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NDP kinases, développement
et cancer : une action
via des protéines liant le GTP ?

Les nucléosides diphosphate (NDP) kinases sont des enzy-
mes ubiquitaires, essentielles pour la synthése des nucléo-
sides triphosphate, en particulier le GTP. L’identifica-
tion, comme NDP kinases, des produits de deux génes,
P’un awd, impliqué dans le développement de la droso-
phile et I’autre, nm23, décrit chez les mammiféres comme
un suppresseur du potentiel métastasique de cellules
tumorales, suscite un regain d’intérét pour I’étude de ces
enzymes, jusqu’ici considérées uniquement comme élé-
ments du métabolisme intermédiaire. Un rdole des NDP
kinases dans la prolifération tumorale ou le développe-
ment est peut-€tre a rechercher dans leur association avec
des protéines liant le GTP, dont elles pourraient faci-
liter la conversion en leur forme activée liée au GTP.

a séquence d’événements L’objet de cette revue est de faire le

caractérisant la transforma-

tion maligne des cellules est

loin d’étre connue précisé-

ment. Bien que les travaux
de Warburg aient montré, déja dans
les années vingt, que le métabolisme
de la cellule tumorale est grandement
altéré, les recherches sur les enzymes
du métabolisme furent quelque peu
délaissées ces derniéres années, au
profit des études concernant les onco-
genes. Des travaux menés conjointe-
ment aux Etats-Unis sur des cellules
tumorales et sur la drosophile [1], en
France et en Allemagne sur un
eucaryote primitif, I’amibe Dictyoste-
ltum  discotdeum [2, 3], indiquent
qu’une enzyme clé de la synthese des
nucléotides, la nucléoside diphosphate
kinase (NDP kinase) est impliquée
dans le développement embryonnaire
et la prolifération tumorale [3, 4].

point sur ces données récentes dans
a perspective particuliere d’un réle
la perspective particul d’ 1
des NDP kinases dans 1’activation des
protéines liant les nucléotides
guanyliques.

I Les NDP kinases

Bien que les NDP kinases (EC
2.7.4.6.) aient été découvertes des
1953, ce n’est qu’en 1990 que furent
déterminées les premieres structures
primaires [2, 5, 6]. Ce sont des enzy-
mes ubiquitaires responsables de la
synthése des nucléosides triphospha-
tes a partir des nucléosides diphos-
phates correspondants (pour une
revue : [7]), qui constituent un lien
essentiel entre la formation de ’ATP
par la voie de la phosphorylation oxy-
dative et la syntheése des autres
nucléosides triphosphates (figure 1). Le
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mécanisme réactionnel des NDP
kinases est de type Ping-Pong avec
formation d’un intermédiaire phos-
phorylé sur un résidu histidine.

N,TP + N,DP & NDP + N, TP

Les NDP kinases sont peu spécifi-
ques, N, et N, peuvent étre des
dérivés ribo- et désoxyribosylés de
bases puriques ou pyrimidiques. La
localisation subcellulaire est principa-
lement cytosolique, mais I’enzyme est
aussi présente dans les mitochondries
et les noyaux, et associée aux mem-
branes plasmiques [7]. Des activités
NDP kinase associées a une ADN
polymérase [8], a une ribonucléotide
réductase [9] et a des protéines liant
le GTP (voir plus loin) ont été décri-
tes. Le manque de spécificité et une
tres forte activité moléculaire qui les
rendaient peu susceptibles d’étre la
cible de régulations fines, expliquent
peut-étre le relatif désintérét constaté
jusqu’a ces dernieéres années pour
I’étude de ces enzymes.

Des données récentes ont montré que
I’enzyme purifiée a partir de globu-
les rouges humains est un hexameére
formé de deux types de monomeéres
(A et B) de séquences trés homo-
logues (88 % d’identité) [10]. Le
mélange des sous-unités purifiées
aboutit a I’association des deux types
de monomeres en proportions varia-
bles [10]. Différents types d’hexame-
res sont ainsi formés (A6, A5BI,...
A1B5, B6) qui sont tous actifs et for-
ment une famille d’isoenzymes com-
parable a celle trouvée dans les
extraits cellulaires. L’existence de ces
isozymes pourrait refléter des proprié-
tés ou des localisations subcellulaires
différentes, associées a des fonctions
physiologiques différentes pour I’ins-
tant inconnues.

