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RESUME

La bléomycine est un antibiotique antitumoral de
nature glycopeptidique, isolé a partir de streptomy-
ces verticillus. Ce médicament, couramment utilisé
en chimiothérapie anticancéreuse, a profondeé-
ment modifié le pronostic des cancers germinaux
des testicules. Son effet n'est également plus contesté
dans le traitement de la plupart des lymphomes de
Hodgkin. Malgré le fait que sa structure soit établie
et que de nombreux travaux portant notamment
sur son mode daction vis a vis de 'ADN ont été
réalisés, le mécanisme exact responsable de leffet
létal, in vivo, de cette molécule n'est pas encore
élabli. Récemment, I'étude de voies de signalisation
apoplotique induites par la bléomycine a fait l'objet
de plusieurs travaux de recherche. De nombreuses
données expérimentales suggerent que la bléomy-
cine induit dans plusieurs populations cellulaires,
des voies de signalisation apoplotique différentes
avec une amplitude dépendante de la cinétique et
de la dose de cet agent anticancéreux. La sensibi-
lité ou la résistance des cellules tumorales a la
bléomycine pourrait étre expliquée par une sensi-
bilité ou une résistance a l'apoptose. Cette revue a
pour but de décrire les mécanismes démontrés ou
supposés qui sont activés ou qui sont bloqués au
cours de lapoplose induite par la bléomycine dans
les cellules tumorales.

Mots clés: bléomycine, cellules cancéreuses, voies
de signalisation apoplotiques, chimiorésistance.

SUMMARY

Bleomycins are a family of glycopeptides isolated
[from streptomyces verticillus and exhibiting anti-
biotic properties. They are commonly included in
chemotherapy regimens used to treat patients with
Hodgkin’s or non Hodgkin's malignant lymphoma,
squamous-cell carcinoma or germ-cell tumor.

The chemical structure and action mode of bleo-
mycin have been extensively studied; in contrast,
the molecular mechanisms of the cyloloxic effects
of bleomycin, in vivo, remain poorly understood.
Recently, the apoptotics signaling pathway induce
by bleomycin was the object of study of many
groups. In this sense, some studies suggested that
bleomycin induce in some cells different apoptotic
pathway in dose and time depending manner. The
sensibility or the resistance to apoptosis induced by
bleomycin may explain the sensibility or the resis-
tance of tumor cells to bleomycin. The aim of this
review was to describe the machinery of apoptosis
induced by bleomycin in tumor cells.

Key words: bleomycin, cancer cells, apoplotic
pathways, chimioresistance.
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INTRODUCTION

Pendant plusieurs décennies, il était communément
admis que lefficacité¢ des médicaments anticancé-
reux €tait essentiellement conditionnée par le
niveau des Iésions générées, celui-ci étant lui-méme
fonction de I'amplitude de l'interaction du médica-
ment avec sa ou ses cible(s) putative(s) !. Ainsi, I'ef-
fort principal des pharmacologistes a porté sur la
caractérisation et la modulation des mécanismes de
résistance potentiellement responsables d'une dimi-
nution de cette interaction (anomalie du transport,
détoxication, modification de la cible). Pourtant, de
nombreuses observations cliniques et expérimenta-
les faisaient déja supposer qu'un niveau similaire de
lésions pouvait induire des réponses cellulaires dif-
férentes (mort rapide, effet cytostatique, voire
absence deffet), suggérant ainsi que l'engagement

vers la mort cellulaire était un processus controlé en
aval de linteraction du médicament avec sa cible .
Par ailleurs, il a été rapporté que la majorité des
médicaments anticancéreux pouvaient induire dans
certains systemes cellulaires, mais pas dans d’autres,
un phénomene d’apoptose 2. De ce fait, 'inductibilité
du phénomene d’apoptose est généralement corré-
lée avec un profil de chimio-sensibilité¢ qui dépend
de la nature de l'agent antitumoral et des modeles
cellulaires considérés.

