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Ces  trois  années  ont  été  riches  tant  sur  le  plan  scientifique  qu’émotionnel.  Trois  phrases  de  

trois  grands  scientifiques  résument  les  trois  étapes  par  lesquelles  je  suis  passée  au  cours  de  

cette  thèse. 
  

  

  

  

  

«  The  most   exciting  phrase   to  hear   in   science,   the   one   that  heralds  new  discoveries,   is  not  

'Eureka!'  but  'That's  funny...’  »  Isaac  Asimov.  

  

  

  

  

«  I  have  not  failed.  I  have  just  found  10,000  ways  that  won’t  work.  »  Thomas  Alva  Edison.	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
«  Most  people  say  that  it   is  the  intellect  which  makes  a  great  scientist.  They  are  wrong:  it   is  

character.  »  Albert  Einstein.  
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Résumé	
  
	
  

L’Hepatocyte	
  Growth	
  Factor/Scattor	
  Factor	
  (HGF/SF)	
  est	
  un	
  facteur	
  de	
  croissance	
  

multifonctionnel	
  dont	
  l’interaction	
  avec	
  le	
  récepteur	
  tyrosine	
  kinase	
  MET	
  est	
  essentielle	
  

pour	
  assurer	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  survie,	
  de	
  la	
  migration	
  et	
  de	
  la	
  morphogenèse	
  des	
  cellules	
  

épithéliales.	
   Ce	
   couple	
   ligand-­‐récepteur	
   est	
   également	
   impliqué	
   dans	
   des	
   processus	
  

cellulaires	
  favorisant	
  l’invasion	
  et	
  la	
  métastase	
  dans	
  le	
  cancer.	
  Dans	
  ce	
  contexte,	
  plus	
  de	
  

240	
  essais	
  cliniques	
  sont	
  en	
  cours	
  pour	
  évaluer	
  l’efficacité	
  d’inhibiteurs	
  ciblant	
  MET.	
  

Il	
   est	
   également	
   clairement	
   établi	
   que	
   le	
   microenvironnement	
   tumoral,	
   et	
  

particulièrement	
   l’hypoxie,	
   joue	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   l’invasion	
   et	
   la	
   métastase	
  

tumorales	
  ainsi	
  que	
  dans	
  la	
  résistance	
  aux	
  traitements.	
  C’est	
  dans	
  ce	
  contexte	
  que	
  nous	
  

nous	
   sommes	
   intéressés	
   aux	
   conséquences	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
  

signalisation	
  induite	
  par	
  l’HGF/SF.	
  

Au	
   cours	
   de	
   ce	
   travail,	
   nous	
   avons	
   montré	
   qu’en	
   condition	
   hypoxique	
   la	
  

phosphorylation	
  du	
   récepteur	
  MET	
  en	
   réponse	
   à	
   l’HGF/SF	
   subit	
   une	
  baisse	
  drastique.	
  

Cette	
  baisse	
  est	
  induite	
  en	
  quelques	
  minutes	
  et	
  est	
  rapidement	
  réversible.	
  Ces	
  résultats	
  

ont	
  été	
  confirmés	
  in	
  vivo	
  dans	
  des	
  xénogreffes	
  de	
  tumeurs	
  établies	
  chez	
  des	
  souris	
  SCID	
  

où	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   diminue	
   dans	
   certaines	
   zones	
   hypoxiques.	
   Cette	
  

diminution	
   n’a	
   cependant	
   aucune	
   conséquence	
   sur	
   les	
   voies	
   en	
   aval	
   comme	
   la	
   voie	
  

MAPK/ERK	
  et	
  PI3K/AKT	
  ni	
  sur	
  les	
  réponses	
  biologiques	
  induites	
  par	
  l’HGF/SF	
  comme	
  la	
  

survie,	
  la	
  migration,	
  la	
  dispersion	
  et	
  la	
  morphogenèse.	
  

Par	
   ailleurs,	
   nous	
   avons	
   montré	
   que	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   peut	
   être	
  

restaurée	
   par	
   une	
   inhibition	
   des	
   phosphatases.	
   Il	
   est	
   donc	
   envisageable	
   que	
   durant	
  

l’hypoxie	
   l’activité	
   de	
   certaines	
   phosphatases	
   soit	
   augmentée	
   conduisant	
   à	
   la	
  

déphosphorylation	
  du	
  récepteur.	
  

En	
  outre,	
  la	
  plupart	
  des	
  thérapies	
  ciblées	
  en	
  développement	
  contre	
  MET	
  sont	
  des	
  

inhibiteurs	
  de	
  son	
  activité	
  tyrosine	
  kinase	
  (TKI).	
  Puisque	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  est	
  

directement	
   impactée	
   en	
   hypoxie,	
   nous	
   avons	
   émis	
   l’hypothèse	
   que	
   l’efficacité	
   de	
   ces	
  

inhibiteurs	
  puisse	
  être	
  modifiée	
  dans	
  ces	
  conditions.	
  Nos	
  résultats	
  démontrent	
  que	
   les	
  

TKI	
   ciblant	
   MET	
   sont	
   moins	
   efficaces	
   en	
   hypoxie.	
   Cette	
   efficacité,	
   tout	
   comme	
   la	
  

phosphorylation	
  de	
  MET,	
  est	
  restaurée	
  après	
  réoxygénation	
  des	
  cellules.	
  

	
  

	
   	
  



	
  

	
   11	
  

Abstract	
  
	
  

The	
   Hepatocyte	
   Growth	
   Factor/Scattor	
   Factor	
   (HGF/SF)	
   is	
   a	
   multifonctional	
  

growth	
  factor	
  whose	
  interaction	
  with	
  the	
  tyrosine	
  kinase	
  receptor	
  MET	
  is	
  essential	
  for	
  

growth,	
   migration	
   and	
   survival	
   of	
   epithelial	
   cells.	
   This	
   pair	
   of	
   ligand-­‐receptor	
   is	
   also	
  

involved	
   in	
   cancer	
   invasion	
   and	
   metastasis.	
   Furthermore,	
   a	
   causative	
   link	
   has	
   been	
  

established	
  between	
  MET	
  and	
  tumor	
  progression.	
  In	
  this	
  context,	
  more	
  than	
  240	
  clinial	
  

trials	
  are	
  being	
  undergone	
  to	
  evaluate	
  MET	
  inhibitors	
  efficiency.	
  

It	
   is	
   also	
   widly	
   established	
   that	
   tumoral	
   microenvironment,	
   and	
   particularely	
  

hypoxia,	
   plays	
   an	
   important	
   role	
   in	
   tumoral	
   invasion,	
   metastasis	
   and	
   in	
   treatment	
  

resistance.	
  It	
  is	
  in	
  this	
  context	
  that	
  we	
  studied	
  the	
  consequences	
  of	
  hypoxia	
  on	
  HGF/SF-­‐

MET	
  signaling.	
  

Our	
   results	
   show	
   dynamic,	
   reversible	
   and	
   extreme	
   decrease	
   in	
   MET	
  

phosphorylation	
   under	
   hypoxic	
   conditions.	
   These	
   results	
   have	
   also	
   been	
   confirmed	
   in	
  

vivo	
   with	
   SCID	
  mice	
   models.	
   This	
   decrease	
   was	
   without	
   any	
   consequence	
   neither	
   on	
  

dowstream	
  signaling	
  pathways	
  nor	
  on	
  biological	
  responses	
  upon	
  HGF/SF	
  stimulation.	
  

A	
   preliminary	
   result	
   using	
   a	
   general	
   phosphatase	
   inhibitor	
  was	
   able	
   to	
   restore	
  

MET	
  phosphorylation	
  suggesting	
  a	
  higher	
  phosphastase	
  activity	
  under	
  hypoxia.	
  

Our	
  results	
  also	
  show	
  that	
  MET-­‐targeted-­‐TKI	
  efficiency	
  under	
  hypoxic	
  conditions	
  

is	
   decreased.	
   However,	
   this	
   efficiency,	
   as	
   MET	
   phosphorylation,	
   is	
   restored	
   upon	
   cell	
  

reoxygenation.	
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AcSé	
  :	
   Accès	
   sécurisé	
   à	
   des	
   thérapies	
  

ciblées	
  innovantes	
  

ADAM	
  :	
   A	
   Disintegrin	
   And	
  

Metalloproteinase	
  

ADN	
  :	
  Acide	
  DésoxyriboNucléique	
  

ALK	
  :	
  Anaplastic	
  Lymphoma	
  Kinase	
  

ALPHA	
   Screen	
   :	
   Amplified	
  

Luminescence	
   Proximity	
   Homogeneous	
  

Assay	
  Screen	
  

ARNm	
  :	
  Acide	
  RiboNucléique	
  messager	
  

ARNT	
  :	
   Aryl	
   Hydrocarbon	
   Nuclear	
  

Translocator	
  

ATP	
  :	
  Adénosine	
  TriPhosphate	
  

BAD	
  :	
  Bcl2-­‐Associated	
  Death	
  Promoter	
  

bHLH-­‐PAS	
  :	
   basic-­‐helix-­‐loop-­‐helix-­‐PAS	
  

(Per	
  Arnt	
  Sim)	
  

BIM	
  I	
  :	
  BisIndolylMaleimide	
  I	
  

c-­‐CBL	
  :	
  c-­‐Casitas	
  B-­‐cell	
  Lineage	
  

CA	
  :	
  Anhydrases	
  Carboniques	
  

CAF	
  :	
  Cancer	
  Associated	
  Fibroblasts	
  

CAIX/CAXII	
  :	
   Anhydrases	
   Carboniques	
  

de	
  type	
  9/12	
  

CBC	
  :	
  Chimie	
  et	
  Biologie	
  du	
  Cancer	
  

CBP	
  :	
  CREB	
  Binding	
  Protein	
  

CCRC	
  :	
  Clear	
  cell	
  renal	
  carcinoma 
CD44	
  :	
  Cluster	
  of	
  Differentiation	
  44	
  

Cdc6	
  :	
  Cell	
  division	
  cycle	
  6	
  

CDK	
  :	
  Cycline-­‐Dependant	
  Kinase	
  

CIN-­‐85	
  :	
   Cbl-­‐Interacting	
   Protein	
   of	
   85	
  

kDa	
  

CoCl2	
  :	
  Chlorure	
  de	
  Cobalt	
  

COSMIC	
  :	
   Catalogue	
   Of	
   Somatic	
  

Mutations	
  In	
  Cancer	
  

	
  CRK	
  :	
   CT10	
   (chicken	
   tumor	
   virus	
  

number	
  10)	
  Regulator	
  of	
  Kinase	
  

CXCR4	
  :	
  C-­‐X-­‐C	
  chemokine	
  receptor	
  type	
  

4	
  

DEP-­‐1	
  :	
  Density-­‐enhanced	
  phosphatase-­‐

1	
  

DISC	
  :	
   Death	
   Inducing	
   Signaling	
  

Complexe	
  

DMEM	
  :	
   Dulbecco’s	
   Modified	
   Eagle	
  

Medium	
  

E-­‐cadhérine	
  :	
  Epithelial-­‐cadhérine	
  	
  

EGFR	
  :	
   Epidermal	
   Growth	
   Factor	
  

Receptor	
  

EMT	
  :	
   Epithelial-­‐Mesenchymal	
  

Transition	
  

EMV	
  :	
  endosome	
  multivésiculaire	
  

EPO	
  :	
  Erythropoietin	
  

ERK	
  :	
   Extracellular	
   Signal	
   –Regulated	
  

Kinase	
  

ERM	
  :	
  Ezrines,	
  Radixines	
  et	
  Moesines	
  

ESCRT	
  :	
   Endosomal	
   Sorting	
   Complex	
  

Required	
  for	
  Transport	
  

ETS1	
  :	
  Avian	
  Erythroblastosis	
  Virus	
  E26	
  

homolog-­‐1	
  

FAC	
  :	
  fibroblastes	
  associés	
  aux	
  cancers	
  

FAK	
  :	
  Focal	
  Adhesion	
  Kinase	
  

FAS	
  :	
  Fibroblast	
  ASsociated	
  

FGF	
  :	
  Fibroblast	
  Growth	
  Factor	
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FGFR3	
  :	
   Fibroblast	
   Growth	
   Factor	
  

Receptor	
  3	
  

FIH-­‐1	
  :	
  Factor	
  Inhibiting	
  HIF-­‐1	
  

FISH	
  :	
   Hybridation	
   in	
   situ	
   en	
  

fluorescence	
  

GAB1	
  :	
  GRB2-­‐Associated	
  Binder1	
  

GAG	
  :	
  glycosaminoglycanes	
  

GBM	
  :	
  Glioblastma	
  multiforme	
  

GFRα1	
  :	
  GDNF	
  family	
  receptor	
  alpha-­‐1	
  

GGA3	
  :	
   Golgi-­‐localized	
   γ-­‐ear-­‐containing	
  

Arf-­‐binding	
  protein	
  3	
  

GLUT	
  1/3	
  :	
  Glucose	
  transporter	
  1/3	
  

GNDF	
  :	
   Glial	
   cell-­‐Derived	
   Neutrophic	
  

Factor	
  

GRB2	
  :	
   Growth	
   factor	
   receptor-­‐bound	
  

protein	
  2	
  

GST	
  :	
  Glutathione	
  S	
  Transferase	
  

HA	
  :	
  Hyaluronic	
  Acid	
  

HAI	
   1/2	
  :	
   Hepatocyte	
   Growth	
   Factor	
  

Activator	
  Inhibitor	
  1/2	
  

HCAEC	
  :	
   Human	
   Coronary	
   Arterial	
  

Endothelial	
  Cells	
  

HDMEC	
  :	
   Human	
   Dermal	
  Microvascular	
  

Endothelial	
  Cells	
  

HER2/3	
   (ErbB2/3)	
  :	
   human	
   epidermal	
  

growth	
  factor	
  receptor	
  2/3	
  	
  

HGF/SF	
  :	
   Hepatocyte	
   Growth	
  

Factor/Scatter	
  Factor	
  

HGFA	
  :	
   Hepatocyte	
   Growth	
   Factor	
  

Activator	
  

HIF1/2/3a	
  :	
   Hypoxia	
   Inducible	
   Factors	
  

1/2/3	
  alpha	
  

HIF1b	
  :	
   Hypoxia	
   Inducible	
   Factors	
   1	
  

beta	
  

HL	
  :	
  Hairpin	
  Loop	
  

HO-­‐1	
  :	
  Heme-­‐Oxygenase-­‐1	
  

HRE	
  :	
  Hypoxia	
  Responsive	
  Elements	
  	
  

HRS	
  :	
   HGF	
   Regulated	
   tyrosine	
   kinase	
  

Substrate	
  	
  

HS	
  :	
  Heparan	
  Sulfate	
  

Hsp90	
  :	
  Heat	
  shock	
  protein	
  90	
  

HSPG	
  :	
  Heparan	
  Sulfate	
  ProteoGlycan	
  

HUVEC	
  :	
   Human	
   umbilical	
   vein	
  

endothelial	
  cells	
  

IFP	
  :	
  Interstitial	
  Fluid	
  Pressure	
  

IGF1/2	
  :	
  Insulin-­‐like	
  Growth	
  Factor	
  1/2	
  

IGFR	
  :	
   Insulin-­‐like	
   Growth	
   Factor	
  

Receptor	
  

IHC	
  :	
  ImmunoHistoChemistry	
  

IKK	
  :	
  IκB	
  Kinase	
  

IL-­‐1β	
  :	
  InterLeukine-­‐1	
  β	
  

Inlb	
  :	
  Internaline	
  B	
  

IPAS	
  :	
  Inhibitory	
  PAS	
  domain	
  protein	
  

IPT	
  :	
   Immunoglobulin-­‐like	
   region	
   in	
  

Plexin	
  and	
  Transcription	
  factors	
  

K1-­‐K4	
  :	
  Kringle	
  1-­‐4	
  

K1B/S	
  :	
  Kringle	
  1	
  de	
   l’HGF/SF	
  biotinylé	
  

et	
  couplée	
  à	
  de	
  la	
  streptavidine	
  

KI	
  :	
  Knock	
  In	
  

KO	
  :	
  Knock	
  Out	
  

KRAS	
  :	
   V-­‐Ki-­‐ras2	
   Kirsten	
   Rat	
   Sarcoma	
  

viral	
  oncogene	
  homolog	
  

LBA	
  :	
  Ligand	
  Binding	
  Assays	
  

LRIG1	
  :	
   Leucine-­‐rich	
   Repeats	
   and	
  

ImmunoGlobulin-­‐like	
  Domains	
  1	
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MAb	
  :	
  Monoclonal	
  Antibody	
  

MAPK	
  :	
   Mitogen-­‐Activated	
   Protein	
  

Kinase	
  

MBD	
  :	
  MET	
  Binding	
  Domain	
  

MBP	
  :	
  Myelin	
  Basic	
  Protein	
  

MCM	
  :	
  Mini	
  Chromosome	
  Maintenance	
  

MCT	
  :	
  Monocarboxylate	
  Transporteur	
  

MDR1	
  :	
  multidrug	
  resistance	
  

MEC	
  :	
  Matrice	
  ExtraCellulaire	
  

MEK1	
  :	
  MAP/ERK	
  Kinase	
  1	
  

MET	
   ou	
   HGFR	
  :	
   Hepatocyte	
   Growth	
  

Factor	
  Receptor	
  

MET-­‐CTF	
  :	
  C-­‐Terminal	
  Fragment	
  

MET-­‐ICD	
  :	
  IntraCellulaire	
  Domain	
  

MET-­‐NTF	
  :	
  N-­‐Terminal	
  Fragment	
  

mi-­‐RNA	
  :	
  micro-­‐RiboNucleic	
  Acid	
  

MMP2	
  :	
  Matrix	
  MetalloProteinase	
  2	
  

MRS	
  :	
  MET	
  Related	
  Sequence	
  

MSP	
  :	
  Macrophage	
  Stimulating	
  Protein	
  

MT1-­‐MMP	
  :	
   Membrane	
   Type	
   1-­‐Matrix	
  

MetalloProteinase	
  1	
  

mTOR	
  :	
   mammalian	
   Target	
   Of	
  

Rapamycin	
  

NGF	
  :	
  Nerve	
  Growth	
  Factor	
  

NGS	
  :	
  New	
  Generation	
  Sequencing	
  

NHE-­‐1	
  :	
  Sodium/Hydrogen	
  Exchanger	
  

NK1/NK2/NK4	
  :	
   variant	
   de	
   l’HGF/SF	
  

composé	
   du	
   domaine	
   N	
   et	
   du	
   domaine	
  

Kringle	
  1/2	
  ou	
  4.	
  

nPTP	
  :	
   non-­‐transmembrane	
   Protéines	
  

Tyrosines	
  Phosphatases	
  

NSCLC	
  :	
  Non-­‐Small	
  Cell	
  Lung	
  Cancer	
  

NSF	
  :	
  N-­‐ethylmaleimide-­‐sensitive	
  factor	
  

ODD	
  :	
   Oxygen-­‐Dependant	
   Degration	
  

domain	
  	
  

PCR	
  :	
  polymerase	
  chain	
  reaction	
  

PD	
  :	
  Progressive	
  Disease	
  

PDGF	
  :	
  Platelet-­‐Derived	
  Growth	
  Factor	
  

PDGFR	
  :	
  Platelet-­‐Derived	
  Growth	
  Factor	
  

Receptor	
  

PDPK1	
  :	
   3-­‐Phospho	
   Inositide	
  

Dependent	
  Protin	
  Kinase-­‐1	
  

PGE2	
  :	
  Prostaglandine	
  E2	
  

PH	
  :	
  Pleckstrin	
  Homology	
  domain	
  

PHD	
  :	
   Prolyl	
   Hydroxylase	
   Domain	
  

proteins	
  

pHe	
  :	
  pH	
  extracellulaire	
  

pHi	
  :	
  pH	
  intracellulaire	
  

PI3K	
  :	
  Phosphatidyl	
  Inositol	
  3	
  Kinase	
  

PIP2	
   :	
   Phosphatidyl	
   Inositol	
   (4,	
   5)	
  

biPhosphate	
  

PIP3	
  :	
   Phosphatidyl	
   Inositol	
   (3,	
   4,	
   5)	
  

triPhosphate	
  

PKC	
  :	
  Proteine	
  Kinase	
  C	
  

PLCγ	
  :	
  PhosphoLipase	
  C	
  γ	
  

PP2A	
  :	
  Protein	
  Phosphatase	
  2	
  

PR	
  :	
  Partial	
  Response	
  

pro-­‐HGF/SF	
  :	
   pro-­‐Hepatocyte	
   Growth	
  

Factor/Scatter	
  Factor	
  

PSI	
  :	
  Plexin	
  Semaphorin	
  Integrin	
  	
  

PTEN	
   :	
   Phosphatase	
   and	
   TENsin	
  

homolog	
  

PTP	
  :	
  Protein	
  Tyrosine	
  Phosphatase	
  

PTP1B	
  :	
   Protein	
   Tyrosine	
   Phosphatase	
  

1B	
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PTPN11	
  :	
  Tyrosine-­‐Protein	
  Phosphatase	
  

Non-­‐receptor	
  type	
  11	
  

Rac1	
  :	
   Ras-­‐related	
   C3	
   botulinum	
   toxin	
  

substrate	
  1	
  

RAS	
  :	
  Rat	
  Sarcoma	
  

RAF	
  :	
  Rapidly	
  Accelerated	
  Fibrosarcoma	
  

RECIST	
  :	
   Response	
   Evaluation	
   Criteria	
  

in	
  Solid	
  Tumors	
  

RNA	
  :	
  RiboNucleic	
  Acid	
  

RON	
  :	
  Récepteur	
  d’Origine	
  Nantais	
  

ROS	
  :	
  Reactive	
  Oxygen	
  Species	
  

RPLP0	
  :	
  60S	
  acidic	
  ribosomal	
  protein	
  P0	
  

rPTP	
  :	
  receptor-­‐like	
  Protéines	
  Tyrosines	
  

Phosphatases	
  

RT-­‐PCR	
  :	
   Reverse	
   transcription	
  

polymerase	
  chain	
  reaction	
  

RTK	
   :	
   Récepteur	
   à	
   activité	
   Tyrosine	
  

Kinase	
  

SD	
  :	
  Stabilization	
  Disease	
  

SDR	
  :	
  SensorDish	
  Reader	
  

SH2	
  :	
  Src	
  Homology	
  2	
  

SHC	
  :	
   SH2	
   domain	
   containing	
  

transforming	
  protein	
  

SHP-­‐2	
  :	
  Src	
  Homology	
  region	
  2	
  domain-­‐

containing	
  phosphatase-­‐2	
  

SIGNAL	
  :	
   Signalisation,	
   apoptose	
   et	
  

cancer	
  

siRNA	
  :	
  small	
  interfering	
  RNA	
  

SOS	
  :	
  Son	
  of	
  Sevenless	
  

SPH	
  :	
  Serine	
  Proteinase	
  Homology	
  

SPK-­‐1	
  :	
  Sphingosine	
  Kinase-­‐1	
  

STAT	
   3	
  :	
   Signal	
   Transducer	
   and	
  

Activator	
  of	
  Transcription	
  3	
  

SVF	
  :	
  Sérum	
  de	
  Veau	
  Fœtal	
  

TGFa	
  :	
  Transforming	
  Growth	
  Factor-­‐α	
  

TKI	
  :	
  Tyrosine	
  Kinase	
  Inhibitors	
  

TNF	
  :	
  Tumor	
  Necrosis	
  Factor	
  

tPA	
  :	
  tissue-­‐type	
  plasminogen	
  activator	
  

TPR	
  :	
  Translocated	
  Promoter	
  Region	
  

uPA	
  :	
  urokinase	
  plasminogen	
  activator	
  

uPAR	
  :	
  Urokinase	
  receptor	
  

VEGF	
   :	
   Vascular	
   Endothelial	
   Growth	
  

Factor	
  

VEGFR/2	
  :	
  Vascular	
  Endothelial	
  Growth	
  

Factor	
  Receptor/2	
  

VHL	
  :	
  Von	
  Hippel-­‐Lindau	
  

VIL	
  :	
  vésicules	
  intra-­‐luminales	
  

ZS	
  :	
   Zell	
   Shield.
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Introduction	
  
	
  

Depuis	
  la	
  découverte	
  des	
  premiers	
  récepteurs	
  à	
  activité	
  tyrosine	
  kinase	
  (RTK)	
  il	
  y	
  

a	
  plus	
  d’une	
  trentaine	
  d’années,	
  58	
  RTK	
  humains,	
  subdivisés	
  en	
  vingt	
  (20)	
  familles,	
  ont	
  

été	
  identifiés.	
  Parmi	
  ces	
  récepteurs	
  se	
  trouvent	
  par	
  exemple	
  les	
  récepteurs	
  aux	
  facteurs	
  

de	
   croissance	
   de	
   l’épiderme	
   (Epidermal	
  Growth	
  Factor	
  Receptor	
   EGFR),	
   les	
   récepteurs	
  

aux	
   facteurs	
   de	
   croissance	
   de	
   l’endothélium	
   vasculaire	
   (Vascular	
   Endothelial	
   Growth	
  

Factor	
   Receptor	
   VEGFR)	
   et	
   le	
   récepteur	
   au	
   facteur	
   de	
   croissance	
   des	
   hépatocytes	
  

(Hepatocyte	
   Growth	
   Factor	
   HGFR	
   ou	
   MET)	
   (figure	
   1).	
   Tous	
   les	
   RTK	
   ont	
   une	
   même	
  

architecture	
   globale	
   avec	
   une	
   région	
   extracellulaire	
   liant	
   le	
   ligand,	
   un	
   domaine	
  

transmembranaire	
   et	
   un	
   domaine	
   cytoplasmique	
   contenant	
   un	
   domaine	
   à	
   activité	
  

tyrosine	
   kinase	
   associé	
   à	
   un	
   domaine	
   juxtamembranaire	
   et	
   un	
   domaine	
   C-­‐terminal	
  

régulateur.	
   Ces	
   récepteurs-­‐enzymes	
   sont	
   des	
   régulateurs	
   clés	
   de	
   réponses	
   cellulaires	
  

critiques	
  comme	
  la	
  prolifération,	
   la	
  survie	
  et	
   la	
  migration	
  cellulaire	
  (Blume-­‐Jensen	
  and	
  

Hunter	
  2001,	
  Skead	
  and	
  Govender	
  2015,	
  Ullrich	
  and	
  Schlessinger	
  1990).	
  Des	
  mutations	
  

et	
  des	
  activations	
  aberrantes	
  des	
  RTK	
  sont	
   liées	
  de	
  manière	
  causale	
  avec	
  des	
  maladies	
  

diverses	
   comme	
   le	
   diabète,	
   l’inflammation,	
   l’artériosclérose	
   et	
   le	
   cancer.	
   Par	
   ailleurs,	
  

leur	
  dérégulation	
  est	
  souvent	
  associée	
  à	
  un	
  mauvais	
  pronostic	
  dans	
  le	
  cadre	
  du	
  cancer,	
  

faisant	
   de	
   ces	
   RTK	
   des	
   cibles	
   intéressantes	
   dans	
   le	
   développement	
   de	
   molécules	
  

thérapeutiques	
  actuellement	
  évaluées	
  dans	
  de	
  nombreux	
  essais	
  cliniques	
  (Lemmon	
  and	
  

Schlessinger	
  2010,	
  McDonell	
  et	
  al	
  2015).	
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Figure	
  1	
  -­‐	
  Famille	
  des	
  récepteurs	
  tyrosine	
  kinase	
  (Lemmon	
  and	
  Schlessinger	
  2010)	
  
Représentation	
   schématique	
   de	
   20	
   sous-­‐familles	
   de	
   RTK	
   humains	
   avec	
   les	
  membres	
   de	
   chaque	
   groupe	
  
listés	
   sous	
   chaque	
   récepteur.	
   Les	
   différents	
   domaines	
   sont	
   représentés.	
   Des	
   domaines	
   extracellulaires	
  
variables	
  sont	
  représentés	
  schématiquement	
  avec	
  une	
  clé	
  correspondante	
  (par	
  exemple	
  un	
  domaine	
  riche	
  
en	
  leucine	
  ou	
  en	
  cystéine	
  ou	
  un	
  domaine	
  kringle)	
  ainsi	
  que	
  la	
  partie	
  intracellulaire	
  conservée	
  contenant	
  le	
  
domaine	
  kinase.	
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Chapitre	
  I	
  :	
  Le	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET.	
  
	
  

A.	
  Introduction	
  sur	
  le	
  récepteur	
  MET	
  et	
  son	
  ligand	
  le	
  HGF/SF	
  :	
  

	
  

A.1.	
  Découverte	
  du	
  récepteur	
  MET	
  :	
  

	
  

Le	
  récepteur	
  MET	
  a	
  été	
  découvert,	
  en	
  1984,	
  sous	
   la	
   forme	
  d’un	
  oncogène	
  (TPR-­‐

MET)	
   isolé	
   de	
   lignées	
   cellulaires	
   issues	
   d’un	
   ostéosarcome	
   humain	
   exposées	
   à	
   un	
  

carcinogène	
  chimique	
  (Cooper	
  et	
  al	
  1984).	
  Cet	
  oncogène	
  est	
  le	
  fruit	
  d’un	
  réarrangement	
  

chromosomique,	
   où	
   un	
   fragment	
   du	
   gène	
   tpr	
   (translocated	
   promoter	
   region)	
   sur	
   le	
  

chromosome	
   1,	
   codant	
   un	
   motif	
   de	
   dimérisation	
   protéine-­‐protéine,	
   fusionne	
   avec	
   un	
  

fragment	
  du	
  gène	
  met	
   sur	
   le	
  chromosome	
  7	
  (7q21-­‐31)	
  (Park	
  et	
  al	
  1986,	
  Peschard	
  and	
  

Park	
   2007),	
   codant	
   la	
   portion	
   intracellulaire	
   du	
   récepteur	
   à	
   activité	
   tyrosine	
   kinase	
  

MET.	
   Cette	
   association	
   permet	
   d‘expliquer	
   le	
   caractère	
   transformant	
   de	
   la	
   protéine	
  

chimérique	
  résultante,	
  où	
  la	
  partie	
  TPR	
  entraine	
  une	
  dimérisation	
  permanente	
  menant	
  à	
  

l’activation	
   du	
   domaine	
   kinase	
   de	
   MET	
   (Rodrigues	
   and	
   Park	
   1993).	
   Par	
   ailleurs,	
   le	
  

récepteur	
   à	
   l’origine	
   de	
   l’activité	
   tyrosine	
   kinase	
   a	
   été	
   nommé	
   ainsi	
   en	
   référence	
   au	
  

carcinogène	
  chimique	
  utilisé	
  (N-­‐methyl-­‐N’-­‐nitroso-­‐guanidine)	
  (Park	
  et	
  al	
  1987).	
  

	
  

A.2.	
  Découverte	
  de	
  l’HGF/SF	
  :	
  

	
  

Peu	
  de	
  temps	
  après	
  la	
  découverte	
  de	
  MET,	
  l’Hepatocyte	
  Growth	
  Factor	
  (HGF)	
  a	
  été	
  

identifié	
  comme	
  un	
  facteur	
  mitogène	
  des	
  hépatocytes.	
  Il	
  a	
  été	
  isolé	
  à	
  partir	
  du	
  sérum	
  de	
  

rats	
  ayant	
  subi	
  une	
  hépatectomie	
  partielle	
  (Nakamura	
  et	
  al	
  1984).	
  Quelques	
  années	
  plus	
  

tard,	
   le	
  Scatter	
  Factor	
   (SF)	
  a	
  été	
   isolé	
  et	
  purifié	
  à	
  partir	
  de	
   fibroblastes.	
  Ce	
   facteur	
  est	
  

capable	
  d’induire	
  la	
  dispersion	
  des	
  cellules	
  épithéliales	
  (Stoker	
  et	
  al	
  1987).	
  Il	
  aura	
  fallu	
  

attendre	
  1991	
  pour	
  que	
  non	
  seulement	
  il	
  soit	
  démontré	
  que	
  l’HGF	
  et	
  le	
  SF	
  sont	
  la	
  même	
  

protéine	
   codée	
   par	
   une	
   seule	
   et	
   même	
   séquence	
   d’ADN	
   (Weidner	
   et	
   al	
   1991)	
   mais	
  

qu’également,	
  cette	
  molécule,	
  maintenant	
  renommée	
  HGF/SF,	
  est	
  le	
  ligand	
  spécifique	
  et	
  

de	
  haute	
  affinité	
  du	
  récepteur	
  MET	
  (Bottaro	
  et	
  al	
  1991,	
  Naldini	
  et	
  al	
  1991b,	
  Naldini	
  et	
  al	
  

1991c,	
  Weidner	
  et	
  al	
  1991).	
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A.3.	
  Structure	
  du	
  récepteur	
  MET	
  :	
  

	
  

Le	
   gène	
  met,	
   qui	
   compte	
   120	
   kb	
   répartis	
   sur	
   21	
   exons	
   et	
   20	
   introns,	
   code	
   un	
  

ARNm	
  de	
  8	
  kb	
  (Lin	
  et	
  al	
  1998).	
  Cet	
  ARNm	
  est	
  traduit	
  en	
  une	
  protéine	
  glycosylée	
  de	
  170	
  

kDa	
   qui	
   correspond	
   au	
   MET	
   immature.	
   Ce	
   dernier	
   est	
   clivé	
   par	
   la	
   furine	
   sur	
   un	
   site	
  

consensus	
   localisé	
   entre	
   les	
   résidus	
   307	
   (lysine)	
   et	
   308	
   (arginine)	
   générant	
   le	
   MET	
  

mature	
   (Komada	
   et	
   al	
   1993).	
   Contenant	
   deux	
   chaînes,	
   α	
   et	
   β,	
   de	
   50	
   et	
   145	
   kDa	
  

respectivement,	
  reliées	
  par	
  des	
  ponts	
  sulfures	
  (Tempest	
  et	
  al	
  1988),	
  le	
  MET	
  mature	
  est	
  

composé	
  d’une	
  portion	
  extracellulaire	
  (constituée	
  de	
  la	
  chaîne	
  α	
  et	
  la	
  région	
  N-­‐terminale	
  

de	
  la	
  chaîne	
  β	
  qui	
  interagi	
  avec	
  la	
  chaîne	
  α),	
  d’une	
  hélice	
  transmembranaire	
  qui	
  permet	
  

au	
   récepteur	
   de	
   s’ancrer	
   à	
   la	
   membrane	
   cellulaire	
   et	
   une	
   portion	
   intracellulaire.	
   Ces	
  

deux	
   dernières	
   portions	
   constituent	
   le	
   reste	
   de	
   la	
   chaîne	
   β.	
   La	
   partie	
   intracellulaire	
  

contient	
   les	
   domaines	
   kinase	
   et	
   juxtamembranaire	
   ainsi	
   que	
   la	
   partie	
   C-­‐terminale	
  

essentielle	
  pour	
  la	
  signalisation	
  en	
  aval	
  (Birchmeier	
  et	
  al	
  2003).	
  

	
  	
  

La	
   chaîne	
   α	
   ainsi	
   que	
   les	
   212	
   premiers	
   résidus	
   de	
   la	
   chaîne	
   β	
   constituent	
   le	
  

domaine	
  SEMA	
  (nommé	
  ainsi	
  car	
  homologue	
  à	
  certains	
  domaines	
  structuraux	
  retrouvés	
  

dans	
  les	
  sémaphorines)	
  (Gherardi	
  et	
  al	
  2003).	
  Ce	
  dernier	
  est	
  suivi	
  par	
  un	
  domaine	
  de	
  50	
  

résidus	
   riche	
   en	
   cystéines	
   appelé	
   le	
   domaine	
   PSI	
   (pour	
  Plexin	
  Semaphorin	
   Integrin	
   ou	
  

encore	
   MRS	
   pour	
   MET	
   Related	
   Sequence)	
   qui	
   est	
   immédiatement	
   suivi	
   de	
   quatre	
  

domaines	
  homologues	
  aux	
  immunoglobulines	
  G	
  numérotés	
  de	
  1	
  à	
  4	
  et	
  appelés	
  domaines	
  

IPT	
   (Immunoglobulin-­‐like	
   region	
   in	
   Plexin	
   and	
   Transcription	
   factors)	
   (figure	
   2)	
  

(Benvenuti	
  and	
  Comoglio	
  2007).	
  Contrairement	
  au	
  domaine	
  SEMA	
  qui	
  est	
  globulaire,	
  les	
  

domaines	
   PSI	
   et	
   IPT	
   sont	
   longilignes	
   (Gherardi	
   et	
   al	
   2003).	
   Ces	
   derniers	
   sont	
   reliés	
   à	
  

l’hélice	
  transmembranaire	
  qui	
  est	
  elle-­‐même	
  liée	
  à	
  la	
  partie	
  intracellulaire	
  via	
   la	
  partie	
  

juxtamembranaire.	
   Le	
   reste	
   du	
   domaine	
   cytoplasmique	
   est	
   constitué	
   d’un	
   domaine	
  

kinase	
   et	
   d’une	
   partie	
   C-­‐terminale	
   régulatrice.	
   La	
   partie	
   cytoplasmique	
   est	
   donc	
   celle	
  

responsable	
  de	
  la	
  régulation	
  de	
  l’activité	
  du	
  récepteur	
  MET.	
  En	
  effet,	
  le	
  domaine	
  kinase	
  

porte	
  l’activité	
  catalytique	
  ;	
   la	
  partie	
  C-­‐terminale	
  contient	
  le	
  site	
  de	
  recrutement	
  multi-­‐

substrats	
   tandis	
   que	
   le	
   domaine	
   juxtamembranaire	
   régule	
   de	
   manière	
   négative	
   le	
  

récepteur	
  (Schiering	
  et	
  al	
  2003,	
  Wang	
  et	
  al	
  2006)	
  (figure	
  2).	
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Figure	
  2	
  –	
  Le	
  récepteur	
  Tyrosine	
  Kinase	
  MET	
  (Birchmeier	
  et	
  al	
  2003).	
  
a-­‐	
  Les	
  domaines	
  de	
  MET	
  (ainsi	
  que	
  les	
  sous	
  unités	
  α	
  et	
  β).	
  S	
  :	
  SEMA	
  domain,	
  C	
  :	
  domaine	
  riche	
  en	
  cystéines	
  
ou	
  PSI.	
  Ig	
  :	
  immunoglobulines	
  (IPT).	
  K	
  :	
  domaine	
  à	
  activité	
  tyrosine	
  kinase.	
  
b-­‐	
   Représentation	
   en	
   3D	
   issue	
   de	
   la	
   structure	
   cristallographique	
   des	
   domaines	
   SEMA,	
   IPT	
   et	
   kinase	
   de	
  
MET.	
  
	
  

A.4.	
  Structure	
  de	
  l’HGF/SF	
  :	
  

	
  

Le	
  gène	
  hgf/sf	
  code	
  une	
  large	
  protéine	
  homologue	
  au	
  plasminogène	
  et	
  contenant	
  

de	
  multiples	
  domaines	
  fonctionnels.	
  Il	
  est	
  situé	
  au	
  niveau	
  du	
  chromosome	
  7	
  (7q21.1)	
  et	
  

est	
  constitué	
  de	
  18	
  exons	
  et	
  de	
  17	
  introns	
  (Seki	
  et	
  al	
  1991).	
  Ce	
  sont	
  principalement	
  les	
  

cellules	
   mésenchymateuses	
   (incluant	
   les	
   fibroblastes,	
   macrophages	
   et	
   cellules	
  

endothéliales)	
   qui	
   secrètent	
   l’HGF/SF	
   sous	
   la	
   forme	
   d’un	
   précurseur	
   inactif,	
   le	
   pro-­‐

HGF/SF.	
  Celui-­‐ci	
  s’accumule	
  dans	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  du	
  fait	
  de	
  sa	
  grande	
  avidité	
  

IMMUNOGLOBULIN DOMAIN 

A protein domain of ~90 amino
acids consisting of two β-sheets.
There are at least 5 distinct
structural sets of the domain 
(V, C1, C2, I and E) that differ in
the number, length and position
of the strands that compose the
two β-sheets.

KRINGLE DOMAIN 

A protein domain of ~80 amino
acids characterized by limited
secondary-structure elements
and defined by three conserved
disulphide bonds.

SERINE PROTEINASES 

Endopeptidases that contain
serine,histidine and aspartate in
the catalytic site and include the
complex,multidomain enzymes
of the complement,blood-
clotting and fibrinolytic systems.
They are synthesized as inactive,
single-chain zymogens and
converted into active enzymes by
site-specific proteolysis.

HEPARAN-SULPHATE

PROTEOGLYCAN 

A protein that is bound to a
complex polysaccharide
(heparan-sulphate
glycosaminoglycan) that is
present at the cell surface or in
the extracellular matrix. When
bound to ligand, it can have a
key signalling role.

TYROSINE KINASE DOMAIN

A protein domain with the
ability to catalyse the transfer of
the γ-phosphate group of ATP to
tyrosine residues on protein
substrates. Several growth-factor
receptors have tyrosine-kinase
activity, which triggers a cascade
of protein–protein interactions
as a result of ligand-induced
kinase activation.

SEMA DOMAIN 

A protein domain of ~450
amino acids identified in the
semaphorin axon guidance
proteins.Plexins (cell adhesion
and semaphorin receptors) and
the Met and Ron receptors also
contain the sema domain or a
variant of it. The sema domain
of the Met receptor and of
semaphorins adopts a 
β-propeller fold.
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amino-terminal domain (N), four KRINGLE DOMAINS

(K1–K4) and a serine proteinase homology (SPH)
domain, which lacks enzymatic activity as a result of
mutations in essential residues20. Like plasminogen,
HGF/SF is synthesized as a single-chain, largely inac-
tive, precursor (pro-HGF/SF) and is converted prote-
olytically into a two-chain, active heterodimer.
Cleavage of pro-HGF/SF occurs at a trypsin-like site
that is located after K4, and this produces a disulphide-
linked α- and β-chain heterodimer (FIG. 1). Conversion
of pro-HGF/SF is effected by several serine proteinases,
including the plasminogen activators uPA (urokinase
plasminogen activator) and tPA (tissue-type plasmino-
gen activator); coagulation factors X, XI and XII; and a
close homologue of factor XII (see REF. 21 and refer-
ences therein). So, although the biological activity of
HGF/SF depends solely on receptor binding, the factor
has retained, throughout evolution, the architecture
and mechanism of activation of the complex SERINE

PROTEINASES typical of vertebrates. HGF/SF also binds
HEPARAN-SULPHATE PROTEOGLYCANS with high affinity, which
limits the diffusion of the factor in vivo. Unlike the case
of fibroblast growth factor (FGF), however, the inter-
action of HGF/SF and heparan sulphate is not essen-
tial for receptor activation21–23.

A fragment containing the amino-terminal and K1
domains (known as NK1) has provided a partial struc-
ture of HGF/SF (FIG. 1). NK1 contains the main recep-
tor-binding site, and its structure has provided clear
insights into the mechanism of ligand–receptor interac-
tion. Independent crystal forms of NK1 and
NK1–heparin complexes yielded a tightly-packed,
head-to-tail dimer with extensive interactions between
two NK1 molecules24–26. The recurrence of this dimer in
different crystallographic environments implies that it
might correspond to the biologically active form of
NK1. Two patches of residues constitute the primary
receptor-binding site of NK1 and are located on oppos-
ing faces of the dimer22,25,27. The structure therefore
indicates that the NK1 dimer engages two Met mole-
cules, which leads to receptor dimerization.
Mutagenesis studies also indicate that residues in the
SPH domain of HGF/SF might make additional con-
tacts with Met20.

Met. Like its ligand, the Met receptor (FIG. 2) is a disul-
phide-linked heterodimer, which results from cleavage
of a precursor at a furin site that is located between
residues 307 and 308. So the mature form of Met con-
sists of an extracellular α chain and a longer β chain.
The β chain encompasses the remainder of the Met
ectodomain, the transmembrane helix and the cytoplas-
mic portion. The latter contains the juxtamembrane
and KINASE DOMAINS as well as a carboxy-terminal tail that
is essential for downstream signalling.

New insights into the domain structure of Met were
recently obtained by mutagenesis experiments. These
studies have shown that the α chain and the first 212
residues of the β chain are sufficient for HGF/SF bind-
ing11 (FIG. 2). This region of Met is homologous to the
so-called ‘SEMA’ DOMAIN of the semaphorin axon-guidance

causative role for Met activating mutations in tumorige-
nesis is now established19.

Here, we review key concepts and recent progress in
four areas: structure–function analysis of HGF/SF and
of Met; Met-receptor signalling; and the roles of
HGF/SF and Met in development and cancer.
Emphasis will be given, where possible, to progress that
has been made using genetic analysis. Finally, therapeu-
tic applications of MET inhibitors in human cancer
will be discussed.

Structural features of HGF/SF and Met
HGF/SF.HGF/SF is a large,multidomain protein that is
similar to plasminogen, a circulating proenzyme, the
active form of which is responsible for the lysis of blood
clots. HGF/SF consists of six domains (FIG. 1): an

Figure 2 | The Met receptor tyrosine kinase. a | The domain
structure of Met. S, sema domain; C, cysteine-rich domain; Ig,
immunoglobulin domain; K, kinase domain; α and β refer to the
subunits of the receptor that are present after proteolytic
cleavage. b | Three-dimensional models of the sema,
IMMUNOGLOBULIN and kinase domains of Met. The models of the
sema and immunoglobulin domains of Met in part b are
reproduced with permission from REF. 11 © (2003) National
Academy of Sciences USA.
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pour	
   les	
   glycosaminoglycanes	
   (Pennacchietti	
   et	
   al	
   2014).	
   A	
   noter	
   que	
   durant	
   la	
  

réparation	
  tissulaire	
  par	
  exemple,	
  plusieurs	
  cytokines	
  dans	
  le	
  compartiment	
  interstitiel	
  

induisent	
   une	
   augmentation	
   de	
   l’expression	
   du	
   pro-­‐HGF/SF	
   par	
   les	
   fibroblastes	
   et	
   les	
  

macrophages	
  résiduels	
  (Bhowmick	
  et	
  al	
  2004,	
  Michalopoulos	
  and	
  DeFrances	
  1997).	
  

	
  

Par	
  la	
  suite,	
  le	
  pro-­‐HGF/SF	
  est	
  converti	
  en	
  un	
  hétérodimère	
  actif	
  par	
  clivage	
  dans	
  

un	
  site	
  trypsine-­‐like	
  localisé	
  entre	
  l’arginine	
  494	
  et	
  la	
  valine	
  495	
  (Gak	
  et	
  al	
  1992,	
  Naldini	
  

et	
   al	
   1992).	
   Ce	
   clivage	
   est	
   effectué	
   par	
   des	
   enzymes	
   spécifiques	
   de	
   type	
   sérines	
  

protéases,	
   abondantes	
   dans	
   le	
   microenvironnement.	
   Parmi	
   ces	
   protéases	
   se	
   trouvent	
  

l’HGFA	
  (HGF	
  Activator)	
  (Miyazawa	
  et	
  al	
  1993),	
  la	
  Matriptase	
  et	
  l’Hépsine	
  (Gherardi	
  et	
  al	
  

2006,	
   Naldini	
   et	
   al	
   1992,	
   Owen	
   et	
   al	
   2010,	
   Qiu	
   et	
   al	
   2007).	
   Ces	
   deux	
   dernières	
   sont	
  

exprimées	
   à	
   la	
   surface	
   des	
   cellules,	
   alors	
   que	
   l’HGFA	
   est	
   quant	
   à	
   elle	
   une	
   protéase	
  

soluble	
  activée	
  par	
   la	
  thrombine	
  (Shimomura	
  et	
  al	
  1993).	
   Il	
  a	
  également	
  été	
  démontré	
  

que	
   d’autres	
   protéases	
   peuvent	
   être	
   impliquées	
   dans	
   ce	
   processus	
   de	
   maturation	
  

comme	
  les	
  activateurs	
  du	
  plasminogène	
  uPA	
  et	
  tPA	
  (respectivement	
  urokinase	
  et	
  tissue-­‐

type	
  plasminogen	
  activators).	
   Par	
   ailleurs,	
   le	
   clivage	
   effectué	
   par	
   l’HGFA	
   est	
   régulé	
   de	
  

manière	
   négative	
   par	
   HAI1	
   (HGF	
   Activator	
   Inhibitor	
   1)	
   et	
   HAI2	
   (Morris	
   et	
   al	
   2005,	
  

Shimomura	
  et	
  al	
  1997).	
  

	
  

Le	
   produit	
   de	
   clivage	
   du	
   pro-­‐HGF/SF	
   donne	
   donc	
   lieu	
   à	
   une	
   protéine	
  

hétérodimérique	
  d’environ	
  100	
  kDa	
  de	
  poids	
  moléculaire	
  apparent,	
  appelée	
  HGF/SF	
  et	
  

constituée	
  d’une	
   chaîne	
  α	
  de	
  69	
  kDa	
   et	
   d’une	
   chaîne	
  β	
  de	
  34	
  kDa	
   reliées	
  par	
  un	
  pont	
  

disulfure	
   (Holmes	
   et	
   al	
   2007,	
   Nakamura	
   et	
   al	
   1987,	
   Nakamura	
   1991).	
   Ce	
   facteur	
   de	
  

croissance	
  est	
  composé	
  de	
  6	
  domaines	
  :	
  un	
  domaine	
  N-­‐terminal	
  (domaine	
  N	
  –	
  également	
  

appelé	
  domaine	
  HL	
  pour	
  Hairpin	
  Loop),	
  quatre	
  domaines	
  Kringle	
  (K1-­‐K4)	
  constituant	
  la	
  

chaîne	
  α	
   et	
   un	
  domaine	
  homologue	
  des	
   sérines	
   protéases	
   (serine	
  proteinase	
  homology	
  

domain	
   –	
   SPH),	
   constituant	
   la	
   chaîne	
   β	
   mais	
   dépourvu	
   d’activité	
   enzymatique	
   par	
   la	
  

présence	
  de	
  mutations	
  sur	
  des	
  résidus	
  catalytiques	
  essentiels	
  (Lokker	
  et	
  al	
  1992,	
  Seki	
  et	
  

al	
  1991,	
  Stella	
  and	
  Comoglio	
  1999)	
  (figure	
  3).	
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Figure	
  3	
  –	
  L’Hepatocyte	
  Growth	
  Factor/Scatter	
  Factor	
  (HGF/SF)	
  (Birchmeier	
  et	
  al	
  2003).	
  
a-­‐	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  domaines	
  de	
   l’HGF/SF	
  :	
   le	
  domaine	
  N-­‐terminal	
  ;	
   les	
  Kringle	
  domains	
  
K1-­‐K4	
  (le	
   tout	
  constituant	
   la	
  sous	
  unité	
  α)	
  et	
   le	
  serine	
  protease	
  homology	
  (SPH)	
  domain	
  (constituant	
   la	
  
sous	
  unité	
  β).	
  
b-­‐	
   Structures	
   cristallisées	
   du	
   domaine	
   NK1	
   (fragment	
   contenant	
   le	
   domaine	
   N-­‐terminal	
   et	
   le	
   domaine	
  
Kringle	
  1)	
  et	
  du	
  domaine	
  SPH.	
  
	
  

A.5.	
  Interactions	
  entre	
  l’HGF/SF	
  et	
  MET	
  :	
  

	
  

A.5.1.	
  Liaison	
  de	
  l’HGF/SF	
  sur	
  MET	
  :	
  

	
  

Le	
  pro-­‐HGF/SF	
  est	
  capable	
  de	
  se	
  lier	
  au	
  récepteur	
  mais	
  ne	
  peut	
  l’activer	
  (Lokker	
  

et	
  al	
  1992)	
  contrairement	
  à	
   l’HGF/SF	
  mature	
   (Bottaro	
  et	
  al	
  1991,	
  Naldini	
  et	
  al	
  1991b,	
  

Naldini	
  et	
  al	
  1991c).	
  	
  

	
  

Il	
  existe	
  deux	
  sites	
  de	
  liaisons	
  sur	
  l’HGF/SF	
  pour	
  son	
  récepteur	
  :	
  le	
  site	
  de	
  basse	
  

affinité	
  qui	
  est	
   localisé	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  chaîne	
  β	
  (Stamos	
  et	
  al	
  2004)	
  et	
   le	
  site	
  de	
  haute	
  

affinité,	
   localisé	
   au	
   niveau	
   des	
   domaines	
   N	
   et	
   K1	
   de	
   la	
   chaîne	
   α	
   (Lokker	
   et	
   al	
   1992,	
  

Lokker	
   et	
   al	
   1994).	
   La	
   co-­‐cristallographie	
   de	
   l’interaction	
   entre	
   la	
   chaîne	
   β	
   et	
  MET	
   a	
  

permis	
   de	
   montrer	
   que	
   cette	
   interaction	
   a	
   lieu	
   avec	
   le	
   domaine	
   SEMA	
   du	
   récepteur	
  

(Stamos	
  et	
  al	
  2004).	
  En	
  revanche,	
  du	
  fait	
  de	
  l’absence	
  de	
  structure	
  cristallographique	
  de	
  

la	
  chaîne	
  α	
  en	
  interaction	
  avec	
  le	
  récepteur,	
  son	
  site	
  de	
  fixation	
  sur	
  MET	
  n’est	
  pas	
  encore	
  

clairement	
   identifié.	
   Certaines	
   études	
   le	
   situent	
   au	
   niveau	
   des	
   domaines	
   IPT3	
   et	
   4	
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En	
   plus	
   de	
   lier	
  MET,	
   l’HGF/SF	
   lie	
   également	
   l’héparine	
   (Sakata	
   et	
   al	
   1997),	
   les	
  

dermatanes	
  sulfates	
  (Lyon	
  et	
  al	
  1998)	
  ou	
  les	
  héparanes	
  sulfates	
  protéoglycanes	
  (HSPG)	
  

(Lyon	
  et	
  al	
  1994)	
  via	
  son	
  domaine	
  N	
  (Rubin	
  et	
  al	
  2001).	
  Cette	
  liaison	
  limite	
  la	
  diffusion	
  

de	
   l’HGF/SF	
   in	
   vivo	
   mais	
   n’est	
   pas	
   nécessaire	
   pour	
   l’activation	
   du	
   récepteur	
   MET	
  

(Hartmann	
   et	
   al	
   1998).	
   Il	
   a	
   néanmoins	
   été	
   démontré	
   que	
   la	
   présence	
   de	
   ces	
   co-­‐

récepteurs	
  facilitait	
  la	
  pleine	
  dimérisation	
  et	
  activation	
  du	
  récepteur	
  (Kemp	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

A.5.2.	
  Activation	
  de	
  MET	
  par	
  l’HGF/SF	
  :	
  

	
  

L’activation	
  de	
  MET	
  implique	
  donc	
  son	
  homodimérisation	
  et	
  stabilisation	
  suite	
  à	
  

sa	
   liaison	
   avec	
   l’HGF/SF.	
   Cette	
   dimérisation	
   induit	
   sa	
   trans-­‐auto-­‐phosphorylation	
   sur	
  

des	
  résidus	
  tyrosines	
  de	
  la	
  boucle	
  d’activation	
  du	
  domaine	
  kinase	
  (Y1234	
  et	
  Y1235)	
  puis	
  

sur	
  des	
  tyrosines	
  de	
  la	
  partie	
  C-­‐terminale	
  (Y1349	
  et	
  Y1356).	
  Ces	
  activations	
  permettent	
  

d’initier	
   les	
   voies	
   de	
   signalisation	
   en	
   aval	
   de	
   MET	
   qui	
   sont	
   à	
   l’origine	
   de	
   l’action	
  

biologique	
  du	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET	
  (Ferracini	
  et	
  al	
  1995,	
  Longati	
  et	
  al	
  1994,	
  Naldini	
  et	
  al	
  

1991a).	
  	
  

	
  

B.	
   Réseau	
   de	
   signalisation	
   de	
   MET	
  :	
   des	
   partenaires	
   extracellulaires	
   aux	
   voies	
  

intracellulaires	
  :	
  

	
  

La	
  diversité	
  des	
   réponses	
   induites	
  par	
  MET	
  est	
   liée	
  aux	
  différentes	
   interactions	
  

qu’entretient	
   le	
   récepteur	
   avec	
   ses	
   partenaires.	
   Qu’ils	
   se	
   lient	
   de	
   manière	
   directe	
   ou	
  

indirecte	
  au	
  récepteur	
  ou	
  qu’ils	
  aient	
  ou	
  pas	
  une	
  activité	
  kinase,	
  la	
  liaison	
  et	
  interaction	
  

des	
   différents	
   partenaires	
   avec	
   le	
   récepteur	
   est	
   primordiale	
   pour	
   non	
   seulement	
  

l’amplification	
  mais	
   également	
   la	
   spécificité	
   et	
   l’efficacité	
   du	
   signal	
   transmis.	
   En	
   effet,	
  

MET	
   interagit	
   avec	
  des	
  partenaires	
   extracellulaires	
   comme	
   les	
   héparanes	
   sulfates,	
   qui	
  

potentialise	
   sa	
   liaison	
   avec	
   l’HGF/SF.	
   Il	
   agit	
   également	
   avec	
   des	
   partenaires	
  

membranaires	
   et	
   intracellulaires	
   dont	
   les	
   actions	
   interconnectées	
   modulent	
   la	
  

signalisation	
  du	
  récepteur	
  (figure	
  6).	
  

	
  

	
  

	
  



	
  

	
   27	
  

B.1.	
  Réseau	
  extracellulaire	
  :	
  

	
  

B.1.1.	
  L’héparine	
  et	
  les	
  héparanes	
  sulfates	
  :	
  

	
  

Comme	
  précisé	
  précédemment,	
  l’HGF/SF	
  est	
  capable	
  de	
  se	
  lier	
  avec	
  l’héparine	
  et	
  

les	
  héparanes	
  sulfates	
  via	
  son	
  domaine	
  N.	
  En	
  effet,	
  le	
  domaine	
  NK1	
  a	
  été	
  co-­‐cristallisé	
  en	
  

présence	
  d’héparine	
  avec	
   l’existence	
  d’une	
   interaction	
  avec	
   le	
  domaine	
  N.	
  Ce	
  domaine,	
  

riche	
   en	
   acides	
   aminés	
   basiques,	
   se	
   lie	
   avec	
   l’héparine	
   par	
   l’intermédiaire	
   de	
   liaisons	
  

hydrogène	
   (Lietha	
   et	
   al	
   2001).	
   L’HGF/SF	
   se	
   lie	
   également	
   aux	
   Héparanes	
   Sulfates	
  

ProtéoGlycanes	
  (HSPG)	
  qui	
  jouent	
  un	
  rôle	
  de	
  co-­‐récepteurs	
  de	
  faible	
  affinité	
  favorisant	
  

ainsi	
   sa	
   liaison	
   au	
   récepteur	
  MET	
   et	
   l’induction	
   des	
   réponses	
   biologiques	
   (Lyon	
   et	
   al	
  

1994,	
  Sakata	
  et	
  al	
  1997).	
  Par	
  ailleurs,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  MET	
  lui-­‐même	
  liait	
  les	
  HSPG	
  

mais	
  avec	
  une	
  affinité	
  10	
  fois	
  inférieure	
  à	
  celle	
  du	
  variant	
  de	
  l’HGF/SF,	
  le	
  NK1	
  (Rubin	
  et	
  

al	
  2001).	
  

	
  

B.1.2.	
  La	
  nucléoline	
  :	
  

	
  

Il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  l’HGF/SF	
  interagit	
  avec	
  la	
  nucléoline.	
  Bien	
  que	
  cette	
  protéine	
  

ait	
   été	
   identifiée	
   en	
  premier	
   lieu	
   au	
  niveau	
  nucléaire,	
   elle	
   est	
   également	
  présente	
   à	
   la	
  

surface	
  membranaire	
  où	
  elle	
   interagit	
   avec	
  des	
   facteurs	
  de	
   croissance	
   liant	
   l’héparine.	
  

Elle	
  est	
  également	
  connue	
  pour	
  jouer	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  tumorigenèse.	
  En	
  effet,	
  l’expression	
  

de	
   la	
   nucléoline	
   durant	
   la	
   progression	
   cancéreuse	
   prostatique	
   augmente	
   et	
   il	
   a	
   été	
  

démontré	
  qu’elle	
  interagissait	
  avec	
  l’HGF/SF	
  favorisant	
  ainsi	
  les	
  propriétés	
  migratrices	
  

des	
  cellules	
  prostatiques	
  (Tate	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

B.2.	
  Réseau	
  membranaire	
  :	
  

	
  

B.2.1.	
  CD44	
  :	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   MET	
   est	
   capable	
   d’interagir	
   avec	
   de	
   nombreux	
   acteurs	
   situés	
   à	
   la	
  

membrane.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
   décrit	
   qu’il	
   interagissait	
   notamment	
   avec	
   certaines	
  

isoformes	
   de	
   CD44.	
   Ce	
   récepteur	
   à	
   l’acide	
   hyaluronique,	
   initialement	
   identifié	
   comme	
  

protéine	
  d’adhésion	
  à	
  la	
  matrice	
  extracellulaire,	
  est	
  également	
  capable	
  d’agir	
  comme	
  co-­‐
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récepteur	
   de	
   MET	
   et	
   réguler	
   ses	
   réponses	
   (Ponta	
   et	
   al	
   2003)	
   (figure	
   5).	
   En	
   effet,	
  

l’isoforme	
   CD44v3	
   interagit	
   avec	
   l’HGF/SF	
   et	
   favorise	
   son	
   interaction	
   avec	
   MET,	
  

permettant	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   ce	
   dernier	
   et	
   l’activation	
   de	
   voies	
   de	
   signalisation	
  

comme	
  la	
  voie	
  MAPK	
  (Mitogen-­‐Activated	
  Protein	
  Kinase)	
  et	
  PI3K	
  (Phosphatidyl	
  Inositol	
  3	
  

Kinase)/AKT	
  (van	
  der	
  Voort	
  et	
  al	
  1999,	
  Wielenga	
  et	
  al	
  2000).	
  Quant	
  à	
  l’isoforme	
  CD44v6,	
  

son	
   action	
   s’articule	
   sur	
   deux	
   niveaux.	
   En	
   effet,	
   sa	
   partie	
   extracellulaire	
   permet	
   la	
  

formation	
   d’un	
   complexe	
   ternaire	
   entre	
  MET,	
   l’HGF/SF	
   et	
   CD44v6	
   alors	
   que	
   sa	
   partie	
  

intracellulaire	
  est	
  impliqué	
  dans	
  le	
  recrutement	
  des	
  protéines	
  ERM	
  (Ezrines,	
  Radixines	
  

et	
   Moesines)	
   et	
   leur	
   assemblage	
   avec	
   la	
   partie	
   C-­‐terminale	
   du	
   récepteur	
   MET.	
   Les	
  

protéines	
  ERM	
  favorisent	
  par	
  la	
  suite	
  l’activation	
  de	
  la	
  protéine	
  RAS	
  et	
  la	
  voie	
  MAPK	
  en	
  

s’associant	
  à	
  l’actine	
  du	
  cytosquelette	
  (Orian-­‐Rousseau	
  et	
  al	
  2002,	
  Orian-­‐Rousseau	
  et	
  al	
  

2007).	
  

	
  

La	
   relevance	
  physiologique	
  des	
   interactions	
   entre	
   les	
  protéines	
  CD44	
  et	
  MET	
  a	
  

été	
   démontrée	
   dans	
   des	
   modèles	
   murins.	
   En	
   effet,	
   alors	
   que	
   des	
   souris	
   cd44-­‐/-­‐,	
   ou	
  

invalidées	
   pour	
   un	
   seul	
   allèle	
   de	
   met	
   ou	
   de	
   l’hgf/sf	
   sont	
   viables,	
   le	
   cumul	
   de	
   ces	
  

invalidations	
  (cd44-­‐/-­‐	
  et	
  met-­‐/+	
  ou	
  cd44-­‐/-­‐	
  et	
  hgf/sf-­‐/+)	
  induit	
  la	
  mort	
  des	
  embryons	
  à	
  

la	
   naissance	
   causée	
   par	
   une	
   dérégulation	
   de	
   la	
   transmission	
   synaptique	
   et	
   des	
  

altérations	
  au	
  niveau	
  du	
  nerf	
  phrénique	
  (Matzke	
  et	
  al	
  2007).	
  

	
  

B.2.2.	
  Les	
  intégrines	
  :	
  

	
  

Les	
   intégrines	
   sont	
   des	
   récepteurs	
   d’adhésion	
   cellulaire.	
   Ce	
   sont	
   des	
  

glycoprotéines	
  transmembranaires	
  impliquées	
  dans	
  l’adhésion	
  cellule-­‐cellule	
  ou	
  cellule-­‐

matrice.	
  Le	
  récepteur	
  MET	
  interagit	
  avec	
  certaines	
  d’entre	
  elles,	
  notamment	
  l’intégrine	
  

α6β4,	
   principal	
   constituant	
   des	
   hémidesmosomes,	
   jonctions	
   permettant	
   de	
   relier	
   les	
  

cellules	
  épithéliales	
  à	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  (figure	
  5).	
  Cette	
  interaction	
  a	
  été	
  décrite	
  

dans	
   des	
   lignées	
   issues	
   de	
   carcinomes	
   et	
   favorise	
   la	
   migration	
   cellulaire.	
   En	
   effet,	
  

l’activation	
  du	
  récepteur	
  MET	
  par	
  l’HGF/SF	
  induit	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  β	
  

de	
   l’intégrine	
   sur	
   des	
   résidus	
   tyrosines	
   créant	
   des	
   sites	
   de	
   recrutement	
   pour	
   la	
   PI3K,	
  

SHC	
   (SH2	
   domain	
   containing	
   transforming	
   protein),	
   et	
   SHP2	
   (SH2	
   domain	
   containing	
  

protein-­‐tyrosine	
   Phosphatase)	
   mais	
   également	
   la	
   dissociation	
   des	
   hémidesmosomes.	
  

Ainsi,	
   cette	
   intégrine	
   joue	
   le	
   rôle	
   d’une	
   protéine	
   adaptatrice	
   supplémentaire	
   du	
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récepteur	
   MET	
   (Bertotti	
   et	
   al	
   2006,	
   Comoglio	
   et	
   al	
   2003,	
   Trusolino	
   et	
   al	
   2001,	
  

Wilhelmsen	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

B.2.3.	
  La	
  E-­‐cadhérine	
  :	
  

	
  

MET	
   interagit	
   directement	
   avec	
   la	
   E-­‐cadhérine,	
   une	
   protéine	
   nécessaire	
   aux	
  

jonctions	
   des	
   cellules	
   entre	
   elles.	
   En	
   effet,	
   suite	
   à	
   une	
   stimulation	
   par	
   l’HGF/SF,	
   les	
  

propriétés	
   migratoires	
   des	
   cellules	
   sont	
   renforcées	
   suite	
   à	
   l’endocytose	
   conjointe	
   de	
  

MET	
  et	
  de	
  la	
  E-­‐cadhérine	
  diminuant	
  ainsi	
  l’adhésion	
  des	
  cellules	
  entre	
  elles	
  (Hiscox	
  and	
  

Jiang	
  1999,	
  Kamei	
  et	
  al	
  1999,	
  Reshetnikova	
  et	
  al	
  2007).	
  

	
  

B.2.4.	
  La	
  Tensine	
  4	
  :	
  

	
  

La	
   Tensine	
   4	
   est	
   une	
   protéine	
   transmembranaire	
   dont	
   l’interaction	
   avec	
   MET	
  

favorise	
  la	
  stabilisation	
  du	
  récepteur.	
  En	
  effet,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  dans	
  différentes	
  lignées	
  

(comme	
   celles	
   issues	
   du	
   cancer	
   du	
   poumon)	
   que	
   MET	
   recrutait	
   la	
   tensine	
   4.	
   Cette	
  

interaction	
  stabilise	
  le	
  récepteur	
  et	
  limite	
  sa	
  dégradation	
  lysosomale	
  et	
  de	
  ce	
  fait	
  régule	
  

positivement	
  la	
  survie,	
  prolifération	
  et	
  migration	
  cellulaires.	
  Par	
  ailleurs,	
  l’expression	
  de	
  

la	
  tensine	
  4	
  est	
  corrélée	
  à	
  celle	
  de	
  MET	
  dans	
  le	
  cancer	
  du	
  côlon	
  et	
  les	
  cancers	
  ovariens	
  

suggérant	
  que	
  cette	
  protéine	
  participe	
  à	
  la	
  surexpression	
  de	
  MET	
  in	
  vivo	
  (Muharram	
  et	
  

al	
  2014).	
  

	
  

B.2.5.	
  Les	
  plexines	
  et	
  leurs	
  ligands	
  les	
  sémaphorines	
  :	
  

	
  

Les	
  plexines	
  sont	
  des	
  récepteurs	
  transmembranaires	
  pour	
  les	
  sémaphorines	
  qui	
  

sont	
   impliqués	
   dans	
   un	
   grand	
   nombre	
   de	
   fonctions	
   biologiques	
   dont	
   la	
   migration	
  

cellulaire.	
  Ces	
  récepteurs	
  et	
  leurs	
  ligands	
  possèdent	
  tous	
  un	
  domaine	
  SEMA	
  homologue	
  

à	
   celui	
   de	
  MET.	
   Il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   le	
   domaine	
   SEMA	
  de	
  MET	
   interagissait	
   avec	
   la	
  

plexine	
  B1	
  (figure	
  5)	
  (Gherardi	
  et	
  al	
  2004,	
  Neufeld	
  et	
  al	
  2012).	
  	
  

	
  

En	
  effet,	
  la	
  plexine	
  B1	
  et	
  MET	
  peuvent	
  physiquement	
  s’associer	
  par	
  leur	
  domaine	
  

SEMA.	
   Ainsi,	
   l’activation	
   de	
   la	
   plexine	
   B1	
   par	
   son	
   ligand,	
   la	
   sémaphorine	
   4D,	
   permet	
  

l’activation	
  du	
  récepteur	
  MET	
  en	
  absence	
  de	
  l’HGF/SF	
  ainsi	
  que	
  l’activation	
  des	
  réponses	
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biologiques	
   de	
   migration	
   et	
   d’invasion.	
   De	
   plus,	
   en	
   absence	
   de	
   MET,	
   les	
   réponses	
  

cellulaires	
  à	
  la	
  sémaphorine	
  4D	
  sont	
  inhibées	
  faisant	
  de	
  MET	
  un	
  relai	
  pour	
  l’activité	
  du	
  

couple	
  plexine	
  B1/sémphorine	
  4D	
  (Conrotto	
  et	
  al	
  2004,	
  Conrotto	
  et	
  al	
  2005,	
  Giordano	
  et	
  

al	
  2002).	
  Par	
  ailleurs,	
  dans	
  les	
  cancers	
  du	
  sein	
  et	
  de	
  l’ovaire,	
  la	
  co-­‐expression	
  de	
  MET	
  et	
  

de	
   la	
   plexine	
   B1	
   est	
   associée	
   à	
   des	
   tumeurs	
   plus	
   agressives	
   (Valente	
   et	
   al	
   2009).	
   A	
  

l’inverse,	
   l’association	
   de	
   MET	
   à	
   la	
   plexine	
   B1	
   a	
   mené,	
   dans	
   des	
   lignées	
   issues	
   de	
  

mélanomes,	
  à	
  une	
  inhibition	
  de	
  la	
  migration	
  et	
  de	
  l’invasion	
  induites	
  par	
  MET.	
  En	
  effet,	
  

dans	
  ces	
  lignées,	
  l’association	
  de	
  la	
  plexine	
  B1	
  à	
  MET	
  n’induit	
  pas	
  son	
  activation	
  mais	
  le	
  

désensibilise	
  à	
   l’HGF/SF.	
  Ces	
   résultats	
   suggèrent	
  une	
  coopération	
  de	
  nature	
  différente	
  

entre	
  la	
  plexine	
  B1	
  et	
  	
  MET	
  en	
  fonction	
  du	
  type	
  cellulaire	
  (Soong	
  et	
  al	
  2012,	
  Soong	
  and	
  

Scott	
  2013,	
  Stevens	
  et	
  al	
  2010).	
  

	
  

B.2.6.	
  Les	
  autres	
  RTK	
  :	
  

	
  

Enfin,	
  MET	
  est	
  capable	
  de	
  dialoguer	
  avec	
  d’autres	
  récepteurs	
  à	
  activité	
   tyrosine	
  

kinase	
   comme	
   l’EGFR	
   et	
   RON	
   (Récepteur	
   d’Origine	
   Nantais).	
   Ces	
   dialogues	
   régulent	
  

différentes	
   situations	
   physiologiques	
   et/ou	
   pathologiques	
   et	
   ont	
   lieu	
   grâce	
   à	
   une	
  

interaction	
   directe	
   ou	
   de	
   manière	
   indirecte	
   via	
   des	
   connections	
   entre	
   les	
   voies	
   de	
  

signalisation	
   en	
   aval	
   (figure	
  5).	
   Ces	
   réactions	
   croisées	
   étant	
   observées	
  principalement	
  

dans	
   le	
   cadre	
   du	
   cancer,	
   je	
   les	
   décrirai	
   plus	
   tard	
   dans	
   l’introduction	
   (paragraphe	
   E.5.	
  

page	
  73).	
  

	
  

B.2.7.	
   Interaction	
  entre	
   le	
   récepteur	
  de	
  mort	
  FAS	
  et	
   le	
   récepteur	
  de	
  

survie	
  MET	
  :	
  

	
  

L’apoptose	
   peut	
   être	
   induite	
   suite	
   à	
   l’activation	
   du	
   récepteur	
   FAS	
   (Fibroblast	
  

ASsociated),	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  TNF	
  (Tumor	
  Necrosis	
  Factor),	
  par	
  son	
  ligand	
  le	
  FAS-­‐L.	
  Cette	
  

activation	
  mène	
   à	
   la	
   trimérisation	
   du	
   récepteur	
   et	
   au	
   recrutement	
   du	
   complexe	
   DISC	
  

(Death	
  Inducing	
  Signaling	
  Complexe)	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  partie	
  intracellulaire	
  C-­‐terminale	
  du	
  

récepteur.	
   Ce	
   complexe	
   induit	
   l’activation	
   de	
   caspases	
   initiatrices	
   puis	
   de	
   l’apoptose	
  

(Galluzzi	
  et	
  al	
  2012).	
  Cependant,	
  le	
  récepteur	
  de	
  mort	
  FAS	
  a	
  un	
  garde-­‐fou	
  :	
  le	
  récepteur	
  

MET.	
   En	
   effet,	
   en	
   se	
   liant	
   sur	
   FAS,	
   MET	
   prévient	
   la	
   fixation	
   du	
   FAS-­‐L	
   et	
   de	
   ce	
   fait	
  

l’apoptose	
   (figure	
   5).	
   Cet	
   effet	
   est	
   inhibé	
   par	
   l’ajout	
   d’HGF/SF	
   qui	
   induirait	
   une	
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et	
  1235	
  du	
  domaine	
  kinase	
  de	
  MET.	
  Ces	
  phosphorylations	
  mènent	
  à	
  une	
  stabilisation	
  de	
  

la	
  kinase	
  dans	
  sa	
  confirmation	
  active	
  qui	
  va	
  par	
  conséquent	
  favoriser	
  la	
  phosphorylation	
  

d’autres	
  résidus,	
  notamment	
  les	
  tyrosines	
  Y1349	
  et	
  Y1356	
  de	
  la	
  région	
  C-­‐terminale	
  du	
  

récepteur,	
  responsables	
  du	
  recrutement	
  de	
  plusieurs	
  partenaires	
  comme	
  GAB1	
  (GRB2-­‐

Associated	
  Binder1)	
  GRB2,	
  SHC	
  et	
  la	
  sous	
  unité	
  p85	
  de	
  la	
  PI3K.	
  Les	
  Y1349	
  et	
  Y1356	
  sont	
  

requises	
   pour	
   la	
   signalisation	
   induite	
   par	
   MET.	
   En	
   effet,	
   la	
   substitution	
   de	
   ces	
   deux	
  

tyrosines	
  par	
  des	
  phénylalanines	
  n’affecte	
  pas	
  l’activité	
  kinase	
  du	
  récepteur	
  mais	
  inhibe	
  

la	
  prolifération,	
  l’invasion	
  et	
  la	
  motilité	
  (Bardelli	
  et	
  al	
  1997,	
  Ponzetto	
  et	
  al	
  1994,	
  Zhu	
  et	
  

al	
  1994).	
  Par	
  ailleurs,	
  des	
  souris	
  dans	
  lesquelles	
  la	
  forme	
  sauvage	
  de	
  MET	
  est	
  remplacée	
  

par	
  une	
  forme	
  mutée	
  sur	
  ces	
  deux	
  résidus	
  Y1349	
  et	
  Y1356	
  (knock	
  in	
  ou	
  KI)	
  meurent	
  in	
  

utero	
  en	
  présentant	
  un	
  phénotype	
  similaire	
  aux	
  souris	
  invalidées	
  pour	
  MET	
  (knock	
  out	
  

ou	
  KO)	
  (Maina	
  et	
  al	
  1996).	
  Néanmoins,	
  une	
  étude	
  a	
  démontré	
  qu’une	
  mutation	
  sur	
  ces	
  

résidus	
  n’empêchait	
  pas	
  la	
  dispersion	
  des	
  cellules	
  induite	
  par	
  l’HGF/SF-­‐MET,	
  suggérant	
  

que	
  cet	
  effet	
  ne	
  soit	
  pas	
  dépendant	
  du	
  site	
  de	
  recrutement	
  multi-­‐substrats	
  (Tulasne	
  et	
  al	
  

1999).	
  

	
  

Les	
  tyrosines	
  phosphorylées	
  du	
  récepteur	
  sont	
  spécifiquement	
  reconnues	
  par	
  des	
  

domaines	
  de	
  protéines	
  adaptatrices	
  comme	
  le	
  domaine	
  SH2	
  (Src	
  Homology	
  2)	
  pour	
  par	
  

exemple	
  GRB2	
   (Boccaccio	
   et	
   al	
  1998,	
  Fixman	
  et	
   al	
  1996,	
  Ponzetto	
   et	
   al	
  1994)	
  ou	
  PTB	
  

(PhosphoTyrosine	
  Binding)	
  pour	
  SHC	
  (Zhou	
  et	
  al	
  1995).	
  La	
  plus	
  étudiée	
  de	
  ces	
  protéines	
  

multi-­‐adaptatrices	
  est	
  principalement	
  la	
  protéine	
  GAB1	
  qui	
  amplifie	
  le	
  signal	
  de	
  MET	
  et	
  

initie	
  la	
  signalisation	
  intracellulaire	
  à	
  l’origine	
  des	
  effets	
  biologiques	
  observés	
  (figure	
  6).	
  

	
  

B.3.1.2.	
  Principaux	
  partenaires	
  de	
  MET	
  :	
  

	
  

B.3.1.2.a.	
  Notion	
  de	
  protéine	
  adaptatrice	
  :	
  

	
  

Dans	
   le	
   but	
   d’assurer	
   un	
   signal	
   spécifique	
   et	
   efficace,	
   plusieurs	
  mécanismes	
   de	
  

régulation	
   sont	
  mis	
   en	
   place	
   au	
   niveau	
   du	
   récepteur.	
   Ces	
   régulations	
   nécessitent	
   des	
  

protéines	
  dites	
  adaptatrices	
  qui	
  sont	
  dénuées	
  d’activité	
  catalytique	
  et	
  qui	
  coordonnent	
  

et	
   régulent	
   l’action	
   des	
   protéines	
   effectrices	
   (enzymes	
   et	
   facteurs	
   de	
   transcription).	
  

Leurs	
   actions	
   mènent	
   ainsi	
   à	
   l’amplification	
   du	
   signal	
   du	
   récepteur	
   en	
   favorisant	
  

l’activation	
  et/ou	
  modulation	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  (Brummer	
  et	
  al	
  2010).	
  



	
  

	
   33	
  

	
  

B.3.1.2.b.	
  Exemple	
  de	
  GAB1	
  :	
  

	
  

GAB1	
  (GRB2-­‐associated-­‐binding	
  protein	
  1)	
  est	
  recrutée	
  de	
  manière	
  directe	
  grâce	
  à	
  

une	
  séquence	
  de	
  13	
  acides	
  aminés	
  contenus	
  dans	
  son	
  site	
  MBD	
  (MET	
  Binding	
  Domain)	
  et	
  

exposée	
  suite	
  à	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  tyrosine	
  Y1349	
  (Schaeper	
  et	
  al	
  2000,	
  Weidner	
  

et	
  al	
  1996)	
  et	
  de	
  manière	
  indirecte	
  via	
  une	
  interaction	
  avec	
  GRB2,	
  lui-­‐même	
  recruté	
  par	
  

la	
   tyrosine	
  Y1356	
   (Fixman	
   et	
   al	
   1997).	
  Des	
   souris	
  KO	
  pour	
  GAB1	
  meurent	
   in	
  utero	
   et	
  

présentent	
  un	
  phénotype	
  très	
  similaire	
  à	
  celui	
  des	
  souris	
  déficientes	
  (KO)	
  pour	
  MET	
  ou	
  

l’HGF/SF	
   démontrant	
   que	
   GAB1	
   est	
   un	
   partenaire	
   majeur,	
   nécessaire	
   à	
   plusieurs	
  

processus	
   physiologiques	
   induits	
   par	
   MET	
   (Sachs	
   et	
   al	
   2000).	
   Ainsi,	
   GAB1,	
   sert	
   de	
  

plateforme	
  de	
  recrutement	
  pour	
  plusieurs	
  protéines	
  :	
  PI3K,	
  SHP2,	
  PLCγ	
  (PhosphoLipase	
  

C	
  γ),	
  GRB2	
  ou	
  SHC,	
  chacune	
  à	
   la	
  base	
  d’une	
  voie	
  de	
  signalisation	
  (Garcia-­‐Guzman	
  et	
  al	
  

1999,	
  Lock	
  et	
  al	
  2000,	
  Lock	
  et	
  al	
  2003,	
  Maroun	
  et	
  al	
  2000,	
  Schaeper	
  et	
  al	
  2000).	
  

