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Hexokinase mitochondriale,
enzyme clé

de la bioénergétique
cellulaire :

une cible potentielle

pour une thérapeutique
anticancéreuse

L’hexokinase (HK), en catalysant la phosphorylation du glu-
cose, joue un role capital dans le métabolisme de tissus dont
le glucose est la source d’énergie. Parmi les quatre iso-
formes connues, HK-IV ou glucokinase est majoritaire dans
le foie mais HK-I I’est dans le cerveau, le rein et dans les tu-
meurs malignes. Elle est libre et cytoplasmique, ou liée et an-
crée a la mitochondrie, ce qui augmente considérablement
son activité enzymatique. On pense qu’il existe un controéle
de sa fonction fondé sur des changements de conformation
entre formes libres et formes liées, ce qui permet de com-
prendre la cinétique enzymatique de 'HK-I. Cette enzyme
constitue un intermédiaire essentiel entre le cycle oxydatif
et la glycolyse : sa régulation par ancrage porinique consti-
tue un systéme performant d’adaptation aux modifications
des apports en oxygéne ou en glucose. Dans les tumeurs ma-
lignes, la glycolyse est active méme en aérobiose, et 'HK-I
mitochondriale contribue a maintenir une activit¢é métabo-
lique intense, méme en hypoxie : cette enzyme pourrait
donc se révéler étre une cible thérapeutique intéressante.

hexokinase (HK: ATP:
D-hexose 6-phosphotrans-
férase, EC 2.7.1.1) catalyse
la premiére étape de la
glycolyse. Sa double locali-
sation intracellulaire libre ou liée a la
mitochondrie est caractéristique, et
conduisit Wilson a qualifier I’"HK
d’enzyme «ambiquitaire» [1]. La

fraction liée est en équilibre avec la
fraction soluble, cet équilibre pou-
vant étre a tout moment modifié en
cas de stress métabolique. En cela,
I’'HK s’apparente aux heat shock pro-
teins, qui sont guidées vers la mito-
chondrie par un peptide signal, tout
comme I’'HK est guidée par sa

séquence N-terminale. La conséquen- s
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ce de la liaison mitochondriale de
I’HK est une élévation immédiate et
importante de la glycolyse. Parmi les
quatre isoenzymes de I'HK, I'HK-I fait
I'objet d’un intérét tout particulier di
a I'importance de la glycolyse dans le
métabolisme des cancers car I'HK-I
est I'isoenzyme majoritaire dans les
cellules tumorales.

Localisation tissulaire des isoenzymes
de I’hexokinase et équilibre dyna-
mique

Les quatre isoenzymes se distinguent
par leur localisation tissulaire et par
leurs propriétés cinétiques; elles sont
codées par des genes différents
(Tableau I). L’'HK-I est présente dans

tous les tissus. La concentration de
cette isoenzyme est élevée dans le
rein et le cerveau ou elle est liée a
70 % aux mitochondries [1]. Dans le
tissu cérébral, elle est plus concen-
trée dans la substance grise que dans
la substance blanche [2]. Dans le
rein, elle est faiblement représentée
dans le cortex, intermédiaire au
niveau médullaire, et élevée au
niveau papillaire [3]. La proportion
d’HK-I liée aux mitochondries est
élevée au niveau du tube contourné
distal-terminal, zone d’échanges
ioniques dépendants de I’ATP. Les
isoenzymes [-II1 sont soumises a un
équilibre qui varie en fonction du sta-
tut physiologique du tissu concerné:
une redistribution de 'HK-I vers la

Tableau |

CARACTERISTIQUES DES ISOENZYMES DE L'HEXOKINASE

Isoenzymes Localisation tissulaire Caractéristiques
et distribution enzymatiques
HK-I Ubiquitaire?, majoritaire Substrats:
dans le rein D-glucose D-fructose
cortex: HK libre D- mannose
médullaire: HK libre/liée Propriétés cinétiques :
papillaire: HK liée K. glucose faible (0,1 mM)
dans le cerveau
substance blanche: HK libre V., glucose élevée
substance grise: HK liée Inhibition:
Glucose 6-phosphate
MM: 100 kDa
Muscle squelettique® Régulation: Insuline
HK-1I Glandes mammaires® MM: 100 kDa
Tissu adipeux®
HK-IH Rate MM: 100 kDa
Foie
HK-IV Foie: libre Substrats :
ou Pancréas: D-glucose
Glucokinase HK libre et liée Propriétés cinétiques :