Lapoptose est un processus physiologique qui per-
met a l'organisme d’éliminer les cellules non désirées
ou endommagées et potentiellement dangereuses .
Elle joue un role crucial dans le développement des
organismes pluricellulaires et le maintien de I'ho-
méostasie cellulaire qui résulte d'un équilibre
controlé entre la prolifération et la mort cellulaire %,

-
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Figure 1 : Deux voies d’induction des caspases (Typel/Typell). Deux voies d’induction de l'apoptose : voie des
récepteurs de mort (voie extrinseque) et voie mitochondriale (voie intrinseque). La voie des récepteurs de mort tel que
Fas induit lactivation de caspase-8 initiant la cascade dactivation protéolytique des caspases effectrices. La voie
mitochondriale induit la libération du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytosol et conduit a l'activation de la
caspase-9, via l'apoptosome conduisant a l'activation des caspases effectrices (Modifié d’apres S. Cathelin ©)
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Cette mort est induite par des circonstances d’agres-
sion différentes telles que la privation en facteurs de
croissance, le choc thermique, I'agression oxydative
ou les agents anticancéreux . Lapoptose est caracté-
risée par des altérations morphologiques et biochi-
miques spécifiques, essentiellement, une condensa-
tion du cytoplasme et du noyau qui conduit a la
fragmentation de 'ADN et au démantelement de la
cellule. La fragmentation de 'ADN au cours de l'apop-
tose conduit a la formation de fragments oligonu-
cléosomaux multiples de 180 a 200 pb, donnant un
profil électrophorétique caractéristique en "échelle”
dans un gel d'agarose®.

Lapoptose implique d’autres événements biochimi-
ques, notamment, I'activation de caspases (protéases
a cystéines aspartate spécifiques, une famille de 15
enzymes) qui semble jouer un role crucial dans le
déroulement du phénomene apoptotique 7 5 9. Ces
protéases sont activées principalement par deux
voies de signalisation (Figure 1) : la voie des récep-
teurs de mort ou voie extrinseque et la voie mito-
chondriale ou voie intrinseque. La plus connue est la
voie mitochondriale qui met en scene trois acteurs
principaux, les caspases, les protéines de la famille
Bcl-2, et la molécule adaptatrice APAF-1, autour de la
mitochondrie . Lautre voie d’induction du suicide
cellulaire met en jeu les récepteurs de mort qui font
partie de la superfamille des récepteurs au TNF tels
que TNF-R1, Fas/CD95 ou TRAIL (DR4 et DR5) . Ces
voies d'activation de I'apoptose sont soumises a une
étroite régulation négative faisant intervenir des pro-
téines de la famille de Bcl-2 (Bcl-2, Belx, Mcl-1) 2, les
IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) ¥ ou c-FLIP
(Flice Inhibitory Protein) 1.

APOPTOSE INDUITE
PAR LA BLEOMYCINE : INFLUENCE
DU MODELE CELLULAIRE

La plupart des agents antitumoraux peuvent induire
un phénomene d’apoptose. Historiquement, le cispla-
tine a été le premier agent identifié comme inducteur
d’apoptose . Tres rapidement, il a été démontré que
les rayonnements ionisants, les radiations ultraviolet-
tes et certains médicaments anticancéreux étaient
susceptibles d'induire ce phénomene . Parmi les
médicaments anticancéreux actifs, on note les poi-
sons de la topo-isomérase 11 (étoposide, téniposide,
amsacrine, mitoxantrone), les poisons de la topo-iso-
mérase [ (camptothécine), I'aracytine, les antracycli-
nes, les antimétabolites (méthotrexate), les poisons

des tubulines (alcaloides de la Vinca et taxanes), les
antibiotiques (les anthracyclines, l'actinomycine, la
bléomycine) et récemment les médicaments a théra-
peutique ciblée (I'herceptin, le glivec) (Tableau I).

La bléomycine (BLM) est un antibiotique antitumo-
ral de nature glycopeptidique, isolé a partir de
Streptomyces verticillus 7. La bléomycine est le nom
générique d'une série de composés de structure de
base commune I'acide bléomycinique et qui ne diffe-
rent que par leur amine terminale® (Figure 2). La
bléomycine est un médicament couramment utilisé
en chimiothérapie anticancéreuse sous forme d'un
mélange de différentes proportions de BLM : 60 a
70% de BLM-A2, 25 a 30% de BLM-B2 et moins de
10% d'autres bléomycines comme la BLM-B4 et BLM-
B6 . La BLM s'est rapidement révélée active, seule
ou en association essentiellement avec la vinblastine
et le cisplatine. La BLM a profondément modifi¢ le
pronostic des cancers germinaux des testicules.