	
  

B.3.1.2.c.	
  Autres	
  partenaires	
  :	
  GRB2	
  

	
  

GRB2	
   (Growth	
   factor	
   receptor-­‐bound	
   protein	
   2),	
   tout	
   comme	
   GAB1,	
   est	
   une	
  

protéine	
   adaptatrice	
   qui	
   se	
   lie	
   à	
  MET	
  de	
   deux	
  manières.	
   En	
   effet,	
   elle	
   est	
   recrutée	
   de	
  

manière	
   directe	
   sur	
   la	
   tyrosine	
   Y1356	
   par	
   l’intermédiaire	
   de	
   son	
   domaine	
   SH2	
   ou	
   de	
  

manière	
  indirecte	
  par	
  une	
  autre	
  protéine	
  multi-­‐adaptatrice	
  SHC	
  (Pelicci	
  et	
  al	
  1995).	
  Une	
  

étude	
   a	
   démontré	
   l’importance	
   de	
   GRB2	
   en	
   générant	
   des	
   souris	
   KI	
   exprimant	
   un	
  

récepteur	
  MET	
  incapable	
  de	
  recruter	
  GRB2	
  mais	
  toujours	
  capable	
  de	
  recruter	
  ses	
  autres	
  

effecteurs.	
  Ces	
  souris	
  meurent	
  quelques	
  semaines	
  après	
  leur	
  naissance	
  en	
  présentant	
  un	
  

défaut	
  de	
  développement	
  des	
  muscles	
  des	
  membres	
  (Maina	
  et	
  al	
  1996).	
  

	
  

B.3.1.3.	
  Les	
  voies	
  de	
  signalisations	
  intracellulaires	
  :	
  

	
  

	
   Nous	
  avons	
  vu	
  que	
  le	
  récepteur	
  MET	
  est	
  capable	
  de	
  recruter	
  différentes	
  protéines	
  

adaptatrices	
   lui	
   permettant	
   d’amplifier	
   et	
   diversifier	
   son	
   signal.	
   L’activation	
   du	
  

récepteur	
  mène	
   donc	
   à	
   différents	
   effets	
   biologiques	
   via	
   des	
   cascades	
   de	
   signalisation	
  

comme	
   par	
   exemple	
   les	
   voies	
   PLCγ,	
   FAK	
   (Focal	
   Adhesion	
   Kinase)	
   ou	
   STAT	
   (Signal	
  

Transducer	
   and	
   Activator	
   of	
   Transcription).	
   Néanmoins,	
   les	
   plus	
   caractérisées	
   de	
   ces	
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cascades	
   sont	
   les	
   voies	
   PI3K/AKT	
   et	
   MAPK/ERK	
   que	
   je	
   prendrai	
   en	
   exemple	
   pour	
  

illustrer	
  l’activation	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  (figure	
  6).	
  

	
  

B.3.1.3.a.	
  La	
  voie	
  PI3K/AKT	
  :	
  

	
  

La	
   protéine	
   PI3K	
   est	
   recrutée	
   soit	
   de	
   manière	
   directe	
   par	
   MET	
   ou	
   par	
  

l’intermédiaire	
  de	
  GAB1	
  (Ponzetto	
  et	
  al	
  1994).	
   Il	
  s’agit	
  d’une	
  protéine	
  composée	
  d’une	
  

sous-­‐unité	
  p110	
  qui	
  porte	
  l’activité	
  catalytique	
  et	
  d’une	
  autre	
  sous-­‐unité	
  p85	
  régulatrice	
  

qui	
  interagit	
  avec	
  le	
  récepteur	
  MET	
  (Vanhaesebroeck	
  et	
  al	
  2005).	
  Lorsqu’elle	
  est	
  activée,	
  

la	
  PI3K,	
  qui	
  est	
  une	
  enzyme	
  à	
  activité	
   lipide	
  kinase,	
  phosphoryle	
   le	
  PIP2	
   (Phosphatidyl	
  

Inositol	
   (4,	
   5)	
   biPhosphate)	
   pour	
   former	
   le	
   PIP3	
   (Phosphatidyl	
   Inositol	
   (3,	
   4,	
   5)	
  

triPhosphate)	
  qui	
  agit	
  comme	
  un	
  second	
  messager	
  membranaire	
  lipidique.	
  Le	
  PIP3	
  a	
  son	
  

tour	
   favorise	
   le	
   recrutement	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique	
   des	
   protéines	
   contenant	
   un	
  

domaine	
   PH	
   (Pleckstrin	
   Homology	
   domain)	
   comme	
   la	
   protéine	
   AKT,	
   une	
   sérine-­‐

thréonine	
   kinase	
   principalement	
   impliquée	
  dans	
   la	
   survie	
   cellulaire	
   (Xiao	
   et	
   al	
   2001).	
  

L’ancrage	
   d’AKT	
   à	
   la	
   membrane	
   conduit	
   à	
   son	
   activation	
   par	
   la	
   kinase	
   membranaire	
  

PDPK1	
   (3-­‐Phospho	
   Inositide	
   Dependent	
   Protin	
   Kinase-­‐1).	
   AKT	
   activé	
   peut	
   alors	
  

phosphoryler	
  des	
  résidus	
  sérines	
  et	
  thréonines	
  des	
  protéines	
  pro-­‐apoptotiques	
  comme	
  

BAD	
   (Bcl2-­‐Associated	
   Death	
   Promoter),	
   IKK	
   (IκB	
   Kinase)	
   et	
   la	
   pro-­‐caspase	
   9.	
   Ces	
  

phosphorylations	
   par	
   AKT	
   conduisent	
   à	
   leur	
   inhibition,	
   favorisant	
   ainsi	
   la	
   survie	
  

cellulaire	
  (Fresno	
  Vara	
  et	
  al	
  2004).	
  

	
  

B.3.1.3.b.	
  La	
  voie	
  des	
  MAPK/ERK	
  :	
  

	
  

Cette	
   voie	
   fait	
   intervenir	
   un	
   ensemble	
   complexe	
   d’acteurs	
   en	
   cascades.	
   La	
   voie	
  

débute	
   avec	
   la	
   liaison	
   de	
   GRB2	
   sur	
   le	
   domaine	
   C-­‐terminal	
   de	
   MET	
   comme	
   décrit	
  

précédemment.	
  GRB2	
  est	
  constitutivement	
  associé	
  à	
   la	
  protéine	
  SOS	
  (Son	
  of	
  Sevenless)	
  

qui	
  est	
  un	
  échangeur	
  de	
  guanidine.	
  Ainsi,	
  le	
  complexe	
  GRB2-­‐SOS	
  active	
  Ras,	
  une	
  protéine	
  

G	
   membranaire.	
   S‘ensuit	
   alors	
   une	
   cascade	
   de	
   phosphorylations.	
   En	
   effet,	
   Ras	
  

phosphoryle	
   RAF	
   qui	
   phosphoryle	
   à	
   son	
   tour	
   MEK1	
   (MAP/ERK	
   Kinase	
   1)	
   qui	
   va	
  

phosphoryler	
   les	
  protéines	
  ERK	
  (Extracellular	
  Signal	
  –Regulated	
  Kinase)	
  (Li	
  et	
  al	
  1993,	
  

Ponzetto	
  et	
  al	
  1994).	
  ERK	
  permet,	
  entre	
  autres,	
  le	
  réarrangement	
  du	
  cytosquelette	
  ainsi	
  

que	
   l’activation	
   de	
   facteurs	
   de	
   transcription	
   comme	
   c-­‐Fos	
   et	
   ETS1	
   (Avian	
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Erythroblastosis	
   Virus	
   E26	
   homolog-­‐1).	
   Ces	
   activations	
   permettant	
   notamment	
   la	
  

progression	
  dans	
  le	
  cycle	
  cellulaire	
  et	
  donc	
  la	
  prolifération	
  (Chambard	
  et	
  al	
  2007,	
  Furge	
  

et	
  al	
  2000,	
  Tulasne	
  et	
  al	
  2002).	
  

	
  

B.3.1.3.c.	
  Interconnexion	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  :	
  

	
  

Diverses	
   études	
   ont	
   tenté	
   d’associer	
   certaines	
   voies	
   de	
   signalisation	
   à	
   une	
  

réponse	
   biologique	
   précise.	
   Par	
   exemple,	
   la	
   voie	
   PI3K	
   est	
   plus	
   souvent	
   associée	
   à	
   la	
  

survie	
   cellulaire	
   alors	
   que	
   celle	
   des	
   MAPK	
   est	
   associée	
   à	
   la	
   prolifération.	
   SHC	
   est	
  

nécessaire	
   à	
   l’angiogenèse	
   (Saucier	
   et	
   al	
   2004),	
   PLCγ	
   à	
   la	
   morphogenèse	
   (Gual	
   et	
   al	
  

2000),	
   Src	
   à	
   la	
   croissance	
   sans	
   ancrage	
   (Rahimi	
   et	
   al	
   1998)	
   et	
   FAK	
   à	
   la	
  migration	
   et	
  

l’invasion	
   (Chen	
   and	
   Chen	
   2006).	
   Cependant,	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   les	
   voies	
   de	
  

signalisation	
   de	
   MET	
   étaient	
   très	
   souvent	
   interconnectées	
   et	
   participent	
   de	
   manière	
  

conjointe	
  et	
  coordonnée	
  aux	
  réponses	
  biologiques	
  induites	
  par	
  le	
  récepteur.	
  En	
  effet,	
  un	
  

effecteur	
   peut	
   être	
   impliqué	
   dans	
   l’activation	
   de	
   protéines	
   de	
   différentes	
   voies.	
   Par	
  

exemple,	
  l’activation	
  de	
  RAS	
  peut	
  activer	
  AKT	
  en	
  plus	
  de	
  la	
  voie	
  MAPK/ERK	
  (Coltella	
  et	
  

al	
   2006,	
   Recio	
   and	
   Merlino	
   2002,	
   Rodrigues	
   et	
   al	
   1997).	
   Par	
   ailleurs,	
   une	
   voie	
   de	
  

signalisation	
   n’est	
   pas	
   restreinte	
   à	
   une	
   seule	
   réponse	
   mais	
   peut	
   être	
   impliquée	
   dans	
  

plusieurs	
  réponses	
  biologiques.	
  Par	
  exemple,	
  la	
  voie	
  des	
  MAPKinases	
  est	
  non	
  seulement	
  

impliquée	
  dans	
  la	
  prolifération	
  mais	
  elle	
  est	
  également	
  nécessaire	
  pour	
  les	
  réponses	
  de	
  

survie,	
   de	
  motilité	
   ou	
   de	
  morphogenèse	
   (Kermorgant	
   and	
   Parker	
   2005,	
   O'Brien	
   et	
   al	
  

2004,	
  Xiao	
  et	
  al	
  2001).	
  De	
  plus,	
  plusieurs	
  voies	
  peuvent	
  être	
  impliquées	
  pour	
  induire	
  un	
  

même	
  effet	
  biologique.	
  Par	
  exemple,	
  l’activation	
  des	
  voies	
  MAPK/ERK,	
  PI3K/AKT,	
  SHP2	
  

et	
   STAT	
   3	
   sont	
   nécessaire	
   pour	
   la	
   morphogenèse.	
   L’interconnexion	
   des	
   voies	
   de	
  

signalisation	
  a	
  été	
  démontrée	
   in	
  vivo.	
  En	
  effet,	
   le	
  remplacement	
  chez	
   la	
  souris	
  du	
  MET	
  

sauvage	
   par	
   des	
   formes	
   mutées	
   recrutant	
   préférentiellement	
   la	
   PI3K,	
   Src	
   ou	
   GRB2	
   a	
  

montré	
  des	
   conséquences	
   sur	
  plusieurs	
   étapes	
  du	
  développement.	
   Ceci	
   démontre	
  que	
  

toutes	
  les	
  voies	
  de	
  signalisation	
  du	
  récepteur	
  MET	
  sont	
  nécessaires	
  à	
  sa	
  pleine	
  action	
  in	
  

vivo	
  (Maina	
  et	
  al	
  2001,	
  O'Brien	
  et	
  al	
  2004,	
  Rosario	
  and	
  Birchmeier	
  2003,	
  Trusolino	
  et	
  al	
  

2010).	
  

	
  



!

! VX!

!
R34-#&!X!G!"*#(&'*3#&%!#&6#-($%!&(!#$)1'%&%!231/143I-&%!3'.-3(&%!)*#!9+HY!
Q&!#$6&)(&-#!9+Hb!*6(3,$!)*#!%1'!/34*'.b!/&!ZERL<Rb!)&-(!*6(3,&#!)/-%3&-#%!,13&%!.&!%34'*/3%*(31'!&(!3'.-3#&!
.3,&#%&%!#$)1'%&%!231/143I-&%Y!+'!&\\&(b!9+H!#&6#-(&!)/-%3&-#%!)#1($3'&%!*.*)(*(#36&%!61AA&!E8;Jb!ES;M!
A&'*'(!*-!#&6#-(&A&'(!.&!)/-%3&-#%!&\\&6(&-#%!&(!d!/0*6(3,*(31'!.&%!,13&%!.&!%34'*/3%*(31'!61AA&!/&%!,13&%!
"CV_L8_H!&(!98"_L+S_Y!:&%!,13&%!A>'&'(!d!.3,&#%!&\\&(%!231/143I-&%!61AA&! /*!%-#,3&b! /*!A34#*(31'b! /*!
.3%)&#%31'!&(!/*!A1#)=14&'>%&Y!!
!

7g]g/g*5"(%&"4-#'4(#2"*+6*&)C%V(%6&*=BD*W*

!

Q0*6(3,*(31'! .&! 9+H! )*#! /0ZERL<R! 61'.-3(! d! %1'! 3'(&#'*/3%*(31'! #*)3.&! )*#!

&'.16P(1%&Y! +'! 61-#%! .03'(&#'*/3%*(31'b! /&! #$6&)(&-#! 61'(3'-&!.03'.-3#&! 6&#(*3'&%! ,13&%!

.&! %34'*/3%*(31'Y! +'! &\\&(b! .*'%! /&%! &'.1%1A&%! )#$616&%b! 9+H! 61'(3'-&! .03'.-3#&!

/0*6(3,*(31'! .&%! )#1($3'&%! +S_JLM! )-3%I-&! /0-(3/3%*(31'! .0-'! 3'=323(&-#! .&!

/03'(&#'*/3%*(31'! e61'6*'*,*/3'! 8f! *! A&'$! d! -'&! 3'=323(31'! .&! /*! )=1%)=1#P/*(31'! .&%!



	
  

	
   37	
  

protéines	
  ERK	
  (Kermorgant	
  et	
  al	
  2004).	
  Il	
  a	
  également	
  été	
  démontré	
  que	
  MET	
  induit	
  la	
  

relocalisation	
   des	
   protéines	
   ERK	
   au	
   niveau	
   des	
   points	
   focaux	
   d’adhésion	
   via	
   la	
   PKCε,	
  

favorisant	
  ainsi	
  la	
  migration	
  induite	
  par	
  l’HGF/SF.	
  En	
  effet,	
  une	
  perte	
  ou	
  une	
  inhibition	
  

de	
   la	
   PKCε	
   induit	
   une	
   baisse	
   de	
   phospho-­‐ERK1/2	
   au	
   niveau	
   des	
   points	
   focaux	
   ainsi	
  

qu’une	
   inhibition	
   de	
   la	
   migration	
   cellulaire	
   (figure	
   7)	
   (Kermorgant	
   et	
   al	
   2004,	
  

Kermorgant	
   and	
   Parker	
   2005,	
   Liu	
   et	
   al	
   2002).	
   De	
   plus,	
   toujours	
   au	
   niveau	
   des	
  

endosomes	
  précoces,	
  une	
  étude	
  a	
  démontré	
  dans	
  des	
  cellules	
   issues	
  du	
  cancer	
  du	
  sein	
  

que	
  MET	
  activait	
  la	
  protéine	
  G	
  Rac1,	
  membre	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  Rho	
  GTPases.	
  L’activation	
  

de	
   Rac1	
   permet	
   un	
   remodelage	
   de	
   l’actine	
   et	
   favorise	
   la	
   migration	
   cellulaire.	
   Cette	
  

activation	
  est	
   également	
  maintenue	
  dans	
   les	
   endosomes	
  péri-­‐nucléaires	
   (Menard	
  et	
   al	
  

2014,	
  Palamidessi	
  et	
  al	
  2008).	
  Par	
  la	
  suite,	
  le	
  récepteur	
  poursuit	
  son	
  chemin	
  depuis	
  les	
  

endosomes	
  précoces	
  vers	
  les	
  endosomes	
  péri-­‐nucléaires.	
  Cette	
  progression	
  semble	
  être	
  

sous	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  PKCα	
  qui	
  s’associe	
  aux	
  microtubules	
  et	
   favorise	
   la	
  migration	
  des	
  

endosomes	
   le	
   long	
   de	
   ces	
   microtubules	
   vers	
   le	
   compartiment	
   péri-­‐nucléaire	
  

(Kermorgant	
   et	
   al	
   2003,	
   Kermorgant	
   et	
   al	
   2004).	
   Au	
   niveau	
   des	
   endosomes	
  

périnucléaires,	
  MET	
  recrute	
  et	
   active	
   le	
   facteur	
  de	
   transcription	
  STAT3.	
   S’ensuivent	
   la	
  

phosphorylation,	
   la	
   dimérisation	
   et	
   la	
   translocation	
   de	
   STAT3	
   dans	
   le	
   noyau	
   qui	
   lui	
  

permettent	
  d’induire	
  la	
  transcription	
  de	
  plusieurs	
  gènes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  prolifération	
  

et	
  la	
  différenciation	
  cellulaires	
  (figure	
  7)	
  (Boccaccio	
  et	
  al	
  1998,	
  Levy	
  and	
  Darnell	
  2002).	
  

	
  

De	
   ce	
   fait,	
   la	
   signalisation	
   de	
  MET	
   ne	
   s’effectue	
   pas	
   seulement	
   à	
   la	
  membrane	
  

cellulaire	
   mais	
   se	
   poursuit	
   au	
   cours	
   de	
   son	
   internalisation	
   dans	
   différents	
  

compartiments	
   intracellulaires.	
  De	
  plus,	
   cette	
  signalisation	
  ainsi	
  que	
   les	
  effecteurs	
  mis	
  

en	
  jeu	
  dépendent	
  de	
  la	
  localisation	
  du	
  récepteur	
  suggérant	
  un	
  recrutement	
  préférentiel	
  

menant	
  à	
  une	
  spécificité	
  du	
  signal	
  de	
  MET.	
  

	
  

B.4.	
  Dégradation	
  du	
  récepteur	
  MET	
  :	
  

	
  

Même	
   si,	
   comme	
   nous	
   venons	
   de	
   le	
   voir,	
   l’internalisation	
   de	
   MET	
   est	
   un	
  

phénomène	
  important	
  pour	
  sa	
  signalisation,	
  elle	
  est	
  depuis	
  longtemps	
  connue	
  pour	
  être	
  

une	
   étape	
   de	
   la	
   dégradation	
   du	
   récepteur	
   menant	
   à	
   l’arrêt	
   de	
   son	
   signal.	
   Cette	
  

dégradation	
  peut	
  s’opérer	
  soit	
  de	
  manière	
  dépendante	
  ou	
  indépendante	
  du	
  ligand.	
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B.4.1.	
  Dégradation	
  dépendante	
  du	
  ligand	
  :	
  

	
  

L’inactivation	
   du	
   récepteur	
   passe	
   notamment	
   par	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   la	
  

tyrosine	
  Y1003	
  située	
  au	
  niveau	
  du	
  domaine	
  juxtamembranaire	
  de	
  MET	
  (Peschard	
  et	
  al	
  

2001,	
  Weidner	
  et	
  al	
  1995).	
  En	
  effet,	
  suite	
  à	
   l’activation	
  du	
  récepteur,	
  cette	
  tyrosine	
  est	
  

phosphorylée	
  ce	
  qui	
  mène	
  au	
  recrutement	
  de	
  la	
  E3	
  ubiquitine	
  ligase	
  c-­‐CBL	
  (Casitas	
  B-­‐cell	
  

Lineage),	
   connue	
   pour	
   être	
   impliquée	
   dans	
   la	
   dégradation	
   de	
   plusieurs	
   RTK.	
  

Phosphorylée,	
   c-­‐CBL	
   favorise	
   une	
   ubiquitination	
   du	
   récepteur	
   sur	
   plusieurs	
   résidus	
  

menant	
   à	
   l’internalisation	
   de	
   MET.	
   c-­‐CBL	
   recrute	
   également	
   la	
   protéine	
   CIN-­‐85	
   (Cbl-­‐

Interacting	
   Protein	
   of	
   85	
   kDa)	
   qui	
   s’associe	
   aux	
   endophilines,	
   protéines	
   régulant	
   les	
  

clatherines.	
  Endophilines	
  et	
  clathrines	
  permettent	
  alors	
  l’incurvation	
  et	
  l’invagination	
  de	
  

la	
   membrane	
   donnant	
   au	
   final	
   des	
   vésicules	
   individualisées	
   appelées	
   endosomes	
  

précoces	
  dans	
  lesquelles	
  MET	
  est	
  internalisé	
  (figure	
  7)	
  (Hammond	
  et	
  al	
  2001,	
  Peschard	
  

et	
  al	
  2001,	
  Petrelli	
  et	
  al	
  2002,	
  Ponzetto	
  et	
  al	
  1994,	
  Taher	
  et	
  al	
  2002).	
  

	
  

Dans	
  ces	
  endosomes,	
   la	
  mono-­‐ubiquitination	
  de	
  MET	
  permet	
  sa	
  reconnaissance	
  

par	
   la	
   protéine	
   HRS	
   (HGF	
   Regulated	
   tyrosine	
   kinase	
   Substrate)	
   puis	
   par	
   le	
   complexe	
  

protéique	
  ESCRT	
  (Endosomal	
  Sorting	
  Complex	
  Required	
  for	
  Transport).	
  Cette	
  interaction	
  

permet	
  l’invagination	
  des	
  endosomes	
  donnant	
  naissance	
  à	
  des	
  vésicules	
  intra-­‐luminales	
  

(VIL)	
  renfermées	
  dans	
  ce	
  qu’on	
  appelle	
  un	
  endosome	
  multivésiculaire	
  (EMV).	
  Cet	
  EMV	
  

évolue	
  par	
   la	
  suite	
  en	
  un	
  endosome	
  tardif	
   (figure	
  7).	
  L’endosome	
  tardif	
   fusionne	
  alors	
  

avec	
   un	
   lysosome	
  dont	
   le	
   pH	
   acide	
  permet	
   la	
   dégradation	
  de	
  MET,	
   aux	
   côtés	
   d’autres	
  

protéines	
  et	
  lipides,	
  par	
  des	
  protéases	
  actives	
  en	
  pH	
  acide,	
  ce	
  qui	
  permet	
  l’arrêt	
  définitif	
  

de	
   la	
   signalisation	
   du	
   récepteur	
   (figure	
   7)	
   (Abella	
   et	
   al	
   2005,	
   Hammond	
   et	
   al	
   2001,	
  

Komada	
  and	
  Kitamura	
  1995,	
  Tanaka	
  et	
  al	
  2008,	
  Trusolino	
  et	
  al	
  2010).	
  

	
  

Il	
  est	
  intéressant	
  de	
  noter	
  que	
  l’endocytose	
  de	
  MET	
  peut	
  également	
  mener	
  à	
  son	
  

recyclage	
  à	
  la	
  membrane.	
  En	
  effet,	
  au	
  niveau	
  des	
  endosomes,	
  MET	
  activé	
  s’associe	
  avec	
  

la	
  protéine	
  GGA3	
  (Golgi-­‐localized	
  γ-­‐ear-­‐containing	
  Arf-­‐binding	
  protein	
  3)	
  via	
  l’adaptateur	
  

CRK	
  (CT10	
  (chicken	
  tumor	
  virus	
  number	
  10)	
  Regulator	
  of	
  Kinase).	
  L’implication	
  de	
  GGA3	
  

dans	
  le	
  recyclage	
  de	
  MET	
  a	
  été	
  démontrée	
  en	
  effectuant	
  une	
  inactivation	
  (knockdown	
  ou	
  

silencing)	
  de	
  GGA3.	
  Ces	
  knockdown	
  ont	
  mené	
  à	
  une	
  inhibition	
  du	
  recyclage	
  du	
  récepteur	
  

et	
  à	
  une	
  augmentation	
  de	
  sa	
  dégradation.	
  Cette	
  inhibition	
  est	
  associée	
  à	
  une	
  diminution	
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de	
   l’activation	
  de	
  ERK	
  et	
  de	
   la	
  migration	
  cellulaire.	
  Ceci	
  démontre	
  que	
   le	
   recyclage	
  de	
  

MET	
   participe	
   également	
   au	
   contrôle	
   de	
   la	
   signalisation	
   du	
   récepteur	
   (Lefebvre	
   et	
   al	
  

2012,	
  Parachoniak	
  et	
  al	
  2011).	
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B.4.2.	
  Dégradation	
  indépendante	
  du	
  ligand	
  :	
  
	
  

B.4.2.1.	
  Dégradation	
  de	
  MET	
  par	
  des	
  protéines	
   contenant	
  des	
  

régions	
  riches	
  en	
  leucines	
  :	
  

	
  

D’autres	
   mécanismes	
   permettent	
   la	
   dégradation	
   du	
   récepteur	
   de	
   manière	
  

indépendante	
   de	
   son	
   ligand.	
   Ces	
   mécanismes	
   impliquent	
   notamment	
   la	
   décorine	
   et	
  

LRIG1	
   (Leucine-­‐rich	
   Repeats	
   and	
   ImmunoGlobulin-­‐like	
   Domains	
   1).	
   Concernant	
   la	
  

décorine,	
  protéoglycane	
  extracellulaire	
  appartenant	
  à	
  la	
  famille	
  des	
  SLRP	
  (Small	
  Leucin-­‐

Rich	
  Proteoglycan),	
  elle	
  induit	
  la	
  dégradation	
  de	
  MET	
  via	
  deux	
  mécanismes.	
  D’une	
  part,	
  

en	
  induisant	
  sa	
  phosphorylation	
  sur	
  la	
  Y1003	
  et	
  donc	
  sa	
  dégradation	
  après	
  recrutement	
  

de	
  la	
  protéine	
  c-­‐CBL	
  sans	
  induire	
  la	
  phosphorylation	
  du	
  site	
  de	
  recrutement	
  C-­‐terminal	
  

(Y1349	
  et	
  Y1356)	
  donc	
  sans	
  induire	
  de	
  signalisation	
  (figure	
  8	
  partie	
  I).	
  D’autre	
  part,	
  la	
  

décorine	
  favorise	
  le	
  clivage	
  de	
  MET	
  par	
  les	
  métalloprotéases	
  membranaires	
  de	
  la	
  famille	
  

des	
  ADAM	
  (A	
  Disintegrin	
  And	
  Metalloproteinase)	
  séparant	
  le	
  domaine	
  extracellulaire	
  du	
  

récepteur	
  de	
  son	
  domaine	
  kinase	
  (Goldoni	
  et	
  al	
  2009).	
  

	
  

Quant	
  à	
  LRIG1,	
  une	
  protéine	
   transmembranaire	
  contenant	
  aussi	
  des	
  répétitions	
  

riches	
   en	
   leucines,	
   son	
   knockdown	
   augmente	
   la	
   demi-­‐vie	
   de	
  MET	
   indiquant	
   que	
   cette	
  

protéine	
   joue	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
   dégradation	
   du	
   récepteur.	
   Néanmoins,	
   son	
   mécanisme	
  

d’action	
  sur	
  MET	
  est	
  encore	
  mal	
  connu	
  mais	
  s’opère	
  de	
  manière	
  indépendante	
  du	
  ligand	
  

et	
  du	
  recrutement	
  de	
  c-­‐CBL	
  (figure	
  8	
  partie	
  I)	
  (Shattuck	
  et	
  al	
  2007).	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   la	
   protéine	
   bactérienne	
   internaline	
   B	
   (Inlb)	
   de	
   la	
   Listeria	
  

monocytogenes,	
   qui	
   possède	
   également	
   un	
   domaine	
   riche	
   en	
   leucines,	
   permet	
   aussi	
  

l’activation	
   de	
   MET,	
   son	
   ubiquitination	
   puis	
   son	
   internalisation.	
   Cette	
   interaction	
   est	
  

primordiale	
   pour	
   l’entrée	
   du	
   pathogène	
   dans	
   les	
   cellules.	
   En	
   effet,	
   suite	
   à	
   son	
  

internalisation,	
  MET	
  est	
  adressé	
  à	
  la	
  dégradation	
  par	
  les	
  lysosomes	
  alors	
  que	
  la	
  bactérie	
  

entre	
  dans	
  les	
  cellules	
  (figure	
  8	
  partie	
  I)	
  (Shen	
  et	
  al	
  2000,	
  Veiga	
  and	
  Cossart	
  2005).	
  

	
  

De	
  façon	
  intéressante,	
  trois	
  protéines	
  possédant	
  des	
  domaines	
  riches	
  en	
  leucines	
  

sont	
   capables	
  d’induire	
   la	
  dégradation	
  du	
   récepteur	
  MET	
  suggérant	
  que	
  ces	
  domaines	
  

jouent	
   un	
   rôle	
   central	
   dans	
   ces	
   processus.	
   Cependant,	
   les	
  mécanismes	
  de	
  dégradation	
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sont	
   différents	
   entre	
   ces	
   protéines.	
   Il	
   serait	
   donc	
   intéressant	
   d’approfondir	
   nos	
  

recherches	
  en	
  étudiant	
  l’interaction	
  du	
  récepteur	
  avec	
  ces	
  domaines	
  riches	
  en	
  leucine	
  ce	
  

qui	
  nous	
  permettra	
  de	
  mieux	
  comprendre	
  leur	
  implication	
  dans	
  la	
  dégradation	
  de	
  MET	
  

(Lefebvre	
  et	
  al	
  2012).	
  

	
  

B.4.2.2.	
  Dégradation	
  de	
  MET	
  par	
  des	
  clivages	
  protéolytiques	
  :	
  

	
  

MET	
  peut	
   également	
   être	
   dégradé	
   par	
   des	
   clivages	
   protéolytiques.	
   Ces	
   clivages	
  	
  

interviennent	
   dans	
   une	
   grande	
   variété	
   de	
   situations	
   et	
   permettent	
   de	
   réguler	
  

efficacement	
  son	
  expression.	
  

	
  

-­‐	
  clivages	
  régulateurs	
  de	
  la	
  demi-­‐vie	
  de	
  MET	
  :	
  

	
  

Ainsi,	
  indépendamment	
  de	
  tout	
  traitement	
  ou	
  stimulation,	
  MET	
  est	
  clivé	
  dans	
  sa	
  

région	
   extracellulaire	
   proche	
   de	
   la	
   membrane	
   de	
   façon	
   constitutive	
   par	
   les	
  

métalloprotéases	
  membranaires	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  ADAM.	
  Ce	
  clivage	
  génère	
  un	
  fragment	
  

extracellulaire	
  appelé	
  MET-­‐NTF	
  (N-­‐Terminal	
  Fragment)	
  ou	
  MET	
  soluble	
  et	
  un	
  fragment	
  

intracellulaire	
   appelé	
   MET-­‐CTF	
   (C-­‐Terminal	
   Fragment).	
   Le	
   fragment	
   MET-­‐CTF	
   généré	
  

subit	
   un	
   deuxième	
   clivage	
   par	
   la	
   ϒ-­‐sécrétase	
  menant	
   à	
   un	
   fragment	
   appelé	
   MET-­‐ICD	
  

(IntraCellulaire	
  Domain)	
  qui	
  sera	
  dégradé	
  par	
   le	
  protéosome.	
  Ce	
  processus	
  est	
  nommé	
  

PS-­‐RIP	
  (PreSenilin-­‐dependent	
  Regulated	
  Intramembrane	
  Proteolysis)	
  (Foveau	
  et	
  al	
  2009,	
  

Schelter	
  et	
  al	
  2010).	
  Le	
  clivage	
  de	
  MET	
  par	
   les	
  métalloprotéases	
  peut	
  également	
  avoir	
  

lieu	
  au	
  niveau	
  des	
  endosomes	
  conduisant	
  cette	
  fois	
  à	
  la	
  dégradation	
  des	
  fragments	
  par	
  le	
  

lysosome	
   (figure	
   8	
   partie	
   II)	
   (Ancot	
   et	
   al	
   2012).	
   Ces	
   clivages	
   ayant	
   lieu	
   de	
   façon	
  

constitutive,	
  ils	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  la	
  demi-­‐vie	
  du	
  récepteur.	
  

	
  

	
   	
   -­‐	
  clivages	
  en	
  conditions	
  de	
  stress	
  :	
  

	
  

En	
  conditions	
  de	
  stress,	
  il	
  existe	
  également	
  différents	
  mécanismes	
  de	
  dégradation	
  

de	
  MET.	
  En	
  effet,	
  MET	
  est	
  dégradé	
  par	
  les	
  caspases	
  en	
  conditions	
  apoptotiques	
  au	
  niveau	
  

de	
   deux	
   sites	
  :	
   l’acide	
   aspartique	
   D1002	
   dans	
   le	
   domaine	
   juxtamembranaire	
   du	
  

récepteur	
  et	
   l’acide	
  aspartique	
  D1374	
  dans	
  sa	
  partie	
  C-­‐terminale.	
  Le	
  clivage	
  sur	
  l’acide	
  

D1002	
  génère	
  un	
   fragment	
   toujours	
  ancré	
  à	
   la	
  membrane	
  (p100	
  MET)	
  et	
  un	
   fragment	
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intracellulaire	
   (p40	
   MET	
   caspase)	
   ayant	
   une	
   activité	
   pro-­‐apoptotique.	
   En	
   effet,	
   ce	
  

fragment	
  peut	
  se	
   localiser	
  dans	
   les	
  mitochondries	
  et	
   favoriser	
   leur	
  perméabilisation	
  et	
  

donc	
   la	
   libération	
   du	
   cytochrome	
   c	
   dans	
   le	
   cytoplasme.	
   Quant	
   au	
   clivage	
   sur	
   l’acide	
  

aspartique	
   D1374,	
   il	
   permet	
   le	
   retrait	
   de	
   quelques	
   acides	
   aminés	
   à	
   l’extrémité	
   C-­‐

terminale	
   du	
   récepteur,	
   ce	
   qui	
   est	
   nécessaire	
   à	
   l’action	
   pro-­‐apoptotique	
   du	
   p40	
  MET	
  

caspase	
  (Foveau	
  et	
  al	
  2007,	
  Lefebvre	
  et	
  al	
  2013,	
  Tulasne	
  et	
  al	
  2004).	
  MET	
  est	
  également	
  

dégradé	
  par	
   les	
  calpaïnes	
  en	
  conditions	
  nécrotiques	
  générant	
  dans	
  ce	
  cas	
  un	
   fragment	
  

intracellulaire	
  (p40	
  MET	
  calpain).	
  En	
  revanche,	
  contrairement	
  au	
   fragment	
  généré	
  par	
  

les	
  caspases	
  (p40	
  MET	
  caspase)	
  qui	
  est	
  pro-­‐apoptotique,	
  celui	
  généré	
  par	
  les	
  calpaïnes	
  

(p40	
   MET	
   calpain)	
   n’a	
   pas	
   de	
   fonction	
   définie	
   jusqu’à	
   présent	
   (figure	
   8	
   partie	
   II)	
  

(Montagne	
  et	
  al	
  2015).	
  

	
  

	
  

En	
  conclusion,	
  la	
  régulation	
  de	
  MET	
  est	
  primordiale	
  pour	
  l’obtention	
  de	
  réponses	
  

cellulaires	
  et	
  tissulaires	
  correctes.	
  De	
  ce	
  fait,	
  sa	
  dégradation	
  est	
  assurée	
  par	
  un	
  ensemble	
  

de	
  phénomènes	
  complexes.	
  En	
  effet,	
   il	
   existe	
  plusieurs	
  mécanismes	
  de	
  dégradation	
  du	
  

récepteur	
   MET.	
   D’une	
   part,	
   en	
   réponse	
   à	
   son	
   ligand,	
   menant	
   ainsi	
   à	
   l’arrêt	
   de	
   sa	
  

signalisation.	
  D’autre	
  part,	
  par	
  des	
  partenaires	
  (protéines	
  riches	
  en	
  domaines	
  leucines)	
  

ou	
  par	
  des	
  clivages	
  protéolytiques	
  permettant	
  ainsi	
  de	
  réguler	
  sa	
  demi-­‐vie.	
  Et	
  enfin	
  par	
  

des	
  clivages	
  dans	
  des	
  conditions	
  de	
  stress	
  (par	
  les	
  caspases	
  et	
  les	
  calpaïnes)	
  conduisant	
  

à	
  l’arrêt	
  de	
  sa	
  signalisation	
  et	
  la	
  réorientation	
  de	
  son	
  activité	
  pendant	
  la	
  mort	
  cellulaire	
  

(vers	
   une	
   activité	
   pro-­‐apoptotique	
   par	
   exemple	
   suite	
   à	
   un	
   clivage	
   par	
   les	
   caspases).	
  

L’ensemble	
  de	
  ces	
  régulations	
  a	
  pour	
  but	
  de	
  maintenir	
  un	
  contrôle	
  précis	
  de	
  l’activité	
  du	
  

récepteur.	
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B.5.	
  Inactivation	
  de	
  MET	
  :	
  	
  

	
  

Après	
   son	
   activation,	
   le	
   récepteur	
   engage	
   une	
   phase	
   d’inactivation.	
   Différentes	
  

voies	
   d’inactivation	
   de	
  MET	
   ont	
   été	
   décrites.	
   Nous	
   venons	
   de	
   voir	
   la	
   première	
   de	
   ces	
  

voies	
  et	
  qui	
  concerne	
  la	
  dégradation	
  lysosomale	
  du	
  récepteur	
  (paragraphe	
  B.4	
  page	
  37).	
  

D’autres	
  voies	
  sont	
   impliquées	
  comme	
  celles	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  sérine	
  985	
  et	
  

celle	
  qui	
  implique	
  l’activité	
  de	
  phosphatases.	
  

	
  

B.5.1.	
  Rôle	
  de	
  la	
  Sérine	
  985	
  :	
  

	
  

La	
   sérine	
   985	
   est	
   située	
   au	
   niveau	
   du	
   domaine	
   juxtamembranaire	
   de	
   MET.	
   Sa	
  

phosphorylation	
   est	
   effectuée	
   par	
   les	
   PKC	
   (Proteine	
   Kinase	
   C)	
   δ	
   et	
   ε	
   et	
   sa	
  

déphosphorylation	
   par	
   la	
   phosphatase	
   PP2A	
   (Protein	
   Phosphatase	
   2).	
   Des	
   études	
   ont	
  

montré	
  que	
  cette	
  sérine	
  est	
  impliquée	
  dans	
  la	
  régulation	
  négative	
  du	
  récepteur.	
  En	
  effet,	
  

suite	
  à	
  son	
  activation,	
  cette	
  sérine	
  induit	
  une	
  inhibition	
  de	
  l’activité	
  kinase	
  du	
  récepteur	
  

MET	
  menant	
  à	
  une	
  inhibition	
  des	
  réponses	
  cellulaires	
  de	
  dispersion	
  et	
  de	
  prolifération	
  

liées	
  à	
  une	
  stimulation	
  par	
  de	
  l’HGF/SF	
  (Gandino	
  et	
  al	
  1994,	
  Hashigasako	
  et	
  al	
  2004).	
  

	
  

B.5.2.	
  Les	
  phosphatases	
  :	
  

	
  

B.5.2.1.	
  Rôle	
  des	
  phosphatases	
  :	
  

	
  

Les	
   phosphatases	
   sont	
   des	
   enzymes	
   qui	
   déphosphorylent	
   (éliminent	
   un	
  

groupement	
   phosphate	
   par	
   hydrolyse)	
   les	
   sérines,	
   thréonines	
   ou	
   tyrosines	
   des	
  

protéines.	
   Elles	
   sont	
   responsables	
   de	
   la	
   régulation	
   de	
   multiples	
   processus	
   cellulaires	
  

comme	
   la	
   croissance	
   et	
   la	
   migration	
   cellulaires	
   (Wang	
   et	
   al	
   2009a).	
   L’implication	
   de	
  

plusieurs	
   phosphatases	
   a	
   été	
   décrite	
   dans	
   la	
   déphosphorylation	
   du	
   récepteur	
  MET	
   au	
  

niveau	
  des	
  résidus	
  tyrosines	
  de	
  son	
  domaine	
  kinase,	
  menant	
  ainsi	
  à	
  une	
  baisse	
  de	
  son	
  

activité.	
   Ces	
   phosphatases	
   sont	
   appelées	
   protéines	
   tyrosines	
   phosphatases	
   (PTP)	
   et	
  

comptent	
   38	
   membres	
   appartenant	
   aux	
   phosphatases	
   «	
  classiques	
  »	
   et	
   regroupées	
  

parmi	
   les	
   phosphatases	
   cytosoliques	
   (nPTP	
   pour	
   non-­‐transmembrane	
   PTP)	
   ou	
   les	
  

«	
  receptor-­‐like	
  »	
   phosphatases	
   transmembranaires	
   (rPTP).	
   Elles	
   sont	
   caractérisées	
   par	
  

un	
   domaine	
   catalytique	
   conservé	
   d’environ	
   240	
   acides	
   aminés	
   contenant	
   un	
   site	
   actif	
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hautement	
  conservé.	
  Une	
  clé	
  essentielle	
  de	
  ce	
  site	
  actif	
  est	
  un	
  résidu	
  cystéine,	
  contenu	
  

dans	
  une	
  séquence	
  V	
  H	
  C	
  S	
  A	
  G	
  et	
  requise	
  pour	
  l’activité	
  catalytique	
  (Sandin	
  et	
  al	
  2011).	
  

	
  

a-­‐ PTP1B	
  :	
  

	
  

L’implication	
   de	
   cette	
   phosphatase,	
  membre	
   prototype	
   de	
   la	
   famille	
   PTP,	
   a	
   été	
  

décrite	
   dans	
   la	
   régulation	
   négative	
   de	
   plusieurs	
   RTK,	
   notamment	
   l’EGFR	
   (Flint	
   et	
   al	
  

1997),	
  le	
  récepteur	
  à	
  l’insuline	
  (Salmeen	
  et	
  al	
  2000),	
  le	
  PDGFR	
  (Haj	
  et	
  al	
  2003)	
  et	
  MET.	
  

	
  

En	
   2008,	
   une	
   équipe	
   a	
   démontré	
   que	
   PTP1B	
   était	
   un	
   régulateur	
   négatif	
   du	
  

récepteur	
  MET	
  menant	
  à	
  sa	
  déphosphorylation	
  et	
  à	
   l’arrêt	
  de	
  sa	
  signalisation.	
  En	
  effet,	
  

l’utilisation	
   in	
   vitro	
   de	
   siRNA	
   dirigés	
   contre	
   PTP1B	
   a	
  mené	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
  des	
  tyrosines	
  Y1234	
  et	
  1235	
  du	
  domaine	
  kinase	
  de	
  MET	
  menant	
  ainsi	
  à	
  

une	
   augmentation	
   de	
   l’invasion	
   cellulaire	
   induite	
   par	
   MET.	
   Le	
   rôle	
   de	
   la	
   PTP1B	
   a	
  

également	
   été	
   montré	
   in	
   vivo,	
   où	
   la	
   perte	
   de	
   cette	
   phosphatase	
   a	
   mené	
   à	
   une	
  

augmentation	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  MET	
  (Sangwan	
  et	
  al	
  2008).	
  

Par	
   ailleurs,	
   une	
   autre	
   étude	
   a	
   démontré	
   que	
   la	
   PTP1B	
   induisait	
   la	
  

déphosphorylation	
  de	
  la	
  NSF	
  (N-­‐ethylmaleimide-­‐sensitive	
  factor),	
  un	
  composant	
  essentiel	
  

pour	
   la	
   formation	
   de	
   vésicules	
   endosomales.	
   Le	
   knock	
   down	
   de	
   la	
   PTP1B	
   induit	
   une	
  

hyper-­‐phosphorylation	
  de	
   la	
  NSF	
  menant	
  à	
  une	
  dérégulation	
  de	
   l’adressage	
  de	
  MET	
  et	
  

de	
   l’EGFR	
   (Sangwan	
  et	
   al	
  2011).	
  De	
  plus,	
   il	
   a	
   été	
  démontré	
  que	
  des	
   cellules	
  primaires	
  

hépatocytaires	
  déficientes	
  pour	
  PTP1B	
  étaient	
  résistantes	
  à	
   l’apoptose	
   induite	
  par	
  FAS	
  

par	
   l’intermédiaire	
   d’une	
   activation	
   plus	
   importante	
   de	
   la	
   signalisation	
   de	
  MET.	
   Cette	
  

résistance	
  a	
  également	
  été	
  démontrée	
  in	
  vivo	
  en	
  utilisant	
  des	
  souris	
  PTP1B-­‐null.	
  En	
  effet,	
  

celles-­‐ci	
   présentaient	
   une	
   apoptose	
   hépatique	
   réduite	
   comparé	
   aux	
   souris	
   sauvages	
  

(Sangwan	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

b-­‐ T-­‐Cell	
  Phosphatase	
  :	
  

	
  

Tout	
   comme	
   la	
   PTP1B,	
   la	
   T-­‐Cell	
   phosphatase	
   est	
   impliquée	
   dans	
   la	
  

déphosphorylation	
   du	
   récepteur	
   MET	
   in	
   vivo	
   et	
   in	
   vitro.	
   En	
   effet,	
   dans	
   leur	
   étude,	
  

Sangwan	
  et	
  ses	
  collaborateurs	
  ont	
  démontré	
  à	
  la	
  fois,	
  et	
  de	
  la	
  même	
  manière,	
  le	
  rôle	
  de	
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la	
  PTP1B	
  et	
  celui	
  de	
  la	
  T-­‐Cell	
  phosphatase	
  dans	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  (Sangwan	
  

et	
  al	
  2008).	
  

	
  

c-­‐ DEP-­‐1	
  et	
  RPTP-­‐β	
  :	
  

	
  

Il	
  est	
  décrit	
  que	
   la	
  phosphatase	
  DEP-­‐1	
  (PTP-­‐η)	
  est	
  également	
   impliquée	
  dans	
   la	
  

déphosphorylation	
   du	
   récepteur	
   MET.	
   Cette	
   déphosphorylation	
   a	
   lieu	
  

préférentiellement	
  au	
  niveau	
  des	
  tyrosines	
  1349	
  et	
  1356	
  du	
  domaine	
  C-­‐terminal	
  de	
  MET	
  

suggérant	
  que	
  cette	
  phosphatase	
  pourrait	
  plutôt	
  avoir	
  une	
  fonction	
  dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  

la	
   spécificité	
   du	
   signal	
   induit	
   par	
   MET	
   qu’une	
   action	
   sur	
   l’activité	
   kinase	
   elle-­‐même	
  

(Palka	
  et	
  al	
  2003).	
  

	
  

Une	
   autre	
   étude	
   a	
  démontré	
  que	
   le	
  knock	
  down	
   de	
   la	
  RPTP-­‐β	
  dans	
  des	
   cellules	
  

dérivant	
  d’un	
  cancer	
  des	
  voies	
  aérodigestives	
  supérieures	
  a	
  mené	
  à	
  une	
  augmentation	
  

de	
   la	
   phosphorylation	
   de	
  MET	
   sur	
   les	
   résidus	
   tyrosine	
   de	
   son	
   domaine	
   kinase.	
   Cette	
  

potentialisation	
  de	
   la	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  a	
  mené	
  à	
  une	
  activation	
  de	
   la	
  voie	
  

des	
  MAPK,	
   de	
   la	
  migration	
   et	
   de	
   l’invasion	
   cellulaires.	
   Par	
   ailleurs,	
   la	
   restauration	
   de	
  

l’expression	
  de	
  la	
  RPTP-­‐β	
  a	
  mené	
  à	
  une	
  baisse	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  ainsi	
  qu’à	
  

une	
  baisse	
  du	
  signal	
  en	
  aval	
  (Xu	
  et	
  al	
  2012). 

 
d-­‐ SHP-­‐2	
  :	
  

	
  

En	
  2000,	
  Maroun	
  et	
  ses	
  collaborateurs	
  ont	
  démontré	
  que	
  la	
  Src	
  Homology	
  region	
  

2	
  domain-­‐containing	
  phosphatase-­‐2	
   (SHP-­‐2,	
   également	
   appelée	
  PTPN11	
  pour	
  Tyrosine-­‐

Protein	
  Phosphatase	
  Non-­‐receptor	
  type	
  11	
  ou	
  PTP-­‐1D)	
  s’associait	
  avec	
  la	
  protéine	
  multi-­‐

adaptatrice	
  GAB1.	
   Cette	
   association	
   est	
   nécessaire	
   pour	
   une	
   activation	
   soutenue	
  de	
   la	
  

protéine	
   ERK	
   et	
   pour	
   la	
   morphogenèse	
   induite	
   par	
   l’HGF/SF.	
   En	
   effet,	
   des	
   cellules	
  

épithéliales	
   exprimant	
   un	
   GAB1	
   muté	
   et	
   incapable	
   de	
   recruter	
   SHP-­‐2	
   a	
   mené	
   à	
   une	
  

activation	
   transitoire	
  de	
  ERK	
  en	
  réponse	
  à	
   l’HGF/SF	
   (Maroun	
  et	
  al	
  2000).	
  Par	
  ailleurs,	
  

Duan	
  et	
  al.	
   ont	
  démontré	
  que	
  SHP-­‐2	
  est	
  nécessaire	
  pour	
   l’activation	
  de	
   la	
  Sphingosine	
  

Kinase-­‐1	
   (SPK-­‐1),	
   une	
   kinase	
   lipidique	
   qui	
   joue	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   la	
   migration	
  

cellulaire,	
  en	
  plus	
  de	
  son	
  rôle	
  connu	
  dans	
   la	
  dispersion	
  cellulaire	
   induite	
  par	
   l’HGF/SF	
  

(Duan	
   et	
   al	
   2006).	
   De	
   ce	
   fait,	
   il	
   semblerait	
   que	
   SHP-­‐2	
   ne	
   soit	
   pas	
   impliquée	
   dans	
   la	
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déphosphorylation	
  du	
  récepteur	
  MET,	
  contrairement	
  aux	
  autres	
  phosphatases	
  décrites	
  

dans	
  ce	
  chapitre,	
  mais	
  qu’elle	
  ait	
  un	
  rôle	
  potentialisant	
  de	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  

	
  

B.5.2.2.	
  Régulation	
  des	
  phosphatases	
  :	
  

	
  

Divers	
  mécanismes	
  de	
  régulation	
  contrôlant	
   l’activité	
  des	
  PTP	
  ont	
  été	
   identifiés	
  

comme	
  la	
  phosphorylation,	
  la	
  protéolyse	
  ainsi	
  que	
  la	
  liaison	
  au	
  ligand	
  et	
  la	
  dimérisation	
  

(dans	
  le	
  cas	
  des	
  receptor-­‐like	
  PTP)	
  (den	
  Hertog	
  et	
  al	
  2008).	
  Cependant,	
  un	
  mécanisme	
  de	
  

régulation	
  supplémentaire	
  a	
  émergé	
  ces	
  dernières	
  années	
  où	
   il	
  a	
  été	
  démontré	
  qu’une	
  

oxydation	
   réversible	
   de	
   la	
   cystéine	
   du	
   site	
   actif	
   avait	
   un	
   effet	
   régulateur	
   négatif	
   sur	
  

l’activité	
  des	
  phosphatases	
  (Ostman	
  et	
  al	
  2011)	
  (figure	
  9).	
  En	
  effet,	
  cette	
  cystéine	
  existe	
  

généralement	
  sous	
  la	
  forme	
  d’un	
  anion	
  thiolate,	
  hautement	
  susceptible	
  à	
  l’oxydation	
  par	
  

les	
   espèces	
   réactives	
   de	
   l’oxygène	
   (ROS)	
   (Denu	
   and	
   Tanner	
   1998,	
   Tonks	
   2006).	
  

Plusieurs	
   études	
   ont	
   démontré	
   l’existence	
   de	
   l’oxydation	
   de	
   cette	
   cystéine	
   suite	
   à	
  

l’activation	
  de	
   récepteurs	
   tyrosines	
  kinases	
  et	
   la	
   génération	
  de	
  ROS,	
  menant	
  ainsi	
   à	
   la	
  

baisse	
  d’activité	
  de	
   ces	
  phosphatases	
   (Lee	
   et	
   al	
   1998,	
  Mahadev	
  et	
   al	
   2001,	
  Meng	
  et	
   al	
  

2002).	
  Par	
  ailleurs,	
  et	
  de	
  manière	
  intéressante,	
  cette	
  oxydation	
  régulatrice	
  a	
  également	
  

été	
   liée	
   à	
   l’hypoxie.	
   En	
   effet,	
   certaines	
   études	
   ont	
   démontré	
   que	
   la	
   PTP1B,	
   la	
   T-­‐Cell	
  

phosphatase,	
   DEP-­‐1	
   et	
   SHP-­‐2	
   étaient	
   oxydées	
   en	
   hypoxie	
   au	
   niveau	
   de	
   leur	
   domaine	
  

catalytique	
  cystéine	
  menant	
  ainsi	
  à	
  une	
  baisse	
  de	
  leur	
  activité	
  et	
  de	
  leur	
  expression	
  de	
  

manière	
   HIF1a	
   dépendante.	
   Cette	
   baisse	
   de	
   l’activité	
   des	
   phosphatases	
   a	
   pour	
  

conséquence	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   du	
   PDGFR	
  menant	
   ainsi	
   à	
   une	
  

augmentation	
  de	
  la	
  prolifération	
  cellulaire	
  (ten	
  Freyhaus	
  et	
  al	
  2011).	
  La	
  baisse	
  d’activité	
  

des	
   phosphatases	
   a	
   également	
   été	
   observée	
   avec	
   SHP-­‐2	
   et	
   DEP-­‐1	
   lors	
   d’une	
   hypoxie	
  

suivie	
   d’une	
   réoxygénation	
   (Sandin	
   et	
   al	
   2011).	
   Ces	
   données	
   suggèrent	
   que	
   les	
   PTP	
  

serviraient	
   de	
   cibles	
   moléculaires	
   pour	
   les	
   ROS	
   contribuant	
   ainsi	
   à	
   l’hypothèse	
   de	
  

l’existence	
  d’un	
  cross-­‐talk	
  entre	
  le	
  stress	
  oxydant	
  et	
  la	
  phosphorylation	
  des	
  tyrosines.	
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l’organogenèse	
  (8	
  à	
  10	
  jours	
  de	
  développement),	
  leur	
  expression	
  conjointe	
  n’a	
  lieu	
  que	
  

dans	
  quelques	
  régions	
  (cœur,	
  somites	
  et	
  cellules	
  des	
  crêtes	
  neurales)	
  avant	
  de	
  s’arrêter.	
  

En	
  parallèle,	
  un	
  second	
  profil	
  d’expression	
  se	
  met	
  en	
  place	
  avec	
  une	
  expression	
  de	
  MET	
  

et	
  de	
   l’HGF/SF	
  dans	
  des	
  contingents	
  cellulaires	
  différents.	
  En	
  effet,	
   tandis	
  que	
  MET	
  est	
  

exprimé	
  dans	
  les	
  tissus	
  épithéliaux,	
  l’HGF/SF	
  est	
  secrété	
  par	
  les	
  tissus	
  mésenchymateux,	
  

démontrant	
   ainsi	
   l’établissement	
   du	
   dialogue	
   entre	
   ces	
   tissus	
   via	
   un	
   mode	
   d’action	
  

paracrine	
  (Andermarcher	
  et	
  al	
  1996,	
  Sonnenberg	
  et	
  al	
  1993,	
  Wilhelmsen	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

Il	
  a	
  par	
  ailleurs	
  été	
  établi	
  que	
  des	
  KO	
  (Knock	
  Out)	
  de	
  met	
  et	
  de	
  l’hgf/sf,	
  effectués	
  

dans	
   des	
   souris,	
   étaient	
   létaux	
   dès	
   le	
   15ème	
   jour	
   de	
   développement	
   en	
   présentant	
   des	
  

phénotypes	
   similaires	
   confirmant	
   ainsi	
   le	
   lien	
   fonctionnel	
   entre	
   l’HGF/SF	
   et	
   MET.	
   En	
  

effet,	
   en	
   absence	
   de	
   MET	
   ou	
   de	
   l’HGF/SF,	
   les	
   échanges	
   materno-­‐fœtaux	
   deviennent	
  

insuffisants	
   du	
   fait	
   d’un	
   défaut	
   d’organisation	
   du	
   trophoblaste	
   labyrinthique	
   du	
  

placenta.	
   Ceci	
  mène	
   à	
   un	
  défaut	
   d’approvisionnement	
   en	
   oxygène	
   et	
   en	
  nutriments	
   et	
  

conduit	
  à	
  la	
  mort	
  des	
  embryons	
  (figure	
  10A)	
  (Birchmeier	
  and	
  Gherardi	
  1998,	
  Uehara	
  et	
  

al	
  1995).	
  Par	
  ailleurs,	
   ces	
   souris	
  présentent	
  une	
   réduction	
  de	
   la	
   taille	
  du	
   foie	
  due	
  à	
   la	
  

perte	
   de	
   l’activité	
   prolifératrice	
   de	
   l’HGF/SF	
   et	
   à	
   l’augmentation	
   de	
   l’apoptose	
   (figure	
  

10B)	
   (Schmidt	
  et	
   al	
  1995).	
  De	
  plus,	
   ces	
  embryons	
  présentent	
  une	
  absence	
  de	
  muscles	
  

squelettiques	
   dans	
   le	
   sommet	
   de	
   la	
   langue,	
   le	
   diaphragme	
   et	
   les	
   bourgeons	
   des	
  

membres.	
   En	
   effet,	
   MET	
   est	
   exprimé	
   dans	
   les	
   précurseurs	
   myoblastiques	
   du	
  

dermomyotome	
   tandis	
   que	
   l’HGF/SF	
   est	
   exprimé	
   dans	
   les	
   bourgeons	
   des	
   membres	
  

(figure	
  9C).	
  L’HGF/SF	
  induit	
  la	
  migration	
  et	
  la	
  prolifération	
  des	
  myoblastes	
  exprimant	
  le	
  

récepteur	
  permettant	
  aussi	
  la	
  formation	
  des	
  muscles.	
  L’absence	
  du	
  récepteur	
  ou	
  de	
  son	
  

ligand	
  explique	
  donc	
  l’absence	
  de	
  muscles	
  squelettiques	
  observés	
  (Bladt	
  et	
  al	
  1995).	
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suggérant	
  un	
  mécanisme	
  compensatoire	
  de	
  la	
  perte	
  de	
  MET	
  par	
  l’activation	
  de	
  l’EGFR	
  et	
  

soulignant	
  l’importance	
  de	
  la	
  collaboration	
  de	
  ces	
  deux	
  récepteurs	
  dans	
  l’organogenèse	
  

(Ishibe	
  et	
  al	
  2009).	
  

	
  

De	
  plus,	
  le	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET	
  est	
  important	
  dans	
  le	
  développement	
  du	
  système	
  

nerveux.	
  Cette	
  importance	
  a	
  été	
  démontrée	
  notamment	
  en	
  utilisant	
  des	
  knock	
  in	
  de	
  MET,	
  

dans	
   lesquelles	
   la	
   forme	
   sauvage	
   du	
   récepteur	
   est	
   remplacée	
   par	
   une	
   forme	
   mutée.	
  

Ainsi,	
  une	
  étude	
  utilisant	
  des	
  KI	
  de	
  MET	
  dépourvus	
  d’activité	
  kinase	
  a	
  démontré	
  un	
  rôle	
  

du	
   couple	
   HGF/SF-­‐MET	
   dans	
   l’innervation	
   sensorielle	
   de	
   la	
   peau	
   des	
  membres	
   et	
   du	
  

thorax.	
  Par	
  ailleurs,	
  cette	
  étude	
  a	
  également	
  démontré	
  in	
  vitro	
  le	
  rôle	
  de	
  l’HGF/SF	
  dans	
  la	
  

croissance	
  axonale	
  et	
  la	
  survie	
  des	
  neurones	
  sensorielles	
  périphériques	
  en	
  coopération	
  

avec	
   le	
   NGF	
   (Nerve	
   Growth	
   Factor)	
   (Maina	
   et	
   al	
   1997).	
   De	
   plus,	
   l’extinction	
  

conditionnelle	
   de	
   MET	
   dans	
   le	
   système	
   nerveux	
   central	
   pendant	
   le	
   développement	
  

embryonnaire	
  démontre	
   son	
   implication	
  dans	
   la	
   survie	
  d’un	
  groupe	
  de	
  motoneurones	
  

innervant	
  le	
  muscle	
  du	
  petit	
  pectoral	
  (Lamballe	
  et	
  al	
  2011).	
  Au	
  cours	
  du	
  développement	
  

du	
   cerveau,	
   l’invalidation	
   de	
   MET	
   dans	
   la	
   zone	
   sous-­‐corticale	
   a	
   mené	
   à	
   une	
  

augmentation	
   du	
   nombre	
   des	
   interneurones	
   striataux	
   GABA-­‐ergiques.	
   Alors	
   que	
   les	
  

fonctions	
   motrices	
   semblent	
   intactes,	
   les	
   procédures	
   d’apprentissage	
   sont	
   retardées,	
  

suggérant	
   l’existence	
   d’un	
   lien	
   entre	
  MET	
   et	
   certains	
   troubles	
   neurologiques	
   avec	
   des	
  

défauts	
  d’apprentissage	
  comme	
  l’autisme	
  (Martins	
  et	
  al	
  2011).	
  Ceci	
  serait	
  en	
  cohérence	
  

avec	
  d’autres	
   études	
  qui	
  ont	
  montré	
  une	
  association	
  entre	
   l’autisme	
  et	
   la	
  présence	
  de	
  

mutations	
  de	
  met	
  ainsi	
  qu’une	
  dérégulation	
  de	
  son	
  expression	
  dans	
  certaines	
  zones	
  du	
  

cerveau	
  (Campbell	
  et	
  al	
  2006,	
  Peng	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

C.2.	
  Implication	
  du	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET	
  chez	
  l’adulte	
  :	
  

	
  

Le	
   couple	
   HGF/SF-­‐MET	
   est	
   principalement	
   impliqué	
   dans	
   la	
   régénération	
  

tissulaire	
  chez	
   l’adulte.	
  En	
  effet,	
  un	
  KO	
  conditionnel	
   inductible	
  de	
  MET	
  dans	
   le	
   foie	
  de	
  

souris	
  adultes	
  a	
  mené	
  à	
  une	
  régénération	
  moins	
  efficace	
  et	
  une	
  inflammation	
  chronique	
  

au	
  niveau	
  des	
  zones	
  du	
  foie	
  lésées	
  ou	
  ayant	
  subi	
  une	
  hépatectomie	
  (figure	
  11A)	
  (Huh	
  et	
  

al	
  2004).	
  De	
  plus,	
  un	
   relargage	
  massif	
   et	
   rapide	
  de	
   l’HGF/SF	
  a	
  été	
  observé	
  suite	
  à	
  des	
  

lésions	
  ou	
  des	
  ablations	
  de	
  certains	
  organes.	
  Ainsi,	
  une	
  augmentation	
  du	
  taux	
  d’HGF/SF	
  

a	
   été	
   observée	
   suite	
   à	
   des	
   blessures	
   cutanées	
   (Chmielowiec	
   et	
   al	
   2007),	
   des	
   lésions	
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rénales	
   (Kawaida	
   et	
   al	
   1994,	
   Mizuno	
   et	
   al	
   2008,	
   Rabkin	
   et	
   al	
   2001),	
   pulmonaires	
  

(Ohmichi	
  et	
  al	
  1996),	
  de	
  la	
  moelle	
  épinière	
  (Shimamura	
  et	
  al	
  2007)	
  mais	
  également	
  suite	
  

à	
  un	
  infarctus	
  du	
  myocarde	
  (Christensen	
  et	
  al	
  2003,	
  Jin	
  et	
  al	
  2003,	
  Nakamura	
  et	
  al	
  2000).	
  

Il	
  a	
  d’ailleurs	
  été	
  démontré	
  que	
  des	
  injections	
  d’HGF/SF	
  permettaient	
  l’amélioration	
  de	
  

la	
  régénération	
  de	
  ces	
  nombreux	
  organes	
  (Jin	
  et	
  al	
  2003,	
  Kawaida	
  et	
  al	
  1994,	
  Mizuno	
  et	
  

al	
  2008,	
  Nakamura	
  et	
  al	
  2000,	
  Ohmichi	
  et	
  al	
  1996)	
  et	
  donnent	
   lieu	
  à	
  un	
  espoir	
  dans	
  le	
  

traitement	
  de	
  la	
  cirrhose	
  hépatique	
  (Mizuno	
  and	
  Nakamura	
  2007).	
  

	
  

Ainsi,	
  dans	
  de	
  nombreuses	
  conditions,	
  l’HGF/SF	
  peut	
  être	
  utilisé	
  pour	
  favoriser	
  la	
  

régénération	
  tissulaire.	
  C’est	
  dans	
  ce	
  contexte	
  que	
  l’équipe	
  CBC	
  tente	
  de	
  mettre	
  au	
  point	
  

des	
   agonistes	
   de	
  MET	
   en	
   synthétisant	
   chimiquement	
   des	
   sous	
   domaines	
   de	
   l’HGF/SF	
  

dont	
   les	
   sous	
  domaines	
  N	
  et	
  K1	
   (figure	
  11B)	
   (Ollivier	
   et	
   al	
   2012,	
  Raibaut	
   et	
   al	
   2013).	
  

Ainsi,	
   comme	
  décrit	
   précédemment,	
   l’équipe	
   a	
   démontré	
   que	
   le	
   domaine	
  K1	
   présenté	
  

sous	
   forme	
  dimérisée	
   était	
   suffisant	
   pour	
   activer	
   le	
   récepteur	
  MET	
  et	
   protéger	
   le	
   foie	
  

d’une	
  hépatite	
  fulminate.	
  De	
  ce	
  fait,	
  des	
  travaux	
  sur	
  l’utilisation	
  du	
  domaine	
  K1	
  dimérisé	
  

dans	
  la	
  régénération	
  tissulaire	
  sont	
  en	
  cours.	
  En	
  effet,	
  cet	
  agoniste	
  serait	
  une	
  alternative	
  

intéressante	
  à	
  celle	
  de	
  l’HGF/SF	
  dont	
  le	
  gros	
  poids	
  moléculaire	
  ainsi	
  que	
  sa	
  liaison	
  aux	
  

héparanes	
   sulfates	
   pourraient	
   diminuer	
   sa	
   biodisponibilité	
   et	
   rendre	
   son	
   utilisation	
  

difficile,	
  contrairement	
  à	
  celle	
  du	
  K1	
  dont	
  le	
  poids	
  moléculaire	
  est	
  bas	
  et	
  dont	
  l’action	
  est	
  

indépendante	
  des	
  héparanes	
  sulfates.	
  

	
   	
  



!

! KK!

!

!!!!!!!!!!!! !
R34-#&!JJ!m!8!m!Q&%!%1-#3%!9+H!_D!)#$%&'(&'(!-'&!#$4$'$#*(31'!.-!\13&!A13'%!&\\36*6&Y!

H3#$!.&!eZ-=!&(!*/!MNNWfY!;!m!<(#-6(-#&!.-!.1A*3'&!_J!.&!/0ZERL<RY!H3#$!.&!e<3A1''&*-!

&(!*/!MNJKfY!
8G! Q&%! A*#I-*4&%! *-! ;#.U! e61'(#&GA*#I-*4&! =$A*(1TP/3'&f! &(! d! /0=$A*(1TP/3'&! $1%3'&! A1'(#&'(! -'&!
#$4$'$#*(31'!A13'%!&\\36*6&!*,&6!.&%! /$%31'%!)&#%3%(*'(&%!.*'%! /&%! %1-#3%!9+H!_D!%-3(&!d!-'! (#*3(&A&'(!
)*#!.-!::/W!e=$)*(1(1T3I-&f!A1'(#*'(!/03A)1#(*'6&!.&!/*!%34'*/3%*(31'!ZERL<RG9+H!.*'%!/*!#$4$'$#*(31'!
(3%%-/*3#&Y!!
;G!8!6&(!&\\&(b!/0$I-3)&!:;:!*!%P'(=$(3%$!/&!.1A*3'&!_J!.&!/0ZERL<R!.*'%!/&!2-(!.&!/0-(3/3%&#!.*'%!.&%!&%%*3%!
.&!#$4$'$#*(31'!(3%%-/*3#&Y!
!

:g]g*<)V2"'%*#"+6#(%*%"*C6-(6&%*C%--6-4#&%*W*

!

Q*!.3,&#%3($!&(!/*!61A)/&T3($!.&%!,13&%!.&!%34'*/3%*(31'!*6(3,$&%!%-3(&!d!/*!\3T*(31'!

.&! /0ZERL<R! %-#! 9+H! \*3(! .&! 6&! .&#'3&#! -'! #$6&)(&-#! 3A)/3I-$! .*'%! .&! '1A2#&-%&%!

#$)1'%&%!231/143I-&%!d!)*#(3#!.&!/34'$&%!6&//-/*3#&%!&'!6-/(-#&Y!

!

:0&%(!*3'%3!I-0&'!J^]Wb!*''$&!.&!%*!.$61-,&#(&b!F*c*A-#*!&(!%&%!61//*21#*(&-#%)

1'(! .$A1'(#$! -'&! *-4A&'(*(31'! .&! /*! )#1/3\$#*(31'! .&%! =$)*(16P(&%! &'! -(3/3%*'(! .&!

/0ZERY!:&((&!12%&#,*(31'!*!$($!)/-%!(*#.!4$'$#*/3%$&!*-T!6&//-/&%!$)3(=$/3*/&%Y!Q0ZERL<R!*!

$4*/&A&'(!$($!.$61-,&#(!4#}6&!d!%&%!6*)*63($%!d!3'.-3#&!/*!.3%)&#%31'!6&//-/*3#&Y!+'!&\\&(b!

61AA&!%1'!'1A!/03'.3I-&!$4*/&A&'(b!/&!<R!)&#A&(!/*!.3%)&#%31'!.&%!6&//-/&%!$)3(=$/3*/&%!

I-3! )&#.&'(! /&-#! *.=$%31'b! %&! .3%%163&'(! &(! %0$/134'&'(! /&%! -'&%! .&%! *-(#&%! e\34-#&! JMf!

e9*-/3c!&(!*/!MNNMb!<(1c&#!&(!*/!J^][fY!C/!*!$4*/&A&'(!$($!.$A1'(#$!I-&!/0ZERL<R!3'.-3(!

/*! A1(3/3($! .&%! 6&//-/&%! $)3(=$/3*/&%b! /&-#! A34#*(31'! &(! /&-#! 3',*%31'b! 60&%(GdG.3#&! /&-#!

6*)*63($!d!)#14#&%%&#!d!(#*,&#%!-'&!61-6=&!.&!61//*4>'&!1-!.&!61'%(3(-*'(%!.&!/*!A*(#36&!

&T(#*6&//-/*3#&! e9*-/3c! &(! */! MNNMb! <(1c&#! &(! */! J^][fY! "*#! *3//&-#%b! -'&! #$)1'%&! )/-%!

!!!



	
  

	
   56	
  

complexe	
  est	
   également	
   induite.	
  En	
  effet,	
   lors	
  de	
   la	
   culture	
  de	
   ces	
   cellules	
  épithéliales	
  

dans	
   une	
   matrice	
   tridimensionnelle	
   mimant	
   la	
   matrice	
   extracellulaire,	
   celles-­‐ci	
  

s’organisent	
  spontanément	
  sous	
   forme	
  d’amas	
  compacts.	
  L’ajout	
  de	
   l’HGF/SF	
  permet	
  à	
  

ces	
   cellules	
   de	
   former	
   des	
   réseaux	
   de	
   branchement	
   imitant	
   les	
   réseaux	
   des	
   tissus	
  

d’origine	
   comme	
  par	
   exemple	
   celui	
   des	
   tubulures	
   rénales	
   ou	
  des	
   glandes	
  mammaires.	
  

Cette	
   réponse	
   est	
   connue	
   sous	
   le	
   nom	
   de	
  morphogenèse	
   de	
   branchement	
   (figure	
   12)	
  

(Brinkmann	
  et	
  al	
  1995,	
  Montesano	
  et	
  al	
  1991,	
  Rosario	
  and	
  Birchmeier	
  2003).	
  

	
  

L’HGF/SF	
   est	
   également	
   impliqué	
   dans	
   l’angiogenèse.	
   En	
   effet,	
   il	
   favorise	
   la	
  

survie,	
   la	
  prolifération,	
   la	
  migration	
  et	
   l’invasion	
  des	
  cellules	
  endothéliales.	
  Des	
  études	
  

ont	
   démontré	
   que	
   l’HGF/SF	
   favorise	
   l’expression	
   par	
   les	
   cellules	
   endothéliales	
   de	
  

facteurs	
  pro-­‐angiogéniques	
  comme	
   le	
  VEGF	
  et	
  augmente	
   l’expression	
  du	
  VEGFR2	
  dans	
  

les	
  cellules	
  HUVEC	
  en	
  synergie	
  avec	
   le	
  VEGF.	
  Le	
  rôle	
  de	
   l’HGF/SF	
  dans	
   l’angiogenèse	
  a	
  

également	
  été	
  démontré	
  in	
  vivo.	
  En	
  effet,	
  Grant	
  et	
  ses	
  collaborateurs	
  ont	
  montré	
  que	
  des	
  

quantités	
   physiologiques	
   de	
   l’HGF/SF	
   induisaient	
   l’angiogenèse	
   in	
   vivo.	
   Cette	
   activité	
  

angiogénique	
  est	
  inhibée	
  par	
  des	
  anticorps	
  spécifiques	
  dirigés	
  contre	
  l’HGF/SF	
  (Grant	
  et	
  

al	
   1993).	
   De	
   plus,	
   l’HGF/SF	
   favorise	
   la	
   dégradation	
   de	
   la	
   matrice	
   extracellulaire	
  

favorisant	
  ainsi	
  la	
  migration	
  et	
  l’invasion	
  des	
  cellules	
  endothéliales.	
  Cet	
  effet	
  est	
  induit,	
  

du	
  moins	
  en	
  partie,	
  par	
  l’induction	
  de	
  l’expression	
  de	
  métalloprotéases	
  par	
  les	
  cellules	
  

endothéliales	
  vasculaires.	
  Ainsi,	
  l’HGF/SF	
  favorise	
  la	
  synthèse	
  de	
  la	
  MT1-­‐MMP	
  et	
  induit	
  

l’activation	
   de	
   la	
   MMP2	
   dans	
   les	
   cellules	
   endothéliales	
   microvasculaires	
   dermiques	
  

HDMEC	
  (Human	
  Dermal	
  Microvascular	
  Endothelial	
  Cells)	
  et	
  les	
  cellules	
  endothéliales	
  de	
  

l'artère	
   coronaire	
  HCAEC	
   (Human	
  Coronary	
  Arterial	
  Endothelial	
  Cells)	
   (Abounader	
   and	
  

Laterra	
  2005,	
  Bussolino	
  et	
  al	
  1992,	
  Esposito	
  et	
  al	
  2005,	
  Sulpice	
  et	
  al	
  2009).	
  	
  

De	
   ce	
   fait,	
   l’HGF/SF	
  est	
  un	
   facteur	
  pro-­‐angiogènique	
   soit	
  de	
  manière	
  directe	
  en	
  

induisant	
   l’expression	
   de	
  MMP	
   ou	
   de	
  manière	
   indirecte	
   en	
   favorisant	
   l’expression	
   de	
  

facteurs	
  pro-­‐angiogèniques	
  comme	
  le	
  VEGF.	
  

	
  

Il	
  est	
  par	
  ailleurs	
  intéressant	
  de	
  noter	
  qu’une	
  interaction	
  entre	
  l’HGF/SF	
  et	
  MET	
  

d’une	
  part	
  et	
  le	
  VEGF	
  et	
  VEGFR2	
  d’autre	
  part,	
  a	
  été	
  décrite	
  dans	
  un	
  contexte	
  différent	
  de	
  

celui	
   de	
   l’angiogenèse.	
   En	
   effet,	
   une	
   étude	
   a	
   montré,	
   dans	
   des	
   modèles	
   murins	
   de	
  

glioblastomes,	
   que	
   suite	
   à	
   une	
   interaction	
   directe	
   entre	
  MET	
   et	
   le	
   VEGFR2,	
   l’ajout	
   du	
  

VEGF	
   régule	
   négativement	
   la	
   signalisation	
   HGF/SF-­‐MET.	
   En	
   effet,	
   cette	
   stimulation	
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induit	
   un	
   recrutement	
   accru	
  de	
   la	
  phosphatase	
  PTP1B	
  au	
   complexe	
  MET/VEGFR2	
  qui	
  

mène	
   à	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   de	
  MET,	
   lorsqu’il	
   est	
   stimulé	
   par	
   l’HGF/SF,	
  

induisant	
  ainsi	
  une	
  baisse	
  de	
  l’invasion	
  tumorale	
  (Lu	
  et	
  al	
  2012).	
  

	
  

La	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  permet	
  également	
  d’induire	
  des	
  réponses	
  de	
  survie	
  

et	
   de	
   protection	
   contre	
   l’apoptose.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   dans	
   différents	
   types	
  

cellulaires	
  que	
   le	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET	
  induit	
   la	
  survie	
  suite	
  à	
  des	
  stress	
  divers	
  comme	
  

des	
  traitements	
  par	
  des	
   inducteurs	
  d’apoptose	
  (figure	
  12)	
  (Longati	
  et	
  al	
  1996,	
  Yo	
  et	
  al	
  

1998).	
  En	
  effet,	
  suite	
  à	
   l’activation	
  de	
  MET	
  par	
   l’HGF/SF,	
   le	
  récepteur	
  active	
   la	
  voie	
  de	
  

signalisation	
  PI3K/AKT	
  initiée	
  par	
   le	
  recrutement	
  direct	
  de	
   la	
  PI3K	
  et	
  responsable	
  des	
  

réponses	
  de	
  survie.	
  Par	
  ailleurs,	
  et	
  comme	
  décrit	
  précédemment,	
  le	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET	
  

inhibe	
   la	
  mort	
   cellulaire	
   induite	
   par	
   FAS.	
   En	
   effet,	
   en	
   se	
   liant	
   à	
   FAS,	
  MET	
   empêche	
   la	
  

fixation	
  du	
  ligand	
  FAS-­‐L	
  et	
  prévient	
  ainsi	
  l’apoptose.	
  

Paradoxalement,	
   il	
   a	
   été	
   suggéré	
   que	
   ce	
   couple	
   HGF/SF-­‐MET	
   aurait	
   également	
  

des	
  propriétés	
  pro-­‐apoptotiques	
  physiologiques.	
  En	
  effet,	
   il	
   a	
   été	
  mis	
   en	
  évidence	
  que	
  

l’HGF/SF	
  est	
  impliqué	
  dans	
  l’inhibition	
  de	
  certaines	
  fibroses.	
  Cet	
  effet	
  serait	
  obtenu	
  par	
  

l’induction	
   par	
   l’HGF/SF	
   de	
   la	
   mort	
   des	
   fibroblastes	
   pulmonaires	
   et	
   hépatiques	
  

responsable	
  de	
  la	
  sécrétion	
  de	
  l’exsudat	
  menant	
  à	
  ces	
  fibroses	
  (Kim	
  et	
  al	
  2005,	
  Matteucci	
  

et	
  al	
  2001,	
  Tulasne	
  and	
  Foveau	
  2008).	
   	
  



!

! K]!

!

!

!
R34-#&! JM! m! "#3'63)*/&%! #$)1'%&%! 231/143I-&%! .-! 61-)/&! ZEL<RG9+H! %-#! .&%! 6&//-/&%!

$)3(=$/3*/&%!e95:_f!&'!6-/(-#&Y!
8G! #$)1'%&! .&! )#1/3\$#*(31'! %-#! )/*%(3I-&!7! Q&%! 6&//-/&%! %1'(! 6-/(3,$&%! %-#! )/*%(3I-&b! /0*O1-(! .&! /0ZERL<R!
)&#A&(! .&! %(3A-/&#! /&-#! )#1/3\$#*(31'Y! ;G! #$)1'%&! .&! %-#,3&! %-#! )/*%(3I-&! %-3(&! d! -'&! 3'.-6(31'! .&!
/0*)1)(1%&!7! /&%! 6&//-/&%! %1'(! 6-/(3,$&%! %-#! )/*%(3I-&! )-3%! (#*3($&%! )*#! -'! 3'.-6(&-#! .&! /0*)1)(1%&! eJN„9!
.0*'3%1AP63'&fY! Q0*O1-(! .&! /0ZERL<R! )&#A&(! .&! )#1($4&#! 6&%! 6&//-/&%! 61'(#&! /0*)1)(1%&Y! :G! #$)1'%&! .&!
.3%)&#%31'! %-#! )/*%(3I-&!7! /&%! 6&//-/&%! %1'(! 6-/(3,$&%! &'! )&(3(%! z/1(%! %-#! )/*%(3I-&Y! Q0*O1-(! .&! /0ZERL<R!
)&#A&(!/&-#!.3%%163*(31'!&(!/&-#!$/134'&A&'(!/&%!-'&%!.&%!*-(#&%Y!5G!#$)1'%&!.&!A1#)=14&'>%&!&'!4&/!.&!
61//*4>'& 7!/&%!6&//-/&%!%1'(!&'%&A&'6$&%!.*'%!.&%!%-2%(3(-(%!.&!A*(#36&!&T(#*6&//-/*3#& e363! /&!61//*4>'&fY!
Q0*O1-(!.&!/0ZERL<R!)&#A&(!/*!\1#A*(31'!.&!#$%&*-T!.&!2#*'6=&A&'(!3A3(*'(!/&%!%(#-6(-#&%!.&!/&-#%!(3%%-%!
.01#343'&Y!
!

1g*=BD9*-KEOPQ3P*%(*-4*H4(&#C%*%\(&4C%--6-4#&%*W*

!