K., glucose élevée (10 mM)
V...xglucose faible
Régulation HK-IV hépatique:
Insuline, glucagon, biotine
Triiodothyronine
Inhibition HK-IV
pancréatique:
Glucose (?)
Pas d’inhibition par:
Glucose-6-phosphate
MM: 50kDa

a. L’hexokinase est retrouvée dans tous les tissus.

b. La distribution intracellulaire de I’hexokinase est variable en fonction du stimulus insulinique.
(?): la régulation de la glucokinase pancréatique par le glucose est discutée.

m/s 1° 8. vol. 11, aotit 95



Figure 1. A. Vue sté-

réoscopique du
complexe HK-B de
levure - O-toluoyl-
glucosamine (HK-B,
A chaine carbonée en

vert et OTG, en vio-
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mitochondrie s’effectue de facon trés
rapide en cas d’ischémie cérébrale. A
partir d’'un modéle de poulet, Knull
et al. ont montré une augmentation
de I'HK cérébrale liée de 53% a 83%,
30 et 150 s aprés décapitation [4].
L’HK-II est retrouvée dans les tissus
dépendants de l'insuline, tels le
muscle squelettique, le tissu adipeux
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et la glande mammaire. L’ancrage
mitochondrial dépend de I'insuline
et des anticorps anti-insuline permet-
tent de solubiliser P'HK-II mitochon-
driale [5]. L’HK-III est retrouvée
dans la rate et le foie ou elle est prin-
cipalement liée aux mitochondries
[6] et au niveau de la membrane
nucléaire [7].

let). Les premiers
acides aminés de I'HK n’ayant pas
été vus par diffraction des rayons X,
les numéros des résidus donnés ici,
qui correspondent a la numérotation
dans la PDB (protein data bank), sont
différents de ceux dans la séquence
obtenue chimiquement (donnés
dans le texte). Nous avons fait appa-
raitre ici les chaines latérales des
acides aminés interagissant avec la
partie glucose de la molécule d’OTG
(Asn'®, Asn?’, Asn?% en rouge), les
chaines latérales des acides aminés
intervenant dans la fixation du gluco-
se par 'HK-I de mammifére (Asp',
Glu?¥, Glu?®® en orange) et les zones
supposées d’interaction avec I'ATP
(résidus 61 a 82 et 207 a 226, en vio-
let) ainsi que la sérine 137 phospho-
rylée en présence d’ATP (en bleu
foncé). B. Coupe du site de fixation
du glucose de 'HK-B de levure. La
molécule d’OTG est représentée en
violet, les acides aminés interagis-
sant avec la partie glucose de la
molécule d’'OTG (Asn'8, Asn?'s,
Asn?*5) sont représentés en rouge,
les autres acides aminés de I'HK
visibles sur cette coupe sont repré-
sentés en bleu.

L’HK-IV, ou glucokinase, dont I’acti-
vation et la synthése sont sous le
controle de I'insuline, de la biotine
et de la trilodothyronine, est trouvée
majoritairement dans le foie. Elle est
inhibée par le glucagon via I'’AMPc.
L’activité de la glucokinase dans les
cellules B-pancréatiques est unique-

ment sous le contréle du glucose m—
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[8], encore que cette régulation elle-
méme soit contestée. L.a glucokinase
hépatique est présente sous forme
libre a des concentrations en glucose
de 15 a 30 mM, liée aux microfila-
ments du cytosquelette en présence
de 5.mM de glucose [9] et mito-
chondriale dans les ilots de l.ange-
rhans du pancréas [10].

Caractéristiques cinétiques

Selon leurs propriétés cinétiques, on
distingue deux groupes d’hexoki-
nases. L.es HK-I, HK-II et HK-III ont
une forte affinité et une constante de
Michaelis (K,,) faible pour tous les
hexoses (environ 0,1 mM), libres ou
en solution, elles sont fortement inhi-
bées par le glucose 6-phosphate
(G6-P). L’inhibition par le G6-P de
I’HK-I liée est inféricure a celle de la
forme libre. I’HK-IV est spécifique
du glucose, n’est pas inhibée par le
G6-P et a un K, plus élevé (environ
10 mM). Elle a une fonction de stoc-
kage du glucose sous forme de glyco-
gene dans le tissu hépatique [11].