Son intérét n'est également plus contesté dans le
traitement de la plupart des lymphomes de Hodgkin
ou elle a été introduite, souvent en association dans
des protocoles évitant la résistance croisée 2.
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Figure 2 : Structure de la bléomycine. La structure

chimique de la bléomycine peut étre schématiquement
décrite suivant quatre grandes parties: Une partie
pseudopeptidique (hexapep-tide), unnoyaubithiazolique,
une partie glycannique et une amine terminale. Celte
Sfigure présente I'amine terminale de la bléomycine-A2 et
de la bléomycine-B2, composés majeurs du mélange
utilisé en clinique.
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Le seul frein a son utilisation thérapeutique est,
chez certains patients, 'induction d'une fibrose pul-
monaire pouvant étre fatale qui résulte de la pro-
duction des radicaux libres par la BLM 2.,

Cependant, le mécanisme exact, responsable de l'ef-
fet 1étal in vivo de la BLM n'est pas encore établi.
Toutefois, il est généralement admis que T'ADN
constitue la cible moléculaire privilégiée de la BLM
et que laction cytotoxique de la BLM est liée a sa
capacité a dégrader IADN, et notamment de générer
des coupures double-brin difficilement réparables
%, Le type de mort cellulaire serait directement li¢ a
la fois au type et au nombre de coupures générées .
La bléomycine induit, dans presque la totalité¢ des
modeles cellulaires étudiés, une mort qui est le plus
souvent de type apoptotique 22 26.27.28 impliquant

l'activation des caspases. Ainsi, a I'aide de la lignée de
cellules leucémiques aigues myéloides (U937), ou la
BLM induit une apoptose a des concentrations €le-
vées (50 et 100 uM) apres 24 h d’incubation %, nous
avons montré que ce phénomene apoptotique impli-
quait Iactivation de caspases -3, -8 et -9 ainsi que la
fragmentation de TADN en échelle, caractéristique de
l'apoptose. De méme, dans une deuxieme étude
nous avons également montré que le traitement des
cellules épithéliales du carcinome du larynx (HEp-2)
avec 100uM de la BLM induisait, apres 72h d'incuba-
tion, une mort de type apoptotique de ces cellules
(Figure 3) toujours avec Iactivation des caspases -3,
-8 et -9 et la fragmentation en "échelle" de 'ADN. Ces
mémes résultats ont été observés dans d’autres étu-
des réalisées sur plusieurs modeles cellulaires tels

Table I: Classifications des médicaments anti-cancéreux en fonction de leur mode d’action cellulaire.

Familles de médica-

. ) Modes d’action cellulaire
ments anticancéreux

Exemples

Les agents alkylants

Agissent sur la duplication de 'ADN ou sur sa transcrip- - les Moutardes a I'azote
tion en créant des ponts intra-moléculaires entre les
deux chaines d’ADN ce qui a pour conséquence :
d’interdire leur duplication, de créer des altérations
immédiates et des mutations géniques, de bloquer la
mitose par agglutination de chromosomes. Ces produits

(Cyclophsphamides : Endoxan,
Ifosfamide : Holoxan)
- les Nitroso-urées (Bicnu, Bélustine)
- les dérivés du platine (Paraplatine,
Cisplatyl)

ne sont pas spécifiques d’une phase spécifique, ils sont

"phase indépendant".

Les antimétabolites

Inhibent la synthese des acides nucléiques en se
substituant aux bases puriques et pyrimidiques

- les inhibiteurs des bases pyrimidiques
(Méthotrexate, SFU, Aracytine)

indispensables a cette synthese. Ils agissent a la phase S - les inhibiteurs des bases puriques

du cycle cellulaire.

(Purinéthol, Lanvis)

Les antibiotiques
ARN messager.

