite, des fois associée à d’autres lymphomes (Carvajal-Cuenca et al. 

2012). 

Le tableau suivant résume les nouvelles modifications proposées dans la classification OMS en 2016 

 
LCM 1er sous Type 2ème sous Type 

manifestations 

Moléculaires 

IGHV non muté 

SOX11 exprimé 

IGHV muté 

SOX11 non exprimé 

manifestations 

Cliniques 

Ganglionnaire, cliniquement 

agressif 

Sang périphérique, moelle osseuse, 

rate, indolent mais peut évoluer à une 

forme agressive 

 

- Les mutations ont une importance clinque comme le TP53, NOTCH1/2 trouvés dans 

une petite proportion taux des LCM. 

 

- Le réarrangement CCDN1 existe dans la moitié des LCM négatif pour CCDN1. 

 

- Le nouveau nom de LCM in situ est : Néoplasie du manteau in situ pour souligner le 

risque clinique minime. 

 

 
Tableau 1 : les modifications proposées pour la future classification OMS 2016/2017 
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Figure 3) 

a) HES 

 

 

Fig3-a:Coloration Hemalun Eosine Safran (HES).Lymphome à cellules du Manteau dans une topographie 

du Manteau : Présence d‘une population lymphoïde monomorphe, présence des centres germinatifs 

réactionnelles. 

 

 

 

b) Immunomarquage CD5+ :  

 

Fig 3-b : Etude immunohistochimique avec un marquage anti CD5. Au sein des centresgerminatifs, quelques 

lymphocytes T sont marqués par le CD5 et entourées d’une population tumorale B CD5+ CD5+.  

  

Centre 

germinatif 

(CG) 

Topographie du 

manteau : 

prolifération des 

cellules tumorales  

Cellules tumorales du 

manteau CD5+ 
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c) Immunomarquage CD20 : 

 

 

Fig 3-c : Etude immunohistochimique avec un marquage anti CD20. Les centres germinatifs sont CD20 forts 

et entourés par une infiltration lymphoïde tumorale CD20+.  

  

 

 

d) Immunomarquage Cycline D1 :  

 

Fig3-d : Etude immunohistochimique avec un marquage anti Cycline D1. La prolifération monomorphe 

située en topographie du manteau est cyclineD1 positive. Les centres germinatifs résiduels sont cycline D1 

négatifs. 

 

 

 

Figure-3) : Etude cytologique et immunohistochimique de LCM : Images issue de laboratoire 

d'anatomopathologie, Hôpital Necker. Dr. Julie Bruneau.  

 

  

Zone du 

manteau 

Cycline D1 

Centre 

germinatif 

CD20+ 
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1.1.3.2. Caryotype, biologie moléculaire : 

 
 La translocation t(11 ; 14)(q13 ; q32) est caractéristique du LCM. Elle est retrouvée dans la 

majorité des cas (90 % des cas) et considérée comme l’événement génétique principal dans le LCM. 

Comme conséquence à cette translocation, la Cycline D1 est surexprimée par le fait qu’elle est sous le 

contrôle de l’enhancerEμ du gène de la chaine lourde de l’immunoglobuline (IgVH). (Campo et al. 

2011) 

D’autres translocations variantes plus rares de CCDN1 ont été aussi documentées, par exemple avec la 

chaine légère de l’immunoglobuline.Il existe des rares cas de LCM négatifs pour la cyclineD1 mais 

représentent un profil indiscutable de LCM et ont une surexpression des cyclines D1 et D3. Les 

auteures ont aussi sité quelques cas de ces LCMs négatifspour la CCDN1portant la translocation 

t(2 ;12)(p12 ;p13), une fusion entre la cycline D2 et le gène de la chaine légère kappa (Wlodarska et al. 

2008) 

 

1.1.4. Formes cliniques, facteurs de pronostic : 

1.1.4.1. Présentations cliniques : 

 

 L’âge médian au diagnostic est 60-65 ans, 30% des patients ont des symptômes systémiques et 

plus de 70% présentent une maladie disséminée avec un stade Ann Arbor de III ou IV (atteinte 

médullaire dans 70% à 90% des cas (Dreyling et EuropeanMantleCellLymphoma Network 2014). La 

présentation clinique classique est un envahissement ganglionnaire mais l’atteinte d’autres organes 

n’est pas rare. Une splénomégalie est présente dans 55% des cas (Kotwal et al. 2015)(Swerdlow et 

Williams 2002),une hépatomégalie dans 35% des cas. 15 à 25% des patients atteints de LCM 

nodulaire ont des atteintes intestinales (Vetro et al. 2015), qui parfois peuvent se présenter au premier 

plan comme une polypose lymphomateuse. Les atteintes amygdalienne ou cutanée sont moins 

fréquentes (Wehkamp et al. 2015). L’atteinte du système nerveux central est rarement présente au 

diagnostic (<5%) mais peut se voir lors de l’évolution de la maladie, surtout dans les formes blastoïdes 

(Ferrer et al. 2008). L'envahissement médullaire est fréquent chez 90% des patients tandis que la 

forme leucémiquecirculante est retrouvée chez 25% des patients (Swerdlow et Williams 2002). Une 

anémie, un taux de LDH et de β2-microglobuline élevés peuvent être détectés dans la moitié des cas; 

un pic monoclonal se retrouve généralement à un faible taux.  

Une forme particulière de LCM indolent, définie par la présence d’une splénomégalie et d’une 

lymphocytose peu importante sans syndrome tumoral ganglionnaire significatif est caractérisée par 

une évolution peu agressive. Les études sur la biologie et l’histologie des LCM indolents montrent 

qu’ils présentent majoritairement une forme morphologique non blastoïde, un faible index de 
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prolifération, la présence de mutations somatiques au niveau des segments IGVH, peu d’anomalies 

génétiques secondaires et en général SOX11 négatif (VerònicaFernàndez et al. 2010) tableau 1. . Dans 

la majorité des cas, le LCM est disséminé au diagnostic. Son évolution se caractérise par lesrechutes 

malgré une réponse initiale au traitement. 20 à 30 % des patients peuvent êtrede forme blastoïdeau 

diagnostic dont le pronostic est très mauvais(Dreyling et al. 2013).Le LCM reste donc une maladie 

agressive en dehors de quelques cas exceptionnels de LCM indolent (Delfau-Larue et al. 2015). 

 

1.1.4.2. Facteurs de pronostic :  

 

 Un 
«
 Mantlecelllymphoma (MCL) International Pronostic Index(MIPI)

 »
 a été développé en 

2008 comme un premier score pronostic spécifique en LCM(Hoster et al. 2008), il est calculé en 

utilisant les valeurs de : 

1- Easter Cooperative Oncology Group performance statue (ECOG PS) ; 

2- l'âge du patient ; 

3- le dosage de la Lactate deshydrogenase (LDH), et  

4- le nombre des leucocytes circulants. 

 

La valeur pronostique de MIPI a été confirmée récemment(Hoster et al. 2014). La prolifération des 

cellules tumorales évaluée par le pourcentage des cellules exprimant le Ki67 en immunohistochimiea 

été considérée également comme un facteur pronostique(Klapper et al. 2009) 

Le MIPI biologique (MIPIb) est le score modifié afin de permettre d'inclure l'index de prolifération 

cellulaire (Ki-67) (Hoster et al. 2008). L’index mitotique et l’index de prolifération Ki67 sont 

généralement bas <40% dans la forme classique et plus élevés > 40 % dans les formes pléomorphes et 

blastoides (Pervez, Haroon, et Awan 2015). La valeur pronostique de Ki67 a été confirmée très 

récemment pour être lié à la survie globale. La forme blastoïde était associée à une courte survie 

globale indépendamment de MIPI mais pas de Ki-67. Plus important les patients ayants une 

expression de Ki-67 ≥ 30% avaient des réponses thérapeutiques moins satisfaisantes que les patients 

avec une expression de Ki-67 inférieure à 30% dans les deux formes blastoïde et non blastoïde de 

LCM (Hoster et al. 2016). 

SOX11 est un facteur de transcription normalement non exprimé dans le tissu lymphoïde mais son 

expression est très spécifique aux formes classiques de LCM. Il est exprimé dans 90 à 95% des LCMs 

(Sander et al. 2015). Sa valeur pronostique est débattue.  
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Une étude de l’expression de SOX11 en immunohistochimie ou PCR quantitative dans de larges séries 

de patients atteints de LCM a confirmé l’association entre l’absence d’expression de SOX11, le statut 

«hyper-muté» d’IGVHavec peu d’anomalies génétiques, une forme clinique non tumorale leucémique 

et une plus longue survie (Ondrejka et al. 2011)(Del Giudice et al. 2012). Cependant, il a été démontré 

dans d’autres études que certaines tumeurs SOX11 négatives pouvaient être associées à une plus 

mauvaise évolution, ou encore que les patients indolents présentaient le même niveau d’expression de 

SOX11 que les autres (X. Wang et al. 2008). En général, le rôle de SOX11 est contradictoire. Les 

LCMs non exprimant le SOX11 ont une courte survie par rapport aux LCMs expimant le SOX11. (1.5 

vs 3.2 ans, p =0.014) (Nygren et al. 2012).En revanche, une étude multivariée a confirmé que le TP53 

est le seul gène à avoir un rôle significatif comme un marqueur moléculaire(Nordström et al. 2014). 

Ainsi, SOX11 lui-même ne peut être utilisé comme facteur pronostique ni comme un élément guidant 

la thérapeutique mais comme un biomarqueur utile à l’identification d’un sous type particulier de 

LCM notamment les Cycline D1 négative. 

Les futures modifications de la classification OMS de LCM proposées en 2016 soulignent le fait 

que les LCMs exprimant le SOX11 n’ont pas une hypermutation IGHV et sont cliniquement agressifs, 

tandis que les LCMs négatifs pour le SOX11 ont un IGHV muté et se présentent en une forme clinique 

indolente. Tableau 1.(« WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, 

Fourth Edition - WHO - OMS - » 2016)(Swerdlow et al. 2016) 

La surexpression et les mutations p53 ainsi que les délétions de p16 et de p21 sont également liées 

aux formes plus agressives telles que les variants blastoïdes (Bernard et al. 2001). 
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1.2. Lymphopoïese B :  

 
Il est important de comprendre la lymphopoïèse normale afin de comprendre l'origine cellulaire des 

cellules de LCM. 

La lymphopoïèse B se passe dans deux étapes : précoce et tardive. 

 

1.2.1. Lymphopoïèse B précoce :  

 

Cette étape se situe dans la moelle osseuse. Elle est indépendante de toute stimulation antigénique. Les 

progéniteurs hématopoïétiques s’ydifférencient en lymphocytes B naïfs ayant un récepteur B 

fonctionnel mais n’ayant pas encore rencontré l’antigène. Après cette étape indépendante de la 

stimulation antigénique, la suite de la maturation se fait dans lesorganes lymphoïdes secondaires.  

La différenciation d'un Lymphocyte B nécessite donc l'obtention d'un récepteur de surface fonctionnel 

spécifique à l'antigène: le BCR(B-cell Receptor). Ce récepteur est constituéd'une immunoglobuline du 

surface composée de deux chaines lourdes et deux chaines légères kappa oulambda(Levine et al. 2000). 

L'Immunoglobuline est composée d'une région variable (V) responsable de la reconnaissance de 

l'antigène. Cette région variable est reliée à une région constante (C) responsable de la fonction 

effectrice de l'immunoglobuline.  

L'élément fondamental dans la lymphopoïèse précoce pour obtenir un BCR fonctionnel est la 

recombinaison des gènes VDJ du gène IGH codant pour les régions variables des chaines lourdes et la 

recombinaison des gènes VJ des gènes IGK et IGL codant pour les régions variables des chaines 

légères. Le locus IGH qui code pour les chaines lourdes se situe sur le chromosome 14q32. Le locus 

IGK qui code pour les chaines légères kappa (κ) se situe sur le chromosome 2p12 et le locus (IGL) 

qui code pour les chaines légères lambda(λ) se situe sur le chromosome 22q11.Il existe environ 50 

gènes Variables (V), 20 gènes de Diversité (D) 6 gènes de Jonction (J) et 9 gènes C (Constant). 

 

La recombinaison entre les différents gènes V, D et J dans un lymphocyte B, initiée par les enzymes 

RAG ‹‹Recombination Activating Gene ›› 1 et 2, permet donc l’introduction d’une première étape de 

diversité de récepteurs au sein du précurseur lymphoïde B (Fugmann 2010). Un deuxième mécanisme 

de diversité est liée à l’étape de jonction entre ces différents gènes, dépendantes de la reconnaissance, 

puis de l’enchainement de séquences d’ADN non codantes, appelées « séquence signal de 

recombinaison » (SSR). Cette deuxième étape est finalisée par un mécanisme de réparation non 

homologue de l’ADN qui introduit une diversité supplémentaire par l’adjonction ou la soustraction de 

nucléotides. 
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Le réarrangement génique introduit donc de la diversité au sein du répertoire des 

immunoglobulines en deux manières: tout d’abord à travers les différentes combinaisons possibles de 

segments V, D et J; puis une diversité jonctionnelle par l’addition ou soustraction de nucléotides lors 

de la jonction. Les différentes possibilités d’association entre les chaînes lourdes et légères constituent 

un troisième mécanisme de diversité. Ces mécanismes permettent la génération d’un répertoire de 

lymphocytes B naïfs composé de 10
11

 récepteurs différents. 

 

1.2.1.1. La Recombinaison V(D)J et la translocation origine de LCM : 

 

Malgré les mécanismes de régulation et de réparation, des erreurs de réparation des cassures 

doubles brins de l’ADN peuvent toujours survenir lors de ces réarrangements et aboutir à des 

translocations. Ces translocations peuvent avoir lieu entre le locus des immunoglobulines et un 

oncogène. En effet, lors de la recombinaison V(D)J l’enzyme RAG peut reconnaitre par erreur une 

séquence SSR dite « cryptique » située sur un locus X différent des chaines lourdes d’Ig en 14q. 

Lorsquecette erreur est poursuivie, une translocation entre ce locus X et le locus 14q peut survenir, le 

locus X devenant alors sous la dépendance des séquences régulatrices des IgH (les Enhancers). Si le 

locus X contient un oncogène, la translocation peut être le point de départ d’un processus de 

transformation tumoral. 

Ce mécanisme pourrait expliquer l’initiation de la lymphomagénèse du LCM. Dans ce dernier, le 

chromosome partenaire dans la translocation est le chromosome 11, avec un point de cassure à 

proximité du locus 11q13. La translocation t(11;14)(q13;q32) retrouvée dans la quasi-totalité ( 90%) 

des cas est considérée comme l’élément fondateur de la lymphomagenèse. 

Rapidement après sa description, l’oncogène cible sur le locus 11q13 a été identifié, il s’agit de 

CCND1, codant pour la cycline D1, protéine régulatrice du cycle cellulaire(de Boer et al. 1995). 30 à 

50% des translocations t(11;14) décrites dans le LCM surviennent au niveau du Major Translocation 

Cluster (MTC) au stade de progéniteurs B dans la moelle osseuse (Yin et Luthra 2013) 

 

1.2.2. Lymphopoïèse tardive :  

 

 Cette étape se déroule dans les organes lymphoïdes secondaires. C'est une étape antigène 

dépendante. Le lymphocyte B mature naïf exprimant une immunoglobuline de surface (IGMet/ou IgD) 

quitte la moelle osseuse et se dirige vers les organes lymphoïdes secondaires. Après sa rencontre avec 

l’antigène, les lymphocytes B vont former le centre germinatif dans le follicule secondaire, où ils vont 

subir de nouvelles modifications génétiques. Ces nouvelles modifications constituent un processus 

d’hypermutation somatique puis de commutation de classe, initié par l’enzyme activation-induced 

cytidine deaminase (AID) (Muramatsu et al. 2000). 
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 Les lymphocytes B naïfs du follicule primaire sont repoussés, par le follicule secondaire, en 

périphérie du centre germinatif pour former la zone du manteau. A la sortie du centre germinatif 

certains lymphocytes matures ou centrocytes évoluent vers un pool de cellules B mémoires et d’autres 

se différencient en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines spécifiques de l’Ag rencontré.  

Les petites cellules à noyaux clivés du LCM sont probablement les équivalents néoplasiques des 

lymphocytes B matures naïfs pré-germinatifs normaux présents dans le follicule primaire et dans la 

zone du manteau du centre germinatif. Ces lymphocytes expriment une IgM de surface avec une 

région variable ayant subi un réarrangement V(D)J. Bien que la translocation initiale ait lieu dans une 

cellule B immature au niveau de la moelle osseuse, l'effet oncogénique de cette aberration 

chromosomiquen’est pas suffisant pour permettre le développement d’un lymphome. Celui-ci apparait 

quand la cellule a atteint le stade naïf mature pré-germinatif en raison de nouvelles anomalies 

génétiques (Jares, Colomer, et Campo 2007). Bien que les lymphocytes B tumoraux du LCM soient 

issus de la transformation de lymphocyte B de la zone du manteau, ceux-ci ont subi le processus 

d’hypermutation somatique spécifique du centre germinatif, comme l’ont montré les études 

immunogénétiques des gènes IGHV du LCM(Hadzidimitriou et al. 2011). Le taux de mutations des 

gènes IGHV reste néanmoins très inférieur aux taux retrouvés dans les LLC(Cogliatti et al. 

2005)(Camacho et al. 2003). Il semblerait qu’il y ait une corrélation entre le taux des mutations 

somatiques et une présentation clinique indolente faiblement tumorale associée à une meilleure 

survie(Navarro et al. 2012).  

Ces éléments permettent de proposer un modèle physiopathologique delymphomagenèse en plusieurs 

étapes (figure 4). 
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Figure 4 : Emergence du clone t(11;14)(q13;q32) lors de la différentiation lymphoïdeB. 

La translocation survient lors de la recombinaison V(D)J, via l’enzyme RAG dans la moelle osseuse L'avantage 

sélectif est acquis au stade de la cellule B naïve, dans le ganglion, au niveau du follicule lymphoïde primaire, ou 

dans la zone du manteau du follicule lymphoïde secondaire.(Swerdlow, International Agency for Research on 

Cancer, et World HealthOrganization 2008) 

 

 

 

1.2.3  Lymphomagénèse du LCM : selon la classification OMS proposée en 2016 

 
La future révision de la classification OMS proposée en 2016 met en évidences les deux voies de 

lymphomagenèse conduisant àdeux formes cliniques differentes du LCM. Ces deux mécanismes sont 

illustrés dans la figure 5.  
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Figure 5: Développement et progression des deux formes majeurs de LCM (modifié de Jares et 

al  (Swerdlow et al. 2016). Les cellules précurseurs B (normalement positives pour la CCND1 mais des fois 

négatives) devient des cellules B naïves matures anormales qui vont initialement coloniser la zone interne de 

manteaux représentant une néoplasie da la zone du manteau. Ces cellules atteintes déjà des anomalies 

génétiques additionnelles comme l’ATM inactivé peuvent progresser à un LCM classique qui exprime très 

souvent le SOX11. Elles sont génétiquement instables et capables d’acquérir d’autres anomalies de régulation 

de cycle cellulaire, de réparation d’ADN et de survie cellulaire et d’autres voies de signalisation. Plus tard la 

progression à un LCM blastoïde ou pléomorphe peut arriver. Une plus petite partie des néoplasies de la zone 

du manteau pourraient subir une mutation somatique vraisemblablement dans le centre germinatif conduisant à 

un LCM négative pour le SOX11 et génétiquement stable pour plus longtemps et envahie plutôt le sang 

périphérique, la moelle osseuse et quelques fois la rate. Néanmoins, ces LCM peuvent aussi subir des 

anomalies moléculaires et cytogénétiques additionnelles particulièrement de TP53 conduisant à une 

progression clinque et même des fois morphologique. 

 

 

1.3. Physiopathologie du LCM et anomalies génétiques :  

1.3.1 Translocation (11;14)(q13;q32) 

 

La translocation t(11;14)(q13;q32), anomalie cytogénétique caractéristique des LCM, est retrouvée 

dans 95% des cas(Jares, Colomer, et Campo 2007a). La Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) 

permet de détecter le réarrangement en mettant en évidence une fusion du signal IGH et CCND1. Cette 

translocation juxtapose l’oncogène CCND1 (11q13) à la séquence régulatrice des IgH (14q32) 

(enhancerEμ)(Bosch et al. 1994).et elle a comme conséquence l'amplification de l’expression de 

l’oncogèneCCND1, un membre de la famille des cyclines de type D. La cyclineD1 n'est normalement 

pas exprimée dans les cellules B matures et rarement dans les autres pathologies lymphoïdes B.  
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La surexpression de cyclineD1 est donc un marqueur pour le diagnostic de LCM, bien que pas 

totalement spécifique (de Boer et al. 1995). La cycline D1 est impliquée dans la régulation des phases 

précoces du cycle cellulaire ; un taux élevé peut accélérer la transition entre la phase G1 et la phase S 

et favoriser la prolifération tumorale(Veronica Fernàndez et al. 2005). 