Génes et structures peptidiques

Les génes codant pour les HK-I, HK-
II et HK-III proviendraient de la
duplication/fusion d’un géne ances-
tral qui aurait codé pour une protéi-
ne de 50 kDa. Le géne de I'HK-I
humaine est localisé sur le chromoso-
me 10 en position q22; il est transcrit
sous forme d’'un ARNm de 2,9 kb
[12]. Les genes codant pour les deux
autres isoenzymes n’ont pas encore
¢été localisés. L.e geéne de la glucoki-
nase est localisé sur le chromosome 7
(7p). La glucokinase est un polypep-
tide de 465 acides aminés d’'une mas-
se moléculaire de 50 kDa. Elle pré-
sente, respectivement, 53 % ct 33%
d’analogie de séquence avec la moi-
tié C-terminale de I’'HK-I de cerveau
de rat [8]. Les HK-I, HK-II et HK-III
sont des polypeptides de 918 acides
aminés, d’'une masse moléculaire de
100 kDa. Les HK-I du tissu rénal
humain, de cerveau de rat et de
bovin et d’hépatocarcinome de sou-
ris sont largement homologues. Les
deux sous-unités C- et N-terminales
présentent une identité de séquences

* La numeérotation de la PDB ne tient pas compte
des premiers acides aminés qui n’'éaient pas visibles
sur les images de diffraction des rayons X.

de 68 % entre elles et chacune de
60 % avec I’HK de levure.

L’hexokinase de levure, modéle de
structure wridimensionnelle

Du fait de la forte identité de structu-
re entre les HK de mammifere et de
levure (HK-A et HK-B), il est pro-
bable qu’elles présentent de fortes
similitudes dans leurs repliements tri-
dimensionnels. La structure des HK
de levure ayant été déterminée par
cristallographie, I'étude de leurs rela-
tions structure-fonction est plus aisée
et on en a déduit des informations
relatives au fonctionnement des HK
de mammifére. Anderson et al. [13]
ont déterminé la structure du com-
plexe HK-B-OTG (O-toluoylglucosa-
mine). [L.a molécule d’OTG est un
inhibiteur compétitif de la fixation
du glucose qui se lie a 'HK-B en
adoptant la méme conformation que
le glucose, au niveau du site accep-
teur. ’affinement a 2,1 A de la struc-
ture du complexe a permis de mettre
en évidence trois acides aminés dont
les chaines latérales interagissent
avec les groupements hydroxyls 3 et 4
de la molécule d’OTG. Ce sont les
résidus asparagine en positions 210,
237 et 267 (figures 1A et 1B, les numé-
ros des résidus donnés sur les figures
correspondent a la numérotation de
la protein data bank, PDB), soit respec-
tivement, 189, 215 et 245%*), elles sont
conservées dans les HK de mammife-
re correspondant, dans la sous-unité
C-terminale de I'HK-I, aux résidus
asparagine 656, 683 et 706 et, dans la
sous-unité N-terminale, aux résidus
asparagine 208, 235 et 258.

Selon Arora et al. [14], dans le cas de
I’HK-1 de mammifére, ce sont, res-
pectivement, les résidus Asp?™, Glu®**
et Glu*™, Asp*7, Glu™ et Glu” dans
chacune des deux sous unités qui
interviendraient dans la fixation du
glucose. Ces résultats sont transpo-
sables a I'HK de levure en ce qui
concerne ces résidus (qui correspon-
dent dans HK-B aux résidus Asp®'!,
Glu*® et Glu*? (soit Asp"”, Glu*",
Glu** selon la PDB). Sur la figure 1B,
le résidu Glu*? (Glu® selon la PDB)
semble tres ¢loigné du substrat. Cela
est di au fait que tous les atomes
n’ont pas été vus en cristallographie;
I'orientation de la chaine latérale
n’est donc pas connue avec certitude.
Cependant, la distance entre le car-

m/s n°8, vol. 11, amit 95



bone a du Glu*? et le groupement
hydroxyl en position 6 de OTG est de
12,2 A et la distance entre le carbone
o ct les oxygeénes terminaux de ce
résidu peut atteindre 10,8 A. En sup-
posant que ce résidu adopte une
orientation différente de celle de la