NDP kinase

de Dictyostelium
discoideum

et séquences apparentées

L’ambibe Dictyostelium discotdeum est
un organisme modele pour I’étude du
chimiotactisme et de la différenciation
cellulaire [11] particulierement adapté
a P’étude des systemes de transmis-
sion des signaux transmembranaires
(récepteurs, protéines G, etc.) qui
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Figure 1. Réle de la NDP kinase dans la synthése des nucléotides. La
phosphorylation des nucléosides diphosphates est catalysée par une seule
enzyme, la NDP kinase, alors que celle des nucléosides monophosphates est
due a plusieurs enzymes spécifiques de la base. La réaction catalysée par la
NDP kinase est réversible, mais dans le contexte du métabolisme cellulaire,
c’est I’ATP qui est le donneur de phosphate préférentiel pour la phosphoryla-
tion des nucléosides diphosphates non adényliques. Des voies mineures (comme
par exemple la phosphorylation du GDP dans les mitochondries) ne sont pas
mentionnées dans ce schéma. RR : ribonucléotide réductase; TS : thymidy-
late synthase ; CTPS ; cytidine triphosphate synthase.
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sont treés similaires a ceux décrits chez
les mammiferes.

L’ADNc codant pour la NDP kinase
de Ductyostelium discoideum a été isolé
par criblage fonctionnel d’une banque
d’expression construite dans le phage
Agtll. L’incubation des filtres répli-
qués en présence de [*S]GTPyS a
permis de détecter I’intermédiaire
réactionnel phosphorylé marqué par
le thiophosphate [2]*. Bien que le
niveau de PARNm soit modulé au
cours du développement, avec un
niveau tres élevé pendant la phase de
prolifération végétative, décroissant
rapidement aprés la mise en
carence [3], le niveau de la protéine
et son activité restent relativement
stables. L’enzyme recombinante de
Drictyostelium a été cristallisée [12] et
la résolution de la structure tridimen-
tionnelle est en cours dans le labora-
toire de J. Janin (Orsay, France).
La détermination de la séquence de
Dictyostelium, premiere séquence d’une
enzyme de ce type, obtenue chez un
eucaryote, a montré qu’elle présentait
un haut degré de similitude (60 %
d’identité) avec celles de deux protéi-
nes de fonction alors inconnue, Awd
et Nm23 [1]. Le géne nm23 (non meta-
static clone 23) a été proposé comme
un supresseur du potentiel métastati-
que de cellules tumorales [1, 13] et le
géne awd (abnormal wing disc) est
nécessaire au développement de la
larve de drosophile. En effet, une
délétion de ce geéne induit des altéra-
tions majeures des disques imaginaux
des ailes et des yeux/antennes ainsi
que de certaines structures du cer-
veau et des ovaires qui aboutissent a
la mort des larves au troisieme stade
[14]. Le produit d’un deuxieéme gene
d’origine humaine, am23-H2 trés
similaire au gene nm23 initialement
décrit et appelé dorénavant nm23-H1,
a également été isolé [15]. Le gene
nm23-H1 a été localisé sur le bras
long du chromosome 17 (17q21 ;
[16]). Les séquences des deux mono-
metres A et B de la NDP kinase
purifiée a partir d’érythrocytes
humains [10] sont identiques aux

* Le criblage par expression d’une banque en phage
Negt 11 consiste a faire synthétiser, par les bactéries
de chaque clone, la proteine pour laquelle code I’ADNe
tnséré sous la forme d’un géne hybride dans le phage
Nt 11. Cette protéine est alors transférée sur un fil-
tre et est reconnue soit par son antigénicité, soit, ic,
par sa capacité a fixer un ligand radioactif, analogue
non hydrolysable du GTP.
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Figure 2. Surexpression de la NDP kinase dans un carcinome intracana-
laire infiltrant du sein. (<€) : cellules tumorales. (=») canaux normaux.