Inhibent la duplication de 'ADN ou a transcription en

- les anthracyclines (Dauxorubicine :
adriblastine, Daunorubicine ;
Cérubidine, et leurs analogues :
Epirudicine, Idarubicine,
Mitoxantrone)

- I'Actinomycine et la Bléomycine

Les antifusoraux ou
poisons du fuseau

Agissent sur le fuseau cellulaire, provoquant des
altérations du systeme microtubulaire en métaphase et

- les dérivés alcaloides de la pervanche
(Vinblastine, Vincristine, Vindésine)

donc bloquant la mitose. Ils sont spécifiques de la phase - les épipodophylotoxines, inhibiteurs

M et sont dites "phase dépendants".

de la topoisomérases II (Etoposide,
Teniposide)

L’asparaginase

Utilisée dans les proliférations lymphoides. Dégrade

- L-asparaginase

I'asparagine, acide aminé essentiel, en acide aspartique

Les médicaments a
thérapeutique ciblés

1l s'agit d'un traitement dirigé contre une cible cellulaire - L’herceptin
des cellules cancéreuses. Ce peut étre un anticorps

- le glivec

contre un gene exprimé a la surface ou dans la cellule
cancéreuse, ou encore une molécule capable de
bloquer la transmission d'un signal de division cellu-
laire. Ce peut étre aussi par exemple un anticorps dirigé
contre les nouveaux vaisseaux fabriqués par la tumeur
pour se nourrir. Ces médicaments sont administrés
parfois seuls, parfois en association avec une chimiothé-

rapie ou des rayons.
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Control BLM 100uM/72h

Figure 3 : L'apoptose induite par la bléomycine est
associée a la fragmentation d’ADN dans les cellules
HEp-2. Les cellules HEp-2 sont traitées avec 100 uM de
bléomycine pendant 72 b. L'apoptose est analysée par le
colorant d’ADN, I'Hoechst 333 42 %

que ceux des cellules alvéolaires épithéliales 7, des
cellules leucémiques humaines (HL-60) et des cellu-
les fibroblastiques 2. Il convient de souligner ici que,
dans ces modeles cellulaires qui sont aptes a activer
un phénomene d’apoptose suite a leurs expositions a
la BLM, 'amplitude et la cinétique de ce phénomene
étaient différentes en fonction de l'origine histogéné-
tique des cellules. Ainsi, les cellules hématopoiéti-
ques (physiologiques ou néoplasiques) exposées a

un agent anticancéreux présentent généralement une
réponse apoptotique de plus grande amplitude que
les cellules de tumeurs solides qui sont le plus sou-
vent d'origine épithéliale. Il est intéressant de consta-
ter que cette hiérarchie correspond a la physiologie
dans la mesure ou l'apoptose est une modalité cou-
rante d’élimination physiologique des cellules héma-
topoiétiques, alors que ce phénomene n'est pas la
regle pour les épithéliums #. Cependant, les voies
par lesquelles les caspases sont activées au cours de
l'apoptose induite par la BLM varient d'un modele
cellulaire a un autre (Tableau II).

La voie Mitochondriale

La mitochondrie joue un role central dans I'apopto-
se induite par la BLM. En effet, lors de notre étude
sur les cellules leucémiques, nous avons remarqué
que l'apoptose induite par la BLM impliquait la voie
mitochondriale (Figure 1). Cette apoptose est inhi-
bée par la surexpression dans les cellules U937 de la
protéine Bcl-2. De plus, la BLM induit I'oligomérisa-
tion au niveau de la mitochondrie de la protéine

Table II: Voies d’induction de 'apoptose par la bléomycine dans différents modeles cellulaires.