 

Comme les autres cyclines, la CyclineD1 forme des complexes incluant des partenaires catalytiques - 

les kinases dépendantes des cyclines ou CDK (CDK4 et 6)et entraîne la phosphorylation et 

l’inactivation du gène suppresseur de tumeur retinoblastoma1 (RB1). Ce dernier perd alors son effet 

inhibiteur sur la prolifération cellulaire. RB1 hyperphosphorylée dans le LCM, notamment dans les 

formes agressives(Jares, Colomer, et Campo 2007a)joue un rôle central dans la transition entre les 

phases G1 et S du cycle cellulaire en séquestrant et inactivant le facteur de transcription E2F. Ce 

dernier est lui-même impliqué dans la transactivation de gènes essentiels à l’entrée en phase S et à la 

réplication comme la cycline E qui forme également des complexes avec les CDK(H. S. Zhang et al. 

2000). 

De plus, une quantité importante de complexes cyclineD1/CDK4 pourrait renforcer le lien entre le 

complexe CDK4-cyclineD1 et la protéine inhibitrice de cycle cellulaire (p27)et les rendre incapables 

d'arrêter la phase G1. L'effet oncogénique de la cyclineD1 peut être indépendant de CDK et du cycle 

cellulaire via sa capacité à réguler de nombreux facteurs transcriptionnels comme par exemple 

STAT3(signal transducer and activator of transcription 3), CEBPβ (CCAAT/enhancerbindingprotin 

β), ou BMYB(MYB relatedgene B) (Jares, Colomer, et Campo 2007a). 

La CCND1 reste quand même un oncogène dont l'effet est faible et insuffisantà lui seul pour 

développer le LCM. Les études moléculaires ont identifié plusieurs anomalies du cycle cellulaire et 

des voies de signalisation, ainsi que d'autres mutationsqui pourraient également jouer un rôle dans la 

lymphomégénèse. (Beà et al. 2013). En effet, les modèles de souris transgéniques où le CCND1est 

placésous la dépendance de l’EnhancerEμ pour reproduire la t(11;14)(q13;q32) ont permis de 

mettre en évidence que la surexpression de la cyclineD1 seule n’ est pas suffisante pour le 

développement d’un LCM (Katz et al. 2014)(Lovec et al. 1994). La découverte de 1 à2% de la 

translocation t(11;14) dans le sang de sujets sains renforce également cette hypothèse (Hirt et al. 2004). 

Ainsi d’autres anomalies sont nécessaires pour aboutir à un lymphome.L’altération des différentes 

voies moléculaires dans le LCM est schématisée dans lafigure 6. 

Les mutations de CCDN1 sont corrélées avec la surexpressionde SOX11 (86% de CCDN1 sont mutés 

lorsqueSOX11 est surexprimé, vs seulement 18 % dans les LCM SOX11non surexprimé) (Bea et al 

2013) mais aussi avec les mutations de IGHV (58% vs 19%). Cela pourrait confirmer l’hypothèse que 

les mutations de CCDN1 sont acquises dans l'environnement du centre germinatif. 
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Figure 6: Voies moléculaires impliquées dans la pathogenèse du MCL. La t(11;14)(q13;32) aboutit à la 

surexpression constitutive de la cycline D1. Cette dernière se lie à la cyclin-dependant kinase 4 (CDK4) et 

contrôle la transition G1-S du cycle cellulaire. La dérégulation de la cycline D1 et la surexpression de CDK4 

favorise l’hyperphosphorylation et par conséquent l’inactivation de la protéine du rétinoblastome Rb1. De plus, 

la présence de fort taux de complexecycline D1/CDK4 permet la décomplexation de p27 de complexe cycline 

E/CDK2, menant à l’activation du complexe. Les délétions homozygotes du locus CDKN2A qui code pour 

l’inhibiteur des CDK INK4A favorisent la présence d’une forte activité du complexe cyclineD1/CDK4. Une 

alternative à la perte d’INK4A, l’oncogène BMI1 peut être amplifié et/ou fortement exprimé dans certains cas de 

MCL. Le locus CDKN2A code également pour ARF qui régule négativement MDM2 (mouse double minute 2 

homologus), une ubiquitine ligase induisant la dégradation de p53. Ces altérations ainsi que les mutations de 

TP53 mènent fréquemment à la dérégulation de la voie p53. Il peut également y avoir une dérégulation de la voie 

deréponse aux lésions de l’ADN, incluant ATM. D’après(Jares, Colomer, et Campo 2007b) 
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1.3.2. Anomalie des voies de réparation de l'ADN et du cycle cellulaire : 

 

Une étude génomique utilisant plusieurs mécanismes moléculaires comme le séquençage du génome 

complet et le séquençage d’exome réalisés par Silvia Béa a révélé un spectre hétérogène de mutations 

impliquées dans le développement du LCM(Beà et al. 2013). L'Ataxiatelangiectasia (ATM) qui est un 

élément clé dans la réparation de l'ADN est muté ou inactivé dans 40 à 75% des cas.  

Bea et al ont montré que la mutation d'ATM se trouve dans 55% des LCM qui expriment la protéine 

SOX11.Les mutations d'ATM n'ont pas été trouvées dans les cas de LCM non exprimant la protéine 

SOX11 (p=0.023). D’autres mutations ont été sités comme les mutations TP53qui ont été corrélées 

avec l'altération de 17p.Parailleurs, aucun lien n’a été remarqué entre TP53 et SOX11. 

En effet, la majorité des LCMs sont génétiquement instables. D'autres mutations induisent aussi 

des anomalies de cycle cellulaire. Le CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) est muté dans 

18 à 31% des cas. Cette mutation correspondant à une délétion homozygote du locus situé en 9p21 est 

associée à des présentations histologiques blastoïdes(Delfau-Larue et al. 2015).Ce gène code 

normalement pour deuxprotéinessuppresseurs de tumeur INK4a (p16) et le régulateur de p53: ARF 

(p14) qui inhibent la progression du cycle cellulaire. Cette mutation perturbe les mécanismes de 

réparation de l’ADN en stabilisant la protéine p53(Kridel et al. 2012). 

Un autre mécanisme de ces altérations est une mutation inactivatrice dela kinase CHK2 qui agit en 

aval d'ATM. Cette mutation induit un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M en cas de lésion de 

l'ADN(Jares, Colomer, et Campo 2007).Figure 6. 

 

 

1.3.3. Autres anomalies génétiques :  

 

Certains des LCMs ne présentent pas de translocation t(11;14) et n’expriment pas la cyclineD1(5% des 

cas).Un niveau élevé d’expression des cyclinesD2 et D3 a été démontré chez ces patients (Gesk et al. 

2006). Les translocations t(2;12)(p12;p13), t(12;22)(p13;q21) ou encore t(12;14)(p13;q32) fusionnant 

la cyclineD2 avec le locus de la chaine légère κ  ou λ  ou celui de la chaine lourde des 

immunoglobulines ont été rapportées(Wlodarska et al. 2008). 

La mutation NOTCH1 a été identifiée dans 12 % des LCMs (Kridel et al. 2012). Quatre vingt six 

pourcent des NOTCH1 mutées correspondent à un domaine C-Ter PEST tronqué (exon 34). NOTCH1 

a un rôle d’activateur de transcription, en faveur de la différenciation des lymphocytes B. Son 

altération induite alors une augmentation de son effet oncogénique et il est particulièrement corrélé 

avec une forme clinique de type blastoïde (67%vs 19% p=0.026) et avec une moins bonne survie 

globale (OS: 3ans de survie 33%vs 60%) (Bea et al 2013). 
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La CCDN1a été décrite comme une cible de NOTCH1 (Cohen et al. 2010)(Guo et al. 2009)mais cela 

n'a pas été confirmé ultérieurement. NOTCH1a alors un effet indépendant de CCDN1(Kridel et al. 

2012). 

L'inhibition spécifique de NOTCH1 par shRNA induit la baisse de l'expression de BCL-2, de la 

procaspase-3, de la procaspase-9, de p-Akt, de p-mTOR et de p-70S6K. L'inhibiteur de la voie de 

NOTCH1 pourrait inhiber la prolifération des lignées du LCM Jeko-1, induire l'apoptose des cellules. 

Les mécanismes peuvent d’autre part être associés à l'inhibition de la phosphorylation de la voie 

Akt/mTOR kinase (Zhu et Huang 2015). 

La mutation NOTCH2 peut se trouver dans les LCMs, et plus fréquemment dans les formes blastoïdes 

(66 vs 18%, p=0.001). En règle générale, les mutations de NOTCH2 sont plus fréquentes dans les 

tumeurs solides.  

Les mutations NOTCH1/2 existent dans 9,5% des LCM étudiés avec un profil blastoïde (67% vs 13%), 

et une survie globale significativement plus courte (- de 3ans OS : 24 vs 63%) (Bea et al, 2013). 

Les altérations de locus 8q24 (MYC) qui se manifestent par la translocation t(8;22)(q24;q11) ou par 

une trisomie 8 ne sont pas fréquentes dans le LCM mais pourraient être associées à une forme 

blastoïde(Michaux et al. 2004). 

1.3.4. LCM et le microenvironnement tumoral: 

 

En plus des anomalies génétiques des cellules B malignes, le microenvironnement tumoral joue un 

rôle important dans la pathogenèse du LCM. Les chémokines comme CXCR4 et CXCR5, ainsi que les 

molécules d'adhésion comme les CCR7, VLA-4 auraient un rôle dans l'attraction des cellules 

tumorales et donc dans la dissémination extra nodale de la maladie. Quand elles adhèrent au stroma du 

microenvironnement, quelques cellules tumorales pourraient devenir résistantes à la chimiothérapie, ce 

qui pourrait expliquer la rechute du LCM (Kurtova et al. 2009). 

Les cellules de la moelle osseuse et les cellules tumorales elles-mêmes sécrètent l'interleukine-6 (IL6) 

qui active la voie de phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) impliquée dans la croissance et la survie du 

LCM. (L. Zhang et al. 2012). Il a été suggéré que les cellules T régulatrices (Yang et al. 2006)et les 

macrophages(Argatoff et al. 1997)du microenvironnement du LCM inhibent la réponse anti tumorale 

de l’hôte. La présence de lymphocytes T régulateurs et les macrophages est associée à un pronostic 

défavorable dans d'autres lymphomes(Sánchez-Aguilera et al. 2006), en particulier le lymphome 

folliculaire (Kiaii et al. 2013). Dans le LCM ce lien reste à confirmer. L'expression de PD-L1 est aussi 

un autre mécanisme par lequel les cellules du LCM pourraient inhiber la réponse des lymphocytes T 

anti-tumoraux et inhiber l'immunité anti-tumorale (L. Wang et al. 2013). 
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Figure 7. Interactions cellulaires et moléculaires entre les cellules du LCM et le microenvironnement : 

Adapté d'après (Burger et Ford 2011). CSM : cellules mésenchymateuses du stroma, LCM : cellules du 

lymphome du manteau. Les cellules mésenchymateuse et les macrophages attirent les LCMs par les récepteurs 

des chémokines qui sont fortement exprimés par les LCMs. Les molécules d'adhésions VLA-4 se fixent aux 

VCAM-1 et FN (fibronectin) renforçant l'adhésion. Les macrophages expriment des membres de la famille du 

TNF :BAFF et APRIL qui déclenchent un signal de survie des LCMs lorsqu’ils se fixent sur les récepteurs 

correspondants: BCMA, TACI, BAFF-R. L'activation de BCR déclenche les voies de signalisations BtK, PI3K. 

Ces interactions favorisent la survie cellulaires et la résistance tumorale. 

 

 

1.3.5. Anomalies des voies de signalisation : 

 

1.3.5.1 La voie PI3K -AKT-mTOR kinase: 

  

- PI3K- AKT :  

Les Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (aussi appelées phosphatidylinositide 3-kinases, 

phosphatidylinositol-3-kinases, PI 3-kinases, PI(3)Ks, PI-3Ks) sont une famille des serine-théronine 

kinases impliquée dans la prolifération, la survie et la différentiation cellulaire. Elles sont regroupées 

en 3 classes : classe I, II, et III. La classe I est divisée en deux catégories, A et B. Les PI3K de classe 

IA, sont constituées d’une sous-unité régulatrice de 85 kDa (p85), pré-associée à une sous-unité 

catalytique de 110 kDa (p110) dont il existe 3 isoformes, α, β et δ, d’expression cellulaire diffé

rente. Après stimulation d’un récepteur à activité tyrosine kinase transmembranaires (RTK) par son 

facteur de croissance (ligand), la sous-unité p85 s’associe au récepteur phosphorylé sur une tyrosine. 

Cette association peut être directe, ou indirecte par l’intermédiaire d’adaptateurs moléculaires de la 

famille IRS (Insuline Receptor Substrate) ou GAB (Grb2 associated kinase)permettant l’activation de 

la sous-unité catalytique p110(figure 8). 
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Figure 8.:La voie de signalisation de PI3K de classe IA.D'après (Fasolo et Sessa 2008). Bad : Bcl-2/Bcl-X(L)-

antagonist; FOXO: forkhead box class O; GAB: Grb2 associated kinase; GSK3: glycogensynthase kinase-3; IKK: 

IκB kinase; IRS: insulinreceptorsubstrate; NF-κB: Nuclear factor κB; MDM2: murine double-minute 2 p53-

binding protein; PDK1: PIP3 Dependant-Kinase; PIP2: phosphoinositide bis-phosphate; PIP3: phosphoinositide 

tris-phosphate; PTEN: phosphatase and tensin homologue; p27kip1: cyclin-dependant kinase inhibitor p27; RTK: 

récepteur tyrosine kinase; TSC2: tuberoussclerosiscomplex 

 

 
La sous unité p110 phosphoryle le phosphoinositide bis-phosphate (PIP2) - résidu inositol de 

localisation sous-membranaire- en phosphoinositide tris-phosphate (PIP3) pour permettre le 

recrutement à la membrane plasmique des protéines telles PDK1 et la sérine thréonine kinase (Akt 

aussi connue comme Protéine Kinase B PKB), principale cible des PI3K sur la sérine 473. La kinase 

PDK1 peut alors phosphoryler Akt sur la thr308.  
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Cependant, pour être pleinement active, Akt doit être phosphorylée sur au moins deux résidus: la 

thr308 (par PDK1) et la ser473 par le complexe mammalien Target Of Rapamycine 2 

(mTORC2)(Tamburini et al. 2008). L’Akta un rôle dans de nombreux processus cellulaires et a des 

cibles multiples dont cinq majeures:figure8. 

1- Les facteurs de transcription de la famille FOXO (ou FKHRL1) : la phosphorylation de ces 

protéines sur trois sites par Akt induit leur inactivation par transfert du noyau vers le cytoplasme; Akt 

bloque ainsi la transcription FOXO-dépendante des inhibiteurs du cycle cellulaire p27
Kip1

 et RBL2 et 

des protéines proapoptotiquesBim et Fas-L(Chapuis et al. 2010). 

2- Bad : phosphorylée par Akt, Bad bloque l’interaction avec Bcl-XL, qui peut par conséquent jouer 

son rôle anti-apoptotique. 

3- L’ubiquitine ligase mdm2 : phosphorylée par Akt, elle permet l’inhibition de la protéine p53 par 

rétention dans le cytoplasme et son envoi vers le protéasome pour être dégradée. 

4- Le complexe IKK : qui phosphoryle l'IκB, inhibiteur de facteur de transcription NF-κB (Nuclear 

Factor kappa B), ce dernire est donc libéré et activé pour déclencher la transcription des gènes anti-

apoptotiques (Chapuis et al. 2010). 

5- La protéine TSC2 du complexe TSC1/TSC2 (aussi nommée hamartine/tubérine) : est un inhibiteur 

de la protéine Ras Homologue enriched in Brain (Rheb) qui est une GTPase capable (sous forme 

active) d’intéragir avec mTOR et d’activer le complexe m-TORC1. Akt inhibe par phosphorylation 

l'activité de TSC2 ; cela active le complexe mTORC1(Willems et al. 2012). 

La voie PI3K/Akt est activée constitutivement dans de nombreux cancers. Différents membres 

de cette voie peuvent comporter diverses anomalies génétiques acquises: Le récepteur Tyrosine kinase 

(RTK), AKT. Les deux anomalies les plus fréquentes sont celles de PTEN (Phosphatase and 

TENsinhomolog) et de la sous-unité catalytique p110α. 

PTEN est un gène suppresseur de tumeur situé sur le chromosome 10. C’est une phosphatase qui 

déphosphoryle PIP3. Il s’agit donc d’un antagoniste de la PI3K. Sa fonction peut être limitée par des 

mutations comme des pertes monoalleliques ou d’autres délétions mais aussi par des évènements 

épigénétiques ou post-traductionnels. Après le p53, le PTEN est un des gènes les plus fréquemment 

modifiés en cancérologie (Yuan et Cantley 2008).Figure.9 

  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome_10_humain
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=PI3K&action=edit&redlink=1
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Figure 9:Les membres de la voie PI3K fréquemment mutés.  

 

- mTOR : 

 

La protéine mTOR est une sérine thréonine kinase de 289 kDa, dont le gène est situé en 1p36.2. Elle 

appartient à la famille PIKK (phosphoinositide kinase-related kinase). C’est une protéine très 

conservée entre les espèces et d’expression ubiquitaire. Elle s’associe avec différentes protéines pour 

former deux complexes distincts : mTORC1 et mTORC2. 

  

- Le complexe mTORC1 : 

 

Il intervient dans la synthèse protéique et lipidique et régule aussi l’autophagie. Ce complexe contient 

la protéine m-TOR qui a un domaine à activité sérine/thréonine kinase à son extrémité C-terminale et 

donc une forte homologie avec le domaine catalytique des PI3K. L’extrémité N-terminale de mTOR 

contient le domaine FRB (FKBP12-Rapamycine bindingdomain) dont l’intégrité est indispensable à 

l’action de la Rapamycine. Le complexe mTORC1 est caractérisé par l’association de mTOR avec 

Raptor (RegulatoryAssociatedProtein of mTOR), qui agit en recrutant les substrats de mTOR sur ses 

domaines TOS (TOR signaling)(Hara et al. 2002).Raptor est une protéine de 150 kDa indispensable 

pour l'activation de mTOR. Son invalidation chez la souris conduit à une mortalité embryonnaire 

précoce, diminue la masse cellulaire et la prolifération des blastocytes(Guertin et al. 2006).Raptor 

pourrait également permettre de stabiliser le complexe mTORC1. Ce complexe a été initialement 

défini par sa sensibilité à la rapamycine et à ses dérivés, qui, après liaison au FKBP12, bloque 

l’interaction entre mTOR et Raptor inhibant la fonction de mTORC1 sans modifier son activité 

catalytique (Oshiro et al. 2004). Le mTORC1 contient aussi la protéine Mammalian Lethalwith sec13 

protein 8 (mLST8)- également nommée GβL -qui a un rôle moins important que Raptor, ainsi que 

DEP domain-containingmTOR-interactingprotein (DEPTOR) et proline-rich Akt substrate of 40-kDa 

(PRAS40) qui sont des régulateurs négatifs. Akt phosphorylée permet la phosphorylation de ce dernier, 

sa dissociation et ensuite l'activation de mTORC1(Ma et Blenis 2009). 
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Le mTORC1 est un régulateur important de la synthèse protéique dont l'activité est liée à la présence 

de facteurs de croissance et à la disponibilité en nutriments. Il est capable de phosphoryler plusieurs 

substrats dont les plus importants sont les protéines S6K (S6 Kinases). Ces dernières appartiennent à la 

famille des protéines AGC et elles sont constituées de deux membres : S6K1 et S6K2. La p70S6K est 

l'isoforme le plus étudié de S6k1, la p85S6K est l'autre isoforme. S6K1 phosphoryle de nombreux 

autres substrats, intervenant dans la synthèse protéique via la maturation des ARN messagers, 

intervenant également dans l’initiation et l’élongation de la traduction dite CAP-dépendante ou encore 

dans la survie cellulaire.Plusieurs de ses substrats (rpS6, eIF4B, eEF2K, BAD, GSK3, CCTβ) 

peuvent également être phosphorylés par RSK un substrat de la voie ERK/MAPK. Cela explique la 

convergence entre les voies mTOR et ERK/MAPK. 