séquences des produits des genes
nm23-H1 et nm23-H2, ce qui établit
formellement I’identité de Nm23
comme une NDP kinase. Cette fonc-
tion a également été démontrée direc-
tement pour la protéine Awd [14].
Des séquences de NDP kinases ont
été obtenues chez différents organis-
mes, procaryotes comme Myxococcus
xanthus [5] et E. coli [17] ou eucaryo-
tes comme le rat [6]. Ces différentes
séquences sont treés conservées
puisqu’il existe 43 % de résidus iden-
tiques entre I’enzyme de E. coli et
I’enzyme humaine.

NDP kinases
et prolifération tumorale

L’ADNc correspondant au gene nm23
a été isolé par Steeg et al. [13] par
criblage différentiel de banque
d’ADNCc avec des sondes ARNm iso-
lées de lignées de potentiel métasta-
tique variable provenant d’un méla-
nome murin (K1735). L’expression
de ce gene est forte dans des lignées
peu agressives, alors qu’elle se trouve
diminuée dans des lignées a fort
potentiel métastatique. Des expérien-
ces de transfection de lignées K1735
tres agressives avec le genc nm23
murin montrent une diminution de
leur potentiel métastatique corrélée a
une plus forte expression du produit
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de ce gene [18].

L’identification de Nm23 comme une
NDP kinase nous a conduits a analy-
ser le taux de cette enzyme dans des
extraits tissulaires provenant de car-
cinomes du sein, du célon, du col
utérin et d’un cas de mélanome
malin. La mesure de I’activit¢ NDP
kinase et I’analyse par immunotrans-
fert (Western blot) a I’aide d’un
immunsérum anti-NDP kinase A
humaine nous ont permis d’observer
dans les tissus néoplasiques, une forte
augmentation du niveau de ’enzyme,
comparé a celui observé dans les tis-
sus normaux correspondants [19].
Ces anticorps marquent également
fortement les cellules tumorales sur
coupes histologiques (figure 2). 1l
s’agit donc d’une augmentation du
niveau de la protéine dont on ne sait
pas si elle correspond a une activa-
tion de I’expression ou a une ampli-
fication du gene. L’identité entre les
séquences de la protéine Nm23-HI et
la NDP kinase A purifiée a partir des
érythrocytes idique que I’enzyme
exprimée dans les tumeurs n’est pas
une protéine mutée. Sur cette pre-
miére série limitée de tumeurs, nous
n’avons pas observé de diminution
du taux de NDP kinase en relation
avec le potentiel métastatique. Une
étude complémentaire concernant une
centaine de tumeurs mammaires, a

confirmé I’augmentation du niveau
d’expression de la NDP kinase plus
importante dans les tumeurs malignes
que dans les lésions bénignes. Cepen-
dant, aucune corrélation n’a été
observée entre le taux d’expression de
I’enzyme et le risque d’extension
métastatique (degré d’envahissement
ganglionnaire axillaire) et d’autres
marqueurs pronostiques [20]. Nos
résultats sont donc en contradiction
avec d’autres études sur les tumeurs
du sein [21, 22] qui montrent une
corrélation entre une forte expression
de Nm23 et un bon taux de survie
des patients. Cette contradiction est
peut-étre due a des différences dans
I’évaluation de !’expression de la
NDP kinase (activité enzymatique,
utilisation d’anticorps, ou mesure du
taux d’ARN messager) et dans le
choix du critere d’évaluation du
potentiel métastatique (nombre de
ganglions envahis ou taux de survie
des patients).