Type de cellules Voies d’induction de I'apoptose par la bléomycine Références
Cellules leucémiques myéloides humaines - Activation de caspases -3, -8,-9 [24]
(U937) - Mitochondriale
- Production des ROS
- Activation de la MAPK, JNK
- Indépendante des récepteurs de mort Fas et TRAIL-R2
Cellules épithéliales du carcinome du larynx - Activation de caspases -3, -8,9. [25]
humaines (HEp-2) - Mitochondriale
- Production des ROS
- Activation de la MAPK, JNK
- Indépendante de Fas et TRAIL-R2
Cellules épithéliales de poumon typell - Activation de caspases -3, -8,-9 [34]
souris (MLE) - Mitochondriale
- Production des ROS
- Indépendante de FasL/Fas
Cellules alvéolaires épithéliales souris (MLE12) - Mitochondrial [31]
- Activation de la MAPK, JNK
- Indépendante de Fas
Les cellules leucémiques humaines (HL-60) - Activation des caspases-3,-8,-9 28]
- Mitochondrie
Les cellules ¢épithéliales du poumon de souris - Dépendant e Fas/FasL [36]
Cellules alvéolaires épithéliales de souris - Mitochondriale [37]
- Dépendant Fas/FasL
Cellules musculaires du rat - Production des ROS [43]
Cellules humaines du carcinome - Activation de la MAPK, JNK [44]
¢épidermoide de la cavité buccale (KB)
Tome 86 (1-4) 19
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pro-apoptotique de la famille Bcl-2, Bax et le relarga-
ge du cytochrome ¢ de la mitochondrie vers le cyto-
sol (Figure 4 A et B). De méme dans les cellules épi-
théliales du carcinome du larynx, la BLM induit égale-
ment loligomérisation de la protéine pro-apoptotique
Bax, ainsi que le relargage du cytochrome c¢ de la
mitochondrie vers le cytoplasme (publication en
cours). Cela a aussi ét¢ démontré dans plusieurs
autres modeles cellulaires comme les cellules pulmo-
naires de souris ou la BLM induit une mort apoptoti-
que avec activation des protéines pro-apoptotiques
Bax et Bid*". Enfin, dans les cellules macrophagiques
alvéolaires de rat, la bléomycine induit l'oligomérisa-
tion de Bax et la répression de I'activation de la pro-
téine anti-apoptotiques Bcl2 ¥, Limplication de Bax et
Bak est confirmée par la résistance a la mort induite
par la bléomycine chez des cellules de fibroblastes de
souris Bax-/~, bak-/~3!. Toutefois, dans d’autres mode-
les cellulaires, tels les cellules leucémiques humaines
HL-60 p53-/, la BLM induit une apoptose indépen-

A Bax oligomerizeé

BLM 100uM/24h

Control

B Cytochrome C

BLM 100uM/24h

Control

Figure 4 : lLa bléomycine-A2 induit l'apoptose de
cellules leucémiques via la voie mitochondriale. (A) les
cellules U937 traitées avec 100 uM de bléomycine
pendant 24h, marquées avec l'anticorps anti-bax et
observées au microscope a fluorescence, démontrent
loligomérisation de la protéine pro-apoptotique bax.
(B) les cellules U937 traitées avec 100uM de bléomycine,
marquées avec l'anticorps anti-cytochrome c et observées
au microscope a fluorescence, demontrent une diffusion
de cytochrome ¢, signe de son relargage de la
mitochondrie vers le cytosol ».

dante de Bax et de Bcl-2 2 Ces observations sugge-
rent que la BLM fait appel a l'activation de la voie
mitochondriale dans l'induction de I'apoptose dans
presque la totalit¢ des modeles cellulaires comme
c'est le cas pour la plupart des agents cytotoxiques.

La voie de récepteurs de mort

Dans les cellules leucémiques U937, nous avons
montré que I'apoptose induite par la BLM était indé-
pendante des récepteurs Fas/CD95 et des récepteurs
TRAIL (DR4 et DR5). Cela est également le cas pour
les cellules HEp-2 ainsi que chez dautres modeles
cellulaires comme les cellules épithéliales de pou-
mon, humaines 33 ou de souris 3* ou la BLM induit
une apoptose indépendante de la voie de Fas.