 

 

- 4E-BP1-eIF4E 

 

Le second principal substrat de mTORC1 est le répresseur traductionnel 4E-BP1 (eukaryotic initiation 

factor 4E- bindingprotein 1) qui est le plus connu parmi les membres de la famille 4E-BP. C'est une 

protéine de 13 kDa présente sous forme hypophosphorylée en l’absence d’activation de mTORC1. Le 

4E-BP1 constitue avec l'eIF4E (eukaryotic initiation factor 4E) un complexe inactif de pré-initiation 

de la traduction composé des sous-unités eIF4E, eIF4A et eIF4G. mTORC1 rend ce complexe actif en 

phosphorylant le 4E-BP1. Il libère donc l’eIF4E pour permettre la formation du complexe eIF4F qui 

recrute ensuite l’ARNm au ribosome pour initier la traduction(Blagden et Willis 2011). Le taux de 

eIF4E/4E-BP pourrait déterminer l’efficacité des inhibiteurs de mTORC1 dans les cancers (Alain et al. 

2012). Figure 10. 
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Figure 10:Sensibilité des cellules tumorales à l’inhibition de mTOR par les nouvelles générations des 

inhibiteurs de mTOR.asTORi : active site mTORinhibitors, ORF : open readingfram. Lorsque le ratio 

eIF4E/4E-PB est bas, les cellules tumorales sont plus sensibles au asTORi (cadre vert). Quand ce taux est 

augmenté, les cellules sont résistantes auasTORi, (le cadre rouge) D’après (Alain, Sonenberg, et Topisirovic 

2012). 

 

Dans ce sens, il a été récemment démontré que la lignée cellulaire VAL (une lignée de DLBCL) 

résistante aux inhibiteurs de mTOR. Cette lignéen'exprime pas la 4EBP1, cela pourrait expliquer la 

résistance(Mallya et al. 2014)et pourrait faire de l'expression de 4EBP1 un biomarqueur de la 

résistance aux inhibiteurs de la voie PI3K-Akt-mTOR. 

 

- Le complexe m-TORC2 : 

 

Impliqué dans la formation du cytosquelette et la survie cellulaire, le complexe mTORC2 est composé 

de mTOR, Rictor (rapamycin- insensitivecompanion of TOR), SIN1 (stress-activatedmap kinase-

interactingprotein 1) et mLST8. Il s’associe aussi avec le régulateur négatif DEPTOR et avec 

PPR5/PROTOR dont la fonction est inconnue. Les mécanismes d’activation du complexe mTORC2 

sont peu documentés. Le complexe TSC1/TSC2 semble avoir un effet activateur. Il existe une liaison 

entre les deux complexes mTOR, le mTORC1 est placé en théorie en amont du mTORC2 aboutissant 

à son activationfigure 11. mTORC2participe aussi à l’activation d’Akt puisqu’il est responsable de sa 

phosphorylation sur la sérine 
473.

(Müller et al. 2013).Figure 8 
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Figure 11 : les complexes mTORC1 et mTORC2.  Rôle dans la synthèse des protéines, la survie, la 

croissance cellulaire, et l’inhibition de l’autophagie. mTORC2 exerce aussi un rôle dans l’organisation de 

cytosquelette (Vergès et Cariou 2015) 

 

- PI3K -Akt-m TOR dans le lymphome de Manteau :  

 

Il a été démontré que la voie PI3K/Akt-mTOR kinase est activée dans le LCM et contribue à la 

prolifération et la survie tumorale. Cela a été confirmé par une étude par immunohistochimie dans une 

population de 30 patients atteints de LCM ainsi que dans des lignées cellulaires (Peponi et al. 

2006).Tableau 2. 

Protéine n : nombre d’échantillons positifs 
 
N : nombre totald’échantillons 

Pourcentage d’échantillons 

positifs (exprimant la protéine) 

pAkt
ser 473

 n=10 N=30 33%, 

p-mTOR
ser2448 n=13, N=21 62% 

p-p70S6K n=22, N=22 100% 

p rpS6K n=5, N=25 25% 

p4E-BP  n=13, N=14 93% 

peIF-4
E n=16, N=29 55% 

 

Tableau 2 :l'expression des protéines de la voie mTOR dans les échantillons de LCM avant traitement.  
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Cette même étude a montré que l'inhibition sélective de mTOR par siRNA dans la lignée JEKO induit 

un arrêt du cycle cellulaire dans la phase G1-S ainsi qu'une augmentation de p21, p27 (protéines 

inhibitrices de cycle cellulaire) et une diminution de Cycline D1. La voie mTOR peut donc être une 

excellente cible thérapeutique. 

Plus loin dans cette introduction nous allons aborder l’application clinique des inhibiteurs de cette voie 

dans le LCM.  

 

1.3.5.2. La voie BTK : Bruton's kinase : 

 

En 1952, Ogden Bruton a décrit pour la première fois la X-LinkedAmmaglobulinémia (XLA) chez un 

enfant de 8 ans atteint d’infection respiratoire sévère et d'une absence de gammaglobuline (Buckley 

1998). Il a été démontré plus tard que l'agammaglobulinemia est aussi associée à un manque de 

lymphocytes B dans le sang périphérique. Les patients atteints ont moins de 2% de lymphocytes B 

circulants (Ponader et Burger 2014).  

La mutation du gène Bruton'styrosine kinase(Btk) aussi connue sous le nom d’Agammaglobulinemia 

Tyrosine Kinase (ATK) a été identifié 40 ans plus tard en 1993 comme la mutation principale de cette 

maladie. Le rôle primordial du Btk dans le développement et la maturation des lymphocytes B est 

donc confirmé(Thomas et al. 1993). 

Btk (Bruton Tyrosine kinase) est un gène qui code pour une protéine tyrosine kinase non récepteur, 

cytoplasmique, de la famille des tyrosines kinases (Tec) (Castillo, Treon, et Davids 2016). Les 

protéines de la famille Tecsont exprimées essentiellement par les cellules hématopoïétiques et jouent 

globalement un rôle dans les voies de signalisation intracellulaire mais aussi dans la régulation du 

cytosquelette (Finkelstein et Schwartzberg 2004). 

Le Btk transmet et amplifie les signalisations de plusieurs molécules de surface comme les récepteurs 

des cytokines et des facteurs de croissance, les récepteurs des chémokines, les récepteurs spécifiques à 

l’antigène (BCR) et les intégrines(Burger et Montserrat 2013). 

Dans les lymphocytes B et sous sa forme inactive non phosphorylé, Btk se localise dans le cytoplasme. 

L'activation du récepteur (BCR)par un antigène déclenche une phosphorylation des protéines kinases 

cytoplasmiques comme Lyn (une protéine de la famille Src) et Syk (Spleen Tyrosine kinase : une 

protéine de la famille Syk) conduisant à la phosphorylation de Btk. L’activation de cette dernière 

conduit à sa délocalisation au niveau membranaire par des mécanismes peu connus. Par la suite, 

d’autres protéines en aval sont phosphorylées et activées pour déclencher les voies de signalisation 

telles que les voies MAPk, ERK, JNK, et notamment les voies PI3K et NFκB (Lindvall et Islam 

2002). Le rôle de la signalisation Btk est alors indispensable dans la prolifération, la survie, la 

différentiation et aussi l'apoptose(Ponader et Burger 2014) figure 12. 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Ogden_Bruton
https://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine_kinase
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Figure 12 : la voie Btk impliquée dans la transcription, la survie cellulaire. 

 

-Rôle pathologique de Btk :  

 

Dans un modèle de souristransgénique, il estdémontré que la surexpression de Btk dans les cellules B 

entraîne la formation spontanée de centres germinatifs, l’augmentation du nombre de cellules 

plasmocytaires, la production d'auto-anticorps antinucléaires, conduisant à un " LED like " (lupus 

érythémateux disséminé (LED)affectant les reins, les poumons et les glandes salivaire. L'Ibrutinib (un 

inhibiteur de Btk)a diminué la prolifération des cellules B dans les centres germinatifs des cellules 

plasmatiques. Il a normalisé l'activation et la différenciationdes cellules B (Kil et al. 2012). Bien que 

ces changements pathologiques soient absents chez les souris transgéniques qui surexpriment un Btk 

mutant inactif. Il est aussi rapporté que le Btkjoue un rôle dans le métabolisme osseux en transmettant 

dans les ostéoclastes des signaux en aval du récepteur activateur du NF-kB et ITAM. Les souris 

délétées en Btk et Tec montrent une sévèreostéoporose par un défaut de résorption osseuse(Shinohara 

et al. 2008). 
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- La voie Btk dans les hémopathies malignes Bet dans le LCM : 

 

En plus de son rôle dans la lymphopoïèse normale, Btk joue un rôle dans la signalisation des cellules 

B malignes. Dans le type activé du lymphome B à grandes cellules ABC (DLBCL), l'hyperactivation 

chronique de la signalisation BCR peut être induite par des mutations activatrices comme par exemple 

les mutations des sous-unités du récepteur BCR (CD79a et CD79b) mais peut aussi être mutation-

indépendante (Wilson et al. 2015). Cette signalisation va activer d’une manière constitutive plusieurs 

voies de signalisation en aval dont principalement la voie NF-kB(Davis et al. 2010). Dans le 

lymphome de Burkitt (LB) il est décrit qu’une signalisation excessive (tonic signaling) de récepteur B 

implique la voie PI3K(Schmitz et al. 2012). Dans la leucémie lymphoïde chronique (LLC) c’est une 

activation induite par un antigène qui semble être impliquée. Dans d'autres lymphomes, l'activation de 

BCR est déclenchée par la liaison à des auto-antigènes ou même autres antigènes de 

l'environnement(Binder et al. 2010). 

Cinar et al ont confirmé la surexpression de Btk dans le LCM (Cinar et al. 2013).Cette étude a 

comparé par immunohistochimie l’expression de Btk dans les échantillons des patients atteints de 

LCM et d’autres tissus lymphoïdes bénins. Une expression modérée à forte du Btk est observée dans 

toutes les zones de follicule lymphoïde mais aussi dans tous les échantillons de LCM n = (19/19). Les 

cellules de ces échantillons ont une forte expression cytoplasmique diffuse et membranaire de Btk 

(figure ; 12 C-E). En revanche, le Btk est fortement exprimé par les lymphocytes de la zone du 

manteau des tissus lymphoïdes réactifs bénins(figure.13 ; A et B). Une plus faible expression est donc 

observée dans les cellules du centre germinatif avec de nombreuses cellules individuelles dispersées 

dans les domaines inter folliculaires. 

 

 

 

 

Figure 13: Expression de BTK dans le LCM. Etude 

immunohistochimie. 

A- B : l'expression de BTK dans un tissu lymphoïde 

bénin. 

C-E : forte expression diffuse cytoplasmique et 

membranaire de BTK dans un ganglion atteint de 

LCM D’après (Cinar et al. 2013). 
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Dans une autre étude, une analyse phospho-protéomique dans les lignées de LCM ainsi que dans des 

cellules primaires a été réalisée par une technique de Phosphoscan. Cette dernière peut montrer le 

profil de phosphorylation des peptides, en particulier la phosphorylation sur les Tyrosines (Rikova et 

al. 2007). Elle montre une activation des voies de signalisation en aval de cette phosphorylation. Cette 

étude a donc confirmé que les protéines BTK et SYK sont hyperphosphorylées dans les lignées (JEKO, 

Granta-519, REC-1). Ces données ont été confirmées par des Western Blot à partir de lysats de 

cellules des patients. Syk a été trouvée phosphrylée dans 83% des cas (5/6 cas), tandis que Lyn dans 

100% des cas (6/6 cas) (Pighi et al. 2011). Ces protéines jouent un rôle dans la prolifération et la 

survie cellulaire. Elles peuvent être alors des cibles thérapeutiques. Ainsi, plusieurs molécules ciblant 

cette voie ont été développées, notamment l’Ibrutinib qui a démontré des résultats intéressants dans le 

traitement des maladies lymphoïdes B. Nous allons détailler ce traitement dans le LCM plus loin dans 

cette synthèse. 

 

1.3.5.3. L’Interaction des deux voies de signalisation : BTK et AKT  

 

L’interaction entre les deux voies est loin d’être simple, elle a été démontrée pour la première fois 

en 2002. L’activation de PI3k recrute le Btk à la membrane via une association dephosphatidylinositol 

3,4,5-triphosphate (PIP3) et du domaine PH de Btk comme le montre la figure.14. 

 

Figure.14 : Co-localisation membranaire de Btk et Akt : les cellules COS-7 transfectées par Btk-GFP (vert) et 

Akt WT (orange)Lindvall et Islam 2002 

 

Plus important encore, la phosphorylation de Btka été démontrée partiellement dépendante de celle de 

PI3K(Lindvall et Islam 2002). 

L’interaction entre les deux voies de signalisation a un impact thérapeutique. Plusieurs hypothèses ont 

proposé de renforcer l’inhibition de la voie Btk par un inhibiteur de PI3K lorsqu’il y a résistance aux 

inhibiteurs de Btk.  
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Figure.15 : La phosphorylation de Btk est partiellement PI3K dépendante : les cellules WTDT40 et Btk-

DT40 sont d'abord traitées par 30µM de LY294002 (un inhibiteur de PI3K) puis stimulées par H2O2 pendant le 

temps indiqué. Les lysats cellulaires totaux sont immunoprécipités pour être analysé en western blot. D’après 

Lindvall et al.  

  



 

- 31 - 

 

1.4. Traitementdu LCM :  

 

La décision thérapeutique dépend de plusieurs arguments cliniques et biologiques. Les formes 

agressives et tumorales nécessitent une prise en charge rapide et un traitement de type immuno-

polychimiothérapie. Comme pour les autres LNH, l’âge est un critère majeur dans le choix du 

traitement. 

 

1.4.1. Traitement de Sujets jeunes : 

 

1.4.1.1 Anti-CD20 

 

Dans les années 2000, le traitement d’induction reposait sur les anthracyclines. La combinaison 

thérapeutique type CHOP: Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine et Prednisone) a abouti à 

des taux de rémissions complètes (RC) autour de 30%, et de réponse globale (RG) de l’ordre de 70 à 

80% (Barista, Romaguera, et Cabanillas 2001). Différentes études ont montré le bénéfice de 

l’immunothérapie par Rituximab (anti CD20) en association avec la chimiothérapie. Le Rituximab a 

amélioré, d’une part les taux de RG ( Réponse Globale ) et RC(94% avec du R-CHOP versus 74% 

avec CHOP seul et 34% avec du R-CHOP versus 7% avec du CHOP seul respectivement),et d'autre 

part la survie sans progression (SSP) (HR=0.61, p=0.0096, 28 mois avec du R-CHOP versus 14 

moisavec du CHOP seul)(Lenz et al. 2005)(Schulz et al. 2007). 

 

1.4.1.2. L’Intensification thérapeutique :  

 

L'intensification thérapeutiquesuivieparune autogreffe de cellules souches hématopoïétiques a été 

associée à une amélioration de la survie sans rechute. Cela a été démontré en 2005 par le groupe 

européen (EMCL network) dans une étude de phase III comparant une consolidation classique avec 2 

cures de CHOP puis un traitement par interféron à une consolidation par BEAM suivie par une 

autogreffe de cellules souches hématopoïétiques (p=0.01) (Dreyling et al. 2005). Le groupe de 

recherche Nordique avec son étude MCL2 a actualisé ces données et a démontré qu'une 

immunochimiothérapie suivie par une autogreffe en première ligne est associée à une survie globale de 

plus de 10 ans et une médiane de survie sans progression de 7,4 ans (Geisler et al. 2012)(Geisler et al. 

2008). 
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1.4.1.3 Impact de l’Aracytine à forte dose :  

 

L’Aracytine (Ara-c) (CytosineArabinoside) est un agent analogue de la Pyrimidine permettant 

l’arrêt de la synthèse d’ADN et l’apoptose de la cellule tumorale. Il a acquis une place centrale dans le 

traitement de ces lymphomes (Dreyling et al. 2013). 

L'Ara-cest une pro-drogue qui doit être transporté dans la cellule et transformé en une molécule active 

par phosphorylation(Klanova et al. 2014)(Lamba 2009). Lorsqu'il est administré en dose standard, 

l'Ara-cest transporté dans la cellule via des transporteurs spécifiques,principalementl'intermédiaire 

hENT1/SLC29A1(Clarke et al. 2006). Cependantl'administration de fortes doses permet la diffusion à 

travers la membrane plasmatique indépendamment des transporteurs spécifiques(Capizzi et al. 1991).Il 

subit ensuite plusieurs étapes enzymatiques médiés notamment par le deoxycytedine (CDK) pour le 

transformer à une forme active transportée dans le noyau. Il inhibe la synthèse de l'ADN en prenant la 

place des nucléosides naturels bloquant alors la division cellulaire conduisant à une apoptose (figure 

16). 
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Figure 16 : métabolisme et 

effet de l'aracytine (Ara-c). 
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Plusieurs études ont démontré que l’utilisation de fortes doses d’Ara-c dans le traitement 

d’induction, pourrait améliorer le taux de réponse. Un essai de phase II, mené par le groupe d’étude 

des lymphomes de l’adulte (LYSA) utilisant comme traitement d’induction une alternance R-

CHOP/R-DHAP, suivie d’une autogreffe, a permis d’obtenir 95% de réponse globale et 75% de survie 

à 5 ans(Delarue et al. 2013). Un essai mené par l’équipe du M.D Anderson avec une induction par 

hyperCVAD/MA (Cyclophosphamide en dose fractionnée, Doxorubicune, Vincristine, 

Dexaméthasone ; en alternance avec de fortes doses de Méthotrexate et d’Ara-c) a permis d’observer 

40% de RC et 97% de réponse globale (Romaguera et al. 2005). Ces résultats ont été confirmés dans 

un essai de phase III mené au sein du réseau EMCL. Cette étude a comparé R-CHOP à une alternance 

R-CHOP/R-DHAP suivie d’une autogreffe. Les résultats sont en faveur de l’alternance avec plus de 

rémissions complète suivant l’autogreffe, mais aussi une amélioration de la survie sans rechute. (54% 

de rémission complète versus 40% pour le bras contenant R-CHOP seul (p=0.0003)). La médiane de 

survie sans rechute après l’autogreffe était de 46 mois dans le bras R-CHOP et de 88 mois dans le bras 

utilisant l’alternance avec R-DHAP, p=0.0382, HR=0.68). Plus important, et après un suivi de 51 mois, 

une différence de survie a été observée entre les deux bras de traitement avec une survie plus longue 

dans le bras de l’alternance (non atteinte versus 82 mois, p=0.045).La toxicité hématologiqueétaiten 

revanche plus marquée avec l’Ara-c à forte dose(Dreyling et al. 2013)(Harel et al. 2011)(Hermine et al. 

2016). Le groupe Nordique a également démontré une supériorité d’un traitement d’induction basé sur 

du R-CHOP renforcé (ou R-maxi-CHOP) associé à de fortes doses d’araC et suivi d’une autogreffe 

(Geisler et al. 2008). 

Le groupe Européen recommande donc une induction contenant de l’Ara-c à forte dose suivie 

d’une autogreffe de cellules souches hématopoïétiques comme traitement de référence chez les sujets 

de moins de 65 ans. 

Cependant l'Ara-c  à forte dose a été critiqué. D'une part, car il s'agit d'un traitement lourd associé 

à des effets secondaires non négligeables tels que la toxicité hématologique et neurologique. Cette 

toxicité ne permet pas d'utiliser ce protocole thérapeutique chez tous les patients. Seulement 25 % des 

patients atteints de LCM peuvent profiter de ce traitement à forte dose d'aracytine(Martin 2015). Ce 

sont des patients âgés de moins de 65 ans et en bon état général selon les critères de ECOG 

performance status 

Enfin, l'immunochimiothérapie par l'Ara-cà forte dose suivie par une autogreffe n'a pas un effet 

favorable chez les patients atteints de LCM présentant des délétions de CDKN2A (p16)etdeTP53. Ces 

patients ont un pronostic extrêmement défavorable et sont plutôt des candidats pour des stratégies 

thérapeutiques alternatives (Delfau-Larue et al. 2015). 
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1.4.1.4 . Traitement de la rechute  

 

Malgré l’amélioration du pronostic avec l’introduction de ces nouvelles stratégies thérapeutiques, 

il n’est pas possible de guérir le LCM qui rechute systématiquement. Le traitement des rechutes reste 

un challenge thérapeutique. De nombreux agents thérapeutiques ont néanmoins démontré une 

efficacité en deuxième ligne.  

Le Bortezomib est un inhibiteur du protéasome 26S. Ce dernier permet la dégradation des 

protéines ubiquitinilées et est présent en plus grande quantité dans les cellules lymphomateuses. In 

vitro, le Bortezomib agit en inhibant la voie NFkB, en induisant l’arrêt du cycle cellulaire en phase 

G2/M et l’apoptose, par une diminution de la phosphorylation d’Akt et de l’autophosphorylation de 

mTOR. Cette action sur la voie Akt/mTOR est médiée, entre autres, par la déphosphorylation du 

Facteur Eukaryote d’Initiation de la traduction 4E (eIF4E) (Qu et al. 2015). Le Bortezomib a fait la 

preuve de son efficacité en monothérapie (RG = 3°%) et lorsqu’il est associé à une 

immunochimiothérapie par du Rituximab et du Bendamustineen rechute.Il a ainsi reçu l’autorisation 

de mise sur le marché en rechute d’un LCM aux Etats-Unis après l’étude de Fisher et al en 2006 

(Fisher et al. 2006)(Fugmann 2010).En 2015, cette molécule a également eu l'autorisation de la FDA 

en première ligne de traitement des patients atteints de LCM associé au Rituximab, Cyclophosphamide, 

Doxorubicine et Prednison. VcR-CAP(Raedler 2015).  