Il apparait donc que la relation entre
un faible taux de NDP kinase et un

fort potentiel métastatique n’est
observée finalement que dans des
séries relativement limitées de

tumeurs du sein et seulement dans
certains modeles de lignées cellulaires.
En revanche, on observe systémati-
quement dans les tumeurs malignes
et certaines tumeurs bénignes, une
augmentation du taux de NDP kinase
par rapport aux tissus normaux,
quoique dans des proportions varia-
bles [19, 20, 23, 24]. Ainsi, dans des
cancers du cblon, une forte augmen-
tation de la NDP kinase est observée
sans corrélation avec le potentiel
métastatique [23, 24]. Dans des cas
de neuroblastomes, une hyperexpres-
sion de la NDP kinase A est obser-
vée, d’autant plus forte que les sta-
des de la tumeur sont plus agres-
sifs [25]. L’augmentation du taux de
NDP kinase pourrait refléter 1’état de
prolifération cellulaire puisqu’une
étude sur des lymphocytes montre
que la NDP kinase augmente aprés
stimulation des cellules [26]. Un tra-
vail déja ancien sur la régénération
hépatique montre que celle-ci
s’accompagne aussi d’une augmenta-
tion de I’activit¢é NDP kinase [27].
Quel peut étre le role des NDP kina-
ses dans le contr6le de la proliféra-
tion tumorale ou le développement ?

On peut s’attendre 3 une augmenta- s————
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tion de Dactivité de I’enzyme lors
d’une synthese accrue des acides
nucléiques, ADN ct ARN ; d’ail-
leurs, plusicurs enzymes intervenant
dans les voies de biosynthese des
nucléotides sont plus actives dans les
tumeurs [28]. Il a également été sug-
géré que les NDP kinases, cn tant
qu’enzymes limitantes dans la
synthése des nucléosides triphospha-
tes, puissent agir sur la croissance de
la cellule par le contrdle de son équi-
libre énergétique et de son stock de
nucléosides triphosphates, une déré-
gulation favorisant une prolifération
anarchique des cellules [29]. Enfin,
ces enzymes pourraient ¢galement
intervenir plus spécifiquement en tant
que « GTP synthase » dans Dactiva-
tion des protéines liant les nucléoti-
des guanyliques.

NDP kinases et protéines
liant le GTP

La possibilité d’un role des NDP
kinases dans ’activation des protéines
liant les nucléotides guanyliques, aussi
appelées GTPases [30], a été formu-
léc depuis plus de dix ans pour la
polymérisation des microtubules [31]
et pour lactivation du systeéme
adénylate cyclase [32]. Longtemps
controversée et considérée comme
hérétique par la communauté scien-
tifique, elle a recu trés récemment
des supports expérimentaux supplé-
mentaires [33, 34]. Les GTPases
jouent un réle crucial dans toute une
série de processus comme la synthese
protéique, la transmission des signaux
transmembranaires, la prolifération,
la différenciation cellulairc ou la
transformation maligne [30]. Malgré
leur trés grande diversité, ’activation
des protéines liant les nucléotides
guanyliques est contrdlée par un
mécanisme commun : le passage de
la forme inactivée liée au GDP a la
forme activée liée au GTP fait inter-
venir un facteur d’échange. Le retour
a la forme inactive s’cffectue par
hydrolyse du GTP lié, duc a l’acti-
vité GTPase intrinseque de la pro-
téine, favorisée ou non par une
GTPase activating protein, GAP [30]. 11
a été propos¢ que les NDP kinases
puissent intervenir dans ce processus
(figure 3) en synthétisant le GTP a
proximité des GTPases ct en favori-
sant le transfert du nucléotide par un
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Figure 3. Schéma impliquant les NDP kinases dans I'activation des pro-
téines liant les nucléotides guanyliques. (A). Echange du nucléotide lié et
synthése du GTP & proximité. (B) Phosphorylation in situ du GDP lié.