Il faut signaler que, la BLM induit la clustérisation
membranaire de récepteurs TRAIL et Fas dans les
cellules U937 (Figure 5). Cette clustérisation ne
modifie pas le taux dexpression de ces récepteurs
sur la membrane plasmique. Il semble donc que, la
redistribution de ces récepteurs soit indépendante
de l'apoptose induite par la BLM. Toutefois, elle pour-
rait étre a lorigine d’une sensibilisation des cellules
leucémiques aux TRAIL au cours de I'apoptose indui-
te par la BLM dans les cellules U937 25. Dans les cel-
lules épithéliales du carcinome du larynx (HEp-2), la
BLM induit une apoptose indépendante des récep-
teurs de mort TRAIL et Fas/CD95. Cependant, on a
observé aussi bien pour les cellules HEp-2 que pour
les cellules U937, que I'agoniste de récepteur TRAIL
sensibilise ces cellules a 'apoptose induite par la BLM
(article en cours de publication). Toutefois, seules les
cellules HEp-2 sont sensibilisées par 'agoniste de Fas
au cours de la mort induite par la BLM. De ce fait les
agonistes des récepteurs de mort, TRAIL et Fas,
offrent une importante donnée sur la pharmacologie
moléculaire de la bléomycine dans le sens ou ils
pourraient étre utilisés en synergie avec la bléomyci-
ne pour augmenter son effet cytotoxique.
Limplication des récepteurs de mort TNF et plus
particulicrement de Fas dans 'apoptose induite par
la BLM est démontrée in vivo et in vitro, dans
d’autres modeles cellulaires 36,3735, Suite a la surex-
pression du récepteur de mort TNF/Fas, la BLM
induirait une apoptose P53 dépendante ¥, comme
dans le cas de la voie mitochondriale.

La production des radicaux oxygénés
Le role de équilibre oxydatif dans le processus
dapoptose a été largement démontré .

20
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Control

DRS5

BLM (100 uM/24h)

Control BLM (100 uM/24h)

Fas

Control BLM (100 pM/24h)

Figure 5 : Clustérisation des récepteurs de mort des
cellules U937 au cours de l'apoptose induite par la
BIM. Les cellules U937 sont traitées ou non par 100uM
de bléomycine pendant 24 h. Les récepteurs de morts
DR4, DR5, et Fas sont observés au microscope a
Sfluorescence 2.

Diapres la littérature, il est démontré que la BLM
produit des radicaux libres oxygénés (ROS) en pré-
sence d'oxygene moléculaire et de fer ferreux ¥, La
BLM stimulerait aussi la production d’O2 par les
macrophages 3 . Dans les cellules leucémiques,
nous avons constaté¢ que l'apoptose induite par la
BLM est médiée en partie par les radicaux oxygeénés
puisqu'un inhibiteur de ces dérivés oxygénés, la
N-acétylcystéine (NAC), réduit de moitié le pourcen-
tage de cellules apoptotiques. La production de ROS
a lieu a un stade précoce du processus apoptotique
induit par la BLM puisque la NAC bloque l'oligoméri-
sation du Bax, et le relargage du cytochrome c¢. De
meéme, l'utilisation de la NAC, inhibe considérable-

ment I'apoptose induite par la BLM dans les cellules
HEp-2 #. Limplication des ROS dans l'apoptose
induite par la BLM est démontrée aussi, dans les cel-
lules épithéliales de poumon du souris 3* et dans les
cellules musculaires du rat .

Des lors, on congoit que la production de ROS par la
BLM contribue au signal de mort induit par cet agent,
mais les mécanismes par lesquels les radicaux oxygé-
nés activent 'apoptose induite par la bléomycine
restent a définir.

L'activation de la voie de MAPK

Des études récentes ont montré quune autre voie
mitogene classique, dite voie des MAP Kinases, est
activée en réponse a des agents anticancéreux tel que
la bléomycine, et que cette activation favorisait 'apop-
tose 3. 44, En effet, les études effectuées jusqua pré-
sent montrent que dans les cellules humaines du
carcinome épidermoide de la cavité buccale (KB) JNK
joue un role important dans 'apoptose induite par la
BLM“ la cytotoxicité de la BLM est fortement réduite
lorsque les cellules primaires alvéolaires de type II du
rat portent une version dominante négative de JNK3!,
Pour notre part, nous avons montré que la bléomyci-
ne était capable d’activer cette voie de MAPK, par
l'activation de la protéine JNK, dans les cellules leucé-
miques ainsi que dans les cellules épithéliales du
carcinome du larynx HEp-2. De plus, dans les cellules
leucémiques, Iactivation de cette protéine JNK joue
un role important dans les voies de signalisation
apoptotique induite par la BLM. Linhibition de JNK
diminue également la clustérisation de récepteurs de
mort TRAIL et Fas, ce qui nous a amené a penser que
ce médicament serait impliqué 2.