 

La Bendamustine est un agent initialement développé en Allemagne de l’Est il y a plus de 40 ans. 

Sa structure chimique permet un mécanisme d’action double commealkylant et analogue des purines. 

L’efficacité de cette molécule a été démontrée dans des essais de phase II mais également de phase III 

associant la Bendamustineau Rituximab et à d’autres chimiothérapies chez des patients réfractaires ou 

en rechute (Czuczman et al. 2015). Ces différents essais ont abouti à une AMM de la bendamustine 

pour les lymphomes malins indolents résistants ou en rechute(Rummel et al. 2016).  

 

Les agents immunomodulateurs (IMiD), avec le Lenalidomide ou la Thalidomide ont également 

montré leur efficacité en rattrapage de LCM (Habermann et al. 2009). Les résultats de l'étudeMCL-

002 (SPRINT) ont été présentés à l'EHA 2015. C'est une étude de phase II dans les LCMs réfractaires 

ou récidivants et non éligibles au traitement intensif. Celle-ci a démontré la supériorité du 

Lenalidomide en monothérapie comparé au traitement choisi par l'investigateur (Trn ě ný et al. 

2016).Le mécanisme d’action exact est complexe, et semble varier d’une pathologie à l’autre.  

Entre autres, ils entraînent une inhibition de multiples voies de signalisation cellulaire (NFkB, 

STAT3, MAPkinase (mitogenactivatedprotein kinase), Akt), et exercent également leur effet à travers 

une modulation du système immunitaire (en stimulant la réponse anti tumorale via les lymphocytes 

NK/T)(Camicia, Winkler, et Hassa 2015).  
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Une des autres voies fréquemment altérées dans le LCM est la modulation épigénétique de 

l’expression de gènes suppresseurs de tumeur ou d’oncogènes. Les cellules tumorales présentent une 

activité déacétylase augmentée. Une inhibition de la déacétylation des histones par un inhibiteur 

d’histone déacétylase (iHAC)pourrait restaurer un profil d’expression normale. Les iHDAC comme le 

Vorinostat ou le Panobinostat présentent des résultats précoces encourageants dans le LCM en rechute 

(taux de réponse de l’ordre de 30%) mais ceci n’a toujours pas été confirmé en essai de phase II 

(Kirschbaum et al. 2011). 

Etant donnée la complexité de la physiopathologie du LCM et la variété des voies de signalisation 

impliquées, de nouvelles approches thérapeutiques complémentaires ciblant d’autres anomalies 

décrites ont été développées tout au long de ces dernières années. Ici nous allons détailler les 

inhibiteurs de la voie PI3K-Akt-mTOR et les inhibiteurs de Btk. 

 

1.4.2. Traitement de Sujets âgés : 

 

Chez ces sujets fragiles, la tolérance au traitement est une question primordiale. Lors d’un essai 

Européen de phase III randomisé incluant des sujets de plus de 60 ans, le R-CHOP a montré une 

supériorité comme traitement de première ligne par rapport au schéma R-FC (Fludarabine + 

cyclophosphamide) avec une différence significative en terme de survie (survie à 4 ans de 62% versus 

47%, p=0.005) ainsi qu’un profil de toxicité en faveur du traitement par R-CHOP(Kluin-Nelemans et 

al. 2012). 

L’efficacité démontrée de Cytarabine à forte dose incluse dans le RDHAP chez les sujets jeunes 

encourage le groupe Européen à l’utiliser lors de futurs essais chez les sujets âgés, avec un schéma 

adapté et avec de plus faibles doses de cytarabine aboutissant à une toxicité plus acceptable (Dreyling 

et al. 2013). Le Rituximab a été associé au Cytarabine et la Bendamustine (R-BAC) dans une étude de 

phase II, chez des patients âgés de plus de 65 ans ou à des patientsréfractairesnon éligibles à 

l’autogreffe. Cette étude a démontré une bonne efficacité de cette association mais une toxicité 

hématologique importante notamment chez les sujets âgés(Visco et al. 2013). Pour diminuer cette 

toxicité, un schéma adapté à l’âge avec des doses réduites de cytarabine à 500mg est en cours 

d’évaluation (R-BAC500) (« Rituximab, bendamustine, and cytarabine (RBAC500) as induction 

therapy in elderly patients withmantlecelllymphoma: a phase II study | New Evidence » 2016 
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b) 

 

 

Figure 17 : schéma global de l'approche thérapeutique de LCM, d'après (Kirschey, Wagner, et Hess 

2012). a) chez les sujet jeunes. b) chez les sujets âgés. 
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1.4.3. Nouvelles thérapeutiques ciblées 

1.4.3.1. Les inhibiteurs de la voie PI3K–AKT–mTOR:  

 

1.4.3.1.1. Les inhibiteurs de 1ère génération, inhibiteur de mTORC1 : 

 

- Temsirolimus : 

La Rapamycin (AY-22,989) a été identifiée il y a 40 ans comme le premier inhibiteur demTOR(Sehgal, 

Baker, et Vézina 1975). Aussi connue comme Sirolimus, ce macrolide a des effets antiprolifératifs qui 

ont conduit à l'utiliser comme un immunosuppresseur (Morelon et al. 2001). Rapamycine se fixe d'une 

manière réversible sur le FKBP12 (FK506-binding protein). Ce complexe inhibe l'activité de 

mTORC1. Dans les cellules B malignes, le sirolimus peut provoquer un arrêt du cycle cellulaire, 

réduire la prolifération et inhiber la croissance cellulaire in vitro ou retarder la progression tumorale 

dans des modèles animaux (Sin et al. 2007)(Wanner et al. 2006). Trois Rapalogues (Everolimus, 

Ridaferolimus et Temsirolimus) ont été développés plus récemment. Plus stables que le sirolimus, ils 

ont donné des effets anticancéreux dans de nombreuses études cliniques. Le temsirolimus (CCI-779, 

Toricel®) estutilisé dans le LCM. Contrairement à la Rapamycine, c'est une molécule plus stable et 

hydrosoluble 

 

 

Figure 18 : structure de temsirolimus. D’après (Kirschey, Wagner, et Hess 2012) 

  

site de liaison à 

FKBP12 
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Dans de nombreuses études cliniques, le temsirolimus a montré une certaine efficacité similaire à 

un traitement des LCMs en rechute ou réfractaires.  

En monothérapie, les résultats restent quand même modérés. Hess et al ont mené une étude de 

phase III pour comparer le temsirolimus au choix de l’investigateur. Le temsirolimus à la dose de 175 

mg une fois par semaine pour 3 semaines suivi par 75mg par semaine a abouti à 22% de réponse 

globale avec une survie sans progression à 4,8 mois et une survie globale à 12,8 mois (Hess et al. 

2009). Suite à cette étude, le temsirolimus a été approuvé comme un traitement de rechute de LCM. 

Une autre étude a plus récente évalué l'effet thérapeutique de temsirolimus comparé au choix de 

l'investigateur, mais dans trois groupes différents des patients selon le score pronostic MIPI simplifié. 

Cette étude a conclu que le temsirolimus a significativement prolongé la survie globale (18 mois pour 

le groupe de temsirolimus vs 10,5 mois pour le group choix de l'investigateur) mais seulement dans le 

groupe de low risk. Par contre, les patients classés initialement dans le MIPI hight risk n'ont pas eu un 

bénéfice de temsirolimus (Hess et al. 2015). 

Plusieurs études in vitro, in vivo et même des essais thérapeutiques ont combiné le temsirolimus aux 

chimiothérapies conventionnelles. Ces études ont démontré un effet additif de la combinaison. Par 

exemple, le Rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20, induit une apoptose plus importante 

lorsqu'il est utilisé avec le temsirolimus. En effet, le Rituximab semble pouvoir inhiber la voie de 

signalisation ERK1/2 (Extracellular Signal - regulated kinase), ce qui explique son interaction avec la 

voie Akt/mTOR et comme conséquence son effet additif avec le temsirolimus (Jazirehi et al. 2004). 

Plus récemment, une étude clinique de phase II qui a combiné le Rituximab au temsirolimus a abouti à 

un taux de réponse globale de 59% et 13% de rémission complète (Ansell et al. 2011). 

 

- Mécanismes de résistance au temsirolimus :  

 

I - Le rétrocontrôle négatif de mTORC1 sur la voie PI3k/AKT : rpS6K1, un des substrats de 

mTORC1, lorsqu’il est phosphorylé, inhibe l'Insuline receptor substrate (IRS1) qui est une protéine 

adaptatrice nécessaire à l'activation de la voie PI3K en aval  du récepteur membranaire. IRS1 

phosphorylé ne se fixe plus sur la PI3K, ce qui permet de la dégrader par le protéasome (Tamburini et 

al. 2008). Le mTORC1 phosphorylé et hyperactivé exerce donc un contrôle négatif sur la PI3K et Akt. 

L'inhibition de mTORC1 peut bloquer cet effet de rpS6K et donc active davantage la signalisation 

PI3K/Akt. Cela représente un mécanisme de résistance. 

II - Interaction mTORC1 et mTORC2: Ce dernier n'est normalement pas inhibé par la 

rapamycine ou ses dérivés. Le complexe FKBP12-rapamycine se fixe seulement sur le mTORC1 

(Sarbassov et al. 2004). Le mTORC2 non inhibé demeure impliqué dans la régulation de cytosquelette 

et la survie cellulaire. Il est décrit que les molécules mTOR (nouvellement synthétisées) peuvent 

également être libres et indépendantes des complexes mTORC1/2.  
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Toutefois, le complexe FKBP12-rapamycine se fixe aussi sur ces mTORs libres 

intracellulaires. Il a été montré dans des lignées cellulaires que l'exposition prolongée à la Rapamycine 

peut aussi induire une inhibition de mTORC2. Le mécanisme de cet effet n'est pas bien connu mais 

cette longue exposition pourrait associer le FKBP12-Rapamycine à une large partie de molécule de 

mTOR libre (Fasolo et Sessa 2011)(Sarbassov et al. 2006). Il est alors nécessaire d'avoir les bonnes 

conditions de temps d'exposition pour que la rapamycine puisse inhiber le mTORC2 et donc l'Akt.  

III- La rapamycine n'a pas un effet sur la 4E-BP1 impliquée dans la synthèse protéique: La 

rapamycine cible la phosphorylation de mTORC1 et son substrat S6 ribosomale mais pas la 4E-BP, 

protéine inhibitrice du facteur eIF4E. La phosphorylation de 4E-BP1 entraîne sa dissociation d’eIF4E 

qui peut aller s’associer à eIF4G afin de promouvoir la lecture de l’ARN messager (ARNm)(Fingar et 

al. 2004). Cela entraîne la traduction de plusieurs oncogènes tels que MYC, VEGFA et cycline D1 

(Rosenwald et al. 1995)(Eyre et al. 2014).  

 

 

 

 

 

 

Figure 19:mécanismes de résistance à la Rapamycine (temsirolimus).  I : le rétrocontrôle négatif de mTORC1 

sur la voie PI3k/AKT, II : mTORC2 non inhibé. III : p4EBP non inhibée 

 

IV - L’interaction avec d'autres voies de signalisation : l’inhibition de la voie m-TOR peut 

aussi conduire à l'activation de la voie MEK/ERK par l'intermédiaire de l'axe S6K1/PI3K/Ras 

(Carracedo et Pandolfi 2008). Cette voie joue un rôle compensateur car elle aussi est impliquée dans la 
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prolifération, la survie cellulaire ainsi que l'angiogenèse et la différentiation. Son rôle a été démontré 

dans l'oncogenèse du lymphome (Ogasawara, Yasuyama, et Kawauchi 2003). L'interaction entre deux 

voies de signalisation peut être en effet à l'origine de résistance lors de l'application d'un traitement 

ciblé. 

La Rapamycine est connue pour ne pas avoir un effet sur le cycle cellulaire dans les cellules de LCM. 

Une seule étude In vitro, dans les lignées cellulaires Granta et NCEB, déontre que la Rapamycine 

induit un arrêt de cycle cellulaire à la phase G0/G1, mais n'a pas d’effet sur l'expression de 

CyclineD1ou sur les protéines de cycle cellulaire p27. Il n'a également pas induit une apoptose 

significative (Hipp et al. 2005). L'effet de la rapamycine est donc cytostatique et n'est pas cytotoxique 

(Müller et al. 2013).  

Dans l'ensemble, les résultats des études in vivo, in vitro et les essais cliniques suggèrent une efficacité 

limitée du Temsirolimus dans le LCM. Plusieurs études sont toujours en cours, notamment dans le 

cadre de LCM réfractaire récidivant. Toutefois, le développement de nouveaux inhibiteurs de la voie 

PI3K/Akt/mTOR a gagné beaucoup d'intérêt ces dernières années.  

 

1.4.3.1.2. Les inhibiteurs de 2ème génération: 

 

Les inhibiteurs de la voie mTOR de deuxième génération sont définis par le mécanisme d’action. Ils se 

fixent d'une manière compétitive et réversible au niveau du site catalytique de la kinase et permettent 

de bloquer son activité enzymatique. Ces composés se divisent en deux groupes: 

 Les inhibiteurs de mTOR dites TORKinhibes : ils inhibent le mTOR au sein des deux 

complexes mTORC1 et mTORC2. Exemple : AZD8055, OSI-027. (García-Martínez et al., 

2009) (Chresta et al., 2010). 

 Les Dual kinases inhibitors: ils ciblent le PI3K ainsi que le mTOR car les domaines de kinases 

p110 α et β (sous unité de PI3K) et ceux de mTOR ont la même structure. Exemples : 

XL765, PKI-587, NVPBEZ235, BGT226. Les dual inhibitors inhibent complètement les 

kinases PI3K, AKT et mTORC1 et 2. Ils sont potentiellement plus efficaces que la 

Rapamycine. (Maira et al. 2008). 

 

Ces inhibiteurs ont donné des résultats prometteurs in vitro, mais aussi in vivo. Ils ont induit un effet 

antiprolifératif dans de nombreuses lignées cellulaires. Ils ciblent le mTORC2 et inhibent la 

phosphorylation de p70S6K et 4E-BP, bloquant donc le rétrocontrôle négatif et l’activation d’Akt 

induite par les rapalogues (Feldman et Shokat 2010). Plusieurs de ces TORKinhibs ont montré une 

forte activité anti-tumorale sur un large éventail de tumeurs solides et hématologiques. Des études de 

développement clinique sont en cours. 
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- Nouveaux inhibiteurs dans le LCM:  

 

- NVP-BEZ235: 

 

Figure 20 : structure de NVP-BEZ235 

 

Un nouveau dual inhibiteur de la voie PI3K cible la PI3k et le mTORC1/2. Müller et son équipe l'ont 

testé dans les lignées cellulaires JEKO et Granta-519 de LCM et ont démontré qu'il est capable 

d’inhiber la phosphorylation pAkt
ser473

, pS6k
ser371

, p4EBP
T37/64

 de façon dose dépendante(Müller et al. 

2013). 

 

 

 

Figure 21 : inhibition de la phosphorylation de la voie AKT-mTOR kinasecomparaison entre la rapamycine 

et le NVP-BEZ235 dans les lignées cellulaires LCM  

 

Toujours dans la même étude et en comparaison à la Rapamycine, le NVP-BEZ235 a diminué la 

prolifération des lignées cellulaires (JEKO, GRANTA), mais a aussi induit l'apoptose (à partir de la 

dose 500nM) via l'activation des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak membres de la famille Bcl2. 

Plus important : le NVP BEZ235 a diminué l'expression de la protéine antiapoptotique  Mcl1. 
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- AZD8055 :  

 

Figure 22 : structure d'AZD8055 

 

 AZD8055 est un membre de la classe des dual inhibiteurs mTORC1 / mTORC2. Il a montré 

un effet inhibiteur de la phosphorylation de l'Akt et le mTORC2 non trouvé avec les rapalogues de 

1ère génération dans des modèles précliniques. Une étude préclinique in vitro a démontré que 

l'AZD8055 inhibe fortement la phosphrylation d'Akt sur le site ser473, mTORC2 et la phosphorylation 

de 4E-BP1 sur les thréonines 37/46. Dans la même étude, les données in vivo ont suggéré que les 

lymphomes non hodgkiniens peuvent être sensibles au traitement avec AZD8055 (Chresta et al. 2010). 

Une étude clinique de phase I a évalué la tolérance, l'efficacité préliminaire, la pharmacocinétique (PK) 

et pharmacodynamique (PD) du AZD8055 chez les patients atteints de tumeurs malignes solides ou de 

lymphomes avancés. La dose maximale tolérée dans cette étude est de 90mg deux fois par jours par la 

voie orale. L’effet secondaire le plus important démontré est une certaine augmentation des enzymes 

hépatiques: aspartate transférase (ASAT) et alanine transférase (ALAT). Aucune régression ou 

rémission significative n’a été démontrée, mais une stabilité de certaines tumeurs solides, et non dans 

les lymphomes (Naing et al. 2012). Les résultats préliminaires dans cette étude en combinaison avec 

les autres data in vitro et in vivo dans plusieurs tumeurs solides expliqueront l’importance de continuer 

la recherche pour un meilleur traitement et notamment les combinaisons de molécules thérapeutiques 

ciblant plusieurs voies de signalisation. 

 

1.4.3.1.3.Diabète secondaire aux inhibiteurs de mTOR: 

La voie de signalisation PI3K-Akt-mTOR est impliquée non seulement dans la croissance cellulaire 

mais également dans le métabolisme glucidique. Les inhibiteurs de cette voie sont à l’origine 

d’hyperglycémies fréquentes, et parfois sévères. Leur effet hyperglycémiant s’explique par une 

promotion d’une résistance à l’insuline, et d’une possible réduction de l’insulino-sécrétion (Vergès et 

Cariou 2015).  
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Les mécanismes moléculaires liants l’inhibition de mTOR à la survenue de troubles du métabolisme 

glucidique sont complexes et imparfaitement connus. II a été suggéré, par Laplante et Sabatini, que les 

inhibiteurs mTOR exerçaient un effet contrasté sur le métabolisme glucidique. Cela signifie qu’une 

activité mTOR trop importante exerce un effet délétère sur le métabolisme glucidique, mais une 

activité minime en présence des inhibiteurs de mTOR a aussi le même effet et induit un diabète 

secondaire (Laplante et Sabatini 2012).  

Les effets de mTOR sur l’homéostasie glucidique sont complexes. Le mTORC1 favorise la résistance 

à l’insuline dans le tissu adipeux, en favorisant la phosphorylation de la sérine sur IRS-1, ce qui a pour 

conséquence de réduire l’activation de PI3kinase (Um et al. 2004). L’activité mTORC1 est augmentée 

dans le tissu adipeux, le foie et le muscle des animaux insulino-résistants, ce qui explique un effet 

délétère sur la sensibilité à l’insuline (Khamzina et al. 2005). Ainsi, dans le foie, la phosphorylation du 

résidu sérine d’IRS-1 réduit l’activation de la voie PI3Kinase-Akt (mécanisme de contrôle négative) 

avec, pour conséquence, une augmentation de la néoglucogenèse. A l’opposé, mTORC1 au niveau 

musculaire, favorise le métabolisme oxydatif. Les animaux knock-out (KO) pour mTORC1 présentent 

une réduction de la masse musculaire mais aussi des capacités oxydatives musculaires (Khamzina et 

al. 2005). Par ailleurs, le mTORC1 régule la masse et la fonction des cellules ß de Langerhans et joue 

donc un rôle dans la sécrétion de l’insuline. En effet, mTORC1 active la fonction de la cellule ß ; 

l’activation constitutive de mTORC1 dans les cellules ß améliorant ainsi l’insulino-sécrétion. Ce 

mécanisme est en relation avec une augmentation de la taille et du nombre des cellules ß. Cependant, 

une activation prolongée de mTORC1 dans les cellules ß favorise leur apoptose par la voie JNK 

(Shigeyama et al. 2008). Cette activation accrue JNK par l'inhibition de mTOR peut être un autre 

facteur induisant la résistance à l'insuline.  

Une hyperglycémie et une résistance à l'insuline ont été observées dans les études avec AZD8055. 

Plusieurs rapports ont suggéré le rôle de mTORC2. Ce dernier est un régulateur positif de la glycolyse. 