processus de tunnélisation (channeling)
ou en phosphorylant m situ le GDP
lié sans dissociation du nucléotide et
donc, dans cette derniere hypothese,
sans nécessité d’un facteur
d’échange [35-39]. Compte tenu de la
forte concentration intracellulaire de
GTP (de 0,1 a 1 mM), les modeles
classiques d’activation des protéines
liant le GTP considérent que la dis-
ponibilité du nucléotide n’est pas un
facteur limitant. Néanmoins, in vivo,
les cycles d’activation des GTPases et
d’hydrolyse du GTP peuvent étre
extrémement rapides [36], ce qui est
susceptible d’augmenter considérable-
ment la concentration locale de GDP.
Dans le cas d’une compartimentali-
sation des pools de nucléotides, une
synthese treés efficace de GTP parait
étre nécessaire au maintien de la sti-
mulation. Dans ce sens, des données
cinétiques sur l’activation des syste-
mes adénylate cyclases suggérent que
le GTP synthétisé localement pourrait
étre plus efficace pour I’activation que
le GTP exogene 39, 40].

Une association physique entre NDP
kinases et protéines liant le GTP a
été rapportée dans un certain nom-
bre de cas, comme celui du facteur
d’initiation eIF2 [41], de petites pro-
téines liant le GTP [43], de la sous-
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unité a de la protéine Gs de foie de
rat [44] et des microtubules [14, 31,
42]. Le réseau microtubulaire de cel-
lules de drosophile peut étre décoré
par des anticorps anti-NDP kinases et
les chromosomes de larves homozygo-
tes pour la mutation nulle du geéne
awd ressemblent a2 des chromosomes
de cellules traitées a la colchi-
cine [14], suggérant une désorganisa-
tion du systtme microtubulaire.
Cependant, I’interaction micro-
tubules-NDP kinase ne semble pas
directe [42, 45], et aucune indication
d’un effet de la NDP kinase sur la
polymérisation de la tubuline in wvitro
n’a pu étre trouvée (R. Melki, M.F.
Carlier, communication personnelle)
Il est aussi possible que 'aspect des
chromosomes chez les mutants soit
dG a un défaut d’activation d’une
petite protéine G, Ran, indispensable
a la condensation des chromoso-
mes [46].

Un certain nombre de données ciné-
tiques d’activation et d’inhibition de
systemes de transduction de signaux
transmembranaires suggeérent ’inter-
vention de NDP kinases dans des
processus réglés par des grandes pro-
téines G hétérotrimériques. C’est le
cas de l’activation muscarinique des
canaux potassiques de cellules cardia-

ques de grenouille [36], de la stimu-
lation de la NADPH oxydase, de la
régulation de I’affinité des récepteurs
pour le peptide FMLP* dans des cel-
lules HL60 et de I’inhibition ou
I’activation de systemes adénylate
cyclases (cités dans [39]).

La démonstration d’un role des NDP
kinases dans D’activation des GTP
ases se heurte a des difficultés expé-
rimentales. Ainsi, pour tester I’hypo-
thése d’une phosphorylation iz situ du
GDP lié a la protéine, il est essentiel
de s’assurer qu’il n’y a pas de disso-
ciation du nucléoside diphosphate,
substrat potentiel de la NDP kinase.
A cet égard, la démonstration d’une
phosphorylation in situ du GDP lié
aux sous-unités a des protéines Gs et
Go hétérotrimériques [37] est apparue
critiquable [38]. Cependant, il a été
montré trés récemment par des expé-
riences utilisant des protéines puri-
fiées recombinantes que le GDP lié
a ARF (ADP ribosylating factor) pouvait
étre phosphorylé in situ par I’addition
de NDP kinase sans dissociation du
nucléotide [33]. II n’est pas connu a
ce jour si d’autres complexes GDP-
GTPases peuvent étre « substrats » de
NDP kinases.

Un autre argument en faveur d’une
interaction physiologique entre NDP
kinase et systémes des protéines liant
le GTP vient de I’analyse de mutants
de drosophile. En effet, une mutation
ponctuelle du geéne awd appelée kpn
(killer of prune) est une mutation létale
conditionnelle dominante qui, seule,
ne présente pas de phénotype parti-
culier, mais est létale en association
avec la mutation prune, ce qui suggere
une interaction fonctionnelle entre les
produits de ces deux geénes [47, 48].
La séquence de ’ADNc correspon-
dant au locus prune vient d’étre déter-
minée [34] et correspond a une pro-
téine qui présente des similarités avec
le domaine catalytique d’une GAP.
Ainst une NDP kinase pourrait inter-
agir avec une protéine GAP pour le
contrdle de I’activité d’une petite pro-
téine G de type Ras. Il est possible
que les produits de ces deux genes
interagissent au sein d’un réseau
complexe comme les systémes
GAP/Ras/Rap qui ont été décrits
pour la régulation des canaux potas-