! :1AA&! 3'.3I-$! )#$6$.&AA&'(! 9+H! 3'(&#*43(! *,&6! .&! '1A2#&-T! )*#(&'*3#&%!

&T(#*6&//-/*3#&%! 61AA&! /&%! Z<"E! &(! /&%! 3'($4#3'&%Y! Q*! %34'*/3%*(31'! ZERL<RG9+H! &%(!

$4*/&A&'(! 3A)/3I-$&!.*'%! /&! #&A*'3&A&'(!.&! /*!A*(#36&!&T(#*6&//-/*3#&!31$! /03'.-6(31'!

.&! /0&T)#&%%31'! &(! /0*6(3,*(31'! .&! 6&#(*3'&%! 99"b! \*,1#3%*'(! *3'%3! /*! A34#*(31'! &(!

/03',*%31'!.&%!6&//-/&%!&'.1(=$/3*/&%Y!

!

1g?g*,4*H4(&#C%*%\(&4C%--6-4#&%*W*

!

Q*!A*(#36&! &T(#*6&//-/*3#&! e9+:f! &%(!-'!A$/*'4&!=$($#14>'&!.&!)#1($3'&%! &(!.&!

)1/P%*66=*#3.&%! I-3! %1-(3&''&'(! /&%! 6&//-/&%b! /&-#! 1\\#*'(! *3'%3! -'! %-))1#(! )=P%3I-&!

'$6&%%*3#&! d! /&-#! 1#4*'3%*(31'! &'! (3%%-%! &(L1-! 1#4*'&%Y! :&((&!A*(#36&! *! /1'4(&A)%! $($!



	
  

	
   59	
  

perçue	
  comme	
  un	
  support	
  inerte	
  fournissant	
  simplement	
  une	
  charpente	
  structurale.	
  Elle	
  

joue,	
   en	
   réalité,	
   un	
   rôle	
   actif	
   dans	
   l’organisation	
   des	
   réponses	
   cellulaires	
   lors	
   des	
  

adaptations	
   physiologiques	
   et	
   pathologiques.	
   En	
   effet,	
   il	
   existe	
   une	
   interaction	
   active	
  

entre	
   les	
   cellules	
   et	
   la	
   matrice	
   extracellulaire.	
   La	
   matrice	
   entoure	
   les	
   cellules	
   qui	
   la	
  

synthétisent	
   et	
   en	
   retour	
   elle	
   détermine	
   leur	
   phénotype.	
   Ce	
   réseau	
   extracellulaire	
   de	
  

protéines,	
  glycoprotéines	
  et	
  protéoglycanes	
  fournit	
  aux	
  cellules	
  adhérentes	
  un	
  support	
  

d’accroche	
   et	
   des	
   signaux	
   biochimiques	
   qui	
   régulent	
   le	
   devenir	
   de	
   la	
   cellule	
   et	
   sa	
  

fonction	
   (figure	
   13).	
   Par	
   exemple,	
   le	
   Matrigel™	
   (matrice	
   extracellulaire	
  

tridimensionnelle	
   mimant	
   la	
   membrane	
   basale)	
   est	
   indispensable	
   au	
   maintien	
   de	
   la	
  

prolifération,	
  différenciation	
  et	
  survie	
  de	
  certaines	
  cellules	
   in	
  vitro	
  car	
  elle	
  restaure	
  les	
  

caractéristiques	
  cellulaires	
  retrouvées	
  in	
  vivo.	
  Ce	
  système	
  est	
  aussi	
  très	
  largement	
  utilisé	
  

pour	
  étudier	
  l’invasion	
  des	
  cellules	
  tumorales	
  et	
  la	
  germination	
  vasculaire	
  (Folkman	
  et	
  

al	
  1988).	
  

	
  

 	
  
Figure	
  13	
  –	
  Aperçu	
  général	
  de	
  l’organisation	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire.	
  
Les	
   protéines	
  :	
   fibronectine,	
   collagène	
   et	
   laminine.	
   Les	
   protéoglycanes	
   sont	
   de	
   larges	
   complexes	
  
polysaccharidiques	
  qui	
  occupent	
  une	
  grande	
  partie	
  du	
  volume	
  de	
  l’espace	
  extracellulaire	
  
	
  

Parmi	
   les	
   composants	
   les	
  plus	
   importants	
  de	
   la	
  MEC	
  se	
   trouvent	
  notamment	
   le	
  

collagène,	
   l’acide	
   hyaluronique	
   et	
   les	
   héparanes	
   sulfates	
   (HS).	
   Ces	
   derniers	
   sont	
   des	
  

glycosaminoglycanes	
   (GAG)	
   complexes	
   et	
   sulfatés.	
   Ils	
   sont	
   parfois	
   branchés	
   sur	
   des	
  

protéines	
  spécifiques,	
   formant	
  des	
  protéoglycanes	
  (HSPG).	
  Des	
  unités	
  disaccharidiques	
  

répétées	
  de	
  N-­‐acétylglucosamine	
  et	
  d’acide	
  glucuronique	
  et/ou	
  iduronique	
  caractérisent	
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Malgré	
  une	
  connaissance	
  détaillée	
  des	
  voies	
  de	
  biosynthèse	
  des	
  HS	
  (Vlodavsky	
  et	
  

al	
  2012),	
  leur	
  mode	
  de	
  dégradation	
  est	
  moins	
  bien	
  caractérisé.	
  Des	
  études	
  ont	
  démontré	
  

que	
  l’héparanase,	
  enzyme	
  impliquée	
  dans	
  la	
  dégradation	
  de	
  l’héparine	
  en	
  des	
  fragments	
  

physiologiquement	
  actifs,	
  était	
  également	
  capable	
  de	
  cliver	
  les	
  HS	
  et	
  libérer	
  les	
  chaînes	
  

polysaccharidiques	
  (Masola	
  et	
  al	
  2014).	
  La	
  dégradation	
  et	
  la	
  modulation	
  de	
  la	
  structure	
  

des	
   HS	
   mènent	
   à	
   un	
   profond	
   remaniement	
   de	
   la	
   MEC.	
   Néanmoins,	
   et	
   de	
   manière	
  

étonnante,	
  les	
  travaux	
  sur	
  le	
  rôle	
  de	
  l’héparanase	
  restent	
  assez	
  limités	
  en	
  comparaison	
  

avec	
  d’autres	
  enzymes	
  responsables	
  de	
  la	
  dégradation	
  de	
  la	
  MEC	
  (comme	
  les	
  MMP	
  par	
  

exemple).	
  	
  

	
  

D.2.	
  L’héparanase	
  :	
  	
  

	
  

D.2.1.	
  Structure	
  de	
  l’héparanase	
  :	
  

	
  

L’héparanase	
  est	
  une	
  endo-­‐β-­‐glucuronidase	
  qui	
  clive	
  spécifiquement	
   les	
  chaînes	
  

latérales	
   des	
   HS	
   vraisemblablement	
   à	
   des	
   sites	
   de	
   basse	
   sulfatation,	
   libérant	
   des	
  

produits	
  saccharidiques	
  de	
  4	
  à	
  7	
  kDa.	
  Les	
  cellules	
  de	
  mammifères	
  expriment	
  une	
  seule	
  

enzyme	
   fonctionnelle	
   (héparanase-­‐1)	
  (Vlodavsky	
  et	
  al	
  2012).	
  Une	
  seconde	
  héparanase	
  

(héparanase-­‐2)	
   a	
   été	
   clonée	
   et	
   séquencée	
   mais	
   ne	
   possède	
   pas,	
   à	
   ce	
   jour,	
   d’activité	
  

connue	
   de	
   dégradation	
   des	
   HS	
   (Levy-­‐Adam	
   et	
   al	
   2010).	
   Je	
   ferai,	
   dans	
   ce	
   travail,	
  

uniquement	
  référence	
  à	
  l’héparanase-­‐1.	
  

	
  

L’ARNm	
  de	
  l’héparanase	
  code	
  une	
  protéine	
  de	
  61.2	
  kDa	
  composée	
  de	
  543	
  acides	
  

aminés.	
  Cette	
  pro-­‐enzyme	
  est	
  clivée	
  de	
  manière	
  post-­‐traductionnelle	
  dans	
   le	
   lysosome	
  

en	
  deux	
  sous	
  unités	
  de	
  8	
  et	
  50	
  kDa,	
  associées	
  de	
  manière	
  non	
  covalente	
  et	
  formant	
  un	
  

hétérodimère	
  nécessaire	
  à	
  l’activité	
  enzymatique.	
  Ce	
  clivage,	
  qui	
  implique	
  la	
  perte	
  d’un	
  

segment	
  de	
  liaison	
  de	
  6	
  kDa,	
  est	
  réalisé	
  par	
  la	
  Cathepsine	
  L.	
  La	
  structure	
  de	
  l’héparanase	
  

active	
   est	
   semblable	
   à	
   celle	
   d’un	
   tonneau	
   (TIM	
  barrel	
   fold)	
   regroupant	
   le	
   site	
   actif	
   de	
  

l’enzyme	
  et	
  la	
  région	
  C-­‐terminale	
  (Abboud-­‐Jarrous	
  et	
  al	
  2008,	
  Levy-­‐Adam	
  et	
  al	
  2003).	
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D.2.2.	
  Fonctions	
  de	
  l’héparanase	
  :	
  

	
  

Physiologiquement,	
  l’héparanase	
  est	
  exprimée	
  principalement	
  par	
  les	
  plaquettes,	
  

mastocytes,	
   trophoblastes	
   placentaires,	
   kératinocytes,	
   et	
   leucocytes.	
   La	
   fonction	
  

biochimique	
  principale	
  de	
   l’héparanase	
   est	
  de	
   catalyser	
   la	
  dégradation	
  des	
  HS,	
  mais	
   à	
  

travers	
  celle-­‐ci,	
  elle	
  régule	
  de	
  nombreux	
  processus	
  physiologiques	
  et	
  pathologiques	
  de	
  

grande	
  importance.	
  En	
  effet,	
  elle	
  est	
  impliquée	
  dans	
  des	
  phénomènes	
  fondamentaux	
  de	
  

biologie	
  surtout	
  à	
  travers	
  la	
  libération	
  des	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  liés	
  aux	
  HS	
  (comme	
  le	
  

FGF,	
   HGF/SF	
   et	
   VEGF)	
   résidant	
   dans	
   la	
   MEC	
   (Elkin	
   et	
   al	
   2001).	
   Cette	
   enzyme	
   joue	
  

également	
  un	
  rôle	
  déterminant	
  dans	
  de	
  nombreuses	
  pathologies	
  comme	
  la	
  progression	
  

et	
   la	
   métastase	
   tumorales.	
   Elle	
   est	
   également	
   impliquée	
   dans	
   la	
   pathogenèse	
   de	
   la	
  

néphropathie	
   diabétique,	
   dégradant	
   les	
   HS	
   au	
   niveau	
   des	
   membranes	
   basales	
  

glomérulaires	
  et	
  menant	
  à	
  une	
  protéinurie	
  et	
  à	
  une	
  dysfonction	
  rénale.	
  Tout	
  ceci	
  fait	
  de	
  

l’héparanase	
   une	
   cible	
   thérapeutique	
   prometteuse.	
   En	
   effet,	
   des	
   oligosaccharides	
  

inhibant	
   son	
   activité	
   enzymatique	
   sont	
   actuellement	
   développés	
   et	
   évalués	
   dans	
   des	
  

essais	
  cliniques	
  (Vlodavsky	
  et	
  al	
  2012).	
  

	
  

D.2.3.	
  Mécanismes	
  de	
  régulation	
  de	
  l’héparanase	
  :	
  

	
  

Parmi	
   les	
   mécanismes	
   pouvant	
   intervenir	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   l’activité	
   de	
  

l’héparanase,	
   le	
   pH	
   du	
   microenvironnement	
   cellulaire	
   semble	
   être	
   un	
   paramètre	
  

critique.	
   Plusieurs	
   études	
   ont	
   rapporté	
   que	
   cette	
   enzyme	
   montrait	
   une	
   activité	
  

endoglycosidase	
  en	
  dessous	
  d’un	
  pH	
  de	
  6.8	
  avec	
  une	
  activité	
  optimale	
  à	
  un	
  pH	
  entre	
  5.0	
  

et	
   6.0,	
   en	
   cohérence	
   avec	
   son	
   activité	
   lysosomiale,	
   et	
   aucune	
   activité	
   enzymatique	
  

mesurable	
   au	
   pH	
   physiologique	
   de	
   7.	
   Ceci	
   suggère	
   que	
   cette	
   molécule	
   à	
   profil	
   pH-­‐

dépendant	
  est	
  également	
  régulée	
  par	
  le	
  microenvironnement	
  extracellulaire.	
  Une	
  fois	
  au	
  

niveau	
   de	
   la	
   surface	
   cellulaire,	
   à	
   un	
   pH	
   physiologique,	
   elle	
   fonctionnerait	
   comme	
   une	
  

molécule	
   d’adhésion	
   cellulaire	
   alors	
   que	
   dans	
   des	
   conditions	
   de	
   pH	
   plus	
   acides,	
  

existantes	
   généralement	
   dans	
   l’environnement	
   direct	
   des	
   tumeurs	
   et	
   des	
   sites	
  

inflammatoires,	
  elle	
  exercerait	
   son	
  activité	
  endoglycosidique	
  sur	
   les	
  HS	
  (Nardella	
  et	
  al	
  

2004).	
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D.2.4.	
  L’héparanase	
  dans	
  le	
  cancer	
  :	
  

	
  

Plusieurs	
  liens	
  ont	
  été	
  établis	
  entre	
  la	
  surexpression	
  de	
  l’héparanase	
  et	
  le	
  cancer.	
  

En	
  effet,	
  des	
  études	
  décrivant	
   la	
   surexpression	
  et	
   l’extinction	
  du	
  gène	
  de	
   l’héparanase	
  

indiquent	
  que	
   l’héparanase	
  ne	
  favorise	
  pas	
  seulement	
   la	
  dissémination	
  et	
   la	
  métastase	
  

cellulaires,	
  mais	
  promeut	
  également	
  l’établissement	
  d’un	
  réseau	
  vasculaire	
  qui	
  accélère	
  

la	
   croissance	
   tumorale	
   primitive	
   et	
   fournit	
   une	
   porte	
   de	
   sortie	
   pour	
   les	
   cellules	
  

métastatiques.	
   Ces	
   études	
   démontrent	
   ainsi	
   les	
   capacités	
   pro-­‐métastatiques	
   et	
   pro-­‐

angiogéniques	
   de	
   l’héparanase	
   (Cohen	
   et	
   al	
   2006).	
   Enfin,	
   les	
   analyses	
  

d’immunohistochimie,	
  d’hybridation	
  in	
  situ,	
  de	
  RT-­‐PCR	
  et	
  de	
  PCR	
  en	
  temps	
  réel	
  révèlent	
  

que	
   l’héparanase	
   est	
   surexprimée	
   dans	
   tous	
   les	
   types	
   majeurs	
   de	
   cancers	
   humains	
  

(carcinomes,	
  sarcomes	
  et	
  hémopathies	
  malignes).	
  Ces	
  niveaux	
  élevés	
  de	
   l’enzyme	
  sont	
  

souvent	
  associés	
  avec	
  des	
  réductions	
  de	
  survie	
  post-­‐opératoire	
  et	
  une	
  augmentation	
  des	
  

métastases	
   tumorales.	
   L’ensemble	
   de	
   ces	
   observations	
   cliniques	
   soutiennent	
  

l’implication	
   de	
   l’héparanase	
   dans	
   la	
   progression	
   tumorale	
   et	
   encouragent	
   le	
  

développement	
   de	
   ses	
   inhibiteurs	
   comme	
   thérapeutiques	
   anti-­‐cancéreuses	
   (Ilan	
   et	
   al	
  

2006).	
  

	
  

E.	
  Implication	
  du	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET	
  dans	
  les	
  cancers.	
  

	
  

Malgré	
  une	
  régulation	
  fine	
  de	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET,	
  sa	
  dérégulation	
  a	
  été	
  

associée	
   à	
   la	
   tumorigenèse	
   et	
   l’acquisition	
   de	
   phénotypes	
   invasifs	
   dans	
   de	
   nombreux	
  

types	
  de	
  cancers.	
  La	
  dérégulation	
  de	
  MET	
  repose	
  essentiellement	
  sur	
  sa	
  surexpression,	
  

sur	
   sa	
   suractivation	
   suite	
   à	
   des	
  mutations	
   activatrices	
   (germinales	
   ou	
   somatiques)	
   ou	
  

sur	
  une	
  hypersécrétion	
  du	
  ligand	
  HGF/SF	
  par	
  boucle	
  autocrine	
  ou	
  paracrine	
  (Schmidt	
  et	
  

al	
  1999,	
  Tokunou	
  et	
  al	
  2001).	
  

	
  

E.1.	
  Les	
  mutations	
  du	
  récepteur	
  MET	
  :	
  

	
  

Des	
  mutations	
  activatrices	
  de	
  la	
  kinase	
  de	
  MET	
  ont	
  été	
  retrouvées	
  dans	
  le	
  cadre	
  

des	
  carcinomes	
  papillaires	
  rénaux	
  héréditaires	
  établissant	
  un	
  lien	
  direct	
  entre	
  MET	
  et	
  le	
  

cancer	
  (Gherardi	
  et	
  al	
  2012,	
  Jeffers	
  et	
  al	
  1997,	
  Schmidt	
  et	
  al	
  1997).	
  Par	
  la	
  suite,	
  d’autres	
  

mutations	
   se	
   sont	
   additionnées	
   et	
   on	
   en	
   dénombre	
   actuellement	
   plus	
   de	
   200	
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significativement	
   avec	
   une	
   baisse	
   du	
   risque	
   de	
   cancer	
   gastrique	
   dans	
   une	
   étude	
  

effectuée	
   dans	
   la	
   population	
   chinoise.	
   De	
   plus,	
   il	
   a	
   été	
   proposé	
   que	
   ces	
   mutations	
  

diminuent	
  l’affinité	
  de	
  MET	
  pour	
  son	
  ligand	
  (Liu	
  et	
  al	
  2012,	
  Shieh	
  et	
  al	
  2013).	
  Ainsi,	
  ces	
  

mutations	
   extracellulaires	
   semblent	
   être	
   des	
   polymorphismes	
   dont	
   le	
   rôle	
   dans	
   la	
  

tumorigenèse	
  n’a	
  pas	
  encore	
  été	
  établit.	
  	
  

	
  

E.1.2.	
  Mutations	
  du	
  domaine	
  juxtamembranaire	
  :	
  

	
  

Différentes	
  mutations	
  ont	
  été	
  décrites	
  au	
  niveau	
  du	
  domaine	
  juxtamembranaire,	
  

notamment	
  des	
  mutations	
  induisant	
  une	
  délétion	
  de	
  l’exon	
  14	
  codant	
  47AA	
  du	
  domaine	
  

juxtamembranaire	
  de	
  MET.	
  Cette	
  délétion	
  a	
   été	
  décrite	
  pour	
   la	
  première	
   fois	
   en	
  2006	
  

chez	
  des	
  patients	
  atteints	
  de	
  cancers	
  pulmonaires	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
  (NSCLC)	
  et	
  est	
  la	
  

conséquence	
   de	
   mutations	
   variées	
   (délétions	
   et	
   mutations	
   ponctuelles)	
   touchant	
   les	
  

sites	
  donneurs	
  et	
  accepteurs	
  d’épissage	
  autour	
  de	
  l’intron	
  14	
  (Kong-­‐Beltran	
  et	
  al	
  2006).	
  

De	
  vastes	
  cohortes	
  de	
  patients	
  atteints	
  de	
  cancers	
  du	
  poumon	
  et	
  l’analyse	
  de	
  leur	
  ADN	
  

génomique	
  ou	
  de	
  leur	
  ARNm	
  par	
  les	
  techniques	
  de	
  séquençage	
  haut	
  débit	
  ont	
  permis	
  de	
  

confirmer	
   l’existence	
  de	
  ces	
  mutations	
  (Cancer	
  Genome	
  Atlas	
  Research	
  Network	
  2014,	
  

Kong-­‐Beltran	
   et	
   al	
   2006,	
   Seo	
   et	
   al	
   2012).	
   Très	
   récemment,	
   l’analyse	
   des	
   profils	
  

génomiques	
  des	
  tumeurs	
  de	
  38	
  028	
  patients	
  ont	
  identifié	
  221	
  cas	
  avec	
  une	
  délétion	
  de	
  

l’exon	
  14	
  tous	
  cancers	
  confondus	
  (0.6%)	
  dont	
  126	
  cas	
  d’adénocarcinomes	
  pulmonaires,	
  

portant	
   le	
   taux	
   de	
   patients	
   portant	
   ces	
   mutations	
   exon	
   14	
   à	
   3%	
   pour	
   ce	
   cancer	
  

(Frampton	
  et	
  al	
  2015).	
  Par	
  ailleurs,	
   il	
   a	
   très	
   récemment	
  été	
  montré	
  que	
   les	
  mutations	
  

conduisant	
   à	
   la	
   délétion	
   de	
   l’exon	
   14	
   sont	
   également	
   présentes	
   dans	
   les	
   cancers	
  

gastriques	
   et	
   du	
   côlon	
   avec	
   5%	
   de	
   fréquence	
   ainsi	
   que	
   dans	
   les	
   neuroblastomes,	
  

suggérant	
   l’existence	
   d’un	
   mécanisme	
   commun	
   de	
   dérégulation	
   de	
   MET	
   dans	
   ces	
  

cancers	
   (Asaoka	
   et	
   al	
   2010,	
   Hu	
   et	
   al	
   2013,	
   Lee	
   et	
   al	
   2015).	
   Comme	
   je	
   l’ai	
   décrit	
  

précédemment,	
   le	
  domaine	
   juxtamembranaire	
  de	
  MET	
  porte	
  plusieurs	
  mécanismes	
  de	
  

régulations	
  négatives	
  du	
  récepteur.	
  Ainsi,	
  la	
  forme	
  de	
  MET	
  produite	
  suite	
  à	
  une	
  délétion	
  

de	
  l’exon	
  14	
  est	
  dépourvue	
  de	
  la	
  Y1003	
  responsable	
  du	
  recrutement	
  de	
  l’E3	
  ubiquitine	
  

ligase	
   c-­‐CBL.	
   Le	
   récepteur	
   présente	
   donc	
   un	
   défaut	
   d’internalisation	
   en	
   réponse	
   à	
  

l’HGF/SF	
  et	
  donc	
  une	
  signalisation	
  plus	
  soutenue	
  (Abella	
  et	
  al	
  2005,	
  Asaoka	
  et	
  al	
  2010,	
  

Kong-­‐Beltran	
  et	
  al	
  2006,	
  Ma	
  et	
  al	
  2005,	
  Onozato	
  et	
  al	
  2009,	
  Peschard	
  et	
  al	
  2001).	
  Il	
  est	
  à	
  

noter	
  que	
  le	
  domaine	
  délété	
  porte	
  également	
  le	
  site	
  de	
  clivage	
  des	
  caspases	
  ainsi	
  que	
  la	
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sérine	
   985	
  qui	
   sont	
   également	
   des	
  mécanismes	
   de	
   régulation	
   négative.	
  Néanmoins,	
   la	
  

conséquence	
  de	
  leur	
  perte	
  sur	
  l’activation	
  des	
  réponses	
  induites	
  par	
  MET	
  et	
  l’induction	
  

de	
  la	
  tumorigénèse	
  n’est	
  	
  pas	
  encore	
  connue	
  (figure	
  16).	
  

	
  

La	
  délétion	
  de	
  l’exon	
  14	
  est	
  au	
  centre	
  d’investigations	
  intenses.	
  En	
  effet,	
   il	
  s’agit	
  

de	
   la	
   première	
   situation	
   dans	
   laquelle	
   on	
   observe	
   en	
   clinique	
   une	
   dérégulation	
   du	
  

récepteur	
  MET	
  suite	
  à	
  des	
  mutations	
  dans	
  une	
  proportion	
  relativement	
   importante	
  de	
  

patients	
   en	
   échec	
   thérapeutique.	
   Ceci	
   constitue	
   donc	
   une	
   avancée	
   très	
   importante	
  

particulièrement	
   du	
   fait	
   de	
   l’association	
   de	
   cette	
   délétion	
   avec	
   une	
   sensibilité	
   plus	
  

élevée	
  aux	
  traitements	
  ciblant	
  MET	
  (voir	
  paragraphe	
  F.4	
  page	
  82).	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   d’autres	
   mutations	
   ont	
   été	
   décrites	
   au	
   niveau	
   du	
   domaine	
  

juxtamembranaire	
   comme	
   les	
   mutations	
   ponctuelles	
   N930S,	
   R970C,	
   P991S	
   et	
   T992I	
  

(figure	
   14)	
   (Jagadeeswaran	
   et	
   al	
   2006,	
  Ma	
   et	
   al	
   2003,	
  Ma	
   et	
   al	
   2008).	
   Ces	
  mutations,	
  

dont	
   le	
  mécanisme	
   reste	
   inconnu,	
   sont	
   de	
   fréquence	
   assez	
   faible	
   et	
   n’ont	
   pas	
   d’effets	
  

directs	
  sur	
  l’activité	
  kinase	
  du	
  récepteur	
  suggérant	
  qu’elles	
  sont	
  des	
  polymorphismes	
  de	
  

MET	
  (Tyner	
  et	
  al	
  2010).	
  Récemment,	
  l’équipe	
  SIGNAL	
  (Signalisation,	
  apoptose	
  et	
  cancer)	
  

de	
   l’UMR8161	
   a	
   démontré,	
   dans	
   des	
   lignées	
   issues	
   du	
   cancer	
   du	
   poumon,	
   que	
   la	
  

mutation	
  R970C	
  induisait	
  la	
  génération	
  d’un	
  fragment	
  de	
  MET	
  d’environ	
  45kDa	
  (appelé	
  

p45	
   MET)	
   suite	
   à	
   un	
   clivage	
   par	
   les	
   calpaïnes.	
   Ce	
   fragment,	
   à	
   localisation	
   nucléaire,	
  

semble	
  être	
  impliqué	
  dans	
  les	
  capacités	
  migratoires	
  des	
  cellules.	
  	
  

	
  

E.1.3.	
  Mutations	
  retrouvées	
  au	
  niveau	
  du	
  domaine	
  kinase	
  :	
  

	
  

Concernant	
  les	
  mutations	
  localisées	
  dans	
  le	
  domaine	
  kinase,	
  elles	
  ont	
  d’abord	
  et	
  

principalement	
  été	
  détectées	
  dans	
  les	
  cancers	
  papillaires	
  rénaux	
  (mutations	
  germinales	
  

et	
   somatiques)	
   et	
   dans	
   les	
   cancers	
   des	
   voies	
   aérodigestives	
   supérieures	
   (mutations	
  

somatiques)	
   (Di	
   Renzo	
   et	
   al	
   2000,	
   Jeffers	
   et	
   al	
   1998,	
   Schmidt	
   et	
   al	
   1997).	
   Les	
  

conséquences	
   de	
   ces	
   mutations	
   ont	
   été	
   identifiées	
   pour	
   certaines	
   d’entre	
   elles.	
   Par	
  

exemple	
   la	
   mutation	
   D1228H	
   sensibilise	
   le	
   récepteur	
   à	
   la	
   stimulation	
   par	
   l’HGF/SF	
  

(Chiara	
  et	
  al	
  2003).	
  D’autres,	
  comme	
  la	
  mutation	
  Y1235D,	
  induit	
  une	
  phosphorylation	
  et	
  

une	
  activation	
  constitutive	
  du	
  récepteur	
  sans	
  ligand.	
  Cette	
  mutation	
  a	
  été	
  détectée	
  dans	
  

le	
   cancer	
   des	
   voies	
   aérodigestives	
   supérieures	
   et	
   consiste	
   au	
   remplacement	
   de	
   la	
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tyrosine	
   (phosphorylée	
   quand	
   le	
   récepteur	
   est	
   activé,	
   voir	
   paragraphe	
  A.5.2	
   page	
   26)	
  

par	
   un	
   acide	
   aspartique	
  mimant	
   ainsi	
   une	
  phospho-­‐tyrosine.	
   Ceci	
  mène	
   à	
   une	
   activité	
  

kinase	
  constitutive	
  du	
  récepteur	
  qui	
  n’est	
  même	
  plus	
  dépendante	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  

des	
   tyrosines	
  Y1234	
  et	
  1235.	
  Cette	
  activation	
  est	
  néanmoins	
  plus	
   faible	
  que	
  celle	
  d’un	
  

récepteur	
  pleinement	
  activé	
  et	
  phosphorylé	
  sur	
  ses	
  deux	
  tyrosines	
  indiquant	
  que	
  cette	
  

mutation	
  ne	
  peut	
  pas	
  entièrement	
  compenser	
  l’absence	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  Y1234	
  

(Cristiani	
  et	
  al	
  2005).	
  

	
  

D’autres	
  mutations,	
   comme	
   la	
  D1246N	
  et	
  M1268T,	
  activent	
   le	
   récepteur	
  ou	
  son	
  

activité	
  kinase	
  sans	
  phosphoryler	
  les	
  tyrosines	
  Y1234	
  et	
  Y1235.	
  Ces	
  résultats	
  indiquent	
  

que	
  ces	
  mutations	
  activatrices	
  stabilisent	
   le	
  récepteur	
  dans	
  sa	
  conformation	
  active	
  par	
  

un	
  mécanisme	
   indépendant	
  de	
   l’autophosphorylation	
  des	
  tyrosines	
  1234	
  et	
  1235.	
  Ceci	
  

suggère	
  que	
  la	
  signalisation	
  d’un	
  MET	
  sauvage	
  et	
  d’un	
  MET	
  muté	
  pourrait	
  s’effectuer	
  par	
  

des	
   mécanismes	
   différents	
   (Jeffers	
   et	
   al	
   1997,	
   Jeffers	
   and	
   Vande	
   Woude	
   1999).	
   Par	
  

ailleurs,	
   ces	
  mutations	
   induisent	
   un	
   recyclage	
   plus	
   important	
   et	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
  

dégradation	
  du	
  récepteur	
  qui	
  s’accumule	
  alors	
  dans	
  les	
  endosomes	
  (Joffre	
  et	
  al	
  2011).	
  

	
  

De	
   manière	
   intéressante,	
   des	
   études	
   ont	
   démontré	
   que	
   l’expression	
   dans	
   des	
  

souris	
  knock	
  in	
  de	
   formes	
  mutantes	
  de	
  MET,	
  comme	
  la	
  mutation	
  M1268T,	
  provoque	
  le	
  

développent	
   de	
   cancers	
   mammaires	
   avec	
   des	
   profils	
   différents	
   accompagnés	
   d’une	
  

augmentation	
   du	
   nombre	
   de	
   copies	
   de	
  MET.	
   Ces	
   études	
   suggèrent	
   que	
  MET	
   pourrait	
  

servir	
  comme	
  cible	
  thérapeutique	
  pour	
  les	
  patients	
  avec	
  ce	
  genre	
  de	
  tumeurs	
  agressives	
  

et	
   sans	
  alternatives	
  de	
   traitement (Graveel	
  et	
  al	
  2004,	
  Graveel	
  et	
  al	
  2009,	
  Ponzo	
  et	
  al	
  
2009).	
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Certains	
   facteurs	
   environnementaux	
   comme	
   l’hypoxie	
   influent	
   également	
   sur	
  

l’expression	
  de	
  MET	
  (Eckerich	
  et	
  al	
  2007,	
  Pennacchietti	
  et	
  al	
  2003,	
  Scarpino	
  et	
  al	
  2004).	
  

Je	
  détaillerai	
  cette	
  partie	
  dans	
  le	
  chapitre	
  consacré	
  à	
  l’hypoxie	
  (chapitre	
  II,	
  paragraphe	
  F,	
  

page	
  109).	
  

De	
   plus	
   et	
   comme	
   décrit	
   précédemment,	
   MET	
   interagit	
   avec	
   des	
   protéines	
  

membranaires	
   capables	
   de	
   favoriser	
   son	
   clivage	
   comme	
   LRIG1,	
   dont	
   l’extinction	
  

entraîne	
   la	
   surexpression	
   de	
   récepteur	
   (Shattuck	
   et	
   al	
   2007).	
   A	
   l’inverse,	
   la	
   tensine	
   4	
  

favorise	
  sa	
  stabilisation	
  dans	
  les	
  cancers	
  du	
  côlon	
  et	
  de	
  l’ovaire	
  (Muharram	
  et	
  al	
  2014).	
  

Dans	
  certains	
  cas,	
   la	
  surexpression	
  de	
  MET	
  est	
  due	
  à	
  une	
  amplification	
  génique.	
  

Contrairement	
   à	
   la	
   surexpression	
   de	
   MET	
   liée	
   à	
   d’autres	
   mécanismes,	
   l’amplification	
  

génique	
  du	
  récepteur	
  mène	
  à	
  son	
  expression	
  massive	
  qui	
  conduit	
  à	
  son	
  activation	
  sans	
  

présence	
   de	
   ligand.	
   Ces	
   surexpressions	
   ont	
   été	
   déterminées	
   par	
   IHC	
  

(ImmunoHistoChemistry)	
  et	
  FISH	
  (Hybridation	
  in	
  situ	
  en	
  fluorescence)	
  et	
  de	
  nombreuses	
  

copies	
   du	
   gène	
   met	
   ont	
   été	
   observées	
   dans	
   plusieurs	
   types	
   de	
   cancers	
   comme	
   les	
  

cancers	
  gastriques	
  ou	
  pulmonaires	
  (Herrick	
  et	
  al	
  2000,	
  Toschi	
  and	
  Cappuzzo	
  2010,	
  Zeng	
  

et	
   al	
   2008).	
   Une	
   étude	
   récente	
   a	
   évalué	
   par	
   FISH	
   la	
   fréquence	
   des	
   amplifications	
  

géniques	
  chez	
  1115	
  patients	
  atteints	
  de	
  différents	
  cancers	
  solides.	
  Cette	
  fréquence	
  a	
  été	
  

de	
  l’ordre	
  de	
  2.6%	
  (avec	
  une	
  fréquence	
  de	
  15%	
  dans	
  les	
  tumeurs	
  de	
  la	
  surrénale,	
  14%	
  

dans	
  les	
  tumeurs	
  rénales,	
  6%	
  dans	
  les	
  cancers	
  gastro-­‐oesophagiens,	
  5%	
  dans	
  les	
  cancers	
  

du	
  sein	
  et	
  4%	
  dans	
  les	
  cancers	
  ovariens)	
  (Jardim	
  et	
  al	
  2014).	
  Certaines	
  lignées	
  issues	
  de	
  

ces	
   cancers	
   sont	
   fréquemment	
  utilisées	
  en	
   recherche	
  comme	
   la	
   lignée	
  GTL16	
   issue	
  de	
  

cancer	
   gastrique	
   et	
   contenant	
   11	
   copies	
   de	
  met	
   (Kawakami	
   et	
   al	
   2014,	
   Ponzetto	
   et	
   al	
  

1991,	
  Smolen	
  et	
  al	
  2006).	
  

Par	
   ailleurs,	
   et	
   comme	
   décrit	
   précédemment,	
   la	
   perte	
   du	
   domaine	
  

juxtemembranaire	
   de	
   MET	
   suite	
   à	
   la	
   délétion	
   de	
   l’exon	
   14	
   mène	
   à	
   un	
   défaut	
   de	
  

recrutement	
   de	
   l’E3	
   ubiquitine	
   ligase	
   c-­‐CBL	
   et	
   induit	
   de	
   ce	
   fait	
   une	
   diminution	
   de	
  

l’internalisation	
  et	
  la	
  dégradation	
  du	
  récepteur,	
  conduisant	
  donc	
  à	
  sa	
  surexpression.	
  

	
  

E.3.	
  L’hypersecrétion	
  du	
  ligand	
  :	
  

	
  

Tout	
   comme	
   celle	
   de	
  MET,	
   la	
   surexpression	
   de	
   l’HGF/SF	
   est	
   présente	
   dans	
   de	
  

nombreux	
   cancers	
   comme	
   dans	
   le	
   cancer	
   gastrique	
   ou	
   le	
   cancer	
   colorectal	
   et	
   est	
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associée	
  à	
  un	
  mauvais	
  pronostic	
  et	
  un	
  phénotype	
  plus	
  agressif	
  (voir	
  tableau	
  1)	
  (Niki	
  et	
  al	
  

1999,	
  Siegfried	
  et	
  al	
  1997,	
  Toi	
  et	
  al	
  1998,	
  Toiyama	
  et	
  al	
  2009,	
  Yamashita	
  et	
  al	
  1994).	
  

	
  

Le	
   rôle	
   transformant	
   de	
   l’HGF/SF	
   a	
   été	
   démontré	
   in	
   vivo	
   dans	
   des	
  modèles	
   de	
  

souris	
   transgéniques	
   surexprimant	
   ce	
   facteur	
   de	
   croissance.	
   En	
   effet,	
   une	
   étude	
   a	
  

démontré	
   que	
   les	
   souris	
   surexprimant	
   l’HGF/SF	
   dans	
   tout	
   l’organisme	
   développaient	
  

spontanément	
   différents	
   cancers	
   de	
   types	
   mélanomes,	
   carcinomes	
   ou	
   sarcomes	
  

(Takayama	
   et	
   al	
   1997).	
   Par	
   ailleurs,	
   une	
   autre	
   étude	
   a	
   démontré	
   que	
   les	
   souris	
  

surexprimant	
   l’HGF/SF	
   dans	
   les	
   glandes	
   mammaires	
   développaient	
   des	
   cancers	
  

mammaires	
   après	
   plusieurs	
   gestations,	
   avec	
   progression	
   en	
   métastases	
   pulmonaires	
  

pour	
  certaines	
  d’entre	
  elles	
  (Gallego	
  et	
  al	
  2003).	
  

	
  

L’HGF/SF	
   peut	
   agir	
   sur	
   MET	
   de	
   façon	
   autocrine	
   ou	
   paracrine.	
   L’activation	
  

autocrine	
  a	
  été	
  montrée	
  dans	
  certaines	
   lignées	
  cellulaires	
  cancéreuses	
  exprimant	
  MET	
  

et	
   son	
   ligand	
   où	
   cette	
   expression	
   conjointe	
   favorisait	
   la	
   migration	
   cellulaire	
   et	
   le	
  

développement	
  métastatique.	
   Par	
   exemple,	
   il	
   a	
   été	
   démontré,	
   dans	
   la	
   lignée	
   SNU-­‐484	
  

issue	
  de	
  cancer	
  gastrique,	
  que	
  MET	
  était	
   constitutivement	
  phosphorylé	
  dû	
  à	
  une	
   forte	
  

sécrétion	
  conjointe	
  de	
  l’HGF/SF.	
  L’utilisation	
  d’anticorps	
  anti-­‐HGF/SF	
  a	
  mené	
  à	
  la	
  baisse	
  

de	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  ainsi	
  qu’à	
  l’inhibition	
  de	
  la	
  prolifération	
  et	
  la	
  migration	
  

cellulaires.	
   Par	
   ailleurs,	
   une	
   étude	
   a	
   démontré	
   que	
   l’utilisation,	
   dans	
   des	
   souris	
   SCID	
  

(Severe	
  Combined	
  Immunodeficiency	
  Disease),	
  de	
  lignées	
  issues	
  de	
  NSCLC	
  contenant	
  une	
  

surexpression	
   conjointe	
   de	
   MET	
   de	
   son	
   ligand	
   a	
   mené	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
  

tumorigénicité	
  ainsi	
  que	
  celle	
  des	
  métastases	
  osseuses,	
  cervicales	
  et	
  rénales	
  (Ferracini	
  

et	
  al	
  1995,	
  Navab	
  et	
  al	
  2009,	
  Park	
  et	
  al	
  2005,	
  Rong	
  et	
  al	
  1994).	
  

	
  

Néanmoins,	
   ce	
   mode	
   d’activation	
   autocrine	
   n’est	
   pas	
   aussi	
   fréquent	
   que	
  

l’activation	
   paracrine	
   qui	
   serait	
   majoritaire.	
   En	
   effet,	
   l’HGF/SF	
   est	
   secrété	
  

principalement	
   par	
   les	
   fibroblastes	
   mais	
   également	
   par	
   différents	
   types	
   cellulaires	
  

constituant	
  le	
  stroma	
  tumoral	
  (cellules	
  musculaires	
  lisses	
  et	
  endothéliales,	
  neutrophiles	
  

et	
  macrophages)	
  (Jiang	
  et	
  al	
  1999).	
  Par	
  ailleurs,	
  par	
  l’intermédiaire	
  d’inducteurs	
  comme	
  

la	
  IL-­‐1β	
  (InterLeukine-­‐1	
  β),	
   le	
  FGF	
  (Fibroblast	
  Growth	
  Factor),	
   le	
  PDGF	
  (Platelet-­‐Derived	
  

Growth	
  Factor),	
  le	
  TGFa	
  (Transforming	
  Growth	
  Factor-­‐α)	
  et	
  la	
  PGE2	
  (Prostaglandine	
  E2),	
  

les	
   cellules	
   tumorales	
   sont	
   capables	
   de	
  mener	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   sécrétion	
   de	
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E.4.	
  Notion	
  d’addiction	
  à	
  MET	
  :	
  

	
  

L’addiction	
   des	
   cellules	
   à	
   un	
   oncogène	
   est	
   définie	
   par	
   un	
   arrêt	
   de	
   leur	
  

prolifération	
  ou	
  l’induction	
  de	
  leur	
  mort	
  suite	
  à	
  une	
  inhibition	
  de	
  cet	
  oncogène,	
  devenu	
  

donc	
  indispensable	
  (Weinstein	
  and	
  Joe	
  2008).	
  Parmi	
  un	
  panel	
  de	
  500	
  lignées	
  issues	
  de	
  

différents	
  cancers	
  épithéliaux,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  7	
   lignées	
  étaient	
  addictes	
  à	
  MET.	
  En	
  

effet,	
   l’utilisation	
  de	
   siRNA	
  ou	
  d’inhibiteurs	
  pharmacologiques	
   comme	
   le	
  PHA-­‐665752,	
  

dirigés	
   contre	
   MET,	
   induisaient	
   l’arrêt	
   de	
   prolifération	
   ou	
   la	
   mort	
   de	
   ces	
   cellules	
   en	
  

affectant	
  principalement	
  les	
  voies	
  MAPK	
  et	
  PI3K/AKT.	
  Ces	
  lignées	
  présentent	
  toutes	
  une	
  

amplification	
   génique	
   de	
   met,	
   suggérant	
   un	
   lien	
   entre	
   l’amplification	
   génique	
   et	
  

l’addiction.	
   Elles	
   sont	
   par	
   ailleurs	
   principalement	
   d’origine	
   pulmonaires	
   ou	
   gastriques	
  

(Bertotti	
  et	
  al	
  2009,	
  Christensen	
  et	
  al	
  2003,	
  McDermott	
  et	
  al	
  2007,	
  Scagliotti	
  et	
  al	
  2013,	
  

Smolen	
   et	
   al	
   2006).	
   De	
  même,	
   il	
   a	
   récemment	
   été	
  montré	
   que	
   des	
   lignées	
   cellulaires	
  

ayant	
   une	
   délétion	
   de	
   l’exon	
   14	
   présentent	
   également	
   une	
   addiction	
   à	
   MET.	
   Ainsi,	
  

L’amplification	
   génique	
   de	
   met	
   et	
   la	
   délétion	
   de	
   l’exon	
   14	
   sont	
   deux	
   phénomènes	
  

menant	
  à	
  une	
  surexpression	
  de	
  MET	
  et	
  son	
  activation	
  indépendante	
  du	
  ligand	
  rendant	
  

les	
   cellules	
   addictes	
   à	
   l’activité	
   du	
   récepteur.	
   De	
   manière	
   intéressante,	
   des	
   études	
  

récentes	
  ont	
  montré	
  que	
   les	
  patients	
  répondant	
  aux	
   traitements	
  anti-­‐MET	
  avaient	
  soit	
  

une	
  amplification	
  génique	
  de	
  met	
  ou	
  une	
  délétion	
  de	
  l’exon	
  14,	
  suggérant	
  que	
  l’efficacité	
  

du	
   traitement	
   est	
   lié	
   à	
   une	
   addiction	
   à	
  MET.	
   En	
   effet,	
   le	
   phénomène	
   d’addiction	
   à	
   un	
  

oncogène	
  semble	
  être	
   l’une	
  des	
  raisons	
  du	
  succès	
  clinique	
  de	
  nombreux	
  TKI	
  comme	
  le	
  

géfitinib	
   ciblant	
   l’EGFR	
   (McDermott	
   et	
   al	
   2007).	
   Cette	
   notion	
   de	
   sensibilité	
   aux	
  

traitements	
  sera	
  abordée	
  plus	
  loin	
  au	
  niveau	
  du	
  paragraphe	
  F.4	
  page	
  82.	
  

	
  

E.5.	
  Interactions	
  de	
  MET	
  avec	
  d’autres	
  RTK	
  :	
  

	
  

MET	
  est	
  connu	
  pour	
  interagir	
  avec	
  plusieurs	
  autres	
  RTK.	
  Par	
  exemple,	
  il	
  interagit	
  

avec	
   le	
   Récepteur	
   d’Origine	
   Nantais	
   (RON),	
   récepteur	
   très	
   homologue	
   à	
   MET	
   et	
  

appartenant	
   à	
   sa	
   famille.	
   Le	
   dialogue	
   entre	
   MET	
   et	
   RON	
   a	
   été	
   reporté	
   in	
   vitro	
   dans	
  

différents	
  modèles	
  expérimentaux	
  et	
  a	
  été	
  confirmé	
  dans	
  les	
  cancers	
  du	
  foie,	
  de	
  l’ovaire,	
  

du	
   sein	
   et	
   de	
   la	
   vessie.	
   Il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   l’ajout	
   de	
   l’HGF/SF	
   ou	
   l’activation	
  

constitutive	
   de	
   MET	
   permettait	
   l’activation	
   de	
   RON.	
   De	
   même,	
   l’ajout	
   de	
   MSP	
  

(Macrophage	
  Stimulating	
  Protein,	
   ligand	
  de	
  RON)	
  permet	
  d’activer	
  MET	
  (Maggiora	
  et	
  al	
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2003).	
   Par	
   ailleurs,	
   ces	
   deux	
   récepteurs	
   peuvent	
   se	
   trans-­‐phosphoryler.	
   En	
   effet,	
   RON	
  

peut	
  être	
  spécifiquement	
  trans-­‐phosphorylé	
  par	
  MET	
  mais	
  pas	
  par	
  EGFR	
  ou	
  HER2.	
   Il	
  a	
  

également	
  été	
  démontré	
  que	
  des	
  TKI	
  spécifiques	
  de	
  MET	
  inhibaient	
  la	
  phosphorylation	
  

de	
  RON.	
  Ceci	
  démontre	
  que	
  ces	
  RTK	
  peuvent	
  dialoguer	
  entre	
  eux	
  et	
  coopérer	
  dans	
  leur	
  

signalisation	
  intracellulaire	
  (Follenzi	
  et	
  al	
  2000,	
  Lee	
  et	
  al	
  2005).	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   des	
   ligands	
   d’autres	
   RTK	
   ont	
   été	
  montrés	
   comme	
   pouvant	
   activer	
  

MET.	
  En	
  effet,	
  le	
  GNDF	
  (Glial	
  cell	
  Derived	
  Neutrophic	
  Factor,	
  ligand	
  de	
  RET	
  et	
  de	
  GFRα1)	
  

induit	
  la	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  MET	
  sans	
  qu’il	
  n’y	
  ait	
  de	
  liaison	
  directe	
  entre	
  ce	
  

ligand	
   et	
   le	
   récepteur.	
   Par	
   ailleurs,	
   il	
   a	
   également	
   été	
   décrit	
   que	
   l’IGF-­‐1	
   (Insulin-­‐like	
  

Growth	
   Factor-­‐1,	
   ligand	
   de	
   l’IGFR)	
   induisait	
   l’activation	
   du	
   récepteur	
   MET	
   dans	
   une	
  

lignée	
  issue	
  du	
  cancer	
  de	
  la	
  prostate	
  (Popsueva	
  et	
  al	
  2003,	
  Varkaris	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

Le	
   dialogue	
   MET/EGFR	
   est	
   le	
   plus	
   étudié	
   puisqu’il	
   a	
   des	
   conséquences	
  

importantes	
   dans	
   la	
   régulation	
   des	
   réponses	
   biologiques,	
   le	
   développement	
   et	
   la	
  

tumorigenèse	
   (Guo	
   et	
   al	
   2008).	
   Plusieurs	
  mécanismes	
  décrivant	
   les	
   interactions	
   entre	
  

MET	
  et	
  l’EGFR	
  ont	
  été	
  rapportés.	
  En	
  effet,	
  tout	
  comme	
  RON,	
  l’EGFR	
  peut	
  physiquement	
  

se	
   lier	
   à	
   MET	
   et	
   former	
   un	
   hétérodimère	
   activant	
   les	
   deux	
   récepteurs	
   par	
   trans-­‐

phosphorylation.	
   Cette	
   interaction	
   a	
   été	
   confirmée	
   par	
   des	
   techniques	
   de	
   co-­‐

immunoprécipitation	
   et	
   a	
   été	
   détectée	
   dans	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   épidermiques	
   et	
  

pulmonaires	
  (Guo	
  et	
  al	
  2008,	
  Jo	
  et	
  al	
  2000).	
  Néanmoins,	
  d’autres	
  données	
  indiquent	
  que	
  

c’est	
   l’activation	
   de	
   Src,	
   une	
   tyrosine	
   kinase	
   cytoplasmique,	
   par	
   MET,	
   qui	
   permettait	
  

l’activation	
  de	
  l’EGFR	
  sans	
  qu’il	
  n’y	
  ait	
  d’interaction	
  directe	
  entre	
  MET	
  et	
  l’EGFR	
  (Mueller	
  

et	
   al	
  2008,	
  Mueller	
  et	
   al	
  2010).	
  Par	
  ailleurs,	
   l’ajout	
  de	
   l’HGF/SF	
  permet	
   l’activation	
  de	
  

l’EGFR/ErbB1,	
   ErbB2/HER2	
   et	
   ErbB3/HER3	
   et	
   à	
   l’inverse,	
   l’ajout	
   d’EGF	
   ou	
   TGFa	
  

(Transforming	
  Growth	
  Factor	
  alpha)	
  (ligands	
  de	
  l’EGFR)	
  ou	
  encore	
  la	
  présence	
  de	
  formes	
  

constitutivement	
  actives	
  de	
  l’EGFR	
  permettent	
  d’activer	
   le	
  récepteur	
  MET	
  (Huang	
  et	
  al	
  

2007,	
  Jo	
  et	
  al	
  2000,	
  Lai	
  et	
  al	
  2009).	
  Ces	
  interactions	
  fonctionnelles	
  entre	
  MET	
  et	
  l’EGFR	
  

sont	
  également	
  impliquées	
  dans	
  l’établissement	
  de	
  résistances	
  au	
  géfitinib,	
  un	
  inhibiteur	
  

spécifique	
  de	
  l’EGFR,	
  et	
  que	
  je	
  détaillerai	
  dans	
  le	
  paragraphe	
  G	
  page	
  83.	
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E.6.	
  Implication	
  de	
  MET	
  dans	
  la	
  métastase	
  cancéreuse	
  :	
  

	
  

La	
   surexpression	
   de	
   MET	
   et	
   de	
   l’HGF/SF	
   a	
   été	
   évaluée	
   dans	
   des	
   cancers	
  

gastriques	
   de	
   stade	
   IV	
   dans	
   deux	
   groupes	
   différents	
   ayant	
   ou	
   pas	
   des	
   métastases	
  

pulmonaires.	
   Les	
   résultats	
   obtenus	
   montrent	
   une	
   surexpression	
   de	
   MET	
   plus	
   élevée	
  

dans	
   le	
   groupe	
   de	
   patients	
   avec	
  métastases	
   pulmonaires	
   par	
   rapport	
   au	
   groupe	
   sans	
  

métastases.	
   La	
   surexpression	
   de	
   MET	
   a	
   également	
   été	
   corrélée	
   avec	
   la	
   survenue	
   de	
  

métastases	
  dans	
  le	
  cancer	
  des	
  voies	
  aérodigestives	
  (Amemiya	
  et	
  al	
  2002,	
  Cortesina	
  et	
  al	
  

2000).	
  Une	
  autre	
  étude	
  a	
  également	
  montré	
  que	
  l’expression	
  de	
  l’HGF/SF	
  est	
  fortement	
  

augmentée	
  au	
  niveau	
  des	
  sites	
  métastatiques	
  de	
  ces	
  cancers.	
  Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  que	
  

l’HGF/SF	
   joue	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   l’invasion	
   et	
   la	
   métastase	
   dans	
   ces	
   cancers	
   et	
  

qu’un	
   niveau	
   élevé	
   d’HGF/SF	
   peut	
   être	
   un	
   marqueur	
   prédictif	
   de	
   la	
   formation	
   de	
  

métastases	
   chez	
   les	
   patients	
   avec	
   un	
   cancer	
   des	
   voies	
   aérodigestives	
   supérieures	
  

(Uchida	
  et	
  al	
  2001).	
  Par	
  ailleurs,	
   la	
   capacité	
  de	
   la	
   signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  à	
   induire	
  

des	
  métastases	
   a	
   été	
   démontrée	
   expérimentalement	
   dans	
   des	
   xénogreffes	
   de	
   cellules	
  

tumorales	
  du	
   cancer	
  du	
   sein	
   transfectées	
  avec	
   l’HGF/SF	
  ou	
  MET	
  mais	
  également	
  dans	
  

des	
   souris	
   transgéniques	
   qui	
   surexpriment	
   l’HGF/SF	
   ou	
   MET	
   (Gallego	
   et	
   al	
   2003,	
  

Meiners	
  et	
  al	
  1998).	
  

	
  

F.	
  MET	
  et	
  les	
  thérapies	
  ciblées	
  :	
  

	
  

Des	
  stratégies	
  d’inhibition	
  du	
  couple	
  HGF/SF-­‐MET	
  sont	
  actuellement	
  en	
  cours	
  	
  de	
  

développement	
  avec	
  de	
  nombreuses	
  molécules	
  déjà	
  à	
  l’essai	
  en	
  études	
  de	
  phase	
  I,	
  II	
  ou	
  

III	
  (Serrate	
  et	
  al	
  2011)	
  (figure	
  18	
  et	
  tableau	
  2).	
  Ces	
  stratégies	
  peuvent	
  être	
  regroupées	
  

en	
   trois	
   types	
  :	
   des	
  peptides	
   compétiteurs	
  de	
   l’interaction	
  HGF/SF-­‐MET,	
  des	
   anticorps	
  

monoclonaux	
   ciblant	
   MET	
   ou	
   l’HGF/SF,	
   inhibant	
   principalement	
   la	
   liaison	
  

ligand/récepteur,	
  et	
  des	
  inhibiteurs	
  de	
  l’activité	
  tyrosine	
  kinase	
  de	
  MET	
  (TKI).	
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également	
  été	
  démontré	
  que	
  le	
  NK4	
  se	
  fixe	
  sur	
  MET	
  sans	
  l’activer.	
  En	
  effet,	
  une	
  étude	
  a	
  

montré	
  in	
  vivo	
  que	
  des	
  traitements	
  par	
  NK4	
  ont	
  une	
  action	
  anti-­‐tumorale	
  associée	
  à	
  une	
  

perte	
   de	
   l’activation	
   du	
   récepteur	
   MET.	
   De	
   plus,	
   NK4	
   présente	
   des	
   propriétés	
   anti-­‐

angiogéniques	
   indépendamment	
  de	
   la	
  signalisation	
  de	
  MET.	
  En	
  effet,	
  dans	
  des	
  cellules	
  

endothéliales,	
   NK4	
   s’associe	
   avec	
   le	
   perlecan	
   (protéoglycane	
   de	
   la	
   matrice	
  

extracellulaire)	
   et	
   inhibe	
   l’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   bloquant	
   ainsi	
   la	
   liaison	
   des	
  

intégrines	
  à	
   la	
  matrice	
  extracellulaire.	
  NK4	
   inhibe	
  donc	
   la	
  signalisation	
  dépendante	
  de	
  

l’ancrage	
  cellulaire	
  et	
  de	
  ce	
  fait	
  les	
  signaux	
  pro-­‐angiogèniques	
  qui	
  en	
  découlent	
  (Mizuno	
  

and	
  Nakamura	
  2013,	
  Sakai	
  et	
  al	
  2009).	
  

	
  

Les	
  sous-­‐domaines	
  de	
  MET	
  sont	
  quant	
  à	
  eux	
  des	
  leurres	
  à	
  l’HGF/SF.	
  Ils	
  sont	
  soit	
  

constitués	
  du	
  domaine	
  SEMA,	
  soit	
  de	
  toute	
  la	
  région	
  extracellulaire	
  de	
  MET	
  fusionnée	
  à	
  

la	
   région	
   Fc	
   des	
   anticorps	
   (MET-­‐Fc)	
   pour	
   permettre	
   notamment	
   leur	
   purification.	
   Ces	
  

sous	
  domaines	
  se	
  lient	
  à	
  l’HGF/SF	
  et	
  jouent	
  donc	
  un	
  rôle	
  de	
  leurre	
  («	
  decoy	
  »).	
  En	
  effet,	
  il	
  

a	
  été	
  démontré	
  que	
  MET-­‐Fc	
  se	
  lie	
  à	
  l’HGF/SF	
  et	
  inhibe	
  de	
  ce	
  fait	
  sa	
  fixation	
  sur	
  MET	
  et	
  

son	
   activation.	
   Lors	
   de	
   son	
   utilisation,	
   il	
   a	
   été	
   observé	
   une	
   inhibition	
   de	
   l’invasion	
  

cellulaire	
  in	
  vitro	
  dans	
  des	
  cellules	
  issues	
  de	
  cancer	
  de	
  la	
  prostate	
  (PC3).	
  L’utilisation	
  de	
  

ces	
   decoy	
   a	
   également	
   mené,	
   dans	
   de	
   nombreuses	
   études,	
   à	
   une	
   inhibition	
   de	
   la	
  

croissance	
  tumorale	
  in	
  vivo	
  dans	
  des	
  xénogreffes	
  de	
  tumeurs	
  (Coxon	
  et	
  al	
  2009,	
  Michieli	
  

et	
   al	
   2004).	
   Néanmoins,	
   ces	
   molécules	
   sont	
   encore	
   en	
   développement	
   et	
   peinent	
   à	
  

trouver	
  un	
   intérêt	
  en	
  clinique.	
  En	
  effet,	
   leur	
   instabilité	
  et	
   la	
  difficulté	
  à	
   les	
   synthétiser	
  

rendent	
  leur	
  utilisation	
  en	
  clinique	
  difficile	
  à	
  mettre	
  en	
  œuvre.	
  

	
  

F.2.	
   Anticorps	
   monoclonaux	
   ciblant	
   l’HGF/SF	
   ou	
   MET	
   (anticorps	
  

bloquants)	
  :	
  

	
  

Ces	
   anticorps	
   monoclonaux	
   (MAb	
   pour	
   Monoclonal	
   Antibody)	
   ciblent	
  

spécifiquement	
  soit	
   l’HGF/SF	
  soit	
  MET	
   inhibant	
  ainsi	
   leur	
   interaction.	
  Avec	
   les	
  TKI,	
   ils	
  

sont	
   les	
  candidats	
  dont	
   le	
  développement	
  pour	
   l’obtention	
  de	
  médicaments	
  est	
   le	
  plus	
  

avancé.	
   Ils	
   sont	
   généralement	
  monovalents	
   afin	
   d’éviter	
   la	
   dimérisation	
   du	
   récepteur	
  

parfois	
   observée	
   avec	
   les	
   anticorps	
   bivalents.	
   Ils	
   sont	
   également	
   humanisés	
   afin	
   de	
  

prévenir	
   leur	
   reconnaissance	
   par	
   le	
   système	
   immunitaire	
   et	
   leur	
   rapide	
   élimination	
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(Ahmadzadeh	
  et	
  al	
  2014,	
  Martens	
  et	
  al	
  2006,	
  Pacchiana	
  et	
  al	
  2010,	
  Prat	
  et	
  al	
  1998,	
  Vigna	
  

and	
  Comoglio	
  2015).	
  

	
  

Certains	
  MAb	
   ciblent	
   l’HGF/SF,	
   comme	
   le	
   rilotumumab	
   (AMG-­‐102).	
   Ce	
  MAb	
  est	
  

actuellement	
   en	
   phase	
   II	
   d’essai	
   clinique	
   où	
   il	
   a	
  montré	
   une	
   capacité	
   à	
   augmenter	
   la	
  

survie	
  globale	
  des	
  patients	
  en	
  traitement	
  combinatoire	
  avec	
  une	
  chimiothérapie	
  dans	
  les	
  

cancers	
   gastriques	
   ou	
  de	
   la	
   jonction	
  œsophagienne	
   (Iveson	
   et	
   al	
   2014).	
  Néanmoins,	
   il	
  

semble	
   avoir	
   peu	
  d’effets	
   en	
  monothérapie	
  dans	
  d’autres	
   types	
  de	
   cancers	
   comme	
   les	
  

carcinomes	
   rénaux	
   ou	
   les	
   glioblastomes	
   (Schoffski	
   et	
   al	
   2011,	
   Wen	
   et	
   al	
   2011).	
   Une	
  

étude	
  en	
  phase	
  III	
  est	
  en	
  cours	
  pour	
  évaluer	
  son	
  efficacité	
  chez	
  des	
  patients	
  atteints	
  de	
  

cancers	
  gastriques	
  et	
  de	
  la	
  jonction	
  œsophagienne	
  et	
  surexprimant	
  MET	
  (Scagliotti	
  et	
  al	
  

2013).	
   D’autres	
   MAb,	
   comme	
   le	
   DN-­‐30,	
   se	
   lient	
   à	
   MET	
   et	
   favorisent	
   sa	
   rapide	
  

dégradation	
   en	
   favorisant	
   son	
   clivage	
   protéolytique	
   par	
   le	
   PS-­‐RIP	
   (voir	
   paragraphe	
  

B.4.2.2	
   page	
   42).	
   Cet	
   anticorps	
   était	
   initialement	
   bivalent	
   et	
   induisait	
   une	
   activation	
  

partielle	
  du	
   récepteur	
  mais	
   inhibait	
   l’invasion	
  et	
   la	
   croissance	
   sans	
   ancrage	
   in	
  vitro.	
   Il	
  

limitait	
   également	
   in	
   vivo	
   la	
   croissance	
   et	
   la	
  métastase	
   tumorales	
   dans	
   un	
  modèle	
   de	
  

xénogreffes	
  de	
  cellules	
  addictes	
  à	
  MET.	
  Plus	
  tard,	
  une	
  forme	
  monovalente	
  de	
  l’anticorps	
  

a	
   été	
   développée	
   afin	
   d’empêcher	
   cette	
   activation	
   partielle,	
   menant	
   à	
   une	
   efficacité	
  

d’inhibition	
   plus	
   élevée	
   (Foveau	
   et	
   al	
   2009,	
   Pacchiana	
   et	
   al	
   2010,	
   Petrelli	
   et	
   al	
   2006,	
  

Vigna	
  and	
  Comoglio	
  2015).	
  Enfin,	
  d’autres	
  MAb	
  ciblent	
  le	
  récepteur	
  MET	
  et	
  empêchent	
  

sa	
   liaison	
   avec	
   l’HGF/SF	
   comme	
   l’onartuzumab	
   (MetMAb	
   ou	
   5D5).	
   Des	
   résultats	
  

prometteurs	
  ont	
  été	
  obtenus	
  avec	
  cet	
  anticorps	
  en	
  phase	
   II	
  notamment	
  en	
  association	
  

avec	
   des	
   inhibiteurs	
   de	
   l’EGFR	
   dans	
   le	
   cancer	
   du	
   poumon	
   non	
   à	
   petites	
   cellules.	
  

Néanmoins,	
  les	
  essais	
  en	
  phase	
  III	
  sur	
  cet	
  anticorps	
  ont	
  été	
  arrêtés	
  l’année	
  dernière	
  en	
  

raison	
  d’un	
  manque	
  d’efficacité	
   (Spigel	
   et	
   al	
   2013,	
   Spigel	
   et	
   al	
   2014).	
  Une	
  des	
   raisons	
  

possibles	
  de	
  cet	
  échec	
  est	
  qu’il	
  pourrait	
  être	
  lié	
  au	
  choix	
  de	
  la	
  population	
  cible.	
  En	
  effet,	
  

cette	
  étude	
  a	
  été	
  effectué	
  chez	
  des	
  patients	
  présentant	
  une	
  surexpression	
  de	
  MET,	
  or	
  une	
  

surexpression	
  n’est	
  pas	
  systématiquement	
  associé	
  à	
  une	
  activation	
  du	
  récepteur	
  (Tsuta	
  

et	
  al	
  2012).	
  

	
  

F.3.	
  inhibiteurs	
  du	
  domaine	
  tyrosine-­‐kinase	
  de	
  MET	
  :	
  

	
  

Les	
  TKI	
  (pour	
  Tyrosine	
  Kinase	
  Inhibitors)	
  sont	
  de	
  petites	
  molécules	
  hydrophobes.	
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Ces	
   TKI	
   peuvent	
   agir	
   par	
   différents	
   mécanismes	
  mais	
   la	
   majorité	
   inhibe	
   directement	
  

l’activité	
  catalytique	
  de	
  la	
  kinase	
  en	
  interférant	
  avec	
  la	
  liaison	
  de	
  l’ATP.	
  D’autres	
  inhibent	
  

l’activité	
  des	
  tyrosines	
  kinases	
  de	
  manière	
  allostérique.	
  En	
  effet,	
  ces	
  molécules	
  se	
  fixent	
  

sur	
  des	
  domaines	
  autres	
  que	
  les	
  sites	
  actifs	
  et	
  induisent	
  un	
  changement	
  conformationnel	
  

maintenant	
   l’enzyme	
  dans	
  une	
  conformation	
   inactive.	
  De	
  plus,	
   la	
   stabilité	
  de	
  certaines	
  

protéines	
   kinases,	
   comme	
   le	
   RTK	
   HER2,	
   est	
   régulée	
   par	
   leur	
   liaison	
   à	
   des	
   protéines	
  

chaperonnes	
   comme	
   la	
   protéine	
   Hsp90	
   (heat	
   shock	
  protein	
  90).	
   Certains	
   TKI	
   peuvent	
  

inhiber	
   l’interaction	
   de	
   ces	
   RTK	
   avec	
   ces	
   protéines	
   chaperonnes,	
   menant	
   ainsi	
   à	
   leur	
  

dégradation.	
   Certains	
   TKI	
   sont	
   spécifiques	
   à	
   une	
   cible	
   (comme	
   le	
   géfitinib	
   qui	
   est	
   un	
  

inhibiteur	
   spécifique	
   de	
   l’EGFR)	
   tandis	
   que	
   d’autres	
   sont	
   multi-­‐cibles	
   (comme	
   le	
  

crizotinib	
   ciblant	
   à	
   la	
   fois	
   ALK	
   (Anaplastic	
  Lymphoma	
  Kinase),	
  MET	
   et	
   ROS1)	
   (Krause	
  

and	
  Van	
  Etten	
  2005,	
  Polier	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

Parmi	
  les	
  premiers	
  TKI	
  ciblant	
  MET	
  mis	
  au	
  point	
  nous	
  pouvons	
  citer	
  le	
  SU11274	
  

et	
   le	
  PHA-­‐665754.	
  Ces	
  TKI	
  présentent	
  une	
   forte	
   toxicité	
  hépatique	
  et	
  rénale	
  mais	
  sont	
  

encore	
   utilisés	
   actuellement	
   en	
   recherche	
   fondamentale.	
   Par	
   la	
   suite,	
   d’autres	
   TKI	
  

présentant	
   une	
   moindre	
   toxicité	
   et	
   une	
   meilleure	
   tolérance	
   ont	
   été	
   développés	
  

(Scagliotti	
  et	
  al	
  2013).	
  Parmi	
  ceux-­‐ci	
  se	
   trouvent	
   le	
   tivantinib	
  (ARQ	
  197)	
  un	
   inhibiteur	
  

allostérique	
  spécifique	
  de	
  MET.	
  En	
  effet,	
  il	
  se	
  lie	
  sur	
  le	
  domaine	
  kinase	
  du	
  récepteur	
  et	
  le	
  

maintient	
  dans	
  une	
  confirmation	
  inactive	
  de	
  façon	
  non	
  compétitive	
  à	
  l’ATP	
  (Eathiraj	
  et	
  

al	
   2011).	
   Des	
   études	
   in	
   vivo	
   ont	
   démontré	
   l’activité	
   anti-­‐tumorale	
   du	
   tivantinib	
   en	
  

monothérapie	
  et	
  en	
  traitement	
  combinatoire	
  dans	
  des	
  modèles	
  humains	
  de	
  cancers	
  du	
  

poumon,	
   foie	
  et	
  côlon.	
  Des	
  essais	
  de	
  phase	
  II	
  ont	
  démontré	
   l’efficacité	
  du	
  tivantinib	
  en	
  

association	
  avec	
  l’erlotinib	
  (un	
  TKI	
  ciblant	
  l’EGFR)	
  dans	
  le	
  NSCLC.	
  En	
  effet,	
  ce	
  traitement	
  

combinatoire	
   apportait	
   une	
   meilleure	
   survie	
   sans	
   progression	
   (Progression-­‐Free	
  

Survival)	
  ainsi	
  qu’une	
  meilleure	
  survie	
  globale	
  (Overall	
  Survival)	
  principalement	
  chez	
  les	
  

patients	
   avec	
   une	
   amplification	
   génique	
   de	
  met	
   (Sequist	
   et	
   al	
   2011).	
   Par	
   la	
   suite,	
   une	
  

étude	
  de	
  phase	
  III	
  a	
  été	
  menée	
  sur	
  ce	
  même	
  type	
  de	
  patients	
  (avec	
  NSCLC).	
  Cette	
  étude	
  a	
  

dû	
  être	
  arrêtée	
  prématurément	
  du	
  fait	
  d’un	
  manque	
  de	
  bénéfice	
  dans	
  la	
  survie	
  globale.	
  

De	
  plus,	
  le	
  tivantinib	
  a	
  été	
  étudié	
  en	
  monothérapie	
  de	
  seconde	
  ligne	
  dans	
  le	
  traitement	
  

de	
  l’hépatocarcinome.	
  L’étude	
  de	
  phase	
  II	
  a	
  montré	
  une	
  amélioration	
  de	
  la	
  survie	
  globale	
  

principalement	
  dans	
  le	
  sous-­‐groupe	
  de	
  patients	
  surexprimant	
  MET.	
  Une	
  étude	
  de	
  phase	
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III	
   est	
   actuellement	
   en	
   cours	
   pour	
   évaluer	
   son	
   efficacité	
   chez	
   ce	
   type	
   de	
   patients	
  

(Santoro	
  et	
  al	
  2013,	
  Scagliotti	
  et	
  al	
  2013).	
  

D’autres	
   inhibiteurs	
   sont	
   des	
   TKI	
  multi-­‐cibles	
   comme	
   le	
   cabozantinib	
   (XL	
   184)	
  

qui	
   cible	
   MET,	
   VEGFR2	
   et	
   RET	
   et	
   le	
   crizotinib	
   (PF	
   02341066)	
   qui	
   cible	
   ALK,	
   MET	
   et	
  

ROS1.	
  Le	
  cabozantinib	
  est	
  actuellement	
  en	
  phase	
  II	
  d’essai	
  clinique	
  dans	
  plusieurs	
  types	
  

de	
  cancers	
  solides	
  (mélanomes,	
  NSCLC,	
  cancer	
  mammaire	
  métastatique	
  et	
  cancer	
  de	
  la	
  

prostate	
  résistant	
  à	
  la	
  castration).	
  Les	
  résultats	
  de	
  cette	
  étude	
  ayant	
  été	
  encourageants,	
  

une	
  étude	
  de	
  phase	
  III	
  a	
  été	
  initiée	
  avec	
  des	
  patients	
  avec	
  un	
  cancer	
  métastatique	
  de	
  la	
  

prostate	
  résistant	
  à	
  la	
  castration	
  et	
  préalablement	
  traités	
  par	
  des	
  chimiothérapies	
  et	
  des	
  

anti-­‐androgènes	
  (Scagliotti	
  et	
  al	
  2013).	
  	
  

Quant	
  au	
  crizotinib,	
  il	
  est	
  actuellement	
  utilisé	
  en	
  clinique	
  dans	
  le	
  traitement	
  des	
  

cancers	
  pulmonaires	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
  présentant	
  un	
  réarrangement	
  de	
  ALK	
  et	
  donc	
  

son	
   activation	
   constitutive	
   (Lantuejoul	
   et	
   al	
   2015).	
   Néanmoins,	
   ce	
   TKI	
   a	
   montré	
   une	
  

efficacité	
   dans	
   le	
   NSCLC	
   présentant	
   une	
   amplification	
   génique	
   de	
   met	
   sans	
  

réarrangement	
  ALK	
  ainsi	
  que	
  dans	
  le	
  cancer	
  œsophagien	
  avec	
  amplification	
  génique	
  de	
  

met	
  (Ou	
  et	
  al	
  2011).	
  

Par	
   ailleurs,	
   puisque	
  MET	
   est	
   également	
   dérégulé	
   dans	
   les	
   cancers	
   du	
   poumon	
  

non	
  à	
  petites	
  cellules,	
  des	
  patients	
  présentant	
  une	
  amplification	
  de	
  met	
  ont	
  été	
   traités	
  

par	
  le	
  crizotinib	
  dans	
  le	
  cadre	
  «	
  de	
  traitements	
  hors	
  AMM	
  »	
  ou	
  d’essais	
  cliniques.	
  Ainsi,	
  

le	
  programme	
  français	
  AcSé	
  a	
  permis	
  de	
  montrer	
  l’efficacité	
  du	
  crizotinib	
  dans	
  le	
  cancer	
  

du	
  poumon	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
  et	
  présentant	
  une	
  amplification	
  de	
  met.	
  En	
  effet,	
  sur	
  25	
  

patients,	
  8	
  d’entre	
  eux	
  (32%)	
  ont	
  montré	
  une	
  réponse	
  partielle	
  (PR	
  Partial	
  Response)	
  et	
  

7	
  (28%)	
  une	
  stabilisation	
  de	
  la	
  maladie	
  (SD	
  Stabilization	
  Disease)	
  (Vassal	
  et	
  al	
  2015).	
  De	
  

plus,	
   l’efficacité	
   du	
   crizotinib	
   a	
   été	
   montrée	
   dans	
   plusieurs	
   études	
   chez	
   des	
   patients	
  

présentant	
  des	
  mutations	
  induisant	
  la	
  délétion	
  de	
  l’exon	
  14	
  dans	
  le	
  NSCLC	
  (Frampton	
  et	
  

al	
  2015,	
  Paik	
  et	
  al	
  2015).	
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F.4.	
  Notion	
  de	
  sensibilités	
  aux	
  thérapies	
  ciblées	
  :	
  

	
  

En	
   effet,	
   et	
   comme	
   cité	
   précédemment,	
   plusieurs	
   sensibilités	
   aux	
   thérapies	
  

ciblées	
  de	
  type	
  TKI	
  ont	
  été	
  décrites	
  récemment	
  et	
  de	
  nombreuses	
  preuves	
  s’accumulent	
  

suggérant	
  que	
  des	
  patients	
  ayant	
  un	
  cancer	
  portant	
  des	
  dérégulations	
  particulières	
  du	
  

récepteur	
  MET	
  étaient	
  plus	
  répondants	
  aux	
  traitements.	
  Par	
  exemple,	
  plusieurs	
  études	
  

ont	
   identifié	
   l’amplification	
   génique	
   de	
  met	
   comme	
   la	
   dérégulation	
   la	
   plus	
   prédictive	
  

d’une	
  sensibilité	
  aux	
  thérapies	
  ciblant	
  MET	
  (Comoglio	
  et	
  al	
  2008).	
  En	
  effet,	
   l’étude	
  des	
  

lignées	
  cellulaires	
  tumorales	
  sensibles	
  au	
  PHA-­‐665752	
  a	
  montré	
  que	
  toutes	
   les	
   lignées	
  

ayant	
   une	
   amplification	
   génique	
   de	
  met	
   (dont	
   une	
   avec	
   une	
   délétion	
   de	
   l’exon	
   14)	
   et	
  

issues	
  de	
  cancer	
  gastrique	
  ou	
  de	
  cancers	
  pulmonaires	
  avaient	
  une	
  grande	
  sensibilité	
  à	
  

l’inhibition	
  de	
  MET	
  (McDermott	
  et	
  al	
  2007,	
  Pacchiana	
  et	
  al	
  2010,	
  Smolen	
  et	
  al	
  2006).	
  Par	
  

ailleurs	
   deux	
   études	
   distinctes	
   ont	
   analysé	
   l’activité	
   de	
   différents	
   agents	
   ciblant	
   MET	
  

(PHA-­‐665752,	
  JNJ-­‐388877605,	
  crizotinib	
  et	
  DN30	
  Fab)	
  sur	
  différentes	
  lignées	
  cellulaires	
  

ayant	
  ou	
  pas	
  une	
  amplification	
  génique	
  de	
  met	
  et	
  seules	
  celles	
  avec	
  cette	
  amplification	
  

étaient	
  sensibles	
  à	
  une	
  inhibition	
  de	
  MET	
  dans	
  des	
  essais	
  de	
  prolifération	
  (Basilico	
  et	
  al	
  

2013,	
   Katayama	
   et	
   al	
   2013).	
   De	
   plus,	
   et	
   de	
   manière	
   cohérente,	
   un	
   traitement	
   au	
  

crizotinib	
  a	
  été	
  bénéfique	
  pour	
  des	
  patients	
  avec	
  une	
  amplification	
  génique	
  de	
  met	
  dans	
  

différents	
  types	
  de	
  cancers	
  incluant	
  les	
  cancers	
  pulmonaires	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
  et	
  les	
  

cancers	
   gastro-­‐œsophagiens.	
   Le	
   crizotinib	
   a	
   également	
  montré	
   son	
   efficacité	
   chez	
   des	
  

patients	
  avec	
  une	
  délétion	
  de	
  l’exon	
  14	
  (Frampton	
  et	
  al	
  2015,	
  Lennerz	
  et	
  al	
  2011,	
  Liu	
  et	
  

al	
  2015,	
  Ou	
  et	
  al	
  2011,	
  Paik	
  et	
  al	
  2015,	
  Pennacchietti	
  et	
  al	
  2014).	
  

	
  

Toutes	
   ces	
   données	
   suggèrent	
   que	
   les	
   patients	
   avec	
   une	
   surexpression	
   du	
  

récepteur	
   MET	
   en	
   absence	
   d’amplification	
   génique	
   ou	
   de	
   délétion	
   de	
   l’exon	
   14	
   ne	
  

constitueraient	
   pas	
   une	
   population	
   cible	
   adéquate	
   pour	
   un	
   traitement	
   ciblant	
  MET	
   et	
  

pourraient	
  expliquer	
  les	
  échecs	
  en	
  phase	
  III	
  du	
  tivantinib	
  et	
  de	
  l’onartuzumab.	
  En	
  effet,	
  

les	
  résultats	
  obtenus	
  ces	
  10	
  dernières	
  années	
  tendent	
  à	
  réorienter	
   la	
  stratification	
  des	
  

patients	
  vers	
  ceux	
  ayant	
  ces	
  deux	
   types	
  de	
  dérégulations.	
  De	
  ce	
   fait,	
   ces	
  dérégulations	
  

sont	
   maintenant	
   recherchées	
   en	
   clinique	
   dans	
   le	
   but	
   d’optimiser	
   les	
   traitements	
   et	
  

d’améliorer	
  la	
  réponse	
  des	
  patients.	
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G.	
  MET	
  et	
  le	
  système	
  immunitaire	
  :	
  

	
  

Pendant	
   des	
   décennies,	
   la	
   communauté	
   scientifique	
   a	
   tenté	
   de	
   stimuler	
   une	
  

réponse	
  immunitaire	
  anti-­‐tumorale	
  pour	
  combattre	
  le	
  cancer.	
  Néanmoins,	
  l’existence	
  de	
  

«	
  points	
  de	
  contrôle	
  immunitaires	
  »	
  (immune	
  checkpoints),	
  responsables	
  de	
  la	
  régulation	
  

de	
   l’activation	
   immunitaire	
   excessive,	
   semblent	
   être	
   un	
  mécanisme	
   déterminant	
   pour	
  

échapper	
  au	
  système	
  immunitaire.	
  Parmi	
  les	
  molécules	
  impliquées	
  dans	
  ce	
  contrôle,	
  ont	
  

été	
   identifiées	
   PD1	
   (programmed	
   cell	
   death	
   1)	
   et	
   CTLA4	
   qui	
   sont	
   exprimés	
   par	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
   activés.	
   En	
   effet,	
   leur	
   expression	
   est	
   augmentée	
  dans	
   les	
   tumeurs	
   et	
   la	
  

surexpression	
  de	
  PDL1	
  augmente	
  la	
  tumorigenèse	
  et	
  l’invasion	
  in	
  vivo	
  (Iwai	
  et	
  al	
  2005).	
  

De	
  ce	
  fait,	
  leur	
  inhibition	
  par	
  des	
  thérapies	
  ciblées	
  comme	
  le	
  nivolumab	
  et	
  le	
  ipilimumab,	
  

a	
   montré	
   une	
   efficacité	
   clinique	
   dans	
   différents	
   types	
   de	
   tumeurs	
   solides	
   comme	
   les	
  

mélanomes	
  ou	
  les	
  cancers	
  rénaux	
  (Mahoney	
  et	
  al	
  2015,	
  Topalian	
  et	
  al	
  2014,	
  Wolchok	
  et	
  

al	
  2013).	
  