D’une manière intéressante, le traitement avec AZD8055 a induit une réduction de la glycolyse dans 

des modèles animaux (Chresta et al. 2010). 
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Le rôle important du complexe mTORC2 sur le métabolisme du glucose est également suggéré par 

plusieurs études démontrant une intolérance au glucose chez les souris KO pour RICTOR, une sous-

unité spécifique de mTORC2. Une réduction de 30 % de l'absorption du glucose a été observée chez 

ces souris (Kleinert et al. 2014). L’inhibition de PI3k/mTOR C1 et 2 par NVP BEZ235 dans des 

modèles murins a aussi induit une hyperglycémie, mais moins importante (Gallagher et al. 2012). 

 

 

Figure 23 :Résistance à l'insuline : conséquence de l'inhibition de PI3K/mTORC1/2 (Vergès et 

Cariou 2015) 
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1.4.3.2. Les inhibiteurs de Btk : 

- Ibrutinib : 

Le rôle important de BTK dans les tumeurs malignes à cellules B impose cette protéine comme une 

cible thérapeutique intéressante. Les études de la structure et de la fonction de cette molécule ont 

abouti à la découverte de plusieurs inhibiteurs efficaces. Certains inhibiteurs se fixent d’une manière 

compétitive mais réversible au site kinase de l’ATP (Adénosine Triphosphate)(Evans et al. 2013). Ils 

sont donc de pauvre sélectivité et ont un effet compétitif modeste. En revanche, les inhibiteurs 

irréversibles sont très sélectifs, mais ont un effet compétitif prolongé. L’Ibrutinib (PCI-32765) est un 

exemple de ces dernières. Il se lie d’une manière irréversible et très sélective à la cystéine (Cys-481) 

dans le site de liaison à l’ATP de BTK. Il est documenté pour la première fois en 2007 (Pan et al. 

2007), puis a été développé pour des usages cliniques. 

Les mécanismes d'action de l’Ibrutinib ont été étudiés in vivo. Herman et al. ont rapporté que dans les 

cellules de leucémie lymphoïde chronique (LLC), l’Ibrutinib induit une diminution des marqueurs 

d'activation CD38, CD69 et CD86. Parallèlement, une réduction remarquable de Ki67 dans le sang 

périphérique et les ganglions a été observée. Cela reflète une réduction de la prolifération (Herman et 

al. 2012). En plus, la même équipe a démontré plus tard que l’Ibrutinib inhibe la voie NF-kB ainsi que 

la voie ERK (Herman et al. 2014). Ces résultats suggèrent que l’Ibrutinib réduit à la fois l'activation et 

la prolifération des cellules LLC par un mécanisme sur la cible. En revanche l'apoptose était difficile à 

détecter. 

Ces observations permettent de conclure que l’Ibrutinib inhibe la signalisation BCR et ont suggéré 

qu’il pourrait avoir une efficacité plus importante lorsque la signalisation BTK est très fortement 

activée, comme dans les patients atteints de LLC avec IGHV non muté ou qui sont positifs pour 

ZAP70.  

 

Le traitement par l’Ibrutinib est suivi très régulièrement d’une lymphocytose importante. Plus 

précisément et dans le cadre d’une étude clinique phase II, la persistance de lymphocytose est 

survenue chez 50% des patients atteints de LLC avec IGHV muté par rapport à 15% des non mutés (p 

= 0,025), le temps médian à la normalisation était de 6,4 mois pour les non mutés par rapport à 14,8 

mois pour les mutés (p= 0,068). Bien que l'étiologie de cette observation soit actuellement peu claire, 

des explications possibles permettent de conclure que les LLC non mutés auraient une signalisation 

BCR plus active et donc seraient plus sensibles aux effets induisant l'apoptose par l’Ibrutinib. Ils sont 

donc plus sensibles à subir l'apoptose après l’inhibition de signaux de survie. En outre, les cellules 

LLC avec IGHV non muté sont dépendantes du microenvironnement (Davids et al. 2012)(Brown 

2014). 
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Dans le LCM, l’Ibrutinib a démontré également des résultats importants in vitro et in vivo. Il a été 

ensuite testé dans plusieurs études cliniques. Cinar et al ont commencé à le tester in vitro et ont montré 

une inhibition de la phosphorylation de Btk sur la Tyrosine Tyr223. Ils montrent aussi une diminution 

de la viabilité cellulaire dans les lignées cellulaires Mino et jeko-1, mais aussi une induction de 

l’apoptose. De manière cohérente, dans cette première étude, le traitement par Ibrutinib a diminué 

l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1(Cinar et al. 2013). Les résultats de 

cette étude ont été encourageants, mais on remarque que les doses utilisées sont élevées: du 1 à 10 µM. 

Dans d’autres études, l’Ibrutinib a été combiné à d’autres molécules, comme l’AZD2014 (un 

inhibiteur de mTORC1 et 2). Cette combinaison a induit une inhibition simultanée de la voie Btk ainsi 

que de la voie mTOR et une apoptose plus importante dans les lignées de lymphome B à grandes 

cellules activées (ABC). Encore une fois, l’implication de la voie NF-kB et l’inhibition de 4E-BP a été 

suggérée comme hypothèse. D’une manière très intéressante, cet effet synergique n’a pas été trouvé 

dans les lignées de lymphome B à grandes cellules de centre germinatif (GCB) (Ezell et al. 2014). 

 

- Résistance à l’Ibrutinib : 

 

Les données des essais cliniques ont souligné une efficacité importante de l’Ibrutinib. Pourtant, le taux 

de résistance primaire ou secondaire est toujours important. Seulement un tiers de patients (31%) 

restent sans progression après deux ans de traitement (Martin 2016). L’Ibrutinib se lie de façon 

irréversible à la cystéine 481 du BTK. Dans la LLC, des mécanismes de résistance secondaire ont été 

décrits. Il a été suggéré qu'une mutation C481S correspondant à la substitution d’une cystéine par une 

sérine au niveau 481 (C481S) de BTK pourrait induire une résistance à l'Ibrutinib en empêchant la 

liaison irréversible de molécule. Cette mutation C481S entraîne une diminution de l’affinité de 

l’ibrutinib pour le BTK (constante de dissociation 0,2 nM vs 10,4 nM), ce qui le rend moins efficace 

pour bloquer l’autophosphorylation du BCR et d’un de ses effecteurs, ERK, in vitro. Cet effet est 

réversible, contrairement à ce qui est observé avec la forme sauvage du récepteur pour lequel la 

fixation est irréversible. 

 

- Rôle de NF-kB dans la résistance du LCM à l’ibrutinib  

 

Une étude menée par Rahal et al en 2014 a révélé un autre mécanisme de résistance à l’Ibrutinib. Une 

évaluation de 10 lignées cellulaires a permis de distinguer deux types des lignées :  

1- Les lignées LCM sensibles à l’ibrutinib présentent une activation chronique de la voie classique de 

Nucléaire BCR-driven facteur-kB (NF-kB), 

2- Les lignées insensibles présentent une activation de la voie NF-kB alternative.  
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Les études génétiques par RNA-Seq et SNP array ont démontré des anomalies dans la voie alternative 

de NFKB dans les lignées cellulaires insensible à l’Ibrutinib incluant des mutations de TRAF2, 

TRAF3, régulateurs négatifs de NF-kB.  

En plus, le séquençage de 165 échantillons provenant de patients LCM résistant à l’ibrutinib a trouvé 

des mutations de TRAF2, BIRC3 et MAP3K14 dans 15% de ces patients. La MAP3K14, aussi 

nommée NIK est un activateur de NF-kB2 da la voie alternative de NF-kB  

Ces mutations conduisent donc à une activation de la voie alternative de NF-kB et permet une 

résistance à l’ibrutinib (Rahal et al. 2014)(Zhang et al. 2015) 

 

 

 

 

Figure 24 : illustration de mécanisme de la mutation BTK C481S. D’après (Wiestner 2015).  

 

D'autres mutations sont aussi impliquées dans la résistance secondaire : les mutations S707Y, R665W 

et L845F dans PLCγ2. Toutes ces mutations sont potentiellement des mutations gain de fonction 

permettant une activation du récepteur B indépendamment de Btk. 
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Figure 25: Les mutations du gène PLCG2 humain : R665W et S707Y identifiées dans les LLC sont dans le 

domaine SH2. PH, Pleckstrin homologie. C-2, le motif de liaison de calcium ; SH2 : Src 2 homologie; SH3: Src 

3 homologie ; X-box phospholipase: domaine X spécifique au phosphatidylinositol ; Y -box phospholipase : 

domaine C spécifique du phosphatidylinositol Y 

 

 

 

 

 

  

Figure 26: Illustration de la résistance à l'Ibrutinib avec la mutation (R665W) PLCγ2. 

D’après (Liu et al. 2015) 

 

Des mécanismes de résistance primaire sembleraient aussi pouvoir exister. Ces mécanismes ne sont 

pas liés à une inhibition inefficace de BTK, mais, en réalité, à une activation des signalisations en aval 

de BTK et notamment une activation de la voie PI3K-AKT (Chiron et al. 2014). 

Dans le DLBCL, le phénotype ABC est fréquemment associé à des mutations MYD88L265P (39% 

des cas), alors qu’elles sont rares dans le phénotype CGB. Les patients présentant la mutation MYD88 

en plus de la mutation CD79B sont des répondeurs à l'ibrutinib. Par contre les patients présentant la 

mutation MYD88 seule sont résistants à cette molécule (Wilson et al. 2015) 

 

Avant traitement  Rechute 
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1.5.Mecanismes de résistances dans le LCM 

1.5.1. Glutathion : synthèse, transport et catabolisme :  

 

 
 

Figure 27: Structure de Glutathion réduit(GSH) D’après R.Franco, 2007 : 

 
 

Le glutathion est le thiol libre le plus répandu dans les cellules (Dickinson et Forman 2002). Il est 

connu comme un antioxydant majeur mais il a aussi un rôle dans de nombreux mécanismes 

d'immunité, de cancer, de métabolisme des drogues, de vieillissement, et de protection cellulaire. Il est 

impliqué dans plusieurs processus biologiques tels que la synthèse des protéines et des acides 

nucléiques, le transport cellulaire, l'activité de plusieurs enzymes, et le métabolisme secondaire. 

Un thiol est un composé organique comportant un groupement sulfhydryle –SH attaché à un atome de 

carbone. Les exemples les plus courants de thiols sont le coenzyme A, le glutathion et la cystéine. 

Deux groupements thiols peuvent se condenser pour former un pont disulfure. Les ponts disulfures 

jouent un rôle important dans la structure tertiaire des protéines. Les cystéines constituent des centres 

réactifs qui sont la cible de nombreuses drogues. Les molécules qui contiennent une cystéine comptent 

parmi les composés les plus facilement métabolisables, notamment via la formation de ponts 

disulfures.  

Le glutathion intracellulaire existe sous deux formes chimiques: la forme disulfure (GSSG), 

minoritaire, et la forme réduite (GSH)( figure 26) qui représente 99 % du glutathion total. La fonction 

sulfhydryle (-SH) est à l’origine de la grande réactivité et du puissant pouvoir réducteur du GSH. La 

concentration intracellulaire en glutathion est considérée par certains auteurs comme un véritable 

marqueur de l’état de santé d’un individu ou de l’état physiologique d’une cellule. 
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Figure 28 : Illustration de la synthèse de Glutathion de novo : Le GSH est un tripetide construit de trois 

acides aminés: glutamate, cysteine, et glycine. La synthèse de glutathion dépend de l’activité de gamma 

glutamyle synthétase (gamma -GCT) et de la glutathion synthétase. D’après (franco et al 2007) 

 

La synthèse du glutathion est liée au métabolisme des acides aminés glutamate, cystéine et glycine. 

Cette synthèse a lieu constitutivement dans les cellules et peut être régulée en fonction de facteurs 

environnementaux (Franco et al. 2007) figure 28. Il a été démontré que le glutathion participe au cycle 

γ-glutamyl qui permet l'entrée ATP-dépendante des acides aminés dans la cellule grâce à la synthèse 

et à la dégradation du GSH (Anderson et Meister 1983).  

Certains réactifs intermédiaires se conjuguent spontanément au GSH. La majeure partie de ces 

réactions est catalysée par les GST (Gluthathion S transférase). Enfin, des polymères constitués à 

partir du glutathion - les phytochélatines - servent à séquestrer des métaux lourds comme le cuivre, le 

cadmium, ou le zinc.figure 29. La réponse d'un organisme à un stress implique généralement un 

changement dans le contenu cellulaire en glutathion. Il est à la fois consommé dans des réactions qui 

éliminent des composés toxiques, et synthétisé, soit de novo, soit par la réduction du glutathion 

disulfure.  
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Figure 29 : D’après franco et al : Rôle de GSH dans l’apoptose et la cytotoxicité : la déplétion en glutathion 

est importante pour l'apoptose et la cytotoxicité, Elle peut être deplétée par des mécanismes différents :  

(1). L'apoptose physiologique induite par l'activation des récepteurs de mort peut conduire à une perte de GSH 

par l'activation d'un export cellulaire  de GSH à travers la membrane plasmique et non pas par son oxydation en 

GSSG. (Franco et al. 2007)  

(2). Les récepteurs de la mort stimulés, les conditions de stress cellulaire tel l’hypoxie et les agents cytotoxiques 

peuvent générer ou augmenter les dérivés réactifs de l'oxygène(ROS) qui pourront dépléter la GSH par son 

oxydation (formation de GSSG) et / ou par la glutathion conjuguée. 

(3).L’épuisement de GSH et la formation des ROS peuvent déclencher une cascade d'amplification qui résulte à 

la fois d’une augmentation des ROS et d’une déplétion de GSH. 

(4). La mitochondrie agit comme un régulateur important de la mort cellulaire. Les formes oxydées de 

GSH (GSSG) et / ou la GSH conjuguée sont toxiques pour la cellule et doivent être éliminées par un export au 

niveau de la membrane plasmatique. 

 
Il est accepté aujourd'hui que le GSH a un rôle dans de nombreuses maladies telles que plusieurs 

cancers, des maladies neurodégénératives (l'Alzheimer, Parkinson), des déficits immunitaires (AIDS), 

des maladies cardiaques et hépatiques.   

 

1.5.1.1. Glutathion S transférase pi: 

 

 Les glutathion transférases (GSTs) sont une famille d’enzymes de détoxification qui 

catalisent la conjugaison du glutathion aux molécules toxiques pouvant être non seulement des 

molécules cancérogènes, mais aussi des drogues utilisées pour le traitement des cancers comme les 

agents alkylants.  

(4) 
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Cette famille contient sept isotypes de GST : A (alpha), P (pi), O (Omega), S (Sigma), T (theta), Z 

(Zeta) et M (mu)(Hayes, Flanagan, et Jowsey 2005). La surexpression de GST a été associée à la 

résistance aux agents alkylants et aux anthracyclines (Schisselbauer et al. 1989). 

L'isotypepi 1 (GSTP1) est particulièrement important en cancérologie car il joue un rôle dans le 

métabolisme et la détoxification des drogues anticancéreuses ainsi que dans la régulation de l'apoptose 

et le cycle cellulaire (Tew 2016). La surexpression de GSTP1 dans les lymphomes B à grandes 

cellules a été corrélée à un mauvais pronostic (Ribrag et al. 2003) et à une résistance aux agents 

thérapeutiques anticancéreux. Il a été démontré que la répression de GSTP1 par transfection d’ADN 

antisense augmente la sensibilité de plusieurs cancers aux agents alkylants, comme par exemple, dans 

des lignées cellulaires du cancer de colon (Ban et al. 1996). Plus important, les inhibiteurs de GSTpi 

ont été capables d'induire l'apoptose et de sensibiliser les cellules résistantes aux agents alkylants. 

(Hansson et al. 1991). Dans ce sens, la combinaison entre l'acide ethacrynic (un inhibiteur de gstpi) et 

l'acide arsénique a un effet synergétique et induit l'apoptose dans les cellules de leucémie myéloïde et 

le lymphome. Ce traitement a produit des niveaux élevés de ROS, mais a aussi amplifié la 

phosphorylation de c-Jun, ainsi que la voie des caspaces -3 et -9 pour induire l'apoptose. Le niveau 

élevé de GSTP1 était associé à une résistance à cette combinaison thérapeutique (R. Wang et al. 2012). 

Le rôle de GSTP dans l'apoptose dépend des conditions de l'environnement cellulaire et notamment 

des conditions de stress oxydatif. Plusieurs études démontrent que l’interaction GSTpi - JNK est un 

mécanisme de protection contre la toxicité des agents thérapeutiques. Le rôle de GSTpi dans 

l’apoptose est illustée dansla figure 30. Une étude in vivo indique que la suppression de GSTP 

augmente la toxicité cardiaque du cyclophosphamide chez les souris GSTP
-/- 

et démontre une 

amplification de la phosphorylation de c-Jun et p38 par rapport aux souris GSTP WT (Conklin et al. 

2015). D'autres études ont également souligné ce rôle protecteur contre les agents alkylants, comme la 

doxorubicin et la cisplatin dans les ostéosarcomes (Huang, Mills, et Worth 2007). En effet, les 

mécanismes de localisation nucléaire de GSTpi sont vaguement connus mais il est démontré que le 

traitement par des agents alkylants augmente cette localisation de GSTpi et non les autres isotypes de 

GST (Goto et al. 2002). 
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Figure 30: rôle de GSTP1 dans l'apoptose, le niveau élevé en l'absence de stress oxydatif pourrait favoriser 

l'existence de GSTP1 sous forme monomère. (1) ce GSTP1 monomérique se lie au complexe JNK-c-Jun, 

inhibant sa fonction dans l'apoptose. (2) En présence de stimuli pro-oxydants ou les inhibiteurs GSTP1, GSTP1 

se libère du complexe JNK-c-juin (3). Cette dissociation de la GSTP1 permet la phosphorylation du JNK et 

ensuite l'activation de c-Jun, qui à son tour, active l'apoptose. D'après (Simic et al. 2009), 

 

 

1.5.1.2. Résistance de LCM aux agents anticancereux - Rôle de GSTpi :  

 

 Les mécanismes de résistance aux médicaments classiques n’ont pas été défenitivement 

prouvés dans LCM. La mutation du gène p53 est un facteur de mauvais pronostic chez les patients 

atteints de LCM mais elle est retrouvée dans seulement 10 à 20% des cas. Bcl2 est une protéine anti-

apoptotique bien connue, son expression explique un large spectre de résistance aux agents 

anticancéreux. L'expression de Bcl2 a été démontrée comme étant un facteur pronostic dans le LNH 

(O. Hermine et al. 1996). Une expression élevée de la protéine bcl2 n'est probablement pas le seul 

facteur impliqué dans la résistance aux médicaments dans les LCMs, car les lymphomes folliculaires 

qui expriment le bcl2 dans la plupart des cas ne présentent pas le même modèle de rechute précoce 

lorsqu'ils sont traités avec anthracycline. Ce qui suggère un mécanisme de résistance différent dans le 

LCM. Dans une étude réalisée sur des cellules primaires de patients atteints de DLBCLs(n= 69), 

LCM( n=24), LF (n=12) il a été démontré que les LCM surexpriment le GSTpi, seulement un tiers de 

DLBCLS et aucun folliculaire. Cette étude a démontré qu'il y avait une corrélation positive 

particulièrement forte entre l'expression de CCND1 et GSTpi dans le LCM dans lequel ces deux gènes 

sont fortement exprimés, ce qui n'a pas été le cas dans tous les autres lymphomes testés. Le gène 

GSTpi est situé sur le chromosome 11q13, à proximité du gène CCND1 ce qui pourrait expliquer cette 

relation entre les fortes expressions des deux gènes (Bennaceur-Griscelli et al. 2004). 

A cause de son rôle dans la résistance aux agents alkylants, la surexpression de GSTpi est donc 

impliquée dans la résistance des LCM et peut être un facteur de mauvais pronostic. 
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Figure 31: Relation entre l'expression de CCDN1 

et GSTpi : échelle logarithmique de l'expression 

relative d’après (Bennaceur-Griscelli et al. 2004) Les 

niveaux d'ARNm de GSTpi et CCND1 ont été évalués 

par une analyse de RT-PCR. 

 

 

 

Le rôle de GSTpi dans la résistance aux agents thérapeutiques dans le LCM a été ensuite confirmé 

dans une étude in vitro. L'inhibition du transfert nucléaire du GSTpi augmente la cytotoxicité de DOX 

(doxorubicine), CDDP (cisplatin), AraC (Cytarabine), GEM (gemcitabin) et bortézomib dans les 

lignées cellulaires Granta 519, UPN-1 et REC-1. Le traitement de ces cellules par ABL (Agaricus 

bisporus lectin) comme seul traitement ou en combinaison avec les autres drogues induit une toxicité 

plus importante et diminue l'expression nucléaire du GST-pi, alors qu'aucune modification au niveau 

cytoplasmique n’a été trouvée. Cette baisse de la GST-pi au niveau nucléaire pourrait contribuer à 

réduire la détoxification nucléaire des drogues utilisées. 