* FMLP : Formyl-Met-Leu-Phe, peptide chimiotac-
tique attirant les neutrophiles.
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siques [49]. Dans cette perspective, la
possibilit¢ d’unc interaction NDP
kinasc/GAP dans les signalosomcs,
complexes multiprotéiques impliqués
dans la transmission des signaux
mitotiques, devrait ¢tre testée.

En conclusion, il apparait quc les
NDP kinases pourraient jouer un role
majeur dans le contrdle de Pactivité
des protéines liant le GTP. Compte
tenu de la multiplicité des cibles
potenticlles des NDP kinases, des
altérations dans l’expression de ces
cnzymes devraient avoir des cffets
pléiotropes sur le fonctionnement de
la cellule. I.’activation pourrait étre
directe ct, dans certains cas, court-
circuiter les protéines d’échange,
comme le montrent les résultats rela-
tifs a la protéinc ARF, ou indirecte
par modification du rapport des con-
centrations GTP/GDP. Des résultats
tres récents indiquent que des modi-
fications locales de ce rapport pcuvent
avoir unc incidence sur la proliféra-
tion ccllulaire. Ainsi, unc mutation
dans lc gene dlg codant pour unc pro-
téinc homologuc a unc guanylate
kinasc (cnzyme catalysant la synthése
de GDP) cst responsable de la forma-
tion de tumecurs chez la drosophile.
Cette mutation induirait un défaut
dans la synthesc locale de ce nucléo-
tide, d’ou unc altération du rapport
GTP/GDP ct unc activation dcs
GTPascs impliquées dans la prolifé-
ration des ccllules épithéliales de la
mouche [50].

La rclation cntre une faible cxpres-
sion dc NDP kinasc ct lc potenticl
métastatique des cellules tumoralcs,
qui a récemment focalisé I’attention
sur cette enzyme, nc préscnte pas le
caractére général qu’on aurait voulu
lui attribuer. Les données montrent
que les cellules tumorales présentent
un fort taux de NDP kinases qui
pourrait servir de¢ marqueur, au
moins dans certains types de cancers,
cc qui mériterait certaincment  des
études cliniques approfondics. La tres
récente identification, comme unc
forme monomérique ou dimérique de
NDP kinase, d’un facteur cxcrété,
inhibitcur de la différenciation ouvre
des perspectives absolument nouvel-
les [51]. Le développement d’outils
comme les anticorps ou les sondes
spécifiques vont permettre, dans un
avenir proche, de préciser le rdle
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mes dans le développement, la proli-
fération ct éventuellement la différen-
ciation de ccllules normales ou
tumorales Wl

Summary

NDP kinases, development and
cancer : an action through GTP
binding proteins ?

NDP kinases are ubiquitous enzy-
mes essential for the synthesis of
nucleoside triphosphates other than
ATP. The recent identification as
NDP kinases, of the Awd protein
crucial for drosophila development
and of the Nm23 protein involved
in mammalian tumor malignancy
indicates that these enzymes could
be involved in the control of deve-
lopment and cancer. The observa-
tion of an inverse corrclation bet-
ween the expression of Nm23 and
the metastatic potential appears to
be restricted to some studies on
breast tumors and to some cell
lines. Rccent data point to an
ovcer-expression of NDP kinases in
solid tumors as comparcd to cor-
responding normal tissues, pro-
bably related to the proliferative
state of the tumoral cells. The
mechanism of this overexpression
is unknown but could be rclated
to the proposed role of NDP kina-
ses in GTPases activation which
could act either by direct phos-
phorylation of the bound GDP, or
by synthetizing GTP within com-
plexes involved in GTP
channeling.
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