Cependant, la cinétique et les voies de signalisations
apoptotiques induite par la bléomycine, sont aussi
influencées par des mécanismes de résistance a ce
médicament qui pourraient étre a l'origine de la varia-
tion de la réponse cellulaire vis a vis la bléomycine.

RESISTANCE A LA BLEOMYCINE
Plusieurs ont montré que la résistance a la bléomyci-
ne est tres complexe. Elle impliquerait plusieurs pro-
cessus biochimiques tels que la diminution de I'accu-
mulation de la molécule a lintérieur de la cellule
(limitation de Tlinflux), linactivation métabolique
(BLM-ase), et la réparation de I'ADN %. Certains
mécanismes  sont  déterminés  génétiquement,
d’autres sont liés a des conditions épigénétiques.
Plusieurs travaux ont montré que la membrane plas-
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mique est la principale barriere physique a franchir
par la molécule de la BLM pour atteindre 'ADN
puisquelle constitue un obstacle réel et un facteur
limitant a l'accessibilité de la BLM au noyau . En
effet, I'état de la membrane, et notamment sa fluidité,
jouerait un role tres important dans la pénétration
de la bléomycine dans la cellule 7. Ceci expliquerait,
entre autres, la sélectivité tissulaire de la BLM,
comme il pourrait expliquer les différences de
réponse des tumeurs a la BLM. Afin daméliorer la
pénétration de la BLM dans les cellules, plusieurs
essais ont été réalisés pour modifier la fluidité mem-
branaire et faciliter la traversée de la membrane
plasmique. Lélectroperméabilisation réversible des
cellules vivantes est le procédé le plus connu. Cette
technique a donné lieu 2 une nouvelle approche
antitumorale, I‘électro-chimiothérapie .

Un autre facteur responsable de la résistance a la
bléomycine est la bléomycine hydrolase. I s'agit
d’une protéase a cystéine définie comme inactivateur
de la bléomycine dans des tissus normaux ou tumo-
raux ®. In vitro, la BLM-ase hydrolyse la liaison car-
boxyamide au niveau de la #-aminoalaninamide de
la BLM. Il en résulte la formation de la déamido-BLM,
cent fois moins cytotoxique, mais aussi qui n'entraine
pas des effets secondaires pulmonaires . Il semble
méme que le spectre d’action de la BLM soit reli¢ au
taux de BLM-ase présent dans un tissu tumoral
donné®.

La résistance 2 la bléomycine peut aussi résulter de
lefficacit¢ de réparation des dommages de I'ADN
induites par la bléomycine. En effet, il est admis que la
bléomycine génere deux types de coupures : des cou-
pures simple-brin et des coupures double-brin?. Selon
de récentes études, les protéines impliquées dans la
réparation de ces lésions different selon le type de
coupure ¥. La réparation des coupures simple-brin
faisait appel a trois enzymes : apurinic/apyrimidique
endonuclease 1(APEI) %, la polymerase-f (POLR) 5! et
la tyrosyl-DNA phophodiesterase 1(TDP1) 19. La répa-
ration des coupures double-brin générées par la bléo-
mycine impliquerait deux enzymes : non-homologous
end joinin (NHEJ) % et homologous recombination
repair (HRR) . Lenzyme POLS peut étre impliquée
dans ce processus en interagissant avec la protéine
XRCC4 (facteur de lenzyme (NHEJ) . Ainsi, la sensi-
bilité relative de certaines cellules tumorales par rap-
port a d’autres au traitement par la bléomycine pour-
rait sexpliquer entre autre par lefficacité de répara-
tion des coupures d’ADN induites par cette molécule.

De ce fait, il est important de comprendre les voies de
réparation de 'ADN dans les cellules saines et d'iden-
tifier les Iésions de TADN, produites par la bléomycine
qui sont difficiles a réparer par certaines cellules
tumorales, provoquant ainsi une augmentation de la
cytotoxicité de cet agent.