 



 

- 55 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32:L'effet de l'inhibition 

du transfert nucléaire du GSTpi 

sur la viabilité cellulairedans 

LCM dans les lignées cellulaires 

Granta -519 (A) et REC -1 ( B). La 

combinaison des drogues indiquée 

est faite sans ou après le traitement 

parAgaricus bisporus lectin (ABL) à 

40 µg /ml .D'après (Rolland et al. 

2010) 

 

Chacquedroguea son propre mécanisme d'action. La DOX est un anthracycline qui agit en interférant 

avec la topoisomérase II et le complexe d'ADN. CDDP (alkylant) forme des ponts entre les chaînes 

d'ADN. L'Ara-C et GEM (analogue de nucleoside) interférent directement avec la synthèse de novo 

des nucléosides et nucléotides et inhibent la polymérisation de l'ADN. Le bortézomib inhibe le 

protéasome. En outre, tous ces agents génèrent également des (ROS) provoquant l'oxydation cellulaire 

qui induit l'apoptose, comme nous l'avons expliqué ci-dessus. Goto et al. ont démontré que la GST-pi 

nucléaire empêche l'endommagement de l'ADN et réduit l'induction de l'apoptose. Le pré-traitement 

par ABL inhibe le transfert nucléaire de GST-pi et augmente la sensibilité des cellules à ce stress 

oxydatif (Goto et al. 2002) 
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1.5.2. Autophagie : définition, historique: 

 

 La cellule dispose de deux processus de dégradation afin de maintenir un équilibre entre la 

biosynthèse et le catabolisme de macromolécules. Ces processus sont différents en fonction des 

caractéristiques des éléments cellulaires à dégrader. Le premier mécanisme passe via le protéasome : 

La majorité des protéines dont la demi-vie est courte sont dégradées spécifiquement par le protéasome, 

après avoir été ubiquitinylées. En outre, les protéines dont la demi-vie est plus longue sont dégradées 

par une voie lysosomale et un deuxième mécanisme qui est l'autophagie (Wong et al. 2013). 

L’origine du terme autophagie est grecque : auto- qui signifie « soi-même », et -phago qui signifie « 

manger ». L’autophagie est donc une auto-digestion des composants cellulaire. Ce terme est utilisé 

pour la première fois par DE DUVE dans la deuxième moitié des années soixante (Klionsky 2008) 

faisant suite à la découverte des lysosomes en 1955. Après avoir été négligée pendant une quarantaine 

d’années, cette voie de dégradation reprend au fur et à mesure sa place comme un processus important 

dans la réponse cellulaire à un stress environnemental comme le manque des acides-aminés, le stress 

du réticulum endoplasmique ou lors de certaines infections virales et bactériennes. Plus récemment, de 

nombreuses études s’intéressent à l’autophagie comme un mécanisme d’échappement tumoral. 

L’autophagie est présente dans la majorité des types cellulaires. Elle peut être fortement induite en cas 

de privation en nutriment, c’est donc un processus majeur de la réponse adaptative aux conditions de 

stress. Ainsi, le manque d’autophagie peut être fatal durant la privation en nutriment. Par contre, une 

autophagie excessive peut également conduire à la mort cellulaire autophagique. Il est donc primordial 

de réguler très strictement ce processus.  

 

1.5.2.1. Rôle de l’autophagie dans les cancers en général : 

 

Le premier lien spécifique entre l’autophagie et le cancer a été établi en 1999, grâce à l’étude de 

Beclin1. Il a été rapporté que l’allèle de Beclin1 est perdu dans 40% à 75% des cancers de la prostate, 

du sein ou encore des ovaires (Aita et al. 1999). Une autre étude a permis de mieux comprendre l’effet 

de la délétion monoallélique de Beclin1. Un modèle murin beclin-/+ a été généré.  
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La diminution de l’expression de Beclin1 a conduit à une diminution d’autophagie ce qui a induit une 

augmentation du développement de tumeurs spontanées, comme par exemple des lymphomes, des 

carcinomes pulmonaires, des carcinomes hépato-pulmonaires et des lésions mammaires pré-

cancéreuses (Liang et al. 1999). L’autophagie a donc été initialement caractérisée comme un 

mécanisme suppresseur de tumeur. 

De la même façon, p53, le plus commun des gènes suppresseurs de tumeurs mutés dans les cancers 

humains, régule positivement l’autophagie dans les cellules qui présentent des dommages à l’ADN, 

probablement grâce à l’activation du complexe TSC1-TSC2 (Xu-Monette et Young 2012). 

Outre ce rôle suppresseur de tumeur, l’autophagie est considérée aussi comme un mécanisme 

d’échappement tumoral. Elle peut être un processus de survie des cellules tumorales lors du traitement 

anti-tumoral et du stress cellulaire. Cela signifie que les cellules tumorales disposent d’une autre 

source d’énergie permettant leur survie et leur prolifération.  

 

A l’inverse de l’apoptose, la mort autophagique commence par la dégradation des organelles au cours 

des stades précoces. Le cytosquelette reste intact jusqu'à ce que le processus soit très avancé. A ce 

moment-là, les cellules continues vers une mort autophagique. 

 

L’autophagie est une voie de survie des cellules en cas de stress, elle est donc considérée comme un 

mécanisme pro-tumoral, particulièrement dans les étapes tardives de progression tumorale. Autrement 

dit, cette même autophagie pourrait augmenter la survie et le potentiel tumoral des cellules souches 

insensibles au traitement et qui vont être responsables des rechutes. La Figure 33 est une illustration 

de ces mécanismes.  

 

Par conséquent, le rôle de l’autophagie dans les cancers est contradictoire. La suppression de 

l’autophagie dans ces mêmes cellules avec des inhibiteurs pharmacologiques ou siRNA, pourrait 

renforcer les effets des agents anticancéreux dans certaines hémopathies et en particulier dans le 

contexte de le LCM. 
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Figure 33: L’autophagie contribue à la progression tumorale : mécanismes..D’après(« Chapter One - The 

Evolving, Multifaceted Roles of Autophagy in Cancer » 2016): 

 

A : maintenir le métabolisme de la cellule tumorale par le recyclage de substratsmétaboliques.B : faciliter les 

interactions entre les cellules tumorales et les fibroblastes. C induire des programmes de survie cellulaire en 

réponse à un microenvironnement de stress comme la chimiothérapie et la radiothérapie. D : immuno-

surveillance. E : sécrétion des cytokines qui favorisent l’invasion tumorale et des fonctions des cellules souches.  

 

 

1.5.2.2. Rôle de la voie mTOR dans la régulation d’autophagie : 

 
Le processus d’autophagie se déroule en trois phases dans lesquelles les protéines ARG (Autophagy 

Related Genes) sont impliquées. La première phase est la formation de vésiculesd’autophagie appelés 

phagophores. Ces vésicules sont ouvertes et peuvent séquestrer de façon non spécifique des 

constituants du cytoplasme. Lorsqu’ils sont fermés, ces phagophore s’appellent autophagosomes. 

Ensuite une phase d’élongation et de maturation de l’autophagosome qui vont pendant la troisième 

phase fusionner avec les lysosomes, conduisant à former une nouvelle variété de lysosomes : 

l’autolysosome. Les enzymes hydrolytiques contenus dans les lysosomes se répandent dans les 

vésicules et font disparaître leur membrane interne, puis tous les constituants du cytoplasme en acides 

aminés, nucléotides et acides gras. Figure 34. 
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Figure 34 : Les différentes phases de l’autophagie. Modifié d’après : (Shibutani et al. 2015) 

 

La voie mTOR est un régulateur majeur du métabolisme cellulaire. Elle joue également un rôle crucial 

dans la régulation de l’autophagie. Près de 20 ans après la découverte initiale de l’autophagie, il a été 

observé que la privation en acide aminé pourrait induire l’autophagie dans les cellules de mammifères 

en culture et dans le foie de rats perfusés (Mitchener et al. 1976)(Mortimore et Schworer 1977). 

Comme mentionné précédemment, les acides aminés ont un rôle clé dans l'activation mTORC1.  
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En outre, il a été démontré que la majorité des conditions induisant l’autophagie comme la privation 

de nutriments et les niveaux faibles d'énergie cellulaire pourraient inhiber l'activité de mTORC. Cela 

suggère un lien étroit entre l’induction de l'autophagie et l’inhibition de mTORC1. 

Le mécanisme de régulation de l’autophagie par mTOR a été récemment élucidé (Jung et al. 

2010)(Russell, Yuan, et Guan 2014). Trois mécanismes sont donc impliqués dans l’inhibition de 

l’autophagie par mTORC1. Figure 35.  

1. Phosphorylation directe du complexe ULK1 (UNC-5 like autophagy activating kinase) sur la 

Ser758 empechant son intéraction avec AMPK. 

2. Inhibition du complexe régulateur de l’autophagie AMBRA1 (autophagie/beclin 1 régulateur 

1) par phosphorylation. 

3. Inhibition du complexe VPS34 dont l'activité est cruciale pour la formation de 

l’autophagosome et l’induction de l'autophagie.  

En condition de privation en nutriments, l’inhibition de mTORC1 conduit à l’accumulation de TFEB 

(transcription factorEB) dans le noyau et à son activation qui conduit à l’expression de gènes 

impliqués dans la formation d’autophagosome et la fusion des lysosomes (Settembre et al. 2011) 

 

Les inhibiteurs de la voie PI3K-AKT-mTORC peuvent induire l’autophagie en inhibant le 

mTORC1.Cette autophagie est suggerée comme un méchanisme d’échappement tumoral. Le rôle de 

molécules inhibitrices de l’autophagie a été testé dans le but de renforcer l’effet thérapeutique de 

l’inhibition de mTORC1. Des molécules comme le Bafilomycine A1 et le hydroxychloroquine 

inhibent l’autophagie par un mécanisme mTORC1 indépendant. Ils augmentent le pH des lysosomes 

inhibant par conséquent la formation de l’auto lysosomes(Kim et Guan 2015). 
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Figure 35 : Régulation d’autophagie par mTORC1 : mTORC1 activé inhibe l’autophagie par une 

phosphorylation directe des complexes ULK1 ; ATG13, AMBRAet ATG14L conséquent par une inhibition de 

la formation d’autophagosome. B) mTORC1 inhibe la localisation nucléaire de TFEB, un régulateur essentiel 

de l’expression des geneimpliqués dans l’autophagie (Kim et Guano 2015). 
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OBJECTIFS DE L'ETUDE :  

 

Le pronostic de lymphome à cellules du Manteau reste sombre malgré les nombreuses lignes de 

traitement conventionnelles et ciblés actuellement utilisés. Le but de ce projet est de définir une 

meilleure association thérapeutique entre des molécules de différents mécanismes d'action et différents 

modes de résistance.  

 

La première partie de ce projet s'agit d'une comparaison de l'effet des nouveaux inhibiteurs de la voie 

PI3Kinase/AKT/m-TOR, à celui du temsirolimus dans les lignées de LCM. L'effet du NVP-BEZ 235 

(BEZ) et l'AZD8055 (AZD) sur la viabilité et le cycle cellulaire ainsi que l'induction de l'apoptose et 

de l’autophagie ont été étudiés. Ensuite, nous avons voulu associer ces trois molécules à l'aracytine, le 

traitement conventionnel de LCM. En partant de l'hypothèse que ce dernier a un effet sur la 

phosphorylation de la voie AKT-mTOR kinase et dans le but de prouver une synergie, nous avons 

utilisé  des doses croissantes capables à induire un effet thérapeutique tout en restant peu toxiques.  

 

Dans la deuxième partie de ce projet nous avons associé l'ibrutinib aux inhibiteurs de la voie 

PI3Kinase/AKT/m-TOR dans le but d'avoir un effet synergique. Nous nous sommes basés sur 

plusieurs hypothèses décrites dans la littératuresuggérant que l'activation de PI3K pourrait être un des 

mécanismes de résistance à l'Ibrutinb. Nous avons également combiné l'ibrutinb à l'aracytine et 

essayer de décortiquer les mécanismes aboutissant aux effets de cette association. 

 

La troisième partie de cette étude à l'objectif de combiner les nouveaux inhibiteurs de la voie PI3K 

ainsi que l'inhibiteur de Btk à la doxorubicine. Nous avons voulu mettre en évidence un rôle de 

l’enzyme de détoxification Gstπ. Cette enzyme est connue pour avoir un rôle important dans la 

résistance du LCM à l’anthracycline.  

 

En conclusion, ces travaux sur les associations de diverses molécules in vitro sont une base nécessaire 

à de futures études cliniques pour de nouvelles approches thérapeutiques plus efficaces dans le LCM.  
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Article: 

Targeted therapies combined to referential chemotherapy for the treatment of mantle cell 

lymphoma -Role of GSTP1.  

Sawsaneh Alkhaeir, Flavia Guillem, Morgane Cheminant, Thiago Maciel, Michaël Dussiot, 

Etienne Paubelle, Vincent Ribrag, Ivan Cruz Moura and Olivier Hermine 

 

Abstract 

 

Temsirolimus, an mTORC1 inhibitor, has gained a clinical impact in relapse mantle cell lymphoma 

treatment. However, it doesn't inhibit 4EBP phosphorylation and may activate a pro-survival feedback 

loop through PI3K-Akt. In this current study, temsirolimus is compared to NVP BEZ235 (a PI3K and 

mTORC1/C2 inhibitor) and AZD8055 (an mTORC1/C2 inhibitor) these new dual mTOR inhibitors 

are proved to have a more important effect. Bruton's Tyrosine Kinase (BTK) plays also a significant 

role in the survival of MCL. This study also combined the BTK inhibitor ibrutinib with PI3K 

inhibitors and this reveled an antagonist effect. Aracytine which has been shown previously to be 

efficient in MCL, revealed an additive effect with mTOR inhibitors and with Ibrutinib. Immunoblot 

analyses identified the decrease of phosphorylated 4EBP as a possible underlying mechanism of this 

interaction. Doxorubicin effect is enhanced when combined to ibrutinib but not with mTOR inhibitors. 

We suggest that decrease in GSTπ expression by ibrutinib and not by dual inhibitors can explain this 

contrast effect. 

 

Introduction: 

 
Mantle cell lymphoma (MCL) is an aggressive B-lymphoid neoplasm representing nearly 6-8% 

of all non-Hodgkin lymphoma (NHL) in Europe and North America (1). The median age of MCL at 

diagnosis is 65 years with an annual incidence of 0.4 per 100000 persons in the USA and 

Europe(2).MCL is characterized by the t(11;14)(q13;32) chromosomal abnormality that causes 

overexpression of cyclin D1. However,a minority of MCL cases (<5%) presents a decrease on cyclin 

D1 expression, where it can be observed a higher expression of cyclin D2 or cyclin D3 (3). It has also 

been observedthat expression of SOX11(4) or glutathione S-transferase π GSTπ(5) is somewhat 

common and restricted to MCL. 

 In the last two decades, prognosis of younger MCL patients has improved significantly due to 

introduction of dose-intensified regimens containing cytarabine (6)(7). However, intensive regimens 

may lead to acute and late toxicity and are not suitable for elderly patients, who represent the majority 

of MCL patients (8). Despite the positive response rates in these intensive regimens, most of all MCL 

patients develop a relapse within few years of treatment. Evolving drug resistance by the tumor and 

cumulative toxicity of treatment make it even more difficult to treat relapsed MCL patients. Therefore, 
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research for effective treatments for relapsed or refractory MCL disease is of majorimportance in 

MCL research. 

As in several types of cancer and lymphoproliferative disorders, including diffuse large B-cell 

lymphoma (DLBCL), inMCL, constitutive activation of the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), Akt, 

and mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway may play a role in the transformation and/or in 

the maintenance of the tumoral clone and is known to confer drug resistance. MCL tumors either do 

not express the negative PI3K regulator PTEN or do express its inactive phosphorylated form (9). In 

addition, PIK3CA (PI3K p110 catalytic subunit alpha) gene amplification has also been described in 

MCL and contributes to the pathogenesis of this disease (10)mTOR is a multi-protein complex 

composed of mTORC1 and mTORC2. It regulates cell growth, survival and autophagy (11).Allosteric 

mTOR inhibitors, including rapamycin (sirolimus) and its analogues (temsirolimus, everolimus and 

ridaforolimus), mainly target mTORC1 (12). Temsirolimus is the first mTOR inhibitor that has shown 

clinical efficacy and was approved by the European Medicines Agency for the treatment of relapsed 

and refractory MCL (13). However, mTORC1-specificity of rapamycin analogues may lead to Akt 

hyperactivationthrough a feedback activation of PI3K signaling, limiting its efficacy in vivo(14). 

In this context, small molecules were designed to inhibit the catalytic site of mTOR and in the 

same time to prevent the activation of the PI3K pathway. Unlike rapamycin and its analogues, these 

compounds inhibit mTORC1 and mTORC2, while avoiding the feedback loop mediated by 

overactivation of Akt (15), providing increased antitumor effects on lymphomas (16).NVP-BEZ235, 

an orally bioavailable imidazoquinoline derivative, is one of such compound (17). It has shown pre-

clinical activity against a wide range of lymphoid malignancies (18)(19)(20)and in vitro it exhortsan 

antiproliferative and survival properties in MCL by downregulating Mcl-1 (21)and synergisms with 

conventional agents (22)(23). AZD8055 is another dual mTORC1/mTORC2 inhibitor, shown to 

prevent the mTORC2-mediated AKT activation seen with rapalogues (24). In a phase I clinicalstudy 

in cancer, AZD8055 promoted significant anti-tumoral effects in vitro and in vivo on a broad spectrum 

of tumors associated with reduced levels of AKT and S6 phosphorylation (24). In a phase 1 clinical 

study, AZD8055 revealed a toxicity profile, including elevated transaminase levels, while no effective 

responses were obtained (25). However, dual mTORC1/2 inhibitors may remain a promising therapy, 

but modification of the dosing schedule and finding of the best combination with conventional or other 

targeted therapies will be critical to reveal the full potential of these drugs. 

The B-cell antigen receptor (BCR) signaling is crucial for cell survival during B-cell 

development and is implicated in the pathogenesis of B-cell malignancies, including MCL(26) through 

regulation of cell proliferation, differentiation, apoptosis and migration (27)(28). Bruton's tyrosine 

kinase (BTK) has been identified as a key component of the BCR signaling pathway (29) by activation 

of cell survival pathways such as transcription factor nuclear factor kappa B (NF-κB) and mitogen-

activated protein kinase (MAPK)(30).Ibrutinib (PCI-32765) is an orally bioavailable, irreversible and 

highly selective BTK inhibitor (31). It has demonstrated therapeutic efficacy in several types of B-cell 
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lymphoma, including MCL (26)(32)(33). However, studies have shown that up to one third of MCL 

patients do not respond to ibrutinib and few achieve complete remission (CR), mainly due to the 

development of drug resistance. The mechanisms underlying drug resistance are poorly understood but 

are thought to involve BTK mutations that impairs ibrutinib binding or constitutive BTK-independent 

cell signaling through mutations on the PLCγ2(34)(35) or by the activating non canonical NFkB 

pathway (36). Association of ibrutinib with other anti-lymphoma therapies could potentially bypass 

this shortcoming and thereby may improve patient prognosis. 

High-dose cytarabine followed by autologous stem cell transplantation showed positive effects in 

young MCL patients. In a phase III trial cytarabine improved significantly the overall survival of 

patients (>5 years) (37)(38). Although overall results of high-dose cytarabine-containing regimens are 

high, refractoriness or late relapses still occur (39). Mechanismes of MCL resistance to cytarabine may 

involve douwn-regulattion of deoxycytidine kinase (DCK) (40). Rituximab and conventional CHOP is 

still the reference chemotherapy regimen in elderly patients. However, in contrast to other B cell 

malignancies, high rate of relapse occurs, probably due to an overexpression of GSTπ(41), which 

inhibits directly alkylating agents activity and reactive oxygen species (ROS) induced apoptosis.  

Combination of chemotherapeutic agents with non cross-resistant mechanisms of action or 

acting synergistically has a long history in the treatment of cancer and provides the rationale for the 

current study. Here we evaluated the combined effect of signal transduction targeted inhibition and 

other referent treatment of MCL.  

 

Materials and Methods:  

Cell Culture: 

MCL cell lines JEKO-1, UPN-1 were used and were cultured in RPMI 1640 (for JEKO) and MEM-

alpha (for UPN-1) supplemented with 10% to 20% heat inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 

mmol/L glutamine and 50 μg/mL penicillin-streptomycin (Life Technologies). Cells were incubated at 

37°C.  