Hexokinase de levure A

ATP 8 : . e
Sigwre 1B, il serait possible qu’il inter-
* agisse avec le glucose. La sérine'™,
1 ADP + sérine' selon la PDB (correspon-

dant dans HK-I aux résidus sérine
155 et 603, selon Arora et al.) est trop
éloignée du glucose pour que le
transfert d’'un phosphate puisse se
faire directement entre les deux (dis-
tance Ca - C,OTG: 11,1 A). Cette
constatation a également été faite
B dans le cas des HK de mammiféres.
En ce qui concerne le site de fixation
de I'ATP, il est possible d’avoir une
idée de sa localisation par la mise en
évidence de similitudes de replie-
ment entre I'HK de levure, 'actine et
la protéine de choc thermique (/eat
shock protein, hsp 70) [15], dont les
T structures sont trés proches de celle
de I'HK-L.

Glucose

Sites accepteurs de glucose

Sous-unité N-terminale Site actif

Séquence —p
de ciblage Site phosphorylant Sous-unité C-terminale

Phosphorylation du glucose, role de

3 la conformation tridimensionnelle
Poche de rétention

du G6-P

Arora el al. ont montré que seule la
sous-unité¢ C-terminale est catalytique
[16] alors que les deux sous-unités
possedent un site accepteur de gluco-
se. La substitution des acides aminés
du site accepteur de la moitié C-ter-
minale empéche la fixation du gluco-
se ct sa phosphorylation [16]. Une
substitution identique dans la sous-
unit¢ N-terminale empéche la fixa-
tion du glucose sans perte de 'activi-
té catalytique de la protéine [16].
L’analyse de la séquence suggére un
domaine de liaison de I'ATP dans
3 chacune des sous-unités [17]. Quant
au mécanisme de phosphorylation,
Arora et al. postulent I'existence d'un
site de fixation de I'ATP sur chacune
des deux sous-unités de I'HK-I de
mammifére. L’étude de 'HK de levu-
re a fait proposer par Bennett et
Steitz [18] que la sérine proche du
site accepteur du glucose serait phos-
phorylée. Dans cette hypothése, un
groupement phosphate serait transfé-

2

Hexokinase-l libre

Figure 2. Mécanisme de phosphorylation du glucose par 'HK de levure et de
mammifére, faits et hypothéses. A. L'HK de levure fonctionne en dimére (1).
Un repliement est induit lors de la fixation du glucose sur le site accepteur.
Une molécule d’ATP serait alors captée au sein du dimére,; un rapproche-
ment suffisant avec une molécule de glucose permettrait alors un transfert
direct du phosphate, ou le phosphate serait transféré sur un acide aminé de
I'HK et la phosphorylation du glucose serait secondaire (2). B. L’HK de mam-
mifére est dimérique. Elle porte deux sites accepteurs du glucose (1). La fixa-
tion du glucose s’accompagne d’'un changement de conformation des sites 5, .
accepteurs. Ce changement de conformation pourrait permettre l'interaction ‘¢ SCC"“d"‘”‘C!"C’“ sur le g'“c"sc-
du glucose fixé sur le site en C-terminal avec un site de I'extrémité N-termi- Bennett et Steitz ont montré que la
nale, phosphorylé au contact d’une molécule d’ATP (2). Une poche acceptri- 1ixation du glucose modifie la confor-
ce du G6-P formé serait alors constituée (3) et la présence du G6-P inhiberait mation tri-dimensionnelle de 1'HK,
transitoirement la phosphorylation ultérieure du glucose. resserrant son emprise sur la molécu-

le de glucose (figure 1B). Ce premier s
m/s n8, vol 11, amt 95 125
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changement de conformation empri-
sonne le glucose et pourrait contri-
buer a la formation de la poche
acceptrice du G6-P. Ce dernier point
est confirmé par la perte d’accessibili-
té de ce site a des compétiteurs du G6-
P aprés interaction avec le glucose.
[.e mécanisme de transfert d'un
phosphate de I'ATP vers le glucose
reste a définir: une hypothése origi-
nale serait que le glucose fixé sur le
site catalytique C-terminal interagi-
rait avec un site phosphorylé de la
moitié N-terminale. Un argument en
faveur de cette hypothése vient de
I'étude de I'HK de levure qui fonc-
tionne en dimeére [13, 18]: un seul
glucose est phosphorylé pour deux
HK, suggérant unc complémentarité
de deux molécules d’'HK (figure 2A).
L.e glucose interagirait alors avec un
phosphate transféré de 'ATP, transi-
toirement capté par le repliement
d’une molécule d’HK sur une autre,
cette interaction permettant le rap-
prochement, critique pour I'activité
enzymatique, entre un glucose et un
site accepteur de phosphate. Cette
hypothése est compatible avec I'ana-
lyse de structure, qui révele un espa-
ce disponible entre deux HK interac-
tives, juste suffisant pour capter une
molécule unique d’ATP.