Deux importantes protéines sont impliquées dans le
controle et la modulation de la réponse cellulaire vis
a vis des dommages de 'ADN induits par la bléomy-
cine : TATM et la p53. TATM est une phosphatidylino-
sitol-3-kinase-like kinase qui joue le role d'un capteur
(sensor) de dommages a 'ADN ainsi qu'un transduc-
teur de signaux . Plusieurs études suggerent que
'ATM interviendrait principalement dans la répara-
tion de TADN, comme réponse cellulaire aux domma-
ges de 'ADN induits par la BLM dans les cellules de
mammiferes 5% 5. La p33, protéine suppresseur de
tumeurs connue comme « gardienne du génome », est
impliquée dans la réparation de 'ADN, I'apoptose et
le controle du cycle cellulaire en réponse aux domma-
ges de I'ADN induits entre autre par la BLM . La
fonction de p53 dépend du type cellulaire 5 %. Une
étude sur les cellules leucémiques myéloides (U937),
montre une mort apoptotique induite par la bléomy-
cine apres un délai prolongé et une augmentation de
taux de p53 associées a un arrét au point G1/S de
controle du cycle cellulaire et/ou une apoptose 5. Une
autre étude, portant sur des lymphoblastes indique
que la p53 est impliquée dans la réparation des cou-
pures double-brin induites par la bléomycine 5. Ainsi,
le retard de réponse apoptotique semble avoir pour
conséquence de permettre a la cellule de « gérer » les
lésions générées par la bléomycine avec blocage de
cycle cellulaire, réparation et survie. Cependant,
d'autres études montrent que la mort induite par la
bléomycine dans certaines lignées cancéreuses, est
une apoptose p>3-indépendante 3 . Lapoptose
apparait ainsi comme une réponse cellulaire drasti-
que, irréversible ne laissant a la cellule aucune possi-
bilité de réparation et donc de survie. Linactivation
de p53 augmente la sensibilité des cellules tumorales
a l'apoptose induite par la bléomycine ¥.

Plus récemment, il a été démontré que le systeme
de réparation de mésappariements apres réplica-
tion (MMR) peut intervenir dans le controle de la
réponse cellulaire vis a vis des dommages de TADN
induits par la bléomycine. En effet, la perte de I'ac-
tivité de ce systeme est associée a une augmenta-
tion de la résistance a l'apoptose induite par la
bléomycine ¥.
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DISCUSSION

Bien que les voies de signalisation apoptotiques
induites par la bléomycine soient complexes et font
intervenir un réseau d’événements coordonnés et
hautement controlés, constitué¢ par des caspases,
des MAP Kinase, des protéines de la famille de
Bcl-2, des especes réactifs doxygenes (ROS), il
apparait que la voie mitochondriale est préférentiel-
lement activée par ce médicament quel que soit le
type cellulaire utilise, Alors que l'association de la
voie des récepteurs de mort reste lieé au modele
cellulaire utilisé (Figure 6).

LA BLEOMYCINE

|
o

! Récepteur de mort (TRAIL)

JNK / P53
Bax.rBak \
Bel-2 —|
].Awm
tROS

Cytochmrne ¢ release

Cascade de caspases

| )@p]

Figure 6 : Les voies possibles d’induction de I'apoptose
par la bléomycine. L'apoptose induite par la bléomycine
peut suivre deux voies : dans certains cas, la voie de
récepteur de mort TRAIL qui fait appel a la protéine P33,
mais majoritairement, la voie mitochondriale. Par celte
voie, la mitochondprie libére le cytochrome c et conduit a
lactivation des caspases effectrices de l'apoplose, via
l'apoptosome. Cette voie peut élre controlée par la
production des ROS, par activation de la MAPK, de
JNK;, ou par la famille des protéines de Bcl-2.

En enfin, bien que les avancées déterminantes
décrites sur les voies de signalisation apoptotique
induites par la bléomycine apportent des €éléments
de réponse essentiels pour le mécanisme d’action de
cet agent dans la cellule, la résistance a la bléomy-
cine reste un obstacle majeur pour l'utilisation thé-
rapeutique de ce médicament. De ce fait, la détermi-
nation des mécanismes de résistance a I'apoptose

induite par la bléomycine serait un élément essentiel
pour augmenter lefficacit¢ de ce médicament anti-
cancéreux.
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