	
  

Par	
  ailleurs,	
   il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  le	
  récepteur	
  MET	
  est	
  non	
  seulement	
  exprimé	
  

par	
   les	
   cellules	
   cancéreuses	
   mais	
   également	
   par	
   les	
   cellules	
   stromales	
   associées	
   aux	
  

cancers	
   dont	
   les	
   cellules	
   immunitaires	
   (Komarowska	
   et	
   al	
   2015).	
   Dans	
   une	
   étude	
  

récente,	
   Finisguerra	
   et	
   ses	
   collaborateurs	
   ont	
   exploré	
   la	
   fonction	
   de	
   MET	
   dans	
   les	
  

leucocytes	
  associés	
  aux	
  tumeurs.	
  Ils	
  ont	
  pu	
  démontrer	
  qu’une	
  délétion	
  de	
  MET	
  dans	
  les	
  

neutrophiles	
   est	
   associée	
   avec	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   croissance	
   et	
   la	
   métastase	
  

tumorales	
   chez	
   la	
   souris.	
   Ce	
   phénotype	
   corrèle	
   avec	
   une	
   infiltration	
   réduite	
   des	
  

neutrophiles	
  à	
  la	
  fois	
  dans	
  la	
  tumeur	
  primaire	
  et	
  les	
  sites	
  de	
  métastase.	
  En	
  effet,	
  dans	
  les	
  

neutrophiles	
   circulants	
   humains	
   et	
   murins	
   MET	
   est	
   induit	
   par	
   certains	
   stimuli	
  

inflammatoires	
  comme	
  le	
  TNFa	
  conduisant	
  à	
  une	
  sécrétion	
  de	
  monoxyde	
  d’azote	
  (nitric	
  

oxide	
  NO).	
  Cette	
  sécrétion	
  favorise	
  la	
  mort	
  cellulaire	
  qui	
  réduit	
  alors	
  la	
  croissance	
  et	
  la	
  

métastase	
   tumorales.	
   Ainsi,	
   l’activité	
   de	
  MET	
   est	
   à	
   la	
   fois	
   nécessaire	
   à	
   la	
   progression	
  

tumorale	
   et	
   à	
   l’immunité	
   anti-­‐tumorale.	
   Cette	
   étude	
   met	
   donc	
   en	
   avant	
   une	
   faille	
  

potentielle	
   dans	
   les	
   thérapies	
   ciblant	
   MET	
   où	
   l’effet	
   des	
   TKI,	
   utilisés	
   pour	
   bloquer	
   la	
  

croissance	
   tumorale,	
  mènerait	
   également	
   à	
   l’inhibition	
   de	
   neutrophiles	
   anti-­‐tumoraux	
  

exprimant	
  MET	
  (Benarafa	
  2015,	
  Finisguerra	
  et	
  al	
  2015).	
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   De	
   ce	
   fait,	
   l’utilisation	
   de	
   thérapies	
   ciblant	
   à	
   la	
   fois	
   les	
   points	
   de	
   contrôle	
  

immunitaire	
   et	
   MET	
   serait	
   à	
   prendre	
   avec	
   précaution.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
   suggéré	
   de	
  

combiner	
  des	
  thérapies	
  ciblant	
  PD1	
  ou	
  CTLA4	
  avec	
  ceux	
  ciblant	
  MET,	
  notamment	
  dans	
  

les	
   cancers	
   gastriques	
   à	
   forte	
   composante	
   inflammatoire	
   (Elimova	
   et	
   al	
   2015).	
  

Néanmoins,	
   puisque	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   qu’une	
   inhibition	
   de	
   MET	
   dans	
   les	
   neutrophiles	
  

aurait	
  une	
  action	
  inhibant	
  la	
  réponse	
  immunitaire,	
  ce	
  type	
  de	
  traitements	
  combinatoires	
  

pourrait	
   induire	
   une	
   action	
   pro-­‐tumorale	
   qui	
   contrecarrerait	
   l’effet	
   anti-­‐tumoral	
  

escompté.	
   L’utilisation	
   de	
   ces	
   thérapies	
   serait	
   donc	
   à	
   envisager	
   avec	
   prudence,	
  

notamment	
   en	
   évaluant	
   le	
   type	
   de	
   tumeurs,	
   le	
   tissu	
   concerné	
   et	
   la	
   réponse	
   de	
   l’hôte	
  

(Benarafa	
  2015).	
  

	
  

H.	
  MET	
  et	
  les	
  résistances	
  aux	
  thérapies	
  ciblées	
  :	
  

	
  

H.1.	
  Implication	
  de	
  MET	
  dans	
  les	
  résistances	
  aux	
  thérapies	
  ciblant	
  d’autres	
  

RTK	
  :	
  

	
  

De	
  nombreuses	
  études	
  ont	
  montré	
  l’implication	
  de	
  MET	
  dans	
  l’établissement	
  de	
  

résistances	
  aux	
  traitements	
  (Corso	
  and	
  Giordano	
  2013).	
  

	
  

L’une	
   des	
   grandes	
   limitations	
   des	
   thérapies	
   ciblées	
   est	
   le	
   développement	
  

fréquent	
  de	
  résistances.	
  En	
  effet	
  ces	
  résistances	
  contournent	
  plus	
  facilement	
  l’inhibition	
  

puisque	
  celle-­‐ci	
  est	
  restreinte	
  à	
  une	
  cible	
  spécifique.	
  D’une	
  manière	
  générale,	
  plusieurs	
  

mécanismes	
  de	
   résistance	
  aux	
  nouvelles	
   thérapies	
   ciblant	
   les	
  RTK	
  ont	
  été	
   répertoriés.	
  

Certaines	
  d’entre	
  elles	
   impliquent	
   l’activation	
  de	
  MET	
  (figure	
  19).	
  Par	
  exemple,	
  suite	
  à	
  

l’utilisation	
   d’un	
   ATP	
   mimétique	
   ciblant	
   l’EGFR,	
   le	
   géfitinib,	
   les	
   patients	
   atteints	
   de	
  

cancers	
  du	
  poumon	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
  développent	
  des	
  résistances	
  via	
  des	
  mutations	
  

de	
   l’EGFR	
   (50%),	
   notamment	
   la	
  mutation	
   T790M,	
   principale	
  mutation	
   associée	
   à	
   une	
  

résistance	
  aux	
  TKI,	
  mais	
  également	
  via	
   la	
   surexpression	
  de	
  MET	
  (22%).	
  En	
  effet,	
  MET	
  

active	
  le	
  récepteur	
  ErbB3	
  et	
  la	
  voie	
  AKT,	
  favorisant	
  ainsi	
  la	
  survie	
  cellulaire	
  (Engelman	
  

et	
  al	
  2007).	
  L’amplification	
  génique	
  de	
  met	
  a	
  également	
  été	
  associée	
  à	
  une	
  résistance	
  à	
  

l’erlotinib,	
  un	
  autre	
  inhibiteur	
  de	
  l’EGFR	
  (Bean	
  et	
  al	
  2007,	
  Engelman	
  et	
  al	
  2007,	
  Suda	
  et	
  

al	
  2010).	
  

	
  



	
  

	
   85	
  

Par	
   ailleurs,	
   une	
   surexpression	
   de	
   l’HGF/SF	
   peut	
   également	
   être	
   une	
   cause	
   de	
  

résistance	
   (figure	
   19).	
   En	
   effet,	
   des	
   études	
   ont	
   démontré	
   que	
   l’HGF/SF	
   permettait	
  

l’activation	
  des	
  voies	
  PI3K/AKT	
  et	
  ERK	
  en	
  présence	
  de	
  géfitinib	
  menant	
  à	
  une	
  résistance	
  

à	
   la	
   fois	
   in	
   vitro	
   et	
   in	
   vivo.	
   Cependant,	
   contrairement	
   aux	
   cancers	
   résistants	
   via	
   une	
  

amplification	
   de	
   met	
   qui	
   mène	
   à	
   une	
   trans-­‐phosphorylation	
   de	
   HER3,	
   la	
   résistance	
  

médiée	
   par	
   l’HGF/SF	
   est	
   liée	
   au	
   recrutement	
   de	
   l’adaptateur	
   GAB1.	
   Par	
   ailleurs,	
   des	
  

niveaux	
   élevés	
   d’HGF/SF	
   ont	
   pu	
   être	
   détectés	
   dans	
   des	
   tumeurs	
   de	
   patients	
   avec	
   un	
  

NSCLC	
   et	
   qui	
   sont	
   résistants	
   au	
   géfitinib	
   ou	
   à	
   l’erlotinib.	
   Notamment,	
   chez	
   certains	
  

patients	
   sans	
   amplification	
   génique	
   de	
   met	
   et	
   sans	
   mutation	
   T790M	
   de	
   l’EGFR,	
  

l’expression	
   de	
   l’HGF/SF	
   est	
   plus	
   élevée	
   chez	
   les	
   patients	
   résistants	
   au	
   traitement	
  

(Turke	
  et	
  al	
  2010,	
  Yamada	
  et	
  al	
  2010,	
  Yano	
  et	
  al	
  2008).	
  De	
  manière	
  cohérente,	
  d’autres	
  

études	
   ont	
   montré	
   que	
   cette	
   résistance	
   aux	
   TKI	
   ciblant	
   l’EGFR	
   est	
   associée	
   à	
   une	
  

expression	
  de	
  l’HGF/SF	
  plus	
  élevée	
  à	
   la	
  fois	
  dans	
  le	
  microenvironnement	
  tumoral	
  et	
   le	
  

plasma	
   (Donev	
   et	
   al	
   2011,	
   Han	
   et	
   al	
   2011,	
   Yano	
   et	
   al	
   2008,	
   Yano	
   et	
   al	
   2011).	
   Ces	
  

résultats	
  suggèrent	
  que	
  même	
  si	
  l’amplification	
  de	
  met	
  a	
  été	
  détectée	
  dans	
  environ	
  22%	
  

des	
  patients	
  mutés	
  EGFR	
  et	
  développant	
  une	
  résistance	
  au	
  géfitinib	
  et	
  à	
  l’erlotinib	
  dans	
  

le	
  NSCLC,	
   l’activation	
  de	
  MET	
   (à	
   la	
   fois	
  par	
   amplification	
   et	
   suite	
   à	
  une	
   activation	
  par	
  

l’HGF/SF)	
   pourrait	
   en	
   fait	
   concerner	
   une	
   proportion	
   plus	
   importante	
   des	
   tumeurs	
  

résistantes	
  à	
  ces	
  deux	
  TKI.	
  
	
  

A	
  noter	
  que	
  deux	
  études	
  récentes	
  ont	
  investigué	
  l’effet	
  des	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  

sur	
  la	
  réponse	
  aux	
  agents	
  anticancéreux	
  en	
  utilisant	
  un	
  large	
  panel	
  de	
  cellules	
  humaines	
  

cancéreuses	
   ou	
   addictes	
   aux	
   oncogènes.	
   Ces	
   études	
   ont	
   identifié	
   l’HGF/SF	
   comme	
   un	
  

facteur	
   issu	
   du	
   microenvironnement	
   important	
   dans	
   l’établissement	
   des	
   résistances	
  

(Straussman	
  et	
  al	
  2012,	
  Wilson	
  et	
  al	
  2012).	
  

	
  

Dans	
   un	
   autre	
   registre,	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   les	
   patients	
   avec	
   un	
   cancer	
  

colorectal	
  et	
  traités	
  par	
  des	
  inhibiteurs	
  de	
  l’EGFR	
  (comme	
  le	
  cétuximab)	
  développaient	
  

des	
  résistances	
  principalement	
  via	
  l’émergence	
  de	
  mutations	
  kras	
  dans	
  environ	
  50%	
  des	
  

cas	
  (Amado	
  et	
  al	
  2008,	
  Karapetis	
  et	
  al	
  2008).	
  Néanmoins,	
  une	
  autre	
  étude	
  a	
  démontré	
  

que	
  l’amplification	
  de	
  met	
  était	
  également	
  associée	
  avec	
  une	
  résistance	
  aux	
  anti-­‐EGFR	
  à	
  

la	
  fois	
  in	
  vitro	
  et	
  in	
  vivo	
  en	
  absence	
  de	
  mutations	
  kras.	
  En	
  effet,	
  dans	
  des	
  xénogreffes	
  chez	
  

la	
   souris	
  de	
   tumeurs	
   colorectales	
  humaines,	
   l’amplification	
  de	
  met	
   a	
   été	
   corrélée	
   avec	
  



	
  

	
   86	
  

une	
  résistance	
  à	
  l’inhibition	
  de	
  l’EGFR	
  qui	
  a	
  pu	
  être	
  surmontée	
  par	
  les	
  TKI	
  ciblant	
  MET	
  

comme	
  le	
  crizotinib	
  et	
  	
  JNJ-­‐38877605	
  (Bardelli	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

De	
  plus,	
  la	
  surexpression	
  de	
  MET	
  a	
  été	
  observée	
  dans	
  le	
  cadre	
  de	
  résistances	
  au	
  

trastuzumab	
   (MAb	
   ciblant	
   ErbB2).	
   En	
   effet,	
   une	
   étude	
   a	
   démontré	
   que	
   l’activation	
   de	
  

MET	
  protégeait	
   les	
  cellules	
   issues	
  du	
  cancer	
  du	
  sein	
  contre	
   l’action	
  du	
  trastuzumab	
  en	
  

inhibant	
  l’induction	
  de	
  p27,	
  un	
  inhibiteur	
  de	
  kinase	
  dépendant	
  de	
  la	
  cycline.	
  De	
  plus,	
  la	
  

surexpression	
   de	
   HER2	
   (ErbB2)	
   dans	
   ces	
   cellules	
   a	
   conduit	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
  

l’expression	
  de	
  MET	
  menant	
  également	
  à	
  une	
  résistance	
  (Shattuck	
  et	
  al	
  2008).	
  

	
  

A	
   noter	
   que	
   les	
   résistances	
   aux	
   traitements	
   anti-­‐cancéreux	
   ne	
   concernent	
   pas	
  

uniquement	
  les	
  thérapies	
  ciblées	
  mais	
  concernerait	
  également	
  la	
  radiothérapie.	
  En	
  effet,	
  

d’après	
  certaines	
  études,	
  MET	
  est	
  impliqué	
  dans	
  la	
  réparation	
  de	
  l’ADN	
  après	
  exposition	
  

à	
   des	
   radiations	
   ionisantes	
   (Buchanan	
   et	
   al	
   2011,	
  Welsh	
   et	
   al	
   2009).	
   L’utilisation	
   du	
  

PHA-­‐665752,	
  a	
  montré	
  qu’il	
  rendait	
   les	
  cellules	
  cancéreuses	
  gastriques	
  radio-­‐sensibles	
  

et	
  empêchait	
   la	
   réparation	
  par	
  recombinaison	
  homologue	
  des	
  cassures	
  d’ADN	
  dans	
  de	
  

nombreuses	
  cellules	
  cancéreuses	
  (comme	
  les	
  GTL16)	
  (Medova	
  et	
  al	
  2010,	
  Medova	
  et	
  al	
  

2012).	
  

	
  

H.2.	
  Résistances	
  aux	
  thérapies	
  ciblant	
  MET	
  :	
  

	
  

Même	
  si	
  des	
   inhibiteurs	
  de	
  MET	
  sont	
  en	
  développement,	
  on	
  peut	
  d’ores-­‐et-­‐déjà	
  

observer	
   l’établissement	
   de	
   certaines	
   résistances.	
   En	
   effet,	
   des	
   études	
   ont	
   montré,	
   à	
  

partir	
   de	
   modèles	
   cellulaires	
   de	
   cancers	
   gastriques	
   et	
   du	
   cancer	
   pulmonaire	
   non	
   à	
  

petites	
   cellules,	
   qu’une	
   résistance	
   aux	
   inhibiteurs	
   de	
   MET	
   est	
   induite	
   par	
   une	
  

amplification	
  génique	
  de	
  met	
  suivie	
  d’une	
  amplification	
  génique	
  de	
  kras.	
  Ainsi,	
  une	
  étude	
  

a	
  utilisé	
  des	
  lignées	
  MET-­‐dépendantes	
  issues	
  de	
  cancer	
  gastrique	
  et	
  de	
  NCLSC	
  (GTL16	
  et	
  

EBC-­‐1	
  respectivement)	
  traitées	
  par	
  des	
  doses	
  croissantes	
  de	
  TKI	
  ciblant	
  MET,	
  induisant	
  

ainsi	
  des	
  résistantes.	
  Ces	
  cellules	
  résistantes	
  présentent	
  une	
  amplification	
  de	
  met	
  et	
  de	
  

kras.	
  Les	
  cellules	
  avec	
  amplification	
  kras	
  ont	
  progressivement	
  perdu	
  leur	
  dépendance	
  à	
  

MET	
   au	
   profit	
   d’une	
   dépendance	
   à	
   KRAS.	
   Par	
   ailleurs,	
   d’autres	
   mécanismes	
   ont	
  

également	
  pu	
  être	
  observés,	
  comme	
  l’acquisition	
  de	
  mutations	
  activatrices	
  (au	
  niveau	
  de	
  

la	
   tyrosine	
  Y1230)	
  menant	
  à	
  un	
  changement	
  de	
  conformation	
  de	
  MET	
   limitant	
  ainsi	
   la	
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Résistances	
   aux	
   TKI	
   ciblant	
   MET	
  :	
   (D)	
   l’inhibition	
   de	
   MET	
   par	
   le	
   PHA-­‐665752	
   est	
   surmontée	
   par	
  
l’utilisation	
  de	
  l’EGF	
  (qui	
  active	
  l’EGFR)	
  et	
  de	
  la	
  HRG	
  (heregulin	
  β1-­‐	
  qui	
  active	
  ErbB3)	
  et	
  donc	
  l’activation	
  
des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  MAPK/ERK	
  et	
  PI3K/AKT.	
  
	
  

	
  

De	
  manière	
   globale,	
   la	
   signalisation	
   HGF/SF-­‐MET	
   est	
   au	
   cœur	
   des	
  manœuvres	
  

thérapeutiques	
   actuelles.	
   Il	
   est	
  maintenant	
   évident	
  que	
  des	
   interactions	
   entre	
   les	
  RTK	
  

favorisent	
   les	
   résistances,	
   incitant	
   la	
   communauté	
   scientifique	
   à	
   élaborer	
   des	
  

combinaisons	
   thérapeutiques	
   permettant	
   de	
   cibler	
   plusieurs	
   récepteurs.	
   En	
   effet,	
  

certaines	
   résistances	
   thérapeutiques	
   passent	
   par	
   l’activation	
  de	
   protéines	
   capables	
   de	
  

court-­‐circuiter	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   protéine	
   cible.	
   Le	
   développement	
   de	
   thérapies	
  multi-­‐

cibles	
  pourrait	
  donc	
  représenter	
  une	
  alternative	
   intéressante.	
  A	
  cet	
  effet,	
   l’efficacité	
  de	
  

l’inhibition	
  de	
  l’EGFR,	
  MET	
  et	
  VEGFR	
  a	
  été	
  démontrée	
  dans	
  des	
  lignées	
  cellulaires	
  issues	
  

du	
   cancer	
   du	
   poumon	
   présentant	
   une	
   mutation	
   de	
   l’EGFR.	
   En	
   effet,	
   comme	
   dit	
  

précédemment,	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   l’existence	
   d’une	
   résistante	
   aux	
   TKI	
   ciblant	
   l’EGFR	
  

dans	
  le	
  cancer	
  du	
  poumon	
  avec	
  mutation	
  de	
  l’EGFR.	
  Cette	
  résistance	
  est	
  établie	
  via	
  une	
  

activation	
   de	
   MET,	
   qu’elle	
   soit	
   par	
   amplification	
   génique	
   ou	
   par	
   l’intermédiaire	
   de	
  

l’HGF/SF.	
   Il	
   a	
   également	
   été	
   démontré	
   que	
   la	
   surexpression	
   de	
   l’HGF/SF	
   stimulait	
   la	
  

production	
  du	
  VEGF	
  et	
   favorisait	
  ainsi	
   l’angiogenèse	
  dans	
  des	
   lignées	
   issues	
  du	
  cancer	
  

du	
   poumon	
   avec	
   mutation	
   EGFR	
   (Takeuchi	
   et	
   al	
   2012).	
   De	
   ce	
   fait,	
   dans	
   leur	
   étude,	
  

Nakade	
   et	
   al.	
   ont	
   voulu	
   analyser	
   l’effet	
   d’une	
   triple	
   inhibition	
   sur	
   la	
   résistance	
   des	
  

cellules	
   issues	
   du	
   cancer	
   du	
   poumon	
   avec	
   mutation	
   EGFR.	
   Ainsi,	
   trois	
   TKI	
   ont	
   été	
  

utilisés	
  :	
   l’erlotinib	
   (ciblant	
   l’EGFR),	
   le	
   crizotinib	
   (ciblant	
   ALK,	
   MET	
   et	
   ROS1)	
   et	
   le	
  

bevacizumab	
  (MAb	
  anti-­‐VEGF).	
  Le	
  TAS-­‐115,	
  un	
  TKI	
  développé	
  récemment	
  ciblant	
  MET	
  

et	
   VEGFR2,	
   a	
   également	
   été	
   utilisé.	
   L’équipe	
   a	
   pu	
   ainsi	
   démontrer	
   l’efficacité	
   de	
   cette	
  

triple	
   inhibition,	
  qu’elle	
  soit	
  via	
   l’utilisation	
  de	
  l’erlotinib,	
  crizotinib	
  et	
  bevacizumab	
  ou	
  

via	
  l’utilisation	
  du	
  TAS-­‐115	
  en	
  association	
  avec	
  l’erlotinib	
  (Nakade	
  et	
  al	
  2014).	
  

	
  

Par	
  ailleurs,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  qu’un	
  traitement	
  par	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐VEGF	
  ou	
  par	
  

le	
   sunitinib	
   (TKI	
   multi-­‐cibles	
   ciblant	
   entre	
   autres	
   le	
   VEGFR)	
   induit	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
  

masse	
   tumorale	
  mais	
  une	
   augmentation	
  de	
   l’invasion	
   et	
   des	
  métastases.	
   Ces	
   réponses	
  

invasives	
   sont	
   accompagnées	
   d’une	
   augmentation	
   de	
   l’hypoxie	
   tumorale	
   et	
   de	
   HIF1a	
  

ainsi	
  qu’une	
  augmentation	
  de	
  l’expression	
  et	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET.	
  L’inhibition	
  

de	
  MET	
  par	
  des	
  TKI	
  spécifiques	
  mono	
  ou	
  multi-­‐cibles	
  (respectivement,	
  PF-­‐04217903	
  et	
  



	
  

	
   89	
  

crizotinib)	
  a	
  permis	
  de	
  réduire	
  ces	
  phénomènes	
  d’invasion	
  et	
  de	
  métastases.	
  Le	
  même	
  

résultat	
  a	
  été	
  obtenu	
  en	
  utilisant	
  un	
  TKI	
  ciblant	
  à	
  la	
  fois	
  MET	
  et	
  le	
  VEGFR	
  (cabozantinib).	
  

Ceci	
  démontre	
  que	
  l’invasion	
  et	
  la	
  métastase	
  peuvent	
  être	
  favorisées	
  suite	
  à	
  l’inhibition	
  

de	
   la	
  voie	
  VEGF/VEGFR	
  via	
  une	
  activation	
  de	
  MET.	
  Ceci	
  peut	
  être	
  contrecarré	
  avec	
  un	
  

second	
   traitement	
   ciblant	
   MET	
   (Sennino	
   et	
   al	
   2012).	
   Par	
   ailleurs,	
   l’utilisation	
   du	
  

foretinib	
   (TKI	
   ciblant	
   à	
   la	
   fois	
   le	
   VEGFR2	
   et	
   MET)	
   a	
   montré	
   une	
   forte	
   action	
   anti-­‐

angiogènique	
   et	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   croissance	
   et	
   de	
   l’invasion	
   tumorale	
   (You	
   et	
   al	
  

2011).	
   De	
   ce	
   fait,	
   l’association	
   de	
   plusieurs	
   TKI,	
   ou	
   l’utilisation	
   de	
   TKI	
   multi-­‐cibles,	
  

ciblant	
  à	
  la	
  fois	
  MET	
  et	
  le	
  VEGFR,	
  semblent	
  être	
  des	
  stratégies	
  thérapeutiques	
  efficaces	
  

pour	
  inhiber	
  l’angiogenèse	
  et	
  s’affranchir	
  des	
  mécanismes	
  de	
  résistances.	
  

	
  

Il	
  serait	
  par	
  ailleurs	
  intéressant	
  d’envisager	
  une	
  caractérisation	
  plus	
  précise	
  des	
  

anomalies	
   moléculaires	
   présentes	
   dans	
   les	
   tumeurs.	
   En	
   effet,	
   comme	
   cité	
  

précédemment,	
  de	
  nombreux	
  essais	
  cliniques	
  ont	
  dû	
  être	
  arrêtés	
  prématurément	
  du	
  fait	
  

d’un	
   manque	
   d’efficacité.	
   Il	
   apparaît	
   donc	
   indispensable	
   avec	
   les	
   données	
   dont	
   nous	
  

disposons	
   actuellement	
   de	
   bien	
   stratifier	
   les	
   patients	
   avant	
   de	
   les	
   inclure	
   dans	
   ces	
  

études.	
  Cette	
  stratification	
  pourrait	
  notamment	
  se	
  baser	
  sur	
  la	
  présence	
  d’amplification	
  

génique	
  de	
  met	
  ainsi	
  que	
  sur	
  la	
  présence	
  de	
  mutations,	
  principalement	
  la	
  détection	
  de	
  la	
  

délétion	
  de	
  l’exon	
  14,	
  en	
  utilisant	
  des	
  technique	
  de	
  séquençage	
  haut	
  débit	
  ou	
  de	
  nouvelle	
  

génération	
   (New	
   Generation	
   Sequencing)	
   ainsi	
   que	
   par	
   l’intermédiaire	
   de	
   techniques	
  

détectant	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET,	
  comme	
  l’IHC	
  et	
  FISH.	
  En	
  effet,	
  il	
  semblerait	
  que	
  la	
  

forme	
   phosphorylée	
   du	
   récepteur	
   ou	
   la	
   présence	
   d’une	
   surexpression	
   de	
   l’HGF/SF	
  

pourraient	
  être	
  de	
  bons	
  marqueurs	
  de	
  diagnostic	
  et	
  de	
  réponse	
  aux	
  traitements.	
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Chapitre	
  II	
  :	
  L’Hypoxie.	
  

	
  

L’hypoxie	
   est	
   une	
   composante	
   importante	
   et	
   indissociable	
   du	
  

microenvironnement	
   tumoral.	
  La	
  question	
  de	
  son	
  rôle	
  dans	
   le	
   cancer,	
   ses	
  effets	
   sur	
   le	
  

plan	
  moléculaire	
   et	
   clinique	
   ainsi	
   que	
   sa	
   détection	
   par	
   la	
   cellule	
   et	
   son	
   rôle	
   dans	
   les	
  

traitements	
   cancéreux	
   a	
   fait	
   l’objet	
   de	
   nombreuses	
   études	
   et	
   sera	
   discuté	
   dans	
   ce	
  

chapitre.	
  

	
  

A.	
  Quelques	
  notions	
  générales	
  sur	
  le	
  concept	
  d’hypoxie	
  :	
  

	
  

Le	
  mot	
  «	
  hypoxie	
  »	
  vient	
  du	
  grec	
  «	
  hupo	
  »	
  :	
  sous,	
  et	
  «	
  oxus	
  »	
  :	
  oxygène,	
  et	
  est	
  donc	
  

défini	
   comme	
  un	
  niveau	
  d’oxygène	
  bas.	
  Cet	
  état	
  d’oxygénation	
   insuffisant	
  de	
  certaines	
  

cellules	
   s’observe	
   dans	
   des	
   situations	
   physiologiques	
   durant	
   le	
   développement	
  

embryonnaire	
   par	
   exemple.	
   En	
   revanche,	
   cet	
   état	
   est	
   également	
   présent	
   dans	
   des	
  

événements	
   pathologiques	
   (ischémie,	
   athérosclérose,	
   psoriasis,	
   diabète,	
   maladie	
  

d’Alzheimer,	
  dérégulations	
  inflammatoires	
  et	
  cancer).	
  

	
  

L’air	
   ambiant	
   contient	
   21%	
   d’oxygène	
   (à	
   1013	
   hPa	
   ou	
   760	
   mm	
   Hg),	
   ce	
   qui	
  

consiste	
  en	
  une	
  pression	
  partielle	
  équivalente	
  à	
  150	
  mm	
  Hg.	
  Néanmoins,	
  la	
  plupart	
  des	
  

tissus	
  de	
  mammifères	
  sont	
  soumis	
  à	
  une	
  pression	
  partielle	
  d’oxygène	
  comprise	
  entre	
  2	
  

et	
   9%	
   d’O2	
   (en	
   moyenne	
   40	
   mm	
   Hg).	
   L’hypoxie	
   est	
   généralement	
   définie	
   comme	
   un	
  

niveau	
   inférieur	
   à	
   2%	
   d’O2	
   alors	
   que	
   l’hypoxie	
   sévère	
   ou	
   l’anoxie	
   est	
   définie	
   comme	
  

étant	
  inférieure	
  à	
  0.02%	
  	
  d’O2	
  (Bertout	
  et	
  al	
  2008).	
  

	
  

B.	
  Détection	
  et	
  adaptations	
  cellulaires	
  à	
  l’hypoxie	
  :	
  

	
  

Comment	
   les	
   cellules	
   détectent	
   et	
   corrigent	
   le	
   manque	
   ou	
   la	
   baisse	
   du	
   niveau	
  

d’oxygène	
   et	
   comment	
   la	
   transcription	
   génique	
   est	
   régulée	
   par	
   l’hypoxie	
   étaient	
   des	
  

questions	
   complètement	
   ouvertes	
   jusqu’à	
   la	
   découverte	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   Hypoxia	
  

Inducible	
  Factors	
  (HIFs)	
  dans	
  les	
  années	
  90.	
  Par	
  la	
  suite,	
  d’autres	
  effets	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  

les	
  processus	
  cellulaires	
  et	
  indépendants	
  de	
  la	
  protéine	
  HIF	
  ont	
  été	
  identifiés.	
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B.1.	
  Les	
  Hypoxia	
  Inducible	
  Factors	
  (HIFs)	
  :	
  

	
  

La	
   détection	
   cellulaire	
   de	
   l’hypoxie	
   est	
   médiée	
   par	
   une	
   famille	
   de	
   facteurs	
   de	
  

transcription	
   appelée	
   HIF.	
   «	
  HIF1	
  »,	
   un	
   membre	
   de	
   cette	
   famille,	
   a	
   été	
   décrit	
   pour	
   la	
  

première	
  fois	
  par	
  Gregg	
  Semenza	
  et	
  Guang	
  Wang	
  comme	
  un	
  facteur	
  nucléaire	
  induit	
  en	
  

conditions	
   hypoxiques.	
   Ce	
   facteur	
   se	
   lie	
   sur	
   une	
   séquence	
   particulière	
   du	
   gène	
   de	
  

l’érythropoïétine	
  (EPO)	
  appelée	
  HRE	
  (Hypoxia	
  Responsive	
  Elements	
  :	
  5’-­‐TACGTGCT-­‐3’)	
  et	
  

favorise	
  son	
  activation	
  transcriptionnelle	
  dans	
  des	
  cellules	
  privées	
  d’oxygène	
  (Semenza	
  

and	
  Wang	
  1992,	
  Wang	
  and	
  Semenza	
  1993).	
  

	
  

Les	
  HIFs	
  forment	
  des	
  complexes	
  hétérodimériques	
  composés	
  d’une	
  sous-­‐unité	
  α	
  

dont	
   l’expression	
   est	
   dépendante	
   de	
   l’oxygène	
   et	
   d’une	
   sous-­‐unité	
   β	
   exprimée	
  

constitutivement	
  et	
  non	
  dépendante	
  de	
   l’oxygène,	
  également	
  appelée	
  ARNT	
  (pour	
  Aryl	
  

Hydrocarbon	
  Nuclear	
  Translocator).	
  Ces	
  deux	
  sous-­‐unités	
  sont	
  membres	
  de	
  la	
  famille	
  de	
  

bHLH-­‐PAS	
  (polypeptides	
  avec	
  une	
  basic-­‐helix-­‐loop-­‐helix	
  et	
  contenant	
  le	
  domaine	
  PAS).	
  

Trois	
  isoformes	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  α	
  (HIF1a,	
  HIF2a,	
  HIF3a)	
  et	
  deux	
  isoformes	
  de	
  la	
  sous-­‐

unité	
   β	
   ont	
   été	
   décrites	
   comme	
   contribuant	
   à	
   la	
   réponse	
   in	
  vivo	
   à	
   l’hypoxie.	
  Des	
   trois	
  

isoformes	
   de	
  HIFa,	
  HIF1a	
   et	
  HIF2a	
   ont	
   été	
   plus	
   intensément	
   caractérisées	
   et	
   étudiées	
  

(Simon	
   and	
   Keith	
   2008).	
   HIF1a	
   est	
   celle	
   qui	
   a	
   été	
   identifiée	
   en	
   premier	
   mais	
   est	
  

également	
  celle	
  qui	
  est	
  la	
  plus	
  ubiquitaire.	
  HIF2a	
  et	
  HIF3a	
  ne	
  sont	
  retrouvées	
  que	
  dans	
  

un	
   nombre	
   réduit	
   de	
   tissus.	
   En	
   effet,	
   HIF2a	
   est	
   limité	
   à	
   l’endothélium	
   vasculaire,	
   le	
  

parenchyme	
   hépatique,	
   les	
   pneumocytes	
   pulmonaires	
   de	
   type	
   II	
   et	
   les	
   cellules	
  

épithéliales	
   rénales	
   alors	
   que	
   HIF3a	
   est	
   retrouvé	
   en	
   de	
   fortes	
   proportions	
   dans	
   le	
  

thymus,	
   les	
   cellules	
   cérébrales	
   de	
   Purkinje	
   et	
   l’épithélium	
   coronarien	
   de	
   l’œil.	
   Par	
  

ailleurs,	
   alors	
   que	
  HIF1a	
   est	
   responsable	
   d’un	
   grand	
   nombre	
   d’adaptations	
   cellulaires	
  

(chapitre	
   II	
   paragraphe	
   B.4	
   page	
   93),	
   HIF2a	
   se	
   lie	
   également	
   aux	
   HRE	
   et	
   augmente	
  

l’expression	
   d’un	
   nombre	
   plus	
   restreint	
   de	
   gènes	
   (Jain	
   et	
   al	
   1998,	
   Tian	
   et	
   al	
   1997,	
  

Wiesener	
  et	
  al	
  2003).	
  En	
  revanche,	
  HIF3a	
  (appelé	
  également	
   IPAS	
  pour	
   Inhibitory	
  PAS	
  

domain	
   protein)	
   agit	
   comme	
   un	
   dominant	
   négatif	
   régulateur	
   de	
   l’activité	
   de	
   HIF1a	
   et	
  

HIF2a	
  (Gu	
  et	
  al	
  1998,	
  Makino	
  et	
  al	
  2001,	
  Yang	
  et	
  al	
  2015).	
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B.2.	
  Mais	
  comment	
  les	
  cellules	
  arrivent-­‐elles	
  à	
  détecter	
  les	
  fluctuations	
  du	
  

niveau	
  d’oxygène	
  via	
  HIF?	
  

	
  

Contrairement	
  aux	
  sous-­‐unités	
  β	
  qui	
   sont	
  exprimées	
  de	
  manière	
  constitutive	
  et	
  

dont	
  l’expression	
  est	
  insensible	
  aux	
  changements	
  dans	
  les	
  niveaux	
  d’O2,	
  les	
  sous-­‐unités	
  

α	
   subissent	
   des	
   modifications	
   oxygène-­‐dépendantes	
   responsables	
   d’une	
   partie	
   des	
  

adaptations	
  cellulaires.	
  

	
  

La	
   protéine	
   HIF1a	
   était	
   découverte	
   comme	
   étant	
   rapidement	
   induite	
   en	
  

conditions	
   hypoxiques	
   (1%	
   d’O2)	
   mais	
   également	
   rapidement	
   dégradée	
   suite	
   à	
   une	
  

réoxygénation	
  des	
  cellules	
  dans	
  une	
  atmosphère	
  contenant	
   le	
  même	
  niveau	
  d’oxygène	
  

que	
   l’air	
  ambiant	
  (21%)	
  (Wang	
  et	
  al	
  1995).	
  D’ailleurs,	
   le	
  niveau	
  des	
  protéines	
  HIF1a	
  a	
  

été	
  démontré	
  comme	
  augmentant	
  de	
  manière	
  exponentielle	
  dans	
  des	
  cellules	
  HeLa	
  au	
  

fur	
  et	
  à	
  mesure	
  qu’elles	
  sont	
  exposées	
  à	
  des	
  pressions	
  décroissantes	
  en	
  O2	
  (de	
  6	
  à	
  0.5%)	
  

avec	
  une	
   réponse	
  maximale	
   entre	
  1.5	
   et	
  2%	
  d’O2	
   (Jiang	
  et	
   al	
   1996).	
  En	
  effet,	
   l’activité	
  

transcriptionnelle	
   des	
   complexes	
   HIF	
   nécessite	
   préalablement	
   la	
   stabilisation	
   post-­‐

traductionnelle	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  α.	
  Ceci	
  veut	
  donc	
  dire	
  que	
  même	
  si	
  les	
  niveaux	
  d’ARNm	
  

de	
  hifa	
  changent	
  en	
  réponse	
  à	
  l’hypoxie,	
  c’est	
  la	
  concentration	
  en	
  oxygène	
  qui	
  détermine	
  

la	
  stabilité	
  post-­‐traductionnelle	
  de	
  la	
  protéine.	
  	
  	
  

	
  

B.3.	
  Régulation	
  de	
  la	
  protéine	
  HIFa	
  :	
  

	
  

La	
  stabilité	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  HIFa,	
  dont	
  la	
  demi-­‐vie	
  est	
  inférieure	
  à	
  5	
  min	
  en	
  des	
  

conditions	
   normoxiques	
   (Berra	
   et	
   al	
   2001),	
   est	
   largement	
   régulée	
   via	
   une	
   région	
  

contenant	
   200	
   acides	
   aminés	
   et	
   appelée	
   ODD	
   (ou	
   ODDD)	
   (pour	
   Oxygen-­‐Dependant	
  

Degradation	
  domain)	
   (Huang	
   et	
   al	
   1998).	
   Des	
   études	
   biochimiques	
   ont	
   démontré	
   que	
  

cette	
  régulation	
  passait	
  par	
  des	
  réactions	
  impliquant	
  des	
  métabolites	
  et	
  co-­‐facteurs	
  clés	
  

(oxygène,	
   2-­‐oxoglutarate	
   et	
   fer).	
   Ces	
  molécules	
   sont	
   nécessaires	
   à	
   l’hydroxylation	
   des	
  

résidus	
  prolines	
  402	
  et	
  564,	
  contenus	
  dans	
  le	
  domaine	
  ODD	
  de	
  HIF1a,	
  par	
  une	
  famille	
  de	
  

trois	
  prolyl	
  hydroxylases	
   spécifiques	
  de	
  HIF	
  nommée	
  PHD	
  (Prolyl	
  Hydroxylase	
  Domain	
  

proteins)	
  (figure	
  20A)	
  (Brahimi-­‐Horn	
  and	
  Pouyssegur	
  2007,	
  Ivan	
  et	
  al	
  2001,	
  Jaakkola	
  et	
  

al	
  2001,	
  Yu	
  et	
  al	
  2001).	
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Cette	
   hydroxylation	
   permet	
   par	
   la	
   suite	
   l’ubiquitination	
   de	
   HIFa.	
   Celle-­‐ci	
   est	
  

effectuée	
   par	
   la	
   protéine	
  Von	
  Hippel-­‐Lindau	
   (pVHL)	
   contenant	
   une	
   activité	
   ubiquitine	
  

ligase	
  E3.	
  Cette	
  ubiquitination	
  initie	
  la	
  reconnaissance	
  de	
  HIFa	
  puis	
  sa	
  dégradation	
  par	
  la	
  

sous-­‐unité	
  26S	
  du	
  protéasome	
  (figure	
  20A)	
  (Huang	
  et	
  al	
  1998,	
  Kallio	
  et	
  al	
  1999,	
  Salceda	
  

and	
  Caro	
  1997).	
  Ce	
  mécanisme	
  est	
  très	
  spécifique	
  car	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  des	
  cellules	
  

du	
  carcinome	
  rénal	
  déficientes	
  pour	
  la	
  pVHL	
  exprimaient	
  de	
  manière	
  constitutive	
  HIF1a	
  

ainsi	
  que	
  de	
  nombreux	
  gènes	
  cibles	
  de	
  HIF	
  (Maxwell	
  et	
  al	
  1999).	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   une	
   autre	
   hydroxylation	
   permet	
   à	
   HIFa	
   d’interagir	
   avec	
   des	
   co-­‐

activateurs	
   transcriptionnels	
   comme	
   p300/CBP	
   (CREB	
  Binding	
  Protein)	
   exclusivement	
  

en	
  hypoxie.	
  Il	
  s’agit	
  d’une	
  hydroxylation	
  catalysée	
  par	
  le	
  FIH-­‐1	
  (Factor	
  Inhibiting	
  HIF-­‐1)	
  

du	
  résidu	
  asparagine	
  803	
  présent	
  dans	
  le	
  domaine	
  C-­‐terminal	
  de	
  la	
  protéine	
  HIFa.	
  FIH-­‐1	
  

est	
   également	
   une	
   dioxygénase	
   dont	
   l’activité	
   dépend	
   du	
   fer	
   et	
   du	
   2-­‐oxoglutarate	
   qui	
  

vraisemblablement	
   affine	
   la	
   régulation	
   de	
   HIF	
   suite	
   à	
   des	
   fluctuations	
   en	
   oxygène	
  

(Hewitson	
  et	
  al	
  2002,	
  Lando	
  et	
  al	
  2002a,	
  Lando	
  et	
  al	
  2002b,	
  Mahon	
  et	
  al	
  2001)	
  (figure	
  20	
  

A).	
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Le	
   métabolisme	
   énergétique	
   aérobique	
   est	
   dépendant	
   sur	
   la	
   phosphorylation	
  

oxydative	
  et	
  la	
  baisse	
  dans	
  les	
  niveaux	
  d’O2	
  perturbe	
  la	
  production	
  d’ATP	
  et	
  la	
  viabilité	
  

cellulaire.	
   De	
   ce	
   fait,	
   en	
   réponse	
   à	
   l’hypoxie,	
   les	
   cellules	
   subissent	
   des	
   changements	
  

adaptatifs	
  qui	
  leurs	
  permettent	
  de	
  survivre	
  et	
  de	
  proliférer.	
  

	
  

D’une	
  part,	
  les	
  cellules	
  hypoxiques	
  vont	
  libérer	
  des	
  facteurs	
  angiogènes	
  stimulant	
  

ainsi	
   la	
   vascularisation	
  de	
  novo	
   dans	
   le	
   but	
   de	
   restaurer	
   le	
  manque	
   en	
   oxygène	
   et	
   en	
  

nutriments	
   subvenant	
   ainsi	
   aux	
   demandes	
  métaboliques	
   des	
   cellules	
   en	
   prolifération.	
  

L’hypoxie	
  exerce	
  donc	
  une	
  pression	
  sélective	
  sur	
  les	
  cellules	
  capables	
  d’augmenter	
  leur	
  

activité	
   angiogénique	
   alors	
   que	
   les	
   cellules	
   incapables	
   de	
   garantir	
   un	
  

approvisionnement	
   adéquat	
   en	
   oxygène	
   et	
   en	
   nutriments	
   vont	
   vraisemblablement	
  

devenir	
  nécrotiques	
  (Jiang	
  et	
  al	
  1997,	
  Maxwell	
  et	
  al	
  1997).	
  	
  

	
  

D’autre	
  part,	
   ces	
   cellules	
   subissent	
  un	
   switch	
   glycolytique	
  évident,	
  passant	
  d’un	
  

métabolisme	
   aérobique	
   à	
   anaérobique	
   (également	
   appelé	
   ‘effet	
   Warburg’),	
   ce	
   qui	
  

permet	
   le	
  maintien	
  des	
   activités	
  métaboliques	
   sous	
  des	
   conditions	
  de	
  disponibilité	
   en	
  

oxygène	
  limitée	
  (Pani	
  et	
  al	
  2010,	
  Taddei	
  et	
  al	
  2013).	
  Cependant,	
  comme	
  le	
  switch	
  à	
  un	
  

métabolisme	
  anaérobique	
  est	
   insuffisant	
  pour	
   satisfaire	
   tous	
   les	
  besoins	
  énergétiques,	
  

des	
   adaptations	
   additionnelles	
   sont	
   requises.	
   Par	
   exemple,	
   les	
   réponses	
   cellulaires	
  

adaptatives	
  impliquent	
  l’expression	
  coordonnée	
  de	
  plusieurs	
  gènes	
  comme	
  entre	
  autre	
  

ceux	
   codant	
   les	
   transporteurs	
   du	
   glucose	
   (GLUT1	
   et	
   3),	
   les	
   enzymes	
   glycolytiques	
  

(Phosphoglycerate	
  kinase	
  I,	
  pyruvate	
  kinase	
  M,	
  hexokinase	
  II),	
  VEGF,	
  EPO	
  ou	
  encore	
  HO-­‐

1	
  (Heme-­‐Oxygenase-­‐1)	
  (Semenza	
  2003).	
  

	
  

Ces	
   adaptations	
   concernent	
   toutes	
   les	
   cellules	
   exposées	
   à	
   l’hypoxie	
   et	
   doivent	
  

être	
  rapides	
  et	
  transitoires.	
  Néanmoins,	
  dans	
  un	
  cadre	
  tumoral,	
  les	
  cellules	
  sont	
  privées	
  

d’oxygène	
   et	
   de	
   nutriments	
   pour	
   des	
   périodes	
   plus	
   longues	
   et	
   ces	
   adaptations	
   leur	
  

permettent	
   non	
   seulement	
   de	
   survivre	
   dans	
   ce	
   nouveau	
  microenvironnement	
   devenu	
  

hostile	
   mais	
   également	
   d’acquérir	
   de	
   nouvelles	
   propriétés	
   leur	
   permettant	
   d’en	
  

échapper.	
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C.	
  L’hypoxie	
  tumorale	
  :	
  	
  

	
  

C.1.	
  Le	
  microenvironnement	
  tumoral	
  :	
  

	
  

C.1.1.	
  Généralités	
  :	
  

	
  

Le	
  concept	
  pendant	
   longtemps	
  admis	
  qui	
  proposait	
  que	
  les	
  cellules	
  cancéreuses	
  

dans	
  les	
  tumeurs	
  solides	
  agissaient	
  indépendamment	
  de	
  leur	
  tissus	
  environnants	
  et	
  de	
  

leur	
   microenvironnement	
   a	
   drastiquement	
   changé	
   au	
   cours	
   de	
   ces	
   deux	
   dernières	
  

décennies	
   (Hanahan	
   and	
   Weinberg	
   2011).	
   Les	
   tumeurs	
   sont	
   maintenant	
   reconnues	
  

comme	
  des	
  tissus	
  complexes	
  avec	
  une	
  forte	
  contribution	
  du	
  microenvironnement	
  pour	
  

l’acquisition	
  d’un	
  phénotype	
  malin	
  ainsi	
  que	
   l’infiltration,	
   la	
  croissance	
  et	
   la	
  métastase	
  

tumorales	
   (Bremnes	
   et	
   al	
   2011,	
   Hanahan	
   and	
   Weinberg	
   2011,	
   Pietras	
   and	
   Ostman	
  

2010).	
  	
  

	
  

C.1.2.	
  Définition	
  :	
  

	
  

Le	
  stroma	
  tumoral	
  est	
  formé	
  de	
  toutes	
  les	
  cellules	
  qui	
  entourent	
  la	
  tumeur.	
  Ceci	
  

inclut	
   les	
   fibroblastes,	
   myofibroblastes,	
   cellules	
   inflammatoires,	
   cellules	
   souches	
  

mésenchymateuses,	
   adipocytes,	
   cellules	
   endothéliales,	
   péricytes	
   et	
   la	
   matrice	
  

extracellulaire	
  (Madar	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

Les	
  cellules	
  cancéreuses	
  sont	
  capables	
  de	
  produire	
  des	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  qui	
  

modulent	
   le	
   stroma.	
   Ceux-­‐ci	
   peuvent	
   perturber	
   l’homéostasie	
   tissulaire	
   et	
   créer	
   un	
  

microenvironnement	
   cancéreux	
   «	
  propice	
  »	
   (Pietras	
   and	
   Ostman	
   2010).	
   En	
   effet,	
   de	
  

manière	
   paracrine,	
   ces	
   facteurs	
   de	
   croissance	
   induisent	
   l’angiogenèse	
   et	
   les	
   réponses	
  

inflammatoires	
  en	
  activant	
  des	
  cellules	
  stromales,	
  qui	
  en	
  retour	
  peuvent	
  se	
  comporter	
  

de	
  manière	
  pro-­‐tumorigénique	
  (Mueller	
  and	
  Fusenig	
  2004).	
  

	
  

C.1.3.	
  Les	
  cellules	
  immunitaires	
  :	
  

	
  

Les	
   cellules	
   immunitaires	
   du	
   microenvironnement	
   comprennent	
   à	
   la	
   fois	
   des	
  

cellules	
   immunitaires	
   innées	
   (macrophages,	
   neutrophiles,	
   cellules	
   dendritiques..)	
   et	
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adaptatives	
  (lymphocytes	
  B	
  et	
  T).	
  Les	
  cellules	
  immunitaires,	
  tout	
  comme	
  les	
  fibroblastes	
  

associés	
  au	
  cancer	
  (CAF)	
  (ou	
  la	
  version	
  actuelle	
  «	
  CAF	
  state	
  »	
  qui	
  définie	
  les	
  cellules	
  dans	
  

le	
  stroma	
  tumoral	
  avec	
  une	
  apparence	
  mésenchymateuse	
  et	
  une	
  habilité	
  à	
  promouvoir	
  

la	
   tumorigenèse	
   (Madar	
   et	
   al	
   2013))	
   communiquent	
   avec	
   les	
   cellules	
   cancéreuses	
   de	
  

manière	
   directe	
   (contact)	
   ou	
   indirecte	
   (production	
   de	
   cytokines	
   et	
   de	
   chimiokines).	
  

Durant	
   la	
   tumorigenèse,	
   il	
   semblerait	
   que	
   l’immunité	
   anti-­‐tumorale	
   et	
   l’inflammation	
  

pro-­‐tumorale	
  coexistent.	
  Ce	
  qui	
  va	
  décider	
  dans	
  quelle	
  direction	
  la	
  balance	
  va	
  pencher	
  

est	
  l’expression	
  de	
  nombreux	
  facteurs	
  ainsi	
  que	
  l’activation	
  et	
  l’abondance	
  de	
  différentes	
  

cellules	
  immunitaires	
  dans	
  le	
  microenvironnement	
  tumoral	
  (Grivennikov	
  et	
  al	
  2010).	
  De	
  

ce	
  fait,	
  le	
  microenvironnement,	
  de	
  part	
  la	
  diversité	
  de	
  ces	
  composants	
  et	
  des	
  approches	
  

possibles,	
  pourrait	
  présenter	
  des	
  cibles	
  thérapeutiques	
  intéressantes.	
  

	
  

C.2.	
  L’hypoxie	
  et	
  le	
  cancer	
  :	
  

	
  

C.2.1.	
  Généralités	
  :	
  

	
  

Afin	
   d’assurer	
   leurs	
   fonctions,	
   leur	
   développement	
   et	
   leur	
   prolifération,	
   les	
  

cellules	
   ont	
   besoin	
   d’approvisionnement	
   continu	
   en	
   nutriments	
   (sources	
   de	
   carbone,	
  

d’azote	
   et	
   d’oxygène	
   moléculaire).	
   Ces	
   provisions	
   sont	
   nécessaires	
   pour	
   optimiser	
   le	
  

catabolisme	
   cellulaire	
   via	
   la	
   respiration	
   (génération	
   d’énergie	
   en	
   matière	
   d’ATP,	
  

anabolisme	
   et	
  maintien	
   du	
   potentiel	
   redox	
   intracellulaire	
   pour	
   la	
   prise	
   en	
   charge	
   des	
  

dérivés	
   réactifs	
   de	
   l’oxygène).	
   Dans	
   des	
   conditions	
   tumorales,	
   et	
   malgré	
   le	
   fait	
   que	
  

certaines	
   tumeurs	
   aient	
   acquit	
   l’habilité	
   à	
   promouvoir	
   le	
   développement	
   de	
   leurs	
  

propres	
  vaisseaux	
  sanguins	
  lors	
  de	
  leur	
  croissance,	
  elles	
  croissent	
  plus	
  rapidement	
  que	
  

les	
  cellules	
  endothéliales.	
  Ceci	
  mène	
  à	
  une	
  insuffisance	
  d’irrigation	
  des	
  tissus	
  et	
  donc	
  à	
  

un	
  déficit	
  en	
  oxygène	
  et	
  en	
  nutriments	
   (Wilson	
  and	
  Hay	
  2011).	
  Des	
  zones	
  hypoxiques	
  

sont	
  donc	
  fréquemment	
  retrouvées	
  dans	
  les	
  tumeurs	
  solides.	
  

	
  

C.2.2.	
  Présence	
  de	
  zones	
  hypoxiques	
  au	
  sein	
  des	
  tumeurs	
  :	
  

	
  

En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
   décrit	
   que	
   certaines	
   régions	
   dans	
   les	
   tumeurs	
   solides	
  

expérimentent	
   de	
   faibles	
   à	
   sévères	
   déprivations	
   en	
   oxygène.	
   Il	
   a	
   également	
   été	
   bien	
  

documenté	
   que	
   cette	
   oxygénation	
   pauvre	
   des	
   cellules	
   est	
   une	
   propriété	
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physiopathologique	
  de	
   la	
  majorité	
  des	
   tumeurs	
  solides	
  humaines	
   (Brown	
  1999).	
  Cette	
  

hypoxie	
   intratumorale	
   initie	
   des	
   réponses	
   biologiques	
   complexes	
   impliquant	
   une	
  

pléthore	
   de	
   voies	
   de	
   signalisation	
   intracellulaires	
   qui	
   influencent	
   les	
   propriétés	
   des	
  

tumeurs	
  allant	
  de	
  la	
  prolifération	
  et	
   l’induction	
  de	
  la	
  mort	
  cellulaire	
  à	
  l’angiogenèse,	
   la	
  

progression	
   métastatique	
   voire	
   la	
   sélection	
   de	
   cellules	
   avec	
   des	
   phénotypes	
   plus	
  

agressifs	
  (Bertout	
  et	
  al	
  2008,	
  Wouters	
  et	
  al	
  2007).	
  

	
  

Ces	
   processus	
   liés	
   à	
   la	
   biologie	
   et	
   la	
   physiologie	
   tumorales	
   sont	
   en	
   réalité	
  

paradoxalement	
   influencés	
   par	
   l’hypoxie	
   par	
   deux	
   manières	
   opposées	
  :	
   d’un	
   côté,	
   le	
  

manque	
  d’oxygène	
  en	
   tant	
  que	
   tel	
  peut	
   induire	
  une	
  réponse	
  au	
  stress	
  et	
  déclencher	
   la	
  

mort	
   des	
   cellules,	
   et	
   d’un	
   autre	
   côté,	
   l’hypoxie	
   induit	
   un	
   large	
   éventail	
   de	
   réponses	
  

adaptatives	
   qui	
   favorise	
   leur	
   survie.	
   Par	
   conséquent,	
   l’hypoxie	
   a	
   été	
   démontrée	
   à	
  

maintes	
   reprises	
   comme	
   étant	
   de	
   mauvais	
   pronostic	
   dans	
   une	
   grande	
   variété	
   de	
  

tumeurs.	
  De	
  plus,	
  des	
  expériences	
  à	
   la	
   fois	
  cliniques	
  et	
   fondamentales	
  ont	
  montré	
  que	
  

l’hypoxie	
   jouait	
   un	
   rôle	
   primordial	
   dans	
   la	
   progression	
   tumorale	
   (Vaupel	
   and	
   Mayer	
  

2007).	
  

	
  

C.2.3.	
  Rôle	
  des	
  HIFs	
  dans	
  le	
  cancer	
  :	
  

	
  

Comme	
  précédemment	
  décrit,	
  le	
  marqueur	
  spécifique	
  et	
  reconnu	
  de	
  l’hypoxie	
  est	
  

l’augmentation	
  drastique	
  dans	
  la	
  cellule	
  du	
  niveau	
  protéique	
  des	
  HIFs.	
  En	
  se	
  basant	
  sur	
  

des	
   analyses	
   de	
   biopsies	
   de	
   cancers	
   humains	
   et	
   de	
   modèles	
   expérimentaux	
   chez	
  

l’animal,	
   il	
   devient	
   de	
   plus	
   en	
   plus	
   clair	
   que	
   les	
   HIFs	
   jouent	
   un	
   rôle	
   critique	
   dans	
   la	
  

progression	
   cancéreuse	
   (figure	
   21)	
   (Giaccia	
   et	
   al	
   2003,	
   Maxwell	
   et	
   al	
   2001,	
   Semenza	
  

2003).	
  Des	
  études	
  immunohistochimiques	
  ont	
  démontré	
  que	
  HIF1a	
  est	
  surexprimé	
  dans	
  

un	
   large	
   spectre	
   de	
   pathologies	
   humaines	
   malignes	
   (Semenza	
   2003).	
   Par	
   ailleurs,	
  

l’accumulation	
   de	
   HIF1a	
   a	
   été	
   associée	
   avec	
   un	
  mauvais	
   pronostic	
   de	
   survie	
   dans	
   les	
  

phases	
  précoces	
  des	
  cancers	
  cervicaux	
  (Birner	
  et	
  al	
  2000),	
  du	
  sein	
  (Schindl	
  et	
  al	
  2002),	
  

ovariens	
   (Birner	
   et	
   al	
   2001),	
   endométriaux	
   (Sivridis	
   et	
   al	
   2002)	
   et	
   les	
   carcinomes	
  

épidermoïdes	
   de	
   l’oropharynx	
   (Aebersold	
   et	
   al	
   2001)	
   alors	
   que,	
   de	
   manière	
  

surprenante,	
  elle	
  a	
  été	
  associée	
  avec	
  une	
  baisse	
  de	
  mortalité	
  dans	
  les	
  cancers	
  des	
  voies	
  

aérodigestives	
   supérieures	
   (cancers	
   de	
   la	
   tête	
   et	
   du	
   cou)	
   (Beasley	
   et	
   al	
   2002)	
   et	
   les	
  

cancers	
   pulmonaires	
   non	
   à	
   petites	
   cellules	
   (Volm	
   and	
   Koomagi	
   2000).	
   A	
   noter	
   que	
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C.2.4.	
   Autres	
   mécanismes	
   menant	
   à	
   l’augmentation	
  

transcriptionnelle	
  de	
  HIF	
  :	
  

	
  

A	
   noter	
   que	
   l’hypoxie	
   n’est	
   pas	
   le	
   seul	
   paramètre	
   pouvant	
   augmenter	
   l’activité	
  

transcriptionnelle	
   de	
   HIF.	
   Une	
   activation	
   oncogénique	
   ou	
   une	
   perte	
   de	
   gènes	
  

suppresseurs	
  de	
  tumeurs	
  comme	
  p53,	
  pten	
  ou	
  vhl	
  peuvent	
  avoir	
  cet	
  effet.	
  En	
  effet,	
  une	
  

étude	
   a	
   démontré	
   que	
   la	
   déprivation	
   en	
   O2	
   menait	
   à	
   une	
   pression	
   sélective	
  

intratumorale	
  pour	
  une	
  expansion	
  clonale	
  des	
  rares	
  cellules	
  qui	
  ont	
  acquit	
  les	
  mutations	
  

p53.	
   Egalement,	
   plusieurs	
   voies	
   de	
   signalisation	
   contribuent	
   à	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
  

transcription	
  de	
  gènes	
  dépendante	
  de	
   l’hypoxie.	
  Certaines	
   incluent	
   les	
  voies	
  RAS/ERK,	
  

MAPK,	
   PI3K,	
  mTOR	
   ainsi	
   que	
   des	
   signalisations	
   via	
   les	
   espèces	
   réactives	
   de	
   l’oxygène	
  

(ROS)	
   mitochondriaux	
   (Brader	
   and	
   Eccles	
   2004,	
   Richard	
   et	
   al	
   1999,	
   Seta	
   et	
   al	
   2002,	
  

Simon	
  2006).	
   Par	
   ailleurs,	
   des	
   facteurs	
  de	
   croissance,	
   hormones	
   et	
   cytokines	
  produits	
  

par	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  et	
  stromales	
  peuvent	
  également	
  mener	
  à	
  une	
  augmentation	
  de	
  

la	
   traduction	
   de	
   la	
   protéine	
  HIF1a.	
   Par	
   exemple,	
   l’activation	
   de	
   la	
   PI3K	
   peut	
  mener	
   à	
  

l’augmentation	
  de	
  HIF1a	
  par	
  l’activation	
  de	
  la	
  protéine	
  S6	
  ribosomale	
  (Dery	
  et	
  al	
  2005,	
  

Graeber	
  et	
  al	
  1996,	
  Semenza	
  2002,	
  Semenza	
  2003).	
  

	
  

C.3.	
  L’acidité	
  du	
  milieu	
  extracellulaire	
  :	
  

	
  

Comme	
   cité	
   précédemment,	
   une	
   des	
   adaptations	
   cellulaires	
   à	
   l’hypoxie	
   est	
  

l’établissement	
  d’un	
  switch	
  métabolique.	
  Néanmoins,	
  les	
  produits	
  résultants	
  de	
  ce	
  switch	
  

provoquent	
  une	
  acidification	
  de	
  l’espace	
  extracellulaire	
  et	
  la	
  toxicité	
  cellulaire	
  résultante	
  

agit	
  comme	
  une	
  pression	
  sélective	
  supplémentaire	
  pour	
  les	
  cellules	
  qui	
  sont	
  résistantes	
  

aux	
  conditions	
  acides.	
  En	
  effet,	
  les	
  cellules	
  capables	
  de	
  subir	
  ces	
  adaptations	
  possèdent	
  

un	
   avantage	
   de	
   survie	
   puisqu’elles	
   sont	
   capables	
   de	
  maintenir	
   la	
   production	
  d’ATP	
   et	
  

d’altérer	
   l’environnement	
   local	
   d’une	
   manière	
   sélectivement	
   néfaste	
   pour	
   les	
  

populations	
  compétitrices	
  (Gatenby	
  and	
  Gillies	
  2004,	
  Sullivan	
  and	
  Graham	
  2007).	
  

	
  

Il	
   existe	
   deux	
   facteurs	
   toujours	
   fortement	
   associés	
   avec	
   la	
   malignité,	
  

indépendamment	
   des	
  mutations	
   d’oncogènes	
  :	
   le	
   pH	
   acide	
   et	
   le	
   déficit	
   en	
   oxygène.	
   Le	
  

déficit	
   en	
  oxygène	
  a	
   été	
  discuté	
  précédemment.	
   Concernant	
   le	
  pH,	
   sa	
  dérégulation	
   est	
  

une	
  réponse	
  adaptative	
  dans	
   la	
  plupart	
  des	
  cancers.	
  En	
  effet,	
   les	
  cellules	
  normales	
  ont	
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un	
  pH	
  intracellulaire	
  (pHi)	
  généralement	
  aux	
  alentours	
  de	
  7.2,	
  et	
  un	
  pH	
  extracellulaire	
  

(pHe)	
  aux	
  alentours	
  de	
  7.4,	
  alors	
  que	
  les	
  cellules	
  cancéreuses	
  montrent	
  un	
  gradient	
  de	
  

pH	
  ‘inversé’	
  avec	
  un	
  pHi	
  plus	
  élevé	
  (>	
  7.4)	
  et	
  un	
  pHe	
  plus	
  faible	
  (entre	
  6.7	
  et	
  7.1)	
  (Webb	
  

et	
  al	
  2011).	
  

	
  

Néanmoins,	
   étant	
  donné	
  que	
  beaucoup	
  de	
  processus	
   intracellulaires	
   requièrent	
  	
  

un	
   pH	
   optimum	
   très	
   étroit,	
   le	
   maintien	
   du	
   pH	
   intracellulaire	
   est	
   crucial	
   pour	
   le	
  

fonctionnement	
  des	
   cellules.	
  Par	
   conséquent,	
   les	
   cellules	
   tumorales	
  ont	
  développé	
  des	
  

stratégies	
  pour	
  réguler	
  leur	
  pHi,	
  ce	
  qui,	
  par	
  la	
  suite,	
  protège	
  leur	
  cytosol	
  de	
  l’acidose	
  et	
  

leur	
   permet	
   de	
   survivre	
   à	
   l’hypoxie.	
   Par	
   exemple,	
   sous	
   des	
   conditions	
   hypoxiques,	
  

l’activation	
   de	
   la	
   transcription	
   de	
   HIF1	
   permet	
   de	
   réguler	
   la	
   sortie	
   des	
   protons	
   et	
  

l’homéostasie	
   du	
   pH	
   en	
   augmentant	
   l’expression	
   des	
   pompes	
   ioniques	
   et	
   des	
  

transporteurs	
   membranaires	
   (Brahimi-­‐Horn	
   et	
   al	
   2011,	
   Cardone	
   et	
   al	
   2005).	
   	
   Les	
  

systèmes	
   de	
   régulation	
   du	
   pHi	
   des	
   cellules	
   cancéreuses	
   les	
   plus	
   notables	
   sont	
  :	
   les	
  

échangeurs	
   Na+/H+	
   (NHE-­‐1	
   -­‐	
   Sodium/Hydrogen	
   Exchanger),	
   les	
   transporteurs	
   de	
  

monocarboxylates	
   (MCT	
   -­‐	
   Monocarboxylate	
   Transporteur)	
   et	
   les	
   transporteurs	
   de	
  

bicarbonates	
  (figure	
  22)	
  (Taddei	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

Une	
  autre	
  contribution	
  à	
  l’alcalinisation	
  intracellulaire	
  provient	
  d’une	
  famille	
  de	
  

protéines	
   appelée	
   les	
   Anhydrases	
   Carboniques	
   (CA)	
   dont	
   certaines	
   possèdent	
   des	
  

domaines	
   catalytiques	
   extracellulaires	
   qui	
   accélèrent	
   l’hydratation	
   du	
   CO2	
  

extracellulaire	
  en	
  HCO3-­‐	
  et	
  H+.	
  En	
  particulier,	
   l’expression	
  des	
   isoformes	
  CAIX	
  et	
  CAXII	
  

est	
   substantiellement	
   augmentée	
   sous	
   des	
   conditions	
   hypoxiques	
   de	
   manière	
   HIF1	
  

dépendante	
  (figure	
  22)	
  (Chiche	
  et	
  al	
  2010a,	
  Chiche	
  et	
  al	
  2010b).	
  

	
  

De	
  manière	
   complémentaire,	
   comme	
  observé	
  dans	
   le	
   cas	
  du	
   cancer	
  du	
   sein,	
   un	
  

pHe	
   acide	
   mène	
   à	
   une	
   redistribution	
   significative	
   des	
   lysosomes	
   de	
   la	
   région	
   péri-­‐

nucléaire	
   à	
   la	
   périphérie	
   cellulaire.	
   Ceci	
   pourrait	
   être	
   un	
   mécanisme	
   facilitant	
  

l’augmentation	
   de	
   la	
   sécrétion	
   des	
   enzymes	
   de	
   dégradation,	
   comme	
   la	
   cathépsine	
   B,	
  

permettant	
   le	
  clivage	
  des	
  métalloprotéases	
  matricielles	
  (MMP)	
  sécrétées	
  et	
   latentes	
  en	
  

des	
  enzymes	
  actives	
  (Giusti	
  et	
  al	
  2008,	
  Glunde	
  et	
  al	
  2003)	
  (figure	
  22).	
  En	
  effet,	
  le	
  pH	
  bas	
  

du	
  microenvironnement	
  tumoral	
  pourrait	
  promouvoir	
   la	
  dégradation	
  et	
   le	
  remodelage	
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C.4.1.	
  Première	
  étape	
  :	
  la	
  transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  

	
  

L’étape	
  initiale	
  de	
  la	
  métastase	
  implique	
  l’interruption	
  de	
  l’adhésion	
  de	
  la	
  cellule	
  

avec	
   les	
   cellules	
   environnantes	
   et	
   l’acquisition	
   d’un	
   phénotype	
   de	
  motilité,	
   processus	
  

appelé	
   transition	
   épithélio-­‐mésenchymateuse	
   (EMT	
   pour	
   Epithelial-­‐Mesenchymal	
  

Transition).	
   Un	
   composant	
   important	
   des	
   jonctions	
   d’adhésion,	
   la	
   Epithelial	
   (E)-­‐

cadhérine,	
  agit	
  comme	
  un	
  suppresseur	
  de	
  l’invasion	
  et	
  de	
  la	
  métastase	
  (Graff	
  et	
  al	
  2000).	
  

Il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
   l’hypoxie	
  ainsi	
  que	
  des	
  délétions	
  de	
  vhl	
   (dans	
   le	
  cancer	
  du	
  rein)	
  

sont	
  associées	
  à	
  une	
  perte	
  concomitante	
  de	
  la	
  E-­‐cadhérine.	
  Son	
  expression	
  a	
  également	
  

été	
  retrouvée	
  de	
  manière	
  inversement	
  proportionnelle	
  à	
  celle	
  de	
  HIF1a	
  dans	
  des	
  étapes	
  

avancées	
  du	
  cancer	
  de	
  l’ovaire	
  (Imai	
  et	
  al	
  2003,	
  Krishnamachary	
  et	
  al	
  2006).	
  	
  

	
  

C.4.2.	
  Seconde	
  étape	
  :	
  l’invasion	
  

	
  

La	
  seconde	
  étape	
  du	
  processus	
  métastatique	
  implique	
  la	
  migration	
  au	
  travers	
  de	
  

la	
  matrice	
  extracellulaire.	
  Celle-­‐ci	
  nécessite	
  une	
  augmentation	
  de	
  l’activité	
  protéolytique	
  

et	
  de	
  la	
  motilité	
  pour	
  que	
  les	
  cellules	
  puissent	
  atteindre	
  la	
  microcirculation	
  sanguine	
  ou	
  

lymphatique.	
   L’enzyme	
   protéolytique	
   uPA	
   est	
   activée	
   suite	
   à	
   sa	
   liaison	
   avec	
   son	
  

récepteur	
  uPAR	
  et	
  convertit	
  le	
  plasminogène	
  en	
  plasmine.	
  Cette	
  dernière	
  est	
  impliquée	
  

dans	
   la	
   dégradation	
  de	
  nombreuses	
  protéines	
  de	
   la	
  MEC	
   (comme	
   la	
   fibronectine	
   et	
   la	
  

laminine)	
   de	
   manière	
   directe	
   ou	
   après	
   activation	
   des	
   MMP	
   qui	
   par	
   la	
   suite	
   vont	
  

contribuer	
  à	
   la	
  dégradation	
  de	
   la	
  MEC	
  (Behrendt	
  2004).	
   Il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
   le	
  gène	
  

upar	
  est	
  un	
  gène	
  cible	
  de	
  la	
  réponse	
  à	
  l’hypoxie.	
  En	
  effet,	
  celle-­‐ci	
  augmente	
  l’invasion	
  in	
  

vitro	
   des	
   cellules	
   de	
   carcinomes	
  mammaires	
  mais	
   cet	
   effet	
   est	
   bloqué	
   en	
  utilisant	
   des	
  

anticorps	
   anti-­‐uPAR	
   (Graham	
   et	
   al	
   1999).	
   Cet	
   effet	
   a	
   par	
   ailleurs	
   été	
   démontré	
   dans	
  

d’autres	
  types	
  de	
  cancers	
  (côlon,	
  prostate,	
  mélanomes)	
  (Sullivan	
  and	
  Graham	
  2007).	
  	
  

	
  

C.4.3.	
  Troisième	
  étape	
  :	
  l’intravasation	
  

	
  

Par	
   la	
   suite,	
   la	
   dissémination	
   métastatique	
   implique	
   la	
   pénétration	
   des	
   parois	
  

vasculaires	
   (intravasation)	
   et	
   la	
   survie	
   dans	
   le	
   système	
   vasculaire	
   (entre	
   autres,	
   la	
  

résistance	
   à	
   l’anoïkose	
   et	
   l’échappement	
   à	
   l’immunité	
   de	
   l’hôte).	
   L’hypoxie	
   induit	
   une	
  

augmentation	
  de	
  l’expression	
  du	
  VEGF	
  qui	
  résulte	
  en	
  une	
  augmentation	
  de	
  l’angiogenèse	
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et	
   la	
   lympho-­‐angiogenèse.	
   Par	
   ailleurs,	
   le	
   VEGF	
   renforce	
   également	
   la	
   propagation	
  

métastatique	
  et	
  promeut	
  l’intravasation	
  en	
  augmentant	
  la	
  perméabilité	
  vasculaire	
  et	
  en	
  

contribuant	
  à	
  l’élévation	
  de	
  la	
  pression	
  du	
  liquide	
  interstitiel	
  (Interstitial	
  Fluid	
  Pressure	
  

IFP)	
  (Dvorak	
  et	
  al	
  1999,	
  Rofstad	
  et	
  al	
  2002).	
  

	
  

C.4.4.	
  Dernière	
  étape	
  :	
  l’extravasation	
  

	
  

Finalement,	
   pour	
   former	
   des	
   métastases,	
   les	
   cellules	
   doivent	
   sortir	
   de	
   la	
  

circulation	
   (extravasation)	
   et	
   initier	
   l’angiogenèse	
   pour	
   supporter	
   la	
   croissance	
  

tumorale	
  et	
   la	
  colonisation	
  du	
   tissu	
  cible.	
  Le	
  rôle	
  du	
  VEGF	
  a	
  encore	
  une	
   fois	
  été	
  établi	
  

dans	
  ce	
  cas.	
  En	
  effet,	
  une	
  inhibition	
  directe	
  de	
  son	
  activité	
  par	
  des	
  anticorps	
  anti-­‐VEGF	
  a	
  

montré	
  une	
  suppression	
  de	
  l’extravasation	
  et	
  des	
  métastases	
  pulmonaires	
  (Melnyk	
  et	
  al	
  

1996,	
  Rofstad	
  and	
  Danielsen	
  1999,	
  Weis	
  et	
  al	
  2004).	
  

	
  

Par	
  ailleurs,	
  dans	
  deux	
  études	
  distinctes	
  de	
  2007,	
  la	
  déficience	
  en	
  HIF1a	
  dans	
  le	
  

cancer	
  du	
  sein	
  a	
  mené	
  à	
  un	
  retard	
  dans	
  l’apparition	
  de	
  la	
  tumeur,	
  à	
  une	
  réduction	
  de	
  la	
  

croissance	
   tumorale,	
   à	
  une	
  diminution	
  des	
  vaisseaux	
   sanguins	
  et	
   à	
  une	
  diminution	
  du	
  

nombre	
  de	
  métastases	
  pulmonaires.	
  Ceci	
  témoigne	
  du	
  rôle	
  de	
  HIF1a	
  dans	
  la	
  promotion	
  

du	
  potentiel	
  métastatique	
  (Hiraga	
  et	
  al	
  2007,	
  Liao	
  et	
  al	
  2007).	
  

	
  

De	
   ce	
   fait,	
   il	
   est	
   clairement	
   établi	
   que	
   l’hypoxie	
   favorise	
   chaque	
   étape	
   de	
   la	
  

métastase	
  cancéreuse	
  et	
  promeut	
  la	
  propagation	
  tumorale.	
  

	
  

D.	
  L’hypoxie	
  et	
  les	
  enjeux	
  thérapeutiques	
  :	
  

	
  

L’hypoxie	
  est	
  corrélée,	
  d’une	
  part,	
  à	
  un	
  état	
  de	
  stress	
  oxydatif	
  et,	
  d’autre	
  part,	
  à	
  

l’augmentation	
   de	
   la	
   résistance	
   aux	
   thérapies	
   anticancéreuses	
   dans	
   de	
   nombreux	
  

modèles	
   cancéreux	
   (Brahimi-­‐Horn	
   et	
   al	
   2011).	
   De	
   ce	
   fait,	
   le	
   clonage	
   de	
   HIF,	
   la	
  

compréhension	
   des	
   voies	
   qui	
   le	
   régulent	
   et	
   l’identification	
   de	
   ses	
   cibles	
   en	
   aval	
   ont	
  

produit	
  un	
  grand	
  nombre	
  de	
  cibles	
  moléculaires	
  en	
  thérapie.	
  En	
  particulier,	
  vu	
  le	
  rôle	
  de	
  

l’hypoxie	
  dans	
  les	
  processus	
  tumorigéniques,	
  le	
  ciblage	
  de	
  la	
  voie	
  des	
  HIFs	
  est	
  d’autant	
  

plus	
   important	
   que	
   cette	
   approche	
   permet	
   de	
   cibler	
   de	
  manière	
   sélective	
   les	
   cellules	
  

tumorales	
  hypoxiques.	
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D.1.	
  L’hypoxie	
  et	
  la	
  chimiorésistance	
  :	
  

	
  

Les	
   effets	
   biologiques	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   peuvent	
   aussi	
  

moduler	
   leurs	
   réponses	
   aux	
   thérapies.	
   D’une	
   manière	
   générale,	
   l’hypoxie	
   module	
  

différentes	
   voies	
   qui	
   contribuent	
   à	
   la	
   radio	
   et	
   la	
   chimio	
   résistance.	
   Par	
   exemple,	
   elle	
  

exerce	
   une	
   pression	
   sélective	
   sur	
   les	
   cellules	
   pour	
   la	
   perte	
   de	
   p53,	
   médiateur	
   clé	
   de	
  

l’apoptose,	
   et	
  augmente	
   l’expression	
  génique	
  de	
  mdr1	
   (multidrug	
  resistance)	
  menant	
  à	
  

l’efflux	
   des	
   drogues	
   chimiothérapeutiques	
   (Comerford	
   et	
   al	
   2002,	
   Graeber	
   et	
   al	
   1996,	
  

Wartenberg	
  et	
  al	
  2003).	
  Par	
  ailleurs,	
  et	
  via	
   la	
  régulation	
  de	
  certains	
  gènes	
  comme	
   lysyl	
  

oxidase,	
  met	
  et	
  cxcr4,	
  l’hypoxie	
  mène	
  à	
  l’augmentation	
  du	
  taux	
  de	
  métastases	
  (Erler	
  et	
  al	
  

2006,	
   Pennacchietti	
   et	
   al	
   2003,	
   Staller	
   et	
   al	
   2003).	
   De	
   ce	
   fait,	
   l’échec	
   de	
   certaines	
  

thérapies	
  anti-­‐angiogéniques	
  dans	
  la	
  prévention	
  de	
  l’apparition	
  de	
  métastases	
  pourrait	
  

être	
   dû	
   à	
   ces	
   adaptations	
   favorisées	
   par	
   l’hypoxie	
   au	
   sein	
   des	
   cellules	
   cancéreuses	
  

(Chiche	
  et	
  al	
  2010a).	
  

	
  

D.2.	
  L’hypoxie	
  et	
  la	
  radiorésistance	
  :	
  

	
  

Les	
   premières	
   études	
   sur	
   le	
   rôle	
   des	
   niveaux	
   d’oxygène	
   ont	
   été	
   bâties	
   sur	
  

l’observation	
  que	
  les	
  tissus	
  pauvrement	
  perfusés	
  sont	
  plus	
  résistants	
  à	
  la	
  radiation.	
  De	
  

ce	
   fait,	
   une	
   connexion	
  directe	
   a	
   été	
   faite	
   entre	
   l’oxygénation	
   tissulaire	
   et	
   la	
   résistance	
  

tumorale,	
  l’oxygène	
  agissant	
  comme	
  un	
  radiosensibilisateur	
  et	
  augmentant	
  le	
  dommage	
  

de	
   l’ADN	
  via	
   la	
   formation	
  de	
  radicaux	
  libres	
  (Brown	
  2007,	
  Gray	
  et	
  al	
  1953).	
  De	
  ce	
  fait,	
  

l’utilisation	
   de	
   nouvelles	
  méthodes	
   de	
   traitement	
   par	
   radiations	
   sont	
   actuellement	
   en	
  

cours	
  comme	
  le	
  dose-­‐painting.	
  Il	
  s’agit	
  en	
  effet	
  de	
  prescrire	
  des	
  doses	
  non	
  uniformes	
  de	
  

radiations	
   en	
   fonction	
   de	
   la	
   zone	
   cible.	
   Ces	
   doses	
   sont	
   établies	
   en	
   se	
   basant	
   sur	
   des	
  

biomarqueurs	
   moléculaires	
   ou	
   d’imagerie	
   indiquant	
   les	
   risques	
   locaux	
   de	
   rechute	
  

comme	
   par	
   exemple	
   au	
   niveau	
   des	
   zones	
   hypoxiques	
   (Alonzi	
   2015,	
   Bentzen	
   and	
  

Gregoire	
  2011).	
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D.3.	
  Ciblage	
  de	
  HIF1	
  et	
  de	
  ses	
  gènes	
  cibles	
  :	
  

	
  

Etant	
   donné	
   son	
   rôle	
   central,	
   le	
   ciblage	
   de	
   HIF	
   attire	
   une	
   attention	
   tout	
   à	
   fait	
  

particulière.	
   Cependant,	
   vu	
   la	
   difficulté	
   de	
   cibler	
   directement	
   les	
   facteurs	
   de	
  

transcription,	
   les	
   stratégies	
   les	
   plus	
   prometteuses	
   s’orientent	
   vers	
   le	
   blocage	
   de	
  

l’accumulation	
   de	
   HIF,	
   soit	
   par	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   traduction	
   soit	
   en	
   promouvant	
   sa	
  

dégradation.	
   Une	
   autre	
   approche	
   consiste	
   en	
   une	
   inhibition	
   des	
   gènes	
   cibles	
   de	
   HIF	
  

comme	
  le	
  vegf,	
  tgfa	
  ou	
  lysyl	
  oxidase.	
  En	
  effet,	
  des	
  thérapies	
  dirigées	
  contre	
  des	
  cibles	
  clés	
  

de	
   HIF	
   ont	
   été	
   développées	
   et	
   approuvées	
   pour	
   une	
   utilisation	
   clinique.	
   Parmi	
   ces	
  

molécules	
   se	
   trouvent	
   le	
   bevacizumab	
   (Avastin®),	
   un	
   anticorps	
   monoclonal	
   dirigé	
  

contre	
   le	
   VEGF,	
   communément	
   utilisé	
   dans	
   le	
   traitement	
   du	
   cancer	
   colorectal	
  

métastatique	
   mais	
   également	
   le	
   sorafenib,	
   inhibiteur	
   du	
   VEGFR	
   qui	
   a	
   montré	
   un	
  

bénéfice	
  clinique	
  dans	
  les	
  carcinomes	
  hépatocellulaires	
  et	
  rénaux	
  (Escudier	
  et	
  al	
  2007,	
  

Ferrara	
  et	
  al	
  2004,	
  Hurwitz	
  et	
  al	
  2004).	
  