[’inhibition par le G6-P pourrait se
faire, soit par fixation d'une molécu-
le de glucose sur le site accepteur de
I'extrémité C-terminale — elle y serait
phosphorylée, inhibant transitoire-
ment la fixation du glucose libre —,
soit la molécule de glucose phospho-
rylée au site actif migrerait dans une
structure voisine du site accepteur.
Le site de fixation du glucose ainsi
libéré serait de nouveau disponible,
mais I'encombrement créé par le
G6-P bloquerait transitoirement la
phosphorylation, rendant inacces-
sible le glucose fix¢é ou empéchant
I'interaction avec I'ATP. Le G6-P se
fixe sur 'HK comme TI'ont montré
Jarori et al. [19]: ces auteurs, étu-
diant la distance qui sépare les sites
de fixation du glucose et du G6-P,
ont montré que les sites étaient dis-
tincts, respectivement a 11 A et 8 A
du site catalytique de I'HK, suggérant
une régulation allostérique.

Une différence essentielle entre I'HK
de levure et I'HK non liée de mam-
mifére tient dans I'inhibition par le
G6-P de cette derniere. Cette diffé-
rence tend a disparaitre lorsqu’elle se

lie a la mitochondrie, peut-étre grace
a des changements de conformation
scelon que I'HK est libre ou ancrée
dans la mitochondrie (figure 2B). Dans
la conformation de I'HK-1 libre, la
poche de fixation du G6-P serait for-
mce et inhiberait la phosphorylation
ultérieure du glucose. Dans la
conformation liée, I'interaction entre
I'extrémité N-terminale et la porine
maintiendrait une structure telle que
la poche acceptrice du G6-P ne serait
pas formée, le G6-P serait immédiate-
ment libéré, comme pour I'HK de
levure. Cette hypoth¢se permet de
rendre compte des changements tres
rapides (5 min au plus) de cinétique
d’activité de I'HK-1, selon qu’elle est
sous forme libre ou liée.

L’hexokinase
et les porines
mitochondriales

[’HK-I est liée a la membrane exter-
ne mitochondriale au niveau de
porines, ¢galement appelées VDAC
(voltage-dependent anion channel) [20]
(figure 3). 1l existe quatre geénes
connus codant pour les protéines de
type VDAC [21]. Les porines mito-
chondriales sont distribuées de
facon aléatoire sur la membrane
externe mitochondriale et présen-
tent deux états fonctionnels,
«ouvert » ou « fermé », controlés par
le potenticl électrique membranai-
re. Certaines porines sont localisées
a des points de contact entre les
membranes interne et externe des
mitochondries et I'HK se fixerait
préférenticllement sur les porines
localisées a ces points de contact
[22]. lLes porines permettent
I’échange de molécules chargées
négativement, comme I’ATP et
I’ADP, dont la translocation est assu-
rée par unc ADP/ATP translocase
[23]. Les porines font partie d’un
complexe comportant le récepteur
ériphérique des benzodiazépines et
I’ADP/ATP translocase (figure 3)
[24]. Cet ensemble a pour fonction
essentielle I'échange entre 'ATP
mitochondrial et I'ADP cytosolique.
[.’HK-I interagit avec la porine par
I'intermédiaire de son extrémité N-
terminale [25]. L.’intégrité de la
séquence des douze acides aminés
N-terminaux est nécessaire a
I’ancrage mitochondrial. Une
construction chimérique d’une
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séquence nucléotidique codant
pour les quinze derniers acides ami-
nés de I'HK-I associée a un gene
rapporteur incorporé dans un vec-
teur d’expression a été utilisée afin
de déterminer la séquence respon-
sable de la fixation de I'HK sur la
mitochondrie. A cette fin, des délé-
tions portant sur la séquence N-ter-
minale ont été réalisées. Des délé-
tions de plus de quatre acides
aminés entrainent une perte
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d’ancrage mitochondrial [25]. Par
ailleurs, ces mutations portant sur
I’extrémité N-terminale n’ont pas
d’effet sur D'activité catalytique ou
régulatrice de I'HK-I [16]. Une per-
te d’ancrage est également observée
aprés protéolyse de HK-I par la chy-
motrypsine qui permet de libérer
un fragment N-terminal de 10-kDa,
ou par des anticorps dirigés contre
cette région (Oudard et al, manus-
crit en préparation).