Drugs 

AZD8055, NVP-BEZ235, Temsirolimus, Ibrutinib and Doxorubicin (Adriamycin) were obtained from 

Selleckchem (France). Forin vitro studies, 10 mmol/L stock solutions were prepared in DMSO, stored 

at −20°C and diluted in culture medium at indicated concentration immediately before use. Cytarabine 

(Aracytin) was a gift from department of hematology at Necker hospital. BafilomycineA1 

wasobtained from Sigma Aldrich laboratories. 
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Cell Viability 

MCL cells were re-suspended in medium at 2×10
5
 cells/ml and added in triplicate at 2×10

4
 cells ( 

100µL) per well in opaque 96-well tissue culture plates. Cell viability assays were performed using 

quantitiveATP generated by metabolically active cells. Assays were performed using a CellTiter-Glo 

luminescent cell viability assay following manufacturer's instructions (Promega). The plates were 

incubated for indicated time, and then 100 μl of CellTiter-Glo reagent was added to lyse the cells. 

After a 20-min incubation at room temperature, luminescence was recorded by a luminometer 

(Tecan)with an integration time of 1 sec per well. The luminescence signal for treated cells were 

normalized to the luminescence signal obtained fornon-treated cells. 

Western blot. 

Cells were lysed in RIPA buffer supplemented with a phosphatase and protease inhibitor cocktail 

(P0044, Sigma-Aldrich) for 20 min at 4 °C and centrifuged to obtain the soluble fraction. Total protein 

extracts were quantified by the bicinchoninic acid method according to the manufacturer's instructions 

(Pierce). The concentrations were equalized, and 30 to 50 μg of proteins were loaded on a 10 or 15% 

SDS-PAGE gel and transferred onto a PVDF membrane (GE Healthcare). Specific proteins were 

detected using antibodies against phospho and total Akt, S6, 4EBP (Cell Signaling), followed by 

detection using HRP-conjugated secondary antibody, and visualized by chemoluminescence with 

Luminata Forte Western HRP substrate (Millipore). β-actin (Ab8227-50, Abcam, 1/5,000 dilution) 

was used as a loading control. GSTπ was purchased from Santa Cruz biotechnology. The images were 

captured using a charge-coupled device camera (LAS3000 from Fujifilm). The signal intensity was 

quantified using Multigauge software from Fujifilm. 

Apoptosis assay 

Phosphatidylserine externalization was evaluated by Annexin V (Becton Dickinson) binding and was 

used to quantifycell apoptosis.Cells were incubated for 15 minutes at 4°C in phosphate-buffered saline 

(PBS), 2% FBS, and 0.1% NaN3, with annexin V–FITC and TOPRO-3. Cells (2 × 10
4
) were run on a 

FACSan(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany)and analysedusing the FlowJo Software. 

Statistical analysis 

Statistical differences between controls and drug-treated cells were determined by one-way ANOVA 

(Sidak). P-values < 0.05 were considered statistically significant. 
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Results: 

NVP-BEZ235 and AZD8055exhort a stronger inhibitory effect on MCL cell line viability 

thantemsirolimus :In the first set of experiments we examined the effect of NVP-BEZ235 and 

AZD8055 compared to temsirolimus on cell viability in MCL cell lines (JEKO, UPN-1, MINO and 

Granta- 519). Figure 1 shows a significant increase of cell death (up to 70% of the control (untreated 

cells) (p<0.005) was observed in cells cultured in the presence of NVP-BEZ235 or AZD8055, whereas 

only 50% of the control were dying in the presence of temsirolimus. Same results were obtained with 

MINO and Granta- 519 cell lines. 

NVP-BEZ235 and AZD8055 but not Temsirolimus induce apoptosis in mantle lymphoma cell 

lines: We examined the functional effects of NVP-BEZ235 and AZD8055 on apoptosis in mantle cell 

lines but compared to an mTORC1 inhibitor temsirolimus. Cell lines were treated for 72 h with NVP-

BEZ235, AZD8055, temsirolimus at 10 to 1000 nM concentrations. In UPN-1 cell lines. NVP-

BEZ235 and AZD8055 induce significant increase (p < 0.005) of apoptosis in a dose–time-dependent 

manner but not temsirolimus, as evidenced by annexinV staining. Figure 2 (a) shows the results 

obtained after UPN-1 cells treatment; results represent the mean ± sd obtained from one experiments, 

three data. Comparable results were obtained after Jeko-1 cells treatment. data not shown. 

Inhibition of autophagy by bafilomycine A1 ( BFA) enhances the effect of mTOR inhibitors: It 

was previously demonstrated that mTOR blockade induces autophagosome accumulation in MCL 

cells (42). We wanted to determine whether inhibition of autophagy can increase the effect of dual 

inhibitors compared to Temsirolimus. Cells were treated with the autophagy inhibitor Bafilomycine 

A1 (BFA; 5 and 10 nM/L) combined with NVP-BEZ235, AZD8055, Temsirolimus. BFA blocks the 

final steps of the autophagy process, i.e. prevents cargo degradation through neutralizing lysosomal 

PH and/or autophagosome : lysosome fusion(43). In JEKO cell lines, the inhibition of autophagy 

significantly decreases cell survival when combined with inhibition of mTOR signaling either by 

temsirolimus or by dual inhibitors NVP-BEZ235, AZD8055. We obtained a significant decrease in 

cell survival (p <0.05). Figure 2(b). 

mTOR inhibitors enhance the cytotoxic effect of a low dose of cytarabine which can inhibit 

4EBP phosphorylation: High dose of cytarabine is known to be a treatment of reference in MCL. 

Cytarabine toxic effects are very important and do not allow the use of such treatment in elderly MCL 

patients(44). We evaluated the combination of a low dose of cytarabine with NVP-BEZ235, AZD8055 

or temsirolimus. NVP-BEZ235 at (30 and 100 nM/L) enhanced the cytotoxicity triggered by a very 

low dose of cytarabine (10nM/L). We obtained up to 80% of decrease in UPN-1 cell lines survival and 

after 72 h, up to 70% of inhibition of cell survival was obtained also in JEKO cell lines but with a 

higher concentration (100 nM/L) of NVP-BEZ235, AZD8055 or temsirolimus figure 3.a. 

http://www.tandfonline.com.gate2.inist.fr/doi/full/10.1517/13543784.2012.719871#F0002
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By immunoblot experiment, we confirmed that new inhibitors but not temsirolimus can block Akt, S6 

and 4EBP phosphorylation. We also found that cytarabine can inhibit the S6 and also 4EBP 

phosphorylation in UPN-1 cell lines. This may explain the enforced effect of this combination figure 

3b.  

Ibrutinib effect can be enhanced with a low dose of Cytarabine but not with mTOR inhibitors: 

although Ibrutinib is proved to be an important treatment in refractory MCL through many clinical 

studies, its effect still moderated as a single agent(45). We tried the treatment with ibrutinib combined 

with a low dose of cytarabine. In JEKO cell line, inhibition of cell survival increased from nearly 20% 

to 40% when using 10nM/L of cytarabine combined to 10 or 30 nM/L respectively. A more important 

effect (90% of cell survival inhibition) was obtained when using cytarabine at 30nM. In UPN-1 cell 

line, this effect was less important figure 4(b). However we obtained similar results with Mino cell 

lines (data not shown).  

The interaction between PI3K/Akt/mTOR and Btk signaling has been demonstrated. When 

phosphorylated, Btk and Akt co-localized in the membrane ruffles and in the perinuclear region (46), 

also Btk activation has been reported to depend on PI3-K (47)(48). An additive effect was previously 

mentioned when combining ibrutinib to temsirolimus in ABC lymphoma cell lines (49). We combined 

ibrutinib respectively with AZD8055 and NVP-BEZ235. Unexpectedly, in JEKO cell lines, the 

combination of Ibrutinib and AZD8055 did not lead to a more important inhibition of cell survival. 

More importantly ibrutinib has antagonist effect with NVP-BEZ235. Figure 4 (c). 

 

Ibrutinib has additif effect when combined with Doxorubicin and can decrease the expression of 

Gstπ in MCL cell lines. Doxorubicin is an anthracycline and one of first line drugs used of MCL(50). 

A phase II study in non-Hodgkin lymphoma confirmed that the combination of ibrutinib and R-CHOP 

is well tolerated. But the efficacy is to be confirmed in a phase III study (51). Our results in MCL cell 

lines are encouraging. The combination ofibrutinib at 10, 30 nM respectively with doxorubicinat 100 

nM/L led to a significant increase in cell survival inhibition (20% vs 60% in JEKO, and nearly 40% to 

70% in UPN-1) figure 5a. However, mTOR inhibitors didn’t achieve the same additive effect with 

doxorubicin. The co-treatment of JEKO cell lines with an mTOR inhibitor at 30 and 100 nM/L 

respectively combined with doxorubicin at 100 nM was not efficient when using BEZ235 and has 

unexpectedly an antagonist effect when using (AZD8055 and temsirolimus). Fig 5C. Since several 

data suggest that Gstπ expression is elevated in MCL and can have a role in resistance to anthracycline 

(41) we tried by western blotting to study the effect of these drugs on Gstπ expression. Interestingly 

Ibrutinib but not mTor inhibitors decreased Gstπ expression fig 5.b and d. This may explain these final 

results.  
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 Discussion: 

Inhibitors of the mTOR pathway have an important clinical application in several human cancers. 

Recently, they gained attention in malignant hemopathies. The complexity of the mTOR pathway, 

highlights the need for ongoing research. In Mantle cell lymphoma, recent in vitro, in vivo and clinical 

studies confirmed the efficacy of temsirolimus derivative of rapamycin,. However, an important 

resistance is observed (52). Temsirolimus leads to an increased phosphorylated Akt by activation of 

PI3k feedback loop (16) Even more it doesn’t blockade 4E-BP1 phosphorylation (53) and doesn’t 

affect the cell cycle proteins cyclinD1 constitutively elevated in MCL (23). These mechanisms may 

explain tumor escapement to temsirolimus. Our data aligned with the other findings in mantle cell 

lymphoma but compare temsirolimus to two new inhibitors of mTOR pathway. We demonstrated that 

dual blockade of PI3K/Akt/mTORC1/C2 by two ATP competitive mTOR kinases inhibitors has a 

more detrimental impact on MCL cell lines survival. Unlike temsirolimus, inhibition of mTORC1 and 

mTORC2 by AZD8055and of PI3Kand mTORC1/2 by NVPBEZ235 resulted in apoptosis in MCL 

cell lines. Furthermore it can inhibit p4E-BP phosphorylation. 4E-BP1 (eIF4E Binding protein) is an 

important TORC1 substrate and has a very important role. It is the repressor of mRNA cap-binding 

protein eIF4E (eukaryotic Initiation Factor 4E). These two factors are crucial translational regulators 

implicated in survival and apoptosis processes of cells. When phosphorylated by mTORC1, 4E-

BP can release eIF4E and allow transcription. Even more lack of 4E-BP in lymphoma cell lines has 

been suggested as a mechanism of resistance to mTOR inhibitors (54). Interestingly in this study, we 

obtained a very important inhibition of MCL cell lines survival using a very low dose of aracytine 10 

nM/L combined with very low dose of mTOR inhibitor. We also found that aracytine has an effect on 

mTOR pathway and can inhibit 4E-BP phosphorylation. These data allowed suggesting that the 

additive effect can be explained by the enforced inhibition of 4EBP phosphorylation. Aracytine has a 

referent treatment in MCL. Despite the important initial response, relapse still regular. Temsirolimus 

combination with high dose of cytarabine is currently evaluated in a phase I/II clinical study in 

DLBCL(55). Our results highlight the use of aracytine at a lower dose which may decrease frequent 

secondary effects and may allow the use of aracytine in elderly patients.  

Recent advances led to the use of Ibrutinib in the treatment of NHL. Ibrutinib is a first-in-class, oral 

inhibitor of Bruton’s Tyrosine kinase (BTK), which induce an irreversible inhibition of the 

downstream signaling of B cell receptor BCR (56). Clinical trials in relapsed or refractory MCL 

patients resulted in a moderated efficacy when using ibrutinib as a single agent. Relapse still 

considerable and only one third of patients remain progression-free at 24 months (57). In this project 

we have also obtained a moderated inhibition of cell survival when using ibtutinib alone, there for, we 

tried to combine it to other drugs. Our data are encouraging. Combined to Ibrutinb in JEKO cell lines, 

aracytine had significantly increased cell death. So far we obtained by immunoblotting that ibrutinib 
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can reduce 4E-BP phosphorylation. These results can explain the important inhibition of cell survival 

obtained when treating jeko cell lines with (ibrutinib and aracytine). These results may have a very 

important clinical application in MCL relapse. In contrast we obtained an unexpected antagonist effect 

with mTOR inhibitors. AZD8055 didn’t increase cell death when combined to ibrutinb. Furthermore, 

NVPBEZ235 has led to an antagonist effect increasing cell line survival. In a previous data ibrutinib 

has showed an additive effect when combined with temsirolimus in ABC and GCB  lymphoma cell 

lines (49) .The mechanism of this antagonism remain not clear. In literature it was demonstrated that 

the phosphorylation of PI3K is crucial to induce the phosphorylation and recruiting of BTK (46). It is 

possible that BTK regulates translation and cell survival by regulating other kinases making another 

feedback effect on PI3K.  

Finally, we have also combined doxorubicin to ibrutinib with an important additive effect in MCL cell 

lines. We didn’t found the same effect when using mTOR inhibitors with doxorubicin. Trying to 

explain these data we studied the effect of these drugs on GSTπ expression. The interesting results of 

immunoblotting demonstrated that iburtinib can reduce GSTπ which is implicated in anthracycline 

detoxification and MCL resistance to doxorubicine (41). More importantly, mTOR inhibitors didn’t 

changed GSTπ expression and did not led to a sufficient effectiveness with anthracycline. These data 

could support the idea that ibrutinib but not mTOR inhibitors can allow – combined to anthracyclin- to 

treat refractoy MCL. 

Conclusion: 

In conclusion, we have demonstrated a better efficacy of NVP-BEZ235 a dual inhibitor of 

PI3k/mTORC1/2 and AZD8055 mTORC1/C2 inhibitor in comparison to Temsirolimus in treatment of 

MCL cell lines, Furthermore, a low dose of NVP-BEZ235 and AZD8055 showed a clear additive 

effect in combination with a very low dose of cytarabine highlighting a potential utility in MCL. We 

also found that cytarabine can block the phosphorylation of 4EBP. We supposed that this may explain 

the effect of combination. Unexpectedly, NVP-BEZ235 and AZD8055 are antagonists with Ibrutinib. 

However, we demonstrated that Ibrutinb can also block 4EBP phosphorylation and has an additive 

effect with a low dose of cytarabine. Finally, ibrutinib decreased the expression of GSTπ in JEKO cell 

lines and increased the efficacy of doxorubicin wherever m-TOR inhibitors didn’t change the 

expression of GSTπ and had no synergy with doxorubicin. The role of GSTπ is to be confirmed as an 

important element of the non-synergic effect between m-TOR inhibitors and anthracycline 

(Temsirolimus – Doxorubicin) in mantle cell lymphoma.  
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Figure legends:  

 

Fig1.New m-TOR inhibitors AZD8055, NVPBEZ235 decrease cell survival compared to 

Temsirolimus. A)UPN-1, JEKO, cell lines were treated with increasing concentrations of m-TOR 

inhibitors. At 72 hours of treatment, cell viability was determined with cell titor Glo (promega). Cell 

viability is presented as percentage of cell survival inhibition (death cells), and non-treated cells where 

used as control. The Data ± SEM are representative of three independent experiments performed in 

triplicate; p<0.05. 

 

Fig2.a) AZD 8055 and NVP BEZ 235induce apoptosisin JEKO and UPN-1: cell lines were treated 

with increasing concentrations of m-TOR inhibitors AZD8055, NVPBEZ235, and with Temsirolimus, 

for 72 h. Apoptosis was determined by incorporation of Annexin V and Topro3. Apoptotic cells are 

presented as the percentage of AV positive and Topro3 negative. The Data ± SD are the representation 

of three independent experiments performed in triplicate; p<0.05. b) Inhibition of autophagy in 

JEKO cell line decreases cell survival when combined with mTOR inhibitors. Jeko cell lines were 

treated with bafilomycine at 5 and 10 nM combined with 30 and 100 nM of AZD8055 in BEZ235 and 

Temsirolimus respectively. Cell viability was determined with cell titor Glo. Cell viability is presented 

as percentage of cell survival inhibition (death cells), and non-treated cells where used as control. The 

mean ± SEM are the representation of one experiment performed in triplicate. 

 

Fig 3.a) Aracytine has an additive effect when used with mTOR inhibitors and can block S6 and 

4EBP phosphorylation: a) UPN andJEKO cell lines were co-treated with an mTOR inhibitor : 

AZD8055, NVP BEZ 235, and temsirolimus at 30, and 100 nM respectively and aracytine at 10 nM 

for 72 h. Cell viability was determined with cell titor Glo. Cell viability is presented as percentage of 

cell survival inhibition, and non-treated cells where used as control.  The mean ± SEM are 

representative of one experiment performed in triplicate (p<0.05). b) MCL cell lines UPN-1 were 

treated for 4 h with AZD8055, NVPBEZ235 and Temsirolimus at 10,100, and 1000 nM respectively. 

Whole cell lysates were then migrated on SDS-PAGE, transferred onto a PVDF membrane. Specific 

proteins were detected using antibodies that recognize the indicated antigens. UPN-1 cells lines were 

treated with Aracytine at 0.1 and 1 µM respectively for 4 hours. Phosphorylation of S6 and 4EBP was 

determined by immunoblot  

 

Fig 4.Ibrutinib has an additive effect when used with Aracytine but an antagonist effect with 

mTOR inhibitors: a) JEKO and UPN-1, cell lines were treated with increasing concentrations of 

ibrutinb (10 to 1000 nM ) for 72 h. Cell viability was determined with cell titor Glo. Cell viability is 

presented as percentage of cell survival inhibition (death cells), and non-treated cells where used as 
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control. The mean ± SEM are the representation of one experiment performed in triplicate (p<0.05). b) 

JEKO and UPN-1 cell lines were treated with Ibrutinib at 10, and 30 nM, with respectively 10 and 30 

nM of Aracytine. At 72h, cell viability was determined. The mean ± SEM are the representation of one 

experiment performed in triplicate.c) JEKO cell lines were treated with Ibrutinib at 30 and 100 nM 

respectively with 10, 30 and 100 nM of AZD8055, NVPBEZ235 respectively. Cell viability was 

determined and the mean ± SEM are the representation of one experiment performed in triplicate. 

 

Fig5. mTOR inhibitors have an antagonist effect when combined with Doxorubicin, and have no 

effect on the expression of GSTπ while Ibrutinib increases the effect of doxorubicin and 

decreases the expression of GSTπ. a) JEKO and UPN-1 cell lines were co-treated with 100 nM of 

Doxorubicin and Ibrutinib at 10 and 30 nM respectively. Cell viability was determined with cell titor 

Glo. Cell viability is presented as percentage of cell survival inhibition, and non-treated cells where 

used as control. The mean ± SEM are the representation of one experiment performed in triplicate. b) 

JEKO cell lines were treated with Aracytine 0.1 and 1 µM, Ibrutinb (0.3 and 1 µM) and Temsirolimus 

(0.1 and 1 µM) for 4 hours. GSTπ expression was determined by immunoblot. .c)JEKO cell lines were 

co-treated with 100 nM of Doxorubicin, 30 and 100 nM of AZD8055, NVPBEZ235 and Temsirolimus 

respectively for 48 hours. Results is presented as percentage of cell survival inhibition, and non-treated 

cells where used as control. The mean ± SEM are the representation of one experiment performed in 

triplicate. d)JEKO cell lines are treated with 0.1 and 1 µM of AZD8055, NVPBEZ235 and 

Temsirolimus respectively for 24 hours. GSTπ expression was determined by immunoblot.  
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Figures: 

Fig: 1 
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Fig: 2 
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Fig.3. 
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Fig.4. 

a) 

 

 

 

 

b) 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

UPN-1
72h

Ibrutinib 10 nM     +     -          -       +     -          -      +      -
Ibrutinib 30 nM     -      +         -       -      +         -      -       +

Aracytine                                    10 nM                   30nM

%
 o

f 
u

n
tr

e
a

te
d

 c
e

ll
s

 

C) 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

BEZ235 nM        10  30  100      0  10  30  100     0  10  30 100

Ibrutinib                                         30nM                100nM

*
*

*

JEKO
72h

%
 o

f 
u
n
tr

e
te

d
 c

e
lls

 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

JEKO
72h

***

***

***

***

Ibrutinib 10 nM      +     -          -      +     -          -     +     -
Ibrutinib 30 nM      -     +          -      -      +         -     -      +

Aracytine                                    10 nM                 30nM

%
 o

f 
u
n
tr

e
a
te

d
 c

e
lls

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

AZD8055 nM   10  30  100   0  10  30  100     0  10  30 100

Ibrutinib                           30nM                100nM

ns

ns

JEKO
72h

%
o

f 
u
n
tr

e
te

d
 c

e
lls

 

 

10 30 10
0

30
0

10
00 10 30 10

0
30

0

10
00

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

UPN-1

JEKO

Ibrutinb nM

%
 o

f 
u
n
tr

e
a
te

d
 c

e
lls 72 h



 

- 78 - 

 

Fig 5. 
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Data supplementaires 

 

Matériels et Méthodes  
 

 Cultures des cellules primaires:Les cellules primaires sont obtenues de l'ascite de patients 

atteints de LCM. Les lymphocytes sont isolés par un Ficoll, triés par FACSAria II Sorp (>80% de 

cellules LCMCD19
+
CD5

+
) (figure 35, data supplementaire a)puis congelés à moins 80°C en SVF10% 

DMSO jusqu’à utilisation.  