	
  

En	
  outre,	
  le	
  ciblage	
  de	
  l’interaction	
  entre	
  HIF	
  et	
  le	
  co-­‐activateur	
  transcriptionnel	
  

p300	
   a	
   également	
   mené	
   à	
   l’inhibition	
   de	
   l’expression	
   de	
   gènes	
   cibles	
   de	
   HIF	
   et	
   à	
   la	
  

réduction	
  de	
   la	
  croissance	
   tumorale	
   (Kung	
  et	
  al	
  2000,	
  Kung	
  et	
  al	
  2004).	
  Egalement,	
  et	
  

même	
   si	
   les	
  mécanismes	
   ne	
   sont	
   pas	
   encore	
   clairs,	
   un	
   grand	
   nombre	
   d’autres	
   petites	
  

molécules	
   comme	
   les	
   inhibiteurs	
   de	
   topoisomérases,	
   les	
   déstabilisateurs	
   de	
  

microtubules	
  ou	
  les	
  inhibiteurs	
  d’histone	
  désacétylase	
  inhibent	
  l’accumulation	
  de	
  HIF1a	
  

(Semenza	
  2007).	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   comme	
   décrit	
   précédemment,	
   des	
   mutations	
   dans	
   les	
   voies	
   de	
  

signalisation	
  PI3K/AKT/mTOR	
  et	
  RAS	
  ont	
  été	
  montrées	
  comme	
  régulant	
  positivement	
  la	
  

protéine	
   HIF1a.	
   En	
   effet,	
   l’inhibition	
   de	
   mTOR,	
   dans	
   des	
   modèles	
   de	
   cancer	
   de	
   la	
  

prostate	
   chez	
   la	
   souris	
   ou	
   avec	
   des	
   cellules	
   cancéreuses	
   rénales,	
   a	
   diminué	
  

l’accumulation	
   de	
  HIF1a	
   et	
   l’expression	
   de	
   gènes	
   dépendants	
   de	
  HIF	
   (Majumder	
   et	
   al	
  

2004,	
  Thomas	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

De	
   ce	
   fait,	
   près	
   d’un	
   siècle	
   après	
   la	
   découverte	
   initiale	
   de	
   Warburg	
   du	
  

métabolisme	
  tumoral,	
  les	
  crosstalk	
  entre	
  les	
  voies	
  de	
  HIF	
  ainsi	
  que	
  les	
  dérégulations	
  des	
  

oncogènes	
   et	
   des	
   suppresseurs	
   de	
   tumeurs	
   qui	
   conduisent	
   aux	
   changements	
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métaboliques	
   reste	
   un	
   domaine	
   majeur	
   d’étude.	
   Prises	
   ensemble,	
   ces	
   observations	
  

seraient	
   critiques	
   pour	
   le	
   développement	
   réussi	
   de	
   nouveaux	
   traitements	
   avec	
   la	
  

promesse	
  d’amélioration	
  des	
  thérapies	
  ciblées	
  utilisées	
  dans	
  le	
  cancer	
  et	
  l’abolition	
  des	
  

résistances	
  induites	
  par	
  l’hypoxie.	
  

	
  

E.	
  L’hypoxie	
  et	
  les	
  RTK	
  :	
  

	
  

De	
   nombreux	
   RTK	
   et	
   leurs	
   ligands	
   sont	
   régulés	
   en	
   conditions	
   hypoxiques	
   soit	
  

directement	
  par	
  HIF1a	
  ou	
  HIF2a	
  ou	
  par	
  d’autres	
  mécanismes	
  dépendants	
  de	
  l’hypoxie,	
  

mais	
  indépendants	
  des	
  HIFs	
  (figure	
  23).	
  

	
  

E.1.	
  Les	
  ligands	
  des	
  RTK	
  :	
  

	
  

E.1.1.	
  La	
  famille	
  du	
  VEGF	
  :	
  

	
  

La	
  baisse	
  de	
  pression	
  en	
  oxygène	
  a	
  été	
  corrélée	
  avec	
  une	
  production	
  plus	
  élevée	
  

de	
  plusieurs	
  ligands	
  des	
  RTK.	
  Par	
  exemple,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  l’expression	
  du	
  VEGF-­‐A	
  

est	
   induite	
  par	
   l’hypoxie	
  dans	
  de	
  nombreux	
  types	
  cellulaires	
  à	
   la	
   fois	
   in	
  vitro	
  et	
   in	
  vivo	
  

(figure	
   23)	
   (Ferrara	
   and	
   Davis-­‐Smyth	
   1997,	
   Harris	
   2002).	
   L’augmentation	
   de	
   la	
  

sécrétion	
  des	
  membres	
  de	
   la	
   famille	
  VEGF	
  par	
   les	
   cellules	
   tumorales	
  hypoxiques	
  peut	
  

être	
   de	
   manière	
   paracrine	
   (menant	
   à	
   la	
   prolifération	
   et	
   la	
   migration	
   des	
   cellules	
  

épithéliales)	
   ou	
   de	
  manière	
   autocrine	
   en	
   tant	
   que	
   facteurs	
   de	
   survie	
   pour	
   les	
   cellules	
  

tumorales	
   elles	
   mêmes	
   (Mercurio	
   et	
   al	
   2004,	
   Simiantonaki	
   et	
   al	
   2008).	
   Elle	
   peut	
  

également	
  se	
  faire	
  par	
  des	
  mécanismes	
  additionnels	
  comme	
  l’augmentation	
  de	
  l’activité	
  

kinase	
  de	
  Src	
  dans	
  les	
  cellules	
  de	
  gliome	
  (Mukhopadhyay	
  et	
  al	
  1995).	
  

	
  

E.1.2.	
  Le	
  PDGF	
  et	
  l’IGF	
  :	
  

	
  

L’augmentation	
  de	
  la	
  production	
  des	
  VEGFs	
  est	
  également	
  due	
  à	
  une	
  dérégulation	
  

de	
  la	
  production	
  de	
  PDGF	
  médié	
  par	
  HIF	
  (Abdel-­‐Rahman	
  2015).	
  En	
  effet,	
  l’hypoxie	
  induit	
  

la	
   transcription	
   du	
   pdgfb	
   et	
   plusieurs	
   études	
   ont	
   rapporté	
   une	
   corrélation	
   entre	
  

l’expression	
  de	
  HIF1a	
  et	
  PDGFb	
  dans	
   le	
  cancer	
  du	
  sein	
   (figure	
  23)	
   (Schito	
  et	
  al	
  2012).	
  

D’autre	
  part,	
  le	
  IGF2,	
  ligand	
  du	
  récepteur	
  tyrosine	
  kinase	
  IGF1R	
  joue	
  également	
  un	
  rôle	
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dans	
   la	
   tumorigenèse	
   induite	
   par	
   l’hypoxie	
   est	
   induit	
   par	
   l’hypoxie	
   dans	
   des	
   cellules	
  

issues	
  de	
  carcinome	
  hépatocellulaire	
  (HepG2)	
  (figure	
  23)	
  (Kim	
  et	
  al	
  1998).	
  

	
  

	
   	
   E.1.3.	
  Le	
  TGF	
  :	
   	
  

	
  

Nous	
   avons	
   vu	
   précédemment	
   que	
   la	
   surexpression	
   de	
   HIF1a/HIF2a	
   peut	
  

également	
  avoir	
   lieu	
  dans	
  des	
  conditions	
  non-­‐hypoxiques,	
  comme	
  par	
  exemple	
  dans	
   le	
  

cas	
   des	
   cellules	
   vhl	
   -­‐/-­‐	
   issues	
   de	
   cancers	
   du	
   rein.	
   Il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   la	
   croissance	
  

dérégulée	
  de	
  ces	
  cellules	
  était	
   liée	
  à	
  une	
  activation	
  de	
   la	
  voie	
  TGFa/EGFR.	
  Par	
  ailleurs,	
  

cette	
   étude	
   a	
   montré	
   que	
   la	
   surproduction	
   de	
   TGFa	
   par	
   ces	
   cellules	
   était	
   une	
  

conséquence	
  directe	
  de	
  l’activation	
  de	
  HIF	
  (figure	
  23)	
  (Gunaratnam	
  et	
  al	
  2003).	
  En	
  effet,	
  

l’utilisation	
   d’inhibiteurs	
   de	
   l’EGFR	
   a	
   été	
   aussi	
   efficace	
   que	
   la	
   réintroduction	
   de	
   VHL	
  

dans	
  l’abolition	
  de	
  l’habilité	
  de	
  ces	
  cellules	
  à	
  former	
  des	
  tumeurs	
  dans	
  des	
  souris	
  nude	
  

(Ciardiello	
  et	
  al	
  1998,	
  Iliopoulos	
  et	
  al	
  1995).	
  

	
  

E.2.	
  Les	
  RTK	
  :	
  

	
  

E.2.1.	
  La	
  famille	
  de	
  l’EGFR	
  :	
  

	
  

Indépendamment	
   de	
   l’activation	
   transcriptionnelle	
   induite	
   directement	
   par	
  

HIF1a/HIF2a,	
   l’hypoxie	
   a	
   un	
   impact	
   très	
   fort	
   sur	
   les	
  membres	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   ErbB	
  

consistant	
   en	
   EGFR/ErbB1,	
   HER2/ErbB2,	
   HER3/ErbB3	
   et	
   HER4/ErbB4	
   et	
   dont	
  

l’activation	
   aberrante	
   par	
   la	
   famille	
   des	
   EGF	
   est	
   fortement	
   associée	
   avec	
   la	
  

tumorigenèse,	
   l’invasion	
  et	
   la	
  métastase	
   (Momose	
  et	
  al	
  2013).	
  La	
  dérégulation	
  de	
   leur	
  

activité	
   à	
   cause	
   d’une	
   amplification	
   génique,	
   surexpression	
   ou	
   mutations	
   dans	
   de	
  

nombreux	
   types	
  cellulaires	
   issus	
  de	
  cancers	
  humains	
  est	
  étroitement	
  associée	
  avec	
  un	
  

mauvais	
  pronostique	
  et	
  une	
  résistance	
  à	
  différents	
  traitements	
  (Yarden	
  and	
  Sliwkowski	
  

2001).	
  

	
  

L’expression	
  de	
  l’EGFR	
  corrèle	
  avec	
  l’hypoxie	
  tumorale	
  dans	
  le	
  cancer	
  du	
  poumon	
  

non	
  à	
  petites	
  cellules.	
  En	
  effet,	
  l’hypoxie	
  et	
  l’activation	
  de	
  HIF2a	
  ont	
  été	
  spécifiquement	
  

montrées	
  comme	
   induisant	
   la	
   surexpression	
  de	
   l’EGFR	
  dans	
  ces	
  cellules	
   (Swinson	
  and	
  

O'Byrne	
  2006).	
  Par	
  ailleurs,	
  la	
  régulation	
  positive	
  de	
  l’EGFR	
  peut	
  être	
  court-­‐circuitée	
  en	
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inhibant	
  HIF2a	
  en	
  utilisant	
  l’étoposide,	
  un	
  inhibiteur	
  de	
  la	
  topoisomérase	
  II	
  (Wang	
  and	
  

Schneider	
   2010).	
   De	
   plus,	
   l’activation	
   par	
   l’hypoxie	
   de	
   HIF1a	
   et	
   HIF2a	
   prolonge	
   la	
  

signalisation	
  de	
  EGFR	
  et	
  de	
  HER4	
  dans	
  les	
  cancers	
  rénaux	
  et	
  les	
  carcinomes	
  mammaires	
  

respectivement	
   (figure	
  23)	
   (Paatero	
  et	
   al	
  2014,	
  Wang	
  et	
   al	
  2009b).	
   Il	
   a	
   également	
  été	
  

démontré	
  que	
  l’hypoxie	
  augmentait	
  la	
  signalisation	
  de	
  HER2	
  et	
  HER3	
  dans	
  des	
  cellules	
  

du	
  cancer	
  du	
  côlon	
  (Momose	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

E.2.2.	
  Les	
  autres	
  RTK	
  :	
  

	
  

E.2.2.a.	
  L’IGFR	
  :	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   l’hypoxie	
   a	
   montré	
   qu’elle	
   induisait	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
  

population	
  de	
  cellules	
  souches	
  cancéreuses	
  résistantes	
  au	
  géfitinib	
  en	
  activant	
  un	
  autre	
  

RTK	
   qui	
   est	
   l’IGF1R.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   dans	
   des	
   cellules	
   du	
   cancer	
   du	
  

poumon	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
  avec	
  mutation	
  de	
  l’EGFR,	
  l’hypoxie	
  augmentait	
  le	
  nombre	
  

de	
   sphères	
   des	
   cellules	
   souches	
   cancéreuses	
   du	
   poumon	
   résistantes	
   au	
   géfitinib	
   par	
  

l’augmentation	
  de	
  l’IGF1	
  et	
  l’activation	
  de	
  l’IGFR1.	
  Ce	
  résultat	
  fait	
  de	
  ce	
  dernier	
  une	
  cible	
  

intéressante	
  pour	
  surmonter	
  la	
  résistance	
  au	
  géfitinib	
  des	
  tumeurs	
  avec	
  des	
  mutations	
  

activatrices	
  de	
  l’EGFR	
  (Murakami	
  et	
  al	
  2014).	
  

	
  

E.2.2.b.	
  Le	
  FGFR3	
  :	
  

	
  

D’autre	
   part,	
   l’hypoxie	
   augmente	
   les	
   niveaux	
   de	
   mRNA	
   du	
   FGFR3	
   par	
  

l’intermédiaire	
  de	
  la	
  répression	
  de	
  miR-­‐100	
  connu	
  pour	
  cibler	
  le	
  FGFR3	
  (figure	
  23).	
  Par	
  

ailleurs,	
  HIF1a	
  semble	
  également	
  jouer	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  régulation	
  négative	
  de	
  ce	
  miRNA	
  

vu	
  que	
  son	
  knockdown	
  diminue	
  les	
  niveaux	
  de	
  FGFR3	
  dans	
  des	
  conditions	
  hypoxiques.	
  

Néanmoins,	
   les	
   mécanismes	
   moléculaires	
   menant	
   à	
   ce	
   résultat	
   ne	
   sont	
   pas	
   encore	
  

connus	
  (Blick	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  

E.2.2.c.	
  RON	
  et	
  AXL	
  :	
  

	
  

Le	
   récepteur	
   RON,	
   connu	
   pour	
   interagir	
   avec	
   MET	
   est	
   également	
   activé	
   en	
  

hypoxie	
  suite	
  à	
  la	
  liaison	
  de	
  HIF1a	
  sur	
  les	
  deux	
  HRE	
  situés	
  sur	
  son	
  promoteur	
  (figure	
  23)	
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pathologiques.	
   La	
   régulation	
   croisée	
   entre	
   MET	
   et	
   l’hypoxie	
   a	
   été	
   décrite	
   pour	
   la	
  

première	
  fois	
  par	
  une	
  équipe	
  italienne	
  menée	
  par	
  le	
  Pr.	
  Comoglio	
  il	
  y	
  a	
  un	
  peu	
  plus	
  de	
  10	
  

ans.	
  Cette	
  étude	
  a	
  démontré	
  une	
  régulation	
  de	
  MET	
  par	
  l’hypoxie	
   in	
  vitro	
  et	
  in	
  vivo.	
  Il	
  a	
  

notamment	
  été	
  observé	
  in	
  vitro	
  une	
  augmentation	
  des	
  niveaux	
  de	
  mRNA	
  et	
  de	
  protéines	
  

de	
   MET	
   dans	
   un	
   certain	
   nombre	
   de	
   lignées	
   cancéreuses	
   après	
   exposition	
   à	
   l’hypoxie	
  

menant	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   l’invasion	
   et	
   de	
   la	
   motilité	
   cellulaires.	
   In	
   vivo,	
   cette	
  

équipe	
  a	
  observé	
  une	
  expression	
  protéique	
  de	
  MET	
  inversement	
  proportionnelle	
  avec	
  le	
  

niveau	
   d’oxygène.	
   Cette	
   induction	
   a	
   été	
   démontrée	
   comme	
   étant	
   d’origine	
  

transcriptionelle	
  et	
  médiée,	
  sur	
   le	
  gène	
  de	
  met,	
  par	
  deux	
  différents	
  sites	
  de	
   liaisons	
  de	
  

HIF1a	
   et	
   un	
   site	
   de	
   liaison	
  de	
  AP-­‐1	
   (un	
   autre	
   facteur	
  de	
   transcription),	
   tous	
   situés	
   au	
  

niveau	
  de	
  la	
  région	
  de	
  l’ADN	
  qui	
  correspondra	
  dans	
  l’ARNm	
  à	
  la	
  région	
  5’	
  non	
  traduite	
  

(5’	
  UTR)	
  (Pennacchietti	
  et	
  al	
  2003).	
  

	
  

L’augmentation	
  de	
  l’expression	
  de	
  MET	
  favorise	
  à	
  elle	
  seule	
  l’oligomérisation	
  du	
  

récepteur	
  et	
  son	
  activation	
  par	
  le	
  ligand	
  ainsi	
  qu’une	
  augmentation	
  de	
  la	
  sensibilité	
  et	
  la	
  

susceptibilité	
  des	
  cellules	
  à	
  la	
  stimulation	
  par	
  l’HGF/SF	
  (Michieli	
  2009,	
  Pennacchietti	
  et	
  

al	
   2003).	
   Ce	
   dernier	
   effet,	
   lié	
   à	
   une	
   augmentation	
   du	
   niveau	
   d’HGF/SF,	
   pourrait	
   être	
  

expliqué	
  par	
  l’augmentation	
  en	
  hypoxie	
  de	
  l’activité	
  de	
  certaines	
  protéases	
  comme	
  uPA	
  

(Graham	
   et	
   al	
   1998,	
   Naldini	
   et	
   al	
   1992).	
   Par	
   la	
   suite,	
   Ide	
   et	
   al.	
   ont	
   démontré	
   une	
  

augmentation	
  de	
   l’invasion	
  des	
  PK8,	
  cellules	
  cancéreuses	
  pancréatiques,	
   incubées	
  avec	
  

du	
  milieu	
  hypoxique	
  de	
   fibroblastes	
   (MRC5).	
   Cette	
   invasion	
  plus	
   élevée	
   est	
   due	
   à	
  une	
  

augmentation	
  de	
  l’expression	
  de	
  MET	
  dans	
  les	
  PK8	
  et	
  une	
  augmentation	
  de	
  la	
  sécrétion	
  

de	
  l’HGF/SF	
  par	
  les	
  fibroblastes	
  (Ide	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

Par	
  ailleurs,	
  il	
  a	
  été	
  décrit	
  que	
  la	
  première	
  stratégie	
  des	
  cellules	
  pour	
  échapper	
  à	
  

un	
   microenvironnement	
   tumoral	
   défavorable,	
   comme	
   l’hypoxie,	
   est	
   l’activation	
   d’un	
  

programme	
   de	
   motogénie	
   et	
   le	
   premier	
   facteur	
   engagé	
   est	
   le	
   couple	
   HGF/SF-­‐MET	
  

(Pennacchietti	
  et	
  al	
  2003).	
  En	
  favorisant	
  la	
  dégradation	
  de	
  la	
  MEC	
  par	
  les	
  MMP,	
  l’hypoxie	
  

déclenche	
   la	
   EMT	
   conduisant	
   ainsi	
   à	
   la	
  motilité	
   cellulaire.	
   En	
   altérant	
   l’expression,	
   la	
  

localisation	
  et	
  l’activité	
  des	
  cadhérines,	
  intégrines	
  et	
  MMP,	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  

est	
   un	
   acteur	
   actif	
   de	
   ce	
   phénomène	
   (Sullivan	
   and	
   Graham	
   2007,	
   Taddei	
   et	
   al	
   2013,	
  

Trusolino	
  and	
  Comoglio	
  2002).	
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Dernièrement,	
  et	
  dans	
  des	
  cellules	
  cancéreuses	
  rénales,	
  une	
  étude	
  a	
  montré	
  d’une	
  

part,	
   que	
   l’hypoxie	
  menait	
   à	
  une	
  diminution	
  de	
   l’expression	
  de	
   la	
  phosphatase	
  DUSP2	
  

par	
   les	
   ROS.	
   Cet	
   effet	
   mène	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   voie	
   MAPK/ERK	
   et	
   à	
   une	
  

augmentation	
   du	
   caractère	
   invasif	
   des	
   cellules.	
   D’autre	
   part,	
   l’hypoxie	
   augmenterait	
  

l’activation	
   de	
   la	
   Protein	
   Kinase	
   C	
   (PKC)	
   ainsi	
   que	
   celle	
   de	
   la	
   Protein	
   Phosphatase-­‐2A	
  

(PP2A)	
   ce	
   qui	
   induirait	
   une	
   diminution	
   de	
   l’activation	
   de	
   la	
   voie	
   AKT,	
   menant	
   à	
   une	
  

diminution	
  de	
  la	
  prolifération	
  et	
  à	
  l’induction	
  de	
  l’autophagie	
  (Lee	
  et	
  al	
  2014).	
  

	
  

A	
   noter	
   qu’il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   l’activation	
   de	
   l’EGFR,	
   que	
   ce	
   soit	
   par	
   des	
  

mutations	
  activatrices	
  ou	
  suite	
  à	
  une	
   liaison	
  de	
  son	
   ligand,	
  a	
  mené	
  à	
  une	
  amplification	
  

génique	
  de	
  MET	
  dans	
  le	
  cancer	
  pulmonaire	
  non	
  à	
  petites	
  cellules.	
  Ces	
  amplification	
  est	
  

HIF1a-­‐dépendante	
   et	
   mène	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   l’expression	
   de	
   MET	
   ainsi	
   que	
  

l’invasion	
  cellulaire	
  (Xu	
  et	
  al	
  2010).	
  

	
  

Ø MET,	
  HIF1a	
  et	
  leurs	
  régulations	
  croisées	
  :	
  

	
  

Nous	
  savons	
  que	
  MET	
  est	
  régulé	
  par	
  HIF1a,	
  mais	
  l’inverse	
  est	
  également	
  vrai.	
  En	
  

effet,	
   l’activité	
  de	
  MET	
  induite	
  par	
  l’HGF/SF	
  dans	
  les	
  cellules	
  d’hépatome	
  augmenterait	
  

le	
  niveau	
  de	
  mRNA	
  et	
  de	
  protéines	
  de	
  HIF1a	
  ainsi	
  que	
  l’augmentation	
  de	
  son	
  activité	
  et	
  

l’expression	
  de	
  ses	
  gènes	
  cibles	
  (Tacchini	
  et	
  al	
  2001).	
  Dans	
  différentes	
  lignées	
  cellulaires	
  

cancéreuses,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  l’activation	
  de	
  MET	
  par	
  l’HGF/SF	
  mène	
  à	
  l’activation	
  

de	
  NF-­‐κB	
  qui	
  est	
  capable	
  de	
  réguler	
  l’expression	
  de	
  HIF1a	
  par	
  sa	
  liaison	
  sur	
  la	
  région	
  5’	
  

UTR	
   du	
   mRNA	
   de	
   ce	
   dernier	
   (Tacchini	
   et	
   al	
   2004).	
   Par	
   ailleurs,	
   l’inhibition	
   de	
   la	
  

signalisation	
   HGF/SF-­‐MET	
   par	
   utilisation	
   de	
   la	
   décorine,	
   un	
   protéoglycane	
   riche	
   en	
  

leucines	
  impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  de	
  MET,	
  a	
  montré	
  une	
  réduction	
  de	
  l’expression	
  

de	
  HIF1a	
  et	
  du	
  VEGF-­‐A	
  dans	
  des	
  cellules	
  du	
  carcinome	
  mammaire	
  (Neill	
  et	
  al	
  2012).	
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Objectifs	
  de	
  la	
  thèse	
  :	
  
	
  

Au	
   début	
   de	
   ma	
   thèse,	
   j’ai	
   étudié	
   le	
   rôle	
   de	
   l’héparanase	
   sur	
   la	
   signalisation	
  

HGF/SF-­‐MET	
  dans	
  un	
  milieu	
  hypoxique	
  acidifiant.	
  En	
  effet,	
  des	
  études	
  ont	
  montré	
  que	
  

l’expression	
   du	
   gène	
   de	
   l’héparanase	
   ainsi	
   que	
   son	
   activité	
   étaient	
   augmentées	
   en	
  

hypoxie	
  (Nasser	
  et	
  al	
  2005,	
  Wu	
  et	
  al	
  2010).	
  L’objectif	
  était	
  d’une	
  part	
  de	
  déterminer	
  si	
  

l’hypoxie	
  menait	
  à	
  une	
  acidification	
  du	
  milieu	
  extracellulaire	
  suffisante	
  pour	
  permettre	
  

l’activité	
  de	
  l’héparanase	
  ;	
  et	
  d’autre	
  part,	
  si	
  dans	
  des	
  cellules	
  surexprimant	
  l’héparanase	
  

en	
  milieu	
   hypoxique,	
   la	
   signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
   était	
  modifiée.	
   Ces	
   résultats	
   seront	
  

abordés	
  dans	
  la	
  première	
  partie	
  du	
  chapitre	
  «	
  résultats	
  ».	
  	
  

	
  

Malgré	
  des	
  résultats	
  prometteurs,	
  j’ai	
  poursuivi	
  ma	
  thèse	
  en	
  me	
  concentrant	
  sur	
  

les	
   conséquences	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   la	
   signalisation	
   de	
   MET.	
   En	
   effet,	
   lors	
   de	
   mes	
  

premières	
   expériences,	
   un	
   phénomène	
   intéressant	
   et	
   original	
   a	
   été	
   observé	
   et	
   nous	
  

avons	
  décidé	
  de	
  réorienter	
  mon	
  travail	
  dans	
  l’exploration	
  de	
  ce	
  résultat.	
  

	
  	
  

Donc,	
   par	
   la	
   suite,	
  mon	
   travail	
   s’est	
   principalement	
   axé	
   sur	
   le	
   rôle	
  de	
   l’hypoxie	
  

dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   signalisation	
   HGF/SF-­‐MET	
   et	
   fait	
   l’objet	
   d’un	
   article	
   original.	
  

D’autres	
   expérimentations	
   relatives	
   à	
   ce	
   travail	
   seront	
   discutées	
   dans	
   la	
   partie	
  

«	
  expériences	
  complémentaires	
  ».	
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Résultats	
  
	
  

Partie	
  I	
  :	
  	
  

Au	
   cours	
   de	
   cette	
   thèse,	
   nous	
   nous	
   sommes	
   initialement	
   intéressés	
   au	
   rôle	
   de	
  

l’héparanase,	
   enzyme	
   dégradant	
   les	
   héparanes	
   sulfates	
   (HS),	
   composant	
  majeur	
   de	
   la	
  

matrice	
  extracellulaire	
  et	
  connu	
  pour	
  constituer	
  un	
  réservoir	
  de	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  

comme	
   l’HGF/SF.	
   Par	
   conséquent,	
   le	
   remaniement	
   des	
   héparanes	
   sulfates	
  

protéoglycanes	
  (HSPG)	
  et	
  HS,	
  permettant	
  le	
  relargage	
  de	
  l’HGF/SF,	
  pourrait	
  mener	
  à	
  une	
  

plus	
   forte	
   activation	
   du	
   récepteur	
   MET.	
   L’héparanase	
   étant	
   la	
   seule	
   enzyme	
   de	
  

dégradation	
  des	
  HS	
  et	
  n’étant	
  active	
  qu’en	
  milieu	
  acide,	
  nous	
  nous	
  sommes	
  penchés	
  sur	
  

les	
  conditions	
  pouvant	
  mener	
  à	
  une	
  acidification	
  du	
  milieu	
  extracellulaire	
  et	
  à	
  l’hypoxie.	
  

En	
   effet,	
   l’hypoxie	
   ayant	
   été	
   décrite	
   comme	
   induisant	
   une	
   acidification	
   du	
  

microenvironnement,	
   nous	
   nous	
   sommes	
   interrogés	
   sur	
   les	
   interactions	
   éventuelles	
  

entre	
  héparanase,	
  hypoxie	
  et	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  

Ces	
   travaux	
   ont	
   nécessité	
   la	
   mise	
   en	
   place	
   de	
   nombreuses	
   techniques	
   et	
   de	
  

méthodologies	
  nouvelles	
  dans	
  le	
  laboratoire	
  (culture	
  en	
  atmosphère	
  contrôlée,	
  mesure	
  

du	
  pH	
  extracellulaire	
  en	
  temps	
  réel..).	
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I.1.	
  Matériels	
  et	
  Méthodes	
  	
  
	
  

I.1.1.	
  Culture	
  cellulaire	
  et	
  transfection	
  

	
  

Deux	
  lignées	
  cellulaires	
  dérivées	
  de	
  fibrosarcome	
  humain	
  (HT1080)	
  ont	
  été	
  générées.	
  La	
  

première	
   a	
   été	
   stablement	
   transfectée	
   par	
   le	
   plasmide	
   d’expression	
   eucaryote	
   pcDNA	
  

3.1	
   V5-­‐His	
   (Invitrogen®)	
   vide.	
   La	
   seconde	
   par	
   le	
   pcDNA	
   3.1	
   V5-­‐His	
   (Invitrogen®)	
  

codant	
  le	
  cDNA	
  de	
  l’héparanase	
  humaine	
  (HPSE)	
  en	
  phase	
  avec	
  le	
  tag	
  V5-­‐His.	
  

Les	
  cultures	
  cellulaires	
  sont	
  réalisées	
  dans	
  du	
  DMEM	
  Gibco®	
  (Dulbecco’s	
  Modified	
  Eagle	
  

Medium)	
   supplémenté	
   avec	
   10%	
   de	
   SVF	
   (Sérum	
   de	
   Veau	
   Fœtal)	
   et	
   1%	
   de	
   ZS	
   (Zell	
  

Shield™).	
  Afin	
  de	
  maintenir	
  l’expression	
  du	
  transgène	
  dépendant	
  du	
  gène	
  Néo	
  apportant	
  

une	
  résistance	
  à	
  la	
  généticine	
  (G418),	
  cet	
  antibiotique	
  est	
  ajouté	
  au	
  milieu	
  de	
  culture.	
  

	
  

I.1.2.	
  Mesure	
  du	
  pH	
  extracellulaire	
  et	
  de	
  l’oxygène	
  dissous	
  

	
  

Les	
   mesures	
   sont	
   effectuées	
   en	
   temps	
   réel	
   grâce	
   au	
   système	
   de	
   mesure	
   SDR	
  

SensorDish®	
  (PreSens®)	
  qui	
  exploite	
  une	
  technique	
  non	
  invasive	
  et	
  non	
  destructive	
  de	
  

monitoring	
  basée	
  sur	
  des	
  capteurs	
  fluorescents	
  présents	
  au	
  fond	
  des	
  puits	
  des	
  boîtes	
  de	
  

culture	
   cellulaire	
   à	
   6	
   ou	
   24	
   puits.	
   Ces	
   capteurs	
   sont	
   capables	
   de	
   mesurer	
   le	
   pH	
  

(HydroDish®)	
   et	
   le	
   taux	
   d’oxygène	
   dissous	
   (OxoDish®)	
   ou	
   les	
   deux	
   simultanément	
  

(OxoHydroDish®)	
  directement	
  dans	
  le	
  milieu	
  de	
  culture.	
  

	
  

I.1.3.	
  Adaptation	
  du	
  milieu	
  de	
  culture	
  cellulaire	
  

	
  

Etant	
  donné	
  le	
  caractère	
  tamponnant	
  inhérent	
  aux	
  milieux	
  de	
  culture	
  standards	
  et	
  notre	
  

volonté	
   d’étudier	
   le	
   caractère	
   acidifiant	
   des	
   cellules	
   en	
   conditions	
   de	
   normoxie	
   ou	
  

d’hypoxie	
   contrôlées,	
   les	
   milieux	
   usuels	
   ont	
   été	
   modifiés	
   en	
   ajustant	
   leur	
   pH	
   et	
   leur	
  

pouvoir	
  tampon.	
  Une	
  concentration	
  de	
  0.37mg/mL	
  de	
  bicarbonate	
  de	
  sodium	
  (NaHCO3-­‐)	
  

est	
  utilisée	
  pour	
   la	
   reconstitution	
  d’un	
  milieu	
  DMEM	
   ‘standard’	
   (pH	
  entre	
  7.6-­‐7.8).	
  Un	
  

milieu	
  sans	
  bicarbonate	
  est	
  également	
  préparé.	
  Ces	
  milieux	
  sont	
  additionnés	
  de	
  1%	
  ou	
  

de	
  0.1%	
  de	
  SVF	
  et	
  de	
  1%	
  de	
  ZS,	
  filtrés,	
  puis	
  mélangés	
  pour	
  la	
  préparation	
  de	
  deux	
  autres	
  

milieux	
  à	
  pH	
  différents	
  :	
  un	
  milieu	
  à	
  un	
  pH	
  ‘physiologique’	
  (entre	
  7.1	
  et	
  7.2)	
  et	
  un	
  milieu	
  

à	
  un	
  pH	
  ‘acide’	
  (entre	
  6.5	
  et	
  6.7).	
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I.1.4.	
   Lyse	
   cellulaire,	
   extraction	
   protéique,	
   dosage	
   et	
   Western	
  

Blotting	
  

	
  

Voir	
  matériel	
   et	
  méthodes	
   de	
   l’article.	
   Un	
   anticorps	
   primaire	
   spécifique	
   en	
   plus	
   a	
   été	
  

utilisé	
  :	
  Anticorps	
  anti-­‐HPSE	
  dilué	
  au	
  1/1000ème	
  (HP130	
  -­‐	
   InSight®).	
  La	
  révélation	
  des	
  

blots	
  a	
  également	
  été	
  faite	
  à	
  l’aide	
  d’un	
  analyseur	
  d’images	
  :	
  LAS-­‐3000,	
  Fujifilm®.	
  

	
  

I.1.5.	
  Extraction	
  et	
  analyse	
  d’ARN	
  

	
  

Les	
   ARN	
   totaux	
   sont	
   obtenus	
   en	
   utilisant	
   la	
   technique	
   d’extraction	
   au	
   TRIzol®	
   suivie	
  

d’un	
   traitement	
   DNase	
   (TURBO	
   DNA-­‐freeTM	
   Kit	
   –	
   ambion®	
   by	
   life	
   technologiesTM).	
  

L’intégrité	
  des	
  ARN	
  est	
  vérifiée	
  sur	
  un	
  gel	
  d’agarose	
  à	
  1%	
  en	
  TBE.	
  L’ADNc	
  est	
  généré	
  par	
  

transcription	
   inverse	
   (AffinityScript	
   Multiple	
   Temperature	
   cDNA	
   Synthesis	
   Kit)	
   et	
   la	
  

Réaction	
   en	
   Chaîne	
   par	
   Polymérase	
   quantitative	
   (qPCR)	
   est	
   effectuée	
   à	
   l’aide	
   d’un	
  

Stratagene	
  Mx3005P	
   en	
  utilisant	
   le	
  Brilliant	
   III	
  Ultra-­‐Fast	
   SYBR®	
  Green	
  QPCR	
  Master	
  

Mix	
  (Agilent®	
  Technologies)	
  et	
  des	
  primers	
  spécifiques.	
  

Deux	
  gènes	
  ont	
  été	
  étudiés	
   :	
   l’Anhydrase	
  Carbonique	
  de	
   type	
  9	
   (CAIX)	
  et	
   l’héparanase	
  

(HPSE)	
  dont	
  les	
  séquences	
  sont	
  :	
  

	
  

-­‐ CAIX	
  :	
  	
  	
   TTCCCTGCTGGAGTGGACAG	
   	
   Sens	
  
	
  	
   TGTGCTGCCTTCTCATCTGC	
  	
   	
   Anti-­‐sens	
  
	
  

-­‐ HPSE	
  :	
  	
   TTGAATGGACGGACTGCTACC	
   	
   Sens	
  
CGCCTCCATATGCAGAGCTT	
   	
   Anti-­‐sens	
  
	
  

L’analyse	
   des	
   résultats	
   est	
   calculée	
   selon	
   la	
   méthode	
   du	
   2ΔΔCt	
   en	
   comparant	
   les	
  

conditions	
  normoxiques	
  et	
  hypoxiques	
  :	
  2(Ct	
  gène	
  cible	
  x	
  –	
  Ct	
  RPLP0)	
  –	
  (Ct	
  gène	
  cible	
  x	
  –	
  

Ct	
  RPLP0	
  de	
  la	
  valeur	
  de	
  référence)	
  en	
  normoxie	
  ou	
  en	
  hypoxie	
  par	
  rapport	
  au	
  niveau	
  

d’expression	
  à	
  0h	
  en	
  normoxie	
  (condition	
  contrôle).	
  

	
  

I.1.6.	
  Culture	
  sur	
  matrice	
  de	
  Matrigel™.	
  

	
  

Les	
  cellules	
  sont	
  ensemencées	
  sur	
  un	
  lit	
  de	
  Matrigel™	
  coulé	
  dans	
  des	
  microslides	
  (Ibidi®	
  

-­‐	
  Biovalley®).	
  Les	
  cellules	
  (traitées	
  ou	
  non	
  par	
  de	
  l’HGF/SF,	
  en	
  conditions	
  normoxiques	
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ou	
   hypoxiques)	
   sont	
   ensuite	
   observées	
   sous	
   microscope	
   à	
   contraste	
   de	
   phase	
   (x40)	
  

(Nikon®	
  Eclipse	
  TS100).	
   	
  



	
  

	
   119	
  

I.2.	
  Résultats	
  
	
  

L’ensemble	
   des	
   travaux	
   de	
   cette	
   première	
   partie	
   a	
   été	
   réalisé	
   sur	
   la	
   lignée	
  

cellulaire	
  HT1080	
   issue	
  d’un	
   fibrosarcome	
  humain.	
  Dans	
   le	
  cadre	
  de	
  cette	
  étude,	
  nous	
  

avons	
   généré	
   deux	
   lignées	
   stables	
   :	
   une	
   lignée	
   HT1080	
   transfectée	
   par	
   le	
   plasmide	
  

d’expression	
   eucaryote	
   codant	
   l’ADNc	
   de	
   l’héparanase	
   humaine	
   (appelée	
   HT1080	
  

HPSE+)	
  et	
  une	
  lignée	
  transfectée	
  par	
  le	
  plasmide	
  d’expression	
  eucaryote	
  vide	
  (appelée	
  

HT1080).	
  

	
  

I.2.1.	
   Analyse	
   des	
   expressions	
   de	
   l’héparanase	
   (HSPE)	
   et	
   de	
  

l’Anhydrase	
   Carbonique	
   de	
   type	
   9	
   (CAIX)	
   en	
   conditions	
   de	
   normoxie	
   et	
  

d’hypoxie	
  contrôlées	
  :	
  

	
  

Dans	
  un	
  premier	
   temps,	
  nous	
  avons	
  voulu	
  nous	
  assurer	
  de	
   la	
   surexpression	
  de	
  

l’héparanase	
  par	
  les	
  cellules	
  HT1080	
  HPSE+	
  par	
  rapport	
  aux	
  HT1080.	
  Nous	
  avons	
  donc	
  

analysé	
   l’expression	
   du	
   gène	
   de	
   l’héparanase	
   en	
   normoxie	
   et	
   en	
   hypoxie	
   à	
   différents	
  

temps	
  d’incubation	
  (4h,	
  8h	
  et	
  24h).	
  Les	
  résultats	
  sont	
  illustrés	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  figure	
  24	
  

A.	
  

Le	
  gène	
  de	
  référence	
  (house	
  keeping	
  gene)	
  utilisé	
  lors	
  de	
  ces	
  expériences	
  de	
  qPCR	
  

est	
  le	
  RPLP0	
  (60S	
  acidic	
  ribosomal	
  protein	
  P0).	
  Les	
  analyses	
  et	
  traitement	
  des	
  données	
  

ont	
  été	
  effectués	
  selon	
  la	
  méthode	
  du	
  2ΔΔCt	
  définie	
  précédemment.	
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peut	
  atteindre	
  un	
  pH	
  optimal	
  pour	
  l’activité	
  de	
  l’héparanase	
  (entre	
  5	
  et	
  6).	
  Cependant,	
  le	
  

maintien	
  des	
  cellules	
  à	
  un	
  tel	
  pH	
  (<	
  6)	
  engendre	
  leur	
  mort	
  rapide.	
  

	
  

	
   Par	
  la	
  suite,	
  nous	
  avons	
  utilisé	
  ces	
  milieux	
  à	
  différents	
  pH	
  dans	
  nos	
  expériences	
  

d’analyse	
  par	
  western	
  blot	
  de	
   l’expression	
  des	
  différentes	
  protéines	
   impliquées	
  dans	
   la	
  

signalisation	
   HGF/SF-­‐MET.	
   Nous	
   n’avons	
   pas	
   remarqué	
   de	
   différences	
   notables	
   de	
  

l’influence	
  pH	
  sur	
  cette	
  signalisation.	
  

	
  

En	
  conclusion,	
  nous	
  observons	
  en	
  hypoxie	
  une	
  baisse	
  du	
  pH	
  qu’on	
  a	
  pu	
  quantifier	
  

et	
   qui	
   est	
   compatible	
   avec	
   une	
   activité	
   optimale	
   de	
   l’héparanase.	
   En	
   revanche,	
   nous	
  

n’observons	
   pas	
   de	
   modification	
   de	
   la	
   signalisation	
   HGF/SF-­‐MET	
   en	
   présence	
   de	
  

surexpression	
  de	
  l’héparanase,	
  ni	
  en	
  présence	
  de	
  milieux	
  à	
  différents	
  pH.	
  

	
  

Néanmoins,	
   au	
  cours	
  de	
  ces	
   travaux,	
  nous	
  avons	
  observé	
  une	
   forte	
  baisse	
  de	
   la	
  

phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  MET	
  en	
  hypoxie,	
  et	
  ce	
  indépendamment	
  de	
  la	
  présence	
  ou	
  

non	
   d’une	
   surexpression	
   de	
   l’héparanase	
   ou	
   de	
   la	
   modification	
   du	
   pH.	
   En	
   effet,	
   en	
  

conditions	
  normoxiques,	
  MET	
  est	
   phosphorylé	
   suite	
   à	
  une	
   activation	
  par	
  de	
   l’HGF/SF.	
  

Ceci	
  mène	
  à	
  l’activation	
  de	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  AKT	
  évaluée	
  par	
  la	
  détection	
  

de	
   sa	
   forme	
   phosphorylée.	
   En	
   revanche,	
   en	
   conditions	
   hypoxiques,	
   on	
   remarque	
   une	
  

forte	
  baisse	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  suite	
  à	
  une	
  activation	
  par	
  de	
  l’HGF/SF.	
  Cette	
  

baisse	
   de	
   phosphorylation	
   n’a	
   cependant	
   pas	
   de	
   conséquences	
   sur	
   les	
   voies	
   de	
  

signalisation	
  en	
  aval.	
  En	
  effet,	
  AKT	
  est	
  phosphorylé	
  de	
   façon	
  soit	
  équivalente	
  soit	
  plus	
  

intense.	
   Ces	
   résultats	
   ont	
   été	
   obtenus	
   dans	
   les	
   lignées	
   HT1080	
   et	
   HT1080	
   HPSE+	
  

suggérant	
  que	
   l’héparanase	
  ne	
  modifie	
  pas	
   la	
   signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  Ces	
   résultats	
  

sont	
  illustrés	
  dans	
  la	
  figure	
  28	
  (étant	
  donné	
  la	
  similarité	
  des	
  résultats	
  obtenus	
  dans	
  les	
  

deux	
  types	
  cellulaires,	
  seules	
  les	
  HT1080	
  HPSE+	
  sont	
  illustrées).	
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Partie	
  II	
  :	
  Influence	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  
	
  

II.1.	
  Résumé	
  et	
  contexte	
  de	
  la	
  publication	
  :	
  

	
  

Peu	
   de	
   travaux	
   se	
   sont	
   consacrés	
   à	
   l’effet	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   la	
   signalisation	
  

HGF/SF-­‐MET.	
  La	
  plupart	
  de	
  ceux	
  ayant	
  étudié	
  cet	
  effet	
  ont	
  relevé	
  une	
  augmentation	
  de	
  

l’expression	
   du	
   récepteur	
   de	
   manière	
   HIF1a	
   dépendante	
   et	
   un	
   accroissement	
   de	
  

l’invasion	
   liée	
  à	
   la	
   signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  D’autres	
  études	
  ont	
  analysé	
   les	
  voies	
  de	
  

signalisation	
   en	
   aval	
   de	
   l’activation	
   de	
   MET	
   et	
   ont	
   remarqué	
   une	
   augmentation	
   de	
  

l’activation	
  de	
  la	
  voie	
  ERK	
  (liée	
  à	
  une	
  diminution	
  de	
  l’activité	
  des	
  phosphatases	
  DUSP2)	
  

et	
  une	
  baisse	
  de	
   l’activation	
  de	
   la	
  voie	
  AKT	
  (liée	
  à	
  une	
  augmentation	
  de	
   l’activité	
  de	
   la	
  

phosphatase	
   PP2A	
   et	
   de	
   la	
   kinase	
   PKC)	
   (Lee	
   et	
   al	
   2014).	
   Dans	
   toutes	
   ces	
   études,	
   la	
  

phosphorylation	
   de	
  MET	
  n’a	
   été	
   que	
   peu	
   évaluée.	
   De	
   plus,	
   celles-­‐ci	
   a	
   été	
   effectuée	
   en	
  

utilisant	
   des	
   composés	
   chimiques	
   qui	
  miment	
   les	
   réponses	
   d’adaptations	
   cellulaires	
   à	
  

l’hypoxie	
   (CoCl2	
   notamment)	
   et	
   montrent	
   que	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   n’est	
   pas	
  

affectée	
  en	
  hypoxie.	
  

	
  

Ainsi,	
  au	
  cours	
  de	
  ma	
  thèse,	
  j’ai	
  démontré	
  que	
  dans	
  des	
  conditions	
  hypoxiques,	
  la	
  

phosphorylation	
  de	
  MET	
  sur	
   l’ensemble	
  des	
  résidus	
  tyrosine	
  (Y1003,	
  Y1234,	
  Y1235	
  et	
  

Y1349)	
   induite	
   soit	
   par	
   son	
   ligand,	
   par	
   des	
   mutations	
   activatrices	
   ou	
   par	
   sa	
  

surexpression,	
   est	
   diminuée	
   de	
   manière	
   drastique	
   in	
   vitro	
   et	
   in	
   vivo.	
   Cette	
   baisse	
  

apparait	
  très	
  rapidement	
  et	
  est	
  réversible	
  quand	
  les	
  cellules	
  sont	
  replacées	
  en	
  normoxie.	
  

Alors	
   que	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   GAB1,	
   principal	
   partenaire	
   de	
   MET,	
   est	
   également	
  

diminuée	
  en	
  hypoxie,	
  l’activation	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  AKT	
  et	
  ERK	
  n’est	
  pas	
  

affectée.	
  Cependant	
  cette	
  activation	
  est	
  bien	
  dépendante	
  de	
  l’activité	
  du	
  récepteur	
  et	
  de	
  

GAB1.	
  De	
  façon	
  cohérente,	
  diverses	
  réponses	
  cellulaires	
  induites	
  par	
  l’HGF/SF,	
  incluant	
  

la	
  motilité,	
  la	
  dispersion,	
  la	
  morphogenèse	
  et	
  la	
  survie	
  sont	
  induites	
  de	
  manière	
  efficaces	
  

autant	
   en	
   normoxie	
   qu’en	
   hypoxie.	
   De	
   manière	
   intéressante,	
   le	
   traitement	
   par	
   deux	
  

inhibiteurs	
  de	
   tyrosine	
  kinase	
  (TKI)	
  ciblant	
  MET	
  (PHA-­‐665752	
  et	
  SU11274)	
  est	
  moins	
  

efficace	
  en	
  hypoxie.	
  En	
  effet,	
  l’inhibition	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  AKT	
  et	
  ERK	
  ainsi	
  que	
  

les	
   réponses	
   cellulaires	
   induites	
  par	
  MET	
  est	
  moins	
   efficace	
   en	
   conditions	
  hypoxiques	
  

que	
   normoxiques.	
   De	
   la	
   même	
   manière	
   que	
   pour	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET,	
   la	
  

résistance	
  à	
  ces	
  TKI	
  est	
  un	
  phénomène	
  réversible.	
  Ainsi,	
  alors	
  que	
  l’hypoxie	
  n’affecte	
  pas	
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les	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  ni	
   les	
  effets	
  biologiques,	
  elle	
  diminue	
  la	
  sensibilité	
  de	
  

MET	
  aux	
  TKI	
  le	
  ciblant	
  et	
  donc	
  induit	
  une	
  résistance	
  immédiate.	
  

	
  

Ces	
  travaux	
  sont	
  repris	
  en	
  détail	
  dans	
  le	
  manuscrit	
  qui	
  suit	
  et	
  qui	
  a	
  fait	
  l’objet	
  d’une	
  
soumission	
  d’article	
  original.	
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II.2.	
  Article	
  :	
  
	
  

Hypoxia	
  leads	
  to	
  decreased	
  autophosphorylation	
  of	
  the	
  MET	
  receptor	
  and	
  promotes	
  its	
  resistance	
  

to	
  tyrosine	
  kinase	
  inhibitors	
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Abstract	
  

The	
   receptor	
   tyrosine	
   kinase	
  MET	
   and	
   its	
   ligand,	
   the	
  Hepatocyte	
  Growth	
   Factor/Scattor	
   Factor	
  

(HGF/SF),	
   are	
   essential	
   to	
   the	
   migration,	
   morphogenesis,	
   and	
   survival	
   of	
   epithelial	
   cells.	
   In	
   addition,	
  

dysregulation	
   of	
   MET	
   signaling	
   has	
   been	
   shown	
   to	
   promote	
   tumor	
   progression	
   and	
   invasion	
   in	
   many	
  

cancers.	
   Inside	
   tumors,	
   hypoxia	
   is	
   also	
   a	
   crucial	
   phenomenon	
   promoting	
   invasion,	
   metastasis,	
   and	
  

resistance	
  to	
  treatment.	
  

We	
   show	
   that	
   under	
   hypoxia,	
   MET	
   phosphorylation	
   resulting	
   from	
   ligand	
   stimulation,	
   an	
  

activating	
   mutation,	
   or	
   overexpression	
   is	
   drastically	
   decreased	
   in	
   both	
   cell	
   culture	
   and	
   experimental	
  

tumors.	
   This	
   decrease	
   occurs	
   within	
   minutes	
   and	
   is	
   reversible	
   upon	
   return	
   to	
   normoxia.	
   While	
  

phosphorylation	
  of	
  the	
  proximal	
  signaling	
  adaptor	
  GAB1	
  is	
  also	
  decreased	
  under	
  hypoxia,	
  activation	
  of	
  the	
  

downstream	
   kinases	
   ERK	
   and	
   AKT	
   is	
   not	
   affected,	
   but	
   remains	
   dependent	
   on	
   MET	
   receptor	
   activity.	
  

Consistently,	
   several	
   cellular	
   responses	
   induced	
   by	
   HGF/SF,	
   including	
   motility,	
   morphogenesis,	
   and	
  

survival,	
   are	
   still	
   effectively	
   induced.	
   Interestingly,	
   two	
  MET-­‐targeting	
   tyrosine	
   kinase	
   inhibitors	
   (TKIs)	
  

affect	
   the	
  downstream	
  kinases	
  ERK	
  and	
  AKT	
  and	
  MET-­‐induced	
   cellular	
   responses	
   less	
   efficiently	
  under	
  

hypoxia	
   than	
   under	
   normoxia.	
   Like	
   MET	
   phosphorylation,	
   this	
   resistance	
   to	
   TKIs	
   is	
   reversible.	
   Thus,	
  

although	
   hypoxia	
   does	
   not	
   affect	
   downstream	
   signaling	
   or	
   cellular	
   responses,	
   it	
   causes	
   immediate	
  

resistance	
   by	
   decreasing	
   MET	
   sensitivity	
   to	
   TKIs.	
   These	
   results	
   may	
   prove	
   useful	
   in	
   designing	
   MET-­‐

targeted	
  therapies	
  for	
  solid	
  tumors.	
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Introduction	
  

MET	
  is	
  the	
  high-­‐affinity	
  receptor	
  tyrosine	
  kinase	
  (RTK)	
  for	
  the	
  Hepatocyte	
  Growth	
  Factor/Scatter	
  

Factor	
  (HGF/SF).	
  The	
  MET	
  gene	
  was	
  identified	
  as	
  an	
  oncogene	
  in	
  tumorigenicity	
  assays(Park	
  et	
  al.,	
  1986),	
  

while	
  HGF/SF	
  was	
  discovered	
   independently	
  as	
  a	
  growth	
   factor	
   for	
  hepatocytes(Nakamura	
  et	
  al.,	
  1989)	
  

and	
  as	
  a	
  scatter	
  factor	
  for	
  epithelial	
  cells(Gherardi	
  et	
  al.,	
  1989;	
  Stoker	
  et	
  al.,	
  1987).	
  The	
  MET	
  receptor	
  is	
  

expressed	
  mainly	
   at	
   the	
   surface	
   of	
   cells	
   of	
   epithelial	
   origin,	
  whereas	
  HGF/SF	
   is	
   secreted	
  by	
   fibroblasts.	
  

This	
   ligand-­‐receptor	
   pair	
   plays	
   a	
   crucial	
   role	
   in	
   the	
   epithelial-­‐mesenchymal	
   dialogue	
   during	
   embryonic	
  

development	
  and	
  later	
  during	
  tissue	
  regeneration	
  in	
  adults(Trusolino	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

The	
   MET	
   receptor	
   is	
   a	
   190-­‐kDa	
   glycoprotein	
   comprising	
   an	
   N-­‐terminal	
   HGF/SF-­‐binding	
  

extracellular	
  domain,	
  a	
  single	
  transmembrane	
  domain,	
  and	
  an	
  intracellular	
  domain	
  containing	
  the	
  kinase	
  

and	
   C-­‐terminal	
   domains(Birchmeier	
   and	
   Gherardi,	
   1998).	
   HGF/SF	
   binding	
   to	
   MET	
   triggers	
   its	
  

dimerization	
  and	
  its	
  activation	
  by	
  trans-­‐autophosphorylation	
  of	
  two	
  tyrosine	
  residues	
  (Y1234	
  and	
  Y1235)	
  

located	
   in	
   the	
  kinase	
  domain.	
  Thereafter,	
  phosphorylation	
  of	
   tyrosines	
  Y1349	
  and	
  Y1356,	
   located	
   in	
   the	
  

MET	
   C-­‐terminal	
   domain	
   and	
   constituting	
   a	
   multisubstrate	
   docking	
   site,	
   is	
   sufficient	
   to	
   promote	
   signal	
  

transduction	
  and	
  the	
  biological	
   functions	
  of	
  MET.	
  Signaling	
  proceeds	
  through	
  recruitment	
  of	
  an	
  array	
  of	
  

signaling	
  mediators	
  such	
  as	
  PhosphoInositide	
  3-­‐Kinase	
  (PI3K)	
  and	
  the	
  c-­‐Casitas	
  B-­‐lineage	
  Lymphoma	
  (c-­‐

CBL)	
   protein	
   and	
   adaptors	
   such	
   as	
   Growth	
   Factor	
   Receptor–Bound	
   protein	
   2	
   (GRB2)	
   and	
   GRB2-­‐

Associated-­‐Binding	
   protein	
   1	
   (GAB1)	
   (Blumenschein	
   et	
   al.,	
   2012;	
   Ponzetto	
   et	
   al.,	
   1994;	
   Rosario	
   and	
  

Birchmeier,	
   2003;	
   Sachs	
   et	
   al.,	
   1996).	
   GAB1	
   is	
   a	
   crucial	
   effector	
   recruited	
   by	
  MET.	
   Its	
   phosphorylation	
  

creates	
  multiple	
  binding	
  sites	
  for	
  signaling	
  proteins	
  such	
  as	
  the	
  Shp-­‐2	
  tyrosine	
  phosphatase	
  and	
  the	
  p85	
  

subunit	
  of	
  PI3K	
  (Blumenschein	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Gherardi	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Rosario	
  and	
  Birchmeier,	
  2003).	
  Hence,	
  

ligand-­‐dependent	
  activation	
  of	
  MET	
  leads	
  to	
  activation	
  of	
  multiple	
  downstream	
  signaling	
  pathways	
  such	
  

as	
  the	
  PI3K/AKT	
  and	
  RAS/MAPK	
  pathways.	
  

Many	
  mechanisms	
  leading	
  to	
  MET	
  inactivation	
  have	
  been	
  brought	
  to	
  light.	
  First,	
  ligand-­‐dependent	
  

phosphorylation	
   of	
   the	
   juxtamembrane	
   tyrosine	
   1003	
   of	
  MET	
   triggers	
   recruitment	
   of	
   the	
   E3	
   ubiquitin	
  

ligase	
   c-­‐CBL	
   and	
   receptor	
   internalization	
   and	
   degradation(Peschard	
   et	
   al.,	
   2001).	
   MET	
   also	
   undergoes	
  

proteolytic	
  cleavages	
  by	
  endopeptidases	
  which	
  regulate	
   its	
  half-­‐life	
  under	
  steady-­‐state	
  conditions(Ancot	
  

et	
  al.,	
  2012).	
   In	
  response	
  to	
  HGF/SF	
  stimulation,	
   furthermore,	
  many	
  phosphatases	
  such	
  as	
  PTP1B,	
  T-­‐cell	
  

PTP(Sangwan	
   et	
   al.,	
   2008),	
   DEP-­‐1(Palka	
   et	
   al.,	
   2003),	
   and	
   Shp-­‐2(Maroun	
   et	
   al.,	
   2000)	
   are	
   involved	
   on	
  

either	
  the	
  decrease	
  of	
  MET	
  tyrosine	
  phosphorylation	
  or	
  the	
  regulation	
  of	
  its	
  signaling.	
  

HGF/SF-­‐MET	
   signaling	
   is	
   involved	
   in	
   a	
   wide	
   diversity	
   of	
   cellular	
   responses,	
   such	
   as	
   colony	
  

dispersal	
   (scattering),	
   proliferation,	
   epithelial	
   cell	
  motility,	
   branched	
   tubule	
   formation	
   upon	
   culture	
   on	
  

matrix	
   substitutes,	
   and	
   cell	
   survival	
   upon	
   induction	
   of	
   apoptosis(Birchmeier	
   et	
   al.,	
   2003;	
  Blume-­‐Jensen	
  

and	
  Hunter,	
  2001;	
  Gherardi	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Lemmon	
  and	
  Schlessinger,	
  2010;	
  Rosario	
  and	
  Birchmeier,	
  2003;	
  

Ullrich	
   and	
   Schlessinger,	
   1990).	
   In	
   agreement	
   with	
   the	
   biological	
   roles	
   of	
   HGF/SF-­‐MET	
   signaling,	
   its	
  

dysregulation	
   is	
   directly	
   linked	
   to	
   tumorigenesis.	
   In	
   many	
   tumors	
   MET,	
   HGF/SF,	
   or	
   both	
   are	
  

overexpressed	
   and	
   associated	
   with	
   poor	
   prognosis(Birchmeier	
   et	
   al.,	
   2003;	
   Boccaccio	
   and	
   Comoglio,	
  

2006;	
  Go	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Humphrey	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Lee	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Nakajima	
  et	
  al.,	
  1999).	
  MET	
  mutations	
  have	
  

also	
  been	
  linked	
  to	
  cancer	
  in	
  patients	
  suffering	
  from	
  hereditary	
  papillary	
  renal	
  carcinoma	
  (RCC)(Schmidt	
  

et	
  al.,	
  1997;	
  Schmidt	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Sporadic	
  mutations	
  have	
  been	
  detected	
  in	
  many	
  cancer	
  types,	
  including	
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RCC	
   and	
   non-­‐small-­‐cell	
   lung	
   cancers	
   (NSCLC)(Blumenschein	
   et	
   al.,	
   2012).	
   In	
   cells	
   displaying	
  met	
   gene	
  

amplification,	
  ligand-­‐independent	
  activation	
  of	
  the	
  receptor	
  can	
  also	
  occur.	
  This	
  is	
  the	
  case,	
  for	
  example,	
  

in	
   about	
   5%	
   of	
   gastric	
   cancers(Kawakami	
   et	
   al.,	
   2014).	
   It	
   is	
   due	
   to	
   the	
   fact	
   that	
   massive	
   met	
   gene	
  

overexpression	
   leads	
   to	
   spontaneous	
   dimerization	
   and	
   constitutive	
   kinase	
   activation	
   of	
   the	
  

receptor(Ponzetto	
  et	
  al.,	
  1991).	
  

Many	
  MET-­‐targeting	
  therapies	
  are	
  under	
  growing	
  development,	
  as	
  attested	
  by	
  about	
  240	
  clinical	
  

trials(Furlan	
   et	
   al.,	
   2014).	
   The	
   investigated	
   molecules	
   include	
   tyrosine	
   kinase	
   inhibitors	
   (TKIs)	
   and	
  

antibodies	
   interfering	
   with	
   the	
   ligand/receptor	
   interaction.	
   Most	
   TKIs	
   are	
   small	
   molecules	
   specifically	
  

targeting	
   the	
   MET	
   kinase	
   domain,	
   such	
   as	
   ATP-­‐competitive	
   inhibitors(Krause	
   and	
   Van	
   Etten,	
   2005).	
  

Recently,	
  potential	
  mechanisms	
  of	
  acquired	
  resistance	
  to	
  MET-­‐targeting	
  therapies	
  have	
  been	
  described.	
  In	
  

gastric	
  carcinoma	
  cell	
   lines,	
  resistance	
  to	
  MET-­‐targeting	
  TKIs	
  can	
  result	
  either	
   from	
  a	
  point	
  mutation	
   in	
  

the	
  MET	
  activation	
  loop	
  or	
  from	
  EGFR	
  activation	
  bypassing	
  inhibition	
  of	
  MET	
  downstream	
  signaling(Qi	
  et	
  

al.,	
  2011).	
  Another	
  study	
  focusing	
  on	
  gastric	
  cancer	
  and	
  NSCLC	
  models	
  has	
  established	
  met	
  amplification	
  

followed	
  by	
  KRAS	
  amplification(Cepero	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Besides	
   genetic	
   changes	
   leading	
   to	
   alterations	
   and	
   dysregulations	
   of	
   signal	
   transduction	
  

pathways,	
   the	
  microenvironment	
   plays	
   an	
   important	
   role	
   in	
   tumor	
   establishment,	
   progression,	
   spread,	
  

and	
  metastasis(Sullivan	
  and	
  Graham,	
  2007;	
  Taddei	
  et	
  al.,	
  2013).	
  In	
  particular,	
  when	
  high	
  cell	
  metabolism	
  

and	
   rapid	
   proliferation	
   cause	
   a	
   solid	
   tumor	
   to	
   outgrow	
   its	
   blood	
   supply,	
   tumor	
   cells	
   are	
   exposed	
   to	
  

conditions	
  (hypoxia	
  and	
  nutrient	
  deficiency)	
  that	
  trigger	
  major	
  changes	
  in	
  their	
  physiology(Brahimi-­‐Horn	
  

et	
   al.,	
   2007a;	
   Brahimi-­‐Horn	
   et	
   al.,	
   2007b;	
   Brahimi-­‐Horn	
   and	
   Pouyssegur,	
   2007).	
   During	
   hypoxia,	
   the	
  

oxygen	
  pressure	
  to	
  which	
  tumor	
  cells	
  are	
  exposed	
  can	
  fall	
  below	
  1%(Taddei	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Cell	
  detection	
  of	
  

and	
   adaptation	
   to	
   hypoxia	
   is	
   mediated	
   mainly	
   by	
   activation	
   of	
   transcription	
   factors	
   of	
   the	
   hypoxia-­‐

inducible	
  factor	
  (HIF)	
  family.	
  This	
  response	
  is	
  regulated	
  post-­‐transcriptionally	
  through	
  stabilization	
  of	
  the	
  

oxygen-­‐labile	
   alpha	
   subunit	
   of	
   HIF(Ivan	
   et	
   al.,	
   2001;	
   Jaakkola	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Under	
   normoxia,	
   HIF1a	
   is	
  

hydroxylated	
  on	
  several	
  proline	
  residues,	
  in	
  an	
  oxygen-­‐dependent	
  reaction(Chan	
  et	
  al.,	
  2002),	
  by	
  a	
  family	
  

of	
  prolyl	
  hydroxylases	
  (PHDs).	
  Hydroxylated	
  HIF1a	
  is	
  recognized	
  by	
  the	
  von	
  Hippel-­‐Lindau	
  (VHL)	
  tumor	
  

suppressor	
  ubiquitin	
  ligase	
  and	
  hence	
  ubiquitinylated	
  and	
  degraded.	
  Under	
  hypoxic	
  conditions,	
  HIF1a	
  is	
  

stabilized	
  and	
  dimerizes	
  with	
  nuclear	
  HIF1b.	
  This	
  complex	
  binds	
  to	
  hypoxia-­‐responsive	
  elements	
  in	
  DNA	
  

and	
  enhances	
  transcription	
  of	
  target	
  genes	
  involved	
  in	
  promoting	
  adaptations	
  to	
  hypoxia.	
  

In	
  patients,	
  hypoxia	
  is	
  viewed	
  as	
  a	
  marker	
  of	
  poor	
  prognosis,	
  associated	
  with	
  uncontrolled	
  tumor	
  

growth,	
   angiogenesis,	
   invasiveness,	
  metastasis,	
   and	
   resistance	
   to	
   radio-­‐	
  and	
  chemotherapy(Sullivan	
  and	
  

Graham,	
   2007;	
  Wilson	
   and	
  Hay,	
   2011).	
   For	
   instance,	
   it	
   promotes	
   angiogenesis	
   through	
   upregulation	
   of	
  

VEGF	
   and	
   VEGFR2	
   synthesis,	
   which	
   may	
   further	
   enhance	
   metastatic	
   spread	
   and	
   promote	
  

intravasation(Dvorak	
   et	
   al.,	
   1999;	
   Shweiki	
   et	
   al.,	
   1992;	
   Srinivasan	
   et	
   al.,	
   2015).	
   Hypoxia	
   additionally	
  

enhances	
   receptor-­‐tyrosine-­‐kinase-­‐mediated	
   signaling(Wang	
   and	
  Ohh,	
   2010),	
   increasing	
  hgf/sf	
   and	
  met	
  

expression(Ide	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Pennacchietti	
   et	
   al.,	
   2003).	
   In	
   response	
   to	
   HGF,	
   the	
   downstream	
   RAS-­‐ERK	
  

pathway	
  is	
  activated	
  and	
  invasion	
  inscreases(Bottaro	
  and	
  Liotta,	
  2003;	
  Lee	
  et	
  al.,	
  2014;	
  Pennacchietti	
  et	
  

al.,	
  2003).	
  

Here	
  we	
  have	
  examined	
  how	
  hypoxia	
  affects	
  MET	
  receptor	
  activation.	
  We	
  show	
  that	
   it	
   strongly	
  

and	
   dynamically	
   decreases	
   the	
   level	
   of	
   MET	
   tyrosine	
   phosphorylation,	
   surprisingly	
   without	
   affecting	
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downstream	
   signaling	
   pathways	
   and	
   biological	
   responses.	
   Importantly,	
   we	
   show	
   that	
   hypoxia	
   reduces	
  

MET	
   sensitivity	
   to	
   TKIs.	
   This	
   work	
   highlights	
   a	
   novel	
  mechanism	
   of	
   immediate	
   cell	
   resistance	
   to	
   TKIs	
  

under	
  hypoxic	
  conditions.	
   	
  



	
  

	
   134	
  

	
  

Results	
  

	
  

Hypoxia	
  causes	
  a	
  drastic,	
  dynamic,	
  reversible	
  decrease	
  in	
  MET	
  phosphorylation	
  

To	
  investigate	
  possible	
  modulatory	
  effects	
  of	
  hypoxia	
  on	
  MET	
  signaling,	
  we	
  incubated	
  various	
  cell	
  

lines	
  for	
  1	
  h	
  or	
  24	
  h	
  under	
  normoxia	
  (21%	
  O2)	
  and	
  hypoxia	
  (1%	
  O2).	
  Hypoxia	
  was	
  assessed	
  on	
  the	
  basis	
  of	
  

HIF1a	
   stabilization	
   or	
   synthesis	
   of	
   carbonic	
   anhydrase	
   IX	
   (CAIX).	
   Under	
   normoxia,	
   as	
   expected,	
   10	
  

minutes	
   of	
   HGF/SF	
   treatment	
   of	
   HeLa	
   human	
   cervix	
   adenocarcinoma	
   cells	
   induced	
   substantial	
  

phosphorylation	
  of	
  MET	
  tyrosine	
  residues	
  1234/1235	
  and	
  led	
  to	
  activation	
  of	
  the	
  AKT	
  and	
  ERK	
  kinases,	
  

as	
  revealed	
  by	
  detection	
  of	
  their	
  phosphorylated	
  forms.	
  In	
  contrast,	
  hypoxia	
  caused	
  a	
  strong	
  reduction	
  in	
  

MET	
  phosphorylation	
  in	
  basal	
  and	
  after	
  an	
  HGF/SF	
  stimulation	
  (Fig.	
  1A),	
  not	
  only	
  at	
  residues	
  1234/1235,	
  

located	
  in	
  the	
  kinase	
  domain,	
  but	
  also	
  at	
  tyrosines	
  1003,	
  in	
  the	
  juxtamembrane	
  domain,	
  and	
  1349,	
  in	
  the	
  

C-­‐terminal	
  domain.	
  Similar	
  results	
  were	
  obtained	
  with	
  various	
  normal	
  epithelial	
  cell	
   lines,	
   including	
  the	
  

canine	
  kidney	
  cell	
  line	
  MDCK	
  (Fig.	
  1B)	
  and	
  the	
  human	
  mammary	
  fibrocystic	
  disease	
  cell	
  line	
  MCF10A	
  (Fig.	
  

1C).	
   Quantification	
   of	
   phosphorylated	
   tyrosines	
   1234/1235	
   in	
   MCF10A	
   cells	
   revealed	
   a	
   90%	
   decrease	
  

under	
  hypoxia,	
  as	
  shown	
  in	
  Fig.	
  1D.	
  Despite	
  this	
  decrease,	
  activation	
  of	
  the	
  downstream	
  signaling	
  kinases	
  

ERK	
  and	
  AKT	
  was	
  unaffected	
   (Fig.	
   1A,	
  B	
   and	
  C).	
  When	
  AlphaScreen®	
  SureFire	
   technology	
  was	
  used	
   to	
  

obtain	
  dose-­‐response	
  curves	
  for	
  AKT	
  and	
  ERK	
  activation,	
  no	
  significant	
  difference	
  was	
  observed	
  between	
  

normoxic	
  and	
  hypoxic	
  conditions	
  (Fig.	
  1E).	
  Similar	
  results	
  were	
  obtained	
  with	
  cell	
  lines	
  established	
  from	
  

human	
   tumors,	
   including	
   the	
   human	
   fibrosarcoma	
   cell	
   line	
   HT1080	
   (Supplementary	
   Fig.	
   S1A)	
   and	
   the	
  

human	
   hepatocarcinoma	
   cell	
   line	
   HepG2	
   (Supplementary	
   Fig.	
   S1B)	
   and	
   with	
   primary	
   adult	
   epidermal	
  

keratinocytes	
   (Supplementary	
   Fig.	
   S1C).	
   In	
   all	
   these	
   cells,	
   MET	
   phosphorylation	
  was	
   low	
   or	
   below	
   the	
  

detection	
   level	
   under	
   hypoxia,	
   while	
   downstream	
   activation	
   of	
   AKT	
   and	
   ERK	
   was	
   unchanged	
   or	
   even	
  

stronger.	
  This	
  suggests	
   that	
   the	
  observed	
  effect	
  of	
  hypoxia	
   is	
  widespread.	
  While	
  hypoxia	
   led	
   to	
  reduced	
  

MET	
   phosphorylation,	
   EGF-­‐induced	
   EGFR	
   phosphorylation	
   was	
   only	
   slightly	
   affected	
   in	
   MCF10A	
  

(Supplementary	
   Fig.	
   S1D)	
   and	
   HT1080	
   Cells	
   (Supplementary	
   Fig.	
   S1E).	
   Moreover,	
   phosphorylation	
   of	
  

GAB1,	
  an	
  adaptor	
  recruited	
  by	
  MET,	
  was	
  also	
  decreased	
  in	
  HT1080	
  cells	
  under	
  hypoxia	
  (Supplementary	
  
Fig.	
  S1A).	
  It	
  is	
  worth	
  stressing	
  that	
  we	
  observed	
  no	
  major	
  difference	
  between	
  hypoxia	
  and	
  normoxia	
  in	
  the	
  

global	
   tyrosine	
  phosphorylation	
  pattern	
  (as	
  detected	
  with	
  anti-­‐phosphotyrosine	
  antibody),	
  apart	
   from	
  a	
  

band	
  of	
  about	
  150	
  kDa	
  that	
  likely	
  corresponded	
  to	
  activated	
  MET	
  (Supplementary	
  Fig.	
  S1F).	
  

To	
   evaluate	
   whether	
   the	
   reduced	
   MET	
   phosphorylation	
   observed	
   after	
   10	
   minutes	
   of	
   HGF/SF	
  

treatment	
  might	
  merely	
  reflect	
  delayed	
  MET	
  stimulation	
  under	
  hypoxia,	
  time	
  courses	
  of	
  HGF/SF	
  signaling	
  

were	
   established	
   for	
  MCF10A	
   cells.	
  Under	
  normoxia,	
   the	
   level	
   of	
   phosphorylated	
  MET	
  displayed	
   a	
  bell-­‐

shaped	
  curve,	
  with	
  a	
  maximum	
  at	
  10	
  min.	
  Under	
  hypoxia,	
   the	
  signal	
   for	
  phosphorylated	
  MET	
  was	
  much	
  

lower	
  at	
  every	
  time	
  point,	
  while	
  AKT	
  and	
  ERK	
  phosphorylation	
  still	
  occurred	
  and	
  were	
  not	
  delayed	
  (Fig.	
  

2A).	
   Clearly,	
   the	
   reduced	
   MET	
   phosphorylation	
   observed	
   at	
   10	
   min	
   under	
   hypoxia	
   did	
   not	
   reflect	
   a	
  

delayed	
  response.	
  

Next,	
  HT1080	
   cells	
  were	
  placed	
  under	
  hypoxic	
   conditions	
   for	
  15	
   to	
  60	
  minutes	
   in	
   order	
   to	
   see	
  

how	
   the	
   MET	
   phosphorylation	
   level	
   varies	
   over	
   time	
   under	
   hypoxia.	
   This	
   experiment	
   confirmed	
   the	
  

strong	
   decrease	
   in	
   MET	
   phosphorylation	
   under	
   hypoxia,	
   whatever	
   its	
   duration.	
   Importantly,	
   MET	
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phosphorylation	
   was	
   restored	
   within	
   15	
   minutes	
   when	
   the	
   cells	
   were	
   reoxygenated	
   (Fig.	
   2B).	
   These	
  

results	
   show	
   that	
   reduction	
   of	
   MET	
   phosphorylation	
   during	
   hypoxia	
   is	
   a	
   fast,	
   dynamic	
   and	
   reversible	
  

phenomenon.	
  

	
  

Under	
  hypoxia,	
  activation	
  of	
   the	
  AKT	
  and	
  ERK	
  pathways	
   in	
  response	
  to	
  HGF/SF	
  depends	
  on	
  MET	
  

and	
  GAB1	
  

In	
   order	
   to	
   assess	
   whether	
   AKT	
   and	
   ERK	
   phosphorylation	
   still	
   depend	
   on	
   MET	
   and	
   GAB1	
  

activation	
   in	
   cells	
   cultured	
  under	
   hypoxia,	
   synthesis	
   of	
   the	
  MET	
   and	
  GAB1	
  proteins	
  was	
   inhibited	
  with	
  

specific	
   siRNAs.	
   MCF10A	
   cells	
   were	
   transfected	
   with	
   a	
   pool	
   of	
   siRNAs	
   targeting	
   MET	
   or	
   GAB1	
   and	
  

analyzed	
  as	
  shown	
  in	
  Figures	
  3A	
  and	
  3B,	
  respectively.	
  MET	
  or	
  GAB1	
  knockdown	
  was	
  found	
  to	
  inhibit	
  AKT	
  

phosphorylation	
   under	
   both	
   normoxia	
   and	
   hypoxia.	
   It	
   also	
   inhibited	
   ERK	
   phosphorylation,	
   albeit	
   to	
   a	
  

lesser	
  extent.	
  Similar	
  results	
  were	
  obtained	
  with	
  individual	
  siRNAs	
  (Supplementary	
  Fig.	
  S2	
  A	
  and	
  B).	
  Thus,	
  

although	
  MET	
  phosphorylation	
  is	
  strongly	
  reduced	
  under	
  hypoxia,	
  the	
  HGF/SF-­‐induced	
  downstream	
  AKT	
  

and	
  ERK	
  signaling	
  pathways	
  remain	
  directly	
  dependent	
  on	
  the	
  MET	
  receptor	
  and	
  the	
  GAB1	
  adaptor.	
  

	
  

Hypoxia-­‐inducible	
  factor	
  stabilization	
  does	
  not	
  decrease	
  MET	
  phosphorylation	
  

Previous	
   studies	
   have	
   shown	
  MET	
  phosphorylation	
   to	
   be	
  mostly	
   unaffected	
   by	
   the	
   presence	
   of	
  

cobalt	
  chloride	
  (CoCl2),	
  which	
  is	
  often	
  used	
  to	
  mimic	
  hypoxia	
  because	
  it	
  stabilizes	
  HIF1a(Lee	
  et	
  al.,	
  2014).	
  

While	
   both	
  CoCl2	
   and	
  hydralazine	
  were	
   found	
   to	
   stabilize	
  HIF1a	
   as	
   expected,	
   they	
  had	
  no	
   effect	
   on	
   the	
  

MET	
   phosphorylation	
   level	
   observed	
   upon	
   HGF/SF	
   stimulation.	
   Thus,	
   the	
   effects	
   of	
   these	
   chemical	
  

treatments	
  are	
  clearly	
  different	
  from	
  those	
  of	
  low	
  oxygen	
  pressure	
  (Fig.	
  4).	
  

To	
   investigate	
   the	
   mechanisms	
   underlying	
   the	
   observed	
   hypoxia-­‐triggered	
   reduction	
   in	
   MET	
  

phosphorylation,	
   MCF10A	
   cells	
   were	
   treated	
   with	
   the	
   general	
   tyrosine	
   phosphatase	
   inhibitor	
   sodium	
  

orthovanadate.	
   This	
   treatment	
   restored,	
   under	
  hypoxia,	
   levels	
   of	
  MET	
  phosphorylation	
   similar	
   to	
   those	
  

observed	
   under	
   normoxia.	
   This	
   suggests	
   that	
   the	
   lower	
   level	
   of	
   MET	
   phosphorylation	
   observed	
   under	
  

hypoxia	
   could	
   be	
   due	
   to	
   phosphatase	
   activation	
   (Supplementary	
   Fig.	
   S3A).	
   Although	
   the	
   Shp-­‐2	
  

phosphatase	
   is	
   known	
   to	
   regulate	
   MET	
   signaling,	
   treatment	
   with	
   an	
   Shp-­‐2-­‐specific	
   inhibitor	
   failed	
   to	
  

restore	
   MET	
   phosphorylation	
   under	
   hypoxia,	
   suggesting	
   the	
   involvement	
   of	
   another	
   phosphatase	
  

(Supplementary	
  Fig.	
  S3B).	
  Similar	
  results	
  were	
  obtained	
  with	
  a	
  PTP1B-­‐specific	
  inhibitor	
  (data	
  not	
  shown).	
  

	
  

In	
  both	
  cell	
  culture	
  and	
  experimental	
  tumors,	
  hypoxia	
  leads	
  to	
  reduced	
  MET	
  phosphorylation	
  level	
  

even	
  when	
  MET	
  phosphorylation	
  is	
  ligand	
  independent	
  

In	
  gastric	
  and	
  pulmonary	
  cancers,	
  amplification	
  of	
  the	
  met	
  gene	
  causes	
  its	
  overexpression,	
  leading	
  

to	
   ligand-­‐independent	
   activation	
   of	
   the	
   receptor(Ponzetto	
   et	
   al.,	
   1991).	
   This	
   phenomenon	
   has	
   been	
  

observed	
  in	
  both	
  the	
  gastric	
  cancer	
  cell	
   line	
  GTL16	
  and	
  in	
  the	
  non-­‐small-­‐cell	
   lung	
  cancer	
  cell	
   line	
  EBC-­‐1.	
  