Figure 3. Ancrage mitochondrial de
F'HK de mammifére. A. Interaction
entre la porine (voltage dependent
anion channel, VDAC) présente sur la
membrane externe de la mitochon-
drie et I'HK. L’ancrage est assuré par
I'extrémité N-terminale de I'HK, par
un peptide de ciblage d’environ 12
acides aminés. Les molécules d’ATP
synthétisées sont transportées hors
de la mitochondrie par I'ADP/ATP
translocase située du cété mitochon-
drial interne de la porine. B. Hypo-
théses relatives aux changements de
conformation tridimensionnelle de
I'HK liée et a la phosphorylation du
glucose. Le premier changement
concerne le resserrement du site de
fixation dii glucose (démontré). En 2,
la transphosphorylation de I’'HK s’ef-
fectuerait a partir d’'un phosphate de
I’ATP. En 3, le rapprochement entre
le site phosphorylé de I'HK et le glu-
cose fixé permettrait le transfert du
phosphate. Les étapes 4 et 5 seraient
propres a I'enzyme HK liée: I'HK est
ancrée dans la membrane mitochon-
driale par l'intermédiaire de la sé-
quence peptidique N-terminale. Cette
interaction empécherait la formation
de la poche acceptrice du G6-P for-
mé, qui serait immédiatement libéré,
étape 6, et ainsi n’inhiberait pas la
phosphorylation ultérieure du gluco-
se. Au contraire, dans I'HK libre, la
poche acceptrice de G6-P se forme-
rait et inhiberait transitoirement I'HK,
comme représenté sur la figure 2.

L’ancrage mitochondrial de I’'HK-I
augmente son activité : le flux glycoly-
tique de I'HK liée est supérieur a
celui de I'HK libre. Dans des homo-
génats de glioblastomes, Graham et
al. montrent que l'affinité de I'HK
pour le glucose est identique entre
les glioblastomes et la lignée astrocy-
taire témoin; en revanche, la ciné-
tique de I'activité enzymatique est 2,5
fois plus élevée dans les glioblas-

tomes [26]. Les différences ciné- m—
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tiques observées montrent que la
phosphorylation du glucose par I'HK
liée est plus efficace que par I'HK
libre. Ce meilleur rendement enzy-
matique de I'HK liée pourrait égale-
ment étre di 2 un accés préférentiel
de I’ATP produit par la mitochondrie
et transporté via les porines [27]. Il
est possible également que I'interac-
tion de I'HK avec la porine contribue
a maintenir ce canal en position
«ouverte » augmentant le flux d’ATP.
Comme suggéré ci-dessus, I'interac-
tion entre porine et HK maintien-
drait cette derniére dans une confor-
mation telle que celle-ci ne serait plus
inhibée par le G6-P. De plus, 'HK
liée, stabilisée par son ancrage mito-
chondrial, serait protégée des pro-
téases et moins thermolabile. Sa
demi-vie serait de ce fait prolongée
par rapport a celle de 'HK libre.
Enfin, le gradient de concentration
d’ATP en présence d’ions Mg* au
site porinique pourrait contribuer a
maintenir la liaison de I'HK sur la
mitochondrie: en utilisant de 'ATP
marquée, Gots e al. ont montré que
I’'HK liée aux mitochondries de foie
de rat a une meilleure affinité pour
I’ATP mitochondriale que pour
I’ATP cytosolique [28].

Il en résulte que les cellules ayant une
activité HK liée majoritaire par rap-
port a une activit¢é HK libre présen-
tent un avantage énergétique lié a
une glycolyse plus active. Mais surtout
la mobilisation de I'HK libre vers la
mitochondrie représente un mécanis-
me de contrdle quasi immédiat aux
situations de stress créées, soit par
une carence en glucose, soit par une
anoxie, dans des tissus sensibles com-
me le tissu cérébral. Cette mobilisa-
tion apparait également comme un
mécanisme d’adaptation des cellules
tumorales a développement rapide.