Pour la culture les cellules sont mises en culture dans un milieu conditionné : 300ml alpha 

MEMsupplémenté avec 50 ml du sérum de cheval, 50 ml du sérum de veau, 400µl d’Inositol à 0.2 M, 

800 µl de 2 ME (mercapto ethanol) à50 mM et 4ml de L-glutamine à 200mM. 

 

Des plaques opaques de 96 puits ont été traitées par 50 µl/puits de milieu conditionné avec CD40L 

(R&D System ref: AF632) à 1µl/ml (2h à 37°C).Les cellules primaires sont suspendues à 1X10
6
 

cellules/ml etdistribuées à 100 µl/puits. Après une incubation d’une semaine, un test de viabilité cell-

titer Glo est réalisé. Différentes conditions de culture des cellules primaires(IL-4-CD40L-, IL-

4+CD40L-, IL-4-CD40L+, IL-4+CD40L+) ont été testées en presance de l'AZD8055 pour une 

semaine. L’IL-4 est ajoutée à 2 nM/ml. Nous avons finalement choisi la culture avec du CD40L sans 

IL4 afin de comparer l'effet des differents inhibiteurs sur les cellules primaires. (figure 36 data 

supplemntaire b et c). 

 

 Test Brdu pour le cycle cellulaire :  

BrdU (Bromdeoxyuridine) analogue de la thymidine est capable de s’incorporer dans l’ADN 

nouvellementsynthétisé. Les cellules incorporant le Brdu sont détectées par un anticorps anti-BrdU et 

analysés par FACS. Dans ce projet nous avons utilisé le kit APC BrdU flow kit (BD Biosciences). Les 

cellules sont également marquées avec du 7AAD. Ce double marquage permet de caractériser les 

phases du cycle cellulaire : G0/1, S, G2/M. 

 

 Analyses statistiques : les analyses sont effectuées par le logiciel GraphPad Prism. Les 

données sontexprimées en moyenne ± SEM. Les Student's t-test sont exploités pourcomparer 2 

groupes entre eux. Les différences sontconsidérées significatives quand la valeur du p est inférieure à 

0.05 (*), 0.01 (**) ou 0.001 (***). 
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Résultats supplémentaires :  

 

a) 

  

 

 

b) 
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c) 

Figure 36 :tester les nouveaux inhibiteurs 

de mTORdans des cellules primaires LCM 

a) Tri des cellules primaires LCM CD5
+
 

CD19
+
 

b) Culture des cellules primaire à (1x10
6
/ml) 

dans différente condition (± IL4, CD40). Les 

cellules triées sont traitées par des doses 

croissantes d’AZD8055 pour une semaine  
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C) Les cellules primaires à (1x10
6
/ml) sont 

traitées pour une semaine par des 

concentrations croissantes de temsirlimus, 

AZD8055, NVPBEZ235 dans le milieu 

conditionné et en présence de CD40L. 
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DISCUSSION : 

 

L'efficacité du temsirolimus comme traitement de rechute dans le lymphome à cellules du 

manteau s'est révélée limitée dans de nombreuses études cliniques avec une rechute constante. Cela a 

conduit à poursuivre les études précliniques et cliniques afin d’évaluerd'autres molécules. Dans ce 

projet, nous avons d'abord comparé l’effet du temsirolimus à celui de deux nouvelles molécules 

inhibitrices de la voie PI3K-Akt–mTOR. Notre projet a permis de confirmer une inhibition renforcée 

de la voie PI3k-Akt-mTOR en utilisant : 

 AZD8055, un torkinib inhibiteur de deux complexes mTORC1 et 2. 

 NVP-BEZ235 un dual inhibiteur de PI3K et mTORC1 et 2. 

Nos résultats démontrent un avantage de l'effet cytotoxique de ces nouveaux inhibiteurs dans quatre 

lignées cellulaires (UPN-1, JEKO, GRANTA, MINO). Nous avons obtenu une inhibition jusqu’à 70% 

de la survie cellulaire à la dose de 300nM d’AZD8055 et de NVP-BEZ235 (p<0.05). Cette inhibition 

est plus faible avec le temsirolimus (50%). 

Nous avons démontré que les nouveaux inhibiteurs induisent l’apoptose d’une manière dose 

dépendante contrairement au temsirolimus. Ce dernier n’induit pas l’apoptose dans la lignée UPN-1 et 

son effet est peu significatif dans la lignée JEKO. Ces résultats s’accordent avec les données 

précédemment rapportées. Le temsirolimus a plutôt un effet cytostatique et non pas un effet 

cytotoxique(Wang et al. 2010). 

Dans l’ensemble des résultats obtenus nous avons constaté des variations entre les réponses des 

différentes lignées cellulaires. Par exemple l’induction d’apoptose n’est pas significativement dose 

dependante dans la ligné JEKO. Cette lignée est aussi moins sensible à l’association (Arac- inhibiteur 

PI3K/AKT/mor) et également à l’ibrutinib. Pour répondre à cette problématique j’ai essayé de résumer 

les caractéristiques majeuresde ces lignées dans le tableau suivant. Tableau 3. (Thieblemont et al. 

2008)(Beà et al. 2013)(Camps et al. 2006)(Amin et al. 2003)(M’kacher et al. 2003) 

 

  



 

- 87 - 

 

 

 

 Jeko Mino Granta UPN-1 

Morphologie   Ammas cellulaire  

EBV - - + - 

Temps de 

doublement 

24-72h 24-72h 24-72h  

Expression de 

CCND1 

+ + + + 

T(11 ;14) + + + + 

SOX11 + + + ND 

IGHV Nun muté (beà et al) Nun muté (beà et al) ND  

TP53 Del/muté (campus et al) Muté en exon5 (amin et al) Del/WT (campus et al) muté 

ATM NM (beà et al) ou 

amplifié (campus et al) 

Nun muté Nun muté (campus et 

al) 

Non muté 

C-MYC + (amin et al) + (amin et al) - (amin et al) + (M’kacher et al) 

P16INK4 + + - ND 

 

Tableau 3 : comparaison de caractéristiques majeures des lignées du LCM 

 

 

Concernant l’effetde nouveaux inhibiteurs de la voie PI3K/AKT/mTOR sur le cycle cellulaire, des 

résultats contradictoires ont été rapportés. De nombreuses études ont démontré l'absence d’effetdu 

temsirolimus sur le cycle cellulaire (Hipp et al. 2005). Cependant, Wang et al ont étudié son effet sur 

l’expression de la cycline D1 ainsi que sur le cycle cellulaire dans des échantillons des patients atteints 

de LCM réfractaire. La comparaison des échantillons avant et après traitement par temsirolimus 

démontre que ce dernier bloque le cycle cellulaire en phase G0-G1(Wang et al. 2010). Dans notre 

projet et dans la lignée cellulaire UPN-1 nous avons révélé que les nouveaux inhibiteurs NVP-BEZ235 

et AZD8055 bloquent le passage en phase S du cycle cellulaire d’une manière plus importante que le 

temsirolimus. Ensuite, nous avons testé par western blot l’effet de ces trois drogues sur l’expression 

des protéines du cycle cellulaire. Les nouveaux inhibiteurs diminuent l’expression de la cycline 

D1surexprimée dans 90% des LCM. Plus important encore, nous avons obtenu une amplification de 

l’expression de p27 en traitant les cellules JEKO pendant 24h par le NVP-BEZ235. Cette protéine est 

connue pour provoquer l’arrêt du cycle cellulaire en G1.Elle est normalement dissociée et dégradée 

dans les LCM.figure 37. 
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Figure 37:comparer l’effet d’AZD8055, NVP-BEZ235 et 

temsirolimus sur le cycle cellulaire 

a) BrdU (Bromdeoxyuridine) analogue de thymidine est 

capable de s’incorporer dans l’ADN nouveau synthétisé. 

Les cellules incorporées par Brdu sont détectées par un 

anticorps anti BrdU. Les cellules UPN-1 stimulées par le 

Temsirulimus (tem), AZD8055 (AZD) et NVP-BEZ235 

(BEZ) à la dose de 1µM pendant 24h, ensuite marquées par 

APC BrdU et 7AAD et analysée par FACS. Les résultats 

représentent le pourcentage de cellules cellules en phases 

G0/1, S (résultats d’une seule expérience)  

 

 

 

 

  

 

 

 

b) Immunoblot des protéines de cycle cellulaire : Le lysat cellulaire des cellules JEKO traitées à la dose 

indiquée pendant 24 h est utilisé en western blot.  

 

Il est important de confirmerles résultats dans d’autres lignées de LCM et d’étudier l’effet des drogues 

(NVP-BEZ235 et l’AZD8055) sur les autres protéines jouant un rôle dans le cycle cellulaire comme 

les protéines p15 et p21.  

 

Cette efficacité d'une inhibition renforcée de la voie PI3K et de ces substrats est démontrée dans 

plusieurs pathologies malignes, notamment dans les lymphomes en général et dans le lymphome à 

cellules du manteau en particulier. En 2013, OSI-27, un inhibiteur de mTORC1et 2, a été comparé à la 

rapamycine dans la lignée JEKO. Il a été démontré que OSI-27 peut induire l’apoptose par l’activation 

la transcription des gènes PUMA et Bim. Il diminue aussi la prolifération des lignéescellulaires JEKO. 

Cette molécule a aussi abouti à une régression de xénogreffesous-cutané des cellules JEKO dans des 

souris nu/nu (Gupta et al. 2012). 
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Le NVP-BEZ235 s’est révélé également capable d’induire l’apoptose et d’arrêter le cycle cellulaire en 

phase G1(Kim et al. 2012)(Civallero et al. 2012).  

Dans notre étude, nous avons comparé ces trois familles d’inhibiteurs dans des lignées cellulaires mais 

aussi dans les cellules primaires de LCM (data supplémentaires).  

 

La culture des cellules primaires de LCM reste compliquée à l’heure actuelle. De nombreuses 

conditions de culture cellulaire ont été testées mais la cellule de LCMest un lymphocyte différencié, 

difficile à amplifier et à garder en culture de manière durable. L’interaction CD40/CD40Ligand 

(CD40L) a un rôle important dans la prolifération et la survie des lymphocytes B(Andersen et al. 

2000).En stimulant les cellules primaires par le CD40L soluble, nous avons obtenu des résultats 

encourageants d’une culture d’une semaineen utilisant descellules primaire issues de l’ascite d’un 

patient atteint d’un LCM réfractaire. 

 

Ensuite, nous nous sommes interrogés sur les limites potentielles de ces inhibiteurs. Plusieurs voies de 

signalisation pourraient compenser l’inhibition de la voie PI3K. Les doses d’inhibiteurs de la voie 

mTOR utilisées dans ce projet (dans l’ordre de nM) sont capables d’inhiber la signalisation mTOR 

mais aussi d’induire l’autophagie dont le rôle est crucial dans l’échappement tumoral. 

J’ai donc associé ces inhibiteurs de mTOR à la bafilomycine A1, un inhibiteur de l’étape retardée de 

l’autophagie. J’ai obtenu une inhibition plus importante de la survie cellulaire. Ces résultats 

s'accordent avec des données déjà documentés. Les trois inhibiteurs de la voie PI3K /AKT/mTOR 

induisent l’autophagie de la meme façon. Actuellement il est fortement suggéré que l’induction 

d’autophagie est liée à l’inhibition de la voie mTOR. Plusieurs études in vitro l’ont confirmé(Jung et al. 

2010). D’un autre point de vue, l’autophagie persistante pourrait induire la mort autophagique (Sini et 

al. 2010) . C'est donc un mécanisme compliqué qui mérite des études plus approfondies. 

 

Dans la deuxième partie de ce projet, j’ai démontré que la combinaison (mTOR –Aracytine) pourrait 

être d’un grand bénéfice dans le LCM. Le rôle de l’aracytine dans le traitement des lymphomes est 

connu. De plus, une étude clinique réalisée récemment proposecette combinaison comme un 

traitement de rechute dans le lymphome B à grandes cellules(Witzens-Harig et al. 2013). J’ai pu 

confirmer l’effet additif de l’aracytine combiné avec le temsirolimus dans les lignées cellulaires de 

LCM. Les doses utilisées dans ce projet sont dans l’ordre de 10 nM pour l’aracytine en association à 

des doses dans l’ordre de 30 et 100nM des inhibiteurs de mTOR kinase. Celasuggère une appliquation 

clinique en utilisantdes doses moins toxiques d’aracytine afin de diminuer les effets secondaires de 

cette chimiothérapie très lourde. Enfin, pour expliquer cet effet additif,j’aidémontréque l’aracytine 

inhibe la phosphorylation de 4EBP. 
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 Cette inhibition renforcée de ce dernier peut être le mécanisme de l’effet additif de l’associationde 

deux drogues. L’aracytine à 1µM est capable de diminuer l’expression de p4EBP jusqu’à 50%. Dans 

ce contexte, étant donné l’importance de l’autophagie dans l’échappement tumoral et/ou la mort 

autophagique, il serait intéressant d’explorer le rôle de l’aracytine dans l’induction d’autophagie via 

une inhibition de la voie mTOR.  

 

Dans la troisième partie de ce projet, j’ai abordé l’inhibition de la voie Btk, une autre voie de 

signalisation dont le rôle est crucial dans la pathogénèse du LCM ainsi que dans d’autres maladies 

lymphoïdes. Associé à l’aracytine, l’ibrutinib a un effet thérapeutique plus important. J’ai pu 

démontrerque l’ibrutinib inhibe aussi la phosphorylation des protéines de la voie mTOR notamment la 

4EBP dans la lignéeUPN-1. Ce dernier résultat pourrait expliquer l’effet aditif de la combinaison 

(Aracytine –Ibrutinib).figure 38. 

 

UPN-1 

 

 

Ibrutinib  

 

Figure 38 : L’ibrutinib inhibe la phosphorylation de substrats de mTOR kinase Le lysat cellulaire des 

cellules UPN-1 traitées à la dose indiquée pour 4h est utilisé en western blot. 

0 0
.1

1 0
.1

10
.3 1

rp-S6-S235

Β-Actine

P-4EBP

TemIbruArac

µM0
.1

 

0
.1

 

0
.1

 



 

- 91 - 

 

Contrairement à ce que nous nous attendions, l’ibrutinib n’a pas d’effet synergique avec les inhibiteurs 

de la voie PI3k-Akt-mTOR testés dans ce projet. Nous n’avons pas encore d’explication à cette 

observation. L’interaction entre les voies de signalisation pourrait avoir un rôle en activant d’autres 

voies alternatives et en diminuant l’effet cytotoxique des deux molécules. Nos résultats méritent d’être 

complétés afin d’identifier les voies impliquées.  

 

Dans la dernière partie de ce projet, nous avons testé l’effet de l’association de doxorubicine étant 

donné sa large uilisation pour le traitement des maladies lymphoïdes. Nous avons pu démontrer dans 

deux lignées cellulaires de LCM (UPN-1 et JEKO) un effet additif de la combinaison entre la 

doxorubicine et l’ibrutinib. Ces résultats concordent avec les études cliniques menées actuellement. 

Afin de décortiquer ces résultas nous avonsétudié l’effet de l’ibrutinib sur l’expression de l’enzyme 

GSTπsuréxprimé dans le LCM. Nosrésultats ont révélé que l’ibrutinib pouvait sensibiliser les LCM 

réfractaires résistants auxanthracyclines en diminuant l’expression de l’enzyme de détoxification 

GSTπ. Il est crucial de compléter cette étude par une mesure de l’activité enzymatique de GSTπ dans 

ce contexte.   
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CONCLUSION:  

Dans ce projet nous avons pu mettre en évidence l’efficacité de plusieurs associations de nouvelles 

molécules dans le LCM. Nous avons montré que l’aracytine présente un effet additif avec inhibiteurs 

de la voie PI3K/AKT/mTOR et que cet effet pourraitêtre lié à l’inhibition de la phosphorylation de 

4EBP.Dans un deuxième temps nous avons démontré que l’Ibrutinib a également un effet additif en 

combinaison avec l’aracytine mais qu'il existe un antagonisme avec les inhibiteurs de 

PI3K/AKT/mTOR. Enfin, l’ibrutinib diminue l’expression de GSTπcontrairement aux inhibiteurs de 

PI3K/AKT/mTOR, il peut alors sensibiliser les cellules du LCM au traitement par l’anthracycline. 

Cette étude pourrait constituer une base préclinique dans le cadre de l’utilisation de ces drogues en 

association dans le LCM. 
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Résumé : La voie PI3Kinase/AKT/mTOR, est une 

cible thérapeutique du temsirolimus, un inhibiteur de 

mTORC1. Dans le but d'obtenir une inhibition plus 

importante de cette voie j’utilise dans ce projet deux 

nouvelles molécules:  

- Le NVP-BEZ 235 (BEZ) qui inhibe à la fois 

mTORC1 et la PI3kinase  

-  l'AZD8055 (AZD), un inhibiteur des complexes 

mTORC1 et mTORC2.  

En utilisant différentes lignées de LCM, j’ai 

démontré que l'effet de ces nouveaux inhibiteurs sur 

la survie cellulaire est plus important que celui du 

Temsirolimus. Cela est probablement dû à 

l'inhibition de la phosphorylation de l'AKT et la 

4EBP.  

La deuxième partie de ce projet étudie la synergie 

entre les inhibiteurs de m-TOR kinase et l'aracytine.  

Un effet additif important a été démontré. J’ai trouvé 

en western blot que l’aracytine inhibe la 

phosphorylation des substrats de la voie Akt –mTOR 

notamment le 4EBP.  

L’ibrutinib (un inhibiteur de la voie Btk) a un effet 

modeste mais j’ai pu démontré qu'il est capable à 

induire une inhibition plus importante de la survie 

cellulaire lorsqu'il est associé à l’aracytine. Cependant 

il s'est révélé antagoniste aux inhibiteurs de la voie 

PI3K-AKT-mTOR, cela reste difficile à décortiquer. 

 

Enfin, j’ai trouvé un effet additif de l’ibrutinib en 

combinaison avec la doxorubicine. Cependant les 

inhibiteurs de m-TOR n'ont pas le même effet. Afin 

d’expliquer ces résultats, j’ai étudié l’effet de ces 

molécules sur l’expression de GSTP1, enzyme de 

détoxification connue pour avoir un rôle important 

dans la résistance de LCM à l’anthracycline.  

J’ai mis en évidence une diminution de l’expression 

de cet enzyme par l’Ibrutinib. En revanche, les 

inhibiteurs de mTOR n’ont pas un effet sur 

l’expression de GSTP1.  

 

L’ibrutinib pourrait donc sensibiliser le LCM à 

l’anthracycline en diminuant l’expression de GSTP1. 
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Abstract : The PI3K / AKT / mTOR pathway is the 

target of temsirolimus. However, important 

resistance is observed. We tried to obtain a more 

important inhibition of PI3K / AKT pathway using 

two new molecules:  

- NVP-BEZ 235 (BEZ) which inhibits both 

mTORC1 and PI3K  

- AZD8055 (AZD) an inhibitor of mTORC1 and 

mTORC2 complexes. 

Using different cell lines of MCL, we have shown 

that the effect of these new inhibitors on cell 

survival was more important than that of 

Temsirolimus. This is probably because contrary to 

temsirolimus, the two new molecules can inhibit 

AKT and 4EBP phosphorylation.  

In the second part of this project we studied the 

synergy between the m-TOR kinase inhibitors and 

aracytine (conventional treatment of MCL). We 

revealed a significant additive effect in MCL cell 

lines.  

 

We demonstrated by Western blot analysis that 

aracytine inhibits S6 and 4EBP phosphorylation. This 

may explain the results obtained from this drug 

association. 

We then showed that Ibrutinib (an inhibitor of Btk 

pathway) can induce a significant inhibition of cell 

survival when combined with aracytine. In this study, 

Ibrutinib proved antagonist effect to PI3K-AKT-

mTOR inhibitors. The mechanisms of these results 

remain unclear. 

Finally, we demonstrated an additive effect of 

Ibrutinib in combination with doxorubicin. We did not 

obtain the same results when we combined m-TOR 

inhibitors with doxorubicin. To explain these data, we 

studied the effect of these drugs on the expression of 

GSTP1  by western blot. This enzyme is known to 

have an important role in MCL resistance to 

anthracycline. Importantly, Ibrutinib induced a 

decrease in the expression of GSTP1 but AZD8055, 

Temsirolimus and NVP-BEZ235 had no effect.  

 

 