Constitutive	
  activation	
  of	
  MET	
  can	
  also	
  result	
  from	
  exon	
  14	
  deletion,	
  which	
  prevents	
  MET	
  degradation,	
  as	
  

in	
  the	
  gastric	
  cancer	
  cell	
  line	
  HS746T.	
  These	
  different	
  cell	
  lines	
  were	
  used	
  to	
  measure	
  the	
  effect	
  of	
  hypoxia	
  

on	
   ligand-­‐independent	
  MET	
  phosphorylation.	
   As	
   observed	
   in	
   other	
   cell	
   lines,	
   the	
  MET	
  phosphorylation	
  

level	
  was	
  strongly	
  reduced	
  in	
  cells	
  placed	
  under	
  hypoxia	
  for	
  1	
  or	
  24	
  h	
  (Supplementary	
  Fig.	
  S4).	
  Treatment	
  

with	
   HGF/SF	
   did	
   not	
   modify	
   MET	
   phosphorylation,	
   confirming	
   ligand-­‐independent	
   activation	
   of	
   the	
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receptor	
   in	
   these	
   cell	
   lines.	
   These	
   results	
   indicate	
   that	
   the	
   reduction	
  of	
  MET	
  phosphorylation	
  observed	
  

under	
  hypoxia	
  does	
  not	
  involve	
  HGF/SF	
  binding	
  or	
  receptor	
  accessibility.	
  

In	
  order	
  to	
  evaluate	
  the	
  MET	
  phosphorylation	
  status	
  in	
  animal	
  models	
  of	
  hypoxia,	
  GTL16	
  tumors	
  

were	
  generated	
  in	
  immunodeficient	
  mice.	
  As	
  expected,	
  the	
  tumors	
  displayed	
  intense	
  staining	
  for	
  MET	
  and	
  

its	
  phosphorylated	
  form	
  by	
  IHC.	
  The	
  centers	
  of	
  the	
  tumors	
  displayed	
  large	
  necrotic	
  areas	
  surrounded	
  by	
  

ribbons	
  of	
  hypoxic	
  cells	
  stained	
  with	
  the	
  hypoxia	
  marker	
  CAIX.	
  Importantly,	
  although	
  most	
  of	
  the	
  hypoxic	
  

areas	
  still	
  showed	
  both	
  MET	
  and	
  phospho-­‐MET	
  staining,	
  some	
  of	
  them	
  displayed	
  intense	
  MET	
  staining	
  but	
  

no	
  phospho-­‐MET	
  staining,	
  as	
  shown	
  in	
  two	
  representative	
  examples	
  (Fig.	
  5).	
  Normoxic	
  areas	
  showed	
  no	
  

such	
  decoupling	
  between	
  MET	
  and	
  phospho-­‐MET	
  staining.	
  These	
   in	
  vivo	
  data	
  demonstrate	
   that	
  hypoxia	
  

generated	
  during	
  tumor	
  growth	
  can	
  lead	
  to	
  reduced	
  MET	
  phosphorylation.	
  

	
  

Reduced	
  MET	
  phosphorylation	
  under	
  hypoxia	
  does	
  not	
  alter	
  HGF/SF-­‐induced	
  biological	
  responses	
  

but	
  decreases	
  MET	
  internalization	
  

Because	
  hypoxia	
  causes	
  a	
  strong	
  reduction	
   in	
  MET	
  phosphorylation	
  without	
  affecting	
  activation	
  

of	
   the	
   two	
   main	
   downstream	
   pathways,	
   we	
   evaluated	
   the	
   impact	
   of	
   oxygen	
   deprivation	
   on	
   various	
  

HGF/SF-­‐induced	
  biological	
  responses.	
  Under	
  hypoxia	
  and	
  normoxia,	
  HGF/SF-­‐stimulated	
  MDCK	
  epithelial	
  

cells	
  behaved	
  similarly	
  as	
  regards	
  morphogenesis	
  (when	
  cultured	
  on	
  an	
  extracellular	
  matrix	
  substitute),	
  

scattering,	
  migration	
   (in	
  gap-­‐closure	
  assays),	
   and	
  survival	
   (when	
  challenged	
  with	
   the	
  apoptosis	
   inducer	
  

anisomycin)	
   (Fig.	
   6,	
   A,	
   B,	
   C,	
   and	
   D,	
   respectively).	
   These	
   results	
   show	
   that	
   the	
   drastic	
   decrease	
   in	
  MET	
  

phosphorylation	
   observed	
   during	
   hypoxia	
   does	
   not	
   prevent	
   the	
   broad	
   range	
   of	
   biological	
   responses	
  

induced	
   by	
   MET	
   in	
   epithelial	
   cells.	
   On	
   the	
   other	
   hand,	
   when	
   cells	
   were	
   treated	
   with	
   a	
   MET	
   agonist	
  

antibody	
   and	
   internalization	
   of	
   antibody-­‐bound	
   MET	
   was	
   monitored	
   by	
   immunofluorescence	
   staining,	
  

reduced	
  staining	
  of	
  intracellular	
  vesicles	
  was	
  observed	
  (Supplementary	
  Fig.	
  S5).	
  This	
  result	
  indicates	
  that	
  

hypoxia	
   causes	
   reduced	
   MET	
   internalization.	
   It	
   is	
   consistent	
   with	
   the	
   decrease	
   in	
   tyrosine	
   1003	
  

phosphorylation	
   observed	
   under	
   hypoxia,	
   as	
   this	
   phosphorylation	
   is	
   involved	
   in	
   recruitment	
   of	
   the	
   E3	
  

ubiquitin	
  ligase	
  c-­‐CBL.	
  

	
  

Hypoxia	
  induces	
  resistance	
  to	
  MET-­‐targeting	
  tyrosine	
  kinase	
  inhibitors	
  

Many	
  RTK-­‐targeting	
  therapies	
  rely	
  on	
  the	
  design	
  of	
  ATP	
  mimetics	
  capable	
  of	
  binding	
  to	
  the	
  ATP-­‐

binding	
   pocket	
   of	
   the	
   kinase	
   domain.	
   Interestingly,	
   RTKs	
   displaying	
   constitutive	
   kinase	
   activation	
   and	
  

thus	
   an	
   accessible	
  ATP	
  binding	
   site	
   are	
  more	
   sensitive	
   to	
   such	
   inhibitors.	
   In	
   order	
   to	
   see	
   how	
  hypoxia	
  

might	
   affect	
   the	
   sensitivity	
   of	
   the	
   MET	
   receptor	
   to	
   ATP	
   mimetics,	
   dose-­‐response	
   experiments	
   were	
  

performed	
  under	
  hypoxia	
  and	
  normoxia	
  with	
  two	
  MET-­‐targeting	
  TKIs,	
  PHA-­‐665752	
  and	
  SU11274.	
  Figure	
  

7A	
   shows	
   that	
   the	
   concentration	
   of	
   PHA-­‐665752	
   required	
   to	
   achieve	
   substantial	
   inhibition	
  was	
   higher	
  

under	
   hypoxia	
   than	
   under	
   normoxia	
   (0.3	
   vs.	
   0.05	
   µM).	
   To	
   achieve	
   a	
   similar	
   level	
   of	
   inhibition	
   with	
  

SU11274,	
   it	
  took	
  about	
  3	
  times	
  more	
  inhibitor	
  under	
  hypoxia	
  than	
  under	
  normoxia	
  (Supplementary	
  Fig.	
  

S6).	
  Moreover,	
  PHA-­‐665752	
  efficiency	
  on	
  HGF/SF-­‐induced	
  AKT	
  and	
  ERK	
  phosphorylations	
  was	
  quantified	
  

by	
   AlphaScreen	
   technology.	
   Experiments	
   showed	
   an	
   IC50	
   2.1	
   time	
   higher	
   under	
   hypoxia	
   than	
   under	
  

normoxia	
  for	
  AKT	
  inhibition	
  and	
  2.4	
  higher	
  for	
  ERK	
  inhibition	
  (Fig.	
  7B).	
  Furthermore,	
  treatment	
  with	
  0.1	
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μM	
  PHA-­‐665752	
  did	
  not	
  suppress	
  HGF/SF-­‐induced	
  morphogenesis	
  in	
  MDCK	
  cells	
  cultured	
  under	
  hypoxia,	
  

in	
  contrast	
  to	
  the	
  same	
  cells	
  cultured	
  under	
  normoxia	
  (Fig.	
  7C).	
  

As	
   the	
   decrease	
   in	
   MET	
   phosphorylation	
   observed	
   under	
   hypoxia	
   was	
   reversible	
   upon	
  

reoxygenation,	
  we	
  tested	
  whether	
  sensitivity	
  to	
  MET-­‐targeting	
  ATP	
  mimetics	
  might	
  likewise	
  be	
  restored	
  

in	
   cells	
   subjected	
   to	
   the	
   same	
  hypoxia/normoxia	
   sequence.	
  While	
   cells	
   cultured	
  under	
   hypoxia	
   became	
  

resistant	
   to	
   both	
   PHA-­‐665752	
   and	
   SU11274,	
   subsequent	
   restoration	
   of	
   normoxia	
   for	
   10	
   min	
   was	
  
sufficient	
   to	
   restore	
   sensitivity	
   to	
   both	
   compounds	
   (Fig.	
   7A	
   and	
   B).	
   Thus,	
   both	
   the	
   decrease	
   in	
   MET	
  

phosphorylation	
  and	
  resistance	
  to	
  MET-­‐targeting	
  TKIs	
  involve	
  dynamic	
  and	
  reversible	
  mechanisms.	
   	
  



	
  

	
   138	
  

Discussion	
  

The	
  first	
  step	
  in	
  MET	
  activation	
  is	
  trans-­‐autophosphorylation	
  at	
  several	
  crucial	
  tyrosine	
  residues,	
  

notably	
  tyrosines	
  1234	
  and	
  1235	
  within	
  the	
  kinase	
  domain.	
  After	
  this	
  initial	
  step,	
  MET	
  further	
  undergoes	
  

autophosphorylation	
   of	
   tyrosines	
   1349	
   and	
   1356	
   within	
   the	
   C-­‐terminal	
   domain,	
   which	
   constitutes	
   a	
  

docking	
  site	
  for	
  numerous	
  substrates	
  involved	
  in	
  downstream	
  signaling.	
  Phosphorylation	
  of	
  tyrosine	
  1003	
  

is	
   next	
   required	
   for	
   efficient	
   degradation	
   of	
   the	
   ligand-­‐activated	
   receptor	
   and	
   termination	
   of	
   signaling.	
  

Here	
   we	
   show	
   that	
   phosphorylation	
   of	
   all	
   these	
   MET	
   residues	
   is	
   drastically	
   reduced	
   under	
   hypoxic	
  

conditions,	
   while	
   activation	
   of	
   the	
   downstream	
   signaling	
   kinases	
   AKT	
   and	
   ERK	
   remains	
   unaffected.	
  

Consequently,	
  the	
  biological	
  responses	
  under	
  the	
  control	
  of	
  MET	
  are	
  still	
  present	
  under	
  hypoxia.	
  

While	
   the	
  MET	
  activation	
   status	
  has	
   already	
  been	
   investigated	
  under	
  hypoxia(Lee	
   et	
   al.,	
   2014),	
  

such	
   a	
   drastic	
   reduction	
   in	
   MET	
   phosphorylation	
   has	
   not	
   been	
   described	
   before.	
   Up	
   to	
   now,	
   MET	
  

phosphorylation	
  has	
  usually	
  been	
  evaluated	
  after	
  treatment	
  with	
  CoCl2,	
  a	
  chemical	
  often	
  used	
  to	
  mimic	
  the	
  

response	
   of	
   cells	
   to	
   hypoxia.	
   Our	
   work	
   indicates	
   that	
   oxygen	
   deprivation	
   strongly	
   reduces	
   MET	
  

phosphorylation,	
   in	
   contrast	
   to	
   treatment	
   with	
   CoCl2	
   or	
   hydralazine.	
   Differences	
   between	
   the	
   states	
  

induced	
   by	
   low	
   oxygen	
   pressure	
   and	
   by	
   CoCl2	
   treatment	
   have	
   already	
   been	
   described.	
   For	
   instance,	
  

oxygen	
   deprivation	
   has	
   been	
   shown	
   to	
   strongly	
   inhibit	
   protein	
   synthesis,	
   while	
   CoCl2	
  has	
   the	
   opposite	
  

effect(Nakayama	
   et	
   al.,	
   2000;	
   Tinton	
   et	
   al.,	
   1997).	
   CoCl2	
  and	
   hydrazaline	
  are	
   believed	
   to	
  mimic	
   hypoxia	
  

mainly	
  through	
  HIF1a	
  stabilization,	
  as	
  these	
  agents	
  prevent	
  hydroxylation	
  of	
  some	
  HIF1a	
  proline	
  residues	
  

by	
  oxygen-­‐dependent	
  PHDs.	
  These	
  prolyl-­‐hydroxylations	
  are	
  required	
  under	
  normoxic	
  conditions	
  to	
  allow	
  

HIF1a	
  ubiquitinylation	
  by	
  VHL	
  and	
  to	
  promote	
  its	
  constitutive	
  degradation(Epstein	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Hoenig	
  et	
  

al.,	
  2008;	
  Knowles	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

The	
  fact	
  that	
  hypoxia	
  leads	
  to	
  reduced	
  MET	
  phosphorylation	
  in	
  all	
  the	
  cell	
  lines	
  and	
  primary	
  cells	
  

tested	
   suggests	
   that	
   this	
   effect	
   is	
   general.	
  We	
   show	
   that	
   hypoxia	
   does	
   not	
  merely	
   shift	
  MET	
   activation,	
  

since	
   MET	
   phosphorylation	
   remains	
   at	
   a	
   reduced	
   level	
   for	
   all	
   times	
   of	
   HGF/SF	
   treatment.	
   In	
   HGF/SF-­‐

stimulated	
   cells,	
   furthermore,	
   modulation	
   of	
   the	
   MET	
   phosphorylation	
   level	
   appears	
   dynamic	
   and	
  

reversible,	
  since	
  the	
   level	
  drops	
  after	
   just	
  a	
   few	
  minutes	
  of	
   incubation	
  at	
   low	
  oxygen	
  pressure	
  and	
  rises	
  

rapidly	
  to	
  a	
  level	
  typical	
  of	
  normoxia	
  when	
  the	
  oxygen	
  pressure	
  is	
  restored	
  to	
  a	
  normal	
  level.	
  

The	
   hypoxia-­‐triggered	
   decrease	
   in	
   MET	
   phosphorylation	
   concerns	
   several	
   tyrosine	
   residues.	
  

Notably	
  affected	
  are	
  the	
  adjacent	
  tyrosines	
  1234	
  and	
  1235,	
  required	
  for	
  kinase	
  domain	
  activation.	
  Other	
  

tyrosine	
   residues	
   whose	
   phosphorylation	
   relies	
   on	
   MET	
   kinase	
   activity	
   are	
   also	
   less	
   phosphorylated,	
  

particularly	
   tyrosine	
   1003,	
   required	
   for	
   E3	
   ubiquitin	
   ligase	
   CBL	
   recruitment	
   and	
   subsequent	
  

internalization	
   and	
   degradation	
   of	
   the	
   MET	
   receptor.	
   Consistently,	
   MET	
   receptor	
   internalization	
   upon	
  

activation	
  with	
   a	
  monoclonal	
   anti-­‐MET	
   antibody	
   is	
   reduced	
   under	
   hypoxia.	
   Also	
   drastically	
   reduced	
   is	
  

phosphorylation	
  of	
   tyrosine	
  1349,	
   in	
   the	
  C-­‐terminal	
  docking	
  site.	
  This	
  effect	
   is	
  accompanied	
  by	
  reduced	
  

phosphorylation	
  of	
  the	
  multi-­‐adaptor	
  protein	
  GAB1,	
  known	
  to	
  be	
  recruited	
  to	
  this	
  docking	
  site.	
  

Despite	
   reduced	
  MET	
   and	
   GAB1	
   phosphorylation,	
   activation	
   of	
   the	
   AKT	
   and	
   ERK	
   downstream	
  

signaling	
  kinases	
  is	
  maintained	
  or	
  even	
  increased,	
  depending	
  on	
  the	
  cell	
  type.	
  These	
  results	
  are	
  consistent	
  

with	
   those	
   of	
   a	
   previous	
   study	
   demonstrating	
   efficient	
   ERK	
   activation	
   by	
   ligand-­‐stimulated	
  MET	
  under	
  

hypoxic	
   conditions(Lee	
   et	
   al.,	
   2014).	
   The	
   same	
   study	
   also	
   mentioned,	
   however,	
   a	
   decrease	
   in	
   AKT	
  

activation	
   that	
   was	
   not	
   observed	
   here.	
   We	
   further	
   demonstrate	
   in	
   the	
   present	
   study	
   that	
   even	
   under	
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hypoxia,	
  activation	
  of	
  AKT	
  and	
  ERK	
  still	
  depends	
  on	
  MET	
  activation	
  and	
  GAB1	
  adaptor	
  recruitment,	
  since	
  

MET	
   or	
   GAB1	
   knockdown	
   with	
   specific	
   siRNAs	
   effectively	
   inhibits	
   HGF/SF-­‐triggered	
   ERK	
   and	
   AKT	
  

activation,	
  and	
  since	
  phosphorylation	
  of	
  both	
  downstream	
  kinases	
  is	
  markedly	
  inhibited	
  in	
  the	
  presence	
  

of	
  a	
  MET-­‐targeting	
  TKI	
  at	
  optimal	
  dosage.	
  

Just	
   in	
  case	
  commercial	
  recombinant	
  HGF/SF	
  might	
   fail	
   to	
  bind	
  to	
  MET	
  under	
  hypoxia,	
  we	
  have	
  

treated	
   cells	
   with	
   natural	
   HGF/SF	
   produced	
   by	
   fibroblasts	
   and	
   also	
   with	
   a	
   potent	
   semisynthetic	
   MET	
  

agonist,	
  K1B/S(Simonneau	
   et	
   al.,	
   2015).	
  Under	
  hypoxia,	
   in	
   contrast	
   to	
   normoxia,	
   these	
  proteins	
  proved	
  

unable	
   to	
   promote	
   a	
   normal	
   level	
   of	
  MET	
  phosphorylation.	
   Importantly,	
   reduced	
  MET	
  phosphorylation	
  

under	
  hypoxia	
  was	
  also	
  observed	
  in	
  cell	
  lines	
  where	
  MET	
  activation	
  is	
  ligand	
  independent	
  (either	
  because	
  

of	
  met	
  gene	
  amplification	
  leading	
  to	
  massive	
  overexpression	
  or	
  because	
  of	
  deletion	
  of	
  the	
  regulatory	
  exon	
  

14).	
  

Hypoxia	
  has	
  previously	
  been	
  shown	
  to	
  increase	
  met	
  gene	
  expression	
  as	
  a	
  consequence	
  of	
  HIF1a	
  

transcription	
  factor	
  stabilization(Hayashi	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Ide	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Pennacchietti	
  et	
  al.,	
  2003).	
  We	
  have	
  

observed	
  no	
   significant	
   increase	
   in	
   the	
  MET	
  mRNA	
  (data	
  not	
   shown)	
  or	
  protein	
   level	
   after	
  1	
   to	
  24	
  h	
  of	
  

hypoxia.	
   However,	
   the	
   expression	
   level	
   might	
   vary	
   in	
   some	
   cell	
   types	
   or	
   if	
   treatment	
   is	
   prolonged.	
   In	
  

addition,	
   although	
   we	
   have	
   observed	
   no	
   change	
   in	
   the	
   MET	
   protein	
   level,	
   the	
   reduced	
   internalization	
  

evidenced	
  under	
  hypoxia	
  could	
  lead	
  to	
  decreased	
  MET	
  degradation.	
  

HGF/SF-­‐MET	
   signaling	
   induces	
   a	
   broad	
   range	
   of	
   cellular	
   responses,	
   such	
   as	
   morphogenesis,	
  

scattering,	
  migration,	
  and	
  cell	
  survival(Furlan	
  et	
  al.,	
  2014;	
  Skead	
  and	
  Govender,	
  2015).	
  Consistently	
  with	
  

normal	
  activation	
  of	
  downstream	
  signaling	
  events,	
  all	
  these	
  biological	
  responses	
  appear	
  to	
  be	
  maintained	
  

under	
  hypoxia.	
  These	
  results	
  suggest	
  that	
  minimal	
  activation	
  of	
  MET	
  and	
  GAB1	
  under	
  hypoxia	
  is	
  sufficient	
  

to	
   promote	
   full	
   responses.	
   This	
   sensitivity	
  might	
   be	
   due	
   to	
   signal	
   amplification	
   occurring	
   downstream	
  

from	
  GAB1	
  but	
  upstream	
  from	
  ERK	
  and	
  AKT.	
  

Phosphatases	
  are	
  well-­‐known	
  downregulators	
  of	
  kinase	
  phosphorylation	
  and	
  activation.	
  Several	
  

phosphatases,	
  including	
  Shp-­‐2,	
  DEP-­‐1,	
  and	
  PTP1B,	
  are	
  known	
  to	
  either	
  dephosphorylate	
  MET	
  or	
  regulate	
  

its	
   signaling	
   (Maroun	
  et	
   al.,	
   2000;	
  Palka	
   et	
   al.,	
   2003;	
   Sangwan	
  et	
   al.,	
   2008).	
   In	
   keeping	
  with	
   a	
  dynamic,	
  

reversible	
  modulatory	
  mechanism,	
  we	
  propose	
   that	
   the	
  decreased	
  MET	
  phosphorylation	
   level	
  observed	
  

during	
   hypoxia	
   could	
   be	
   the	
   consequence	
   of	
   phosphatase	
   activation.	
   We	
   have	
   accordingly	
   found	
   the	
  

general	
  tyrosine	
  phosphatase	
  inhibitor	
  sodium	
  orthovanadate	
  to	
  promote	
  a	
  high	
  level	
  of	
  phosphorylated	
  

MET	
  under	
  both	
  normoxic	
  and	
  hypoxic	
  conditions.	
  This	
  supports	
  the	
  view	
  that	
  phosphatase	
  activity	
  plays	
  

a	
   major	
   role	
   in	
   regulating	
   the	
   MET	
   phosphorylation	
   status	
   under	
   hypoxia.	
   Previous	
   reports,	
   however,	
  

suggest	
   that	
   the	
   activity	
   of	
   the	
   Shp-­‐2	
   and	
   DEP-­‐1	
   phosphatases,	
   among	
   other	
   phosphatases	
   including	
  

PTP1B	
  and	
  T-­‐cell	
  PTP,	
  is	
  downregulated	
  under	
  hypoxia	
  (ten	
  Freyhaus	
  et	
  al.,	
  2011).	
  The	
  fact	
  that	
  we	
  have	
  

found	
  inhibition	
  of	
  Shp-­‐2	
  and	
  DEP-­‐1	
  not	
  to	
  restore	
  the	
  MET	
  phosphorylation	
  level	
  suggests	
  that	
  they	
  are	
  

not	
   involved	
   in	
   its	
   hypoxia-­‐triggered	
   decrease.	
   It	
   would	
   therefore	
   now	
   be	
   interesting	
   to	
   evaluate	
   the	
  

involvement	
  of	
  novel	
  phosphatases	
  whose	
  activity	
  might	
  be	
  increased	
  by	
  hypoxia.	
  

There	
   is	
  now	
  clear	
  evidence	
  that	
   tumoral	
  hypoxia	
   induces	
  a	
  complex	
  adaptive	
  response	
   leading	
  

notably	
  to	
  resistance	
  to	
  therapy.	
  These	
  responses	
  result	
  from	
  a	
  profound	
  genetic	
  reprogramming	
  mainly	
  

involving	
   the	
   transcriptional	
   regulator	
   HIF1a.	
   For	
   instance,	
   hypoxia	
   upregulates	
   expression	
   of	
   the	
  

multidrug	
   resistance	
   gene	
   MDR1,	
   causing	
   efflux	
   of	
   chemotherapeutic	
   drugs.	
   It	
   can	
   also	
   exert	
   on	
   cells	
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selective	
   pressure	
   for	
   the	
   loss	
   of	
   p53(Comerford	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Graeber	
   et	
   al.,	
   1996).	
   Hypoxia-­‐induced	
  

resistance	
   to	
   classical	
   chemotherapeutic	
   agents	
   such	
   as	
   cisplatin	
   or	
   doxorubicin	
   also	
   requires	
  

transcriptional	
   regulation,	
   involving	
  HIF1a	
  or	
  not(Doktorova	
  et	
  al.,	
  2015).	
  Prior	
   to	
   this	
  work,	
   resistance	
  

under	
  hypoxia	
  has	
  not	
  been	
  described	
  as	
  an	
  immediate	
  mechanism,	
  since	
  it	
  appeared	
  to	
  require	
  at	
   least	
  

transcriptional	
  regulation.	
  

Numerous	
  strategies	
  for	
  inhibiting	
  RTK	
  activity	
  are	
  under	
  development	
  or	
  already	
  used	
  clinically	
  

in	
  cancer	
  treatment.	
  Many	
  TKIs	
  are	
  ATP	
  mimetics	
  which	
  associate	
  with	
  and	
  block	
  the	
  ATP-­‐binding	
  site	
  of	
  

the	
  kinase	
  domain.	
  Paradoxically,	
  ATP	
  mimetics	
  are	
  more	
  effective	
  when	
  the	
  kinase	
  catalytic	
  site	
  is	
  in	
  its	
  

open	
  conformation,	
  i.	
  e.,	
  in	
  its	
  active	
  state(Chen,	
  2011).	
  For	
  instance,	
  EGFR-­‐targeting	
  TKIs	
  such	
  as	
  gefitinib	
  

are	
   more	
   effective	
   against	
   EGFR	
   variants	
   with	
   activating	
   mutations.	
   For	
   example,	
   direct	
   binding	
  

measurements	
  show	
  that	
  gefitinib	
  binds	
  20	
  times	
  more	
  tightly	
  to	
  the	
  L858R	
  mutant	
  than	
  to	
  the	
  wild-­‐type	
  

enzyme(Yun	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Regarding	
   the	
   MET	
   receptor,	
   high	
   sensitivity	
   to	
   MET	
   inhibition	
   appears	
  

associated	
  with	
  the	
  high	
  phospho-­‐MET	
  levels	
  observed	
  in	
  HGF/SF	
  autocrine	
  cell	
  lines(Xie	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

Reasoning	
  that	
  the	
  strong	
  decrease	
  in	
  phosphorylated	
  MET	
  observed	
  under	
  hypoxia	
  might	
  modify	
  

cellular	
  responses	
  to	
  TKIs,	
  we	
  have	
  found	
  that	
  it	
  takes	
  a	
  two-­‐	
  to	
  six-­‐fold-­‐higher	
  dose	
  of	
  the	
  ATP	
  mimetic	
  

PHA-­‐665752	
  or	
  SU-­‐11274	
  under	
  hypoxia	
  than	
  under	
  normoxia	
  to	
  substantially	
  reduce	
  HGF/SF-­‐triggered	
  

phosphorylation	
  of	
  the	
  downstream	
  kinases	
  ERK	
  and	
  AKT.	
  Likewise,	
  although	
  PHA-­‐665752	
  treatment	
  can	
  

abolish	
   cell	
   morphogenesis	
   under	
   normoxia,	
   the	
   same	
   treatment	
   induces	
   only	
   partial	
   inhibition	
   under	
  

hypoxia.	
  Interestingly,	
  re-­‐oxygenation	
  restores	
  the	
  response	
  to	
  the	
  inhibitor.	
  This	
  demonstrates	
  that,	
  like	
  

the	
  decrease	
  in	
  MET	
  phosphorylation,	
  resistance	
  to	
  MET-­‐targeting	
  TKIs	
  is	
  reversible.	
  

Recently,	
   several	
   MET-­‐targeting	
   TKIs	
   have	
   been	
   used	
   successfully	
   in	
   clinical	
   trials	
   on	
   patients	
  

with	
   MET	
   deregulations	
   such	
   as	
  met	
   gene	
   amplification	
   and	
   activating	
   mutations	
   leading	
   to	
   exon	
   14	
  

skipping(Frampton	
   et	
   al.,	
   2015;	
   Ou	
   et	
   al.,	
   2011;	
   Paik	
   et	
   al.,	
   2015).	
   Interestingly,	
   we	
   have	
   evidenced	
  

decreased	
  MET	
  phosphorylation	
  under	
  hypoxia	
  in	
  cells	
  displaying	
  both	
  of	
  these	
  defects.	
  This	
  suggests	
  that	
  

resistance	
  to	
  TKIs	
  could	
  occur	
  in	
  the	
  hypoxic	
  areas	
  of	
  tumors	
  harboring	
  these	
  MET	
  deregulations,	
  thereby	
  

possibly	
  reducing	
  the	
  effectiveness	
  of	
  these	
  agents.	
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Experimental	
  procedures	
  

	
  

Cell	
  culture,	
  cytokines,	
  and	
  drugs	
  

The	
  cell	
  lines	
  HT1080,	
  HS746T,	
  HeLa,	
  HepG2,	
  and	
  GTL16	
  were	
  maintained	
  in	
  Dulbecco’s	
  Modified	
  

Eagle	
   Medium	
   (DMEM,	
   Gibco®	
   Life	
   Technologies®)	
   supplemented	
   with	
   10%	
   fetal	
   bovine	
   serum	
  

(FBS,	
  Gibco®	
  Life	
  Technologies®).	
  MDCK	
  cells	
  were	
  maintained	
  in	
  DMEM	
  with	
  1%	
  Non-­‐Essential	
  Amino	
  

Acids	
   (NEAA,	
   Life	
   Technologies®)	
   and	
   50	
   μg/mL	
   biotin	
   (Calbiochem®)	
   supplemented	
   with	
   10%	
   FBS.	
  

EBC-­‐1	
   cells	
   were	
   cultured	
   in	
   Minimum	
   Essential	
   Medium	
   (MEM,	
   Gibco®	
   Life	
   Technologies®)	
  

supplemented	
  with	
  10%	
  FBS.	
  MCF10A	
  cells	
  were	
  cultured	
  in	
  Dulbecco's	
  Modified	
  Eagle	
  Medium/Nutrient	
  

Mixture	
   F-­‐12	
   (DMEM/F12	
   (1	
  :1),	
   Gibco®	
   Life	
   Technologies®)	
   with	
   20	
   ng/mL	
   human	
   recombinant	
  

Epidermal	
   Growth	
   Factor	
   (Peprotech®),	
   100	
   ng/mL	
   cholera	
   toxin	
   (Calbiochem®),	
   0.01	
  mg/mL	
   insulin	
  

(Sigma	
  Aldrich®),	
  500	
  ng/mL	
  hydrocortisone	
  (Calbiochem®)	
  supplemented	
  with	
  5%	
  horse	
  serum	
  (Life	
  

Technologies®).	
  All	
  media	
  were	
  supplemented	
  with	
  1%	
  Zell	
  ShieldTM	
  (Minerva	
  Biolabs®).	
  Keratinocytes	
  

were	
   maintained	
   in	
   KGM-­‐GoldTM	
   BullekitTM	
   (Lonza®)	
   supplemented	
   with	
   0.4%	
   BPE	
   (Bovine	
   Pitutary	
  

Extract),	
   0.5	
   ng/mL	
   hEGF,	
   5	
   mg/mL	
   rh	
   Insulin,	
   100	
   ng/mL	
   hydrocortisone,	
   GA-­‐1000	
   (gentamicin,	
  

amphotericin	
  B),	
  1	
  mM	
  epinephrine,	
  5	
  mg/mL	
  transferrin	
  (Lonza®).	
  

Cells	
  were	
  cultured	
  in	
  an	
  InVivo2	
  500™	
  Awel®	
  station	
  in	
  a	
  stable	
  hypoxic	
  environment	
  (1%	
  O2)	
  

(94%	
  N2,	
   5%	
   CO2,	
   37°C,	
   75%	
   humidity)	
   or	
   under	
   normoxia	
   (at	
   37°C	
   in	
   a	
   water-­‐saturated	
   atmosphere	
  

containing	
  5%	
  CO2	
  and	
  21%	
  O2).	
  

Recombinant	
  human	
  HGF/SF	
  was	
  purchased	
  from	
  Peprotech®	
  (Rocky	
  Hill,	
  CT,	
  USA),	
  anisomycin	
  

from	
  Santa	
  Cruz®.	
  PHA-­‐665752	
  from	
  Promega®	
  (Madison,	
  WI,	
  USA),	
  and	
  SU-­‐11274	
  from	
  Calbiochem®.	
  

Mitomycin-­‐c,	
  DMSO,	
  CoCl2,	
  hydralazine,	
  and	
  Na3VO4	
  were	
  purchased	
  from	
  Sigma®	
  (St	
  Louis,	
  MO,	
  USA).	
  

	
  

Western	
  blotting	
  and	
  antibodies	
  

Cells	
   were	
   cultured	
   in	
   6-­‐well	
   plates	
   in	
   their	
   respective	
   media	
   and	
   then	
   starved	
   overnight	
   in	
  

serum-­‐free	
  medium.	
  They	
  were	
  then	
  lysed	
  with	
  100	
  µL	
  RIPA	
  buffer	
  (20	
  mM	
  HEPES,	
  1%	
  NP40,	
  0.1%	
  SDS,	
  

5%	
  glycerol,	
  142	
  mM	
  KCl,	
  5	
  mM	
  MgCl2,	
  1	
  mM	
  EDTA,	
  pH	
  7.45)	
  supplemented	
  with	
  phosphatase	
  inhibitors	
  

(1/200	
   Phosphatase	
   Inhibitor	
   Cocktail	
   2	
   –	
   Sigma®	
   P5726)	
   and	
   protease	
   inhibitors	
   (1/400	
   Protease	
  

Inhibitor	
  Cocktail	
  –	
  Sigma®	
  P1860).	
  For	
  analysis,	
  lysates	
  were	
  centrifuged	
  and	
  the	
  supernatant	
  collected.	
  

The	
  total	
  protein	
  concentration	
  was	
  determined	
  with	
  the	
  BCA	
  Protein	
  Assay	
  Reagent	
  Kit	
  (Pierce®),	
  and	
  

equal	
   amounts	
   of	
   proteins	
   were	
   resolved	
   on	
   NuPAGE	
   4-­‐12%	
   Bis-­‐Tris	
   gels	
   (Novex®	
   by	
   Life	
  

TechnologiesTM).	
   Separated	
  proteins	
  were	
   transferred	
  onto	
   a	
   polyvinyl	
   difluoride	
  membrane	
   in	
  Towbin	
  

buffer	
   (10%	
   methanol,	
   10%	
   Tris-­‐glycine	
   1X,	
   0.0025%	
   SDS).	
   The	
   membrane	
   was	
   then	
   equilibrated	
   in	
  

blocking	
  buffer	
   (8	
  g	
   casein/1L,	
  PBS	
  1X,	
  0.2%	
  Tween).	
  Proteins	
  were	
  analyzed	
  by	
  western	
  blotting	
  with	
  

anti-­‐phosphorylated	
   MET	
   at	
   1/1000	
   dilution	
   from	
   stock	
   solution	
   (Tyr	
   1234/1235,	
   #3077	
   –	
   Cell	
  

Signaling®	
   ;	
   Tyr	
   1003,	
  #44-­‐882	
  BiosourceTM	
   Life	
  Technologies®	
   ;	
   Tyr	
   1349,	
  #3121	
   –	
  Cell	
   Signaling®),	
  

anti-­‐MET	
  (3D4	
  -­‐	
  Life	
  Technologies®),	
  anti-­‐phosphorylated-­‐AKT	
  (Ser473,	
  #9271	
  -­‐	
  Cell	
  Signaling®),	
  anti-­‐

AKT	
   (Cell	
   Signaling®),	
   anti-­‐phosphorylated-­‐ERK	
   (Thr202/Tyr204,	
   #9106	
   -­‐	
   Cell	
   Signaling®),	
   anti-­‐ERK2	
  

(C14	
  –	
  Santa	
  Cruz®),	
  anti-­‐phosphorylated-­‐GAB1	
  (MilliporeTM),	
  anti-­‐GAB1	
  (#1626-­‐1	
   -­‐	
  Epitomics®),	
  anti-­‐

phosphotyrosines	
  (4G10	
  –	
  MilliporeTM),	
  anti-­‐	
  HIF1a	
  (Novus	
  biologicals®),	
  and	
  anti-­‐carbonic	
  anhydrase	
  IX	
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(CAIX	
   –	
   Abcam®).	
   After	
   incubation	
   with	
   the	
   appropriate	
   species-­‐specific	
   horseradish-­‐peroxidase-­‐

conjugated	
  secondary	
  antibodies	
  (anti-­‐rabbit	
  (#711-­‐035-­‐15),	
  mouse	
  (#115-­‐035-­‐146),	
  or	
  goat	
  (#705-­‐035-­‐

003)	
   –	
   Jackson	
   ImmunoResearch	
   Lab®),	
   the	
   antigen-­‐antibody	
   complexes	
   were	
   detected	
   with	
   a	
   light-­‐

sensitive	
   photographic	
   film	
   (CL-­‐XposureTM	
   Film	
   –	
   Thermo	
   Scientific®)	
   after	
   use	
   of	
   an	
   ECL	
   kit	
  

(AmerchamTM	
   ECLTM	
   Western	
   Blotting	
   Detection	
   Reagents),	
   West	
   Dura	
   Extended	
   Duration	
   Substrate	
  

(SuperSignal®),	
   or	
   SuperSignal®	
   West	
   Femto	
   Maximum	
   Sensitivity	
   Substrate	
   (ThermoScientific®)	
   as	
  

required.	
  For	
  quantification	
  of	
  MET	
  phosphorylation,	
  luminescence	
  was	
  captured	
  by	
  digital	
  imaging	
  with	
  a	
  

cooled	
  charge	
  coupled	
  device	
   camera	
   (LAS	
  3000,	
  Fuji,	
  Tokyo,	
   Japan),	
   and	
  quantification	
  was	
  performed	
  

with	
   Multigauge	
   V3.0	
   software.	
   The	
   background-­‐adjusted	
   volume	
   was	
   normalized	
   with	
   respect	
   to	
   an	
  

empty	
  well.	
  

	
  

Transfections	
  and	
  RNA	
  interference	
  

Cells	
   were	
   transfected	
   with	
   different	
   siRNAs	
   targeting	
   MET	
   or	
   GAB1.	
   Three	
   MET-­‐targeting	
  

siRNAs	
   or	
   two	
   GAB1-­‐targeting	
   siRNAs	
  were	
   used	
   as	
   a	
   pool	
   or	
   separately.	
   Transfection	
  was	
   performed	
  

according	
   to	
   the	
   reverse	
   transfection	
   protocol.	
   A	
   suspension	
   of	
   400,000	
   cells	
   was	
   incubated	
   for	
   20	
  

minutes	
  with	
  a	
  mix	
  of	
  4.5	
  µL	
  Lipofectamine	
  2000	
  (Invitrogen®)	
  and	
  20	
  nM	
  MET-­‐	
  or	
  GAB1-­‐targeting	
  siRNA	
  

and	
  then	
  plated	
  in	
  a	
  6-­‐well	
  plate	
  in	
  a	
  final	
  volume	
  of	
  1.5	
  mL	
  complete	
  medium.	
  The	
  MET-­‐targeting	
  siRNAs	
  

were	
   Stealth	
   siRNAs	
   (Invitrogen®)	
   [5’-­‐CCAUUUCAACUGAGUUUGCUGUUAA-­‐3’,	
   5’-­‐

UCCAGAAGAUCAGUUUCCUAAUUCA-­‐3’,	
  and	
  5’CCGAGGGAAUCAUCAUGAAAGAUUU-­‐3’].	
  The	
  GAB1-­‐targeting	
  

siRNAs	
  were	
  stealth	
  siRNA	
  (Invitrogen®)	
  5’-­‐GAGAGUGGAUUAUGUUGUU-­‐3’	
  and	
  GAB1	
  siRNA	
  HSS103902	
  

–	
  chr4	
   :	
  144257983	
  –	
  144395718).	
  A	
  negative	
  control	
  Stealth	
  siRNA	
  was	
  also	
  used	
  (Invitrogen®).	
  After	
  

adhesion,	
   the	
  medium	
  was	
  renewed,	
   first	
  with	
  complete	
  medium	
  and	
   then	
  with	
  serum-­‐free	
  medium	
  24	
  

hours	
  later.	
  The	
  next	
  day,	
  cells	
  were	
  placed	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions	
  for	
  the	
  indicated	
  time	
  

and	
  then	
  stimulated	
  or	
  not	
  with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF	
  for	
  10	
  minutes.	
  

	
  	
  

Tumor	
  analysis	
  and	
  immunohistochemistry	
  

All	
  experiments	
  with	
  mice	
  were	
  performed	
  according	
  to	
  international	
  ethical	
  guidelines.	
  GTL16	
  

gastric	
  cancer	
  cells	
  in	
  200	
  µL	
  PBS	
  were	
  injected	
  subcutaneously	
  (5.106	
  cells/injection)	
  into	
  the	
  posterior	
  

flanks	
   of	
   nine-­‐week-­‐old	
   female	
   SCID	
  mice.	
   After	
   17	
   days,	
   the	
  mice	
  were	
   sacrificed.	
   Their	
   tumors	
  were	
  

excised	
  and	
  then	
  formaldehyde-­‐fixed	
  (4%)	
  and	
  paraffin-­‐embedded	
  (FFPE).	
  For	
  immunohistochemistry,	
  7-­‐

µm-­‐thick	
  sections	
  were	
  prepared	
  and	
  IHC	
  was	
  performed	
  with	
  antibodies	
  against	
  the	
  intracellular	
  domain	
  

of	
   MET	
   (SP44	
   CONFIRM,	
   Ventana	
   Medical	
   Systems,	
   Roche®),	
   the	
   phosphorylated	
   form	
   of	
   MET	
   (Tyr	
  

1234/1235	
   –	
   #3077/D26	
   –	
   Cell	
   Signaling®),	
   or	
   CAIX	
   (NCL-­‐L-­‐CAIX	
   -­‐	
   NovocastraTM)	
   in	
   a	
   Ventana	
  

automated	
  instrument	
  (Benchmark	
  XT	
  Ventana	
  instrument).	
  

	
  

Cellular	
  responses	
  

For	
  the	
  migration	
  assay,	
  MDCK	
  cells	
  were	
  seeded	
  (30,000	
  cells/well)	
   into	
  an	
  IBIDI®	
  insert.	
  The	
  

next	
   day,	
   DMEM	
   with	
   10%	
   FBS	
   was	
   added	
   to	
   the	
   well	
   with	
   10	
   µg/mL	
   mitomycin-­‐c	
   to	
   prevent	
  

proliferation.	
  Approximately	
  one	
  hour	
  later,	
  cells	
  were	
  photographed	
  and	
  the	
  medium	
  was	
  removed	
  and	
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replaced	
  with	
  DMEM,	
  10%	
  FBS	
  and	
  the	
  cells	
  were	
   left	
  overnight	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions.	
  

The	
  next	
  day,	
  the	
  experiment	
  was	
  stopped	
  and	
  the	
  cells	
  were	
  photographed.	
  

For	
  the	
  morphogenesis	
  assay,	
  MDCK	
  cells	
  were	
  seeded	
  (100,000	
  cells/well)	
  onto	
  a	
  300	
  µL	
  layer	
  of	
  

MatrigelTM	
  in	
  a	
  24-­‐well	
  plate	
  and	
  incubated	
  overnight.	
  The	
  next	
  day,	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF	
  was	
  added	
  to	
  the	
  

medium	
  and	
   the	
   cells	
  were	
  placed	
  under	
  normoxic	
   or	
   hypoxic	
   conditions	
   for	
   another	
   24	
  hours.	
   Finally	
  

they	
  were	
  photographed.	
  

For	
   the	
   scattering	
   assay,	
   MDCK	
   cells	
   were	
   seeded	
   (2,500	
   cells/well)	
   into	
   a	
   12-­‐well	
   plate	
   in	
  

medium	
  with	
  10%	
  FBS.	
  The	
  next	
  day,	
  and	
  after	
  adhesion,	
   the	
  medium	
  was	
  removed	
  and	
   the	
  cells	
  were	
  

serum-­‐starved	
   and	
   HGF/SF	
   was	
   added	
   or	
   not	
   (final	
   concentration:	
   10	
   ng/mL).	
   The	
   cells	
   were	
   then	
  

incubated	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions	
  for	
  24	
  hours,	
  fixed,	
  stained	
  with	
  hematoxylin	
  and	
  eosin;	
  

and	
  photographed.	
  

For	
  the	
  survival	
  assay,	
  MDCK	
  cells	
  were	
  seeded	
  (at	
  250,000	
  cells/well)	
  into	
  a	
  6-­‐well	
  plate.	
  After	
  

adhesion,	
   they	
   were	
   serum-­‐starved	
   for	
   24	
   hours	
   before	
   addition	
   of	
   DMEM	
   alone	
   or	
   DMEM	
   containing	
  

anisomycin	
   (0.7	
   µM),	
   HGF/SF	
   (25	
   ng/mL),	
   or	
   both.	
   The	
   next	
   day,	
   the	
   cells	
   were	
   trypsinized	
   and	
   then	
  

analyzed	
   with	
   the	
   Tali®	
   Apoptosis	
   Kit	
   (Life	
   Technologies®).	
   Briefly,	
   cells	
   were	
   harvested	
   by	
  

centrifugation	
   and	
   incubated	
   with	
   Alexa	
   Fluor	
   488-­‐conjugated	
   annexin	
   V	
   and	
   propidium	
   iodide.	
   The	
  

staining	
   intensity	
   was	
   then	
   measured	
   with	
   a	
   Tali®	
   Image-­‐Based	
   Cytometer	
   (Life	
   Technologies®)	
   to	
  

determine	
  numbers	
  of	
  unstained,	
  singly	
  stained,	
  and	
  doubly	
  stained	
  cells	
  (only	
  data	
  with	
  PI	
  staining	
  are	
  

shown).	
  

	
  

Immunofluorescence	
  

Cells	
  were	
   placed	
   on	
   ice	
   and	
   pretreated	
   for	
   at	
   least	
   30	
  min	
  with	
   the	
   anti-­‐MET	
   antibody	
   5D5	
  

(hybridoma	
  ATCC®	
  HB-­‐11895TM)	
  or	
  a	
  control	
  IgG,	
  placed	
  at	
  37°C	
  for	
  the	
  indicated	
  time,	
  and	
  then	
  stained	
  

with	
  PBS,	
   fixed	
  with	
  4%	
  PFA,	
   and	
  permeabilized	
  with	
  PBS/Triton	
   (0.1%)	
  before	
   staining	
  with	
  an	
  FITC-­‐

conjugated	
   anti-­‐mouse	
   IgG.	
   Coverslips	
   were	
   mounted	
   with	
   Glycergel	
   (DakoCytomation®)	
   mounting	
  

medium	
  and	
  fluorescence	
  was	
  measured	
  with	
  a	
  Zeiss	
  AxioImager	
  Z1	
  Apotome	
  (Thornwood,	
  NY)	
  

	
  

Quantification	
  of	
  phospho-­‐AKT	
  and	
  phospho-­‐ERK	
  with	
  AlphaScreen®	
  

Measurements	
   were	
   performed	
   in	
   384-­‐well	
   plates	
   according	
   to	
   the	
   manufacturer’s	
   protocols	
  

(OptiPlateTM-­‐384,	
  PerkinElmer®,	
  CA,	
  USA).	
  Briefly,	
  12000	
  cells	
  were	
  seeded	
  into	
  96-­‐well	
  culture	
  plates	
  for	
  

24	
   hours	
   and	
   starved	
   overnight.	
   The	
   next	
   day,	
   the	
   plates	
   were	
   placed	
   under	
   normoxic	
   and	
   hypoxic	
  

conditions	
  for	
  1.5	
  h	
  or	
  under	
  hypoxic	
  conditions	
  for	
  1.5	
  h	
  then	
  reoxygenated	
  for	
  10	
  minutes,	
  and	
  the	
  cells	
  

treated	
  or	
  not	
  with	
  HGF/SF,	
  PHA-­‐665752,	
  or	
  both	
  at	
  the	
  indicated	
  concentration(s).	
  The	
  cells	
  were	
  then	
  

immediately	
   lysed	
   in	
   the	
   manufacturer’s	
   buffer	
   supplemented	
   with	
   phosphatase	
   inhibitors	
   (1/200	
  

Phosphatase	
   Inhibitor	
   Cocktail	
   2	
   –	
   Sigma®	
   P5726)	
   and	
   protease	
   inhibitors	
   (1/400	
   Protease	
   Inhibitor	
  

Cocktail	
   –	
   Sigma®	
   P1860).	
   The	
   lysates	
   were	
   transferred	
   to	
   a	
   384-­‐well	
   microplate	
   and	
   an	
   appropriate	
  

reaction	
  buffer	
  added	
  for	
  detection	
  of	
  phosphorylated	
  AKT	
  (TGRA4S500)	
  or	
  ERK	
  (TGRES500).	
  The	
  Alpha	
  

signal	
  was	
  measured	
  on	
  an	
  EnSpire	
  plate	
  reader,	
  with	
  standard	
  AlphaScreen®	
  settings	
  (PerkinElmer®).	
   	
  



	
  

	
   144	
  

The	
  authors	
  declare	
  that	
  there	
  are	
  no	
  conflicts	
  of	
  interest	
  

	
  

Acknowledgments	
  

This	
  work	
  was	
  supported	
  by	
  the	
  CNRS,	
  the	
  Pasteur	
  Institute	
  of	
  Lille,	
  and	
  INSERM,	
  and	
  by	
  grants	
  from	
  the	
  

"Ligue	
   Contre	
   le	
   Cancer,	
   Comité	
  Nord",	
   the	
   “Association	
   pour	
   la	
   Recherche	
   sur	
   le	
   Cancer”,	
   the	
   “Institut	
  

National	
   du	
   Cancer”,	
   the	
   “Cancéropôle	
   Nord-­‐Ouest”	
   and	
   the	
   “Site	
   de	
   Recherche	
   Intégrée	
   sur	
   le	
   Cancer,	
  

SIRIC	
   ONCOLille”.	
  We	
   thank	
   the	
   Microscopy-­‐Imaging-­‐Cytometry	
   Facility	
   of	
   the	
   BioImaging	
   Center	
   Lille	
  

Nord-­‐de-­‐France	
  and	
  the	
  Chemistry	
  Systems	
  Biology	
  (CSB)	
  facility	
  for	
  access	
  to	
  instruments	
  and	
  technical	
  

advice.	
  We	
  also	
   thank	
  Dr	
  Samuel	
  Meignan	
   for	
  helpful	
   comments	
  on	
   the	
  use	
  of	
  a	
  hypoxia	
   station	
  and	
  Dr	
  

Corine	
  Abbadie	
  and	
  Dr	
  Nathalie	
  Martin	
  for	
  providing	
  primary	
  keratinocyte	
  cells.	
   	
  



	
  

	
   145	
  

References	
  

Ancot,	
  F.,	
  Leroy,	
  C.,	
  Muharram,	
  G.,	
  Lefebvre,	
  J.,	
  Vicogne,	
  J.,	
  Lemiere,	
  A.,	
  Kherrouche,	
  Z.,	
  Foveau,	
  B.,	
  Pourtier,	
  
A.,	
   Melnyk,	
   O.,	
   et	
   al.	
   (2012).	
   Shedding-­‐generated	
   Met	
   receptor	
   fragments	
   can	
   be	
   routed	
   to	
   either	
   the	
  
proteasomal	
  or	
  the	
  lysosomal	
  degradation	
  pathway.	
  Traffic	
  13,	
  1261-­‐1272.	
  
Birchmeier,	
  C.,	
  Birchmeier,	
  W.,	
  Gherardi,	
  E.,	
  and	
  Vande	
  Woude,	
  G.	
  F.	
  (2003).	
  Met,	
  metastasis,	
  motility	
  and	
  
more.	
  Nature	
  reviews	
  Molecular	
  cell	
  biology	
  4,	
  915-­‐925.	
  
Birchmeier,	
   C.,	
   and	
   Gherardi,	
   E.	
   (1998).	
   Developmental	
   roles	
   of	
   HGF/SF	
   and	
   its	
   receptor,	
   the	
   c-­‐Met	
  
tyrosine	
  kinase.	
  Trends	
  in	
  cell	
  biology	
  8,	
  404-­‐410.	
  
Blume-­‐Jensen,	
  P.,	
  and	
  Hunter,	
  T.	
  (2001).	
  Oncogenic	
  kinase	
  signalling.	
  Nature	
  411,	
  355-­‐365.	
  
Blumenschein,	
  G.	
  R.,	
   Jr.,	
  Mills,	
  G.	
  B.,	
  and	
  Gonzalez-­‐Angulo,	
  A.	
  M.	
  (2012).	
  Targeting	
  the	
  hepatocyte	
  growth	
  
factor-­‐cMET	
  axis	
  in	
  cancer	
  therapy.	
  Journal	
  of	
  clinical	
  oncology	
  :	
  official	
  journal	
  of	
  the	
  American	
  Society	
  of	
  
Clinical	
  Oncology	
  30,	
  3287-­‐3296.	
  
Boccaccio,	
  C.,	
  and	
  Comoglio,	
  P.	
  M.	
  (2006).	
   Invasive	
  growth:	
  a	
  MET-­‐driven	
  genetic	
  programme	
  for	
  cancer	
  
and	
  stem	
  cells.	
  Nature	
  reviews	
  Cancer	
  6,	
  637-­‐645.	
  
Bottaro,	
  D.	
  P.,	
  and	
  Liotta,	
  L.	
  A.	
  (2003).	
  Cancer:	
  Out	
  of	
  air	
  is	
  not	
  out	
  of	
  action.	
  Nature	
  423,	
  593-­‐595.	
  
Brahimi-­‐Horn,	
  M.	
  C.,	
  Chiche,	
  J.,	
  and	
  Pouyssegur,	
  J.	
  (2007a).	
  Hypoxia	
  and	
  cancer.	
  J	
  Mol	
  Med	
  (Berl)	
  85,	
  1301-­‐
1307.	
  
Brahimi-­‐Horn,	
  M.	
  C.,	
  Chiche,	
  J.,	
  and	
  Pouyssegur,	
  J.	
  (2007b).	
  Hypoxia	
  signalling	
  controls	
  metabolic	
  demand.	
  
Current	
  opinion	
  in	
  cell	
  biology	
  19,	
  223-­‐229.	
  
Brahimi-­‐Horn,	
  M.	
  C.,	
  and	
  Pouyssegur,	
  J.	
  (2007).	
  Oxygen,	
  a	
  source	
  of	
  life	
  and	
  stress.	
  FEBS	
  letters	
  581,	
  3582-­‐
3591.	
  
Cepero,	
  V.,	
  Sierra,	
  J.	
  R.,	
  Corso,	
  S.,	
  Ghiso,	
  E.,	
  Casorzo,	
  L.,	
  Perera,	
  T.,	
  Comoglio,	
  P.	
  M.,	
  and	
  Giordano,	
  S.	
  (2010).	
  
MET	
  and	
  KRAS	
  gene	
  amplification	
  mediates	
  acquired	
  resistance	
  to	
  MET	
  tyrosine	
  kinase	
  inhibitors.	
  Cancer	
  
research	
  70,	
  7580-­‐7590.	
  
Chan,	
   D.	
   A.,	
   Sutphin,	
   P.	
   D.,	
   Denko,	
   N.	
   C.,	
   and	
   Giaccia,	
   A.	
   J.	
   (2002).	
   Role	
   of	
   prolyl	
   hydroxylation	
   in	
  
oncogenically	
  stabilized	
  hypoxia-­‐inducible	
  factor-­‐1alpha.	
  The	
  Journal	
  of	
  biological	
  chemistry	
  277,	
  40112-­‐
40117.	
  
Chen,	
   Y.-­‐f.	
   L.-­‐w.	
   F.	
   (2011).	
   Mechanisms	
   of	
   acquired	
   resistance	
   to	
   tyrosine	
   kinase	
   inhibitors.	
   Acta	
  
Pharmaceutica	
  Sinica	
  B	
  1,	
  197-­‐207.	
  
Comerford,	
   K.	
   M.,	
   Wallace,	
   T.	
   J.,	
   Karhausen,	
   J.,	
   Louis,	
   N.	
   A.,	
   Montalto,	
   M.	
   C.,	
   and	
   Colgan,	
   S.	
   P.	
   (2002).	
  
Hypoxia-­‐inducible	
   factor-­‐1-­‐dependent	
   regulation	
   of	
   the	
   multidrug	
   resistance	
   (MDR1)	
   gene.	
   Cancer	
  
research	
  62,	
  3387-­‐3394.	
  
Doktorova,	
  H.,	
  Hrabeta,	
   J.,	
  Khalil,	
  M.	
  A.,	
  and	
  Eckschlager,	
  T.	
   (2015).	
  Hypoxia-­‐induced	
  chemoresistance	
   in	
  
cancer	
   cells:	
   The	
   role	
   of	
   not	
   only	
   HIF-­‐1.	
   Biomedical	
   papers	
   of	
   the	
   Medical	
   Faculty	
   of	
   the	
   University	
  
Palacky,	
  Olomouc,	
  Czechoslovakia	
  159,	
  166-­‐177.	
  
Dvorak,	
   H.	
   F.,	
   Nagy,	
   J.	
   A.,	
   Feng,	
   D.,	
   Brown,	
   L.	
   F.,	
   and	
   Dvorak,	
   A.	
   M.	
   (1999).	
   Vascular	
   permeability	
  
factor/vascular	
   endothelial	
   growth	
   factor	
   and	
   the	
   significance	
   of	
   microvascular	
   hyperpermeability	
   in	
  
angiogenesis.	
  Current	
  topics	
  in	
  microbiology	
  and	
  immunology	
  237,	
  97-­‐132.	
  
Epstein,	
  A.	
  C.,	
  Gleadle,	
  J.	
  M.,	
  McNeill,	
  L.	
  A.,	
  Hewitson,	
  K.	
  S.,	
  O'Rourke,	
  J.,	
  Mole,	
  D.	
  R.,	
  Mukherji,	
  M.,	
  Metzen,	
  E.,	
  
Wilson,	
   M.	
   I.,	
   Dhanda,	
   A.,	
   et	
   al.	
   (2001).	
   C.	
   elegans	
   EGL-­‐9	
   and	
   mammalian	
   homologs	
   define	
   a	
   family	
   of	
  
dioxygenases	
  that	
  regulate	
  HIF	
  by	
  prolyl	
  hydroxylation.	
  Cell	
  107,	
  43-­‐54.	
  
Frampton,	
  G.	
  M.,	
  Ali,	
  S.	
  M.,	
  Rosenzweig,	
  M.,	
  Chmielecki,	
  J.,	
  Lu,	
  X.,	
  Bauer,	
  T.	
  M.,	
  Akimov,	
  M.,	
  Bufill,	
  J.,	
  Lee,	
  C.,	
  
Jentz,	
  D.,	
  et	
  al.	
  (2015).	
  Activation	
  of	
  MET	
  via	
  diverse	
  exon	
  14	
  splicing	
  alterations	
  occurs	
  in	
  multiple	
  tumor	
  
types	
  and	
  confers	
  clinical	
  sensitivity	
  to	
  MET	
  inhibitors.	
  Cancer	
  discovery.	
  
Furlan,	
  A.,	
  Kherrouche,	
  Z.,	
  Montagne,	
  R.,	
  Copin,	
  M.	
  C.,	
  and	
  Tulasne,	
  D.	
  (2014).	
  Thirty	
  years	
  of	
  research	
  on	
  
met	
  receptor	
  to	
  move	
  a	
  biomarker	
  from	
  bench	
  to	
  bedside.	
  Cancer	
  research	
  74,	
  6737-­‐6744.	
  
Gherardi,	
   E.,	
   Birchmeier,	
   W.,	
   Birchmeier,	
   C.,	
   and	
   Vande	
   Woude,	
   G.	
   (2012).	
   Targeting	
   MET	
   in	
   cancer:	
  
rationale	
  and	
  progress.	
  Nature	
  reviews	
  Cancer	
  12,	
  89-­‐103.	
  
Gherardi,	
   E.,	
   Gray,	
   J.,	
   Stoker,	
   M.,	
   Perryman,	
   M.,	
   and	
   Furlong,	
   R.	
   (1989).	
   Purification	
   of	
   scatter	
   factor,	
   a	
  
fibroblast-­‐derived	
  basic	
  protein	
  that	
  modulates	
  epithelial	
  interactions	
  and	
  movement.	
  Proceedings	
  of	
  the	
  
National	
  Academy	
  of	
  Sciences	
  of	
  the	
  United	
  States	
  of	
  America	
  86,	
  5844-­‐5848.	
  
Go,	
  H.,	
  Jeon,	
  Y.	
  K.,	
  Park,	
  H.	
  J.,	
  Sung,	
  S.	
  W.,	
  Seo,	
  J.	
  W.,	
  and	
  Chung,	
  D.	
  H.	
  (2010).	
  High	
  MET	
  gene	
  copy	
  number	
  
leads	
  to	
  shorter	
  survival	
  in	
  patients	
  with	
  non-­‐small	
  cell	
  lung	
  cancer.	
  Journal	
  of	
  thoracic	
  oncology	
  :	
  official	
  
publication	
  of	
  the	
  International	
  Association	
  for	
  the	
  Study	
  of	
  Lung	
  Cancer	
  5,	
  305-­‐313.	
  
Graeber,	
   T.	
   G.,	
   Osmanian,	
   C.,	
   Jacks,	
   T.,	
   Housman,	
  D.	
   E.,	
   Koch,	
   C.	
   J.,	
   Lowe,	
   S.	
  W.,	
   and	
  Giaccia,	
   A.	
   J.	
   (1996).	
  
Hypoxia-­‐mediated	
  selection	
  of	
  cells	
  with	
  diminished	
  apoptotic	
  potential	
  in	
  solid	
  tumours.	
  Nature	
  379,	
  88-­‐
91.	
  
Hayashi,	
   M.,	
   Sakata,	
   M.,	
   Takeda,	
   T.,	
   Tahara,	
   M.,	
   Yamamoto,	
   T.,	
   Okamoto,	
   Y.,	
   Minekawa,	
   R.,	
   Isobe,	
   A.,	
  
Ohmichi,	
  M.,	
  Tasaka,	
  K.,	
  and	
  Murata,	
  Y.	
  (2005).	
  Up-­‐regulation	
  of	
  c-­‐met	
  protooncogene	
  product	
  expression	
  



	
  

	
   146	
  

through	
   hypoxia-­‐inducible	
   factor-­‐1alpha	
   is	
   involved	
   in	
   trophoblast	
   invasion	
   under	
   low-­‐oxygen	
   tension.	
  
Endocrinology	
  146,	
  4682-­‐4689.	
  
Hoenig,	
  M.	
  R.,	
  Bianchi,	
  C.,	
  and	
  Sellke,	
  F.	
  W.	
  (2008).	
  Hypoxia	
  inducible	
  factor-­‐1	
  alpha,	
  endothelial	
  progenitor	
  
cells,	
   monocytes,	
   cardiovascular	
   risk,	
   wound	
   healing,	
   cobalt	
   and	
   hydralazine:	
   a	
   unifying	
   hypothesis.	
  
Current	
  drug	
  targets	
  9,	
  422-­‐435.	
  
Humphrey,	
   P.	
   A.,	
   Halabi,	
   S.,	
   Picus,	
   J.,	
   Sanford,	
   B.,	
   Vogelzang,	
  N.	
   J.,	
   Small,	
   E.	
   J.,	
   and	
  Kantoff,	
   P.	
  W.	
   (2006).	
  
Prognostic	
   significance	
   of	
   plasma	
   scatter	
   factor/hepatocyte	
   growth	
   factor	
   levels	
   in	
   patients	
   with	
  
metastatic	
  hormone-­‐	
  refractory	
  prostate	
  cancer:	
  results	
  from	
  cancer	
  and	
  leukemia	
  group	
  B	
  150005/9480.	
  
Clinical	
  genitourinary	
  cancer	
  4,	
  269-­‐274.	
  
Ide,	
   T.,	
   Kitajima,	
   Y.,	
   Miyoshi,	
   A.,	
   Ohtsuka,	
   T.,	
   Mitsuno,	
  M.,	
   Ohtaka,	
   K.,	
   Koga,	
   Y.,	
   and	
  Miyazaki,	
   K.	
   (2006).	
  
Tumor-­‐stromal	
   cell	
   interaction	
   under	
   hypoxia	
   increases	
   the	
   invasiveness	
   of	
   pancreatic	
   cancer	
   cells	
  
through	
   the	
   hepatocyte	
   growth	
   factor/c-­‐Met	
   pathway.	
   International	
   journal	
   of	
   cancer	
   Journal	
  
international	
  du	
  cancer	
  119,	
  2750-­‐2759.	
  
Ivan,	
  M.,	
  Kondo,	
  K.,	
  Yang,	
  H.,	
  Kim,	
  W.,	
  Valiando,	
  J.,	
  Ohh,	
  M.,	
  Salic,	
  A.,	
  Asara,	
  J.	
  M.,	
  Lane,	
  W.	
  S.,	
  and	
  Kaelin,	
  W.	
  
G.,	
  Jr.	
  (2001).	
  HIFalpha	
  targeted	
  for	
  VHL-­‐mediated	
  destruction	
  by	
  proline	
  hydroxylation:	
  implications	
  for	
  
O2	
  sensing.	
  Science	
  292,	
  464-­‐468.	
  
Jaakkola,	
  P.,	
  Mole,	
  D.	
  R.,	
  Tian,	
  Y.	
  M.,	
  Wilson,	
  M.	
  I.,	
  Gielbert,	
  J.,	
  Gaskell,	
  S.	
  J.,	
  von	
  Kriegsheim,	
  A.,	
  Hebestreit,	
  H.	
  
F.,	
   Mukherji,	
   M.,	
   Schofield,	
   C.	
   J.,	
   et	
   al.	
   (2001).	
   Targeting	
   of	
   HIF-­‐alpha	
   to	
   the	
   von	
   Hippel-­‐Lindau	
  
ubiquitylation	
  complex	
  by	
  O2-­‐regulated	
  prolyl	
  hydroxylation.	
  Science	
  292,	
  468-­‐472.	
  
Kawakami,	
  H.,	
  Okamoto,	
  I.,	
  Okamoto,	
  W.,	
  Tanizaki,	
  J.,	
  Nakagawa,	
  K.,	
  and	
  Nishio,	
  K.	
  (2014).	
  Targeting	
  MET	
  
Amplification	
  as	
  a	
  New	
  Oncogenic	
  Driver.	
  Cancers	
  6,	
  1540-­‐1552.	
  
Knowles,	
  H.	
  J.,	
  Tian,	
  Y.	
  M.,	
  Mole,	
  D.	
  R.,	
  and	
  Harris,	
  A.	
  L.	
  (2004).	
  Novel	
  mechanism	
  of	
  action	
  for	
  hydralazine:	
  
induction	
   of	
   hypoxia-­‐inducible	
   factor-­‐1alpha,	
   vascular	
   endothelial	
   growth	
   factor,	
   and	
   angiogenesis	
   by	
  
inhibition	
  of	
  prolyl	
  hydroxylases.	
  Circulation	
  research	
  95,	
  162-­‐169.	
  
Krause,	
  D.	
  S.,	
  and	
  Van	
  Etten,	
  R.	
  A.	
  (2005).	
  Tyrosine	
  kinases	
  as	
  targets	
  for	
  cancer	
  therapy.	
  The	
  New	
  England	
  
journal	
  of	
  medicine	
  353,	
  172-­‐187.	
  
Lee,	
  J.,	
  Seo,	
  J.	
  W.,	
  Jun,	
  H.	
  J.,	
  Ki,	
  C.	
  S.,	
  Park,	
  S.	
  H.,	
  Park,	
  Y.	
  S.,	
  Lim,	
  H.	
  Y.,	
  Choi,	
  M.	
  G.,	
  Bae,	
  J.	
  M.,	
  Sohn,	
  T.	
  S.,	
  et	
  al.	
  
(2011).	
  Impact	
  of	
  MET	
  amplification	
  on	
  gastric	
  cancer:	
  possible	
  roles	
  as	
  a	
  novel	
  prognostic	
  marker	
  and	
  a	
  
potential	
  therapeutic	
  target.	
  Oncology	
  reports	
  25,	
  1517-­‐1524.	
  
Lee,	
   Y.	
  H.,	
  Morrison,	
  B.	
   L.,	
   and	
  Bottaro,	
  D.	
   P.	
   (2014).	
   Synergistic	
   signaling	
   of	
   tumor	
   cell	
   invasiveness	
   by	
  
hepatocyte	
  growth	
  factor	
  and	
  hypoxia.	
  The	
  Journal	
  of	
  biological	
  chemistry	
  289,	
  20448-­‐20461.	
  
Lemmon,	
  M.	
   A.,	
   and	
   Schlessinger,	
   J.	
   (2010).	
   Cell	
   signaling	
   by	
   receptor	
   tyrosine	
   kinases.	
   Cell	
   141,	
   1117-­‐
1134.	
  
Maroun,	
   C.	
   R.,	
   Naujokas,	
   M.	
   A.,	
   Holgado-­‐Madruga,	
   M.,	
   Wong,	
   A.	
   J.,	
   and	
   Park,	
   M.	
   (2000).	
   The	
   tyrosine	
  
phosphatase	
   SHP-­‐2	
   is	
   required	
   for	
   sustained	
   activation	
   of	
   extracellular	
   signal-­‐regulated	
   kinase	
   and	
  
epithelial	
   morphogenesis	
   downstream	
   from	
   the	
   met	
   receptor	
   tyrosine	
   kinase.	
   Molecular	
   and	
   cellular	
  
biology	
  20,	
  8513-­‐8525.	
  
Nakajima,	
  M.,	
  Sawada,	
  H.,	
  Yamada,	
  Y.,	
  Watanabe,	
  A.,	
  Tatsumi,	
  M.,	
  Yamashita,	
  J.,	
  Matsuda,	
  M.,	
  Sakaguchi,	
  T.,	
  
Hirao,	
  T.,	
  and	
  Nakano,	
  H.	
  (1999).	
  The	
  prognostic	
  significance	
  of	
  amplification	
  and	
  overexpression	
  of	
  c-­‐met	
  
and	
  c-­‐erb	
  B-­‐2	
  in	
  human	
  gastric	
  carcinomas.	
  Cancer	
  85,	
  1894-­‐1902.	
  
Nakamura,	
  T.,	
  Nishizawa,	
  T.,	
  Hagiya,	
  M.,	
  Seki,	
  T.,	
  Shimonishi,	
  M.,	
  Sugimura,	
  A.,	
  Tashiro,	
  K.,	
  and	
  Shimizu,	
  S.	
  
(1989).	
  Molecular	
  cloning	
  and	
  expression	
  of	
  human	
  hepatocyte	
  growth	
  factor.	
  Nature	
  342,	
  440-­‐443.	
  
Nakayama,	
  M.,	
  Takahashi,	
  K.,	
  Kitamuro,	
  T.,	
  Yasumoto,	
  K.,	
  Katayose,	
  D.,	
  Shirato,	
  K.,	
  Fujii-­‐Kuriyama,	
  Y.,	
  and	
  
Shibahara,	
   S.	
   (2000).	
   Repression	
   of	
   heme	
   oxygenase-­‐1	
   by	
   hypoxia	
   in	
   vascular	
   endothelial	
   cells.	
  
Biochemical	
  and	
  biophysical	
  research	
  communications	
  271,	
  665-­‐671.	
  
Ou,	
  S.	
  H.,	
  Kwak,	
  E.	
  L.,	
  Siwak-­‐Tapp,	
  C.,	
  Dy,	
  J.,	
  Bergethon,	
  K.,	
  Clark,	
  J.	
  W.,	
  Camidge,	
  D.	
  R.,	
  Solomon,	
  B.	
  J.,	
  Maki,	
  R.	
  
G.,	
  Bang,	
  Y.	
  J.,	
  et	
  al.	
  (2011).	
  Activity	
  of	
  crizotinib	
  (PF02341066),	
  a	
  dual	
  mesenchymal-­‐epithelial	
  transition	
  
(MET)	
  and	
  anaplastic	
   lymphoma	
  kinase	
   (ALK)	
   inhibitor,	
   in	
  a	
  non-­‐small	
   cell	
   lung	
  cancer	
  patient	
  with	
  de	
  
novo	
  MET	
  amplification.	
  Journal	
  of	
  thoracic	
  oncology	
  :	
  official	
  publication	
  of	
  the	
  International	
  Association	
  
for	
  the	
  Study	
  of	
  Lung	
  Cancer	
  6,	
  942-­‐946.	
  
Paik,	
  P.	
  K.,	
  Drilon,	
  A.,	
  Fan,	
  P.	
  D.,	
  Yu,	
  H.,	
  Rekhtman,	
  N.,	
  Ginsberg,	
  M.	
  S.,	
  Borsu,	
  L.,	
  Schultz,	
  N.,	
  Berger,	
  M.	
  F.,	
  
Rudin,	
   C.	
   M.,	
   and	
   Ladanyi,	
   M.	
   (2015).	
   Response	
   to	
   MET	
   inhibitors	
   in	
   patients	
   with	
   stage	
   IV	
   lung	
  
adenocarcinomas	
  harboring	
  MET	
  mutations	
  causing	
  exon	
  14	
  skipping.	
  Cancer	
  discovery.	
  
Palka,	
  H.	
  L.,	
  Park,	
  M.,	
  and	
  Tonks,	
  N.	
  K.	
  (2003).	
  Hepatocyte	
  growth	
  factor	
  receptor	
  tyrosine	
  kinase	
  met	
  is	
  a	
  
substrate	
   of	
   the	
   receptor	
   protein-­‐tyrosine	
   phosphatase	
  DEP-­‐1.	
   The	
   Journal	
   of	
   biological	
   chemistry	
  278,	
  
5728-­‐5735.	
  
Park,	
  M.,	
   Dean,	
  M.,	
   Cooper,	
   C.	
   S.,	
   Schmidt,	
  M.,	
   O'Brien,	
   S.	
   J.,	
   Blair,	
   D.	
   G.,	
   and	
  Vande	
  Woude,	
   G.	
   F.	
   (1986).	
  
Mechanism	
  of	
  met	
  oncogene	
  activation.	
  Cell	
  45,	
  895-­‐904.	
  



	
  

	
   147	
  

Pennacchietti,	
  S.,	
  Michieli,	
  P.,	
  Galluzzo,	
  M.,	
  Mazzone,	
  M.,	
  Giordano,	
  S.,	
  and	
  Comoglio,	
  P.	
  M.	
  (2003).	
  Hypoxia	
  
promotes	
  invasive	
  growth	
  by	
  transcriptional	
  activation	
  of	
  the	
  met	
  protooncogene.	
  Cancer	
  cell	
  3,	
  347-­‐361.	
  
Peschard,	
  P.,	
  Fournier,	
  T.	
  M.,	
  Lamorte,	
  L.,	
  Naujokas,	
  M.	
  A.,	
  Band,	
  H.,	
  Langdon,	
  W.	
  Y.,	
  and	
  Park,	
  M.	
  (2001).	
  
Mutation	
   of	
   the	
   c-­‐Cbl	
   TKB	
   domain	
   binding	
   site	
   on	
   the	
   Met	
   receptor	
   tyrosine	
   kinase	
   converts	
   it	
   into	
   a	
  
transforming	
  protein.	
  Molecular	
  cell	
  8,	
  995-­‐1004.	
  
Ponzetto,	
  C.,	
  Bardelli,	
  A.,	
  Zhen,	
  Z.,	
  Maina,	
  F.,	
  dalla	
  Zonca,	
  P.,	
  Giordano,	
  S.,	
  Graziani,	
  A.,	
  Panayotou,	
  G.,	
   and	
  
Comoglio,	
   P.	
   M.	
   (1994).	
   A	
   multifunctional	
   docking	
   site	
   mediates	
   signaling	
   and	
   transformation	
   by	
   the	
  
hepatocyte	
  growth	
  factor/scatter	
  factor	
  receptor	
  family.	
  Cell	
  77,	
  261-­‐271.	
  
Ponzetto,	
  C.,	
  Giordano,	
  S.,	
  Peverali,	
  F.,	
  Della	
  Valle,	
  G.,	
  Abate,	
  M.	
  L.,	
  Vaula,	
  G.,	
  and	
  Comoglio,	
  P.	
  M.	
  (1991).	
  c-­‐
met	
  is	
  amplified	
  but	
  not	
  mutated	
  in	
  a	
  cell	
  line	
  with	
  an	
  activated	
  met	
  tyrosine	
  kinase.	
  Oncogene	
  6,	
  553-­‐559.	
  
Qi,	
   J.,	
   McTigue,	
  M.	
   A.,	
   Rogers,	
   A.,	
   Lifshits,	
   E.,	
   Christensen,	
   J.	
   G.,	
   Janne,	
   P.	
   A.,	
   and	
   Engelman,	
   J.	
   A.	
   (2011).	
  
Multiple	
  mutations	
  and	
  bypass	
  mechanisms	
  can	
  contribute	
  to	
  development	
  of	
  acquired	
  resistance	
  to	
  MET	
  
inhibitors.	
  Cancer	
  research	
  71,	
  1081-­‐1091.	
  
Rosario,	
  M.,	
  and	
  Birchmeier,	
  W.	
  (2003).	
  How	
  to	
  make	
  tubes:	
  signaling	
  by	
  the	
  Met	
  receptor	
  tyrosine	
  kinase.	
  
Trends	
  in	
  cell	
  biology	
  13,	
  328-­‐335.	
  
Sachs,	
  M.,	
  Weidner,	
  K.	
  M.,	
  Brinkmann,	
  V.,	
  Walther,	
  I.,	
  Obermeier,	
  A.,	
  Ullrich,	
  A.,	
  and	
  Birchmeier,	
  W.	
  (1996).	
  
Motogenic	
   and	
  morphogenic	
   activity	
   of	
   epithelial	
   receptor	
   tyrosine	
   kinases.	
   The	
   Journal	
   of	
   cell	
   biology	
  
133,	
  1095-­‐1107.	
  
Sangwan,	
   V.,	
   Paliouras,	
   G.	
   N.,	
   Abella,	
   J.	
   V.,	
   Dube,	
   N.,	
   Monast,	
   A.,	
   Tremblay,	
   M.	
   L.,	
   and	
   Park,	
   M.	
   (2008).	
  
Regulation	
   of	
   the	
   Met	
   receptor-­‐tyrosine	
   kinase	
   by	
   the	
   protein-­‐tyrosine	
   phosphatase	
   1B	
   and	
   T-­‐cell	
  
phosphatase.	
  The	
  Journal	
  of	
  biological	
  chemistry	
  283,	
  34374-­‐34383.	
  
Schmidt,	
  L.,	
  Duh,	
  F.	
  M.,	
  Chen,	
  F.,	
  Kishida,	
  T.,	
  Glenn,	
  G.,	
  Choyke,	
  P.,	
  Scherer,	
  S.	
  W.,	
  Zhuang,	
  Z.,	
  Lubensky,	
   I.,	
  
Dean,	
  M.,	
  et	
  al.	
  (1997).	
  Germline	
  and	
  somatic	
  mutations	
  in	
  the	
  tyrosine	
  kinase	
  domain	
  of	
  the	
  MET	
  proto-­‐
oncogene	
  in	
  papillary	
  renal	
  carcinomas.	
  Nature	
  genetics	
  16,	
  68-­‐73.	
  
Schmidt,	
   L.,	
   Junker,	
   K.,	
   Nakaigawa,	
  N.,	
   Kinjerski,	
   T.,	
  Weirich,	
   G.,	
  Miller,	
  M.,	
   Lubensky,	
   I.,	
   Neumann,	
  H.	
   P.,	
  
Brauch,	
   H.,	
   Decker,	
   J.,	
   et	
   al.	
   (1999).	
   Novel	
   mutations	
   of	
   the	
   MET	
   proto-­‐oncogene	
   in	
   papillary	
   renal	
  
carcinomas.	
  Oncogene	
  18,	
  2343-­‐2350.	
  
Shweiki,	
   D.,	
   Itin,	
   A.,	
   Soffer,	
   D.,	
   and	
   Keshet,	
   E.	
   (1992).	
   Vascular	
   endothelial	
   growth	
   factor	
   induced	
   by	
  
hypoxia	
  may	
  mediate	
  hypoxia-­‐initiated	
  angiogenesis.	
  Nature	
  359,	
  843-­‐845.	
  
Simonneau,	
   C.,	
   Leclercq,	
  B.,	
  Mougel,	
   A.,	
   Adriaenssens,	
   E.,	
   Paquet,	
   C.,	
   Raibaut,	
   L.,	
  Ollivier,	
  N.,	
  Drobecq,	
  H.,	
  
Marcoux,	
   J.,	
   Cianférani,	
   S.,	
   et	
   al.	
   (2015).	
   Semi-­‐synthesis	
   of	
   a	
   HGF/SF	
   kringle	
   one	
   (K1)	
   domain	
   scaffold	
  
generates	
  a	
  potent	
  in	
  vivo	
  MET	
  receptor	
  agonist.	
  Chemical	
  Science	
  6,	
  2110-­‐2121.	
  
Skead,	
  G.,	
  and	
  Govender,	
  D.	
  (2015).	
  Gene	
  of	
  the	
  month:	
  MET.	
  Journal	
  of	
  clinical	
  pathology	
  68,	
  405-­‐409.	
  
Srinivasan,	
  S.,	
  Chitalia,	
  V.,	
  Meyer,	
  R.	
  D.,	
  Hartsough,	
  E.,	
  Mehta,	
  M.,	
  Harrold,	
  I.,	
  Anderson,	
  N.,	
  Feng,	
  H.,	
  Smith,	
  L.	
  
E.,	
  Jiang,	
  Y.,	
  et	
  al.	
  (2015).	
  Hypoxia-­‐induced	
  expression	
  of	
  phosducin-­‐like	
  3	
  regulates	
  expression	
  of	
  VEGFR-­‐2	
  
and	
  promotes	
  angiogenesis.	
  Angiogenesis.	
  
Stoker,	
  M.,	
  Gherardi,	
  E.,	
  Perryman,	
  M.,	
  and	
  Gray,	
  J.	
  (1987).	
  Scatter	
  factor	
  is	
  a	
  fibroblast-­‐derived	
  modulator	
  
of	
  epithelial	
  cell	
  mobility.	
  Nature	
  327,	
  239-­‐242.	
  
Sullivan,	
   R.,	
   and	
   Graham,	
   C.	
   H.	
   (2007).	
   Hypoxia-­‐driven	
   selection	
   of	
   the	
   metastatic	
   phenotype.	
   Cancer	
  
metastasis	
  reviews	
  26,	
  319-­‐331.	
  