L’hexokinase
dans les cellules
cancéreuses

Warburg fut le premier a mettre en
évidence une glycolyse élevée dans
les tissus tumoraux dans des condi-
tions d’aérobiose, au contraire des
tissus normaux [29]. Des études
menées sur de nombreuses lignées
cellulaires tumorales montrérent une
forte activité glycolytique avec éléva-
tion de I'acide lactique associée a

mssmsmsm Une forte activité de I’'HK-I par rap-
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Tableau Il

TABLEAU COMPARATIF DE L'ACTIVITE RELATIVE D’HK-I
LIEE DANS DES TISSUS SAINS ET TUMORAUX

Origine des mitochondries

Activité spécifique de I'HK
(mU/mg de protéine)

Hépatome AS-30D

Foie

Foie en régénération
Rein

Cerveau
Ceeur
Intestin gréle
Muscle squelettique

1500-1800
3-8

495-690
54
16-106

D’apres [27].

port aux cellules normales de réfé-
rence (Tableau II ) [27]. Dans les
lignées tumorales, 50% a 70 % de
I'HK-I est lié aux mitochondries. Au
cours du développement d’un cancer
du foie, la glucokinase est majoritaire
au début, progressivement remplacée
par I’'HK-II, modérée puis élevée a un
stade avancé [30], et 50 % de cette
HK est liée aux mitochondries [31].
Des fibroblastes d’embryon de poulet
montrent, aprés transformation par
le virus du sarcome de Rous, une
majoration du transport du glucose,
une élévation de la glycolyse et une
augmentation de 70 % a 100 % de
I'activité de I’'HK avec migration de
I’enzyme vers la mitochondrie.

Dans certaines tumeurs, notamment
d’origine neuroectodermique et
dans les hépatocarcinomes, une
déviation du métabolisme énergé-
tique vers la glycolyse est mise en évi-
dence. Le métabolisme du pyruvate
par les mitochondries est diminué en
raison du nombre réduit de ces orga-
nites dans les tumeurs a croissance
rapide, et/ou d'une utilisation préfé-
rentielle des substrats ADP et phos-
phates aux sites de transphospho-
rylation de la glycolyse. L"HK-I
entrainerait une diminution de la
respiration dans les cellules tumo-
rales [32]. Ainsi, dans le cas particu-
lier des hépatocarcinomes, on obser-
ve une variation de 1'équilibre entre
stockage et dégradation du glucose,
en raison d’une baisse de I'activité de
la glucokinase intervenant dans la
glycogenése et d’'une augmentation
quantitative de I'HK-II ainsi qu’un
meilleur rendement de leur activité
enzymatique.

L’augmentation de la proportion
d’HK-I mitochondriale dans les
tumeurs pourrait rendre compte, soit
d’une meilleure affinité de I'HK
pour les porines, soit de la synthése
d’une isoforme particuliere d’HK.
Fanciulli et al. ont démontré, apres
transfection de la lignée cellulaire
NIH-3T3 avec 'ADNc de 'HK-I (pro-
venant de tumeurs), une corrélation
entre I'augmentation de l'activité de
I'HK, le flux glycolytique et la crois-
sance cellulaire [33]. Cela indique
qu’'une augmentation de la synthése
d’HK, avec une migration majoritaire
de I’enzyme vers la mitochondrie,
constitue un systeme d’adaptation
aux nouvelles exigences de la cellule
aprés transformation et est associée a
une activité mitotique accrue.

Une élévation de la quantité d’HK
ancrée pourrait étre due a une aug-
mentation du nombre de porines par
cellule ou a une modification des
porines mitochondriales ou extra-
mitochondriales [20]. Dans un hépa-
tocarcinome de rat, la multiplication
par 3 du nombre de récepteurs pori-
niques [34] était accompagnée d’'une
multiplication par 100 de I’activité de
I’HK. Par ailleurs, Arora et al. ont mon-
tré, en séparant les mitochondries des
structures non mitochondriales a par-
tir de tissus sains et tumoraux, qu'il
existe dans les tumeurs une redistribu-
tion de I'HK-I liée des structures non
mitochondriales (cytosol et réticulum
endoplasmique) vers la mitochondrie
[20].