Taddei,	
  M.	
  L.,	
  Giannoni,	
  E.,	
  Comito,	
  G.,	
  and	
  Chiarugi,	
  P.	
  (2013).	
  Microenvironment	
  and	
  tumor	
  cell	
  plasticity:	
  
an	
  easy	
  way	
  out.	
  Cancer	
  letters	
  341,	
  80-­‐96.	
  
ten	
  Freyhaus,	
  H.,	
  Dagnell,	
  M.,	
  Leuchs,	
  M.,	
  Vantler,	
  M.,	
  Berghausen,	
  E.	
  M.,	
  Caglayan,	
  E.,	
  Weissmann,	
  N.,	
  Dahal,	
  
B.	
  K.,	
  Schermuly,	
  R.	
  T.,	
  Ostman,	
  A.,	
  et	
  al.	
  (2011).	
  Hypoxia	
  enhances	
  platelet-­‐derived	
  growth	
  factor	
  signaling	
  
in	
  the	
  pulmonary	
  vasculature	
  by	
  down-­‐regulation	
  of	
  protein	
  tyrosine	
  phosphatases.	
  American	
  journal	
  of	
  
respiratory	
  and	
  critical	
  care	
  medicine	
  183,	
  1092-­‐1102.	
  
Tinton,	
  S.,	
  Tran-­‐Nguyen,	
  Q.	
  N.,	
  and	
  Buc-­‐Calderon,	
  P.	
  (1997).	
  Role	
  of	
  protein-­‐phosphorylation	
  events	
  in	
  the	
  
anoxia	
   signal-­‐transduction	
   pathway	
   leading	
   to	
   the	
   inhibition	
   of	
   total	
   protein	
   synthesis	
   in	
   isolated	
  
hepatocytes.	
  European	
  journal	
  of	
  biochemistry	
  /	
  FEBS	
  249,	
  121-­‐126.	
  
Trusolino,	
   L.,	
   Bertotti,	
   A.,	
   and	
   Comoglio,	
   P.	
   M.	
   (2010).	
   MET	
   signalling:	
   principles	
   and	
   functions	
   in	
  
development,	
  organ	
  regeneration	
  and	
  cancer.	
  Nature	
  reviews	
  Molecular	
  cell	
  biology	
  11,	
  834-­‐848.	
  
Ullrich,	
  A.,	
  and	
  Schlessinger,	
  J.	
  (1990).	
  Signal	
  transduction	
  by	
  receptors	
  with	
  tyrosine	
  kinase	
  activity.	
  Cell	
  
61,	
  203-­‐212.	
  
Wang,	
  Y.,	
  and	
  Ohh,	
  M.	
  (2010).	
  Oxygen-­‐mediated	
  endocytosis	
   in	
  cancer.	
   Journal	
  of	
  cellular	
  and	
  molecular	
  
medicine	
  14,	
  496-­‐503.	
  
Wilson,	
  W.	
  R.,	
  and	
  Hay,	
  M.	
  P.	
  (2011).	
  Targeting	
  hypoxia	
  in	
  cancer	
  therapy.	
  Nature	
  reviews	
  Cancer	
  11,	
  393-­‐
410.	
  
Xie,	
  Q.,	
  Bradley,	
  R.,	
  Kang,	
  L.,	
  Koeman,	
  J.,	
  Ascierto,	
  M.	
  L.,	
  Worschech,	
  A.,	
  De	
  Giorgi,	
  V.,	
  Wang,	
  E.,	
  Kefene,	
  L.,	
  Su,	
  
Y.,	
   et	
   al.	
   (2012).	
   Hepatocyte	
   growth	
   factor	
   (HGF)	
   autocrine	
   activation	
   predicts	
   sensitivity	
   to	
   MET	
  



	
  

	
   148	
  

inhibition	
   in	
   glioblastoma.	
   Proceedings	
   of	
   the	
   National	
   Academy	
   of	
   Sciences	
   of	
   the	
   United	
   States	
   of	
  
America	
  109,	
  570-­‐575.	
  
Yun,	
  C.	
  H.,	
  Boggon,	
  T.	
   J.,	
  Li,	
  Y.,	
  Woo,	
  M.	
  S.,	
  Greulich,	
  H.,	
  Meyerson,	
  M.,	
  and	
  Eck,	
  M.	
   J.	
   (2007).	
  Structures	
  of	
  
lung	
   cancer-­‐derived	
   EGFR	
  mutants	
   and	
   inhibitor	
   complexes:	
  mechanism	
   of	
   activation	
   and	
   insights	
   into	
  
differential	
  inhibitor	
  sensitivity.	
  Cancer	
  cell	
  11,	
  217-­‐227.	
  
	
  
	
   	
  



!

! JW^!

P#86&%'*W*

!

!
*



!

! JKN!

*



!

! JKJ!

*



!

! JKM!

*
*



!

! JKV!

*



!

! JKW!

!



!

! JKK!

!



!

! JKX!

*
*



!

! JK[!

*



!

! JK]!

*
*



!

! JK^!

*
*



!

! JXN!

*
*



!

! JXJ!

*
*

* *



	
  

	
   162	
  

Figure	
  legends:	
  

	
  

Figure	
   1:	
   Effect	
   of	
   hypoxia	
   on	
   MET	
   phosphorylation	
   and	
   activation	
   of	
   the	
   AKT	
   and	
   ERK	
  

downstream	
  pathways	
  

Hela	
  (A),	
  MDCK	
  (B),	
  and	
  MCF10A	
  (C,	
  D)	
  cells	
  were	
  incubated	
  under	
  normoxia	
  or	
  hypoxia	
  for	
  1	
  or	
  24	
  h	
  and	
  

treated	
  or	
  not	
  for	
  10	
  minutes	
  with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF.	
  MCF10A	
  cells	
  (E)	
  were	
  placed	
  under	
  normoxic	
  or	
  

hypoxic	
  conditions	
  for	
  1.5	
  h,	
  then	
  treated	
  for	
  10	
  minutes	
  with	
  HGF/SF	
  at	
  50,	
  30,	
  10,	
  3,	
  1,	
  or	
  0.3	
  ng/mL.	
  A	
  

control	
  without	
  HGF/SF	
  stimulation	
  was	
  included.	
  For	
  each	
  cell	
  line	
  in	
  Figs.	
  A,	
  B,	
  and	
  C,	
  the	
  same	
  amount	
  

of	
  protein	
  was	
  resolved	
  by	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  SDS-­‐PAGE	
  and	
  analyzed	
  by	
  western	
  blotting	
  with	
  antibodies	
  

directed	
   against	
   the	
   indicated	
   phosphorylated	
   residue(s)	
   in	
   the	
   MET	
   kinase	
   domain	
   (Y1234/1235),	
  

juxtamembrane	
  domain	
  (Y1003),	
  or	
  C-­‐terminal	
  domain	
  (Y1349)	
  or	
  against	
  one	
  of	
  the	
  following:	
  the	
  MET	
  

kinase	
  domain,	
   phosphorylated	
  AKT,	
  AKT,	
  phosphorylated	
  ERK,	
  ERK2,	
   or	
   the	
  hypoxia	
  marker	
  HIF1a	
  or	
  

carbonic	
   anhydrase	
   IX	
   (CAIX).	
   ERK2	
  was	
  used	
   to	
   assess	
   loading.	
   The	
  positions	
   of	
   prestained	
  molecular	
  

weight	
  markers	
  are	
  indicated.	
  Arrows	
  indicate	
  the	
  positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  

ERK1/2	
   proteins.	
   For	
   Figure	
   D,	
   the	
   western	
   blot	
   was	
   captured	
   with	
   a	
   CCD	
   camera	
   and	
   levels	
   of	
   the	
  

phosphorylated	
  form	
  of	
  MET	
  (Y1234	
  and	
  1235)	
  were	
  quantified.	
  Each	
  level	
  is	
  expressed	
  as	
  a	
  percentage	
  

of	
   the	
   level	
  measured	
   under	
   normoxia	
   (n=3;	
   ±	
   SD).	
   For	
   Figure	
   E,	
   increasing	
   concentrations	
   of	
   HGF/SF	
  

were	
   added	
   to	
   cells	
   and	
   incubated	
   with	
   AlphaScreen	
   donor	
   and	
   acceptor	
   beads.	
   Error	
   bars	
   represent	
  

standard	
  deviations	
  (±	
  SD).	
  

	
  

Figure	
   2:	
   Dynamics	
   of	
   the	
   hypoxia-­‐triggered	
   decrease	
   in	
   MET	
   phosphorylation	
   and	
   its	
   reversal	
  

upon	
  reoxygenation	
  

(A)	
  MCF10A	
  cells	
  were	
  placed	
  under	
  normoxia	
  or	
  hypoxia	
  for	
  1	
  h.	
  They	
  were	
  then	
  treated,	
  under	
  the	
  same	
  

oxygen	
  pressure,	
  with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF	
  for	
  1,	
  3,	
  5,	
  7,	
  10,	
  20,	
  and	
  30	
  minutes.	
  A	
  control	
  (Ctrl)	
  without	
  any	
  

HGF/SF	
  stimulation	
  was	
  also	
  performed.	
  (B)	
  HT1080	
  cells	
  were	
  placed	
  under	
  hypoxia	
  for	
  15,	
  30,	
  45,	
  or	
  60	
  

minutes.	
  They	
  were	
  also	
  placed	
  under	
  hypoxia	
  for	
  1	
  h	
  and	
  then	
  returned	
  to	
  normoxia	
  for	
  15,	
  30,	
  45,	
  and	
  

60	
  min	
  (re-­‐oxygenation).	
  A	
  control	
  under	
  normoxic	
  (N)	
  conditions	
  was	
  also	
  included.	
  (A,	
  B)	
  For	
  each	
  cell	
  

line,	
   the	
   same	
   amount	
   of	
   protein	
  was	
   resolved	
   by	
   4-­‐12%	
   Bis-­‐Tris	
   SDS-­‐PAGE	
   and	
   analyzed	
   by	
  western	
  

blotting	
  with	
  antibodies	
  directed	
  against	
  one	
  of	
  the	
  following:	
  phosphorylated	
  residues	
  in	
  the	
  MET	
  kinase	
  

domain,	
   (Y1234/1235)	
   the	
  MET	
  kinase	
  domain,	
  ERK2,	
   the	
  hypoxia	
  marker	
  HIF1a,	
  phosphorylated	
  AKT,	
  

AKT,	
  phosphorylated	
  ERK	
  (for	
  MCF10A),	
  phosphorylated	
  GAB1	
  (for	
  HT1080).	
  ERK2	
  was	
  used	
   to	
  assess	
  

loading.	
   The	
   positions	
   of	
   prestained	
   molecular	
   weight	
   markers	
   are	
   indicated.	
   Arrows	
   indicate	
   the	
  

positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  ERK1/2	
  proteins.	
  

	
  

Figure	
  3:	
  Involvement	
  of	
  MET	
  in	
  AKT	
  and	
  ERK	
  pathway	
  activation	
  under	
  hypoxia	
  

MCF10A	
   cells	
   were	
   transfected	
   with	
   a	
   pool	
   of	
   three	
   MET-­‐targeting	
   siRNAs	
   (20nM)	
   (A),	
   a	
   pool	
   of	
   two	
  

GAB1-­‐targeting	
  siRNAs	
  (B),	
  or	
  a	
  control	
  siRNA	
  (siCtrl).	
  A	
  control	
  without	
  siRNA	
  was	
  also	
  included	
  (Ctrl).	
  

The	
  cells	
  were	
  then	
  placed	
   for	
  1	
  h	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions	
  and	
  treated	
  or	
  not	
   for	
  10	
  min	
  

with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF.	
  In	
  each	
  experiment,	
  the	
  same	
  amount	
  of	
  protein	
  was	
  resolved	
  by	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  

SDS-­‐PAGE	
   and	
   analyzed	
   by	
   western	
   blotting	
   with	
   antibodies	
   directed	
   against	
   one	
   of	
   the	
   following:	
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phosphorylated	
   residues	
   in	
   the	
   MET	
   kinase	
   domain	
   (Y1234/1235),	
   the	
   MET	
   kinase	
   domain,	
  

phosphorylated	
  AKT,	
  AKT,	
  phosphorylated	
  ERK,	
  ERK2,	
  phosphorylated	
  GAB1,	
  GAB1,	
  or	
  hypoxia	
  marker	
  

HIF1a.	
   ERK2	
   was	
   used	
   to	
   assess	
   loading.	
   The	
   positions	
   of	
   prestained	
   molecular	
   weight	
   markers	
   are	
  

indicated.	
  Arrows	
  indicate	
  the	
  positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  ERK1/2	
  proteins.	
  

	
  

Figure	
  4:	
  Effect	
  of	
  hypoxia	
  mimetics	
  on	
  MET	
  phosphorylation	
  

MCF10A	
  cells	
  were	
  treated	
  with	
  CoCl2	
  (100	
  µM)	
  or	
  hydralazine	
  (200	
  µM)	
  and	
  placed	
  under	
  normoxic	
  or	
  

hypoxic	
  (H)	
  conditions	
  overnight.	
  They	
  were	
  then	
  treated	
  or	
  not	
  for	
  10	
  minutes	
  with	
  HGF/SF	
  at	
  10	
  ng/mL.	
  

The	
  same	
  amount	
  of	
  protein	
  was	
  resolved	
  by	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  SDS-­‐PAGE	
  and	
  analyzed	
  by	
  western	
  blotting	
  

with	
  antibodies	
  directed	
  against	
  one	
  of	
  the	
  following:	
  phosphorylated	
  residues	
  in	
  the	
  MET	
  kinase	
  domain	
  

(Y1234/1235),	
  the	
  MET	
  kinase	
  domain,	
  phosphorylated	
  AKT,	
  AKT,	
  phosphorylated	
  ERK,	
  ERK2,	
  or	
  hypoxia	
  

marker	
  HIF1a.	
  ERK2	
  was	
  used	
   to	
  assess	
   loading.	
  The	
  positions	
  of	
  prestained	
  molecular	
  weight	
  markers	
  

are	
   indicated.	
   Arrows	
   indicate	
   the	
   positions	
   of	
   precursor	
   and	
   mature	
   full-­‐length	
   MET	
   and	
   ERK1/2	
  

proteins.	
  

	
  

Figure	
  5:	
  Decreased	
  MET	
  phosphorylation	
  in	
  hypoxic	
  areas	
  of	
  GTL16	
  tumor	
  xenografts	
  

GTL16	
   cells	
   were	
   xenografted	
   subcutaneously	
   into	
   flanks	
   of	
   SCID	
   mice.	
   Tumors	
   were	
   analyzed	
   by	
  

immunohistochemistry	
  on	
  7-­‐µm-­‐thick	
  sections	
  with	
  antibodies	
  directed	
  against	
  the	
  intracellular	
  domain	
  

of	
  MET,	
  the	
  phosphorylated	
  form	
  of	
  MET	
  (on	
  the	
  residues	
  Y1234/1235),	
  or	
  the	
  hypoxia	
  marker	
  CAIX.	
  Two	
  

tumors	
  are	
  shown	
  in	
  this	
  figure.	
  Left	
  panels:	
  magnification	
  factor	
  x4;	
  right	
  panels:	
  magnification	
  factor	
  x20	
  

(applied	
  to	
  the	
  boxed	
  region).	
  

	
  

Figure	
   6:	
   Effect	
   of	
   the	
   MET	
   phosphorylation	
   decrease	
   observed	
   under	
   hypoxia	
   on	
   biological	
  

responses	
  induced	
  by	
  HGF/SF.	
  

(A)	
  MDCK	
  cells	
  were	
  seeded	
  on	
  a	
  layer	
  of	
  MatrigelTM	
  for	
  24	
  h	
  and	
  then	
  stimulated	
  or	
  not	
  with	
  10	
  ng/mL	
  

HGF/SF,	
  placed	
  under	
  normoxia	
  or	
  hypoxia	
  for	
  an	
  additional	
  24	
  h,	
  and	
  photographed.	
  The	
  white	
  scale	
  bar	
  

corresponds	
  to	
  200	
  μm.	
  (B)	
  MDCK	
  cells	
  were	
  seeded	
  and,	
  after	
  adhesion,	
  serum-­‐starved	
  in	
  the	
  presence	
  

or	
  absence	
  of	
  HGF/SF	
  at	
  10	
  ng/mL.	
  They	
  were	
  then	
  placed	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions	
  for	
  24	
  h	
  

and	
  fixed,	
  stained	
  with	
  hematoxylin	
  and	
  eosin,	
  and	
  photographed.	
  The	
  white	
  scale	
  bar	
  corresponds	
  to	
  200	
  

μm.	
   (C)	
  MDCK	
   cells	
  were	
   seeded	
   in	
   an	
   IBIDI®	
   insert.	
   The	
   next	
   day,	
   they	
  were	
   treated	
  with	
   10	
   µg/mL	
  

mitomycin-­‐c	
  to	
  prevent	
  proliferation.	
  An	
  hour	
  later,	
  the	
  mitomycin-­‐c	
  was	
  removed	
  and	
  the	
  cells	
  were	
  left	
  

overnight	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions.	
  The	
  cells	
  were	
  then	
  photographed.	
  White	
  scale	
  bar:	
  200	
  

μm.	
  (D)	
  MDCK	
  cells	
  were	
  seeded	
  and	
  serum-­‐starved	
  for	
  24	
  h	
  after	
  adhesion.	
  The	
  cells	
  were	
  then	
  treated	
  

or	
  not	
  with	
  0.7	
  µM	
  anisomycin	
  in	
  the	
  presence	
  or	
  absence	
  of	
  25	
  ng/mL	
  HGF/SF.	
  The	
  next	
  day,	
  they	
  were	
  

stained	
  with	
  propidium	
  iodide	
  (PI)	
  for	
  evaluation	
  of	
  cell	
  viability.	
  

	
  

Figure	
   7:	
   Responses	
   to	
   the	
   tyrosine	
   kinase	
   inhibitor	
   PHA-­‐665752	
   under	
   hypoxia	
   and	
  

reoxygenation	
  

(A)	
   MCF10A	
   cells	
   were	
   treated	
   with	
   the	
   MET	
   tyrosine	
   kinase	
   inhibitor	
   PHA-­‐665752	
   at	
   the	
   indicated	
  

concentrations	
   and	
   then	
   placed	
   under	
   normoxia	
   or	
   hypoxia	
   for	
   1	
   h	
   or	
   under	
   hypoxia	
   for	
   1	
   h	
   and	
   then	
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normoxia	
   for	
   10	
   minutes	
   (reoxygenation).	
   The	
   cells	
   were	
   then	
   stimulated	
   or	
   not	
   for	
   10	
   min	
   with	
   10	
  

ng/mL	
  HGF/SF.	
  The	
  same	
  amount	
  of	
  protein	
  was	
  resolved	
  by	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  SDS-­‐PAGE	
  and	
  analyzed	
  by	
  

western	
   blotting	
   with	
   antibodies	
   directed	
   against	
   phosphorylated	
   residues	
   of	
   the	
   MET	
   kinase	
   domain	
  

(Y1234/1235),	
   the	
  MET	
  kinase	
  domain,	
  phosphorylated	
  AKT,	
  AKT,	
  phosphorylated	
  ERK,	
  or	
  ERK2.	
  ERK2	
  

was	
  used	
  to	
  assess	
  loading.	
  The	
  positions	
  of	
  prestained	
  molecular	
  weight	
  markers	
  are	
  indicated.	
  Arrows	
  

indicate	
  the	
  positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  of	
  ERK1/2	
  proteins.	
  (B)	
  MCF10A	
  cells	
  

were	
  placed	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions	
  for	
  1.5	
  h	
  or	
  hypoxia	
  for	
  1.5	
  h	
  and	
  then	
  normoxia	
  for	
  10	
  

minutes	
   (reoxygenation)	
   then	
   treated	
   for	
   10	
  minutes	
  with	
  HGF/SF	
  10	
  ng/mL	
   and	
  PHA-­‐665752	
   at	
   10-­‐3,	
  

3.10-­‐3,	
  10-­‐2,	
  3.10-­‐2,	
  0.1,	
  0.3	
  and	
  1	
  µM.	
  A	
  control	
  without	
  HGF/SF	
  and/or	
  PHA-­‐665752	
  was	
  included.	
  Error	
  

bars	
  represent	
  standard	
  deviations	
  (n=3;	
  ±	
  SD).	
  (C)	
  MDCK	
  cells	
  were	
  seeded	
  on	
  a	
  layer	
  of	
  MatrigelTM	
  for	
  

24	
  h	
  and	
  then	
  stimulated	
  or	
  not	
  with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF,	
  with	
  or	
  without	
  0.1	
  µM	
  PHA-­‐665752.	
  They	
  were	
  

then	
  placed	
   under	
   normoxia	
   or	
   hypoxia	
   for	
   an	
   additional	
   24	
   h.	
   Finally	
   they	
  were	
   photographed.	
  White	
  

scale	
  bar:	
  200	
  μm.	
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Supplementary	
  Figure	
  S1:	
  Effect	
  of	
  hypoxia	
  on	
  MET	
  phosphorylation	
  and	
  activation	
  of	
  downstream	
  

pathways	
  

HT1080	
  cells	
  (A,	
   F),	
  HepG2	
  cells	
  (B),	
  and	
  keratinocytes	
  (C)	
  were	
  placed	
  under	
  normoxic	
  (N)	
  or	
  hypoxic	
  

(H)	
  conditions	
  for	
  1	
  or	
  24	
  hours	
  and	
  treated	
  or	
  not	
  for	
  10	
  minutes	
  with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF.	
  MCF10A	
  cells	
  

(D)	
  and	
  HT1080	
  cells	
  (E)	
  were	
  placed	
  under	
  the	
  same	
  conditions	
  and	
  treated	
  or	
  not	
  for	
  10	
  minutes	
  with	
  

10	
  ng/mL	
  EGF.	
  For	
  each	
  cell	
  line,	
  the	
  same	
  amount	
  of	
  protein	
  was	
  resolved	
  by	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  SDS-­‐PAGE	
  

and	
  analyzed	
  by	
  western	
  blotting	
  with	
  antibodies	
  directed	
  against	
  one	
  of	
   the	
   following:	
  phosphorylated	
  

residues	
  in	
  the	
  MET	
  kinase	
  domain	
  (Y1234/1235),	
  the	
  MET	
  kinase	
  domain,	
  phosphorylated	
  EGF	
  receptor,	
  

EGF	
  receptor,	
  phospho-­‐tyrosines,	
  phosphorylated	
  AKT,	
  AKT,	
  phosphorylated	
  ERK,	
  ERK2,	
  phosphorylated-­‐

tyrosines,	
  hypoxia	
  marker	
  HIF1a.	
  ERK2	
  was	
  used	
  to	
  assess	
  loading.	
  The	
  positions	
  of	
  prestained	
  molecular	
  

weight	
  markers	
  are	
  indicated.	
  Arrows	
  indicate	
  the	
  positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  

ERK1/2	
  proteins.	
  

	
  

Supplementary	
   Figure	
   S2:	
   Involvement	
   of	
   MET	
   and	
   GAB1	
   in	
   AKT	
   and	
   ERK	
   pathway	
   activation	
  

under	
  hypoxia	
  

MCF10A	
  cells	
  were	
  transfected	
  with	
  each	
  of	
  the	
  three	
  MET-­‐targeting	
  siRNAs	
  (A)	
  or	
  each	
  of	
  the	
  two	
  GAB1-­‐

targeting	
  siRNAs	
  (B)	
  and	
  placed	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions	
  for	
  1	
  h.	
  They	
  were	
  then	
  treated	
  or	
  

not	
   for	
   10	
   minutes	
   with	
   HGF/SF	
   at	
   10	
   ng/mL.	
   In	
   each	
   experiment,	
   the	
   same	
   amount	
   of	
   protein	
   was	
  

resolved	
  by	
  NuPAGE	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  and	
  analyzed	
  by	
  western	
  blotting	
  with	
  antibodies	
  against	
  one	
  of	
  the	
  

following:	
   phosphorylated	
   residues	
   in	
   the	
  MET	
   kinase	
   domain	
   (Y1234/1235),	
   the	
  MET	
   kinase	
   domain,	
  

phosphorylated	
  AKT,	
  AKT,	
  phosphorylated	
  ERK,	
  ERK2,	
  phosphorylated	
  GAB1,	
  GAB1,	
  or	
  hypoxia	
  marker	
  

HIF1a.	
   ERK2	
   was	
   used	
   to	
   assess	
   loading.	
   The	
   positions	
   of	
   prestained	
   molecular	
   weight	
   markers	
   are	
  

indicated.	
  Arrows	
  indicate	
  the	
  positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  ERK1/2	
  proteins.	
  

	
  

Supplementary	
   Figure	
   S3:	
   A	
   general	
   phosphatase	
   inhibitor	
   restores	
  MET	
   phosphorylation	
   but	
   a	
  

Shp1/2-­‐specific	
  phosphatase	
  inhibitor	
  does	
  not.	
  

MCF10A	
  cells	
  (A,	
  B)	
  were	
  placed	
  under	
  normoxic	
  or	
  hypoxic	
  conditions	
  for	
  1	
  hour.	
  They	
  were	
  treated	
  or	
  

not	
  with	
  sodium	
  orthovanadate	
  (A)	
  or	
  with	
  a	
  Shp-­‐1/2	
  inhibitor	
  at	
   increasing	
  concentrations	
  (300	
  nM,	
  1	
  

µM,	
  10	
  µM)	
  (B)	
  for	
  10	
  minutes	
  in	
  the	
  presence	
  or	
  absence	
  of	
  HGF/SF	
  at	
  10	
  ng/mL.	
  In	
  each	
  experiment,	
  the	
  

same	
  amount	
  of	
  protein	
  was	
  resolved	
  by	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  SDS-­‐PAGE	
  and	
  analyzed	
  by	
  western	
  blotting	
  with	
  

antibodies	
  directed	
  against	
  phosphorylated	
  residues	
  of	
   the	
  MET	
  kinase	
  domain	
  (Y1234/1235),	
   the	
  MET	
  

kinase	
   domain,	
   phosphorylated	
  AKT,	
  AKT,	
   phosphorylated	
  ERK,	
   ERK2,	
   or	
   hypoxia	
  marker	
  HIF1a.	
   ERK2	
  

was	
  used	
  to	
  assess	
  loading.	
  The	
  positions	
  of	
  prestained	
  molecular	
  weight	
  markers	
  are	
  indicated.	
  Arrows	
  

indicate	
  the	
  positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  of	
  ERK1/2	
  proteins.	
  

	
  

Supplementary	
   Figure	
   S4:	
   Hypoxia	
   causes	
   decreased	
   MET	
   and	
   GAB1	
   phosphorylation	
   in	
   MET-­‐

overexpressing	
  cells.	
  

GTL16	
  cells	
  (A),	
  EBC-­‐1	
  cells	
  (B),	
   and	
  HS746T	
  cells	
  (C)	
  were	
  placed	
  under	
  normoxic	
   (N)	
  or	
  hypoxic	
   (H)	
  

conditions	
  for	
  1	
  or	
  24	
  h	
  and	
  treated	
  or	
  not	
  for	
  10	
  min	
  with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF.	
  For	
  each	
  cell	
  line,	
  the	
  same	
  

amount	
   of	
   protein	
   was	
   resolved	
   by	
   4-­‐12%	
   Bis-­‐Tris	
   SDS-­‐PAGE	
   and	
   analyzed	
   by	
   western	
   blotting	
   with	
  



	
  

	
   166	
  

antibodies	
  directed	
  against	
  phosphorylated	
  residues	
  of	
   the	
  MET	
  kinase	
  domain	
  (Y1234/1235),	
   the	
  MET	
  

kinase	
  domain,	
  the	
  hypoxia	
  marker	
  HIF1a	
  or	
  carbonic	
  anhydrase	
  IX,	
  phosphorylated	
  GAB1	
  (for	
  GTL16	
  and	
  

EBC1),	
   or	
   phosphorylated	
   AKT,	
   AKT,	
   or	
   phosphorylated	
   ERK	
   (for	
   HS746T),	
   ERK2	
   was	
   used	
   to	
   assess	
  

loading.	
   The	
   positions	
   of	
   prestained	
   molecular	
   weight	
   markers	
   are	
   indicated.	
   Arrows	
   indicate	
   the	
  

positions	
  of	
  precursor	
  and	
  mature	
  full-­‐length	
  MET	
  and	
  ERK1/2	
  proteins.	
  

	
  

Supplementary	
  Figure	
  S5:	
  Hypoxia	
  causes	
  decreased	
  MET	
  internalization	
  

MCF10A	
   cells	
   were	
   incubated	
   with	
   MET	
   agonist	
   monoclonal	
   antibody	
   and	
   placed	
   under	
   normoxic	
   or	
  

hypoxic	
   conditions	
   for	
   1	
   and	
   2	
   hours.	
   Immunofluorescence	
  was	
   performed	
  with	
   FITC-­‐conjugated	
   anti-­‐

mouse	
  IgG	
  to	
  follow	
  MET	
  antibody	
  internalization.	
  White	
  scale	
  bar	
  corresponds	
  to	
  20	
  μm.	
  

	
  

Supplementary	
  Figure	
  S6:	
  Responses	
  to	
  the	
  tyrosine	
  kinase	
  inhibitor	
  SU11274	
  under	
  hypoxia	
  and	
  

reoxygenation	
  

MCF10A	
   cells	
   were	
   treated	
   with	
   the	
   MET	
   tyrosine	
   kinase	
   inhibitor	
   SU11274	
   at	
   the	
   indicated	
  

concentrations	
   and	
   then	
   placed	
   under	
   normoxia	
   or	
   hypoxia	
   for	
   1	
   h	
   or	
   under	
   hypoxia	
   for	
   1	
   h	
   and	
   then	
  

reoxygenated	
  for	
  10	
  minutes.	
  The	
  cells	
  were	
  then	
  stimulated	
  or	
  not	
  for	
  10	
  min	
  with	
  10	
  ng/mL	
  HGF/SF.	
  In	
  

all	
  experiments	
  the	
  same	
  amount	
  of	
  protein	
  was	
  resolved	
  by	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
  SDS-­‐PAGE	
  and	
  analyzed	
  by	
  

western	
   blotting	
   with	
   antibodies	
   directed	
   against	
   phosphorylated	
   AKT,	
   AKT,	
   phosphorylated	
   ERK,	
   or	
  

ERK2.	
   ERK2	
   was	
   used	
   to	
   assess	
   loading.	
   The	
   positions	
   of	
   prestained	
   molecular	
   weight	
   markers	
   are	
  

indicated.	
  Arrows	
  indicate	
  the	
  positions	
  of	
  ERK1/2	
  proteins.	
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II.3.	
  Expériences	
  complémentaires	
  :	
  

	
  

Dans	
  ce	
  chapitre,	
  je	
  décris	
  en	
  détail	
  les	
  expériences	
  qui	
  n’ont	
  pas	
  été	
  inclues	
  dans	
  

l’article	
   et	
   qui	
   concernent,	
   pour	
   la	
   plupart,	
   la	
   recherche	
   du	
   mécanisme	
   susceptible	
  

d’expliquer	
   la	
  diminution	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie.	
  Dans	
  ces	
  différentes	
  

expériences,	
   nous	
   avons,	
   d’une	
   part,	
   recherché	
   les	
   raisons	
   de	
   la	
   baisse	
   de	
  

phosphorylation	
   de	
   MET	
   en	
   hypoxie	
   en	
   utilisant	
   d’autres	
   agonistes	
   de	
   MET	
   mais	
  

également	
   en	
   analysant	
   l’effet	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   des	
   lignées	
   surexprimant	
   le	
   récepteur.	
  

Par	
  ailleurs,	
  nous	
  avons	
  analysé	
  l’effet	
  d’une	
  hypoxie	
  «	
  instantanée	
  ».	
  D’autre	
  part,	
  vu	
  le	
  

rôle	
   établi	
   de	
   certaines	
   phosphatases	
   dans	
   la	
   régulation	
   du	
   récepteur,	
   nous	
   nous	
  

sommes	
  intéressés	
  à	
  leur	
  rôle	
  dans	
  la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie.	
  

De	
   plus,	
   nous	
   nous	
   sommes	
   intéressés	
   au	
   rôle	
   de	
   la	
   Sérine	
   985	
   du	
   domaine	
  

juxtamembranaire	
  du	
  récepteur	
  MET.	
  En	
  effet,	
  quand	
  cette	
  sérine	
  est	
  phosphorylée	
  par	
  

les	
  PKC	
  δ	
  et	
  ε,	
  elle	
  induit	
  la	
  régulation	
  négative	
  du	
  récepteur	
  et	
  induit	
  l’inhibition	
  de	
  son	
  

activité	
  tyrosine	
  kinase.	
  

Par	
   ailleurs,	
   l’effet	
   sur	
   la	
   résistance	
   aux	
   TKI	
   a	
   également	
   été	
   évaluée	
   avec	
   le	
  

crizotinib,	
  un	
  autre	
  ATP-­‐mimétique	
  ciblant	
  MET	
  et	
  utilisé	
  en	
  clinique.	
  

Enfin,	
   nous	
   avons	
   essayé	
   de	
   déterminer	
   si	
   la	
   baisse	
   de	
   phosphorylation	
   du	
  

récepteur	
  MET	
  était	
  restreinte	
  à	
  ce	
  récepteur	
  ou	
  s’il	
  s’agissait	
  d’un	
  phénomène	
  commun	
  

à	
   d’autres	
   RTK.	
   Nous	
   avons	
   donc	
   analysé	
   spécifiquement	
   l’effet	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   la	
  

signalisation	
  EGF/EGFR	
  ainsi	
  que	
  son	
  effet	
  sur	
  la	
  résistance	
  au	
  géfinitib,	
  un	
  TKI	
  ciblant	
  

l’EGFR	
  et	
  utilisé	
  en	
  clinique.	
  

	
  

II.3.1	
  Effets	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  :	
  	
  

	
  

II.3.1.1.	
  Effets	
  d’une	
  stimulation	
  par	
  du	
  surnageant	
  de	
  MRC5	
  et	
  

par	
  du	
  K1/S	
  :	
  

	
  

Dans	
   le	
   but	
   d’exclure	
   un	
   défaut	
   d’accessibilité	
   de	
   l’HGF/SF	
   recombinant	
  

commercial	
  vis-­‐à-­‐vis	
  de	
  MET	
  nous	
  avons	
  utilisé	
  deux	
  autres	
  méthodes	
  pour	
  activer	
  MET.	
  

Ainsi,	
  nous	
  avons	
  tout	
  d’abord	
  utilisé	
  du	
  surnageant	
  de	
  fibroblastes	
  (MRC5).	
  En	
  effet,	
  les	
  

fibroblastes	
  produisent	
  naturellement	
  du	
  pro-­‐HGF/SF.	
  Nous	
  avons	
  également	
  utilisé	
  un	
  

agoniste	
   de	
   MET	
   chimiquement	
   synthétisé	
   dans	
   le	
   laboratoire	
   par	
   notre	
   équipe.	
   Cet	
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Nous	
   remarquons	
  qu’il	
   y	
   a	
   une	
  baisse	
  d’environ	
  59%	
  de	
   la	
   phosphorylation	
  de	
  

MET	
   en	
   hypoxie	
   dans	
   les	
   cellules	
   GTL16.	
   Ces	
   résultats	
   confirment	
   ceux	
   obtenus	
   en	
  

western	
  blot	
  et	
  suggèrent	
  que	
  la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie	
  n’est	
  pas	
  

liée	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  liaison	
  du	
  ligand	
  sur	
  son	
  récepteur.	
  

	
  

Pris	
   dans	
   leur	
   ensemble,	
   les	
   résultats	
   concernant	
   l’utilisation	
   de	
   différents	
  

agonistes	
  et	
  ceux	
  concernant	
  l’utilisation	
  de	
  lignées	
  cellulaires	
  présentant	
  une	
  activation	
  

constitutive	
  de	
  MET,	
  démontrent	
  que	
   la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie	
  

n’est	
  liée	
  ni	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  maturation	
  de	
  l’HGF/SF	
  ou	
  d’accessibilité	
  de	
  celui-­‐ci	
  vis-­‐à-­‐vis	
  

de	
  MET,	
  ni	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  liaison	
  de	
  l’HGF/SF	
  sur	
  MET.	
  

	
  

II.3.1.3.	
  Effets	
  immédiats	
  de	
  l’hypoxie	
  :	
  «	
  choc	
  hypoxique	
  »	
  	
  

	
  

Nous	
  avons	
  cherché	
  à	
  déterminer	
  si	
  l’effet	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  la	
  phosphorylation	
  du	
  

récepteur	
  MET	
  nécessitait	
  un	
  temps	
  minimal,	
   lié	
  ou	
  pas	
  à	
   la	
  stabilisation	
  de	
  HIF1a	
  par	
  

exemple,	
   ou	
   s’il	
   s’agissait	
   d’un	
   effet	
   rapide.	
   Nous	
   avions	
   déjà	
   incubé	
   nos	
   cellules	
   en	
  

hypoxie	
  à	
  des	
  temps	
  allant	
  de	
  15	
  min	
  à	
  1h.	
  En	
  parallèle,	
  nous	
  avions	
  placé	
  nos	
  cellules	
  en	
  

hypoxie	
  pendant	
  1h	
  puis	
   réoxygénées	
   à	
  des	
   temps	
   allant	
  de	
  15	
  min	
   à	
  1h.	
  Nous	
   avons	
  

observé	
  une	
  baisse	
  drastique	
  de	
   la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  dès	
  15	
  min	
  d’hypoxie.	
  Ce	
  

phénomène	
   est	
   rapidement	
   réversible,	
   puisque	
   dès	
   15min	
   de	
   réoxygénation,	
   la	
  

phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  est	
  restaurée	
  (figure	
  2B	
  du	
  manuscrit).	
  Par	
  la	
  suite,	
  nous	
  

avons	
  cherché	
  à	
   réduire	
  encore	
   le	
   temps	
  d’hypoxie	
  afin	
  de	
  savoir	
   si	
   la	
   réduction	
  de	
   la	
  

phosphorylation	
   était	
   immédiate	
   en	
   hypoxie	
   comme	
   nos	
   résultats	
   précédents	
   le	
  

suggéraient.	
  J’ai	
  nommé	
  cette	
  incubation	
  très	
  courte	
  en	
  hypoxie	
  «	
  choc	
  hypoxique	
  ».	
  

	
  

Nous	
  avons	
  donc	
  introduit	
  des	
  MCF10A	
  et	
  des	
  HT1080	
  dans	
  la	
  station	
  hypoxie	
  et	
  

les	
  avons	
  immédiatement	
  stimulés	
  avec	
  de	
  l’HGF/SF	
  pendant	
  10min.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  

illustrés	
  dans	
  la	
  figure	
  31.	
  L’incubation	
  en	
  hypoxie	
  n’a	
  donc	
  pas	
  dépassé	
  10min.	
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II.3.2.	
  Recherche	
  du	
  mécanisme	
  menant	
  à	
   la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  

MET	
  en	
  hypoxie	
  :	
  

	
  

II.3.2.1.	
  Rôle	
  de	
  la	
  sérine985	
  :	
  

	
  

Par	
   la	
   suite	
   nous	
   nous	
   sommes	
   intéressés	
   aux	
   mécanismes	
   menant	
   à	
   une	
  

régulation	
   négative	
   du	
   récepteur.	
   Nous	
   nous	
   sommes	
   donc	
   penchés	
   sur	
   le	
   rôle	
   de	
   la	
  

sérine	
   985	
  du	
  domaine	
   juxtamembranaire	
   de	
  MET.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   cette	
  

sérine	
   régule	
   négativement	
   l’activité	
   du	
   récepteur	
   lorsqu’elle	
   est	
   phosphorylée.	
   Sa	
  

phosphorylation	
   est	
   induite	
   par	
   les	
   PKC	
   δ	
   et	
   ε	
   et	
   sa	
   déphosphorylation	
   par	
   la	
  

phosphatase	
  PP2A.	
  

	
  

Nous	
  avons	
  donc	
  cherché	
  à	
  élucider	
  l’implication	
  de	
  sérine	
  985	
  dans	
  la	
  baisse	
  de	
  

phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie.	
  Notre	
  hypothèse	
  était	
  qu’en	
  conditions	
  hypoxiques,	
  

une	
   phosphorylation	
   de	
   la	
   sérine	
   985	
   par	
   les	
   PKC	
   puisse	
   réduire	
   l’activité	
   tyrosine	
  

kinase	
  de	
  MET.	
  Ainsi,	
  nous	
  avons	
  cherché	
  à	
  déterminer	
  si	
  l’inhibition	
  des	
  PKC	
  permettait	
  

de	
  restaurer	
  une	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  en	
  hypoxie.	
  Nous	
  avons	
  de	
  ce	
  fait	
  utilisé	
  

des	
   concentrations	
   croissantes	
   de	
   BIM	
   I	
   (BisIndolylMaleimide	
   I),	
   un	
   inhibiteur	
  

pharmacologique	
  des	
  PKC	
  (inhibiteur	
  des	
  PKC	
  α,	
  β,	
  γ,	
  δ	
  et	
  ε),	
  et	
  analysé	
  l’effet	
  de	
  cette	
  

inhibition	
  sur	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  sur	
  les	
  tyrosines	
  Y1234	
  et	
  Y1235.	
  De	
  plus,	
  en	
  

utilisant	
  un	
  anticorps	
  reconnaissant	
  la	
  séquence	
  de	
  phosphorylation	
  spécifique	
  des	
  PKC	
  

(les	
  PKC	
  phosphorylent	
  des	
  sérines	
  ou	
  des	
  thréonines	
  avec	
  une	
  arginine	
  ou	
  une	
  lysine	
  en	
  

position	
  -­‐3,	
  -­‐2	
  et	
  +2	
  et	
  un	
  acide	
  aminé	
  hydrophobe	
  à	
  la	
  position	
  +1),	
  nous	
  avons	
  évalué	
  

la	
  phosphorylation	
  de	
   l’ensemble	
  des	
   résidus	
  sérines	
   susceptibles	
  d’être	
  phosphorylés	
  

par	
  les	
  PKC.	
  	
  

A	
  noter	
  que	
  les	
  PKC	
  δ	
  et	
  ε	
  impliquées	
  dans	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  sérine	
  985	
  de	
  

MET	
  reconnaissent	
  un	
  site	
  consensus	
  composé	
  de	
  :	
  «	
  arginine	
  en	
  position	
  -­‐3,	
  lysine	
  en	
  -­‐2	
  

et	
  phénylalanine	
  en	
  +1	
  »	
  pour	
   la	
  PKC	
  δ	
  et	
  «	
  arginine	
  en	
  position	
   -­‐3,	
  arginine,	
   lysine	
  ou	
  

glutamine	
  en	
  -­‐2	
  et	
  valine	
  en	
  +1	
  »	
  pour	
  la	
  PKC	
  ε.	
  

	
  

Les	
  résultats	
  sont	
  illustrés	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  figure	
  33.	
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10ng/mL	
  pendant	
  10min.	
  Les	
  expressions	
  de	
  MET,	
  Phospho-­‐MET,	
  Akt,	
  Phospho-­‐Akt,	
  Erk,	
  Phospho-­‐Erk	
  et	
  
HIF1a	
  ont	
  été	
  analysées	
  par	
  Western	
  Blot.	
  
	
  

	
   Des	
   doses	
   croissantes	
   d’inhibiteur	
   de	
   PTP1B	
   n’ont	
   pas	
   pu	
   restaurer	
   la	
  

phosphorylation	
   de	
   MET	
   en	
   hypoxie.	
   Nous	
   observons	
   également	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  normoxie	
   à	
  partir	
  de	
  50	
  μM	
  de	
   l’inhibiteur	
  probablement	
  

due	
   à	
   une	
   toxicité	
   de	
   ce	
   composé	
   à	
   cette	
   concentration.	
   Donc,	
   malgré	
   l’utilisation	
  

fructueuse	
   mais	
   indicative	
   de	
   l’orthovanadate	
   de	
   sodium	
   où	
   on	
   a	
   pu	
   restaurer	
   la	
  

phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie,	
  des	
   inhibiteurs	
  de	
  phosphatases	
  plus	
   spécifiques	
  

ont	
  échoué	
  à	
   faire	
  restaurer	
   la	
   forme	
  active	
  du	
  récepteur	
  suggérant	
  que	
  ni	
  Shp-­‐2	
  ni	
   la	
  

PTP1B	
  ne	
  sont	
  impliquées	
  dans	
  la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie.	
  

	
  

II.3.2.3.	
  Mesure	
  de	
  l’activité	
  des	
  tyrosines	
  phosphatases	
  :	
  

	
  

	
   Comme	
  indiqué	
  précédemment,	
  l’étude	
  de	
  l’implication	
  des	
  phosphatases	
  PTP1B	
  

et	
   Shp-­‐2	
   n’a	
   pas	
   donné	
   de	
   résultats	
   pouvant	
   les	
   incriminer	
   dans	
   la	
   baisse	
   de	
  

phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  en	
  hypoxie.	
  Néanmoins,	
  nous	
  avons	
  voulu	
  déterminer	
  si	
  

l’activité	
   globale	
   des	
   tyrosines	
   phosphatases	
   était	
   modifiée	
   en	
   hypoxie.	
   Nous	
   avons	
  

voulu	
  la	
  mesurer	
  avec	
  l’utilisation	
  du	
  Tyrosine	
  Phosphatase	
  Assay	
  System®	
  (Promega®).	
  

Cette	
   mesure	
   a	
   été	
   effectuée	
   à	
   partir	
   de	
   lysats	
   de	
   cellules	
   cultivées	
   en	
   normoxie	
   et	
  

hypoxie	
  pendant	
  1	
  heure.	
  Par	
  la	
  suite,	
  le	
  phosphate	
  inorganique	
  présent	
  naturellement	
  

dans	
  les	
  cellules	
  est	
  éliminé	
  puis	
  le	
  lysat	
  est	
  mis	
  en	
  présence	
  d’un	
  peptide	
  phosphorylé.	
  

L’ajout	
   d’une	
   solution	
   contenant	
   du	
   molybdate	
   et	
   du	
   green	
   malachite	
   permet	
   de	
  

quantifier	
   le	
   phosphate	
   inorganique	
   issu	
   de	
   la	
   réaction	
   de	
   déphosphorylation	
   des	
  

peptides.	
  Le	
  phosphate	
  inorganique	
  libéré	
  se	
  lie	
  avec	
  le	
  molybdate	
  et	
  le	
  green	
  malachite	
  

formant	
  ainsi	
  un	
  complexe	
  qui	
  émet	
  à	
  630	
  nm.	
  L’activité	
  phosphatase	
  correspond	
  donc	
  à	
  

la	
  capacité	
  des	
  phosphatases	
  présentes	
  dans	
  le	
  lysat	
  de	
  déphosphoryler	
  le	
  peptide.	
  

Cette	
  analyse	
  a	
  montré	
  qu’il	
  y	
  a	
  peu	
  ou	
  pas	
  de	
  différence	
  dans	
   l’activité	
  globale	
  

des	
  phosphatases	
  en	
  normoxie	
  et	
  en	
  hypoxie.	
  Ceci	
  est	
  à	
  mettre	
  en	
  parallèle	
  avec	
  notre	
  

expérience	
  utilisant	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐phospho	
  tyrosines	
  totales	
  (figure	
  supplémentaire	
  

S1	
  F).	
  En	
  effet,	
  dans	
  cette	
  expérience	
  nous	
  remarquons	
  que	
  le	
  profil	
  global	
  des	
  protéines	
  

phosphorylées	
  est	
  similaire	
  en	
  normoxie	
  et	
  en	
  hypoxie	
  mis	
  à	
  part	
  une	
  bande	
  vers	
  150	
  

kDa	
  présente	
  en	
  normoxie	
  suite	
  à	
  une	
  stimulation	
  de	
  l’HGF/SF	
  et	
  absente	
  en	
  hypoxie	
  et	
  

qui	
  correspondrait	
  a	
  priori	
  à	
   la	
   forme	
  phosphorylée	
  de	
  MET.	
   Il	
   semblerait	
  donc	
  que	
   la	
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différence	
   entre	
   la	
   normoxie	
   et	
   l’hypoxie	
   ne	
   concernerait	
   qu’une	
   ou	
   un	
   nombre	
   peu	
  

élevé	
   de	
   phosphatases.	
   De	
   ce	
   fait,	
   étant	
   donné	
   la	
   quantité	
   de	
   phosphatases	
   présentes	
  

dans	
   le	
   lysat	
   cellulaire,	
   une	
   plus	
   forte	
   activité	
   de	
   l’une	
   (ou	
   plusieurs)	
   d’entre	
   elles	
   en	
  

conditions	
   hypoxiques	
   aurait	
   difficilement	
   pu	
   être	
   détectée	
   avec	
   cette	
   méthode	
  

d’analyse	
  globale.	
  

	
  

II.3.3.	
  Effets	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  l’efficacité	
  des	
  thérapies	
  ciblées	
  :	
  

	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  qu’en	
  hypoxie	
   il	
  existe	
  une	
  résistance	
  des	
  MCF10A	
  au	
  PHA-­‐

665752	
  et	
  au	
  SU11274	
  pour	
  l’activation	
  des	
  voies	
  ERK	
  et	
  AKT	
  (article	
  figure	
  7	
  et	
  figure	
  

supplémentaire	
  S6).	
  De	
  même,	
  alors	
  qu’en	
  normoxie	
  la	
  morphogenèse	
  est	
  efficacement	
  

inhibée	
   en	
   présence	
   de	
   0.1	
   μM	
   de	
   PHA-­‐665752,	
   la	
   même	
   concentration	
   n’inhibe	
   que	
  

partiellement	
  cette	
  réponse	
  en	
  hypoxie.	
  Par	
  ailleurs,	
  cette	
  résistance	
  a	
  été	
  quantifiée	
  par	
  

la	
  technologie	
  AlphaScreen®.	
  Ainsi	
  nous	
  avons	
  pu	
  montrer	
  que	
   l’IC50	
  du	
  PHA-­‐665752	
  	
  

est	
  2.1	
  fois	
  plus	
  importante	
  en	
  hypoxie	
  qu’en	
  normoxie	
  pour	
  l’inhibition	
  de	
  l’activité	
  de	
  

AKT	
  et	
  2.4	
  fois	
  plus	
  élevée	
  pour	
  celle	
  de	
  ERK.	
  

	
  

Nous	
  avons	
  également	
  utilisé	
  le	
  crizotinib,	
  un	
  autre	
  TKI	
  ciblant	
  MET,	
  ALK	
  et	
  ROS1	
  

(ATP-­‐mimétique).	
  Cet	
  inhibiteur	
  a	
  un	
  intérêt	
  particulier	
  puisqu’il	
  est	
  utilisé	
  actuellement	
  

en	
  clinique	
  dans	
   le	
   traitement	
  des	
  cancers	
  pulmonaires	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
   (NSCLC)	
  

avec	
  un	
  réarrangement	
  ALK.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  illustrés	
  dans	
  la	
  figure	
  36.	
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cette	
   phosphorylation	
   est	
   plus	
   faible	
   en	
   hypoxie.	
   Comme	
   pour	
   MET,	
   cette	
   baisse	
   de	
  

phosphorylation	
   est	
   réversible	
   en	
   réoxygénant	
   les	
   cellules	
   et	
   n’affecte	
   pas	
   l’activation	
  

des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  AKT	
  et	
  ERK.	
  Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  que	
  le	
  mécanisme	
  

menant	
   à	
   nos	
   observations	
   ne	
   concernerait	
   pas	
   a	
   priori	
   que	
   le	
   récepteur	
   MET	
   mais	
  

concernerait	
  également	
   l’EGFR.	
  La	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
   l’EGFR	
  est	
  néanmoins	
  

beaucoup	
  moins	
  importante	
  que	
  celle	
  de	
  MET.	
  

	
  

De	
   ce	
   fait,	
   comme	
  pour	
  MET,	
   nous	
   avons	
   émis	
   l’hypothèse	
   de	
   l’existence	
   d’une	
  

résistance	
   aux	
   TKI	
   ciblant	
   ce	
   RTK	
   en	
   hypoxie.	
   Cette	
   démarche	
   est	
   d’autant	
   plus	
  

pertinente	
   que	
   c’est	
   en	
   analysant	
   l’efficacité	
   du	
   géfitinib	
   dans	
   l’inhibition	
   de	
   l’EGFR	
  

qu’une	
  étude	
  a	
  démontré	
  une	
  efficacité	
  plus	
  grande	
  de	
  ce	
  TKI	
  quand	
  le	
  récepteur	
  était	
  en	
  

conformation	
  active	
  suite	
  à	
  une	
  mutation	
  (Yun	
  et	
  al	
  2007).	
  

	
  

Nous	
  avons	
  donc	
   traité	
  des	
  MCF10A	
  avec	
  des	
  doses	
   croissantes	
  de	
  géfitinib,	
   en	
  

conditions	
  normoxiques	
  et	
  hypoxiques	
  pendant	
  1h	
  et	
  en	
  conditions	
  hypoxiques	
  pendant	
  

1h	
  puis	
  en	
  conditions	
  normoxiques	
  pendant	
  10min	
  (réoxygénation)	
  en	
  présence	
  ou	
  non	
  

d’EGF	
  à	
  10ng/mL.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  illustrés	
  dans	
  la	
  figure	
  38.	
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Discussion	
  
	
  

Le	
  récepteur	
   tyrosine	
  kinase	
  MET	
  et	
  son	
   ligand	
   l’HGF/SF	
   jouent	
  un	
  rôle	
  central	
  

dans	
  le	
  développement	
  embryonnaire	
  et	
  la	
  régénération	
  tissulaire.	
  Ils	
  régulent	
  plusieurs	
  

voies	
  de	
  signalisation	
  impliquées	
  dans	
  la	
  prolifération,	
  la	
  survie,	
  la	
  motilité	
  et	
  l’invasion	
  

cellulaires	
  ainsi	
  que	
  l’angiogenèse.	
  La	
  dérégulation	
  de	
  cette	
  signalisation	
  par	
  différentes	
  

altérations	
   moléculaires	
   peut	
   contribuer	
   au	
   développement	
   tumoral.	
   En	
   effet,	
   une	
  

amplification	
   génique	
   de	
  met,	
   des	
  mutations	
   génétiques	
   et	
   notamment	
   la	
   délétion	
   de	
  

l’exon	
  14	
  ainsi	
  qu’une	
  activation	
  aberrante	
  du	
  récepteur	
  par	
  l’HGF/SF	
  ont	
  été	
  observées	
  

dans	
   les	
   cancers	
   humains	
   (poumons,	
   reins,	
   seins)	
   et	
   sont	
   souvent	
   corrélées	
   avec	
   un	
  

mauvais	
  pronostic	
  (Boccaccio	
  and	
  Comoglio	
  2006,	
  Humphrey	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

La	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  est	
  particulièrement	
  complexe	
  puisqu’elle	
  implique	
  

de	
   nombreux	
   partenaires	
   (co-­‐facteurs,	
   co-­‐récepteurs,	
   enzymes	
   de	
   maturation..)	
   au	
  

niveau	
   extracellulaire.	
   Le	
   microenvironnement	
   y	
   joue	
   également	
   un	
   rôle	
   important,	
  

cependant	
  son	
  impact	
  direct	
  sur	
  la	
  signalisation	
  de	
  MET	
  reste	
  à	
  élucider.	
  

	
  	
  

Au	
  cours	
  de	
  ma	
  thèse,	
  nous	
  avons	
  tenté	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
   le	
  rôle	
  direct	
  du	
  

micro-­‐environnement	
   tumoral	
  dans	
   la	
  modulation	
  de	
   la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  Au	
  

cours	
  de	
   la	
  première	
  partie,	
  nous	
  avons	
  voulu	
  plus	
  particulièrement	
  évaluer	
   le	
  rôle	
  de	
  

l’héparanase	
  et	
  de	
   l’acidification	
  extracellulaire	
   induite	
  par	
   l’hypoxie,	
   sur	
   la	
  qualité	
  de	
  

cette	
   signalisation.	
  En	
  effet,	
   l’héparanase	
  est	
   la	
   seule	
  enzyme	
  dégradant	
   les	
  héparanes	
  

sulfates	
   (HS)	
   des	
   protéoglycanes.	
   Ces	
   composés	
   sont	
   connus	
   pour	
   être	
   des	
   réservoirs	
  

inactifs	
  de	
  molécules	
  biologiques	
  comme	
  les	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  dont	
  l’HGF/SF.	
  De	
  ce	
  

fait,	
  en	
  dégradant	
   les	
  HS,	
   l’HGF/SF	
  peut	
  être	
   libéré.	
  Ce	
  relargage	
  pourrait	
  mener	
  à	
  une	
  

activation	
  du	
  récepteur	
  MET.	
  Néanmoins,	
   l’héparanase	
  n’étant	
  active	
  qu’à	
  un	
  pH	
  acide,	
  

nous	
   avons	
   cherché	
   à	
   savoir	
   si	
   l’hypoxie	
   pouvait	
   contribuer	
   à	
   l’acidification	
  du	
  milieu	
  

extracellulaire.	
   Notre	
   hypothèse	
   initiale	
   était	
   que	
   cette	
   acidification	
   puisse	
   permettre	
  

une	
  plus	
  forte	
  activité	
  de	
  l’héparanase,	
  un	
  plus	
  grand	
  relargage	
  de	
  l’HGF/SF	
  et	
  donc	
  une	
  

plus	
  forte	
  activation	
  de	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  

	
  

C’est	
   en	
   exploitant	
  des	
   systèmes	
  de	
   culture	
   cellulaire	
   en	
   conditions	
  hypoxiques	
  

ainsi	
   que	
   des	
   systèmes	
   de	
   mesure	
   précis	
   et	
   innovants	
   du	
   pH	
   et	
   de	
   la	
   pO2	
   (système	
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PreSens®)	
  dans	
  des	
  conditions	
  de	
  culture	
  cellulaire	
  avec	
  des	
  paramètres	
  parfaitement	
  

contrôlés	
  et	
  définis	
   (atmosphère,	
  humidité,	
   température,	
   acidification	
  du	
  milieu...)	
  que	
  

nous	
  avons	
  voulu	
  répondre	
  à	
  ces	
  questions.	
  

	
  

Interconnexion	
  entre	
  l’héparanase	
  et	
  la	
  CAIX	
  :	
  

	
  

Dans	
   un	
   premier	
   temps,	
   nous	
   nous	
   sommes	
   assurés	
   de	
   l’état	
   hypoxique	
   des	
  

cellules	
   lorsqu’elles	
  sont	
  placées	
  dans	
   la	
  station	
  d’hypoxie	
  (pO2	
  =	
  1%).	
  Pour	
  cela,	
  nous	
  

avons	
   effectué	
   une	
   cinétique	
   d’expression	
   de	
   la	
   CAIX,	
   un	
   marqueur	
   d’induction	
   de	
  

l’hypoxie	
  (HIF1a	
  dépendant).	
  Ces	
  résultats	
  montrent	
  que	
  dès	
  4	
  heures	
  d’incubation	
  en	
  

condition	
   hypoxique,	
   l’expression	
   de	
   la	
   CAIX	
   est	
   fortement	
   augmentée	
   et	
   cette	
  

expression	
  s’accroît	
  au	
  fur	
  et	
  à	
  mesure	
  du	
  maintien	
  en	
  hypoxie.	
  En	
  parallèle,	
  nous	
  avons	
  

analysé	
  l’expression	
  de	
  l’héparanase	
  dans	
  nos	
  lignées	
  HT1080	
  et	
  HT1080	
  surexprimant	
  

l’héparanase	
   (HT1080	
   HPSE+).	
   Comme	
   attendu,	
   les	
   cellules	
   HT1080	
   HPSE+	
  

surexpriment	
  massivement	
   l’héparanse,	
   alors	
   que	
   les	
   cellules	
   sauvages	
   présentent	
   un	
  

niveau	
   d’expression	
   faible	
   et	
   qui	
   ne	
   semble	
   pas	
   être	
   directement	
   modulé	
   par	
   l’état	
  

d’hypoxie.	
  Cependant,	
   de	
  manière	
   inattendue,	
  nos	
   résultats	
  montrent	
  que	
   l’expression	
  

de	
   la	
   CAIX	
   est	
   fortement	
   réprimée	
   chez	
   les	
   HT1080	
   surexprimant	
   l’héparanase.	
   Ceci	
  

suggère	
   l’existence	
  d’une	
   régulation	
  croisée	
  entre	
   ces	
  deux	
  enzymes.	
  Ces	
  observations	
  

ont	
  par	
  ailleurs	
  été	
  confirmées	
  par	
  WB	
  où	
  on	
  observe	
  bien	
  le	
  défaut	
  d’expression	
  de	
  la	
  

CAIX	
   dans	
   les	
   HT1080	
   surexprimant	
   l’héparanase.	
   Ce	
   résultat	
   n’a	
   jamais	
   été	
   observé	
  

auparavant.	
  Il	
  est	
  difficile	
  de	
  déterminer	
  si	
  l’interaction	
  entre	
  CAIX	
  et	
  héparanase	
  serait	
  

dépendante	
  ou	
  pas	
  de	
  HIF1a.	
  Néanmoins,	
  il	
  semble	
  que	
  le	
  premier	
  niveau	
  de	
  régulation	
  

soit	
  au	
  niveau	
  de	
  l’expression	
  génique	
  puisque	
  les	
  expériences	
  de	
  RTqPCR	
  montrent	
  que	
  

les	
  ARNm	
  de	
  la	
  CAIX	
  sont	
  moins	
  exprimés	
  dans	
  les	
  cellules	
  surexprimant	
  l’héparanase.,	
  

Une	
  interaction	
  directe	
  entre	
  ces	
  deux	
  enzymes	
  serait	
  également	
  envisageable.	
  En	
  effet,	
  

la	
   CAIX	
   contient	
   un	
   domaine	
   proteoglycan-­‐like	
   (Chiche	
   et	
   al	
   2010a)	
   qui	
   pourrait	
   être	
  

dégradé	
  par	
  une	
  héparanase	
  active.	
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Conséquences	
   de	
   la	
   surexpression	
   de	
   l’héparanase	
   sur	
   la	
   morphogenèse	
   de	
  

branchement	
  :	
  

	
  

Par	
   la	
  suite,	
  nous	
  avons	
  étudié	
   le	
  comportement	
  morphologique	
  de	
  nos	
  cellules	
  

en	
   matrice	
   de	
   Matrigel™.	
  Nous	
   avons	
   remarqué	
   une	
   différence	
   d’organisation	
   des	
  

réseaux	
  en	
   culture	
  normoxique	
  entre	
   les	
  HT1080	
  et	
   celles	
   surexprimant	
   l’héparanase.	
  

En	
  effet	
  les	
  HT1080	
  HPSE+	
  tendent	
  à	
  se	
  regrouper	
  pour	
  former	
  des	
  agrégats	
  compactes	
  

et	
  rigides	
  alors	
  que	
  les	
  HT1080	
  forment	
  des	
  réseaux	
  et	
  s’étendent	
  sur	
  toute	
  la	
  surface	
  du	
  

puits	
   de	
   culture.	
   En	
   revanche,	
   en	
   hypoxie,	
   les	
  HT1080	
  HPSE+	
   tendent	
   à	
   retrouver	
   un	
  

comportement	
  ressemblant	
  à	
  celui	
  des	
  cellules	
  sauvages.	
  Ce	
  phénomène	
  est	
  peu	
  ou	
  pas	
  

modifié	
  en	
  présence	
  de	
  stimulation	
  par	
  de	
  l’HGF/SF.	
  Ces	
  observations	
  suggèrent	
  un	
  effet	
  

fort	
   de	
   l’hypoxie,	
   et	
   ce	
   indépendamment	
   de	
   la	
   présence	
   de	
   l’HGF/SF.	
  Nous	
   formulons	
  

l’hypothèse	
   qu’une	
   surexpression	
   de	
   l’héparanase	
   pourrait	
   mener	
   à	
   une	
   forte	
  

dégradation	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  et	
  donc	
  modifier	
  la	
  motilité	
  des	
  cellules	
  et	
  leur	
  

organisation.	
   Cette	
   modification	
   serait	
   visible	
   en	
   conditions	
   hypoxiques	
   du	
   fait	
   d’une	
  

plus	
   forte	
   activité	
   de	
   l’héparanase.	
   Néanmoins,	
   la	
   contribution	
   exacte	
   de	
   l’activité	
  

enzymatique	
   de	
   l’héparanase	
   n’est	
   pas	
   encore	
   démontrée	
   et	
   nécessitera	
   l’utilisation	
  

d’inhibiteurs	
   pharmacologiques	
   ou	
   la	
   génération	
   d’une	
   lignée	
   surexprimant	
   une	
  

héparanase	
  mutée	
  inactive.	
  

	
  

Etude	
  de	
  l’acidification	
  extracellulaire	
  :	
  

	
  

Le	
   système	
   PreSens®	
   nous	
   a	
   permis	
   de	
   monitorer	
   l’acidification	
   du	
   milieu	
  

extracellulaire	
   par	
   nos	
   cellules	
   cultivées	
   dans	
   des	
   milieux	
   à	
   différents	
   pH.	
   Nous	
  

observons	
  d’une	
  part	
  que	
  les	
  cellules	
  peuvent	
  proliférer	
  à	
  un	
  pH<7,	
  et	
  d’autre	
  part	
  que	
  

les	
  milieux	
  que	
  nous	
  avons	
  préparé	
  à	
  différents	
  pH	
  nous	
  permettent	
  d’atteindre	
  des	
  pH	
  

suffisamment	
  acides	
  pour	
  favoriser	
  l’activité	
  de	
  l’héparanase.	
  On	
  remarquera	
  également	
  

que	
  les	
  cellules	
  HT1080	
  surexprimant	
  l’héparanase,	
  mais	
  qui	
  perdent	
  l’expression	
  de	
  la	
  

CAIX,	
   acidifient	
   plus	
   rapidement	
   le	
   milieu	
   extracellulaire	
   que	
   les	
   cellules	
   contrôles	
  

suggérant	
   que	
   le	
   rôle	
   de	
   la	
   CAIX	
   dans	
   l’acidification	
   serait	
  marginal.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
  

démontré	
   qu’en	
   conditions	
   hypoxiques,	
   les	
   cellules	
   développaient	
   des	
   systèmes	
   de	
  

régulation	
  du	
  pH	
   supplémentaires	
   comme	
   l’expression	
  des	
   anhydrases	
   carboniques	
  et	
  

notamment	
   l’isoforme	
   CAIX,	
   qui,	
   de	
   part	
   son	
   activité,	
   restaure	
   une	
   alcalinité	
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intracellulaire.	
  Les	
  CA	
  transmembranaires	
  comme	
  la	
  CAIX	
  catalysent	
  la	
  réaction	
  entre	
  le	
  

CO2	
  et	
   les	
  molécules	
  d’eau	
  pour	
  donner	
  des	
  protons	
   (H+)	
  et	
  du	
  bicarbonate	
   (HC03-­‐)	
   ce	
  

qui	
  mène	
  à	
  l’acidification	
  du	
  milieu	
  extracellulaire.	
  Les	
  bicarbonates	
  entrent	
  par	
  la	
  suite	
  

dans	
  la	
  cellule	
  par	
  des	
  transporteurs	
  de	
  bicarbonates	
  spécifiques	
  et	
  se	
  lient	
  aux	
  protons	
  

intracellulaires	
  pour	
  donner	
  des	
  molécules	
  d’eau	
  et	
  du	
  CO2	
  par	
  des	
  réactions	
  catalysées	
  

par	
   des	
   CA	
   cytosoliques	
   (comme	
   la	
   CAII).	
   Le	
   CO2	
   sort	
   alors	
   de	
   la	
   cellule	
   par	
   diffusion	
  

passive	
   et	
   se	
   lie	
   aux	
   molécules	
   d’eau	
   alimentant	
   ainsi	
   tout	
   le	
   processus.	
   Toutes	
   ces	
  

réactions	
  ont	
  pour	
  but	
  de	
  diminuer	
  la	
  quantité	
  de	
  protons	
  intracellulaires	
  mais	
  mènent	
  à	
  

l’acidification	
   du	
   milieu	
   extracellulaire.	
   Néanmoins,	
   nos	
   résultats	
   suggèrent	
   que	
  

l’implication	
   de	
   la	
   CAIX	
   dans	
   l’acidification	
   du	
  milieu	
   extracellulaire	
   serait	
  marginale.	
  

Ces	
   résultats	
   sont	
   en	
   accord	
   avec	
   d’autres	
   travaux	
   établis	
   précédemment.	
   En	
   effet,	
   la	
  

régulation	
  du	
  pH	
  intra	
  et	
  extracellulaire	
  et	
   l’acidification	
  du	
  milieu	
  extracellulaire	
  sont	
  

des	
   processus	
   qui	
   impliquent	
   de	
   nombreux	
   acteurs,	
   et	
   le	
   rôle	
   de	
   chacun	
   d’entre	
   eux	
  

individuellement	
  ne	
  semble	
  pas	
  critique.	
  Une	
  étude	
  a	
  démontré	
  que	
  le	
  knockdown	
  de	
  ca9	
  

ne	
  perturbe	
  pas	
  la	
  régulation	
  du	
  pH	
  ou	
  l’acidification	
  du	
  milieu	
  extracellulaire	
  du	
  fait	
  de	
  

la	
  compensation	
  de	
  cette	
  perte	
  par	
  l’activité	
  et	
  l’expression	
  (au	
  niveau	
  du	
  ARNm	
  et	
  des	
  

protéines)	
  de	
  la	
  CAXII	
  ainsi	
  que	
  d’autres	
  isoformes	
  (comme	
  la	
  CAII)	
  (Chiche	
  et	
  al	
  2009,	
  

Gut	
  et	
  al	
  2002,	
  Leppilampi	
  et	
  al	
  2005).	
  

	
  

Effets	
   de	
   la	
   surexpression	
   de	
   l’héparanase	
   et	
   de	
   la	
   modification	
   du	
   pH	
   sur	
   la	
  

signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  :	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   nous	
   avons	
   voulu	
   évaluer	
   le	
   rôle	
   du	
   pH	
   extracellulaire	
   dans	
   la	
  

régulation	
   de	
   la	
   signalisation	
   HGF/SF-­‐MET,	
   à	
   la	
   fois	
   en	
   normoxie	
   et	
   en	
   hypoxie.	
   Les	
  

cellules	
  HT1080	
   (surexprimant	
   ou	
   non	
   l’héparanase)	
   ont	
   été	
   cultivées	
   dans	
   différents	
  

milieux	
  à	
  pH	
  définis	
  et	
  placées	
  en	
  conditions	
  de	
  normoxie	
  et	
  d’hypoxie	
  contrôlées	
  puis	
  

stimulées	
   par	
   de	
   l’HGF/SF.	
   Nous	
   n’avons	
   pas	
   observé	
   de	
   différences	
   notables	
   dans	
  

l’activation	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation	
   entre	
   les	
   cellules	
   HT1080	
   et	
   HT1080	
   HPSE+,	
  

suggérant	
  que	
  la	
  modification	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  par	
  l’héparanase	
  ne	
  modifie	
  

pas	
   l’activation	
   induite	
   par	
   l’HGF/SF.	
   Cependant,	
   au	
   cours	
   de	
   ces	
   expériences,	
   nous	
  

avons	
  noté	
  une	
  baisse	
  drastique	
  de	
   la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie	
  suite	
  à	
  une	
  

stimulation	
  par	
  de	
  l’HGF/SF	
  dans	
  les	
  deux	
  types	
  cellulaires.	
  Cette	
  baisse	
  a	
  été	
  observée	
  

quel	
  que	
  soit	
  le	
  pH	
  utilisé.	
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Ainsi,	
   ces	
   résultats	
   montrent	
   que	
   la	
   surexpression	
   de	
   l’héparanase	
   ou	
   la	
  

modification	
  du	
  pH	
  des	
  milieux	
  utilisés	
  ne	
  semblent	
  pas	
  avoir	
  d’effets	
  sur	
  la	
  signalisation	
  

HGF/SF-­‐MET.	
   En	
   revanche,	
   l’hypoxie	
   semble	
   jouer	
   un	
   rôle	
   régulateur	
   important	
   et	
  

encore	
   non	
   décrit	
   sur	
   la	
   phosphorylation	
   du	
   récepteur.	
   Nous	
   nous	
   sommes	
   donc	
  

concentrés	
  sur	
  cet	
  aspect	
  pour	
  la	
  suite	
  de	
  ma	
  thèse.	
  

	
  

Effets	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  :	
  

	
  

La	
   première	
   étape	
   dans	
   l’activation	
   du	
   récepteur	
   MET	
   est	
   sa	
   trans-­‐

autophosphorylation	
  sur	
  des	
  résidus	
  tyrosine	
  cruciaux,	
  notamment	
  les	
  tyrosines	
  1234	
  et	
  

1235	
  au	
  niveau	
  du	
  domaine	
  kinase.	
  Après	
  cette	
  étape	
  initiale,	
  MET	
  est	
  phosphorylé	
  sur	
  

les	
   tyrosines	
   1349	
   et	
   1356	
   au	
   niveau	
   du	
   domaine	
   C-­‐terminal,	
   qui	
   constitue	
   un	
   site	
  

d’amarrage	
   pour	
   divers	
   substrats	
   impliqués	
   dans	
   la	
   signalisation	
   en	
   aval.	
   La	
  

phosphorylation	
  de	
  la	
  tyrosine	
  1003	
  au	
  niveau	
  du	
  domaine	
  juxtamembranaire	
  est	
  quant	
  

à	
   elle	
   nécessaire	
   pour	
   une	
   dégradation	
   efficace	
   du	
   récepteur	
   activé	
   et	
   l’arrêt	
   de	
   son	
  

signal.	
   Nous	
   avons	
   démontré	
   que	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   tous	
   ces	
   résidus	
   tyrosine	
   de	
  

MET	
  est	
  réduite	
  de	
  manière	
  drastique	
  dans	
  des	
  conditions	
  hypoxiques	
  sans	
  modifier	
  la	
  

cinétique	
  d’activation	
  du	
   récepteur	
   alors	
  que	
   l’activation	
  des	
   voies	
  de	
   signalisation	
   en	
  

aval	
  AKT	
  et	
  ERK	
  reste	
  inchangée.	
  En	
  conséquence,	
  les	
  réponses	
  biologiques	
  induites	
  par	
  

l’HGF/SF	
   comme	
   la	
   morphogenèse,	
   la	
   dispersion,	
   la	
   migration	
   et	
   la	
   survie	
   sont	
  

conservées	
  en	
  hypoxie.	
  

	
  

Par	
  ailleurs,	
  et	
  suite	
  à	
  l’utilisation	
  de	
  siRNA	
  ciblant	
  MET	
  et	
  d’autres	
  ciblant	
  GAB1,	
  

nous	
   avons	
   montré	
   que	
   l’activation	
   de	
   AKT	
   et	
   ERK	
   dépend	
   bien	
   de	
   l’activation	
   du	
  

récepteur	
   et	
   de	
   son	
   principal	
   partenaire.	
   En	
   effet,	
   l’extinction	
   de	
   MET	
   a	
   inhibé	
  

l’activation	
  de	
  AKT	
   et	
   ERK	
   suite	
   à	
   une	
   stimulation	
  par	
   de	
   l’HGF/SF.	
   Cette	
   inhibition	
   a	
  

également	
  été	
  observée	
  avec	
  des	
  TKI	
  ciblant	
  MET	
  (PHA-­‐665752	
  et	
  SU11274)	
  utilisés	
  à	
  

des	
   doses	
   importantes	
   de	
   façon	
   à	
   contourner	
   le	
   phénomène	
   de	
   résistances	
   dont	
   je	
  

discuterai	
   ultérieurement.	
   Quant	
   à	
   l’extinction	
   de	
   GAB1,	
   elle	
   a	
   également	
   mené	
   à	
  

l’inhibition	
  de	
  ces	
  deux	
  voies	
  de	
  signalisation	
  avec	
  néanmoins	
  un	
  effet	
  moins	
  marqué	
  sur	
  

ERK.	
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Nous	
   observons	
   donc	
   que	
   l’hypoxie	
   induit	
   une	
   diminution	
   importante	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
  de	
  MET	
  et	
  de	
  GAB1	
  alors	
  que	
  les	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  AKT	
  et	
  

ERK	
  sont	
  conservées.	
  Cependant,	
  MET	
  et	
  GAB1	
  restent	
  nécessaires	
  à	
  l’activation	
  de	
  ces	
  

voies.	
  

	
  

Effet	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   les	
   réponses	
   cellulaires	
   suite	
   à	
   une	
   stimulation	
   par	
  

l’HGF/SF	
  :	
  

	
  

La	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET	
  est	
   impliquée	
  dans	
  l’induction	
  d’un	
  grand	
  nombre	
  

de	
  réponses	
  cellulaires	
  comme	
  la	
  morphogenèse,	
  la	
  dispersion,	
  la	
  migration	
  et	
  la	
  survie	
  

(Furlan	
  et	
   al	
   2014,	
   Skead	
  and	
  Govender	
  2015).	
  Toutes	
   ces	
   réponses	
   sont	
   induites	
  par	
  

l’HGF/SF	
   de	
   façon	
   comparable	
   en	
   normoxie	
   et	
   en	
   hypoxie,	
   ce	
   qui	
   est	
   cohérent	
   avec	
  

l’activation	
  dans	
   les	
  deux	
  cas	
  des	
  voies	
  de	
   signalisation	
  en	
  aval,	
   et	
   ce	
  malgré	
   la	
  baisse	
  

drastique	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur.	
  Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  qu’une	
  activation	
  

minimale	
  de	
  MET	
  et	
  de	
  GAB1,	
  en	
  conditions	
  hypoxiques,	
  est	
  suffisante	
  pour	
  promouvoir	
  

un	
   ensemble	
   de	
   réponses	
   biologiques	
   efficaces.	
  De	
   façon	
   intéressante,	
   il	
   a	
   récemment	
  

été	
  montré	
  dans	
  des	
   lignées	
   cellulaires	
  présentant	
  une	
  activation	
   constitutive	
  de	
  MET	
  

qu’une	
   inhibition	
  de	
   l’activité	
  du	
   récepteur	
  par	
  des	
  TKI	
  pouvait	
   être	
   très	
   efficacement	
  

court-­‐circuitée	
   par	
   un	
   traitement	
   avec	
   l’HGF/SF.	
  Dans	
   ces	
   conditions,	
   le	
   récepteur	
   est	
  

capable	
   de	
   recruter	
   GAB1	
   pour	
   relayer	
   l’activation	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation.	
   Ainsi,	
  

malgré	
  une	
  inhibition	
  de	
  MET	
  efficace,	
  l’ajout	
  d’HGF/SF	
  pourrait	
  activer	
  le	
  peu	
  de	
  MET	
  

non	
   inhibé	
   ce	
   qui	
   serait	
   suffisant	
   pour	
   induire	
   la	
   survie	
   cellulaire	
   (Pennacchietti	
   et	
   al	
  

2014).	
   Ceci	
   démontre	
   qu’une	
   mobilisation	
   réduite	
   du	
   récepteur	
   par	
   son	
   ligand	
   est	
  

capable	
  d’induire	
  des	
  réponses	
  efficaces	
  grâce	
  à	
  l’amplification	
  du	
  signal	
  en	
  aval.	
  

	
  

En	
   effet,	
   dans	
   notre	
   étude,	
   une	
   activation	
   efficace	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation	
  

malgré	
   la	
   diminution	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   suggère	
   l’existence	
   d’une	
  

amplification	
   du	
   signal.	
   Contrairement	
   à	
   ce	
   qui	
   a	
   été	
   montré	
   dans	
   l’étude	
   de	
  

Pennacchietti	
  et	
  ses	
  collaborateurs,	
  cette	
  amplification	
  aurait	
  lieu	
  en	
  aval	
  de	
  GAB1	
  mais	
  

en	
  amont	
  de	
  AKT	
  et	
  de	
  ERK.	
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Effet	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  la	
  prolifération	
  cellulaire	
  :	
  

	
  

Contrairement	
   aux	
   réponses	
   de	
   migration,	
   de	
   dispersion,	
   de	
   survie	
   ou	
   de	
  

morphogenèse,	
   l’hypoxie	
   semble	
   affecter	
   la	
   prolifération	
   des	
   cellules	
   que	
   nous	
   avons	
  

utilisées.	
   En	
   effet,	
   les	
   MCF10A,	
   MDCK	
   et	
   GTL16	
   ont	
   présenté	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
  

prolifération	
   en	
   hypoxie	
   et	
   ce	
   avec	
   ou	
   sans	
   stimulation	
   par	
   l’HGF/SF.	
   Un	
   résultat	
  

similaire	
  a	
  été	
  obtenu	
  dans	
  une	
  étude	
  récente	
  sur	
  le	
  récepteur	
  MET	
  (Lee	
  et	
  al	
  2014).	
  En	
  

revanche,	
  certaines	
  différences	
  sont	
  à	
  noter	
  entre	
  nos	
  deux	
  études.	
  En	
  effet,	
  la	
  baisse	
  de	
  

prolifération	
  des	
  cellules	
  dans	
  l’étude	
  de	
  Lee	
  et	
  ses	
  collaborateurs	
  a	
  été	
  observée	
  suite	
  à	
  

une	
  stimulation	
  par	
  de	
  l’HGF/SF.	
  De	
  plus,	
  ce	
  résultat	
  a	
  été	
  observé	
  suite	
  à	
  l’utilisation	
  de	
  

mimétiques	
  de	
  l’hypoxie	
  (CoCl2)	
  et	
  non	
  pas	
  en	
  conditions	
  d’hypoxie	
  réelle.	
  Par	
  ailleurs,	
  

dans	
  leur	
  étude,	
  Lee	
  et	
  son	
  équipe	
  ont	
  suggéré	
  que	
  la	
  baisse	
  de	
  prolifération	
  des	
  cellules	
  

en	
  hypoxie	
  était	
  due	
  à	
  une	
  baisse	
  de	
   l’activation	
  de	
   la	
  voie	
  AKT	
  que	
  nous	
  n’avons	
  pas	
  

observé	
  dans	
  nos	
  conditions.	
  	
  

De	
  façon	
  plus	
  générale,	
  la	
  baisse	
  de	
  prolifération	
  en	
  hypoxie	
  a	
  été	
  montrée	
  dans	
  

plusieurs	
  lignées	
  cellulaires	
  comme	
  les	
  kératinocytes,	
  les	
  fibroblastes	
  embryonnaires	
  ou	
  

encore	
   une	
   grande	
   variété	
   de	
   cellules	
   cancéreuses	
   (comme	
   des	
   cellules	
   issues	
   du	
  

carcinome	
  colorectal,	
  cervical	
  et	
  rénal).	
  En	
  effet,	
  l’augmentation	
  du	
  nombre	
  de	
  cellules	
  a	
  

pour	
  conséquence	
  une	
  augmentation	
  de	
   la	
  demande	
  en	
  oxygène	
  dissous	
  et	
  donc	
  à	
  une	
  

augmentation	
  du	
  stress	
  hypoxique.	
  Par	
  ailleurs,	
  différentes	
  études	
  ont	
  souligné	
  l’impact	
  

de	
   HIF1a	
   sur	
   la	
   prolifération	
   cellulaire	
   du	
   fait	
   de	
   son	
   action	
   sur	
   l’augmentation	
   de	
  

l’expression	
  de	
  gènes	
  d’inhibiteurs	
  de	
   la	
  Cycline-­‐Dependant	
  Kinase	
   (CDK)	
   (p21,	
  p27	
  ou	
  

les	
   deux).	
   D’autres	
   études	
   ont	
   démontré	
   que	
   HIF1a	
   pouvait	
   agir	
   directement	
   et	
   de	
  

manière	
   indépendante	
   de	
   son	
   activité	
   transcriptionnelle.	
   En	
   effet,	
   en	
   réponse	
   à	
  

l’hypoxie,	
   HIF1a	
   se	
   lie	
   à	
   Cdc6	
   (Cell	
   division	
   cycle	
   6),	
   une	
   protéine	
   essentielle	
   dans	
   la	
  

réplication	
   de	
   l’ADN,	
   et	
   favorise	
   son	
   interaction	
   avec	
   le	
   complexe	
   MCM	
   (Mini	
  

Chromosome	
   Maintenance)	
   menant	
   à	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
   réplication	
   de	
   l’ADN	
   et	
   à	
  

l’induction	
  de	
  l’arrêt	
  du	
  cycle	
  cellulaire	
  (Hubbi	
  et	
  al	
  2013,	
  Hubbi	
  and	
  Semenza	
  2015).	
  En	
  

conclusion,	
   il	
   semble	
   que	
   la	
   baisse	
   de	
   prolifération	
   observée	
   dans	
   nos	
   expériences	
   ne	
  

soit	
  pas	
  liée	
  à	
  la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  MET.	
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Hypoxie	
  «	
  vraie	
  »	
  vs	
  mimétiques	
  de	
  l’hypoxie	
  :	
  

	
  

Alors	
  que	
  l’expression	
  de	
  MET	
  ainsi	
  que	
  son	
  activation	
  ont	
  déjà	
  été	
  explorées	
  en	
  

hypoxie	
  (Ide	
  et	
  al	
  2006,	
  Lee	
  et	
  al	
  2014,	
  Pennacchietti	
  et	
  al	
  2003),	
  une	
  telle	
  baisse	
  dans	
  la	
  

phosphorylation	
   de	
   MET	
   n’a	
   jamais	
   été	
   décrite	
   auparavant.	
   Jusqu’à	
   maintenant,	
   la	
  

phosphorylation	
   du	
   récepteur	
   a	
   été	
   évaluée	
   après	
   un	
   traitement	
   par	
   du	
   CoCl2,	
   un	
  

composé	
  souvent	
  utilisé	
  comme	
  «	
  mimétique	
  de	
  l’hypoxie	
  ».	
  En	
  effet,	
  l’ion	
  cobalt	
  contenu	
  

dans	
  ce	
  composé	
  mène	
  à	
  une	
  stabilisation	
  de	
  HIF1a	
  en	
  entrant	
  en	
  compétition	
  avec	
   le	
  

fer,	
  co-­‐facteur	
  des	
  Proxyl	
  Hydroxylases	
  (PHD),	
  enzymes	
  responsables	
  de	
  l’hydroxylation	
  

de	
   HIF1a.	
   De	
   ce	
   fait,	
   les	
   mimétiques	
   de	
   l’hypoxie	
   comme	
   le	
   CoCl2	
   ou	
   l’hydralazine	
  

empêchent	
  l’hydroxylation	
  de	
  HIF1a,	
  son	
  ubiquitination	
  et	
  donc	
  sa	
  dégradation	
  (Epstein	
  

et	
  al	
  2001,	
  Hoenig	
  et	
  al	
  2008,	
  Knowles	
  et	
  al	
  2004).	
  

	
  

Notre	
  travail	
  a	
  démontré	
  que	
  contrairement	
  à	
  la	
  carence	
  en	
  oxygène	
  qui	
  diminue	
  

la	
  phosphorylation	
  de	
  MET,	
  l’utilisation	
  de	
  mimétiques	
  de	
  l’hypoxie	
  ne	
  mène	
  pas	
  à	
  cette	
  

réponse	
   puisqu’un	
   traitement	
   au	
   CoCl2	
   et	
   à	
   l’hydralazyne	
   ne	
   diminue	
   pas	
   la	
  

phosphorylation	
  du	
  récepteur.	
  Des	
  différences	
  entre	
  la	
  baisse	
  de	
  pression	
  en	
  oxygène	
  et	
  

le	
   traitement	
   par	
   le	
   CoCl2	
   ont	
   déjà	
   été	
   décrites.	
   En	
   effet,	
   une	
   étude	
   a	
   démontré	
   que	
  

l’expression	
   de	
   la	
   HO-­‐1	
   (Heme	
  oxygenase	
  1)	
   est	
   réprimée	
   en	
   hypoxie	
   alors	
   qu’elle	
   est	
  

augmentée	
   par	
   le	
   COCl2,	
   démontrant	
   ainsi	
   des	
   effets	
   inverses	
   entre	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
  

pression	
  en	
  oxygène	
  et	
  le	
  CoCl2	
  (Nakayama	
  et	
  al	
  2000).	
  

	
  

Même	
  si	
  nos	
  observations	
  s’effectuent	
  dans	
  une	
  situation	
  totalement	
  différente,	
  il	
  

est	
   également	
   intéressant	
   de	
   noter	
   qu’une	
   étude	
   a	
   démontré	
   qu’une	
   phosphorylation	
  

constitutive	
  du	
  récepteur	
  MET	
  est	
  possible	
  suite	
  à	
  une	
  inactivation	
  du	
  gène	
  vhl	
  (et	
  donc	
  

à	
  une	
  accumulation	
  de	
  HIF1a)	
  dans	
  des	
  cellules	
  issues	
  du	
  cancer	
  du	
  rein	
  (CCRC).	
  Cette	
  

activation	
   constitutive	
   a	
   par	
   ailleurs	
   mené	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   croissance	
  

tumorale.	
  Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  l’existence	
  probable	
  d’une	
  interaction	
  entre	
  HIF1a	
  et	
  

la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   en	
   absence	
   de	
   son	
   ligand	
   dans	
   le	
   CCRC.	
   En	
   effet,	
   une	
  

inactivation	
  de	
  vhl	
  mène	
  à	
  une	
  accumulation	
  de	
  HIF1a	
  qui	
  mènerait	
  à	
  une	
  surexpression	
  

de	
   MET	
   et	
   donc	
   à	
   son	
   activation	
   constitutive.	
   Néanmoins,	
   la	
   phosphorylation	
  

constitutive	
  de	
  MET	
  a	
  été	
  inhibée	
  avec	
  la	
  présence	
  d’un	
  gène	
  sauvage	
  vhl	
  exogène,	
  dans	
  

des	
  cellules	
  confluentes,	
  sans	
  diminution	
  de	
  l’expression	
  de	
  MET.	
  Ceci	
  démontre	
  qu’il	
  y	
  a	
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probablement	
   d’autres	
   mécanismes	
   impliqués	
   mais	
   qui	
   sont	
   encore	
   inconnus	
  

(Nakaigawa	
  et	
  al	
  2006).	
  

	
  

	
  

Effet	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  l’activation	
  de	
  MET	
  et	
  le	
  recrutement	
  de	
  GAB1	
  :	
  

	
  

Le	
   phénomène	
   de	
   baisse	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   touche	
   plusieurs	
  

tyrosines.	
   D’une	
   part,	
   les	
   tyrosines	
   1234	
   et	
   1235	
   du	
   domaine	
   kinase	
   nécessaires	
   à	
  

l’activation	
   du	
   récepteur	
   et	
   qui	
   sont	
   donc	
   indicatrices	
   de	
   son	
   activation.	
   Ainsi,	
   nous	
  

avons	
  quantifié	
  le	
  niveau	
  de	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  dans	
  les	
  GTL16	
  en	
  utilisant	
  la	
  

technologie	
  AlphaScreen®	
  et	
  avons	
  pu	
  démontrer	
  une	
  baisse	
  de	
  près	
  de	
  60%	
  de	
  cette	
  

phosphorylation.	
   Il	
   serait	
   maintenant	
   intéressant	
   de	
   mesurer	
   l’activité	
   kinase	
   du	
  

récepteur	
   en	
   évaluant	
   sa	
   capacité	
   à	
   phosphoryler	
   un	
   substrat	
   par	
   exemple	
   par	
  

incorporation	
  de	
  P32	
  radioactif.	
  L’évaluation	
  de	
   l’activité	
  kinase	
  se	
   fait	
  en	
  détectant	
   la	
  

phosphorylation	
  du	
  substrat	
  cible	
  par	
  radioactivité	
  ou	
  par	
  des	
  anticorps	
  anti	
  phospho-­‐

tyrosine.	
  

	
  

La	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  des	
  tyrosines	
  du	
  domaine	
  kinase	
  est	
  accompagnée	
  

de	
   celle	
   de	
   la	
   tyrosine	
   1349	
   du	
   domaine	
   C-­‐terminal.	
   Cette	
   tyrosine	
   est	
   nécessaire	
   au	
  

recrutement	
   de	
   partenaires	
   comme	
   GAB1	
   qui	
   joue	
   le	
   rôle	
   d’une	
   plateforme	
   de	
  

phosphorylation	
   et	
   est	
   responsable	
   de	
   l’amplification	
   du	
   signal	
   de	
  MET.	
   La	
   baisse	
   de	
  

phosphorylation	
   de	
   cette	
   tyrosine	
   mène	
   donc	
   de	
   façon	
   attendue	
   à	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
   de	
   GAB1	
   probablement	
   suite	
   à	
   un	
   recrutement	
  moins	
   efficace	
   par	
   la	
  

Y1349.	
  Néanmoins,	
  puisque	
   les	
  voies	
  AKT	
  et	
  ERK	
  sont	
  activées	
  efficacement	
  malgré	
   la	
  

diminution	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  et	
  GAB1	
  et	
   puisque	
  des	
   siRNA	
   ciblant	
  MET	
  et	
  

GAB1	
   inhibent	
   ces	
   voies,	
   il	
   est	
   envisageable	
   qu’une	
   faible	
   activation	
   de	
   GAB1	
   soit	
  

suffisante	
  pour	
  une	
  amplification	
  efficace	
  du	
   signal.	
   Par	
   ailleurs,	
   nous	
  ne	
  pouvons	
  pas	
  

exclure	
   la	
   possibilité	
   que	
   malgré	
   la	
   diminution	
   de	
   sa	
   phosphorylation,	
   MET	
   puisse	
  

recruter	
  efficacement	
  d’autres	
  protéines	
  de	
  signalisations	
  connues	
  ou	
  	
  inconnues	
  jusqu’à	
  

présent,	
   capable	
   d’amplifier	
   le	
   signal.	
   Ces	
   protéines	
   de	
   signalisation	
   pourraient	
  

également	
  être	
  activées	
  par	
  un	
  éventuel	
  partenaire	
  de	
  MET,	
  activé	
  en	
  hypoxie	
  et	
  prenant	
  

le	
  relai	
  du	
  récepteur.	
  En	
  effet,	
  il	
  est	
  également	
  envisageable	
  que	
  MET	
  n’agisse	
  pas	
  seul.	
  

Nous	
  pouvons	
  supposer	
  qu’en	
  conditions	
  hypoxiques,	
  MET	
  interagit	
  avec	
  une	
  protéine	
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de	
  signalisation	
  capable	
  de	
  jouer	
  le	
  rôle	
  de	
  relais	
  et	
  d’activer	
  les	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  

aval.	
  Il	
  pourrait	
  par	
  exemple	
  s’agir	
  de	
  récepteurs	
  comme	
  l’EGFR,	
  le	
  VEGFR2	
  ou	
  le	
  CD44.	
  

Concernant	
   l’EGFR,	
   nos	
   expériences	
   tendent	
   à	
   exclure	
   son	
   implication.	
   En	
   effet,	
   une	
  

stimulation	
   par	
   l’HGF/SF	
   ne	
   permet	
   pas	
   d’activer	
   l’EGFR	
   en	
   conditions	
   hypoxiques,	
  

suggérant	
  qu’il	
  ne	
  serait	
  pas	
  impliqué	
  dans	
  l’activation	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  

en	
   tant	
   que	
   relai	
   de	
   MET.	
   Il	
   serait	
   maintenant	
   intéressant	
   d’étudier	
   l’implication	
   des	
  

autres	
  récepteurs	
  ainsi	
  que	
  d’autres	
  partenaires	
  capables	
  d’agir	
  comme	
  relais.	
  De	
  ce	
  fait,	
  

on	
  pourrait	
  évaluer	
  l’activation	
  de	
  certains	
  RTK	
  suite	
  à	
  une	
  stimulation	
  par	
  l’HGF/SF.	
  De	
  

plus,	
   des	
   expériences	
   de	
   co-­‐immuno-­‐précipitation	
   pourraient	
   également	
   apporter	
  

quelques	
  éléments	
  de	
  réponse.	
  

	
  

Effet	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  l’internalisation	
  de	
  MET	
  :	
  

	
  

Enfin,	
  la	
  tyrosine	
  1003	
  du	
  domaine	
  juxtamembranaire	
  est	
  également	
  touchée	
  par	
  

cette	
  diminution	
  de	
  la	
  phosphorylation.	
  Cette	
  tyrosine	
  est	
  nécessaire	
  à	
  l’internalisation	
  

du	
  récepteur	
  activé	
  et	
  à	
  sa	
  dégradation	
  suite	
  au	
  recrutement	
  de	
  la	
  protéine	
  c-­‐CBL,	
  une	
  

E3	
  ubiquitine	
  ligase.	
  Pour	
  déterminer	
  si	
   la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  cette	
  tyrosine	
  

avait	
   une	
   conséquence,	
   nous	
   avons	
   analysé	
   l’internalisation	
   du	
   récepteur	
   après	
  

activation	
   avec	
   un	
   anticorps	
   monoclonal	
   anti-­‐MET	
   (5D5).	
   En	
   effet,	
   le	
   5D5	
   est	
   un	
  

anticorps	
   reconnaissant	
   le	
   région	
   extracellulaire	
   de	
   MET.	
   La	
   fixation	
   de	
   l’anticorps	
  

induit	
   la	
   dimérisation	
   du	
   récepteur,	
   son	
   activation	
   et	
   son	
   internalisation.	
   Cette	
  

internalisation,	
  suivie	
  en	
  immunofluorescence,	
  a	
  été	
  réduite	
  en	
  hypoxie.	
  En	
  effet,	
  après	
  

1h	
   et	
   2h	
   de	
   traitement,	
   nous	
   avons	
   remarqué	
   une	
   baisse	
   du	
   nombre	
   de	
   vésicules	
  

d’internalisation	
   en	
   hypoxie.	
   Cependant,	
   la	
   dégradation	
   de	
   MET	
   ne	
   semble	
   pas	
   être	
  

modifiée.	
   En	
   effet,	
   la	
   demi-­‐vie	
   de	
   MET	
   ne	
   semble	
   pas	
   significativement	
   différente	
   en	
  

hypoxie	
   comparée	
   à	
   la	
   normoxie	
   en	
   présence	
   de	
   cycloheximide,	
   un	
   inhibiteur	
   de	
   la	
  

synthèse	
   protéique	
   qui	
   agit	
   en	
   bloquant	
   les	
   phases	
   d’initiation	
   et	
   d’élongation.	
   Ceci	
  

suggère	
  que	
  le	
  récepteur	
  n’est	
  pas	
  moins	
  dégradé	
  malgré	
  une	
  internalisation	
  réduite.	
  

Ainsi,	
   il	
   est	
   possible	
   qu’une	
   baisse	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   la	
   tyrosine	
   1003	
  

conduise	
   à	
   une	
   altération	
   du	
   recrutement	
   de	
   c-­‐CBL	
   et	
   donc	
   à	
   une	
   baisse	
   de	
  

l’internalisation	
  de	
  MET	
  et	
  de	
  son	
  ubiquitination.	
  Il	
  serait	
  donc	
  intéressant	
  d’évaluer	
  le	
  

recrutement	
   de	
   c-­‐CBL	
   par	
  MET	
   soit	
   en	
   réalisant	
   des	
   co-­‐immuno-­‐précipitations	
   ou	
   en	
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réalisant	
  un	
  «	
  pull-­‐down	
  »	
  avec	
  une	
  protéine	
  purifiée	
  contenant	
  le	
  domaine	
  SH2	
  de	
  c-­‐CBL	
  

(SH2-­‐CBL)	
  couplé	
  à	
  la	
  GST	
  (Glutathione	
  S	
  Transferase)	
  (Hong	
  et	
  al	
  2013).	
  

	
  	
  

Bien	
  que	
  nous	
  n’ayons	
  pas	
  montré	
  de	
  différence	
  de	
  demi-­‐vie	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie,	
  

plusieurs	
   études	
   ont	
   décrit	
   une	
   surexpression	
   de	
   MET	
   en	
   conditions	
   hypoxiques	
  

(Hayashi	
   et	
   al	
  2005,	
   Ide	
  et	
   al	
  2006,	
  Pennacchietti	
   et	
   al	
  2003,	
   Scarpino	
  et	
   al	
  2004).	
  En	
  

effet,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   l’hypoxie	
   conduisait	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   l’expression	
   de	
  

MET	
  en	
  conséquence	
  de	
  la	
  stabilisation	
  de	
  HIF1a	
  qui	
  se	
  fixerait	
  sur	
  deux	
  sites	
  de	
  liaison	
  

situés	
  dans	
   la	
   région	
  promotrice	
  de	
  met	
   (Pennacchietti	
   et	
   al	
   2003).	
  Dans	
  notre	
   étude,	
  

nous	
  n’avons	
  observé	
  aucune	
  augmentation	
  significative	
  de	
  l’expression	
  de	
  MET,	
  que	
  ce	
  

soit	
  au	
  niveau	
  des	
  ARNm	
  ou	
  des	
  protéines,	
  après	
  1	
  ou	
  24	
  heures	
  d’hypoxie.	
  Néanmoins,	
  

cette	
  surexpression	
  observée	
  dans	
  la	
  littérature	
  pourrait	
  être	
  en	
  partie	
  la	
  conséquence	
  

du	
   défaut	
   d’internalisation	
   que	
   nous	
   avons	
   décrit.	
   De	
   plus,	
   ce	
   défaut	
   d’internalisation	
  

pourrait	
   permettre	
   de	
   maintenir	
   la	
   signalisation	
   de	
   MET	
   et	
   ce	
   malgré	
   une	
   faible	
  

activation	
  du	
  récepteur.	
  

	
  

Ainsi,	
   il	
   semble	
   que	
   seule	
   l’internalisation	
   du	
   récepteur	
   soit	
   affectée	
   pendant	
  

l’hypoxie	
  suite	
  à	
  la	
  baisse	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  tyrosine	
  Y1003.	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   comme	
   indiqué	
   dans	
   l’introduction	
   (page	
   36),	
   il	
   est	
   maintenant	
  

clairement	
  établi	
  que	
  MET	
  induit	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  différentes	
  au	
  cours	
  de	
  son	
  

internalisation	
   et	
   en	
   fonction	
   de	
   sa	
   localisation	
   (membrane	
   cellulaire,	
   endosome	
  

périphérique	
   ou	
   péri-­‐nucléaire)	
   (Menard	
   et	
   al	
   2014).	
   Il	
   est	
   donc	
   possible	
   qu’une	
  

altération	
  de	
  son	
  internalisation	
  ait	
  une	
  conséquence	
  sur	
  l’activation	
  de	
  ces	
  voies.	
  Ainsi,	
  

il	
   serait	
   intéressant	
   d’étudier	
   ces	
   voies	
   en	
   bloquant	
   l’internalisation	
   de	
  MET.	
   Il	
   serait	
  

également	
  intéressant	
  de	
  réaliser	
  des	
  co-­‐marquages	
  avec	
  des	
  marqueurs	
  des	
  endosomes	
  

comme	
  Rac1	
  ou	
  encore	
  d’étudier	
   la	
  cinétique	
  d’activation	
  de	
  STAT3	
  à	
  des	
  temps	
   longs	
  

de	
  stimulation	
  par	
  de	
  l’HGF/SF	
  et	
  analyser	
  l’éventuelle	
  présence	
  de	
  différences	
  entre	
  les	
  

conditions	
   normoxiques	
   et	
   hypoxiques.	
   En	
   effet,	
   nous	
   faisons	
   l’hypothèse	
   qu’une	
  

moindre	
   internalisation	
  maintient	
   le	
  signal	
  de	
  MET	
  avec	
  une	
  activation	
  maintenue	
  des	
  

voies	
   AKT	
   et	
   ERK.	
   Néanmoins,	
   vu	
   que	
   d’autres	
   voies	
   sont	
   activées	
   quand	
   MET	
   est	
  

internalisé,	
   il	
   serait	
   intéressant	
   de	
   déterminer	
   si	
   ces	
   protéines	
   de	
   signalisation	
   sont	
  

moins	
  activées	
  du	
  fait	
  d’une	
  moindre	
  internalisation	
  du	
  récepteur.	
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Recherche	
  du	
  mécanisme	
  conduisant	
  à	
  la	
  baisse	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  :	
  

	
  

Rôle	
  de	
  l’interaction	
  HGF/SF-­‐MET	
  ?	
  

	
  

L’une	
  des	
  raisons	
  permettant	
  d’expliquer	
  la	
  diminution	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  du	
  

récepteur	
  MET	
  est	
  une	
  action	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  l’interaction	
  entre	
  MET	
  et	
  l’HGF/SF.	
  Nous	
  

avons	
   donc	
   induit	
   l’activation	
   de	
   MET	
   par	
   trois	
   types	
   d’agonistes.	
   Soit	
   de	
   l’HGF/SF	
  

mature	
   et	
   recombinant,	
   soit	
   du	
   surnageant	
   de	
   fibroblastes	
   (MRC5)	
   qui	
   secrètent	
  

naturellement	
  du	
  pro-­‐HGF/SF	
  qui	
  est	
  par	
  la	
  suite	
  maturé	
  naturellement	
  pour	
  donner	
  de	
  

l’HGF/SF	
   mature	
   et	
   actif	
   ou	
   soit	
   un	
   agoniste	
   synthétique,	
   le	
   sous	
   domaine	
   K1	
   de	
  

l’HGF/SF	
  synthétisé	
  chimiquement	
  au	
  laboratoire	
  et	
  couplé	
  à	
  la	
  streptavidine	
  (K1B/S)	
  et	
  

qui	
  a	
  démontré	
  une	
  forte	
  capacité	
  à	
  lier	
  MET	
  et	
  à	
  l’activer	
  (Simonneau	
  et	
  al	
  2015).	
  Dans	
  

tous	
  les	
  cas	
  nous	
  avons	
  observé	
  une	
  diminution	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  excluant	
  

de	
   ce	
   fait	
   tout	
  défaut	
   lié	
   à	
   la	
  maturation	
  de	
   l’HGF/SF	
  ou	
  à	
   sa	
  disponibilité	
  vis-­‐à-­‐vis	
  de	
  

MET.	
  Cependant,	
  ces	
  expériences	
  ne	
  nous	
  permettent	
  pas	
  d’exclure	
  un	
  défaut	
  de	
  liaison	
  

de	
  l’HGF/SF	
  sur	
  MET	
  en	
  hypoxie.	
  

	
  

Nous	
   avons	
   donc	
   utilisé	
   des	
   lignées	
   cellulaires	
   surexprimant	
   MET	
   suite	
   à	
   une	
  

amplification	
   génique	
   (cellules	
   GTL16	
   et	
   EBC-­‐1)	
   ou	
   suite	
   à	
   une	
   délétion	
   de	
   l’exon	
   14	
  

menant	
  à	
  une	
  réduction	
  de	
  l’internalisation	
  et	
  de	
   la	
  dégradation	
  du	
  récepteur	
  (cellules	
  

HS746T).	
  Nous	
  avons	
  obtenu	
  une	
  baisse	
  importante	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  dans	
  

ces	
  trois	
  lignées	
  cellulaires.	
  

	
  

Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  que	
  la	
  cause	
  de	
  la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  

n’est	
  pas	
  liée	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  liaison	
  de	
  l’HGF/SF.	
  En	
  effet,	
  dans	
  ces	
  trois	
  lignées	
  issues	
  de	
  

différents	
  cancers,	
   l’activation	
  de	
  MET	
  se	
   fait	
  par	
  dimérisation	
  indépendante	
  du	
   ligand	
  

due	
  à	
  sa	
  surexpression,	
  conduisant	
  ainsi	
  à	
   leur	
  trans-­‐activation.	
  De	
  ce	
   fait,	
   la	
  baisse	
  de	
  

phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  dans	
  ce	
  type	
  de	
  lignées	
  exclut	
  un	
  défaut	
  lié	
  à	
  l’HGF/SF	
  ou	
  

à	
   sa	
   fixation	
   sur	
   MET.	
   Néanmoins,	
   il	
   serait	
   intéressant	
   de	
   confirmer	
   l’absence	
   d’un	
  

défaut	
   d’interaction	
   avec	
   un	
   argument	
   expérimental	
   direct	
   en	
   évaluant	
   par	
   exemple	
  

l’interaction	
   ligand-­‐récepteur.	
   Par	
   exemple,	
   il	
   serait	
   possible	
   d’entreprendre	
   des	
  

expériences	
   d’associations	
   en	
   utilisant	
   un	
   HGF/SF	
  marqué	
   (Ligand	
  Binding	
  Assays)	
   et	
  

vérifier	
  ainsi	
  sa	
  capacité	
  à	
  se	
  lier	
  au	
  récepteur	
  en	
  normoxie	
  et	
  en	
  hypoxie.	
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Rôle	
  de	
  la	
  sérine	
  985	
  ?	
  

	
  

Nous	
   avons	
   ensuite	
   cherché	
   à	
  mettre	
   à	
   jour	
   d’autres	
  mécanismes	
   pouvant	
   être	
  

impliqués	
  dans	
  cette	
  régulation	
  de	
   la	
  phosphorylation	
  de	
  MET,	
  en	
  gardant	
  à	
   l’esprit	
   la	
  

dynamique	
   et	
   la	
   réversibilité	
   du	
   mécanisme	
   impliqué.	
   En	
   effet,	
   nous	
   savons	
   que	
   ce	
  

mécanisme	
   est	
   indépendant	
   de	
   HIF1a	
   puisque	
   l’utilisation	
   de	
   stabilisateurs	
   de	
   HIF1a	
  

(CoCl2	
   et	
   hydralazine)	
   n’ont	
   pas	
   permis	
   d’induire	
   une	
   baisse	
   de	
   phosphorylation	
   de	
  

MET.	
  Néanmoins,	
  il	
  faudrait	
  consolider	
  ces	
  résultats	
  en	
  utilisant	
  par	
  exemple	
  des	
  siRNA	
  

ciblant	
  HIF1a	
  ou	
  des	
  cellules	
  exprimant	
  une	
  forme	
  inactive	
  de	
  VHL	
  (comme	
  les	
  cellules	
  

issues	
  de	
  cancer	
  rénal	
  Caki-­‐2)	
  afin	
  d’exclure	
  toute	
  implication	
  de	
  HIF1a	
  dans	
  la	
  baisse	
  de	
  

phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie.	
  

	
  

	
   Nous	
   avons	
   donc	
   voulu	
   rechercher	
   les	
   mécanismes	
   rapides	
   et	
   réversibles	
  

pouvant	
   expliquer	
   la	
   baisse	
   de	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   en	
   hypoxie.	
   Nous	
   avons	
  

commencé	
   par	
   étudier	
   la	
   sérine	
   985	
   du	
   domaine	
   juxtamembranaire	
   de	
   MET.	
   Cette	
  

sérine	
  est	
  phosphorylée	
  par	
  les	
  PKC	
  δ	
  et	
  ε	
  et	
  elle	
  est	
  déphosphorylée	
  par	
  la	
  phosphatase	
  

PP2A.	
  La	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  sérine	
  985	
  est	
  induite	
  par	
  une	
  stimulation	
  par	
  l’HGF/SF	
  

mais	
  dépend	
  également	
  du	
  contexte	
  cellulaire.	
  Par	
  exemple,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  cette	
  

sérine	
  est	
  phosphorylée	
  en	
  condition	
  de	
  stress	
  oxydant	
  indépendamment	
  du	
  ligand.	
  La	
  

phosphorylation	
   de	
   cette	
   sérine	
   régule	
   négativement	
   l’activité	
   tyrosine	
   kinase	
   du	
  

récepteur	
   suite	
   à	
   son	
   activation	
   par	
   l’HGF/SF	
   (Gandino	
   et	
   al	
   1994,	
   Hashigasako	
   et	
   al	
  

2004).	
  

	
  

Nous	
   avons	
   donc	
   voulu	
   déterminer	
   si	
   l’inhibition	
   des	
   PKC	
   par	
   des	
   inhibiteurs	
  

spécifiques	
   (BIM	
   I	
   et	
   G06983)	
   permettait	
   de	
   restaurer	
   une	
   phosphorylation	
   du	
  

récepteur	
  en	
  hypoxie	
  suite	
  à	
  une	
  inhibition	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  sérine	
  985.	
  Nous	
  

avons	
  montré	
  que	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  n’est	
  pas	
  restaurée	
  par	
  ces	
  inhibiteurs	
  de	
  

PKC	
   suggérant	
   que	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   la	
   sérine	
   985	
   n’est	
   pas	
   impliquée.	
   Pour	
  

conforter	
   ce	
   résultat,	
   nous	
   avons	
   utilisé	
   la	
   lignée	
   cancéreuse	
   gastrique	
   HS746T	
  

présentant	
  une	
  délétion	
  de	
   l’exon	
  14	
  de	
  met.	
   Comme	
   je	
   l’ai	
  décrit	
  précédemment,	
  une	
  

délétion	
  de	
  l’exon	
  14,	
  qui	
  code	
  une	
  partie	
  du	
  domaine	
  juxtamembranaire	
  de	
  MET,	
  induit	
  

un	
   défaut	
   de	
   dégradation	
   du	
   récepteur	
   suite	
   à	
   l’absence	
   de	
   recrutement	
   de	
   c-­‐CBL.	
  

Cependant,	
   ce	
   domaine	
   comprend	
   également	
   la	
   sérine	
   985.	
   Nous	
   avons	
   montré	
   que	
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comme	
  pour	
  les	
  autres	
  types	
  cellulaires,	
  l’hypoxie	
  induit	
  une	
  diminution	
  importante	
  de	
  

la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  dans	
  les	
  cellules	
  HS746T.	
  Dans	
  leur	
  ensemble,	
  nos	
  résultats	
  

suggèrent	
   que	
   la	
   sérine	
   985	
   n’est	
   pas	
   impliquée	
   dans	
   la	
   diminution	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
  de	
  MET	
  pendant	
  l’hypoxie.	
  

	
  

Rôle	
  des	
  phosphatases	
  ?	
  

	
  

Plusieurs	
   phosphatases	
   sont	
   impliquées	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   signalisation	
  

HGF/SF-­‐MET	
  dont	
  Shp-­‐2,	
  DEP-­‐1	
  et	
  PTP1B	
  et	
  certaines	
  sont	
  capables	
  de	
  déphosphoryler	
  

directement	
   le	
   récepteur	
   (Maroun	
   et	
   al	
   2000,	
   Palka	
   et	
   al	
   2003,	
   Sangwan	
   et	
   al	
   2008).	
  

Etant	
   donné	
   le	
   caractère	
   dynamique	
   et	
   réversible	
   de	
   la	
   déphosphorylation	
   de	
   MET	
  

pendant	
   l’hypoxie,	
   nous	
   avons	
   émis	
   l’hypothèse	
   d’une	
   implication	
   possible	
   des	
  

phosphatases	
  dans	
  cette	
  diminution.	
  

	
  

Nous	
   avons	
   en	
   premier	
   lieu	
   utilisé	
   l’orthovanadate	
   de	
   sodium,	
   un	
   inhibiteur	
  

général	
  des	
  tyrosines	
  phosphatases.	
  Nous	
  avons	
  observé	
  une	
  forte	
  phosphorylation	
  du	
  

récepteur	
  MET	
   en	
   normoxie.	
   De	
  même,	
   en	
   hypoxie,	
   le	
   récepteur	
   est	
   fortement	
   activé	
  

avec	
  une	
  augmentation	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  équivalente	
  à	
  celle	
  observée	
  en	
  normoxie.	
  

Ceci	
   suggère	
   que	
   les	
   phosphatases	
   joueraient	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
   de	
  MET.	
   Néanmoins,	
   l’orthovanade	
   de	
   sodium	
   inhibe	
   non	
   seulement	
  

toutes	
   les	
   tyrosines	
  phosphatases	
  mais	
  également	
   les	
  phosphatases	
  alcalines	
  et	
   acides	
  

ainsi	
   que	
   certaines	
  ATPases	
   (Na+/K+	
  ATPases)	
   vraisemblablement	
   en	
   agissant	
   comme	
  

un	
   analogue	
   du	
   phosphate.	
   Par	
   ailleurs,	
   nous	
   remarquons	
   que	
   la	
   phosphorylation	
   de	
  

MET	
  en	
  présence	
  de	
  ce	
  composé	
  est	
  bien	
  plus	
  élevée	
  que	
  suite	
  à	
  une	
  stimulation	
  par	
  de	
  

l’HGF/SF	
  seul	
  suggérant	
  que	
  ce	
  composé	
  agit	
  sur	
  d’autres	
  mécanismes	
  qui	
  indirectement	
  

mènent	
  à	
  une	
  phosphorylation	
  de	
  MET.	
  L’utilisation	
  de	
  ce	
  composé	
  ne	
  peut	
  donc	
  qu’être	
  

qu’indicative.	
  

	
  

De	
  ce	
  fait,	
  puisqu’il	
  avait	
  été	
  démontré	
  que	
  PTP1B	
  et	
  Shp-­‐2	
  sont	
  impliquées	
  dans	
  

la	
   déphosphorylation	
   de	
   MET	
   ou	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   sa	
   signalisation,	
   nous	
   avons	
  

évalué	
  l’effet	
  d’inhibiteurs	
  spécifiques	
  de	
  ces	
  deux	
  phosphatases	
  sur	
  la	
  phosphorylation	
  

de	
  MET	
  en	
  hypoxie.	
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Malheureusement,	
  dans	
  nos	
  expériences,	
  les	
  inhibiteurs	
  de	
  PTP1B	
  et	
  Shp-­‐2	
  n’ont	
  

pas	
  permis	
  de	
  restaurer	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  en	
  hypoxie,	
  suggérant	
  que	
  ces	
  deux	
  

phosphatases	
   ne	
   soient	
   pas	
   impliquées.	
   Ces	
   résultats	
   sont	
   cohérents	
   avec	
   des	
   études	
  

précédentes	
  suggérant	
  que	
  l’activité	
  de	
  certaines	
  phosphatases	
  comme	
  PTP1B	
  et	
  Shp-­‐2	
  

(ainsi	
   que	
   DEP-­‐1	
   et	
   T-­‐cell	
   PTP)	
   est	
   diminuée	
   en	
   conditions	
   hypoxiques	
   due	
   à	
   une	
  

oxydation	
  de	
   leur	
  domaine	
  catalytique	
  (Sandin	
  et	
  al	
  2011,	
   ten	
  Freyhaus	
  et	
  al	
  2011).	
   Il	
  

serait	
  de	
  ce	
  fait	
  intéressant	
  d’évaluer	
  l’implication	
  d’autres	
  phosphatases	
  dont	
  l’activité	
  

serait	
   au	
   contraire	
   induite	
  pendant	
   l’hypoxie.	
  A	
   cet	
   effet,	
   nous	
   avons	
   analysé	
   l’activité	
  

générale	
   des	
   phosphatases	
   en	
   normoxie	
   et	
   en	
   hypoxie	
   en	
   utilisant	
   la	
   technique	
   du	
  

Tyrosine	
  Phosphatase	
  Assay	
  System®	
  qui	
  se	
  base	
  sur	
  la	
  méthode	
  colorimétrique	
  au	
  vert	
  

de	
   malachite.	
   Nous	
   n’avons	
   pas	
   pu	
   montrer	
   de	
   différences	
   significatives	
   d’activité	
  

phosphatase	
  entre	
  la	
  normoxie	
  et	
  l’hypoxie.	
  Néanmoins,	
  si	
  la	
  déphosphorylation	
  de	
  MET	
  

en	
  hypoxie	
  est	
  due	
  à	
  l’action	
  d’une	
  seule	
  phosphatase	
  dont	
  l’activité	
  serait	
  augmentée	
  en	
  

hypoxie,	
   elle	
   aurait	
   difficilement	
   pu	
   être	
   détectable	
   parmi	
   l’ensemble	
   des	
   tyrosines	
  

phosphatases.	
   Il	
   serait	
   de	
   ce	
   fait	
   utile	
   d’utiliser	
   d’autres	
   méthodes	
   d’investigation	
  

comme	
   l’extinction	
   individuelle	
  des	
  phosphatases	
  par	
   siRNA.	
  A	
  cet	
  effet,	
  Dharmacon®	
  

propose	
  une	
  librairie	
  de	
  siRNA	
  ciblant	
  254	
  phosphatases	
  humaines.	
  Il	
  serait	
  intéressant	
  

d’utiliser	
  les	
  siRNA	
  ciblant	
  les	
  tyrosines	
  phosphatases	
  en	
  plaque	
  96	
  puits	
  et	
  de	
  mesurer	
  

leur	
  effet	
  sur	
  la	
  phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  en	
  AlphaScreen®.	
  

	
  

Effets	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  l’établissement	
  de	
  résistances	
  aux	
  TKI	
  ciblant	
  MET	
  :	
  

	
  

Comme	
   décrit	
   dans	
   l’introduction,	
   l’hypoxie	
   a	
   un	
   effet	
   opposé	
   sur	
   les	
   cellules.	
  

D’un	
   côté,	
   le	
  manque	
  d’oxygène	
   en	
   tant	
   que	
   tel	
   peut	
   induire	
  une	
   réponse	
   au	
   stress	
   et	
  

déclencher	
  la	
  mort	
  des	
  cellules,	
  et	
  d’un	
  autre	
  côté,	
  l’hypoxie	
  induit	
  un	
  large	
  éventail	
  de	
  

réponses	
  adaptatives	
  qui	
  favorise	
  leur	
  survie.	
  L’hypoxie	
  est	
  donc	
  de	
  mauvais	
  pronostic	
  

dans	
  une	
  grande	
  variété	
  de	
  tumeurs.	
  En	
  effet,	
  elle	
  est	
  associée	
  à	
  une	
  moins	
  bonne	
  survie	
  

des	
   patients	
   atteints	
   de	
   cancers	
   cervicaux,	
   de	
   cancers	
   des	
   voies	
   aérodigestives	
  

supérieures	
   ou	
   de	
   sarcomes.	
   De	
   plus,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   l’hypoxie	
   jouait	
   un	
   rôle	
  

primordial	
   dans	
   la	
   progression	
   tumorale	
   (Vaupel	
   and	
  Mayer	
  2007).	
   Par	
   ailleurs,	
   il	
   est	
  

maintenant	
  clairement	
  établi	
  que	
  l’hypoxie	
  intratumorale	
  induit	
  une	
  réponse	
  adaptative	
  

complexe	
   menant	
   notamment	
   à	
   une	
   chimiorésistance,	
   que	
   ce	
   soit	
   envers	
   des	
   agents	
  

cytotoxiques	
   (comme	
   la	
   cisplatine	
   ou	
   la	
   doxorubicine)	
   (Doktorova	
   et	
   al	
   2015)	
   ou	
   des	
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thérapies	
  ciblées	
  (comme	
  le	
  géfitinib)	
  (Murakami	
  et	
  al	
  2014).	
  

	
  

Un	
   grand	
   nombre	
   de	
   stratégies	
   pour	
   l’inhibition	
   de	
   l’activité	
   des	
   RTK	
   sont	
   en	
  

cours	
  de	
  développement	
  ou	
  utilisées	
  en	
  clinique	
  pour	
  le	
  traitement	
  du	
  cancer.	
  Beaucoup	
  

de	
   ces	
   inhibiteurs	
   de	
   tyrosine	
   kinase	
   sont	
   des	
   mimétiques	
   de	
   l’ATP.	
   Ces	
   molécules,	
  

comme	
  décrites	
  dans	
  le	
  chapitre	
  I,	
  se	
  lient	
  au	
  site	
  de	
  liaison	
  de	
  l’ATP	
  du	
  domaine	
  kinase	
  

des	
  RTK.	
  De	
  manière	
  contre-­‐intuitive,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  les	
  mimétiques	
  de	
  l’ATP	
  sont	
  

plus	
  actifs	
  quand	
  le	
  récepteur	
  est	
  activé.	
  En	
  effet,	
  quand	
  le	
  site	
  catalytique	
  de	
  la	
  kinase	
  

est	
   en	
   une	
   conformation	
   ouverte,	
   donc	
   actif,	
   l’ATP-­‐mimétique	
   s’y	
   fixe	
   et	
   empêche	
   la	
  

fixation	
  de	
  l’ATP,	
  inhibant	
  ainsi	
  l’activité	
  kinase	
  du	
  récepteur	
  (Chen	
  2011).	
  Par	
  exemple,	
  

des	
  TKI	
  ciblant	
  l’EGFR	
  comme	
  le	
  géfitinib	
  sont	
  plus	
  actifs	
  contre	
  des	
  variants	
  de	
  l’EGFR	
  

avec	
  des	
  mutations	
  activatrices.	
  Ainsi,	
  ce	
  TKI	
  a	
  une	
  activité	
  20	
  fois	
  plus	
  élevée	
  contre	
  un	
  

mutant	
  L858R	
  du	
  récepteur	
  que	
  contre	
  la	
  version	
  sauvage	
  (Yun	
  et	
  al	
  2007).	
  

	
  

Concernant	
   le	
   récepteur	
  MET,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   qu’une	
   grande	
   sensibilité	
   au	
   TKI	
  

SGX523	
  (Lily	
  Pharmaceutics®)	
  est	
  associée	
  à	
  un	
  niveau	
  élevé	
  de	
  la	
  forme	
  phosphorylée	
  

du	
   récepteur	
   (donc	
   de	
   la	
   forme	
   active).	
   Cette	
   étude	
   a	
   été	
   effectuée	
   dans	
   des	
   lignées	
  

cellulaires	
  issues	
  de	
  glioblastomes	
  stimulées	
  par	
  de	
  l’HGF/SF	
  de	
  manière	
  autocrine	
  (Xie	
  

et	
   al	
   2012).	
   Cette	
   observation	
   semble	
   démontrer	
   que	
   les	
   TKI	
   ciblant	
   MET	
   sont	
   plus	
  

efficaces	
   quand	
   le	
   récepteur	
   est	
   activé,	
   même	
   si	
   cette	
   démonstration	
   n’est	
   pas	
   aussi	
  

directe	
  que	
  celle	
  pour	
  l’EGFR.	
  

	
  

De	
  ce	
  fait,	
  la	
  forte	
  diminution	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  observée	
  en	
  hypoxie	
  

pourrait	
  modifier	
   les	
  réponses	
  aux	
  TKI.	
  Nous	
  avons	
  donc	
  utilisé	
  deux	
  ATP-­‐mimétiques	
  

PHA-­‐665752	
   et	
   SU11274.	
   Nous	
   avons	
   constaté	
   que	
   pour	
   une	
   inhibition	
   de	
   AKT	
   et	
   de	
  

ERK	
   équivalente	
   à	
   celle	
   obtenue	
   en	
   normoxie,	
   il	
   est	
   nécessaire	
   d’utiliser	
   des	
  

concentrations	
   plus	
   élevées	
   en	
   hypoxie.	
   Par	
   la	
   technologie	
   AlphaScreen®,	
   qui	
   permet	
  

une	
  mesure	
  quantitative	
  de	
   la	
  phosphorylation	
  de	
  ERK	
  et	
  AKT,	
  nous	
  avons	
  estimé	
  que	
  

l’IC50	
   du	
   PHA-­‐665752	
   est	
   2.1	
   fois	
   supérieure	
   en	
   hypoxie	
   pour	
   l’inhibition	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
   d’AKT	
   et	
   2.4	
   fois	
   supérieure	
   concernant	
   ERK.	
   Cette	
   résistance	
  

immédiate	
   est	
   très	
   rapidement	
   réversible	
   (au	
   bout	
   de	
   10	
   minutes)	
   après	
   retour	
   des	
  

cellules	
  en	
  conditions	
  normoxiques	
  (réoxygénation).	
  Ceci	
  démontre	
  que	
  la	
  résistance	
  à	
  

ces	
  TKI,	
  tout	
  comme	
  la	
  forte	
  baisse	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET,	
  est	
  un	
  phénomène	
  à	
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la	
   fois	
   immédiat	
   et	
   dynamique	
   mais	
   également	
   réversible.	
   Néanmoins,	
   et	
   malgré	
  

l’association	
   claire	
   entre	
   les	
   résistances	
   et	
   le	
   statut	
   de	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   en	
  

hypoxie	
  et	
  en	
  réoxygénation,	
  nous	
  n’avons	
  pas	
  de	
  preuve	
  directe	
  permettant	
  de	
   lier	
   la	
  

résistance	
   à	
   la	
   baisse	
   de	
   phosphorylation	
   de	
   MET.	
   En	
   revanche,	
   le	
   fait	
   de	
   trouver	
   le	
  

mécanisme	
  menant	
   à	
   la	
   baisse	
   de	
   phosphorylation	
   du	
   récepteur	
   en	
   hypoxie	
   pourrait	
  

nous	
  permettre	
  d’apporter	
   une	
  preuve	
  directe	
   liant	
   cette	
   baisse	
  de	
  phosphorylation	
   à	
  

une	
  résistance	
  aux	
  TKI.	
  En	
  effet,	
  nous	
  pourrions	
  reverser	
  ce	
  mécanisme	
  et	
  observer	
  si	
  on	
  

arrive	
  à	
  récupérer	
  l’efficacité	
  des	
  TKI	
  en	
  hypoxie.	
  

	
  	
  

Ces	
   résultats	
   originaux	
   sont	
   à	
   mettre	
   en	
   perceptive	
   avec	
   ceux	
   décrits	
   dans	
   la	
  

littérature	
  concernant	
   les	
  résistances	
  aux	
  thérapies	
  en	
  conditions	
  hypoxiques.	
  En	
  effet,	
  

classiquement,	
   les	
   résistances	
   décrites	
   sont	
   des	
   réponses	
   résultantes	
   d’une	
  

reprogrammation	
   génétique	
   profonde	
   impliquant	
   principalement	
   HIF1a.	
   Par	
   ailleurs,	
  

d’autres	
   phénomènes	
   ont	
   également	
   été	
   décrits	
   n’impliquant	
   pas	
   ce	
   facteur	
   de	
  

transcription	
  (Doktorova	
  et	
  al	
  2015).	
  Mais	
  qu’ils	
  soient	
  dépendants	
  ou	
  non	
  de	
  HIF1a,	
  ces	
  

mécanismes	
  de	
  résistances	
  ne	
  sont	
  pas	
   immédiats	
  puisqu’ils	
  nécessitent	
  au	
  moins	
  une	
  

régulation	
   transcriptionnelle.	
   En	
   revanche,	
   dans	
   notre	
   étude,	
   l’effet	
   observé	
   est	
  

immédiat	
  et	
  témoigne	
  d’une	
  résistance	
  rapide	
  ne	
  nécessitant	
  pas	
  a	
  priori	
  de	
  régulations	
  

géniques.	
  Afin	
  d’exclure	
  toute	
  implication	
  de	
  HIF1a	
  dans	
  les	
  résistances	
  observées	
  dans	
  

notre	
   étude,	
   nous	
   pourrions	
   envisager	
   de	
   quantifier	
   cette	
   résistance	
   en	
   présence	
   de	
  

stabilisateurs	
  de	
  HIF1a.	
  Néanmoins,	
  ces	
  expériences	
  seront	
  à	
  analyser	
  avec	
  prudence	
  du	
  

fait	
  des	
  conséquences	
  sur	
  les	
  cellules	
  de	
  l’utilisation	
  de	
  produits	
  chimiques	
  mimétiques	
  

de	
  l’hypoxie	
  ou	
  de	
  lignées	
  cellulaires	
  invalidées	
  pour	
  VHL.	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   nous	
   avons	
   testé	
   l’effet	
   du	
   crizotinib,	
   un	
   autre	
   TKI	
   ciblant	
   MET.	
  

Aucune	
   résistance	
   significative	
   en	
   hypoxie	
   n’a	
   été	
   observée	
   avec	
   cet	
   inhibiteur.	
   Ce	
  

résultat	
  est	
  intéressant	
  et	
  intrigant	
  du	
  fait	
  de	
  l’appartenance	
  du	
  crizotinib	
  à	
  la	
  catégorie	
  

des	
  TKI	
  inhibiteurs	
  ATP-­‐compétitifs.	
  

	
  

Ces	
  résultats	
  pourraient	
  cependant	
  s’expliquer	
  par	
   la	
  structure	
  chimique	
  de	
  ces	
  

composés	
  dont	
   l’action	
  en	
  fonction	
  du	
  statut	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  pourrait	
  être	
  	
  

différente.	
  En	
  effet,	
  le	
  PHA-­‐665752	
  et	
  le	
  SU11274	
  	
  sont	
  structurellement	
  très	
  proches	
  et	
  

possèdent	
   tous	
   les	
   deux	
   un	
   cœur	
   indolin-­‐2-­‐one.	
   Quant	
   au	
   crizotinib,	
   il	
   possède	
   une	
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structure	
  aminopyridine	
  (figure	
  39).	
  Cette	
  différence	
  pourrait	
  suggérer	
  que	
  la	
  résistance	
  

observée	
   en	
   	
   hypoxie	
   passerait	
   probablement	
   par	
   des	
   mécanismes	
   dépendants	
   des	
  

molécules,	
  de	
  leur	
  structure	
  ou	
  de	
  leur	
  ‘comportement’	
  en	
  hypoxie.	
  

	
  

	
  	
  	
   	
  

	
  
Figure	
   39	
   –	
   Structures	
   chimiques	
   du	
   PHA-­‐665752,	
   tiré	
   de	
   (Christensen	
   et	
   al	
  

2003)	
   (haut	
   gauche),	
   du	
   SU11274,	
   tiré	
   de	
   (Sattler	
   et	
   al	
   2003)	
   (haut	
   droite)	
   et	
   du	
  

crizotinib	
  (PF	
  02341066),	
  tiré	
  de	
  (Johnson	
  et	
  al	
  2014)	
  (bas).	
  

	
  

Par	
   ailleurs,	
   et	
   comme	
   mentionné	
   dans	
   l’introduction,	
   l’activation	
   de	
   MET	
   est	
  

impliquée	
   dans	
   la	
   résistance	
   aux	
   thérapies	
   ciblant	
   d’autres	
   RTK	
   comme	
   l’EGFR	
   et	
   le	
  

VEGFR.	
   En	
   effet,	
   Sennino	
   et	
   ses	
   collaborateurs	
   ont	
   démontré	
   qu’un	
   ciblage	
   de	
   la	
   voie	
  

VEGF/VEGFR	
  menait	
  à	
  une	
  augmentation	
  de	
   l’hypoxie	
  et	
  de	
   l’activité	
  de	
  MET,	
  rendant	
  

ainsi	
  nécessaire	
  l’utilisation	
  de	
  thérapies	
  ciblant	
  à	
  la	
  fois	
  le	
  MET	
  et	
  le	
  VEGFR	
  (Engelman	
  

et	
   al	
   2007,	
   Sennino	
   et	
   al	
   2012).	
   Néanmoins,	
   nous	
   observons	
   dans	
   mes	
   travaux	
   que	
  

l’hypoxie	
  mène	
  à	
  une	
  résistance	
  aux	
  TKI	
  ciblant	
  MET.	
  Par	
  conséquent,	
  il	
  est	
  envisageable	
  

que	
   le	
   traitement	
  avec	
   les	
  TKI	
  ciblant	
  MET,	
  en	
  association	
  avec	
  ceux	
  ciblant	
   le	
  VEGFR,	
  

soit	
  moins	
  efficace	
  en	
  hypoxie	
  réduisant	
  ainsi	
   l’effet	
  de	
  la	
  double	
  thérapie.	
  L’utilisation	
  

de	
  TKI,	
  seuls	
  ou	
  en	
  combinaisons	
  thérapeutiques,	
  serait	
  donc	
  à	
  prendre	
  avec	
  précaution	
  

en	
  évaluant	
  au	
  préalable	
  leur	
  efficacité	
  en	
  hypoxie	
  par	
  exemple.	
  

	
  

Du	
  fait	
  de	
  l’apparition	
  systématique	
  de	
  résistances	
  aux	
  TKI,	
  les	
  combinaisons	
  de	
  

traitement	
   apparaissent	
   donc	
   comme	
   des	
   stratégies	
   thérapeutiques	
   envisageables.	
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Cependant,	
  la	
  séquence	
  de	
  administration	
  de	
  ces	
  thérapies	
  reste	
  à	
  déterminer.	
  En	
  effet,	
  il	
  

est	
  possible	
  d’administrer	
  la	
  seconde	
  thérapie	
  au	
  moment	
  de	
  la	
  résistance.	
  Néanmoins,	
  il	
  

a	
   été	
   proposé	
   qu’une	
   administration	
   combinatoire	
   dès	
   le	
   début	
   du	
   traitement	
   puisse	
  

être	
  plus	
  efficace	
  en	
  empêchant	
   l’apparition	
  de	
   résistances	
  éventuelles.	
  Cette	
   stratégie	
  

d’administration	
   combinatoire	
   initiale	
   nécessite	
   une	
   anticipation	
   du	
   phénomène	
   de	
  

résistance.	
  De	
  façon	
  intéressante,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  les	
  amplifications	
  de	
  met	
  menant	
  

à	
  la	
  résistance	
  aux	
  anti-­‐EGFR	
  sont	
  préexistantes	
  dans	
  la	
  tumeur	
  avant	
  traitement	
  (Turke	
  

et	
   al	
   2010).	
   De	
   ce	
   fait,	
   l’étude,	
   pour	
   chaque	
   patient,	
   de	
   l’hétérogénéité	
   de	
   sa	
   tumeur	
  

pourrait	
  mener	
  à	
  une	
  prédiction	
  des	
  éventuelles	
  résistances.	
  Ainsi,	
   la	
  combinaison	
  des	
  

thérapies	
  ciblées	
  à	
  utiliser	
  pourrait	
  être	
  anticipée.	
  

	
  

Effets	
  de	
  l’hypoxie	
  sur	
  la	
  signalisation	
  EGF/EGFR	
  :	
  

	
  

Nous	
  avons	
  cherché	
  à	
  déterminer	
  si	
  la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  pouvait	
  

être	
   observée	
   pour	
   d’autres	
   RTK.	
   Ainsi,	
   nous	
   avons	
   comparé	
   la	
   phosphorylation	
   de	
  

l’EGFR	
  en	
  conditions	
  normoxiques	
  et	
  hypoxiques.	
  Bien	
  que	
  l’effet	
  soit	
  moins	
  marqué	
  que	
  

pour	
  MET,	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  l’EGFR	
  suite	
  à	
  une	
  stimulation	
  par	
  l’EGF	
  est	
  plus	
  faible	
  

en	
  hypoxie.	
  Cependant,	
  comme	
  pour	
  MET,	
  l’activation	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  

AKT	
  et	
  ERK	
  semble	
  inchangée.	
  	
  

	
  

Ce	
  point	
  nécessite	
  donc	
  une	
  analyse	
  plus	
  approfondie	
  en	
  comparant	
  par	
  exemple	
  

des	
   cinétiques	
   d’activation	
   de	
   MET	
   et	
   de	
   l’EGFR	
   en	
   normoxie	
   et	
   en	
   hypoxie.	
   Plus	
  

globalement,	
   il	
   serait	
   intéressant	
   de	
   déterminer	
   l’état	
   de	
   phosphorylation	
   des	
   autres	
  

RTK	
   en	
   hypoxie,	
   en	
   utilisant	
   notamment	
   des	
   techniques	
   de	
  microarray.	
   En	
   effet,	
   nous	
  

pourrions	
  envisager	
  des	
  expériences	
  avec	
  une	
  stimulation	
  de	
  chaque	
  récepteur	
  tyrosine	
  

kinase	
  par	
  son	
  ligand	
  respectif	
  et	
  analyser	
  sa	
  phosphorylation	
  en	
  conditions	
  hypoxiques.	
  

Ceci	
  nous	
  permettra	
  d’avoir	
  une	
  vision	
  plus	
  globale	
  sur	
  l’activation	
  des	
  RTK	
  en	
  hypoxie	
  

ainsi	
   qu’une	
   comparaison	
   des	
   RTK	
   entre	
   eux	
   quant	
   à	
   leur	
   comportement	
   dans	
   ces	
  

conditions.	
  

	
  

Vu	
   la	
   baisse	
   de	
   phosphorylation	
   de	
   l’EGFR	
   en	
   hypoxie,	
   nous	
   avons	
   émis	
  

l’hypothèse	
  de	
   l’existence	
  d’une	
   résistance	
  des	
  TKI	
   ciblant	
   l’EGFR	
  comme	
  ce	
   fût	
   le	
   cas	
  

pour	
  MET.	
  Nous	
  avons	
  donc	
  testé	
  le	
  géfitinib,	
  un	
  TKI	
  appartenant	
  à	
  la	
  catégorie	
  des	
  ATP-­‐
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mimétiques.	
  L’utilisation	
  de	
  cet	
  agent	
  a	
  permis	
  de	
  démontrer	
  qu’en	
  hypoxie,	
  une	
  dose	
  au	
  

moins	
  deux	
   fois	
  plus	
   élevée	
   est	
  nécessaire	
  pour	
   induire	
  une	
  action	
   inhibitrice	
   efficace	
  

contre	
  AKT	
  et	
  ERK.	
  Par	
  ailleurs,	
  comme	
  pour	
  MET,	
  cette	
  résistance	
   immédiate	
  est	
   très	
  

rapidement	
  réversible	
  (au	
  bout	
  de	
  10	
  minutes)	
  après	
  retour	
  des	
  cellules	
  en	
  conditions	
  

normoxiques	
  (réoxygénation).	
  Ce	
  résultat	
  est	
  également	
  intéressant	
  car,	
  même	
  si	
  l’EGFR	
  

subit	
  une	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  en	
  hypoxie,	
  celle-­‐ci	
  est	
  moins	
  importante	
  que	
  celle	
  

de	
  MET.	
  Il	
  serait	
  de	
  ce	
  fait	
  intéressant	
  d’étudier	
  avec	
  plus	
  de	
  précision	
  le	
  phénomène	
  de	
  

résistance	
  au	
  géfitinib	
  en	
  employant	
   la	
   technique	
  de	
  quantification	
  AlphaScreen®.	
  Par	
  

ailleurs,	
   une	
   étude	
   généralisée	
   sur	
   tous	
   les	
   RTK	
   serait	
   intéressante	
   dans	
   le	
   but	
   de	
  

déterminer	
  si	
  les	
  phénomènes	
  de	
  résistance	
  touchent	
  d’autres	
  RTK	
  que	
  MET	
  et	
  l’EGFR.	
  

	
  

Conséquences	
  physiologiques	
  de	
  la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  ?	
  

	
  

Bien	
   que	
   nous	
   ayons	
  montré	
   que	
   la	
   baisse	
   de	
   phosphorylation	
   de	
  MET	
   durant	
  

l’hypoxie	
   ait	
   pour	
   conséquence	
   une	
   résistance	
   aux	
   traitements	
   ciblées	
   anti-­‐tumoraux,	
  

nous	
  n’avons	
  pas	
  abordé	
  ses	
  possibles	
  conséquences	
  physiologiques.	
  

	
  

Nous	
   avons	
   observé,	
   dans	
   certaines	
   lignées	
   et	
   sans	
   traitement	
   préalable,	
   une	
  

phosphorylation	
   basale	
   de	
   AKT	
   et	
   ERK	
   plus	
   importante	
   en	
   condition	
   d’hypoxie.	
   Cette	
  

même	
  observation	
  a	
  déjà	
  été	
  faite	
  dans	
  d’autres	
  études	
  (Karakashev	
  and	
  Reginato	
  2015,	
  

Yokoi	
  and	
  Fidler	
  2004).	
  Ainsi,	
  il	
  semble	
  que	
  les	
  voies	
  de	
  signalisation	
  ERK	
  et	
  AKT	
  soient	
  

plus	
   activées	
   en	
  basal	
   en	
  hypoxie	
   et	
   soient	
   donc	
  plus	
   facilement	
   activable	
   suite	
   à	
   une	
  

stimulation	
   par	
   un	
   facteur	
   de	
   croissance	
   par	
   exemple.	
   Dans	
   ces	
   conditions,	
   nous	
  

pouvons	
   formuler	
   l’hypothèse	
   qu’une	
   baisse	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
   pendant	
  

l’hypoxie	
   soit	
   un	
   mécanisme	
   de	
   compensation	
   pour	
   éviter	
   une	
   activation	
   trop	
  

importante	
  des	
  voies	
  AKT	
  et	
  ERK	
  pendant	
  l’hypoxie.	
  

	
  

En	
  effet,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  l’activation	
  non	
  contrôlée	
  des	
  oncogènes	
  induit	
  la	
  

mort	
  cellulaire.	
  En	
  effet,	
  la	
  cellule	
  maintient	
  leur	
  activation	
  à	
  un	
  niveau	
  qui	
  ne	
  lui	
  est	
  pas	
  

délétère	
   (Martin	
   et	
   al	
   2014,	
   Sawyers	
   2004,	
   Weinstein	
   and	
   Joe	
   2006).	
   De	
   ce	
   fait,	
   on	
  

pourrait	
  penser	
  que	
  la	
  cellule	
  maintient	
  une	
  activation	
  minimale	
  du	
  récepteur	
  MET,	
  ce	
  

qui	
   lui	
   permet	
   d’une	
   part	
   de	
   «	
  contrôler	
  »	
   son	
   activation	
   ainsi	
   que	
   celle	
   des	
   voies	
   de	
  

signalisation	
  à	
  un	
  niveau	
  qui	
  ne	
  lui	
  soit	
  pas	
  nocif.	
  D’autre	
  part,	
  cette	
  activation	
  minimale	
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de	
  MET	
  permet	
  également	
  à	
  la	
  cellule	
  de	
  ne	
  pas	
  consommer	
  trop	
  d’énergie.	
  En	
  effet,	
   la	
  

phosphorylation	
  du	
  récepteur	
  et	
  le	
  recrutement	
  de	
  GAB1	
  mènent	
  à	
  une	
  consommation	
  

d’ATP.	
   De	
   ce	
   fait,	
   une	
   phosphorylation	
   moindre	
   serait	
   un	
   mécanisme	
   d’adaptation	
  

supplémentaire	
  à	
   l’hypoxie.	
  En	
  conclusion,	
   la	
  baisse	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  serait	
  

un	
   mécanisme	
   permettant	
   une	
   moindre	
   consommation	
   d’énergie	
   par	
   la	
   cellule	
   mais	
  

également	
  un	
  rétrocontrôle	
  négatif	
  permettant	
  la	
  régulation	
  de	
  l’activation	
  des	
  voies	
  de	
  

signalisation	
  en	
  aval.	
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Conclusion	
  et	
  impact	
  clinique	
  :	
  
	
  

Récemment,	
  de	
  nombreux	
  TKI	
  ciblant	
  MET	
  ont	
  été	
  utilisés	
  de	
  manière	
  fructueuse	
  

dans	
  des	
  essais	
  cliniques	
  chez	
  des	
  patients	
  avec	
  des	
  dérégulations	
  de	
  MET	
  comme	
  des	
  

amplifications	
  géniques	
  et	
  des	
  mutations	
  activatrices	
  menant	
  à	
  une	
  perte	
  de	
   l’exon	
  14	
  

régulateur	
   (Frampton	
   et	
   al	
   2015,	
   Liu	
   et	
   al	
   2015,	
   Ou	
   et	
   al	
   2011,	
   Paik	
   et	
   al	
   2015).	
   De	
  

manière	
   intéressante,	
   nous	
   avons	
   observé	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   MET	
  

dans	
   des	
   lignées	
   portant	
   ces	
   deux	
   types	
   de	
   dérégulations	
   (GTL16,	
   EBC-­‐1	
   et	
   HS746T).	
  

Ceci	
  suggère	
  que	
  la	
  résistance	
  aux	
  TKI	
  pourrait	
  avoir	
  lieu	
  dans	
  les	
  zones	
  hypoxiques	
  des	
  

tumeurs	
  portant	
  ces	
  dérégulations.	
  En	
  effet,	
  nous	
  avons	
  montré	
  dans	
  des	
  xénogreffes	
  de	
  

tumeurs	
  GTL16	
  que	
  même	
  si	
  beaucoup	
  de	
  zones	
  hypoxiques	
  présentent	
  un	
  marquage	
  

pour	
   phospho-­‐MET	
   en	
   IHC,	
   certaines	
   d’entre	
   elles	
   présentent	
   une	
   absence	
   de	
  

phosphorylation	
   MET.	
   Une	
   réduction	
   de	
   l’efficacité	
   des	
   TKI	
   ciblant	
   MET	
   est	
   donc	
  

envisageable	
   dans	
   ces	
   régions	
   tumorales	
   subissant	
   l’hypoxie	
   et	
   la	
   réduction	
   de	
   la	
  

phosphorylation	
   du	
   récepteur.	
   Néanmoins,	
  même	
   si	
   in	
   vitro	
   le	
   PHA-­‐665752	
   a	
  montré	
  

une	
   plus	
   grande	
   efficacité	
   dans	
   des	
   lignées	
   avec	
   amplification	
   génique	
   de	
   met	
   ou	
  

délétion	
   de	
   l’exon	
   14,	
   seul	
   le	
   crizotinib	
   a	
  montré	
   cette	
   efficacité	
   en	
   clinique.	
   Or	
   nous	
  

n’observons	
   pas	
   de	
   résistances	
   au	
   crizotinib	
   en	
   hypoxie.	
   Cependant,	
   il	
   existe	
   d’autres	
  

TKI	
  en	
  développement	
  (comme	
  l’INC	
  280	
  -­‐	
  Novartis®)	
  ou	
  utilisés	
  en	
  clinique	
  (comme	
  le	
  

cabozantinib)	
   dont	
   il	
   serait	
   intéressant	
   de	
   tester	
   l’efficacité	
   en	
   hypoxie.	
   Par	
   ailleurs,	
  

d’après	
  nos	
  résultats,	
  l’utilisation	
  en	
  clinique	
  de	
  TKI	
  de	
  la	
  même	
  famille	
  chimique	
  que	
  le	
  

PHA-­‐665752	
  et	
  le	
  SU11274	
  aurait	
  une	
  efficacité	
  limitée.	
  

	
  

D’un	
   autre	
   côté,	
   dans	
   sa	
   volonté	
   d’améliorer	
   les	
   réponses	
   aux	
   traitements,	
   la	
  

communauté	
  scientifique	
  cherche	
  à	
  mieux	
  stratifier	
   les	
  patients	
  afin	
  de	
   leur	
  donner	
   le	
  

traitement	
  le	
  plus	
  adéquat	
  possible.	
  A	
  cet	
  effet,	
   il	
  est	
   indispensable	
  de	
  trouver	
  de	
  bons	
  

biomarqueurs	
   de	
   diagnostic	
   et	
   de	
   réponse	
   aux	
   traitements.	
   Les	
   biomarqueurs	
   utilisés	
  

actuellement	
   en	
   clinique	
   sont	
   la	
   suprexpression	
  de	
  MET	
   et	
   son	
   amplification	
   génique.	
  

Néanmoins,	
   ces	
  deux	
  méthodes	
  ont	
   certains	
   inconvénients.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
  démontré	
  

que	
   la	
   surexpression	
  de	
  MET,	
  qui	
  est	
  évaluée	
  par	
   IHC,	
  ne	
  correspond	
  pas	
   forcément	
  à	
  

son	
   activation.	
   Par	
   exemple,	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   dans	
   une	
   étude	
  que	
   seulement	
   5%	
  des	
  

cancers	
  du	
  poumon	
  non	
  à	
  petites	
  cellules	
  présentent	
  une	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  alors	
  

que	
  sa	
  surexpression	
  est	
  retrouvée	
  dans	
  11%	
  des	
  cas	
  (Tsuta	
  et	
  al	
  2012).	
  L’utilisation	
  de	
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la	
  surexpression	
  de	
  MET	
  comme	
  biomarqueur	
  peut	
  donc	
  mener	
  à	
  une	
  surestimation	
  des	
  

patients	
  potentiellement	
  répondeurs.	
  De	
  même,	
   l’amplification	
  génique	
  de	
  met,	
  qui	
  est	
  

évaluée	
  par	
  FISH,	
  ne	
  permet	
  pas	
  de	
  rendre	
  compte	
  de	
  l’activation	
  de	
  MET	
  par	
  d’autres	
  

mécanismes,	
   comme	
   par	
   exemple	
   une	
   surexpression	
   de	
   l’HGF/SF.	
   Ainsi,	
   d’autres	
  

biomarqueurs	
   sont	
   proposés	
   et	
   parmi	
   ceux-­‐ci	
   se	
   trouve	
   la	
   forme	
   active	
   du	
   récepteur	
  

MET.	
  En	
  effet,	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  notamment	
  dans	
  son	
  domaine	
  kinase,	
  reflète	
  

mieux	
  l’activation	
  du	
  récepteur.	
  D’ailleurs,	
  plusieurs	
  anticorps	
  spécifiques	
  reconnaissant	
  

la	
   forme	
   phosphorylée	
   de	
   MET	
   peuvent	
   être	
   utilisés	
   par	
   IHC.	
   Néanmoins,	
   la	
   faible	
  

stabilité	
   de	
   ces	
   sites	
   de	
   phosphorylation	
   ex	
   vivo	
   pourrait	
   nécessiter	
   une	
   attention	
  

particulière	
  pour	
  une	
  utilisation	
  en	
  routine,	
  en	
  clinique	
  (Furlan	
  et	
  al	
  2014,	
  Garber	
  2014).	
  

Par	
  ailleurs,	
  et	
  au	
  vu	
  de	
  nos	
  résultats,	
  l’utilisation	
  de	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  MET	
  comme	
  

biomarqueur	
   pourrait	
   poser	
   d’autres	
   inconvénients.	
   En	
   effet,	
   puisque	
   MET	
   subit	
   une	
  

forte	
   baisse	
   de	
   sa	
   phosphorylation	
   en	
   hypoxie	
   et	
   que	
   des	
   zones	
   hypoxiques	
   sont	
  

présentes	
  dans	
  la	
  majorité	
  des	
  tumeurs	
  solides,	
  l’utilisation	
  de	
  la	
  forme	
  phosphorylée	
  de	
  

MET	
   comme	
   marqueur	
   pronostic	
   ou	
   diagnostic	
   pourrait	
   mener	
   à	
   des	
   erreurs	
  

d’interprétation	
  et	
  l’inclusion	
  de	
  faux	
  négatifs.	
  

	
  

Dans	
   leur	
   ensemble,	
   nos	
   données	
   permettent	
   d’avoir	
   un	
  nouveau	
   regard	
   sur	
   la	
  

régulation	
  de	
  l’activité	
  des	
  oncogènes	
  en	
  hypoxie.	
  Les	
  conséquences	
  des	
  ces	
  régulations	
  

sont	
   importantes	
   pour	
   le	
   développement	
   des	
   nouveaux	
   traitements	
   avec	
   la	
   promesse	
  

d’une	
   amélioration	
   possible	
   des	
   thérapies	
   ciblées	
   utilisées	
   dans	
   le	
   cancer	
   en	
   évitent	
  

notamment	
  les	
  phénomènes	
  de	
  résistances.	
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Annexes	
  
	
  

Acquis	
  universitaires	
  :	
  

	
  

- Thèse	
   de	
   Doctorat	
   en	
   Pharmacie	
   et	
   Diplôme	
   d’Etudes	
   Spécialisées	
   -­‐	
   Filière	
  

Innovation	
   Pharmaceutique	
   et	
   Recherche.	
   Titre	
  :	
   Rôle	
   de	
   l’hypoxie	
   et	
   de	
  

l’héparanase	
  dans	
  la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  

- DUEC	
  Pharmacie	
  clinique	
  oncologique	
  (2013-­‐2014)	
  

- DIU	
  du	
  CESAM	
  (Centre	
  d’Enseignement	
  de	
  la	
  Statistique	
  Appliquée	
  à	
  la	
  Médecine	
  

et	
   à	
   la	
   Biologie	
  Médicale),	
  modules	
  :	
   Méthodologie	
   statistique	
   et	
   Statistique	
   en	
  

Biologie	
  (2012-­‐2013)	
  

- Participation	
   à	
   la	
   rédaction	
   de	
   mon	
   article	
   sur	
   mes	
   résultats	
   de	
   Master	
   2	
  

Recherche	
  avec	
   publication	
   dans	
   Journal	
   of	
   AIDS	
   and	
   Clinical	
   Research	
  :	
   Mekki	
  

MS,	
   Liabeuf	
   S,	
   Paccou	
   J,	
   Izet	
   T,	
   Renard	
   C,	
   et	
   al.	
   (2014)	
   Abdominal	
   Aortic	
  

Calcification	
  in	
  Patient’s	
  Infected	
  by	
  the	
  Human	
  Immunodeficiency	
  Virus.	
   J	
  AIDS	
  

Clin	
  Res	
  5:351.	
  

	
  

Formations	
  de	
  l’Ecole	
  Doctorale	
  Biologie	
  Santé	
  de	
  Lille	
  :	
  

	
  

- Communication	
  scientifique	
  et	
  professionnelle	
  en	
  anglais	
  (30h).	
  

- Conférences	
  de	
  juin	
  (4	
  demi-­‐journées)	
  :	
  

• Le	
  métier	
  d’enseignant	
  chercheur	
  

• Les	
  réseaux	
  sociaux	
  professionnels	
  :	
  comment	
  en	
  faire	
  bon	
  usage	
  ?	
  

• Les	
   pôles	
   de	
   compétitivité	
  :	
   des	
   labos,	
   des	
   entreprises,	
   des	
   jeunes	
  

chercheurs	
  

• La	
  création	
  d’entreprise	
  par	
  les	
  docteurs.	
  

- Initiation	
   à	
   Zotéro	
  :	
   gérer	
   sa	
   documentation	
   et	
   rédiger	
   sa	
   bibliographie	
   avec	
  

Zotéro	
  (2h).	
  

- Améliorer	
  ses	
  chances	
  d’être	
  publié	
  :	
  Pourquoi	
  ?	
  Comment	
  ?	
  (Une	
  demi-­‐journée)	
  

- Formation	
  logiciel	
  R	
  (3	
  jours)	
  

- Formation	
  vidéomicroscopie	
  et	
  microscopie	
  confocale	
  (3	
  jours)	
  

- Formation	
  en	
  cytométrie	
  en	
  flux	
  (FACS)	
  (Une	
  demi-­‐journée)	
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- Bien	
  utiliser	
   les	
   indicateurs	
  bibliométriques	
  en	
  biologie	
  santé	
  (facteur	
  d’impact,	
  

H-­‐index,	
  SIGAPS).	
  (2h)	
  

	
  

Congrès	
  :	
  

	
  

• Communications	
  orales	
  :	
  

	
  

- Conséquences	
   de	
   l’hypoxie	
   sur	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   signalisation	
   du	
   récepteur	
  

tyrosine	
  kinase	
  MET.	
  2ème	
  journées	
  du	
  SIRIC	
  OncoLille.	
  Lille	
  (France,	
  Juin	
  2015).	
  

- Role	
   of	
   hypoxia	
   in	
   the	
   HGF/SF-­‐MET	
   signaling.	
   15ème	
   congrès	
   du	
   Groupe	
   de	
  

Pharmacologie	
   Oncologique	
   Clinique	
   (GPCO).	
   Besançon	
   (France,	
   Décembre	
  

2014).	
  

- Role	
   of	
   hypoxia,	
   acidic	
  microenvironment	
   and	
   heparanase	
   in	
   the	
   regulation	
   of	
  

HGF/SF-­‐MET	
   signaling.	
   Journées	
   des	
   doctorants	
   travaillant	
   en	
   Cancérologie	
  

Expérimentale	
  et	
  Clinique.	
  Lille	
  (France,	
  Juin	
  2014).	
  

- Implication	
  de	
  la	
  signalisation	
  HGF-­‐SF/MET,	
  de	
  l’héparanase	
  et	
  de	
  l’hypoxie	
  dans	
  

la	
   résistance	
   tumorale	
   acquise.	
   Journées	
   scientifiques	
   de	
   l’UMR	
  8161,	
   IBL.	
   Lille	
  

(France,	
  Mai	
  2013).	
  

	
  

• Communications	
  affichées	
  :	
  

	
  

- Mekki	
  MS,	
  Copin	
  MC,	
  Paquet	
  C,	
  Leroy	
  C,	
  Melnyk	
  O,	
  Bonte	
  JP,	
  Vicogne	
  J	
  et	
  Tulasne	
  

D.	
  Conséquences	
  de	
   l’hypoxie	
  sur	
   la	
  régulation	
  de	
   la	
  signalisation	
  HGF/SF-­‐MET.	
  

8èmes	
   journées	
   scientifiques	
  du	
  Cancéropôle	
  Nord-­‐Ouest.	
  Deauville	
   (France,	
   Juin	
  

2015).	
  

- Mekki	
  MS,	
  Paquet	
  C,	
  Melnyk	
  O,	
  Bonte	
  JP,	
  Vicogne	
  J	
  et	
  Tulasne	
  D.	
  Rôle	
  de	
  l’hypoxie	
  

dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   signalisation	
   HGF/SF-­‐MET.	
   15ème	
   congrès	
   du	
   GPCO.	
  

Besançon	
  (France,	
  Décembre	
  2014).	
  

- Mekki	
  MS,	
   Paquet	
   C,	
  Melnyk	
  O,	
   Bonte	
   JP	
   and	
   Vicogne	
   J.	
   Role	
   of	
   hypoxia,	
   acidic	
  

microenvironment	
   and	
   heparanase	
   in	
   the	
   regulation	
   of	
   HGF/SF-­‐MET	
   signaling.	
  

Journée	
  Scientifique	
  André	
  Verbert.	
  Lille	
  (France,	
  Septembre	
  2014).	
  

- Mekki	
  MS,	
   Paquet	
   C,	
  Melnyk	
  O,	
   Bonte	
   JP	
   and	
   Vicogne	
   J.	
   Role	
   of	
   hypoxia,	
   acidic	
  

microenvironment	
   and	
   heparanase	
   in	
   the	
   regulation	
   of	
   HGF/SF-­‐MET	
   signaling.	
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Young	
  Researchers	
   in	
   Life	
   Science	
   (YRLS)	
   Conference	
   2014.	
   Paris	
   (France,	
  Mai	
  

2014).	
  

- Mekki	
   MS,	
   Paquet	
   C,	
   Melnyk	
   O,	
   Bonte	
   JP	
   et	
   Vicogne	
   J.	
   Rôle	
   de	
   l’hypoxie,	
   du	
  

microenvironnement	
   acide	
   et	
   de	
   l’héparanase	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
  

signalisation	
   HGF/SF-­‐MET.	
   7èmes	
   journées	
   scientifiques	
   du	
   Cancéropôle	
   Nord-­‐

Ouest.	
  Deauville	
  (France,	
  Mai	
  2014).	
  

- Mekki	
  MS,	
   Paquet	
   C,	
  Melnyk	
  O,	
   Bonte	
   JP	
   and	
   Vicogne	
   J.	
   Role	
   of	
   hypoxia,	
   acidic	
  

microenvironment	
   and	
   heparanase	
   in	
   the	
   regulation	
   of	
   HGF/SF-­‐MET	
   signaling.	
  	
  

EMBO/EMBL	
  Symposium	
  :	
  Tumour	
  Microenvironment	
  and	
  Signalling.	
  Heidelberg	
  

(Allemagne,	
  Mai	
  2014)	
  

- Mekki	
  MS,	
  Melnyk	
  O,	
  Bonte	
  JP	
  and	
  Vicogne	
  J.	
  Role	
  of	
  HGF/SF-­‐MET	
  signaling	
  and	
  

hypoxia	
   in	
   tumor	
   survival.	
   15th	
   EMBL	
   PhD	
   Symposium.	
   European	
   Molecular	
  

Biology	
  Laboratory.	
  Heidelberg	
  (Allemagne,	
  Oct	
  2013)	
  

	
  

Vulgarisation	
  scientifique	
  :	
  

	
  

- Participation	
   à	
   la	
   compétition	
   internationale	
   de	
   communications	
   pour	
   la	
  

vulgarisation	
  scientifique	
  «	
  FameLab	
  »	
  avec	
  l’obtention	
  du	
  2ème	
  prix	
  du	
  concours	
  

régional.	
  

- Membre	
   actif	
   de	
   l’association	
   des	
   docteurs	
   et	
   doctorants	
   de	
   Biologie	
   Santé	
   du	
  

Nord	
   «	
  Bioaddoct	
  »	
   avec	
   organisation	
   et	
   participation	
   à	
   des	
   évènements	
   de	
  

vulgarisation	
  scientifique.	
  

	
  
	
  
	
  
	
  