La proportion d’'HK ancrée pourrait
aussi étre liée a la syntheése d’une
nouvelle isoenzyme. Cependant, des
essais de liaison de I'HK provenant
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de tissu cérébral ou de tumeur sur
des mitochondries isolées ne mon-
trent pas de différence d’affinité.
Enfin, la répartition intracellulaire
de 'HK peut étre influencée par des
stress cellulaires, telle I’anoxie liée a
I’hypovascularisation fréquente dans
les tumeurs. Il en résulterait ainsi
une localisation mitochondriale, une
augmentation de I'activité de I'HK et
une déviation du métabolisme éner-
gétique vers la glycolyse [35].

Dans une étude récente portant sur
une série de 27 gliomes malins, I'acti-
vité totale d’HK-I détectée était globa-
lement inférieure a celle du cerveau;
en revanche, la proportion d’'HK liée
était constamment élevée, de 63 % en
moyenne [36]. La lonidamine, un
agent connu pour son activité anti-
glycolytique par inhibition de I'ancra-
ge mitochondrial de 'HK-I fut utili-
sée pour traiter des souris porteuses
de gliomes humains transplantés. Un
effet antitumoral fut obtenu, dont
I’amplitude dépendait du taux
d’ancrage mitochondrial de I'HK-I
(36]. Ainsi, il apparait que, dans cer-
tains cancers comme les gliomes dont
le métabolisme glycolytique permet
une adaptation a des stress, telle
I’hypoxie, bloquer la liaison mito-
chondriale de 'HK-I conduit a un
effet antitumoral majeur. Une
meilleure connaissance des modes de
régulation des activités enzymatiques,
appropriés aux besoins métaboliques
de certains cancers, permet de conce-
voir des approches thérapeutiques
spécifiques.

En conclusion, le controle de ’activi-
té de I'HK-I est lié a un équilibre
entre une forme libre et une forme
liée a la mitochondrie. La liaison
mitochondriale de I'HK apparait
fonctionnelle, transitoire et étroite-
ment dépendante de I'état physiolo-
gique de la cellule, conférant a celle-
ci  de nouvelles propriétés
enzymatiques, notamment en cas de
stress. Cette liaison s’effectue par un
mécanisme d’ancrage de la molécule
sur la mitochondrie, par le biais
d’'une séquence N-terminale, méca-
nisme que l'on peut observer au
niveau des protéines de choc ther-
mique. La conséquence de la liaison
mitochondriale de I'HK est une élé-
vation tres rapide de la glycolyse.
Une proportion importante d’HK-I
mitochondriale dans les tissus tumo-
raux pourrait expliquer la déviation,
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connue depuis longtemps, du méta-
bolisme énergétique vers la glycolyse.
La meilleure connaissance des méca-
nismes qui contrélent ce métabolis-
me ouvre un champ d’investigations
thérapeutiques. L’utilisation d’anti-
glycolytiques ciblés sur la liaison de
I’'HK-I a la porine pourrait conduire
a une application thérapeutique Bl

Summary
Mitochondrial hexokinase, a key

enzyme of cell bioenergetics: a pos-
sible target for anticancer therapy

The hexokinase (HK, ATP: D-hexose
6-phosphotransferase, EC 2.7.1.1)
catalyzes the glucose phosphoryla-
tion. The HK plays a critical role in
glucose-dependent tissues. Of the
four HK isoenzymes known, HK-IV
or glucokinase is found in the liver
and HKI in the brain, the kidney
and the malignant tumors. The HK-I
is either free or bound by its N-ter-
minal sequence to the external
membrane of mitochondria via
porines. HK-I mitochondria-binding
increases its activity. HK-I is a dimere
consisting on two subunits, homolo-
gous of the monomeric yeast HK
The HK- has not been cristallized,
however it is possible to deduce its
structure from that of yeast HK. An
hypothesis relative to the regulation
of its activity wvia its porin-binding
through conformational changes is
presented here: this hypothesis
allows to explain the HK-I kinetics.
HK-I is the intermediate between
oxidative processes and glycolysis: its
mitochondrial anchorage allows the
cells to adapt and optimize their
energy metabolism. In tumor cells,
glycolysis is active even in aerobic
conditions and mitochondrial HK-I
contributes to support a high meta-
bolic rate even in hypoxia: the bloc-
kage of HK mitochondria-anchorage
could be a basis of new therapeutic
approaches in cancer.
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